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DESCRIPCION
Composiciones de tigeciclina y procedimientos de preparacion

La presente invencion se refiere a composiciones mejoradas de tigeciclina y a procedimientos de fabricacion de
dichas composiciones. Las composiciones de la invencion tienen una estabilidad mejorada en estados tanto sélido
como en solucion. Las composiciones de la invencién comprenden tigeciclina, un hidrato de carbono adecuado
como se define en el presente documento y un acido o tampodn, en el que el pH de la composicion esta entre 3,0 y
7,0. La combinacion del hidrato de carbono adecuado y el acido o tampdn reduce la degradacion de la tigeciclina,
como se explica a continuacion. La presente invencion proporciona ventajas sobre la técnica anterior,
proporcionando composiciones de tigeciclina estables y procedimientos de fabricacion de dichas composiciones que
consiguen estabilidad contra la degradacion oxidativa y la epimerizacion. Por tanto, estas composiciones son mas
estables cuando se disuelven, liofilizan, reconstituyen y/o diluyen que las composiciones de tigeciclina no fabricadas
de acuerdo con la invencién.

La tigeciclina es un antibidtico conocido en la familia de las tetraciclinas y un analogo quimico de la minociclina. Se
puede usar como tratamiento contra las bacterias resistentes a los farmacos y se ha demostrado que funciona
donde otros antibidticos han fallado. Por ejemplo, es activa contra Staphylococcus aureus resistente a meticilina,
Streptococcus pneumoniae resistente a penicilina, enterococos resistentes a vancomicina (D.J. Beidenbach y col.,
Diagnostic Microbiology and Infectious Disease 40:173-177 (2001); H.W. Boucher y col., Antimicrobial Agents y
Chemotherapy 44:2225-2229 (2000); P. A. Bradford Clin. Microbiol. Newslett. 26:163-168 (2004); D. Milatovic y col.,
Antimicrob. Agents Chemother. 47:400-404 (2003); R. Patel y col., Diagnostic Microbiology and Infectious Disease
38:177-179 (2000); P.J. Petersen y col., Antimicrob. Agents Chemother. 46:2595-2601 (2002); y P.J. Petersen y col.,
Antimicrob. Agents Chemother. 43:738-744 (1999), y contra organismos portadores de cualquiera de las dos formas
principales de resistencia a tetraciclina. eflujo y proteccion ribosémica (C. Betriu y col., Antimicrob. Agents
Chemother. 48:323-325 (2004); T. Hirata y col., Antimicrob. Agents Chemother. 48:2179-2184 (2004); y P.J.
Petersen y col., Antimicrob. Agents Chemother. 43:738-744 (1999).

Histéricamente, la tigeciclina se ha administrado por via intravenosa porque generalmente exhibe una escasa
biodisponibilidad cuando se administra por via oral. Gopal Muralidharan y col., Antimicrobial Agents & Chemotherapy
49:220-229, describen el comportamiento farmacocinético de la tigeciclina tras su reconstitucion a partir de polvo
liofilizado. En gran medida, las soluciones intravenosas se han preparado inmediatamente antes de usar, por
ejemplo para administrar a un paciente, a partir de polvos liofilizados porque la tigeciclina se degrada en solucién
principalmente mediante oxidacion. Seria preferible, ademas de deseable, disponer de una formulacién intravenosa
de tigeciclina que no requiera un uso inmediato y pueda permanecer estable en solucién durante hasta 24 horas.

Actualmente, la tigeciclina se fabrica en forma de polvo liofilizado. Debido a la propension de la tigeciclina a
degradarse, estos polvos se preparan en condiciones de niveles bajos de oxigeno y de temperatura baja con el fin
de minimizar la degradacion. Dicho procesamiento es caro porque requiere equipamiento y manipulacion especiales.

El procedimiento tipico para preparar estas composiciones en polvo implica disolver la tigeciclina en agua (mezcla) y
liofilizar (desecar por congelacion) la solucién hasta sequedad para formar tortas sdlidas de tigeciclina amorfa. Estas
tortas se cargan después en atmosfera de nitrégeno en viales de vidrio tapados y se envian a los usuarios finales
como las farmacias de los hospitales. Antes de administrar a pacientes, las tortas se reconstituyen, a menudo en
solucion salina al 0,9%, hasta una concentracion de, por ejemplo, aproximadamente 10 mg/ml. A esta concentracion,
la tigeciclina se degrada rapidamente en solucioén y, por tanto, debe usarse sin demora. Por tanto, estas soluciones
reconstituidas se diluyen inmediatamente (en lo que también se conoce como mezclado) hasta aproximadamente 1
mg/ml con solucion salina u otros diluyentes farmacéuticamente aceptables en bolsas para infusion intravenosa para
administrar a un paciente.

En este estado diluido, la tigeciclina esta lista para su administracién intravenosa a un paciente. No obstante, a una
concentracion de 1 mg/ml, la tigeciclina se debe usar en las 6 horas posteriores a la dilucién. Dado que las
infusiones intravenosas pueden durar varias horas, el personal del hospital debe actuar rapidamente de modo que
desde el momento en que comienza la mezcla hasta el momento en el que se administra la dosis de tigeciclina a un
paciente no hayan transcurrido mas de 6 horas. Seria preferible proporcionar al personal del hospital la flexibilidad y
las ventajas que acompafian a los tiempos de reconstitucion y mezcla mas largos de modo que, por ejemplo, un
farmacéutico del hospital pueda preparar una solucién el dia anterior al que es necesaria su administracion a un
paciente.

La tigeciclina tiene un tiempo de mezclado corto y el tiempo de reconstitucion es, esencialmente, cero porque
cuando esta en solucion, la oxidacion de la tigeciclina es relativamente rapida. En las condiciones actuales de
fabricacion, almacenamiento y administracion, la forma mas prevalente de degradacion se realiza mediante
oxidacion. El motivo por el cual la oxidacion es la forma mas prevalente de degradacion en las formulaciones previas
se refiere a la estructura quimica de la tigeciclina. Posee un resto fenol y es bien sabido en la técnica de la quimica
organica que los fenoles son particularmente propensos a la oxidacion. Cuando la tigeciclina se disuelve en agua
antes de liofilizar, el pH es ligeramente basico (aproximadamente 7,8). Este es mayor que el pKa del grupo fendlico
en la tigeciclina. Por tanto, tanto en agua como en soluciones salinas, el grupo fendlico se desprotona y es mas
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sensible a la reaccion con oxigeno, razén por la cual la mezcla de vy liofilizacion de tigeciclina se producen bajo una
manta de nitrégeno. De acuerdo con esto el personal del hospital debe tomar precauciones para evitar la exposicion
innecesaria al oxigeno durante la reconstitucion y la dilucion.

Si el pH de la soluciéon de tigeciclina fuera inferior al pKa del grupo fendlico sobre la tigeciclina, se produciria
oxidacion aunque en menor medida. De hecho, se ha observado que la degradacion oxidativa de la tigeciclina
disminuye cuando se reduce el pH. No obstante, a un pH menor se produce otro proceso de degradacion, la
epimerizacion. A pH menores, la epimerizacion surge como la via de degradacion mas predominante.

La tigeciclina difiere estructuralmente de su epimero en solo un aspecto.

/
\
/
\

y

NHa

\N/ \N

NH,

FORMULA Il

En la tigeciclina, el grupo N-dimetilo en el carbono 4 esta en posicion cis del hidrogeno adyacente, como se ha
mostrado anteriormente en la férmula |, mientras que en el epimero, férmula I, estan en posicién trans uno respecto
a otro del modo indicado. Aunque se cree que el epimero de la tigeciclina no es toxico, carece de la eficacia
antibacteriana de la tigeciclina y, por tanto, es un producto indeseable de la degradacion.

En el estado liofilizado, la tigeciclina sigue las mismas vias de degradacién que cuando esta en solucion, pero la
velocidad de la degradacién es menor. Por tanto, cuando la tigeciclina se liofiliza en agua de un modo tal que el pH
es de aproximadamente 7,8, la torta liofilizada resultante exhibe degradacion oxidativa aunque a una velocidad
menor que en solucion. De un modo similar, cuando la tigeciclina se liofiliza en una solucién acida, la via principal de
degradacion es la epimerizacion y también se produce a una velocidad menor que en solucion.

Generalmente, la epimerizacion es una via de degradacion conocida de las tetraciclinas, aunque la velocidad de la
degradacién puede variar en funcion de la tetraciclina. Comparativamente, la velocidad de la epimerizacion de la
tigeciclina es particularmente rapida. La bibliografia sobre tetraciclinas notifica varios procedimientos que han usado
los cientificos para probar y minimizar la formacion de los epimeros en las tetraciclinas. En algunos procedimientos,
la formacion de sales metdlicas de calcio, magnesio, cinco o aluminio con tetraciclinas limitan la formacion de
epimeros cuando se realiza a pH basicos en soluciones no acuosas. (Gordon, P.N, Stephens Jr, C.R., Noseworthy,
M. M., Teare, F.W., patente del Reino Unido N° 901.107). En otros procedimientos, (Tobkes, patente de EE.UU. n°
4.038.315), la formacion de un complejo metalico se realiza a pH acido y después se prepara una forma solida
estable.

Otros procedimientos para reducir la formacion de epimeros incluyen mantener los pH superiores a
aproximadamente 6,0 durante el procesamiento evitando el contacto con los conjugados de acidos débiles tales
como formiatos, acetatos, fosfatos o boronatos, y evitando el contacto con humedad, incluyendo soluciones a base
de agua. Con respecto a la proteccion frente a la humedad, Noseworthy y Spiegel (patente de EE.UU. n° 3.026.248)
y Nash y Haeger, (patente de EE.UU. n° 3.219.529) han propuesto la formulaciéon de analogos de tetraciclina en
vehiculos no acuosos para mejorar la estabilidad del farmaco. No obstante, la mayoria de los vehiculos incluidos en
estas invenciones son mas adecuados para uso topico que para uso parenteral. También se sabe que la
epimerizacion de las tetraciclinas depende de la temperatura de modo que la produccion y el almacenamiento de las
tetraciclinas a temperaturas bajas también pueden reducir la velocidad de la formacion de epimeros (Yuen, P.H.,
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Sokoloski, T.D., J. Pharm. Sci. 66: 1648-1650,1977; Pawelczyk, E., Matlak, B, Pol. J. Pharmacol. Pharm. 34: 409-
421, 1982). Varios de estos procedimientos se han intentado con la tigeciclina pero ninguno ha tenido éxito en la
reduccion de la formacidon de epimeros y de la degradacidon oxidativo sin introducir agentes de degradacion
adicionales. Por ejemplo, se ha descubierto que la formaciéon de complejos metalicos no tenia ningun efecto sobre la
formacion de epimeros o sobre la degradacion, generalmente a pH basico.

Aunque el uso de tampones fosfato, acetato y citrato mejoran la estabilidad en estado de solucion parecen acelerar
la degradacion de la tigeciclina en estado liofilizado. No obstante, incluso sin un tampén, la epimerizacién es un
problema mas serio con la tigeciclina que con otras tetraciclinas como la minociclina.

De un modo similar, otros de estos procedimientos no consiguieron reducir la epimerizacion y la degradacion
oxidativa. Aunque se descubri6 que manteniendo un pH superior a aproximadamente 6,0 ayuda a reducir la
formacién de epimeros, como se ha indicado anteriormente, dichas condiciones conducen a una mayor sensibilidad
al oxigeno. Con respecto a los vehiculos no acuosos, aunque se sabe que el agua acelera la degradacion de la
tigeciclina no seria practico preparar una medicacion intravenosa usando dichos vehiculos.

Mientras que se ha determinado que el procesamiento a temperaturas inferiores a la temperatura ambiente, tal como
inferiores a aproximadamente 10 °C, reduce la velocidad de degradacion de la tigeciclina, dicho procesamiento es
caro y seria ventajoso usar una composicion que no requiriera una refrigeracion cara durante el procesamiento.

La solicitud de patente china CN 1390550A divulga que la minociclina podria combinarse con un acido para
aumentar la estabilidad frente a la degradacion oxidativa. Ademas divulga el uso de un agente aglomerante, tal
como manitol. Esta referencia no menciona nada sobre la tigeciclina ni sugiere que se puedan usar hidratos de
carbono para reducir la oxidacién o la epimerizacién para minociclina en ambientes de pH reducido. De hecho, la
minociclina se puede formular como sal clorhidrato en productos intravenosos sin producir una epimerizacion
significativa. No obstante, en las sales clorhidrato de la tigeciclina se produce una epimerizacion significativa. Por
tanto, la minociclina y la tigeciclina poseen diferentes propiedades de epimerizacion.

En otro experimento, la minociclina se liofilizé a un pH de aproximadamente 5,0 y la torta liofilizada se almacend
durante 20 dias a 40 °C y a una humedad relativa del 75%. Al finalizar los 20 dias, la torta se analiz6 mediante HPLC.
Se midi6 que el epimero de la minociclina estaba presente a un nivel de 2,65% en masa. Por comparacion, cuando
la tigeciclina se liofilizd a un pH de aproximadamente 5,0 y la muestra se almacené en las mismas condiciones, pero
solo durante 4 dias, seguido de analisis HPLC, se midié el epimero de tigeciclina a un nivel de 5,40%, mas de dos
veces mas incluso cuando se sometio a estrés a la tigeciclina tunicamente durante 1/5 de tiempo que se uso para
minociclina. Por tanto, la tigeciclina epimeriza con mucha mas facilidad que la minociclina y la epimerizacion es un
problema mucho mas significativo con tigeciclina que con minociclina.

La presente invencion aborda los diversos problemas y desventajas de la técnica anterior proporcionando
composiciones estables de tigeciclina en forma de sdlido y de solucion. Liofilizando una solucién acuosa que
contiene tigeciclina y un hidrato de carbono adecuado como se define en el presente documento a un pH acido entre
3,0 y 7,0, los autores han preparado composiciones de tigeciclina que son mas estables frente a la degradacion
oxidativa y a la epimerizacion que las composiciones existentes. Dado que el pH es acido, la degradacién oxidativa
se ha minimizado. Ademas, se ha determinado que el hidrato de carbono adecuado como se define en el presente
documento actua estabilizando la tigeciclina contra la formacion de epimeros a pH acidos.

Las composiciones de la invencion son mas estables en estado liofilizado que las composiciones existentes y no
requieren condiciones de procesamiento de temperatura baja o de niveles bajos de oxigeno. También cabe esperar
que dichas composiciones posean tiempos de estabilidad en la reconstitucion y la mezcla superiores a los de las
composiciones existentes- Por ejemplo, una realizacion de la composicion es estable durante 6 horas tras la
reconstitucion y estable durante 18 horas mas después de la mezcla. Estos tiempos de estabilidad ampliados hacen
que la tigeciclina sea mas facil de usar en un entorno hospitalario, ya que proporcionan la flexibilidad necesaria al
personal del hospital al tratar a los pacientes.

Las composiciones en estado sélido de la invencidon comprenden tigeciclina, un hidrato de carbono adecuado como
se define en el presente documento y un acido o tampdn en el que el pH de la composicion esta entre 3,0 y 7,0.

Los hidratos de carbono adecuados como se definen en el presente documento son capaces de reducir la formacion
de los epimeros en al menos una forma sélida preparada en al menos un ambiente de pH cuando se compara con
una forma sdlida de tigeciclina preparada en el mismo ambiente de pH que carece de hidratos de carbono
adecuados. En una realizacién, el ambiente de pH varia de 4,0 a 5,0 o de 4,2 a 4,8. En una realizacién, la al menos
una forma solida se escoge de polvos y tortas liofilizadas de tigeciclina. Los hidratos de carbono adecuados son las
formas anhidras, hidratadas y solvatadas de lactosa, manosa, sacarosa y glucosa. Preferentemente, los hidratos de
carbono adecuados son lactosa y sacarosa. La lactosa es la que mas se prefiere. De acuerdo con esto, los hidratos
de carbono adecuados pueden incluir diferentes formas sdlidas. Por ejemplo, con lactosa los autores incluyen las
diferentes formas soélidas de lactosa, tal como lactosa anhidra, lactosa monohidrato o cualquier otra forma de lactosa
hidratada o solvatada. La lactosa y la sacarosa son disacaridos.
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Las composiciones de la invencion incluyen soluciones, tales como las preparadas antes de la liofilizacion, que
contienen tigeciclina, un hidrato de carbono adecuado y un acido o tampdén. En algunas realizaciones de la
invencion, las soluciones pueden almacenarse durante varias horas antes de la liofilizacién con el fin de proporcionar
mayor flexibilidad en la fabricacion. Las composiciones de la invencién incluyen ademas polvos o tortas liofilizados
que contienen tigeciclina, un hidrato de carbono adecuado y un acido o tampon en el que el pH de la composicion
esta entre 3,0y 7,0.

En algunas realizaciones de la invencion, el hidrato de carbono adecuado usado es lactosa monohidrato y la
proporcidon molar entre tigeciclina y lactosa monohidrato en la torta o polvo liofilizado esta entre aproximadamente
1:0,2 y aproximadamente 1:5. Algunas realizaciones tienen proporciones molares entre tigeciclina y lactosa
monohidrato de entre aproximadamente 1:1,6 y aproximadamente 1:3,3.

Las composiciones de la invencion también incluyen soluciones fabricadas a partir de la torta o polvo liofilizado
mediante, por ejemplo, reconstitucion con solucion salina u otros diluyentes farmacéuticamente aceptables. Las
composiciones de la invencién incluyen ademas soluciones resultantes de la dilucién de las soluciones
reconstituidas con diluyentes farmacéuticamente aceptables para usar en bolsas para infusién intravenosa.

Los acidos y tampones de la invencion incluyen cualquier acido o tampon farmacéuticamente aceptable capaz de
ajustar el pH de una solucion de tigeciclina/hidrato de carbono adecuado a aproximadamente 3,0 a
aproximadamente 7,0. de aproximadamente 4,0 a aproximadamente 5,0 o de aproximadamente 4,2 a
aproximadamente 4,8. Ejemplos de estos acidos incluyen, entre otros, acido clorhidrico, incluyendo HCI 1,0N, acido
gentisico, acido lactico, acido citrico, acido acético y acido fosférico. Ejemplos de tampones adecuados incluyen
succinatos.

Los compuestos de la invenciéon se pueden preparar mediante una serie de procedimientos aceptables. Los
procedimientos descritos mas adelante son ejemplos y no se pretende que limiten la invencion.

En un procedimiento de la invencion, la tigeciclina se disuelve en agua para formar una solucién. El pH de la
solucién se disminuye después hasta un valor de entre 3,0 y 7,0 mediante la adicion de un acido o tampén. Un
hidrato de carbono adecuado como se define en el presente documento se disuelve después en la solucion y la
solucion se liofiliza hasta sequedad para formar una torta o polvo liofilizado.

La tigeciclina se puede mezclar con un hidrato de carbono adecuado como se define en el presente documento y
disolver en agua. Después de ajustar el pH de la solucién a entre 3,0 y 7,0 de forma que sea acida, la solucién se
puede liofilizar hasta sequedad para formar una torta o polvo liofilizado.

La liofilizacion de las soluciones de la invencion se puede conseguir mediante cualquier medio farmacéuticamente
aceptable. Una vez liofilizadas, las composiciones de la invenciéon se pueden almacenar en gas inerte, tal como
nitrégeno, para ralentizar mas el proceso de degradacién pero, al contrario que la composicién actual de la
tigeciclina, dichos ambientes con niveles bajos de oxigeno no son necesarios para la invencion.

Cuando la tigeciclina se combina con un hidrato de carbono adecuado como se define en el presente documento, se
puede usar cualquier forma en estado sélido de tigeciclina que sea lo suficientemente hidrosoluble. Dichas formas
en estado sdlido incluyen polimorfos cristalinos, formas amorfas y sales de tigeciclina.

Adicionalmente, al preparar las soluciones de tigeciclina de la invencién para liofilizacion se afiade suficiente acido o
tampon a la solucidbn acuosa que contiene tigeciclina para obtener un pH de aproximadamente 3,0 a
aproximadamente 7,0, incluyendo de aproximadamente 4,0 a aproximadamente 5,0 y de aproximadamente 4,2 a
aproximadamente 4,8.

Las composiciones de la invencion pueden prepararse para usar en una Unica dosis. En esta realizacion, las
soluciones de la invencion se liofilizan en viales individuales, tales como viales de 20 ml. Tras la liofilizacion, los
viales se tapan con un tapén farmacéuticamente aceptable. A continuacién, los viales tapados se envian para su
uso.

Cuando sea necesario, los viales se pueden reconstituir afiadiendo suficiente diluyente para alcanzar la
concentracion deseada de tigeciclina. Los expertos en la técnica pueden determinar facilmente la concentracion de
las soluciones reconstituidas. Se puede usar cualquier diluyente farmacéuticamente aceptable. Ejemplos de dichos
diluyentes incluyen agua, solucion salina, tal como solucién salina al 0,9%, solucién de Ringer lactato para inyeccion
y solucién de dextrosa que incluye 5% de dextrosa (D5W).

Las soluciones reconstituidas de la invenciéon se pueden almacenar en un estado reconstituido, al contrario que las
composiciones actuales, antes de mezclar. La mezcla se puede realizar en, por ejemplo, una bolsa para infusion
intravenosa. Para preparar una mezcla, una solucién reconstituida suficiente se mezcla en una bolsa para infusién
intravenosa que contiene un diluyente farmacéuticamente aceptable, tal como solucion salina o solucién de dextrosa
tal como D5W. Los expertos en la técnica pueden determinar facilmente la concentracion de las mezclas. Los
tiempos de mezclado para las composiciones de la invencién pueden ser mucho mas largos que los de la
composicion existente. Una vez mezclada, la solucion de tigeciclina esta lista para administrar al paciente. La mezcla
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se puede administrar sola o junto con un agente o composicién farmacéutica.

Los siguientes seis ejemplos ilustran varias realizaciones de la invencién y no se pretende que limiten la invencion
de ningun modo. Cada ejemplo detalla varios experimentos en los que la tigeciclina se disuelve con un hidrato de
carbono en solucién acida acuosa, se liofiliza y se analizan los productos de degradacion mediante HPLC. Las
condiciones de HPLC para cada ejemplo fueron esencialmente las mismas. Las tablas que acomparfian a los
ejemplos reflejan los resultados de los datos de HPLC que muestran los productos de degradacion oxidativa
identificados en las tablas como tiempos de retencién relativa (TRR) 0,50/MW 601 y el TRR 0,55/MW 583, el
epimero (TRR 0,74/MW 585) y la cantidad total de tigeciclina presente en varias condiciones (identificada como
"Tigeciclina" en las tablas). En muchos casos, después de liofilizar las soluciones se sometieron a condiciones de
estabilidad acelerada de 40°C y humedad relativa al 75%. Estas condiciones son normas de la industria que se usan
para simular el efecto del almacenamiento a largo plazo en condiciones de conservacion normales.

En el ejemplo 1, las soluciones de tigeciclina, lactosa y HCI 1,0N se liofilizaron y las tortas resultantes se introdujeron
en camaras de estabilidad a 40°C y una humedad relativa del 75% durante 25 dias. Al finalizar los 25 dias, las tortas
se analizaron mediante HPLC para identificar los productos de degradacion.

Un experimento similar se detalla en el Ejemplo 2a. En el mismo, las tortas liofilizadas se analizaron mediante HPLC
después de almacenar durante 39 dias a 40°C y una humedad relativa del 75%. Las tortas de la muestra
procedentes de dos de los experimentos se reconstituyeron en D5W (5 % de dextrosa) y las muestras de las tortas
restantes se reconstituyeron en solucion salina inmediatamente antes del analisis HPLC.

En el experimento 2b, después de someter a las tortas liofilizadas a las condiciones del ejemplo 2a, se
reconstituyeron varias de las tortas en 0,9% de solucion salina y se mantuvieron en solucion durante 6 horas. Otras
se reconstituyeron en dextrosa. Al final del periodo de 6 horas, algunas de estas muestras en solucién, como se
identifican en la tabla 2b, se analizaron mediante HPLC.

El ejemplo 2c ilustra una prueba de estabilidad con soluciones mezcladas. En estas soluciones, las soluciones
reconstituidas del ejemplo 2b se mantuvieron durante 6 horas a aproximadamente 10 mg/ml y después se diluyeron
hasta aproximadamente 1 mg/ml, la concentracion intravenosa tipica para tigeciclina, y se mantuvieron durante 18
horas antes del analisis mediante HPLC (tabla 2c).

En el ejemplo 3, se us6é acido gentisico en lugar de acido clorhidrico para reducir el pH de las soluciones
preliofilizadas de tigeciclina. Una vez liofilizadas, las tortas se sometieron a 45°C y a una humedad relativa del 75%
durante 48 dias y después se analizaron mediante HPLC.

Las muestras del ejemplo 4 muestran los efectos del cambio de lactosa a otros hidratos de carbono sobre la
formacién de epimeros y la recuperacion de tigeciclina al fabricar las soluciones de tigeciclina preliofilizadas. En
cada uno de los ejemplos 4a, 4b, and 4c, las soluciones indicadas se prepararon y se liofilizaron. Cada torta se
sometid a las condiciones de acuerdo a los parametros proporcionados en los ejemplos 4a-4c, en solucion, y se
analizaron mediante HPLC.

El tiempo de retencion, tiempo transcurrido entre la formacién de la mezcla vy la liofilizacién, y el orden de la adicion
de tigeciclina y lactosa se estudiaron como factores en la formacion de epimeros y la recuperacion de tigeciclina en
el ejemplo 5. Una vez liofilizadas las tortas, se sometieron a 40°C y a una humedad relativa del 75% durante 48 dias
antes del analisis HPLC. Los resumenes de los datos de HPLC aparecen en la tabla 5.

La proporcion entre lactosa y tigeciclina se modificd en los experimentos del ejemplo 6. Al preparar las soluciones a
liofilizar se usaron proporciones variables de lactosa:tigeciclina. Las proporciones en masa se indican en la primera
columna de la tabla 6. Las soluciones, cada una de las cuales tenia un pH de aproximadamente 5,0, se liofilizaron
después hasta sequedad y las tortas resultantes se sometieron a 40°C y a una humedad relativa del 75% durante 20
dias y se analizaron mediante HPLC.

Ejemplo 1

Se disolvi¢ la tigeciclina (1.880 mg) en 75 ml de agua Milli-Q para formar una solucion en suspension. Un alicuota
de esta solucién en suspension que contiene aproximadamente 100 mg de tigeciclina se disolvié en un vial de 20 ml
que contiene 200 mg de lactosa monohidrato. Otro alicuota de la solucidbn en suspensién que contiene
aproximadamente 100 mg de tigeciclina se introdujo en un vial de muestras vacio de 20 ml. No se ajusto el pH en
ninguna de estas dos soluciones. Después, las soluciones se liofilizaron hasta sequedad.

El pH de la solucidn en suspension restante se redujo hasta aproximadamente 6,0 con la adicion de HCI 1,0N. Una
vez que se obtuvo un pH de aproximadamente 6,0, un alicuota de la solucién en suspensién que contiene
aproximadamente 100 mg de tigeciclina se disolvi6 en un vial para muestras de 20 ml que contiene
aproximadamente 200 mg de lactosa monohidrato y la solucién resultante se liofilizé hasta sequedad. La solucién en
suspension restante se traté con HCI 1,0N hasta obtener un pH de aproximadamente 5,5, punto en el cual 100 mg
de tigeciclina de la solucidon en suspension se transfirieron a un vial de 20 ml que contiene 200 mg de lactosa
monohidrato. Tras la disolucion, la solucion se liofilizé hasta sequedad. De un modo similar, se prepararon viales
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para muestras de 20 ml que contienen soluciones de aproximadamente 100 mg de tigeciclina y aproximadamente
200 mg de lactosa a pH de aproximadamente 5,0 y aproximadamente 4,5. Se preparo otra muestra de solucion a un
pH de aproximadamente 4,5 sin lactosa. En cada caso, las soluciones se liofilizaron después hasta sequedad. Todas
las liofilizaciones se realizaron con soluciones congeladas a -70°C mediante hielo seco con acetona.

Las muestras liofilizadas se introdujeron en una camara a 40°C/HR del 75% durante 25 dias. Después, las muestras
se analizaron mediante HPLC y mas adelante en la tabla 1 existe un resumen de los resultados y se reflejan los
productos de degradacion principales para cada torta analizada. La suma total de los 6 productos de degradacion
principales indicados en las tablas no es igual a 100% porque no todos los productos de degradacioén se indican en
la tabla. De las 7 tortas analizadas en la muestra 1. 5 eran composiciones de la invencion y las primeras dos
(tigeciclina sola sin ajustar el pH y tigeciclina mas lactosa sin ajustar el pH) fueron controles.

Las ventajas de las composiciones de la invencion son evidentes a partir de este ejemplo. Por ejemplo, en la
composicion preparada sin lactosa a un pH de aproximadamente 4,5, solo se detectd un 74, el 10% de tigeciclina,
mientras que el epimero estaba presente en una cantidad de 23,51%. Por comparacion, la muestra con lactosa a pH
4,5 solo contenia un 2,53% del epimero y tenia un contenido en tigeciclina de 97,17%.

Tabla 1
ID de la muestra TRR 0,5 0,55 | Epimero | 1,25 1,67 | Tigeciclina
0,74
PM 601 583 585 528 556 585
Solo tigeciclina (sin ajuste de pH) 0,57 2,15 6,50 2,50 1,72 80,59
Tigeciclina + lactosa (sin ajuste de pH) 0,61 0,48 1,05 0,71 1,05 91,95
pH 6,0 + lactosa 0,04 0,15 2,56 0,04 | 0,12 96,83
pH 5,5 + lactosa 0,01 0,11 2,54 0,01 0,04 97,07
pH 5,0 + lactosa 0,01 0,04 2,43 ND 0,02 97,27
pH 4,5 (sin lactosa) 0,11 0,21 23,51 0,14 0,16 74,10
pH 4,5 + lactosa 0,01 0,05 2,53 ND 0,01 97,17
ND = No detectado; PM es el peso molecular; TRR significa el tiempo de retencion relativa hasta el pico de
tigeciclina,
Ejemplo 2

2a. Se disolvio la tigeciclina (1.700 mg) en 85 ml de agua Milli-Q para formar una solucién en suspension. Las
soluciones que contienen aproximadamente 100 mg de tigeciclina y aproximadamente 200 mg de lactosa
monohidrato se prepararon a pH de aproximadamente 5,2, 5,0, 4,8, and 3,0 del mismo modo que se prepararon las
soluciones de tigeciclina/lactosa/HCI en el ejemplo 1. Una solucion de tigeciclina y lactosa a pH de aproximadamente
4,5 se prepar6 afiadiendo NaOH 1,0N a la solucién en suspension a pH 3,0, seguido de la disolucién de un alicuota
de la solucion en suspension que contiene aproximadamente 100 mg de tigeciclina en un vial de 20 ml que contiene
aproximadamente 200 mg de lactosa monohidrato. Todas las muestras se liofilizaron (congelaron a -50 °C mediante
liofilizadores de AdVantage/Virtis) hasta sequedad. Las muestras liofilizadas se introdujeron en una camara a
40°C/HR del 75% durante 39 dias y de ellas se obtuvieron muestras y se analizaron mediante HPCL. Los datos se
muestran en la tabla 2a.

2b. Al finalizar los 39 dias, las tortas liofilizadas del Ejemplo 2a se reconstituyeron con NaCl al 0,9% hasta una
concentracion de 10 mg/ml de tigeciclina y se mantuvieron a una temperatura ambiente durante 6 horas. Otros
alicuotas de las soluciones a pH de aproximadamente 5,0 y aproximadamente 4,5 se reconstituyeron con 5% de
dextrosa, en lugar de solucién salina, hasta una concentracion de aproximadamente 10 mg/ml y se mantuvieron a
una temperatura ambiente durante 6 horas. Después se analiz6 cada una de las soluciones mediante HPLC y los
resultados se muestran en la tabla 2b.

Los datos muestran que las composiciones de la invencion protegen frente a la formacion de epimero en soluciones
reconstituidas durante 6 horas. De hecho, el maximo contenido en epimeros de uno cualquiera de estos ejemplos
fue de Unicamente el 2,45%, mientras que el contenido minimo de tigeciclina fue del 97,1 %. En una realizacion, en
la que el pH fue de aproximadamente 4,5 y el diluyente era solucion salina, al final del periodo de reconstitucion de 6
horas solo habia un 1,60% del epimero. En dicha realizacion, la cantidad de tigeciclina se midioé en 98,15 %, que, en
algunas aplicaciones, puede tener una pureza suficiente para usar en el contexto hospitalario.

2c. Las soluciones mezcladas de tigeciclina (a 1 mg/ml) se prepararon diluyendo la solucidon reconstituida (por
ejemplo 2b) con 0,9% de NaCl o 5% de dextrosa dependiendo de qué diluyente se usé para reconstitucion.
Después, las soluciones se mantuvieron a temperatura ambiente durante 18 horas y se analizaron mediante HPLC.
Los resultados se resumen en la Tabla 2c.
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La muestra a un pH de aproximadamente 4,5 con lactosa y sin dextrosa tenia un incremento de la concentracion del
epimero de 1,60% a unicamente el 1,80% desde la reconstitucion hasta la mezcla, mientras que el contenido global
en tigeciclina disminuy6 solo ligeramente para dicha muestra desde 98,15 % a 97,97 %. Estos resultados sobre la
muestra de pH de aproximadamente 4,5 ilustran que la muestra es lo suficientemente estable después de almacenar
la torta liofilizada en condiciones de estabilidad acelerada durante 39 dias, seguidos de 6 horas de reconstitucion y 8
horas de mezclado.

Tabla 2a
ID de la muestra TRR 0,5 0,55 | Epimero | 1,25 1,67 | Tigeciclina
0,74
PM 601 583 585 528 556 585
pH 5,2 + lactosa 0,01 | 0,08 2,21 ND ND 97,58
pH 5,0 + lactosa 0,01 | 0,07 2,20 ND 0,01 97,57
pH 5,0 + lactosa en 5% de dextrosa 0,01 0,08 2,21 ND 0,01 97,38
pH 4,8 + lactosa 0,01 | 0,02 2,15 ND ND 97,63
pH 4,5 + lactosa 0,01 | 0,03 1,37 ND 0,01 98,42
pH 4,5 + lactosa en 5% de dextrosa 0,01 0,02 1,35 ND ND 98,23
pH 3 + lactosa 0,01 | 0,02 1,34 ND ND 98,49
Tabla 2b
ID de la muestra TRR 0,5 0,55 | Epimero | 1,25 1,67 | Tigeciclina
0,74
PM 601 583 585 528 556 585
pH 5,2 + lactosa 0,01 | 0,12 2,31 0,01 0,04 97,37
pH 5,0 + lactosa 0,01 | 0,10 2,37 ND 0,03 97,33
pH 5,0 + lactosa en 5% de dextrosa 0,01 | 0,10 2,45 0,01 0,03 97,10
pH 4,8 + lactosa 0,01 | 0,09 2,32 ND 0,02 97,41
pH 4,5 + lactosa 0,01 | 0,09 1,60 0,01 0,02 98,15
pH 4,5 + lactosa en 5% de dextrosa 0,01 | 0,08 1,65 ND 0,01 97,96
pH 3 + lactosa 0,01 | 0,06 2,10 ND ND 97,70
Tabla 2¢
ID de la muestra TRR 0,5 0,55 | Epimero | 1,25 1,67 Tigeciclina
0,74
PM 601 583 585 528 556 585
pH 5,2 + lactosa 0,01 | 0,05 2,49 0,01 0,09 97,11
pH 5,0 + lactosa 0,01 | 0,06 2,57 0,01 0,06 97,09
pH 5,0 + lactosa en 5% de dextrosa 0,02 | 0,05 2,80 0,01 0,06 96,66
pH 4,8 + lactosa 0,02 | 0,04 2,52 0,01 0,04 97,19
pH 4,5 + lactosa 0,01 | 0,03 1,80 ND 0,03 97,97
pH 4,5 + lactosa en 5% de dextrosa 0,02 | 0,02 2,02 ND 0,02 97,56
pH 3 + lactosa 0,01 | 0,04 2,72 ND ND 97,13

Ejemplo 3

Se disolvi¢ la tigeciclina (700 mg) en 28 ml de agua Milli-Q para formar una solucion en suspension. Un alicuota de
la solucion en suspension que contiene aproximadamente 100 mg de tigeciclina se cargd en un vial de 20 ml como
muestra control. Las muestras de solucién de tigeciclina, lactosa y un acido se prepararon a pH de
aproximadamente 5,8, 5,1, and 4,5 de acuerdo con los procedimientos del ejemplo 1, a excepcion de que se uso
acido gentisico para disminuir el pH de la solucidn en suspension en lugar de HCI 1,0N. Se prepararon dos muestras
adicionales de soluciones de tigeciclina sin lactosa, una a un pH de aproximadamente 5,1 y otra a un pH de
aproximadamente 4,5. Todas las soluciones se congelaron a 70°C (mediante hielo seco con acetona) y se liofilizaron
hasta sequedad. Las muestras liofilizadas se introdujeron en una camara a 40°C/HR del 75% durante 48 dias y se
analizaron mediante HPCL. Los datos se resumen en la Tabla 3 y muestran que esta composicién funciona de
acuerdo con la invencion para reducir la degradacion.
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Tabla 3
ID de la muestra TRR 0,5 0,55 | Epimero | 1,25 1,67 | Tigeciclina
0,74

PM 601 583 585 528 556 585
Control 0,37 | 2,17 7,37 1,50 1,47 81,13
pH 4,5 sin lactosa 0,02 | 0,05 28,11 0,04 0,02 71,37
pH 4,5+lactosa 0,01 | 0,02 6,32 ND ND 93,42
pH 5,1 sin lactosa 0,05 | 0,10 20,90 0,10 0,08 77,87
pH 5,1 + lactosa 0,01 | 0,02 3,94 ND 0,02 95,82
pH 5,8 sin lactosa 0,04 | 0,13 17,38 0,21 0,21 81,31

Ejemplo 4

4a. Se disolvio la tigeciclina (1.600 mg) en 64 ml de agua Milli-Q para formar una solucion en suspension y dos
muestras de la solucién, conteniendo cada una aproximadamente 100 mg de tigeciclina, se cargaron en dos viales
de 20 ml para muestras separados que contienen 160 mg de lactosa monohidrato y 160 mg de manitol,
respectivamente. Una tercera muestra que contiene aproximadamente 100 mg de tigeciclina de la solucion en
suspension se cargé en un vial de 20 ml blanco. El pH del resto de la solucién en suspension se ajustd
secuencialmente con HCI 1,0N a aproximadamente 7,0, 6,5, and 6,0 segun el procedimiento que se expone en el
ejemplo 1. Las soluciones de muestra cada una de las cuales contiene aproximadamente 100 mg de tigeciclina se
cargaron en viales de 20 ml que contienen 160 mg de lactosa monohidrato, 160 mg de manitol o ninguno en cada
valor de pH. Las soluciones resultantes se liofilizaron (congelaron a -70°C mediante hielo seco con acetona) hasta
sequedad. Las muestras liofilizadas se introdujeron en un horno a 40°C durante 70 horas y se analizaron mediante
HPCL. Los datos se resumen en la Tabla 4a.

4b. Se disolvio la tigeciclina (1.800 mg) en 72 ml de agua Milli-Q para formar una solucion en suspension. Alicuotas
de la solucion en suspension que contiene aproximadamente 100 mg de tigeciclina se cargaron en tres viales
distintos de 20 ml que contienen aproximadamente 200 mg de lactosa monohidrato, fructosa y sacarosa,
respectivamente. El pH de la solucién en suspension se ajusté secuencialmente con HCI 1,0N a aproximadamente
6,0 y 5,4 de acuerdo con el procedimiento expuesto en el ejemplo 1. En cada valor de pH, se tomaron alicuotas de la
solucién que contiene aproximadamente 100 mg de tigeciclina en viales de 20 ml que contienen 200 mg de uno de
los siguientes hidratos de carbono:lactosa monohidrato, fructosa o sacarosa, y se disolvieron. También se
prepararon soluciones sin hidratos de carbono a cada valor de pH. Las soluciones se liofilizaron (congelaron a -70°C
mediante hielo seco con acetona) hasta sequedad. Las muestras liofilizadas se introdujeron en un horno a 40°C
durante 89 horas y se analizaron mediante HPCL. Los resultados se resumen en la Tabla 4b.

4c. Se disolvio la tigeciclina (1.000 mg) en 50 ml de agua Milli-Q para formar una solucion en suspension. El pH de
la solucién en suspensién se ajusté con HCI 1,0N a aproximadamente 5,0. Cuatro alicuotas de la solucion en
suspension, cada uno con aproximadamente 100 mg de tigeciclina, se cargaron en viales de 20 ml que contienen
aproximadamente 200 mg de glucosa, manosa, ribosa y xilosa, respectivamente, y se disolvieron. Un quinto alicuota
de la solucion en suspension que contiene aproximadamente 100 mg de tigeciclina se cargd en un vial de 20 ml que
contiene aproximadamente 125 mg de treosa y se disolvié. Las cinco soluciones se liofilizaron (congelaron a -50 °C
mediante liofilizadores de AdVantage/Virtis) hasta sequedad. Las muestras liofilizadas se introdujeron en una
camara a 25°C/HR del 60 % durante 42 dias y se analizaron mediante HPCL. Los resultados se resumen en la Tabla
4c. Los datos en las tablas 4a-4c son ilustrativos del efecto de los hidratos de carbono adecuados, tales como
lactosa, en la invencion.

Tabla 4a
ID de la muestra TRR | 0,5 | 0,55 | Epimero | 1,25 | 1,67 | Tigeciclina
0,74
PM | 601 | 583 585 528 | 556 585
Solo tigeciclina 0,03 | 0,07 1,08 ND | 0,07 98,51
pH 7,0 0,03 | 0,06 1,15 0,02 | 0,09 98,35
pH 6,5 0,03 | 0,06 1,73 0,02 | 0,09 97,78
pH 6,0 0,02 | 0,06 2,69 0,02 | 0,08 96,82
Tigeciclina +lactosa 0,03 | 0,10 0,89 ND | 0,07 98,33
pH 7,0 + lactosa 0,03 | 0,08 0,94 ND | 0,06 98,45
pH 6,5+lactosa 0,02 | 0,05 0,91 ND | NA 98,50
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(continuacion)

ID de la muestra TRR | 0,5 | 0,55 | Epimero | 1,25 | 1,67 | Tigeciclina
0,74
PM | 601 | 583 585 528 | 556 585
pH 6,0 + lactosa ND | 0,04 0,90 ND | NA 98,54
Tigeciclina + manitol 0,05 | 0,13 1,40 ND | 0,14 97,69
pH 7,0 +manitol 0,05 | 0,11 1,80 ND | 0,12 97,45
pH 6,5+ manitol 0,03 | 0,08 2,28 ND | 0,08 96,98
pH 6,0 +manitol 0,02 | 0,06 2,56 ND | 0,07 96,82
Tabla 4b
ID de la muestra TRR | 0,5 | 0,55 | Epimero | 1,25 | 1,67 | Tigeciclina
0,74
PM | 601 | 583 585 528 | 556 585
Solo tigeciclina 0,04 | 0,12 1,06 0,04 | 0,12 98,39
pH 6,0 0,03 | 0,09 2,72 0,03 | 0,08 96,90
pH 6 + lactosa 0,01 | 0,04 0,97 ND | 0,03 98,76
pH 5,4 + lactosa 0,01 | 0,06 1,01 0,01 | 0,03 98,71
pH 6,0+ fructosa 0,04 | 0,09 17,70 0,02 | 0,02 81,92
pH 6,0+ sacarosa 0,01 | 0,08 1,38 0,02 | 0,03 98,32
Tabla 4c
ID de la muestra | TRR | 0,5 | 0,55 | Epimero | 1,25 | 1,67 | Tigeciclina
0,74
PM | 601 | 583 585 528 | 556 585
pH 5,0+ glucosa 0,01 | 0,06 1,02 ND | 0,01 98,81
pH 5,0+ manosa 0,01 | 0,06 1,23 ND | ND 98,60
pH 5,0+ ribosa 0,44 | 0,02 33,30 ND | 0,01 65,94
pH 5,0+ xilosa 0,02 | 0,09 18,05 ND | ND 81,68
pH 5,0+ treosa 0,91 | 3,41 7,00 0,07 | 0,79 22,85

Ejemplo 5

5a. Se disolvi¢ la tigeciclina (1.000 mg) en 40 ml de agua Milli-Q para formar una solucion en suspension. El pH de
la solucién en suspension se ajusté con HCI 1,0N a aproximadamente 5,0. A ese pH, dos alicuotas de la solucion en
suspension, cada uno con aproximadamente 100 mg de tigeciclina, se cargaron por separado en dos viales de 20 ml
que contienen cada uno aproximadamente 200 mg de lactosa monohidrato. Una muestra se congeld
inmediatamente a -70° C (mediante hielo seco con acetona) y la otra muestra se mantuvo a temperatura ambiente
durante 5 horas antes de congelar. Las muestras congeladas se liofilizaron después hasta sequedad. Las muestras
liofilizadas se introdujeron en una camara a 40°C/HR del 75% durante 48 dias y se analizaron mediante HPCL. Los
resultados se resumen en la Tabla 5 como muestras "A".

5b. Se disolvid lactosa monohidrato (750 mg) se disolvio en 15 ml de agua Milli-Q. A esta solucion se afadio
tigeciclina (375 mg) y el pH se ajusté a aproximadamente 5,0 con HCI 1,0N. A este pH, dos alicuotas de la solucion,
que contiene cada uno aproximadamente 100 mg de tigeciclina y aproximadamente 200 mg de lactosa monohidrato,
se cargaron en dos viales de 20 ml, respectivamente. La solucién en un vial para muestras se congeld
inmediatamente a -70°C (mediante hielo seco con acetona). La solucién en la otra muestra se mantuvo a
temperatura ambiente durante 5 horas antes de congelar. Las muestras congeladas se liofilizaron hasta sequedad.
Las muestras liofilizadas se introdujeron en una camara a 40°C/HR del 75% durante 48 dias y se analizaron
mediante HPCL. Los resultados se resumen en la Tabla 5 como muestras "B". Los datos "A" y "B" ilustran
composiciones de la invencion que reducen los productos de degradacion.
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Tabla 5
ID de la muestra TRR 0,5 0,55 | Epimero | 1,25 | 1,67 | Tigeciclina
0,74
PM 601 583 585 528 556 585
A (lactosa disuelta en tigeciclina) 0,01 | 0,02 3,18 0,01 | 0,02 96,57
B (tigeciclina disuelta en lactosa) 0,00 | 0,02 3,32 ND 0,01 96,43
A a TA durante 5 horas antes de congelar 0,01 0,03 5,67 0,02 | 0,02 94,03
B a TA durante 5 horas antes de congelar 0,01 0,02 3,82 ND 0,02 95,86

Ejemplo 6

6a. Se disolvio la tigeciclina (1.700 mg) en 85 ml de agua Milli-Q para formar una solucién en suspension. El pH de
la solucion en suspension se ajusté hasta aproximadamente 5,0 con HCI 1N. Cuatro alicuotas de la solucion en
suspension, cada uno de ellos con aproximadamente 100 mg de tigeciclina, se cargaron por separado en cuatro
viales de 20 ml que contienen aproximadamente 50, 100, 200, y 300 mg de lactosa monohidrato, respectivamente.
Una vez que la lactosa se ha disuelto completamente, las muestras se liofilizaron (congelaron a -50 °C mediante
liofilizadores de AdVantage/Virtis) hasta sequedad. Las muestras liofilizadas se introdujeron en una camara a
40°C/HR del 75% durante 4 dias y se analizaron mediante HPCL. Los resultados se resumen en la Tabla 6a y
proporcionan ejemplos de las composiciones de la invencion.

6b. Se disolvi¢ la tigeciclina (400 mg) en 20 ml de agua Milli-Q para formar una solucion en suspension. El pH de la
solucién en suspension se ajustd hasta aproximadamente 5,0 con HCI 1N. Tres alicuotas de la solucién en
suspension, cada uno de ellos con aproximadamente 100 mg de tigeciclina, se cargaron por separado en tres viales
de 20 ml que contienen 15, 31 y 62 mg de lactosa monohidrato, respectivamente. Tras la disolucion, las muestras se
liofilizaron (congelaron a -50 °C mediante liofilizadores de AdVantage/Virtis) hasta sequedad. Las muestras
liofilizadas se introdujeron en una camara a 40°C/HR del 75% durante 20 dias y se analizaron mediante HPCL. Los
resultados se resumen en la Tabla 6b y muestran composiciones de la invencion.

Tabla 6a
ID de la muestra (proporcion molar) TRR 0,5 | 0,55 Epimero 1,25 | 1,67 | Tigeciclina
0,74
PM 601 583 585 528 556 585
pH 5,0+ 50 mg de lactosa (1: 0,81) ND 0,04 1,01 ND ND 98,53
pH 5,0+ 100 mg de lactosa (1: 1,62) ND 0,04 0,82 ND ND 98,73
pH 5,0+ 200 mg de lactosa (1:3,25) ND | 0,04 0,82 ND ND 98,69
pH 5,0+ 300 mg de lactosa (1: 4,87) ND | 0,04 0,87 ND ND 98,64
Tabla 6b
ID de la muestra (proporcion molar) TRR 0,5 | 0,55 Epimero 1,25 | 1,67 | Tigeciclina
0,74
PM 601 583 585 528 556 585
pH 5,0 sin lactosa 0,03 | 0,07 5,40 0,02 | 0,07 94,19
pH 5,0+ 15 mg de lactosa (1:0,24) 0,02 | 0,04 3,83 0,01 | 0,05 95,87
pH 5,0+ 31 mg de lactosa (1:0,50) 0,01 | 0,03 3,02 ND 0,03 96,72
pH 5,0+ 62 mg de lactosa (1:1,00) 0,01 | 0,03 2,18 ND 0,02 97,61
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REIVINDICACIONES
1. Una composiciéon que comprende:
(a) tigeciclina;
(b) un hidrato de carbono elegido de lactosa, manosa, sacarosa y glucosa; y
(c) un acido o tampon
en la que el pH de la composicién esta entre 3,0y 7,0.

2. La composicioén de la reivindicacion 1, en la que el hidrato de carbono es lactosa.

3. La composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en la que la composicion esta
liofilizada.

4. La composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que ademas comprende un diluyente
farmacéuticamente aceptable.

5. La composicion de la reivindicacion 4, en loa que lo diluyente farmacéuticamente aceptable es una solucion
salina, solucion Lactato de Ringer inyectable o soluciéon de dextrosa.

6. La composicion de la reivindicacion 1, en la que el pH de la composicion esta entre 4,0 y 5,0.

7. La composicion de la reivindicacion 6, en la que el pH de la composicion esta entre 4,2 y 4,8.

8. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en la que el acido es HCI.

9. La composicidn de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en la que el acido es acido gentisico.

10. Un procedimiento de preparacion de la composicion de tigeciclina de la reivindicacion 1, que comprende
combinar uno de los hidratos de carbono siguientes: lactosa, manosa, sacarosa o glucosa, para reducir la
epimerizacion con tigeciclina y agua, para formar una solucién; reducir el pH de la solucién a entre 3,0 y 7,0 con un
acido o tampon para reducir la degradacion oxidativa y liofilizar la soluciéon hasta sequedad.

11. El procedimiento de la reivindicacién 10, en la que el hidrato de carbono para reducir la epimerizacién es lactosa.

12. El procedimiento de la reivindicaciéon 10, que comprende combinar la composicién obtenida lioflizando la
solucién hasta sequedad con una solucion salina, solucion Lactato de Ringer inyectable o solucion de dextrosa.

13. El procedimiento de la reivindicacion 10, en el que el pH de la solucién se reduce a entre 4,0y 5,0.
14. El procedimiento de la reivindicacion 13, en el que el pH de la solucidn se reduce a entre 4,2 y 4,8.
15. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 14, en el que el acido es HCI 1,0N.

16. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 14, en el que el acido es acido
gentisico.

17. Una composicion farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9.
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