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DESCRIPCION

Combinacion de fosfomicina/aminoglucosido aerosolizada para el tratamiento de las infecciones respiratorias
bacterianas.

Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a una formulacién nueva, segura, no irritante y fisiolégicamente compatible
inhalable de una combinacion de fosfomicina y aminoglucésido que resulta adecuada para el tratamiento de la
fibrosis quistica causada por las bacterias Gram-negativas, tales como Burkholderia cepacia, especies de
Citrobacter, Escherichia coli, especies de Enterobacter, especies de Fusobacterium, Haemophilus influenzae,
Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Moraxella catarrhalis, Proteus mirabilis, especies de Prevotella,
Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens, Stenotrophomonas maltophilia, Alcaligenes xylosoxidans y
bacterias Gram-positivas, tales como Staphylococcus aureus resistente a la meticilina, Staphylococcus aureus
sensibles a la meticilina, Streptococcus pneumoniae y especies (3-hemoliticas de Streptococcus.

Antecedentes de lainvencién

La terapia mas ampliamente aceptada para el tratamiento de las infecciones respiratorias causadas por bacterias
Gram-negativas en pacientes de fibrosis quistica implica la administracion intravenosa de un Unico antibiotico o de
combinaciones de antibidticos (Gibson et al., 2003; Ramsey, 1996). Este método de tratamiento presenta varias
limitaciones significativas, que comprenden: (1) un espectro reducido de actividad de los antibi6ticos existentes, (2)
concentraciones insuficientes de antibiético que alcanza el tracto respiratorio para garantizar un rapido inicio y unas
tasas elevadas de eliminacion bacteriana, y (3) el desarrollo de efectos secundarios negativos debido a
concentraciones sistémicas elevadas del farmaco.

La administracion en aerosol de antibidticos (Conway, 2005; O'Riordan, 2000) resuelve varias limitaciones de la
administracion parenteral (Flume y Klepser, 2002; Kuhn, 2001). Permite la administracion topica de concentraciones
elevadas de farmaco en los espacios endobronquiales y reduce los efectos secundarios al reducir la exposicion
sistémica al antibidtico. Sin embargo, los pacientes de fibrosis quistica reciben tipicamente terapias antibidticas
prolongadas y repetidas durante toda su vida (Gibson et al., 2003; Ramsey, 1996). Por lo tanto, la toxicidad
acumulativa de aminoglucésido y el desarrollo de resistencias resulta todavia un problema significativo.

Fosfomicina

La fosfomicina es un antibiético de acido fosférico de amplio espectro (Kahan et al., 1974; Woodruff et al., 1977) que
presenta actividad bactericida contra las bacterias Gram-negativas, incluyendo Citrobacter spp., E. coli, Enterobacter
spp., K. pneumoniae, P. aeruginosa, Salmonella spp., Shigella spp. y S. marcescens (Greenwood et al., 1992;
Rimm, 1979; Marchese et al.,, 2003; Schulin, 2002), asi como bacterias Gram-positivas, que comprenden
enterococos resistentes a vancomicina, S. aureus resistente a meticilina (MRSA), S. aureus sensible a meticilina
(MSSA) y S. pneumoniae (Greenwood et al., 1992; Grimm, 1979; Perri et al., 2002). La fosfomicina presenta su
actividad méxima contra E. coli, Proteus spp., Salmonella spp., Shigella spp. y S. marcescens, que resultan
generalmente inhibidos a concentraciones de fosfomicina <64 pug/ml (Forsgren y Walder, 1983). La fosfomicina es
moderadamente activa contra P. aeruginosa (Forsgren y Walder, 1983), particularmente en comparacion con la
tobramicina (Schulin, 2002).

La fosfomicina es bactericida, pero muestra una eliminacion dependiente del tiempo de E. coliy S. aureus (Grif et al.,
2002). La tasa y el grado de eliminacion dependen del periodo de tiempo durante el que la fosfomicina se encuentra
en contacto con el organismo diana (Craig, 1998; Mueller et al., 2004). El incremento de la concentracién de
fosfomicina no produce un incremento correspondiente de la tasa o el grado de actividad de eliminacion. Esta
caracteristica resulta significativa debido a que resulta preferido tratar las infecciones por P. aeruginosa con
antibiéticos que muestran una actividad de eliminacion bactericida dependiente de la concentracion (Craig, 1998;
Mueller et al., 2004).

La monoterapia de fosfomicina se utiliza cominmente en el tratamiento de infecciones no complicadas del tracto
urinario causadas por E. coli, y menos frecuentemente en el tratamiento de infecciones respiratorias bacterianas,
gue comprende a los pacientes con fibrosis quistica (Kamijyo et al., 2001; Katznelson et al., 1984; Kondo et al.,
1996; Reeves, 1994; Bacardi et al., 1977; Bonora et al., 1977; Honorato et al., 1977; Menendez et al., 1977). Sin
embargo, la fosfomicina sola no ha sido muy utilizada para tratar infecciones causadas por P. aeruginosa. La
fosfomicina ha sido administrada parenteralmente en combinacion con antibidticos de diferentes clases para tratar la
endocarditis (Moreno et al., 1986) y la fibrosis quistica (Mirakhur et al., 2003) pero no se ha administrado
directamente en el ambiente pulmonar mediante la administracion por aerosol.

La fosfomicina se encuentra disponible en formulaciones tanto orales (fosfomicina calcio y forfomicina trometamol) e
intravenosa (fosfomicina disddica) (Woodruff et al., 1977). La fosfomicina trometamol es la formulacion preferida
para la administracion oral debido a que se absorbe mas facilmente en la sangre en comparacion con la fosfomicina
calcio. Tras una Unica dosis intravenosa o intramuscular de 2 g de fosfomicina, las concentraciones séricas maximas
alcanzan valores comprendidos entre 25 y 95 pg/ml en 1-2 horas (Woodruff et al., 1977). En contraste, las
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concentraciones alcanzan valores de 1 a 13 ug/ml en el pulmén normal tras la administracién parenteral de una
dosis comparable de fosfomicina (Bonora et al., 1977), lo que resulta insuficiente para eliminar la mayoria de los
patégenos bacterianos, en particular P. aeruginosa (Forsgren y Walder, 1983; Schulin, 2002). Los pacientes con
fibrosis quistica presentan una farmacocinética alterada, caracterizada por un volumen incrementado de distribucion
y tasa de eliminacién (Tan et al., 2003), que probablemente reduciria adicionalmente la eficacia de la fosfomicina
administrada parenteralmente.

La fosfomicina se encuentra ampliamente distribuida en diversos tejidos y liquidos corporales, pero no se une
significativamente a las proteinas plasmaticas (Mirakhur et al., 2003). En consecuencia, la fosfomicina se encuentra
disponible para ejercer efectos antibacterianos en el caso de que alcance concentraciones suficientes en el sitio de
la infeccion. El tracto respiratorio de los pacientes con fibrosis quistica se encuentra obstruido por secreciones
viscosas denominadas esputo (Ramsey, 1996). La efectividad de varias clases de antibiticos, tales como
aminoglucosidos y B-lactamos se encuentra reducida debido a la pobre penetracién en el esputo. Ademas, la
actividad de estos antibidticos se reduce adicionalmente debido a la unién a componentes del esputo (Hunt et al.,
1995; Kuhn, 2001; Ramphal et al., 1988; Mendelman et al., 1985).

El desarrollo de resistencia en bacterias aisladas de pacientes tratados con fosfomicina para las infecciones del
tracto urinario se produce muy infrecuentemente (Marchese et al., 2003). La resistencia cruzada con otras clases de
antibiodticos inhibidores de la pared celular no se produce debido a que la fosfomicina actla sobre el enzima
fosfoenolpiruvato (UDP-N-acetilglucosamina enolpiruvato-transferasa), que no es diana para otros antibidticos
(Kahan et al., 1974; Woodruff et al., 1977). La fosfomicina resulta activamente incorporada en las células bacterianas
mediante dos sistemas de transporte; un transporte de L-a-glicerofosfato constitutivamente funcional y el sistema de
incorporacion de hexosas fosfato (Kahan et al., 1974). En el caso de que surja resistencia a la fosfomicina,
tipicamente se debe a una mutacibn genética en uno o0 ambos sistemas de transporte codificados
cromosomicamente, y menos comunmente, debido a enzimas modificadores (Arca et al., 1997; Nilsson et al., 2003).

Tobramicina

La tobramicina es un antibiético aminoglucdsido que es activo contra los bacilos aerdbicos Gram-negativos,
incluyendo P. aeruginosa, E. coli, Acinetobacter spp., Citrobacter spp., Enterobacter spp., K. pneumoniae, Proteus
spp., Salmonella spp., S. marcescens y Shigella spp. (Vakulenko y Mobashery, 2003). En particular, la tobramicina
es altamente activa contra P. aeruginosa. Las concentraciones inhibidoras minimas (MIC) de la tobramicina de P.
aeruginosa sensible tipicamente son inferiores a 2 pg/ml (Shawar et al., 1999; Spencker et al., 2002; Van Eldere,
2003). La mayoria de bacterias Gram-positivas son resistentes a la tobramicina, con la excepcién de S. aureus y S.
epidermidis (Vakulenko y Mobashery, 2003).

La tobramicina es rdpidamente bactericida y muestra una eliminacion dependiente de la concentracion (Vakulenko y
Mobashery, 2003). El incremento de la concentracion de la tobramicina incrementa tanto la tasa como el grado de
eliminacion bacteriana. Por lo tanto, para alcanzar el éxito terapéutico, resulta necesario administrar una dosis
suficientemente grande para producir un nivel maximo de tobramicina 5 a 10 veces superior a la MIC del organismo
diana en el sitio de la infeccion. Resulta preferido tratar las infecciones por P. aeruginosa con antibidticos que
muestren actividad de eliminacién bactericida dependiente de la concentracion (Ansorg et al., 1990).

La tobramicina se administra habitualmente para tratar infecciones bacterianas Gram-negativas menos graves
(Vakulenko y Mobashery, 2003). Sin embargo, puede combinarse con otras clases de antibidticos para tratar
infecciones graves del tracto urinario y abdominal, asi como endocarditis y bacteremia (Vakulenko y Mobashery,
2003). La administracion parenteral de tobramicina en combinacion con antibiéticos inhibidores de la pared celular
se ha utilizado para tratar infecciones respiratorias, en particular las causadas por P. aeruginosa en pacientes de CF
(Gibson et al., 2003; Lang et al., 2000; Ramsey et al., 1999; Ramsey et al., 1993; Smith et al., 1999; Spencker et al.,
2003).

La tobramicina resulta poco absorbida por via oral y debe administrarse parenteralmente (Hammett-Stabler y Johns,
1998). La tobramicina se encuentra disponible en formulaciones tanto intravenosas como de aerosol. Tras la
administracion parenteral, la tobramicina se encuentra distribuida principalmente dentro del liquido extracelular. La
tobramicina es rapidamente excretada mediante filtracion glomerular, resultando en una semivida plasmatica de 1 a
2 horas (Tan et al., 2003). La penetracion de la tobramicina en las secreciones respiratorias es muy pobre y su
actividad resulta adicionalmente reducida por la unién al esputo (Kuhn, 2001). La administracion mediante aerosol
de la tobramicina produce niveles en el esputo significativamente mas altos, de 21.000 pg/ml (Geller et al., 2002) en
comparacion con la administracion parenteral, pero la unién al esputo sigue siendo un problema significativo (Hunt et
al., 1995; Mendelman et al., 1985; Ramphal et al., 1988).

La nefrotoxicidad y la ototoxicidad son reacciones negativas asociadas a la terapia de tobramicina (Al-Aloui et al.,
2005; Hammett-Stabler y Johns, 1998). La nefrotoxicidad resulta de la acumulacién de la tobramicina dentro de
lisosomas de células epiteliales que revisten los tabulos proximales. Esto provoca una alteracion de la funcion
celular y finalmente la necrosis celular (Mingeot-Leclercq y Tulkens, 1999). Clinicamente, se presenta como
insuficiencia renal no oligdrica. La prevalencia de la nefrotoxicidad en pacientes de fibrosis quistica se estima que es
de entre 31% y 42% (Al-Aloui et al., 2005). La incidencia de la ototoxicidad, que se caracteriza por la pérdida de
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audicion y mareos, se estima que es de hasta 25% de los pacientes tratados con aminoglucésidos (Hammett-Stabler
y Johns, 1998). Al contrario que la nefrotoxicidad, la ototoxicidad es irreversible. EI mayor factor de riesgo de
desarrollo de toxicidad es la exposicion acumulativa a dosis elevadas de tobramicina (Hammett-Stabler y Johns,
1998; Mingeot-Leclercq y Tulkens, 1999). Los pacientes de fibrosis quistica se tratan con dosis elevadas
prolongadas y repetidas de tobramicina durante toda su vida (Tan et al., 2003) y presentan un riesgo incrementado
de desarrollar insuficiencia renal acumulativa (Al-Aloui et al., 2005).

La resistencia bacteriana a la tobramicina se ha convertido en crecimiento prevalente y se debe a la monoterapia de
antibiéticos repetida y prolongada (Conway et al., 2003; Van Eldere, 2003; Mirakhur et al., 2003; Pitt et al., 2005;
Schulin, 2002). Por ejemplo, los pacientes de fibrosis quistica resultan colonizados por cepas de P. aeruginosa que
son mayoritariamente resistentes a tobramicina, gentamicina, ceftazidima, piperacilina y ciprofloxacina (Eldere, 2003;
Pitt et al., 2005; Pitt et al., 2003; Weiss y Lapointe, 1995). De esta manera, las terapias de antibidticos existentes se
estan convirtiendo en ineficaces para tratar las infecciones por P. aeruginosa debido a resistencias farmacolégicas.

Okazaki M. et al., "Effectiveness of fosfomycin combined with other antimicrobial agents against multidrug-resistant
Pseudomonas aeruginosa isolates using time index assay", J. Infect. Chemother. Vol. 8, 2002, péaginas 37-42;
Tessier, F. et al., "In vitro activity of fosfomycin combined with ceftazidime, imipenem, amikacin and ciprofloxacin
against Pseudomonas aeruginosa”, Eur. J. Clin. Microbiol. Dis. Vol. 16: 1997 paginas 159-162; Takahashi K. et al.,
"Synergistic Activities of Combinations of Beta lactams, fosfomycin and tobramycin against Pseudomonas
aeruginosa", Antimicrobial agents and chemotherapy Vol. 26 n°® 5 noviembre de 1984 (1984-11), paginas 789-791,
patente WO n° 03/035030 A, patente US 2003/191051 A1; Touw, D.J. et al., "Inhalation of Antibiotics of Cystic
Fibrosis", European Respiratory Journal vol. 8: 1995, paginas 1594-1604; Doring G. et al., "Antibiotic therapy against
Pseudomonas aeruginosa in cystic fibrosis: a European consensus”, European Respiratory Journal Vol. 16, 2000
paginas 749-767.

Resulta evidente que resulta todavia necesario un método mejorado de tratamiento de infecciones respiratorias
agudas y crénicas causadas por bacterias Gram-negativas y Gram-positivas, particularmente P. aeruginosa
resistente a multiples farmacos. Esto resulta particularmente evidente en los pacientes de fibrosis quistica en los que
las terapias actuales se encuentran limitadas por problemas relacionados con el desarrollo de resistencia y toxicidad.
Dicho método de tratamiento comprenderia preferentemente la inhalacion de una combinacion antibiética
aerosolizada de fosfomicina y un aminoglucésido, tal como tobramicina, que administre una cantidad
terapéuticamente efectiva de los farmacos directamente en el espacio endobronquial de las vias respiratorias 0 en
los conductos nasales. Dicho tratamiento resultaria eficaz, reduciria la frecuencia de resistencias farmacoldgicas y
mejoraria la seguridad.

Resultaria muy ventajoso proporcionar una formulaciéon y sistema de administracion de una dosis suficiente de
fosfomicina mas un aminoglucdsido, tal como tobramicina en una forma concentrada, que contuviese el volumen
minimo posible de solucion o de peso de polvos secos que pudiese aerosolizarse y administrarse
predominantemente en el espacio endobronquial.

De esta manera, un objetivo de la presente invencion consiste en proporcionar una formulacion concentrada liquida
o de polvos secos de fosfomicina mas aminoglucésido que contenga cantidades suficientes pero no excesivas de
fosfomicina y aminoglucésido que pueda aerosolizarse eficientemente mediante nebulizacién en tamafios de
particulas d aerosol comprendidas predominantemente en el intervalo de entre 1 y 5 um y que presente una
salinidad que se ajusta para permitir la generacion de un aerosol de fosfomicina mas aminoglucésido bien tolerado
por pacientes y que presente una vida de almacenamiento adecuada.

Sumario de lainvencion

Un aspecto de la presente exposicion es un método para el tratamiento de infecciones del tracto respiratorio inferior
(pulmonar) como la fibrosis quistica, la infeccion pulmonar crénica por Pseudomonas en pacientes de fibrosis
quistica causadas por bacterias Gram-negativas y Gram-positivas, que comprende la etapa que consiste en
administrar una cantidad efectiva de una formulacion de aerosol que comprende fosfomicina y tobramicina en el
espacio endobronquial o nasal de pacientes que necesitan dicho tratamiento.

Un aspecto de la presente invencién es una formulacién concentrada liquida o de polvos secos que resulta
adecuada para la administracién de una combinacién de fosfomicina-tobramicina en el espacio endobronquial o
nasal de pacientes destinada al tratamiento de la fibrosis quistica.

Todavia otro aspecto de la presente invencion es una formulacion, liquida o de polvos secos, que resulta adecuada
para la administracion de aminoglucosido y fosfomicina en el espacio endobronquial y nasal de pacientes, que
reduce el desarrollo de resistencias a antibiéticos en comparacion con cualquiera de los farmacos utilizado
individualmente.

Todavia otro aspecto de la presente invencién es una formulacion, liquida o de polvos secos, que resulta adecuada
para la administracion de un aminoglucésido y fosfomicina en el espacio endobronquial o nasal de pacientes, que
incrementa el efecto posantibiotico (PAE) en comparacion con el PAE de cualquiera de los farmacos utilizado
individualmente.
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Todavia otro aspecto de la presente invencién es una formulacion que comprende entre 1 y 300 mg de fosfomicina y
entre 1y 300 mg de aminoglucésido en 0,5 a 7 ml de agua con una concentracion de cloro >30 mM, en la que dicha
formulacion presente un pH de entre 4,5 y 8,0 y se administra mediante aerosolizacién. El aerosol contiene
particulas que presentan un didmetro aerodinamico medio de masa (MMAD) predominantemente de entre 1y 5 uy
se administran utilizando un nebulizador que puede atomizar las particulas del tamafio deseado.

Todavia otro aspecto de la presente invencién es una formulacién de polvos secos que comprende entre
aproximadamente 1 y aproximadamente 300 mg de fosfomicina, entre aproximadamente 1 y aproximadamente
300 mg de aminoglucésido y por lo menos un excipiente farmacéuticamente aceptable en una forma de polvos
secos micronizados que administra particulas con un diametro medio de masa MMAD de entre 1 y 5 al
aerosolizarlas.

La exposicion se refiere a una formulacion inhalable que comprende fosfomicina mas un aminoglucésido adecuado
para el tratamiento de infecciones bacterianas pulmonares agudas y crénicas, particularmente las causadas por la
bacteria Gram-negativas P. aeruginosa resistente a multiples farmacos que son resistentes al tratamiento con -
lactamos y aminoglucésidos. La formulacion de aerosol presenta un volumen reducido, aunque administra una dosis
terapéuticamente eficaz de fosfomicina mas aminoglucésido en el sitio de la infeccidn en cantidades suficientes para
tratar las infecciones respiratorias bacterianas. Las formulaciones de aminoglucésido mas fosfomicina de polvos
secos y reconstituidas presentan una vida y estabilidad de almacenamiento prolongadas.

Las formulaciones de la presente invencion preferentemente comprenden 8 partes en peso de fosfomicina y 2 partes
en peso de tobramicina.

Breve descripcion de los dibujos

Las figuras 1y 2 representan las curvas de tiempo-eliminacién para una combinacion de fosfomicina-tobramicina 9:1
y demuestran la rapida eliminacion bactericida de P. aeruginosa ATCC 27853 en comparacion con la eliminacion
bacteriostatica de fosfomicina y tobramicina por si solas.

Las figuras 3 y 4 representan las curvas de tiempo-eliminacién para combinaciones de fosfomicina:tobramicina 8:2 y
demuestran la rapida eliminacion bacteriana de P. aeruginosa ATCC n° 27853.

Las figuras 5, 6 y 7 representan las curvas de tiempo-eliminacion para combinaciones de fosfomicina:tobramicina 7:3
y demuestra la rapida eliminacién bactericida de P. aeruginosa ATCC n° 27853.

Las figuras 8 y 9 comparan las curvas de eliminacién para las combinaciones de fosfomicina:tobramicina 9:1, 8:2 y
7:3 y de tobramicina sola contra P. aeruginosa ATCC n° 27853.

Las figuras 10, 11 y 12 demuestran la eliminacion dependiente de la concentracion de las combinaciones de
fosfomicina:tobramicina 9:1, 8:2 y 7:3 contra P. aeruginosa ATCC n° 27853.

Las figuras 13, 14 y 15 representan la eliminacion de E. coli en pulmén de rata tras la administracion de aerosol de
una solucion 31,1 mg/ml de combinaciones de fosfomicina:tobramicina 9:1, 8:2 y 7:3, respectivamente.

Las figuras 16 y 17 demuestran que la administracion de aerosol de una solucion 31,1 mg/ml de una combinacién de
fosfomicina:tobramicina 9:1 resulté en una eliminacidon >5 logio de E. coli en pulmdn de rata, en comparacion con
una eliminacion inferior a 1 logi de fosfomicina y tobramicina solas.

La figura 18 demuestra que la administracion en aerosol de una soluciéon 31,1 mg/ml de una combinacion de
fosfomicina:tobramicina 8:2 resulté en una eliminacion >5 logio de E. coli en pulmén de rata, en comparacion con
una eliminacion de 2 logio mediante la administracion de aerosol de una soluciéon 40 mg/ml de tobramicina sola.

Las figuras 19 y 20 demuestran que la administracion en aerosol de una solucién 31,1 mg/ml de una combinacién de
fosfomicina:tobramicina 8:2 provoc6 una mayor eliminacion de P. aeruginosa en pulmén de rata, en comparacion
con fosfomicina y tobromicina solas.

La figura 21 demuestra que la administracién en aerosol de una solucion 60 y 90 mg/ml de una combinacion de
fosfomicina:tobramicina 8:2 result6 en la eliminacion significativa de P. aeruginosa en pulmon de rata.

Definicion de términos

Tal como se utilizan en la presente memoria:

"Un cuarto de solucién salina" o "1/4 NS" se refiere a solucion salina normal diluida a un cuarto de su concentracion,
conteniendo 0,225% (p/v) de NaCl.

"fosfomicina:tobramicina 9:1" se refiere a una solucién en agua o una formulacién de polvos secos que contiene una
proporcion 9:1 en peso de acido fosfomicina a base tobramicina.
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"fosfomicina:tobramicina 8:2" se refiere a una solucién en agua o una formulacién de polvos secos que contiene una
proporcion 8:2 en peso de acido fosfomicina a base tobramicina, de manera que la cantidad de fosfomicina es ocho
veces la cantidad de tobramicina.

"fosfomicina:tobramicina 7:3" se refiere a una solucién en agua o una formulacién de polvos secos que contiene una
proporcion 7:3 en peso de acido fosfomicina a base tobramicina, de manera que la cantidad de fosfomicina es cuatro
veces la cantidad de tobramicina.

"fosfomicina:tobramicina 5:5" se refiere a una solucién en agua o una formulacién de polvos secos que contiene una
proporcion 5:5 en peso de acido fosfomicina a base tobramicina, de manera que la cantidad de fosfomicina es cuatro
veces la cantidad de tobramicina.

"Concentracion inhibidora minima (MIC)" se refiere a la concentracién minima de uno o mas antibiéticos que impide
el crecimiento visible tras la incubacién durante 18 a 20 horas a 35°C.

"Concentracion bactericida minima (MBC)" se refiere a la concentracion minima de antibiético que resulta en =3
Logsio de eliminacién bacteriana.

"Eliminacion dependiente del tiempo" se refiere a que concentraciones de farmaco mas altas no eliminan bacterias
de modo méas réapido o en mayor grado.

"Eliminacion dependiente de la concentracion” se refiere a que a mayores concentraciones de farmaco, mas alta es
la tasa y grado de eliminacion bacteriana.

"Bacteriostatico" se refiere a que el antibiético actiia mediante la inhibicion del crecimiento bacteriano.
"Bactericida" se refiere a que el antibiotico actia eliminando bacterias.

"Sinergia" se refiere a que el efecto combinado de los antibidticos que se examinan es significativamente superior al
de cualquiera de los farmacos individualmente.

Descripcion detallada de la forma de realizacion preferida

La presente invencién se refiere a una formulacion concentrada de fosfomicina méas tobramicina que resulta
adecuada para la administracion eficaz mediante aerosolizacion en el espacio endobronquial o nasal. La invencion
resulta preferentemente adecuada para la formulacion de fosfomicina méas tobramicina concentradas para la
aerosolizacion utilizando nebulizadores de chorro, ultrasonicos o equivalentes para producir particulas de aerosol de
entre 1y 5 y, necesarias para la administracion eficaz de fosfomicina mas tobramicina en el espacio endobronquial o
nasal para el tratamiento la fibrosis quistica, particularmente la causada por Pseudomonas aeruginosa resistente a
multiples farmacos. La formulacién contiene una cantidad minima aunque eficaz de fosfomicina més tobramicina
formulada en el volumen minimo posible de solucion fisiolégicamente aceptable que presenta una salinidad ajustada
para permitir la generacion de un aerosol de fosfomicina y tobramicina bien tolerado por los pacientes, pero que
minimice el desarrollo de efectos secundarios no deseables, tales como el broncoespasmo y la tos.

Los requisitos principales para cualquier formulacion aerosolizada son su seguridad y eficacia. Son ventajas
adicionales el coste mas bajo, la practicidad de uso, una vida de almacenamiento larga, y el almacenamiento y
manipulacion del nebulizador.

La fosfomicina mas tobramicina aerosolizada se formula para la administracién eficaz de fosfomicina mas
tobramicina en el espacio endobronquial pulmonar o nasal. Se selecciona un nebulizador para permitir la formacion
de un aerosol de fosfomicina mas tobramicina que presente un diametro medio de masa media predominantemente
de entre 1 y 5. La cantidad formulada y administrada de fosfomicina mas tobramicina resulta eficaz para el
tratamiento de la fibrosis quistica, particularmente la causada por Pseudomonas aeruginosa resistente a multiples
farmacos. La formulacion presenta salinidad, fuerza osmética y pH ajustados para permitir la generaciéon de un
aerosol de fosfomicina mas tobramicina que resulte bien tolerado por el paciente. La formulacion presenta el
volumen aerosolizable méas pequerio posible capaz de administrar una dosis efectiva de fosfomicina méas tobramicina
en el sitio de la infeccién. Ademas, la formulacion aerosolizada no perjudica la funcionalidad de las vias respiratorias
0 conductos nasales y minimiza los efectos secundarios no deseables.

I. EVALUACION DE LAS COMBINACIONES DE ANTIBIOTICOS

Se formularon combinaciones de fosfomicina:aminoglucésidos tal como se describe en el Ejemplo 1. La fosfomicina
era el componente principal de la combinacion debido a su seguridad inherente y la necesidad de reducir la toxicidad
del aminoglucésido. Las combinaciones de fosfomicina:aminoglucdsido, en particular fosfomicina:tobramicina se
evaluaron para (a.) potencia in vitro, (b.) tasas de eliminacion, (c.) frecuencia de la resistencia, y (d.) eficacia en el
animal.
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a. Potencia in vitro

La potencia in vitro de fosfomicina y tobramicina solas y en combinacion contra un panel de bacterias Gram-
negativas y Gram-postiivas representativas de especies que causan infecciones del tracto respiratorio en la fibrosis
quistica, la bronquiectasia, la sinusitis y la neumonia asociada al ventilador, se muestra en las Tablas 1 y 2. Los
datos demuestran que las combinaciones de fosfomicina:tobramicina presentan actividad antibacteriana contra un
amplio espectro de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas. Las MIC de las combinaciones de
fosfomicina:tobramicina no mejoraron respecto a fosfomicina o tobramicina solas.

Tabla 1. Valores de MIC de fosfomicina y tobramicina solas y en combinacion contra bacterias Gram-negativas

MIC (pg/ml)
Bacteria Fosfomicina Tobramicina F9:T1 F7:T3 F5:T5
P. aeruginosa
COR-003 16 0,5 8 4 1
COR-009 1024 2048 1024 512 2048
COR-021 8 64 8 8 8
COR-027 128 0,5 8 2 1
E. coli
COR-032 1 0,5 1 1 1
COR-039 64 0,25 2 0,5 0,5
COR-040 1 32 1 1 2
H. influenzae
COR-042 8 0,5 4 2 1
COR-049 128 0,5 4 1 1
B. cepacia
COR-090 = 2048 128 1024 ND ND
COR-098 > 2048 64 1024 ND ND
S. maltophilia
COR-082 128 4 4 4 8
COR-083 64 512 256 128 128
COR-087 =512 128 128 128 128
K. pneumoniae
COR-042 8 0,5 4 2 1
COR-049 128 0,5 4 1 1
M. catarrhalis
COR-109 4 8 4 ND ND
COR-113 4 8 4 ND ND

ND=No determinado
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Tabla 2. Valores de MIC de fosfomicina y tobramicina solas y en combinacién contra bacterias Gram-positivas

MIC (ug/ml)
Bacteria Fosfomicina Tobramicina F9:T1 F7:T3 F5:T5
S. aureus
COR-051 1 0,25 2 1 0,5
(MSSA)
COR-055 4 0,25 4 1 0,5
(MRSA)
COR-059 2 128 2 4 4
COR-060 2 64 1 4 8
(GISA)
S. pneumoniae
COR-061 32 64 16 32 32
COR-068 8 16 16 16 16
S. pyogenes
COR-104 64 32 ND ND ND
COR-105 16 64 ND ND ND
E. faecalis
COR-099 32 512 ND ND ND
COR-103 32 8 ND ND ND

ND = No determinado

La Tabla 3 muestra los valores de MICso y MICgo de la fosfomicina y tobramicina solas y en combinacion con 100
cepas de P. aeruginosa aisladas procedentes de muestras de esputo pulmonar de pacientes con fibrosis quistica. El
presente estudio demuestra que en ausencia de mucina, la tobramicina es el antibiético mas activo. La combinacion
de fosfomicina y tobramicina resulté en una mejora significativa de los valores de MICso y MICgo €n comparacién con
fosfomicina sola. En el modelo de unibn a mucina en la CF (mucina +), las combinaciones de
fosfomicina:tobramicina presentaban valores de MICso y MICgo comparables a los de la tobramicina sola.

Tabla 3. Valores de MIC de fosfomicina y tobramicina solas y en combinacién con 100 cepas de P. aeruginosa

MICso (ug/ml) MICgo (ug/ml)
Antibidtico Mucina (-) Mucina (+) Mucina (-) Mucina (+)
Fosfomicina 64 64 2512 128
Tobramicina 2 16 16 64
FO:T1 16 32 64 128
F8:T2 8 32 64 128
F7:T3 8 16 64 64
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La Tabla 4 muestra los resultados de estudios de sinergia mediante el método del damero entre fosfomicina y nueve
aminoglucosidos. Todas las interacciones entre las nueva combinaciones diferentes de fosfomicina:aminoglucésido
se clasificaron como indiferentes. Ninguna de las combinaciones presenté actividad sinérgica contra P. aeruginosa
ATCC n° 27853. Estos datos demuestran que no resulta evidente que pueda conseguirse una mejora de la eficacia
mediante la combinacién de fosfomicina y aminoglucésidos.

Tabla 4. Estudios mediante el método de damero de fosfomicina y diversos aminoglucésidos para P. aeruginosa
ATCC n° 27853

Combinacién de antibiéticos Interaccion
Fosfomicina:Tobramicina Indiferente
Fosfomicina:Gentamicina Indiferente
Fosfomicina:Arbecacina Indiferente
Fosfomicina:Dibecacina Indiferente
Fosfomicina:Canamicina B Indiferente
Fosfomicina:Estreptomicina Indiferente
Fosfomicina:Amicacina Indiferente
Fosfomicina:Neomicina Indiferente
Fosfomicina:Netilmicina Indiferente

La Tabla 5 representa los resultados de estudios de sinergia mediante el método de damero entre la fosfomicina y
tobramicina frente a cepas clinicas de P. aeruginosa, E. coli, H.influenzae y S. aureus. Se clasificaron las
interacciones entre la fosfomicina y la tobramicina como indiferentes para la amplia mayoria de aislados
examinados. La interaccion en la combinacion de fosfomicina y tobramicina era sinérgica frente a Unicamente una
cepa de P. aeruginosa y una cepa de E. coli. Estos datos sugieren ademas que no resultaba evidente que pudiese
alcanzarse una mejora de la eficacia mediante la combinacién de fosfomicina y tobramicina.

Tabla 5. Estudios mediante el método de damero entre fosfomicina y tobramicina para cepas de P. aeruginosa, E.
coli, H. influenzae y S. aureus

Interaccién entre antibiéticos

Cepas bacterianas N= Sinérgica Aditiva Indiferente Antagonica
P. aeruginosa 17 1 0 16 0
E. coli 5 1 0 4 0
H. influenzae 1 0 0 1 0
S. aureus 4 0 0 4 0

La Tabla 6 representa los valores de MBC/MIC de fosfomicina y tobramicina solas y de las combinaciones de
fosfomicina:tobramicina 9:1, 8:2 y 7:3 para P. aeruginosa ATCC n° 27853. Los antibidticos con valores de MBC/MIC
<1 resultan preferidos debido a que inhiben las bacterias mediante su eliminaciéon y no mediante el enlentecimiento
de su crecimiento. El presente estudio inesperadamente demostré6 que los valores de MBC/MIC de las
combinaciones de fosfomicina:tobramicina 9:1, 8:2 y 7:3 eran idénticos a la tobramicina sola. Este resultado fue
inesperado, debido a que la proporcion MBC/MIC de la fosfomicina sola era 28. El estudio también demostré que no
se observaba un resultado similar con ninguna de las demas combinaciones fosfomicina:aminoglucésido.

Tabla 6. Valores de MBC/MIC de aminoglucésidos solos y combinaciones 9:1, 8:2 y 7:3 de fosfomicina y
aminoglucosido para P. aeruginosa ATCC n° 27853
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Combinacién de antibioticos MBC/MIC
Aminoglucésido F9:T1 F8:T2 F7:T3
Fosfomicina:Tobramicina 1 1 1 1
Fosfomicina:Gentamicina 2 4 2 8
Fosfomicina:Amicacina 2 4 4 2
Fosfomicina:Netilimicina 1 2 4 2
Fosfomicina:Arbecacina 1 4 4 2
Fosfomicina:Estreptomicina 4 2 2 2
Fosfomicina:Neomicina 2 2 2 4
Fosfomicina:Canamicina B ND 4 2 4
Fosfomicina:Dibecacina 1 4 2 1

ND=No determinado

La Tabla 7 muestra los valores de MBC/MIC de fosfomicina y tobramicina solas y las combinaciones 9:1, 8:2 y 7:3
para P. aeruginosa ATCC n° 27853, E. coli ATCC n° 25922 y S. aureus ATCC n° 29213. Para P. aeruginosa, los
valores de MBC/MIC de las combinaciones 9:1, 8:2 y 7:3 eran idénticos al de la tobramicina sola. Este resultado fue
inesperado debido a que no se observé con E. coli ni con S. aureus.

Tabla 7. Valores de MBC/MIC de fosfomicina y tobramicina solas y de las combinaciones 9:1, 8:2y 7:3 de
fosfomicina y tobramicina

MBC/MIC
Antibiotico P. aeruginosa E. coli S. aureus
Fosfomicina 28 8 1
Tobramicina 1 1 8
FO:T1 1 1 2
F8:T2 1 2 4
F7:T3 1 2 4

b. Tasas de eliminacién

La Tabla 8 muestra los resultados de estudios de tiempo-eliminacion de las combinaciones de
fosfomicina:aminoglucésido 9:1, 8:2 y 7:3 contra P. aeruginosa ATCC n° 27853. El examen de la eliminacién
bacteriana durante el tiempo revelé sinergia entre las combinaciones fosfomicina:tobramicina,
fosfomicina:gentamicina y fosfomicina:arbecacina. Las combinaciones restantes de fosfomicina:aminoglucésido no
eran sinérgicas. Estos datos demuestran que no resulta evidente qué combinacion de fosfomicina:aminoglucésido, ni
gué proporcion de fosfomicina:aminoglucésido seria sinérgica.

Tabla 8. Estudios de tiempo-eliminacién con las combinaciones de fosfomicina:aminoglucésido 9:1, 8:2 'y 7:3 contra
P. aeruginosa ATCC n° 27853. Se evaluaron los antibidticos a una concentracion de 32 pg/ml.
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Sinergia
Combinacion de antibiodticos FO:T1 F8:T2 F7:T3
Fosfomicina:Tobramicina Si No No
Fosfomicina:Gentamicina Si No No
Fosfomicina:Amicacina No No No
Fosfomicina:Netilimicina No No No
Fosfomicina:Arbecacina No No Si
Fosfomicina:Estreptomicina No No No
Fosfomicina:Neomicina No No No
Fosfomicina:Canamicina No No No
Fosfomicina:Dibecacina No No No

La Tabla 9 representa el tiempo para conseguir la eliminacion bactericida de P. aeruginosa ATCC n°® 27853 mediante
diversas combinaciones de fosfomicina:aminoglucosido. Se evaluaron los antibidticos a una concentracién de
32 pg/ml. El presente estudio demostré que las combinaciones de fosfomicina:tobramcicina 9:1, 8:2 y 7:3
conseguian la  eliminaciébn bactericida méas rdpidamente que cualquier otra combinacion de
fosfomicina:zaminoglucésido. Los datos también demostraron que tres de las combinaciones de
fosfomicina:aminoglucdsido no mostraban eliminacién bactericida. Estos resultados fueron inesperados debido a que
la tobramicina sola consiguié la eliminacién bactericida en 1 hora, y la fosfomicina sola no era bactericida.

Tabla 9. Tiempo para conseguir la eliminacion bactericida de P. aeruginosa ATCC n° 27853 con combinaciones de
fosfomicina:aminoglucésido 9:1, 8:2y 7:3

Tiempo (h)

Combinacion de antibioticos FO:T1 F8:T2 F7:T3
Fosfomicina:Tobramicina 2 1 1
Fosfomicina:Gentamicina 6 4 2
Fosfomicina:Amicacina 6 2 2
Fosfomicina:Netilimicina NC NC NC
Fosfomicina:Arbecacina NC 4 2
Fosfomicina:Estreptomicina NC NC NC
Fosfomicina:Neomicina NC NC NC
Fosfomicina:Dibecacina NC 4 4

Las figuras 1y 2 representan las curvas de tiempo-eliminaciéon para una combinacién de fosfomicina:tobramicina 9:1
y demuestran la rapida eliminacién bactericida de P. aeruginosa ATCC n° 27853 en comparacién con la eliminaciéon
bacteriostatica de la fosfomicina y la tobramicina solas. Esto resulté inesperado debido a que el analisis de damero
no demostro la existencia de sinergia entre la fosfomicina y la tobramicina.

Las figuras 3 y 4 representan las curvas de tiempo-eliminacion para las combinaciones de fosfomicina:tobramicina
8:2 y demuestran la rapida eliminacion bactericida de P. aeruginosa ATCC n° 27853. A una concentracion de
32 ug/ml, la actividad de eliminaciéon de la combinacion era significativamente superior a la de la fosfomicina y
ligeramente superior a la de la tobramicina. A 16 pg/ml, la combinaciéon era superior a la tobramicina y a la
fosfomicina solas.

Las figuras 5, 6 y 7 representan las curvas de tiempo-eliminacién para las combinaciones de fosfomicina:tobramicina
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7:3 y demuestran una rapida eliminacion bactericida de P. aeruginosa ATCC n° 27853. A concentraciones de
16 ug/ml y 32 pg/ml, la actividad de eliminacién de la combinacién era significativamente superior a la de la
fosfomicina y ligeramente superior a la de la tobramicina sola. A 8 ug/ml, la combinacién era superior a tanto
tobramicina como fosfomicina solas.

Las figuras 8 y 9 comparan las curvas de eliminacion para las combinaciones de fosfomicina:tobramicina 9:1, 8:2 y
7:3 y de tobramicina sola contra P. aeruginosa ATCC n° 27853. A una concentracién de 32 pg/ml, todos los
antibidticos presentaban tasas y grados de eliminacién comparables. A 16 ug/ml, la tobramicina era el antibiético
mas activo, seguido de F7:T3, F8: T2y FO:T1.

Las figuras 10, 11 y 12 demuestran la eliminacion dependiente de la concentracion de las combinaciones de
fosfomicina:tobramicina 9:1, 8:2 y 7:3 contra P. aeruginosa ATCC n° 27853. Esto resultd inesperado debido a que el
componente principal de la combinacion, la fosfomicina, muestra una eliminacion dependiente del tiempo. La
tobramicina sola muestra una eliminacion dependiente de la concentracion.

c. Frecuencia de la resistencia

La Tabla 10 representa la frecuencia de desarrollo de resistencias a fosfomicina y tobramicina solas, y a una
combinacion de fosfomicina:tobramicina 9:1 para cinco cepas de P. aeruginosa. El presente estudio demostr6 que la
frecuencia de desarrollo de resistencia a la combinacion de fosfomicina:tobramicina 9:1 era 1.000 a 100.000 veces
inferior a la de la fosfomicina sola y 10 a 1.000 veces inferior a la de la tobramicina sola.

Tabla 10. Frecuencia de desarrollo de resistencia a la fosfomicina, tobramicina y a una combinacion de
fosfomicina:tobramicina 9:1

Frecuencia de la resistencia

Cepas de P. aeruginosa Fosfomicina Tobramicina Fos + Tob
COR-002 1,4x10° 6,7 x10° <2,9x10°
COR-003 55x10™ 3,2x10° <1,2x10"
COR-013 6,4 x10° 2,6 x10° 20x10"
COR-014 1,5 x 10° 5,0x10° <1,4x10"
ATCC 27853 4,1x10° 3,4x10° <2,5x107

La Tabla 11 representa el factor de incremento de la MIC de mutantes de P. aeruginosa aislados tras una sola
exposicion a fosfomicina, tobramicina o a una combinacién 9:1 de fosfomicina:tobramicina. El presente estudio
demuestra que los mutantes 9:1 no presentaron ningln incremento significativo de la MIC (1 a 2 veces) en
comparacion con los mutantes de fosfomicina (factor de 128 a 512) o de tobramicina (factor de 2 a 16).

Tabla 11. Factor de incremento de la MIC tras una Unica exposicion a antibiético

Factor de incremento de MIC

Cepa de P. aeruginosa FI9:T1 Fos Tob

COR-002 1 > 256 1
COR-003 2 > 256 2
COR-013 1 > 64 8
COR-014 1 >512 16
ATCC 27853 2 128 1

La Tabla 12 representa el desarrollo de resistencias en una cepa clinica de P. aeruginosa tras 28 dias de exposicion
continua a fosfomicina, tobramicina o combinacion 9:1 de fosfomicina:tobramicina. La exposiciéon a la combinacién
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9:1 caus6 un incremento de 8 veces de la MIC alcanzado el dia 14, pero la MIC no excedi6 el punto de rotura de la
resistencia a la fosfomicina, de 256 pg/ml. La exposicion a la tobramicina incrementé la MIC en 128 veces,
superando el punto de rotura de resistencia a la tobramicina, de 16 pg/ml. Se observé un rapido y drastico desarrollo
de resistencia con exposicién de P. aeruginosa a fosfomicina sola.

Tabla 12. Desarrollo de resistencia tras la exposicion continua a antibiético

MIC (ug/ml)
Antibiético 0d 7d 14d 21d 28d
FO:T1 8 16 64 64 64
Tobramicina 0,5 0,5 0,5 32 64
Fosfomicina 16 > 512 >512 >512 >512

d. Eficacia en animales

Las figuras 13, 14 y 15 representan la eliminacion de E. coli en pulmén de rata tras la administracion de aerosol de
una solucion 31,1 mg/ml de una de entre las combinaciones de fosfomicina:tobramicina 9:1, 8:2 y 7:3,
respectivamente. El presente estudio demostrd la completa erradicacion (5 a 6 Logio CFU) de la infeccion pulmonar
por E. coli tras 45 a 60 minutos de tratamiento.

Las figuras 16 y 17 demuestran que la administracion de aerosol de una solucién 31,1 mg/ml de una combinacion
9:1 de fosfomicina:tobramicina resulté en una eliminacién >5 logio de E. coli en pulmén de rata, en comparacién con
una eliminacion inferior a 1 logi1o con fosfomicina y tobramicina solas.

La figura 20 demuestra que la administracion de aerosol de una solucion 31,1 mg/ml de una combinacion 8:2 de
fosfomicina:tobramicina resultaba en una eliminacién >5 logio de E. coli en pulmén de rata, en comparacion con una
eliminacion de 2 logip con tobramicina sola. Esto resultd inesperado debido a que los datos de potencia in vitro no
demostraron que la combinacion fuese superior a la tobramicina sola.

Las figuras 19 y 20 demuestran que la administracion de aerosol de una solucién 31,1 mg/ml de una combinacion
8:2 de fosfomicina:tobramicina resulta en una mayor eliminacion de P. aeruginosa en pulmén de rata que la
fosfomicina y la tobramicina solas.

La figura 21 demuestra que la administracién de aerosol de una solucion 60 y 90 mg/ml de una combinacién 8:2 de
fosfomicina:tobramicina resulta en una eliminacion significativa de P. aeruginosa en pulmén de rata.

Il. FORMULACION EN AEROSOL DE FOSFOMICINA/TOBRAMICINA

El aminoglucdsido util en la invencion es la tobramicina.

Los compuestos fosfomicina que resultan particularmente Utiles en la invencién son antibiéticos tales como
fosfomicina trometamol, fosfomicina sal disédica y fosfomicina calcio.

La formulacion preferida de fosfomicina mas tobramicina segun la invencion contiene 10 a 500 mg de fosfomicina
mas tobramicina por cada 0,5 a 7 ml de agua preferentemente con una concentracién de cloruro >30 mM.
Corresponde a las dosis que resultarian necesarias para impedir la colonizacién o para tratar infecciones graves del
tracto respiratorio superior e inferior causadas por un abanico de organismos susceptibles.

Los pacientes pueden ser sensibles al pH, osmolaridad y contenido iénico de una solucién nebulizada. Por lo tanto,
estos parametros deberian ajustarse para resultar compatibles con la fosfomicina méas tobramicina y tolerables para
el paciente. La solucion o suspension mas preferida de fosfomicina mas tobramicina contendra una concentracion de
cloruro >30 mM a pH de entre 4,5y 8,0.

La formulacion de la invencién se nebuliza predominantemente en tamafios de particula que permiten la
administracion del farmaco en los bronquiolos terminales y respiratorios o en los conductos nasales, en donde
residen las bacterias durante la infeccion y colonizacion. Para la administracién eficaz de la fosfomicina mas
tobramicina en el espacio endobronquial pulmonar de las vias respiratorias en un aerosol, resulta necesaria la
formacién de un aerosol con un didmetro aerodinamico de masa media de predominantemente entre 1 y 5 p. La
cantidad formulada y administrada de fosfomicina mas tobramicina para el tratamiento y profilaxis de la fibrosis
quistica, particularmente si es causada por P. aeruginosa, debe concentrarse efectivamente en la superficie
pulmonar. La formulacién debe presentar el volumen aerosolizable mas pequefio posible capaz de administrar una
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dosis efectiva de fosfomicina mas tobramicina en el sitio de la infeccién. La formulacion debe proporcionar ademas
condiciones que no afecten negativamente a la funcionalidad de las vias respiratorias y de los conductos nasales.
En consecuencia, la formulacion debe contener suficiente cantidad del farmaco formulado bajo las condiciones que
permitan su administracion eficaz y evitar simultdneamente reacciones no deseables. La nueva formulacion segun la
invencion satisface la totalidad de dichos requisitos.

Segun la invencion, se formula fosfomicina mas tobramicina en una forma de dosificacion liquida destinada a la
terapia mediante inhalacién en pacientes que ya presentan, o que presentan el riesgo de contraer la fibrosis quistica.
Debido a que los pacientes se encuentran en todo el mundialmente ubicados, resulta imperativo que la formulacion
de dosificacion liquida presente una vida de almacenamiento razonablemente prolongada. De esta manera, resultan
importantes las condiciones de almacenamiento y empaquetamiento.

La formulacion de fosfomicina mas tobramicina puede prepararse asépticamente en forma de una solucién acuosa
en una ampolla de doble soplado-llenado, de manera que cada antibiético se formule independientemente en agua y
se ajuste el pH. La tobramicina se formula a pH &cido (1 a 6), mientras que la fosfomicina se formula a pH bésico (8
a 13). La formulacién de pH bajo para la tobramicina garantiza que todos sus atomos de nitrégeno bésico se
encuentran protonados, protegiendo asi a la molécula de la oxidacion y degradacion de las aminas (las soluciones
de tobramicina amarillean a temperatura ambiente). De esta manera, las soluciones de pH bajo de tobramicina son
menos estables a temperatura ambiente durante periodos indefinidos de tiempo. La fosfomicina es més estable a pH
alto, debido a que el anillo epoxido reactivo presenta la tendencia a hidrolizarse (apertura de anillo) a pH &cido o
bajo. Las soluciones de pH alto de fosfomicina también son estables a temperatura ambiente. Por lo tanto, el
recipiente ampolla de doble soplado-llenado permite la formulacién estable separada y a temperatura ambiente de
cada antibiético a pH alto y bajo, de manera que la combinacioén de productos farmacolégicos y el pH final se crean
mediante la mezcla de ambas soluciones en el nebulizador inmediatamente antes de la utilizacion. La idoneidad de
almacenamiento de la formulacién permite el uso fiable de la fosfomicina méas tobramicina formulada y adecuada
para la aerosolizacion.

lIl. NEBULIZADORES PARA LA ADMINISTRACION PULMONAR DE LA COMBINACION DE ANTIBIOTICOS

Se utiliza un dispositivo para nebulizar la formulaciéon de la invencion en particulas de aerosol de un intervalo de
tamafios de predominantemente 1 a 5 p para administrar las formulaciones de la presente invencion. En la presente
solicitud el término "predominantemente" se refiere a que por lo menos 70%, aunque preferentemente méas de 90%,
de todas las particulas de aerosol generadas se encuentra comprendida en el intervalo de 1 a 5 um. Entre los
dispositivos tipicos se incluyen nebulizadores de chorro, nebulizadores ultrasénicos, nebulizadores generadores de
aerosol presurizado y nebullzadores de placa poroso vibratoria. Entre los nebulizadores adecuados representatlvos
se incluyen el nebulizador eFlow® disponible de Pari Innovative Manufacturers, Midlothian, VA, el nebullzador iNeb®

disponible de Profile Drug Delivery, West Sussex, Relno Unido; el nebulizador Omeron MicroAir®, disponible de
Omeron, Inc., Chicago, IL, y el nebulizador AeroNebGo® , disponible de Aerogen Inc., Mountain View, CA

Un nebulizador de chorro utiliza la presion del aire para romper una solucién liquida en gotitas de aerosol. Un
nebulizador ultrasénico que funciona con un cristal piezoeléctrico que rompe un liquido en gotitas de aerosol de
tamafo reducido. Los sistemas presurizados en general fuerzan las soluciones a través de poros pequefios para
generar particulas pequefas. Un dispositivo de placa porosa vibratoria utiliza la vibracion rapida para romper un flujo
de liquido en tamafos de gota adecuados. Sin embargo, Unicamente algunas formulaciones de fosfomicina més
tobramicina pueden nebulizarse eficientemente, debido a que los dispositivos son sensibles a las propiedades fisicas
y quimicas de la formulacion.

La invencién es una formulacion de volumen reducido a alta concentracién de fosfomicina mas tobramicina que
puede administrarse en forma de un aerosol a concentraciones eficaces del farmaco en el tracto respiratorio en
personas que presentan el riesgo de sufrir infeccidén con la fibrosis quistica causada por bacterias susceptibles. La
formulacion es segura, bien tolerada y muy econémica.

Ademas, la formulacion proporciona una vida de almacenamiento adecuada para la distribucién comercial.

Lo expuesto anteriormente se pone mas claramente de manifiesto a partir de los ejemplos siguientes,
proporcionados a titulo ilustrativo y no limitativo del alcance de las reivindicaciones adjuntas.

Ejemplo 1
Preparacién de soluciones de fosfomicina/tobramicina para la aerosolizacion

Solucion comparativa 9:1 de fosfomicina/tobramicina. Se disolvié fosfomicina disodica (18,057 g, 13,99 g de acido
libre) en 250 ml de agua y se ajusto el pH a 7,41 mediante la adicion gota a gota de 1,53 ml de HCI 4,5 N. A la
solucion resultante se le afiadieron 1,56 g de base tobramicina al 97,5%. Se ajusté el pH de la solucion a 7,60
mediante la adicién de 2,45 ml de HCI 4,5 N. La solucion se diluyé a 500 ml con agua y se filtr6 a través de un filtro
de membrana Nalge Nunc 167-0020 de 0,2 um. El pH final era 7,76, la osmolaridad era de 537 mOsmol/kg, se
calcul6 la proporcion de fosfomicina/tobramicina para ser 9:1, y la concentracion de cloro era de 35,8 mM.
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Solucién de la invencion 8:2 de fosfomicina/tobramicina. Se prepard una solucion de fosfomicina/tobramicina en una
proporcion 8:2. Se disolvieron 3,1680 g de fosfomicina disédica (2,4013 g de acido libre) en 50 ml de agua. Se
disolvieron 0,6154 g de base tobramicina al 97,5% (0,6000 g de base tobramicina pura) en la solucién de
fosfomicina. Se ajusté el pH mediante la adicién de 0,910 ml de HCI 6 M. Se diluyd la solucién a 100 ml de agua. El
pH final de la solucién era 7,65, la osmolaridad era de 477 mOsmol/kg, y la concentracion de cloro era de 54,6 mM.
Se calculd la proporcion de fosfomicina/tobramicina final para que fuese 8:2.

Solucién comparativa 7:3 de fosfomicina:tobramicina. Utilizando el procedimiento descrito para la solucién 9:1
anteriormente, se prepar6 una solucion de fosfomicina/tobramicina en una proporcién 7:3; se disolvieron 17,466 g de
fosfomicina disddica (13,239 g de acido libre) en agua; el pH se ajusté a 7,43 mediante la adicién de 1,46 ml de HCI
4,5 N, 5,819 g de base tobramicina al 97,5% (5,674 g de base tobramicina pura) y se ajust6 el pH de la solucién
combinada mediante la adicién de 9,20 ml de HCI 4,5 N. El pH final de la solucién era 7,68, la osmolaridad era de
560 mOsmol/kg, la proporcién de fosfomicina/tobramicina era de 7:3 y la concentracion de cloro era de 95,9 mM.

Ejemplo 2
Preparacién de una solucion hiperosmolar 8:2 de fosfomicina y tobramicina

Se disolvieron 7,9165 g de fosfomicina disédica (6,0007 g de fosfomicina &cido libre) y 1,5382 g de base tobramicina
al 97,5% (1,4997 g de base tobramicina pura) en 50 ml de agua. Se ajustd el pH a 7,62 mediante la adicién de
2,3 ml de HCI 6 M. Se diluyd la solucién combinada hasta 100 ml. El pH final era de 7,64, la osmolaridad era de
1.215 mOsmol/kg, la concentracion de cloro final era de 138 mM y la proporciéon de fosfomicina/tobramicina era de
8:2.

Ejemplo 3 comparativo

Preparacién de soluciones individuales de fosfomicina de pH elevado y de tobramicina de pH bajo para la
reconstitucién

Se preparé una solucion de fosfomicina mediante la disolucién de 5,891 g de fosfomicina disddica (4,465 g de
fosfomicina acido libre) en agua y diluyendo hasta 100 ml. El pH era de 9,42, y la osmolaridad era de
795 mOsmol/kg.

Se prepar6 una solucion de tobramicina mediante la disolucion de 1,869 g de base tobramicina al 97,5% (1,822 g de
base tobramicina pura) en 60 ml de agua, ajustando el pH a 4,90 mediante la adicion de 18,8 ml de HCI 1 M, y
diluyendo hasta 100 ml con agua. El pH era de 4,89 y la osmolaridad era de 148 mOsmol/kg.

Se agruparon 1 ml de la solucién de fosfomicina y 1 ml de la solucion de tobramicina. Para la solucion de producto
farmacoldgico combinado el pH era de 7,30, la osmolaridad era de 477 mOsmol/kg y la concentracion de cloro era
de 94,0 mM, y la proporcién de fosfomicina/tobramicina, de 7:3.

Ejemplo 4

Preparaciéon de una solucion 8:2 de fosfomicina:tobramicina a partir de tobramicina comercial para solucion
de inhalacion (TOBI) y fosfomicina dis6dica liofilizada (seca) (FOSFO)

Se disolvieron 3,1665 g de fosfomicina disédica (FOSFO, 2,4002 g de fosfomicina &cido libre) en dos ampollas de
5 ml (60 mg/ml) de solucién de tobramicina para inhalacion (TOBI, 600 mg de base tobramicina) mas 40 ml de agua.
El pH inicial de solucion era 7,50. A la solucion se le afiadieron 667 ul de NaCl 4,5 M. Se diluyé la solucién
combinada hasta 100 ml con agua. La formulacién final presentaba las propiedades siguientes: pH 7,49,
osmolaridad: 502 mOsmol/kg, concentracidon de cloro: 33,8 mM, y la proporcidn de fosfomicina/tobramicina era de
8:2, y la concentracion de farmaco era de 24 mg/ml de fosfomicina y 6 mg/ml de tobramicina.

Los Ejemplos 5 a 10 proporcionan los procedimientos que han sido utilizados para generar los datos presentados en
las tablas y figuras de la presente solicitud.

Ejemplo 5
Determinacion de las concentraciones inhibidoras minimas (MIC)

Se evalué en ensayos de MIC la eficacia de los antibidticos y de las combinaciones de antibidticos contra bacterias
Gram-positivas y Gram-negativas representativas de especies que causan infecciones respiratorias en pacientes
con fibrosis quistica, bronquiectasia, sinusitis y neumonia asociada al respirador. Se aislaron cepas de P. aeruginosa
a partir de muestras de esputo pulmonar recogido de pacientes con fibrosis quistica, cultivos de sangre, infecciones
de tracto respiratorio e infecciones de la piel o de tejido blanco. Se aislaron E. coli, H. influenzae, B. cepacia, S.
maltophilia, K. pneumoniae, M. catarrhalis, S. aureus, S. pneumoniae, S. pyogenes y E. faecalis a partir de
infecciones del tracto respiratorio. Se utilizaron E. coli ATCC n°® 25922, P. aeruginosa ATCC n° 27853 y S. aureus
ATCC n° 29213 como cepas de control de calidad.
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Método A: las MIC de fosfomicina sola, tobramicina sola, o combinaciones de fosfomicina mas tobramicina se
determinaron mediante el método de dilucién de placa de agar siguiendo las directrices de la NCCLS (NCCLS,
2003). Se sembraron por estrias cepas bacterianas en placas de agar de soja triptica (PML Microbiologicals,
Wilsonville, Or.) que contenia 5% de sangre desfibrinada de oveja (en adelante denominadas placas de agar-
sangre) y se incubaron durante la noche a 35°C. Se inocularon dos a tres colonias bacterianas de los cultivos de
durante la noche en 3 ml de soluciéon salina normal estéril, se agitaron con vértice brevemente y se ajustaron a un
estandar de 0,5 McFarland (NCCLS, 2003). Se diluy6 la suspensién bacteriana 1:40 en solucién salina normal estéril
y se utilizé como indculo. Se prepararon placas de agar Mueller-Hinton en adelante denominadas MHA) mediante la
combinacién de 16 g de agarosa (Becton-Dickinson, Sparks, MD), 22 g de polvos de caldo de Mueller-Hinton
(Becton-Dickinson, Sparks, MD) y se ajustd a 1 | de agua destilada. Se esterilizé el agar mediante autoclavado, se
enfrié a 55°C, y se suplementd con 25 pg/ml de glucosa-6-fosfato (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo.). Se dividieron en
alicuotas veinticinco ml de agar frio en tubos conicos de 50 ml y se suplementaron con concentraciones apropiadas
de antibiotico para conseguir concentraciones comprendidas entre 0,06 pg/mly 512 pug/ml. Tras mezclar suavemente
el agar y el antibiético, la suspension se vertié en placas de Petri estériles de 100 mm y se dejé que se solidificase a
temperatura ambiente. Se inocularon las placas de agar antibiético con aproximadamente 2x10™ CFU/punto con un
inoculador de 48 puntos (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO.). Se define la MIC como la concentracion minima de uno o
mas antibidticos que impide el crecimiento visible tras la incubacién durante 18 a 20 horas a 35°C. Se determind la
eficacia de un antibiético o combinaciéon de antibiéticos particular sobre poblaciones grandes de P. aeruginosa
mediante el calculo de los valores de MICso y MICqgo. El valor de MICso se define como la concentracion de uno o
mas antibiéticos que inhibe el 50% de las cepas de P. aeruginosa. El valor de MICgy, se define como la concentracion
de uno o mas antibidticos que inhibe el 90% de las cepas de P. aeruginosa (Wiedemann y Grimm, 1996).

Método B: las MIC de fosfomicina sola, tobramicina sola, o combinaciones de fosfomicina mas tobramicina se
determinaron para las cepas de P. aeruginosa en presencia de mucina gastrica porcina para evaluar el efecto de la
mucina y de la unién de proteinas sobre la actividad antibidtica. Las metodologias eran idénticas a las descritas en el
Ejemplo 5, Método A, con la excepcion de que se afiadid 2% (peso/volumen) de mucina géstrica porcina (Sigma
Chemical Co., St. Louis, Mo.) en lugar de MHA antes del autoclavado.

Método C: se determinaron las MIC de amicacina, arbecacina, dibecacina, gentamicina, canamicina, netilimicina,
neomicina, estreptomicina y tobramicina solas para P. aeruginosa ATCC n° 27853 mediante el método de la
microdiluciéon en caldo segun los estandares de la NCCLS (NCCLS, 2003). Se utilizé E. coli ATCC n° 25922 y S.
aureus ATCC n° 29213 como cepas de control de calidad. Se sembraron por estria las cepas bacterianas en placas
de agar-sangre y se incubaron a 35°C durante 18 horas. Se inocularon dos a tres colonias bacterianas de los
cultivos de durante la noche en 3 ml de solucién salina normal estéril, se agitaron con vortice brevemente y se
ajustaron a un estandar de 0,5 McFarland (NCCLS, 2003). La suspension bacteriana se diluy6 1:100 en caldo de
Mueller-Hinton de cationes ajustados (en adelante denominado CAMBH). Se pipetearon cincuenta microlitros de
inoculo bacteriano (aproximadamente 2 x 10° CFU/mI) en pocillos individuales de una placa de 96 pocillos que
contenia 50 ul de CAMHB (Remel, Lenexa, Kansas) suplementado con diluciones de 2 veces de los antibi6ticos con
concentraciones comprendidas entre 0,125 pg/ml y 128 pug/ml. Se define la MIC como la concentracién minima de
uno o mas antibidticos que impide el crecimiento visible tras la incubacion a 35°C durante 18 a 24 horas.

Ejemplo 6
Sinergia en damero

Se determinaron las interacciones potenciales entre fosfomicina y amicacina, arbecacina, dibecacina, gentamicina,
canamicina B, neomicina, netilimicina, estreptomicina o tobramicina mediante el método del damero (Eliopoulos y
Moellering, 1996). Se evaluaron diluciones en serie de dos veces de fosfomicina y aminoglucosidos, circundantes
del valor esperado de MIC para ambos compuestos. Se sembraron por estria cepas bacterianas en placas de agar-
sangre y se incubaron a 35°C durante 18 a 24 horas. Se inocularon dos a tres colonias bacterianas de los cultivos de
durante la noche en 3 ml de solucién salina normal estéril, se agitaron con vértice brevemente y se ajustaron a un
estandar de 0,5 McFarland (NCCLS, 2003). Se pipetearon cincuenta microlitros de inéculo bacteriano
(aproximadamente 2x 10° CFU/mI) en pocillos individuales de placas de 96 pocillos que contenian 50 pyl de CAMHB
suplementado con diluciones de 2 veces de los dos antibiéticos de interés. Se calculé la concentracion inhibidora
fraccional (FIC) como la MIC del compuesto n° 1 en combinacién con un segundo compuesto, dividido por la MIC del
compuesto n° 1 solo. Se calcul6 una suma de la FIC (SFIC) para cada combinacién de farmacos como la suma de
las FIC individuales de los compuestos n°® 1 y n° 2. Se calculé la FIC como la concentracion minima de antibioticos
que impedia el crecimiento visible tras la incubacion durante 18 a 20 horas a 35°C. Se definié la sinergia como una
SFIC <0,5, la indiferencia como una SFIC>0,5 y <4, y el antagonismo como una SFIC>4. Se utiliz6 la SFIC mas baja
para la interpretacion final de las interacciones entre farmacos.

Ejemplo 7
Determinacion de la cinética de tiempo-eliminacion
Se llevaron a cabo experimentos de tiempo-eliminacién en presencia de 2% de mucina gastrica porcina con el fin de

evaluar el efecto de la mucina y la union de proteinas sobre la actividad antibiética. Se inocularon dos a tres colonias
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bacterianas en 10 ml de CAMHB y se incubaron a 35°C en un bafio de agua bajo agitacién (250 rpm) durante 18 a
24 horas. Se prepar6 una dilucién 1:40 del cultivo de durante la noche en 10 ml de CAMHB fresco y se incubé a
35°C en un bafio de agua bajo agitacion (250 rpm) durante 1 a 2 horas. Se ajusté el cultivo resultante a un estandar
de 0,5 McFarland (NCCLS, 2003). Para reducir la variabilidad en el tamafio del in6culo bacteriano al comparar
multiples antibioticos, se inoculd un tubo maestro de CAMHB que contenia 2% (peso/volumen) de mucina géastrica
porcina con una dilucién 1:200 de in6culo bacteriano (aproximadamente 5 x 10° CFU/ml) suplementado con 25 pg/ml
de glucosa-6-fosfato, y se agité con vortice brevemente. A continuacién, se pipetearon alicuotas de diez mililitros en
tubos cénicos de 50 ml. Se afiadieron fosfomicina sola, tobramicina sola, y combinaciones de fosfomicina mas
amicacina, arbecacina, dibicacina, gentamicina, canamicina, netilimicina, neomicina, estreptomicina o tobramicina al
medio de cultivo a concentraciones iguales a 1, 2, 4 y 8 veces la MIC de la fosfomicina (4 pg/ml) para P. aeruginosa
ATCC n° 27853. También se compar6 la actividad de eliminacion de fosfomicina mas amicacina, arbecacina,
dibicacina, gentamicina, canamicina, netilimicina, neomicina, estreptomicina o tobramicina con la actividad de
eliminacion de sus componentes individuales solos. Por ejemplo, se compararon 32 pug/ml de una combinacion 9:1
de fosfomicina:tobramicina con la actividad de eliminacion de 28,8 ug/ml de fosfomicina sola y 3,2 ug/ml de
tobramicina sola. Se realizé un control sin farmaco en cada experimento. Los cultivos se incubaron con antibiético a
35°C en un bafio de agua bajo agitacion (250 rpm) durante 24 horas. Se determind la eliminacion bacteriana a las 0,
1, 2, 4, 6 y 24 horas preparando diluciones en serie de 10 veces de los cultivos en solucién salina normal estéril y
extendiendo alicuotas de 100 pl sobre placas de agar-sangre. Se incubaron las placas de cultivo a 35°C durante 18
a 24 horas y se realizd un recuento manual del nimero de colonias. El limite de deteccion para el método de
recuento de colonias era de 1 Logio. Se construyeron curvas de tiempo-eliminacion dibujando el Logio del nimero
de CFU/ml del cultivo frente al tiempo. Se consideré que las concentraciones de antibidtico que reducian el inéculo
original en 23 Logio CFU/ml eran bactericidas, y que las concentraciones que reducian el indculo original en <2
Logio CFU/mI, como bacteriostaticas (NCCLS, 1999). Se definié sinergia como una reduccion del recuento de
colonias bacterianas de =2 Logio CFU/mI al utilizar las combinaciones de antibiéticos en comparacion con la
utilizacion de los antibiéticos individuales més activos (NCCLS, 1999).

Ejemplo 8
Determinacion de la concentracion bactericida minima (MBC)

Se determinaron las MBC de fosfomicina, amicacina, arbecacina, dibicacina, gentamicina, canamicina B,
netilimicina, neomicina, estreptomicina y tobramicina solas para P. aeruginosa ATCC n° 27853, E. coli ATCC n°
25922 y S. aureus ATCC n° 29213 mediante el método de la microdilucién en caldo siguiendo los estandares de la
NCCLS (NCCLS, 1999). Se sembraron por estria cepas bacterianas en placas de agar-sangre y se incubaron a 35°C
durante 18 a 24 horas. Se inocularon dos a tres colonias bacterianas de los cultivos de durante la noche en 3 ml de
solucién salina normal estéril, se agitaron con vortice brevemente, y se ajustaron a un estandar de 0,5 McFarland
(NCCLS, 2003). Se pipetearon cincuenta microlitros de indculo bacteriano (aproximadamente 2 x 10° CFU/ml) en
pocillos individuales de placas de 96 pocillos que contenian 50 pl de CAMHB (Remel, Lenexa, Kansas)
suplementados con diluciones de 2 veces de antibidticos de concentracion comprendida entre 0,125 pg/ml y
128 pg/ml. Se incubaron las placas a 35°C durante 18 a 24 horas y se determind la MIC tal como se describe en el
Ejemplo 5, Método C. Se mezcld el contenido de pocillos que no mostraban crecimiento (MIC y superior) con un
pipeteador y se extendieron muestras por duplicado de 10 ul en placas de agar-sangre. Se incubaron las placas de
cultivo a 35°C durante 18 a 24 horas y se realizd un recuento manual del nimero de colonias bacterianas en cada
placa. Se determinaron los valores de rechazo mediante los métodos de NCCLS, que consideran el tamafio final del
inoculo, la opcién de muestreo Unico o doble, el error de pipeteado y la distribucion de Poisson de las respuestas
muestrales (NCCLS, 1999). Por ejemplo, con un inéculo final de 5 x 10° CFU/mI y la evaluacion de muestras por
duplicado, se considerd que la dilucibn méas baja que presentase menos de un total de 25 colonias era la MBC. Se
definio la MBC como una reduccion 23 Logipo de CFU/mI del inéculo original tal como indican los estdndares de la
NCCLS (NCCLS, 1999). Se calcularon las proporciones MBC/MIC dividiendo la MBC por la MIC.

Ejemplo 9
Determinacion de la frecuencia de resistencia en una etapa

Se determiné la frecuencia de la mutacién de resitencia espontanea en una etapa para 5 cepas susceptibles de P.
aeruginosa. Se prepard el indculo bacteriano mediante la inoculacion de 5 ml de CAMHB con 2 a 3 colonias
bacterianas e incubando a 35°C en un bafio de agua bajo agitacion (250 rpm) durante 18 horas. Se preparé una
dilucién 1:20 del cultivo de durante la noche en 50 ml de CAMHB fresco en un matraz Erlenmeyer de 125 ml y se
incub6 a 35°C en un bafio de agua bajo agitacion (250 rpm) durante 8 horas. Se centrifugaron los cultivos a
2.500 rpm, temperatura ambiente, durante 20 minutos. Se separ6 mediante decantacion el sobrenadante y el
sedimento celular de los 50 ml de cultivo se resuspendié en 500 pl a 1.000 pl de CAMHB. Se determiné la CFU/ml
en la suspension bacteriana preparando diluciones en serie de 10 veces en solucion salina normal estéril, y
extendiendo alicuotas de 100 ul en placas de agar-sangre. Se incubaron las placas de cultivo a 35°C durante 18 a
24 horas y se realizé un recuento manual del nimero de colonias. Se extendieron cien microlitros de suspensién de
células bacterianas (aproximadamente 10° CFU) en placas de MHA que contenian 128 pg/ml de fosfomicina, 8 pg/ml
de tobramicina o 128 pg/ml de fosfomicina mas 8 pg/ml de tobramicina. Las placas de cultivo se incubaron a 35°C
durante 48 a 72 horas y se realizd un recuento manual del nimero de colonias en cada placa. Se calculd la
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frecuencia de resistencia dividiendo el nimero de bacterias que crecian a la concentracion definida de antibiético por
el nimero de bacterias en el indculo original. Se evaluaron los mutantes representativos para cambios de la MIC
frente a fosfomicina sola, tobramicina sola, y combinaciones de fosfomicina méas tobramicina, tal como se describe
en el Ejemplo 5, Método A.

Ejemplo 10
Anadlisis de resistencia multietapa

Se evaluo el desarrollo de la resistencia durante el pase en serie continuo con una cepa clinica de P. aeruginosa
sensible a la fosfamicina (MIC=8 pg/ml) y a la tobramicina (MIC=0,5 pg/ml). Se inoculé una Unica colonia de P.
aeruginosa COR-014 en 5 ml de MHCAB y se agitd con vortice brevemente. Se prepararon diluciones en serie de
dos veces de fosfomicina sola que comprendia el intervalo de 1 ug/ml a 512 pg/ml, de tobramicina sola que
comprendia el intervalo de 0,0625 nug/ml a 512 pg/ml y una combinacion 9:1 de fosfomicina:tobramicina que
comprendia el intervalo de 0,0625 pg/ml a 512 pg/ml en CAMHB. Se pipetearon diez microlitros de suspension
bacteriana en 3 ml de cada dilucion de antibiético y se incubaron estaticamente a 35°C durante 18 a 24 horas. Se
seleccionaron los tubos con la concentracion maxima de antibiético que presentaban crecimiento bacteriano visible
de cada serie de dilucion de antibidtico y se pipetearon 100 pl del cultivo en una serie fresca de dilucion de
antibidtico. Los tubos se incubaron estaticamente a 35°C durante 18 a 24 horas. Se repitié este procedimiento un
total de 28 veces. Se determinaron las MIC de fosfomicina sola, tobramicina sola y fosfomicina més tobramicina para
la cepa parental y aislados resistentes recogidos tras cada pase tal como se indica en el Ejemplo 5, Método C.

Ejemplo 11
Determinacion de la eficacia animal

Se evalud la eficacia in vivo de aerosolizaciones de fosfomicina sola, tobramicina sola y combinaciones de
fosfomicina y tobramicina frente a E. coli ATCC n° 25922 y P. aeruginosa ATCC n° 27853 en pulmones de rata. El
inoculo bacteriano utilizado para establecer las infecciones de pulmon de rata estaba constituido por una mezcla de
bacterias y perlas de agarosa. Se sembraron por estria E. coli ATCC n° 25922 6 P. aeruginosa ATCC n° 27853 en
placas de agar-sangre y se incubaron durante 18 a 24 horas a 35°C. Se inocularon dos a tres colonias en 10 ml de
caldo de soja triptica (en adelante denominado TSB) y se incubaron estaticamente a 35°C durante 1,5 a 2 horas. Se
ajusto el cultivo a una densidad optica de 0,1 (625 nm) en TSB fresco y se diluy6é a continuacion 1:5 en TSB. Se
afadié un mililitro de suspensién bacteriana (aproximadamente 10’ CFU/mIl) a 10 ml de una solucién de agar noble
al 2% y se mezclo brevemente mediante inversion. Se afiadio la mezcla a 150 ml de aceite mineral blanco pesado
equilibrado a 55°C y se agit6 sobre hielo durante 5 minutos. La suspension fria se vertié en un tubo de centrifuga de
250 ml y se centrifugd a 3.000 rpm, 4°C, durante 10 minutos. Se separ0 el sobrenadante mediante decantacion, se
resuspendid el sedimento en 25 ml de solucién salina estéril normal y se transfirié a un tubo de centrifuga cénico de
50 ml. Tras la centrifugacion a 3.000 rpm, 4°C, durante 10 minutos, se separo el sobrenadante mediante decantacion
y se resuspendié el sedimento en 10 ml de solucion salina. La suspension se centrifugé a 3.000 rpm, 4°C, durante
10 minutos y se separ6 el sobrenadante mediante decantacion. Se resuspendié el sedimento en aproximadamente
10 ml de solucién salina normal estéril y después se diluy6 1:30 en una solucion estéril de perlas de agarosa al 2%,
proporcionando aproximadamente 10 a 1.000 CFU/ml.

Previamente a la instalacion intratraqueal del indculo bacteriano, se anestesiaron ratas Sprague-Dawley macho (200
a 250 g) mediante exposicion a isoflurano durante 5 minutos. Se insert6 una aguja intratraqueal en la trAquea y se
instilaron en los pulmones con una jeringa de 1 ml, 80 pl de perlas de agarosa que contenia aproximadamente 10 a
100 CFU de E. coli ATCC n° 25922 6 P. aeruginosa n° 27853. Se introdujeron las ratas en jaulas individuales y se
dej6 que se recuperasen durante aproximadamente 18 horas.

Se administr6é fosfomicina sola, tobramicina sola y combinaciones de fosfomicina:tobramicina en ratas utilizando un
dispositivo de exposicion a aerosol (In Tox Products, New Mexico). El sistema estaba constituido por una camara
central que presentaba rutas separadas de suministro de aerosol y de salida. La camara central presentaba 24
entradas que se encontraban directamente conectadas al sistema de suministro de aerosol. Se introdujeron las ratas
en tubos individuales de exposicion a aerosol y se fijaron con una placa de empuje ajustable y conjunto de tapa
terminal de manera que no pudiesen girar o alejarse del extremo del tubo. Los tubos de restriccion que contenian las
ratas se cargaron en las entradas de la camara central y se ajusto el flujo de aire a 1 litro/minuto. Se mantuvo
constante el flujo de aire (aire de calidad respirable) al nebulizador PARI LC Star a 6,9 litros por minuto. Se nebulizé
fosfomicina sola, tobramicina sola o combinaciones 9:1, 8:2 6 7:3 de fosfomicina:tobramicina a un caudal de
0,2 ml/minuto y se administraron en las ratas mediante la ruta de suministro de aerosol. Se administrd aire adicional
(en adelante denominado aire de dilucién) en el nebulizador para equilibrar la sobrepresion de aire utilizado para
administrar farmacos aerosolizados en las ratas. Se expusieron los roedores a los antibiéticos aerosolizados durante
un maximo de 2 horas, dos veces diarias durante 3 dias consecutivos. Cada grupo de tratamiento estaba constituido
por 5 a 8 animales en cada grupo. Se incluyé un control de no tratamiento en cada experimento.

Se evalué la eliminacion bacteriana 18 horas después de la Ultima exposicion. Las ratas se anestesiaron con
isoflurano y se eutanizaron mediante la administracion intraperitoneal de 500 ul de fenobarbitol. Se extirparon los
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pulmones asépticamente, se eliminé el exceso de tejido y se determiné el peso de cada pulmén. Se introdujeron los
pulmones en viales de vidrio de 10 ml, y se afiadieron 3 ml de solucién salina estéril normal por gramo de tejido. Se
homogeneizaron las muestras con un homogeneizador manual durante 30 segundos. Se determiné la eliminacion
bacteriana preparando diluciones en serie de 10 veces del homogenado de pulmén en solucién salina estéril normal,
y extendiendo alicuotas de 100 pl en placas de agar-sangre. Se incubaron las placas de cultivo a 35°C durante 18 a
24 horas y se realizé un recuento manual del nimero de colonias bacterianas. Se determiné la eficacia antibiotica
mediante la comparacion de las CFU/pulmén del grupo de control de no tratamiento con los grupos de tratamiento.
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REIVINDICACIONES

1. Formulacién de aerosol que comprende 1 a 300 mg de fosfomicina mas 1 a 300 mg de tobramicina, suspendidos
en 0,5 a 7 ml de una solucién fisiologicamente apropiada, en la que la proporcion en peso de fosfomicina a
tobramicina es de 8 partes de fosfomicina a 2 partes de tobramicina, para su utilizacién en la prevencion y el
tratamiento de la fibrosis quistica en un paciente que requiera dicho tratamiento.

2. Formulacion de aerosol segun la reivindicacion 1, en la que dicha formulacion presenta un pH entre 4,5y 8,0 en
agua con una concentracion de cloro >30 mM.

3. Formulacion de aerosol segun la reivindicacion 1, en la que dicha formulacién esta destinada a la administracion
mediante aerosolizacion utilizando un nebulizador de chorro, ultrasénico, presurizado o de placa porosa vibratoria.

4. Formulacion en polvo seco de aerosol que comprende 1 a 300 mg de fosfomicina mas 1 a 300 mg de
tobramicina, en la que la proporcion en peso de fosfomicina a tobramicina es de 8 partes de fosfomicina a 2 partes
de tobramicina y por lo menos un excipiente farmacéuticamente aceptable en una forma en polvo seco micronizado
que suministra un MMAD de 1 a 5 p al aerosolizar, para su utilizacion en la prevencion y el tratamiento de la fibrosis
quistica en un paciente que requiera dicho tratamiento.
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Figura 1. Curvas de tiempo-eliminacion de una combinacion 9:1 de fosfomicina:tobramicina contra
P. aeruginosa ATCC 27853, Simbolos: A control de no farmaco, & fosfomicina (28,8 pg/mL),
® tobramicina (3,2 pg/mL), m fosfomicina (28,8 pg/mL) + tobramicina (3,2 pg/mL), y

--- linea bactericida.
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Figura 2. Curvas de tiempo-eliminacién de una combinacién 9:1 de fosfomicina:tobramicina contra
P. aeruginosa ATCC 27853. Simbolos: A control de no farmaco, A fosfomicina (14,4 ug/mL),
® tobramicina (1,6 ug/mL), m fosfomicina (14,4 pg/mL) + tobramicina (1,6 pg/mL), y

--- linea bactericida.
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Figura 3. Curvas de tiempo-eliminacion de una combinacian 8:2 de fosfomicina:tobramicina contra
P. aeruginosa ATCC 27853, Simbolos: A control de no farmaco, A fosfomicina (25,6 pg/mL),
® tobramicina (6,4 ug/mL), m fosfomicina (25,6 pg/mL) + tobramicina (6,4 pg/mL), ¥

--- linea bactericida.
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Figura 4. Curvas de tiempo-eliminacion de una combinacion 8:2 de fosfomicina:tobramicina contra

P. aeruginosa ATCC 27853. Simbolos: A control de no farmaco, A fosfomicina (12,8 pg/mL),
® tobramicina (3,2 pg/mL), M fosfomicina (12,8 pg/mL) + tobramicina (3,2 pg/mL), v

--- linea bactericida.
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Figura 5. Curvas de tiempo-eliminacion de una combinacién 7:3 de fosfomicina:tobramicina contra

P. aeruginosa ATCC 27853. Simbolos: A control de no farmaco, 4 fosfomicina (22,4 ng/mL),
® tobramicina (9,6 ug/mL), m fosfomicina (22,4 ug/mL) + tobramicina (9,6 ug/mL), y

-— linea bactericida.
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Figura 6. Curvas de tiempo-eliminacion de una combinacién 7:3 de fosfomicina:tobramicina contra
P. aeruginosa ATCC 27853. Simbolos: A control de no farmaco, A fosfomicina (11,2 pg/mL),
® tobramicina (4,8 pg/mL), m fosfomicina (11,2 pg/mL) + tobramicina (4,8 pg/mL), ¥

--- linea bactericida.
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Figura 7. Curvas de tiempo-eliminacion de una combinaciéon 7:3 de fosfomicina:tobramicina contra
P. aeruginosa ATCC 27853. Simbolos: A control de no farmaco, 4 fosfomicina (5,6 pg/mL),
® tobramicina (2,4 pg/mL), m fosfomicina (5,6 pg/mL) + tobramicina (2,4 pg/mL), v

- linea bactericida.
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Figura 8. Curvas de tiempo-eliminacién de fibromicina sola y una combinacién 9:1, 8:2y 7:3 de

fosfomicina:tobramicina contra P. aeruginosa ATCC n° 27853. Los antibicticos se evaluaron a

32 pg/mL. Simbolos: A 9:1, A 8:2, ® 7:3, O tobramicina, ¥ - linea bactericida.
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Figura 9. Curvas de tiempo-eliminacién de fibromicina sola y una combinacion 9:1, 8:2y 7:3 de

fosfomicina:tobramicina contra P. aeruginosa ATCC n°® 27853. Los antibioticos se evaluaron a

16 pg/mL, Simbolos: A 9:1, A 8:2, ® 7:3, O tobramicina, ¥  —- linea bactericida.
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Fignra 10. Curvas de tiempo-eliminacién de una combinacién 9:1 de fosfomicina:tobramicina contra
P. aeruginosa ATCC 27853, Simbolos: A control de no farmaco, O 4,0 pg/mL, m 8,0 pg/mL,
0 16 pg/mL, ® 32 pg/ml., y --- linea bactericida.
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Figura 11. Curvas de tiempo-eliminacion de una combinacion 8:2 de fosfomicina:tobramicina contra
P. aeruginosa ATCC 27853. Simbolos: A control de no farmaco, O 4,0 pg/mL, m 8,0 pg/mL,
016 pg/mL, ® 32 pg/ml., y --- Iinea bactericida.

10

Log 10 UFC/mL

Tiempo (h)

33



ES 2392 389 T3

Figura 12. Curvas de tiempo-eliminacion de una combinacion 7:3 de fosfomicina:tobramicina contra
P. aeruginosa ATCC 27853. Simbolos: A control de no farmaco, O3 4,0 pg/mL, m 8,0 pg/mL,
© 16 pg/mL, ® 32 pg/mL, y --- linea bactericida.
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Figura 13. Eliminacién de E. coli en pulmon de rata tras la
administracion de aerosol de una solucioén 31,1 mg/ml de una
combinacion 9:1 de fosfomicina:tobramicina
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Figura 14. Eliminacion de E. coli en pulmon de rata tras la
administracion de aerosol de una solucion 31,1 mg/ml de
una combinacion 8:2 de fosfomicina:tobramicina
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Figura 15.Eliminacion de E. coli en pulmon de rata tras la
administracion de aerosol de una solucién 31,1 mg/ml de una
combinacién 7:3 de fosfomicina:tobramicina
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Figura 16. Eliminacion de E. coli en pulmon de rata tras la
administracién de aerosol de una solucién 31,1 mg/ml de una
combinacion 9:1 de fosfomicina:tobramicina y una solucién
28 mg/ml de fosfomicina sola. Las ratas se expusieron a
antibidtico aerosolizado durante 1 hora, dos veces al dia

durante 3 dias.
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Figura 17. Eliminacién de E. coli en pulmon de rata tras la
administracion de aerosol de una solucion 31,1 mg/ml de una
combinacién 8:2 de fosfomicina:tobramicina y una solucion
3,1mg/ml de tobramicina sola. Las ratas se expusieron a
antibiotico aerosolizado durante 1 hora, dos veces al dia

durante 3 dias.
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Figura 18. Eliminacién de E. coli en pulmén de rata tras la
administraciéon de aerosol de una solucidn 31,1 mg/ml de una
combinacion 8:2 de fosfomicina:tobramicina y una solucién
40 mg/ml de tobramicina. Las ratas se expusieron a
antibidtico aerosolizado durante 1 hora, dos veces al dia
durante 3 dias.
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Figura 19. Eliminacion de E. coli en pulmdn de rata tras la
administracion de aerosol de una solucion 31,1 mg/ml de una
combinacion 8:2 de fosfomicina:tobramicina y una solucién
24 9 mg/ml de fosfomicina sola. Las ratas se expusieron a
antibidtico aerosolizado durante 1 hora, dos veces al dia
durante 3 dias.
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Figura 20. Eliminacién de P. aeruginosa en pulmdn de rata
tras la administracion de aerosol de una solucién 31,1 mg/ml
de una combinacién 8:2 de fosfomicina:tobramicina y una
solucion 6,2 mg/ml de tobramicina sola. Las ratas se
expusieron a antibiético aerosolizado durante 1 hora, dos
veces al dia durante 3 dias
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Figura 21. Eliminacién de P. aeruginosa en pulmén de rata
tras la administracion de aerosol de unas soluciones 60
mg/ml y de 90 mg/ml de una combinacién 8:2 de
fosfomicina:tobramicina. Las ratas se expusieron a
antibiético aerosolizado durante 1 hora, dos veces al dia

durante 3 dias
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