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DESCRIPCION
Uso de bis-aminas para incrementar la actividad antimicrobiana de composiciones acuosas
Antecedentes de la invencion

La presente invencion se dirige al uso de una bis-amina para incrementar la actividad antimicrobiana de composicio-
nes acuosas, tales como composiciones farmacéuticas. La invencion se dirige particularmente al campo de compo-
siciones oftalmicas.

Muchas composiciones farmacéuticas se requiere que sean estériles (es decir, libres de bacterias, hongos y otros
microorganismos patégenos). Ejemplos de tales composiciones incluyen: soluciones y suspensiones que se inyectan
en los cuerpos de seres humanos y otros mamiferos; cremas, lociones, soluciones y otras preparaciones que se
aplican topicamente a heridas, abrasiones, quemaduras, erupciones, incisiones quirdrgicas, y otros estados donde la
piel no esta intacta; y diversos tipos de composiciones que se aplican ya sea directamente al ojo (por ejemplo, lagri-
mas artificiales, soluciones para irrigacion y productos farmacos), o se aplican a dispositivos que entraran en con-
tracto con el ojo (por ejemplo, lentes de contacto).

Los tipos de composiciones anteriormente citados se pueden fabricar bajo condiciones estériles via procedimientos
que son muy conocidos para los expertos en la técnica. No obstante, una vez que se abre el envase para el produc-
to, de forma que la composicion es expuesta a la atmdsfera y otras fuentes de contaminacién microbiana potencial
(por ejemplo, las manos de un paciente humano) la esterilidad del producto puede estar comprometida. Tales pro-
ductos se utilizan tipicamente multiples veces por el paciente y son, por lo tanto, denominados frecuentemente como
que son de naturaleza “multidosis”.

Debido a la frecuente y repetida exposicion de los productos multidosis al riesgo de contaminacion microbiana, es
necesario emplear un medio para prevenir que se produzca tal contaminacién. Los medios empleados pueden ser
(1) un agente quimico que impida la proliferacion de microbios en la composicion, lo que se denomina en esta me-
moria descriptiva un “conservante antimicrobiano”; o (2) un sistema de envasado que prevenga o reduzca el riesgo
de que los microbios alcancen la composicién farmacéutica dentro de un recipiente.

Las composiciones oftalmicas multidosis pueden incluir generalmente un agente antimicrobiano para impedir la con-
taminacion de las composiciones por bacterias, hongos y otros microbios. Tales composiciones pueden entrar en
contacto con la cornea ya sea directa o indirectamente. La cornea es particularmente sensible a agentes quimicos
exogenos. Consecuentemente, con el fin de minimizar el potencial de los efectos perjudiciales sobre la cérnea, es
necesario usar agentes antimicrobianos que sean relativamente no tdxicos para la cornea, y usar tales agentes a las
concentraciones mas majas posibles (es decir, las cantidades minimas requeridas con el fin de llevar a cabo sus
funciones antimicrobianas).

Equilibrar la eficacia antimicrobiana y los potenciales efectos toxicolégicos de los agentes antimicrobianos es a ve-
ces dificil de conseguir. Mas especificamente, la concentracion de agente antimicrobiano necesaria para la preser-
vacion de formulaciones oftalmicas de la contaminacion microbiana o para la desinfeccion de lentes de contacto
puede crear el potencial para efectos toxicolégicos sobre la cornea y/u otros tejidos oftalmicos. Usar concentraciones
mas bajas de los agentes antimicrobianos generalmente ayuda a reducir el potencial para tales efectos toxicologi-
cos, pero las concentraciones mas bajas pueden ser insuficientes para conseguir el nivel requerido de eficacia bioci-
da (por ejemplo, preservacion antimicrobiana o desinfeccion).

El uso de un nivel inadecuado de preservacion antimicrobiana puede crear el potencial para la contaminacién micro-
biana de las composiciones y las infecciones oftalmicas que resulten de tales contaminaciones. Este es también un
problema serio, puesto que las infecciones oftalmicas que implican Pseudomonas aeruginosa u otros microorganis-
mos virulentos pueden conducir a la pérdida de la funcién visual o incluso a la pérdida del ojo.

Por lo tanto, hay necesidad de un medio para incrementar la actividad de agentes antimicrobianos se forma que se
puedan utilizar muy bajas concentraciones de los agentes sin aumentar el potencial para los efectos toxicoldgicos o
someter a los pacientes a riesgos inaceptables de contaminacion microbiana e infecciones oftalmicas resultantes.

Las composiciones para tratar lentes de contacto y otros tipos de composiciones oftalmicas se formulan generalmen-
te como soluciones isoténicas tamponadas. Un planteamiento para incrementar la actividad antimicrobiana de tales
composiciones es incluir componentes multifuncionales en las composiciones. Ademas de realizar sus funciones
principales, tales como limpiar o humedecer las superficies de la lente de contacto (por ejemplo, tensioactivos), tam-
ponar las composiciones (por ejemplo, borato), o quelar iones no deseables (por ejemplo, EDTA), estos componen-
tes multifuncionales también sirven para incrementar la actividad antimicrobiana global de las composiciones. Por
ejemplo, el acido etilendiaminotetraacético y sus sales monosddica, disédica y trisédica (denominados colectivamen-
te en esta memoria descriptiva como “EDTA”) se ha usado ampliamente durante muchos afios en productos oftalmi-
cos, particularmente productos para tratar lentes de contacto. EI EDTA ha sido usado en tales productos con diver-
sos fines, pero particularmente para su actividad antimicrobiana suplementaria como agente quelante. La inclusion
de EDTA en productos para el cuidado de lente de contacto y otras composiciones oftalmicas incrementa la eficacia
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antimicrobiana de los conservantes quimicos contenidos en tales composiciones, particularmente la eficacia de
aquellos conservantes contra las bacterias gram negativas.

Se puede hacer referencia a las siguientes publicaciones para mas antecedentes con respecto al uso de componen-
tes multifuncionales para incrementar la actividad antimicrobiana de composiciones oftalmicas:

1. Patente de Estados Unidos n° 5.817.277 (Mowrey-McKee, et al.; trometamina);

2. Patente de Estados Unidos n° 6.503.497 (Chowhan et al.; complejos de borato/poliol);

3. Patente de Estados Unidos n°® 5.741.817 (Chowhan et al.; aminoacidos de bajo peso molecular tales como
glicina);

4. Patente de Estados Unidos n° 6.319.464 (Asgharian; aminoalcoholes de bajo peso molecular); y

5. Publicacion de solicitud de patente de Estados Unidos n® US 2002/0122831 A1 (Mowrey-McKee et al.; bis-

aminopolioles).

En la base de datos Beilstein, con nimero de acceso BRN 1703832 se describe 1,4-bis-isobutilamino-butano-2,3-
diol. Rhese et al., Arch. Pharm. Med. Chem. Vol. 329, 1996, S. 155-160 da a conocer que las oligoaminas pueden
tener efectos antimicrobianos. Sin embargo, algunos de los compuestos no presentaron actividad antibacteriana.

El documento WO 94/25426 describe diaminas como agentes antimicrobianos que, sin embargo, tienen una estruc-
tura diferente.

Sumario de la invenciéon

La presente invencion se dirige al uso de una bis-amina para incrementar la actividad antimicrobiana de composicio-
nes, como se define en las reivindicaciones. El incremento de la actividad antimicrobiana es util para preservar las
composiciones de contaminacién microbiana impidiendo la proliferaciéon de microorganismos en las composiciones.
La invencién también se puede emplear para aumentar la capacidad de la composicidon para matar microorganismos
que entren en contacto con la composicion, tal como en el caso de antisépticos y desinfectantes topicos.

La presente invencion se dirige particularmente al uso de una bis-amina para incrementar la actividad antimicrobiana
en composiciones oftalmicas acuosas. La bis-amina se puede usar sin otros agentes antimicrobianos, pero general-
mente se empleara junto con otros agentes que tengan niveles medios a moderados de actividad antimicrobiana,
para producir un sistema conservante que sea eficaz para prevenir la contaminacién microbiana de composiciones
en ausencia de conservantes antimicrobianos convencionales, tales como cloruro de benzalconio (“CBA”) o policua-
ternio-1. Las composiciones que estén conservadas por medio de tales sistemas y no contengan un conservante
antimicrobiano convencional se denominan en esta memoria descriptiva como que son “autoconservadas”.

La bis-amina descrita en esta memoria descriptiva se puede utilizar para incrementar la actividad antimicrobiana de
composiciones oftalmicas antisépticas o desinfectantes, tales como soluciones utilizadas para desinfectar lentes de
contacto.

Descripcion detallada de la invencién

La bis-amina utilizada en la presente invencion es 1,4-bis[isobutilamino]-2,3-dihidroxibutano.

Se muestran a continuacion ejemplos de bis-aminas de referencia y de la bis-amina de la presente invencion.

1. Compuesto n° AL-38571 (referencia)

HyC —"C-NH—(- CH,—)—-NH———C —CH,
3
CH,OH CH,OH

1,3-bis[(dimetilhidroximetil)metilamino]propano;

2. Compuesto n® AL-39114 (referencia)

CH, CH,
| |
H:,C——cl —NH—(- CHza—NH-——«cI: —CH,
-]
CH,OH CH,OH
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1,6-bis[(dimetil hidroximetil)metilamino]hexano;

3. Compuesto n® AL-39503 (de acuerdo con la invencion)

>_ CHy—NH— CH,—CHOH-—CHOH ~—CH2——NH——CH,——<

1,4-bis[isobutilamino]2,3-dihidroxibutano;
4. Compuesto n° AL-39504 (referencia)
f* "
HyC— C—NH— CH,—CHOH—CHOH —CH, —NH—C—CH,
H,OH CH,OH
1,4-bis[(dimetilhidroximetil)metilamino]-2,3-dihidroxibutano; y
5. Compuesto n°® AL-39586 (referencia)
Hy H,
H,G—C— NH—( GH;}=NH —C —CH,
CH,OH CH,OH

1,4-bis[(dimetilhidroximetil)metilamino]butano.

Las bis-aminas se pueden sintetizar usando procedimientos conocidos para los expertos en la técnica. Esquemas de
reaccion representativos estan descritos en los ejemplos 1-4 mas adelante.

La cantidad de la bis-amina requerida para incrementar la actividad antimicrobiana de formulaciones particulares
puede ser determinada facilmente por personas expertas en la técnica. La concentracion requerida dependera de la
bis-amina particular seleccionada, la presencia o ausencia de los otros ingredientes que tengan actividad antimicro-
biana (por ejemplo, agentes antimicrobianos, agentes quelantes, agentes tamponadores o agentes de tonicidad), y
la funcion de los agentes antimicrobianos contenidos en las composiciones oftalmicas (por ejemplo, preservacion de
las composiciones de contaminacién microbiana, o desinfeccion de lentes de contacto). La concentracion requerida
para incrementar la actividad antimicrobiana de composiciones oftalmicas se denomina en esta memoria descriptiva
como “una cantidad eficaz”. La concentracion estara generalmente en el intervalo de 0,01 hasta 2,0 por ciento pe-
so/volumen (“% p/v”), preferiblemente 0,1 hasta 1,0 % p/v.

Los niveles de actividad antimicrobiana requeridos para preservar composiciones oftalmicas de contaminacién mi-
crobiana o para desinfectar lentes de contacto son bien conocidos para los expertos en la técnica, basados tanto en
la experiencia personal como en estandares oficiales publicados, tales como los expuestos en la United States
Pharmacopoeia (“USP”) y publicaciones similares en otros paises.

Como se indica anteriormente, las bis-aminas descritas anteriormente se usan preferiblemente en combinaciéon con
sistemas de tampdn de borato o borato/poliol. Como se usa en esta memoria descriptiva, el término “borato” incluye
acido borico, sales de acido bdrico, otros boratos farmacéuticamente aceptables y sus combinaciones. Los siguien-
tes boratos se prefieren particularmente: acido boérico, borato sédico, borato potasico, borato calcico, borato magné-
sico, borato de manganeso y otras sales de borato semejantes.

Como se usa en esta memoria descriptiva, el término “poliol” incluye cualquier compuesto que tenga al menos un
grupo hidroxilo sobre cada uno de dos atomos de carbono adyacentes que no estén en configuracion frans en rela-
cioén entre si. Los polioles pueden ser lineales o ciclicos, sustituidos o no sustituidos, o sus mezclas, con tal que el
complejo resultante sea soluble en agua y farmacéuticamente aceptable. Ejemplos de tales compuestos incluyen:
azucares, alcoholes de azucar, acidos de azucar y acidos uronicos. Los polioles preferidos son los aztcares, alcoho-
les de azucar y acidos de azucar, incluyendo, pero no limitados a: manitol, glicerina, xilitol y sorbitol. Los polioles
especialmente preferidos son manitol y sorbitol; el mas preferido es sorbitol.

El uso de complejos de borato-poliol en composiciones oftalmicas esta descrito en la patente de Estados Unidos n°
6.503.497 (Chowhan). Las composiciones de la presente invencion contienen preferiblemente uno o mas boratos en
una cantidad desde alrededor de 0,01 hasta alrededor de 2,0% p/v, mas preferiblemente desde alrededor de 0,3
hasta 1,2% p/v, y uno o mas polioles en una cantidad desde alrededor de 0,01 hasta alrededor de 5,0% p/v, mas
preferiblemente desde alrededor de 0,6 hasta 2,0% p/v.
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Las bis-aminas descritas en esta memoria descriptiva se pueden incluir en varios tipos de composiciones oftalmicas
para incrementar la actividad antimicrobiana. Ejemplos de tales composiciones incluyen: composiciones farmacéuti-
cas oftalmicas, tales como composiciones topicas usadas en el tratamiento del glaucoma, infecciones, alergias o
inflamacion; composiciones para tratar lentes de contacto, tales como productos de limpieza y productos para incre-
mentar el bienestar ocular de pacientes que llevan lentes de contacto; y otros diversos tipos de composiciones, tales
como productos lubricantes oculares, lagrimas artificiales, astringentes y asi sucesivamente. Las composiciones son
acuosas.

Ademas de la bis-amina descrita anteriormente, las composiciones de la presente invenciéon pueden contener uno o
mas agentes antimicrobianos para preservar las composiciones de contaminacion microbiana y/o desinfectar lentes
de contacto. La invencion no esta limitada con relacion a los tipos de agentes antimicrobianos que se pueden utilizar.
Los biocidas preferidos incluyen: polimeros de polihexametilenbiguanidina (“PHMB”), policuaternio-1, y las amino
biguanidas descritas en la solicitud de patente de Estados Unidos en tramitacion n° de serie 09/581.952 y la corres-
pondiente publicacion internacional (PCT) n°® WO 99/32158.

La amino biguanida mas preferida esta definida en la solicitud de patente de Estados Unidos en tramitacion n° de
serie 09/581.952 como “Compuesto numero 1”. Este compuesto tiene la siguiente estructura:

ne  NH

HCl
AN " N

Mas adelante se alude a ella por medio del nimero de coédigo “AL-8496”.

Las amidoaminas y aminoalcoholes también se pueden utilizar para incrementar la actividad antimicrobiana de las
composiciones descritas en esta memoria descriptiva. Las amidoaminas preferidas son miristamidopropildimetilami-
na (“MAPDA”) y los compuestos relacionados descritos en la patente de Estados Unidos n°® 5.631.005 (Dassanaya-
ke, et al.). Los aminoalcoholes preferidos son 2-amino-2-metil-1-propanol (“AMP”) y otros aminoalcoholes descritos
en la patente de Estados Unidos n°® 6.319.464 (Asgharian).

Las composiciones de la presente invencion también pueden contener una amplia variedad de otros ingredientes,
tales como agentes para ajustar la tonicidad (por ejemplo, cloruro sddico o manitol), tensioactivos (por ejemplo, ten-
sioactivos anidnicos, tales como RLM 100, y tensioactivos no idnicos, tales como las poloxaminas vendidas bajo el
nombre “Tetronic®”, y los poloxameros vendidos bajo el nombre “Pluronic®”) y agentes para ajustar la viscosidad. La
presente invencion no esta limitada con respecto a los tipos de composiciones oftalmicas en las que se utilizan las
bis-aminas descritas en esta memoria descriptiva.

Las composiciones oftalmicas de la presente invencion se formularan para que sean compatibles con el ojo y/o las
lentes de contacto que se van a tratar con las composiciones. Las composiciones oftalmicas destinadas para aplica-
cion directa al ojo se formularan para que tengan un pH y tonicidad que sean compatibles con el ojo. Esto requerira
normalmente un tampdn para mantener el pH de la composicion en o cerca del pH fisiolégico (es decir, 7,4) y puede
requerir un agente de tonicidad para llevar la osmolalidad de la composicién hasta un nivel en o cerca de 210-320
miliosmoles por kg (mOsm/kg). La formulacién de las composiciones para desinfectar y/o limpiar lentes de contacto
implicara consideraciones similares, asi como consideraciones que se refieren al efecto fisico de las composiciones
sobre los materiales de la lente de contacto y el potencial para la ligazén o absorcién de los componentes de la
composicion por la lente. Las composiciones se formularan generalmente como soluciones acuosas estériles.

Los siguientes ejemplos se presentan para ilustrar adicionalmente la presente invencion.
Ejemplo 1 (referencia)

Sintesis del compuesto n® AL-38571: 1,3-bis[(dimetilhidroximetil)metilamino]propano
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El anteriormente mencionado compuesto se sintetizé por medio del esquema de reaccién mostrado a continuacion:

OH

+ 5 g —
NH,
H

T

Se calent6 durante 1 h 2-amino-2-metilpropanol (1,78 g, 2 eq.) y 1,3-dibromopropano (2,02 g, 1 eq.). El producto
obtenido se lavd con etanol, seguido por éter (3 veces). El sélido obtenido se secd bajo vacio para dar 1,3
bis[(dimetil, hidroximetil)metilamino]propano. Rendimiento 800 mg. EI compuesto se caracterizé por espectrometria
de masas y NMR.

Ejemplo 2 (referencia)
Sintesis del compuesto n® AL-39504: dihidrocloruro de 1,4-bis[(dimetilhidroximetil)metilamino]-2,3-hidroxibutano

El anteriormente mencionado compuesto se sintetizé por medio del esquema de reaccién mostrado a continuacion:

o
CH,OH
o) NH,

|
1 o

LN
H-——OH
H——OH

“WH

CH,OH

Se calento6 2-metil-2-aminopropanol (6,2 g, 69,5 mmol) con diepoxido de 1,3-butadieno (2,67 g, 31 mmol) durante 48
h. La solucién se dejoé enfriar y después se separo in vacuo el exceso de los materiales de partida. El residuo se
purificd por recristalizacion como sal de acido oxalico: el residuo se tratd con acido oxalico (5,5 g, 61 mmol) y el
solido resultante se recristalizé en metanol caliente y los cristales resultantes se lavaron varias veces con metanol
frio. La sal de oxalato se convirtié después en la base libre por cromatografia de intercambio i6nico usando resina
Amberlite IR-120 H*. El producto cargado sobre la resina en agua se eluyé de la resina usando hidréxido aménico
3M. El eluato se evaporé hasta sequedad en un evaporador rotativo. La goma resultante se disolvié en metanol (50
ml) y se afiadié HCI concentrado goteando a la solucién de metanol hasta que se obtuvo pH acido. El producto se
evapor6 después hasta sequedad para dar un sélido amorfo marrén dihidrocloruro de 1,4-bis[(dimetil, hidroxime-
til)metilamino]2,3-hidroxi-butano (4,2 g, 51% de rendimiento). La pureza del compuesto se confirmé por analisis de
Espectroscopia de Masas ESl y 'HNMR.

Ejemplo 3 (de acuerdo con la invencion)

Compuesto n® AL-39503: dihidrocloruro de 1,4-bis[isobutilamino]-2,3-hidroxibutano
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El anteriormente mencionado compuesto se sintetizd6 como sigue:

Se calenté isobutilamina (5,0 g, 68 mmol) con diepoxido de 1,3-butadieno (2,95 g, 34 mmol) durante 48 h. La solu-
cion se dejo enfriar y se separd in vacuo el exceso de los materiales de partida. El sélido amorfo resultante se disol-
vio en metanol (50 ml). Se afiadid HCI concentrado a la solucién de metanol hasta que se alcanz6 pH acido. La
solucién se evaporé hasta sequedad para dar un soélido blanco. El producto se recristalizé después en etanol calien-
te para dar dihidrocloruro de 1,4-bis[isobutilamino]-2,3-hidroxibutano QS,O g, 38% de rendimiento). La pureza del
compuesto se confirmé por analisis de Espectroscopia de Masas ESly 'H NMR.

Ejemplo 4 (referencia)
Compuesto n° AL-39586: 1,4-bis[(dimetilhidroximetil)metilamino]butano

El anteriormente mencionado compuesto se sintetizé por medio del esquema de reaccién mostrado a continuacion:

i Ty
Iy~ ”Wliﬂ - ch L

(o]

H{j’n‘g/\iu"ﬁ« BHy. THF Hjﬂ\/\/\ukm 2HG!

Una solucion de cloruro de succinilo (4,18 g, 27 mmol) en CH2Cl, (40 ml) se afadié goteando a 0°C (durante un
periodo de 1 hora) a una solucién de 2-amino-2-metil-1-propanol (14,41 g, 0,16 mol) en CHxCl, (150 ml). La mezcla
de reaccion se agitd a temperatura ambiente durante 5 horas. Después de que se hubiera eliminado el disolvente en
un evaporador rotativo Biichi, se afiadié acetona (400 ml) al residuo, y la mezcla resultante se agité durante 1 hora a
temperatura ambiente. El sélido se separd por filtracion después, se concentro el filirado bajo presion reducida y se
afadié CH.Cl, (30 ml) al concentrado, que se obtuvo como solidos aceitosos. El precipitado sélido se filtrd y lavo con
CHCI, (10 ml) frio, seguido por hexano. La torta del filtro se sec6 bajo vacio. El producto crudo se purificd (para
eliminar pequefas cantidades de la sal de hidrocloruro de 2-amino-2-metil-1-propanol) mediante una columna de
cromatografia de gel de silice (120 g) eluyendo con 15% de MeOH-CHCl. para dar 4,70 g (67%) de (1) como un
polvo blanco. (Este compuesto intermedio se denomina mas adelante como “Compuesto A”).

A una suspension de Compuesto A (4,90 g, 18,82 mmol) en THF (100 ml) se afadié lentamente a 0°C una solucion
de complejo de borano-THF (1M en THF; 75,3 ml). La mezcla de reaccion se calenté a reflujo por la noche. Después
de que la mezcla de reaccion se hubiera enfriado hasta 0°C, se afiadié lentamente una solucion 6N de HCI (17 ml).
La suspension resultante se agit6 a temperatura ambiente durante 1 hora, y el precipitado se filtré y lavé con THF
para dar la sal de dihidrocloruro como un soélido. Después de que se hubiera afiadido al sélido THF recién destilado
(50 ml), la suspension resultante se calento a reflujo y después se enfrio hasta temperatura ambiente, continuando la
agitacion durante 3 horas adicionales. El precipitado se filtro, y la torta del filtro se secé in vacuo para dar 5,34 g
(93%) de la sal 2.HCI de 1,4-bis[(dimetil, hidroximetil)metilamino]butano como un polvo blanco El compuesto se
caracterizd por espectrografia de masas y NMR.

Ejemplo 5 (referencia)

Se prepararon las formulaciones mostradas en la Tabla 1 siguiente para evaluar la capacidad de las bis-aminas de
férmula (1) para incrementar la actividad antimicrobiana de composiciones oftalmicas, particularmente de soluciones
de lagrima artificial:
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Tabla 1
Numeros de formulacién/Concentraciones (% p/v)
Componente 10581~

37A 10581-37B |10581-37C |10581-37D |10581-37E 10581-37F [ 10581-37G
Dextran 70 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
HPMC 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
Propilenglicol 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
Acido bérico 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8
Sorbitol 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4
Cloruro sodico 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Cloruro potasico 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12
Cloruro calcico 0,0053 0,0053 0,0053 0,0053 0,0053 0,0053 0,0053
gg“ro magné-| 5 0064 0,0064 0,0064 0,0064 0,0064 0,0064 0,0064
Cloruro de cinc 0,00015 0,00015 0,00015 0,00015 0,00015 0,00015 0,00015
APM (95%) 0,588 - - - - - -
AL-38571A - 1,5(51,5mM) | 1,0(34,3mM)| 0,5(17,2mM) - - -
AL-39114A - - - - 1,124(51,5mM) | 0,742(34mM) | 0,37(17mM)
pH 7,9 7,9 7,9 7,9 7,9 7,9 7,9

Las formulaciones descritas en la Tabla 1 se prepararon como sigue:

Solucién de HPMC:

1. En una botella para medio Pyrex de 250 ml, afiadir la cantidad correcta de solucion madre al 2% de HPMC.
2. Autoclave a 121°C durante 30 minutos.
3. Mantener la solucién en autoclave para mezcla posterior.

Vehiculo tampén:

1. En un vaso de precipitados de 250 ml, anadir los restantes compuestos quimicos de la formulacién para
una carga de 200 ml usando so6lo 150 ml de agua purificada.

2. Medir el pH y ajustar hasta 7,9 con NaOH/HCI.

3. Cantidad suficiente hasta 100% (150 ml) con agua purificada.

4. Filtrar la solucién usando una unidad de filtro CA de 0,2 um.

Formulacion final:

1. Afadir lentamente el vehiculo tampén filtrado a la solucion madre de HPMC tratada en autoclave.
2. Dejar que la solucion se mezcla bien.

Ejemplo 6 (referencia)

Se evalud la actividad antimicrobiana de las soluciones descritas en el ejemplo 5 por medio de un analisis microbio-
l6gico estandar (es decir, Ensayo de Eficacia Antimicrobiana USP 26). Las muestras de ensayo se pusieron a prue-
ba con suspensiones estandarizadas de Aspergillus niger, Candida albicans, Escherichia coli, Pseudomonas aerugi-
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nosa y Staphylococcus aureus, y se determiné el nUmero de microorganismos supervivientes a 7, 14 y 28 dias. Los
resultados se presentan en la Tabla 2 siguiente:

Tabla 2
Numero de formulacion/Log1 Reduccion de supervivientes
Tiempo
Organismo ( \ 10581- 10581- 10581- 10581- 10581- 10581- 10581-
dias
37A 37B 37C 37D 37E 37F 37G
7 1,7 1,9 1,9 1,6 2,0 1,9 1,8
A. niger
14 2,2 2,9 2,6 2,6 25 24 2,3
9,5x 10%
28 2,6 3,6 3,5 4,2 2,9 2,8 2,7
7 0,4 0,4 0,4 0,2 0,6 0,4 0,2
C. albicans
14 1,4 1,2 1,1 0,3 1,7 1,4 1,0
2,0x10°
28 2,6 1,8 2,0 1,2 2,8 2,6 1,8
7 5,8° 5,8 4,3 -0,4 4,8 4,0 2,9
E. coli
14 5,8 5,8 5,8 0,6 5,8 5,8 5,8
5,9 x 10°
28 5,8 5,8 5,8 0,0 5,8 5,8 5,8
7 6,0 6,0 4,4 -0,5 4,6 1,3 -0,3
P. aeruginosa
14 6,0 6,0 4,5 -0,6 4.4 1,0 -0,1
9,0 x 10°
28 6,0 6,0 4.4 -0,3 4,6 0,7 0,9
7 4,5 3,9 1,6 0,6 3.4 2,8 24
S. aureus
14 6,1 6,1 3,0 3.4 6,1 6,1 5,1
1,4 x 10°
28 6,1 6,1 6,1 6,1 6,1 6,1 6,1

“ Testigo de in6culo
® El nimero subrayado indica sin supervivientes (< 10 CFU/ml) recuperados

Los resultados demuestran la eficacia preservativa global frente a los organismos ensayados a concentraciones de
51 mM para ambos compuestos evaluados (es decir, AL-38571A y AL-39114A). El resultado también indica que
habia una dosis de respuesta para ambos compuestos cuando se ensayaron a concentraciones de 34 mM y 17 mM
en este vehiculo. (Las soluciones D, F y G, que contenian estas menores concentraciones de compuestos, no satis-
ficieron los requisitos de eficacia preservativa de la USP).

Ejemplo 7

Las formulaciones mostradas en la Tabla 3 siguiente se prepararon de acuerdo con procedimientos similares a los
descritos en el ejemplo 5. Las formulaciones representan otros ejemplos de composiciones de lagrima artificial que
contienen compuestos de bis-amina de acuerdo con la presente invencion.
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Tabla 3
Concentracion (% p/v)
Componente
11398-40A | 11398-40B |11398-40C |11398-40E 11398-40F 11398-40G
AMP (95%) 0,588°
AL-38571A 2,0°
AL-39586 2,18
AL-39504 2,3°
AL-39503 2,18
Dextran 70 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
HPMC 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
Propilenglicol 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
Acido bérico 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8
Sorbitol 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4
Cloruro sédico 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Cloruro potasico 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Cloruro calcico 0,0053 0,0053 0,0053 0,0053 0,0053 0,0053
Cloruro magnésico 0,0064 0,0064 0,0064 0,0064 0,0064 0,0064
Cloruro de cinc 0,00015 0,00015 0,00015 0,00015 0,00015 0,00015
pH 7,9 7,9 7,9 7,9 7,9 7,9

¥ Las concentraciones de AMP y de las bis-aminas mostradas aqui son equimolares (es decir, 70 mM).

Ejemplo 8

Se evalud la actividad antimicrobiana de las soluciones descritas en el ejemplo 7 por medio de un analisis microbio-
légico estandar (es decir, Ensayo de Eficacia Antimicrobiana USP 27). Los resultados se presentan en la Tabla 4

siguiente:
Tabla 4
Tiempo Log1o de Reduccion de supervivientes
Organismo
(dias) 11398-40A | 11398-40B |11398-40C |11398-40E 11398-40F | 11398-40G

7 2,4 2,9 2,6 2,4 3,3 2,5
A. niger

14 3,1 3,2 3,2 2,4 3,8 23
4,4 x10™

28 5,6° 4.9 4,5 3,6 5,6 3,8

7 0,5 0,1 0,3 0,3 0,9 0,1
C. albicans

14 23 1,3 1,4 0,4 2,0 0,4
9,8 x 10°

28 6,0 2,2 3,4 1,7 6,0 21

7 1,5 4,8 4,0 3,3 3,2 4.1
E. coli

14 3,3 5,8 5,8 3,4 5,8 2,2
6,1x 10°

28 5,8 5,8 5,8 3,4 5,8 -0,7

10
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7 0,9 6,0 6,0 2,4 4.9 4.5
P. aeruginosa

14 1,7 5,3 6,0 0,0 6,0 4,3
1,1x 10°

28 4.5 6,0 5,3 0,0 6,0 3,7

7 2,4 1,2 1,4 4.1 5,9 5,9
S. aureus

14 52 3,2 5,9 5,9 5,9 5,9
8,4 x 10°

28 5,9 5,9 5,9 5,9 5,9 4.7

@ Conteo del testigo de indculo inicial

® El nimero subrayado indica sin supervivientes (< 10 CFU/ml) recuperados

11
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion oftalmica acuosa que comprende 1,4-bis[isobutilamino]-2,3-dihidroxibutano o una sal del mismo
farmacéuticamente aceptable en una cantidad eficaz para incrementar la actividad antimicrobiana de la composicion;

y un vehiculo farmacéuticamente aceptable para la misma.

2. Uso de una cantidad eficaz de la bis-amina 1,4-bisisobutilamino]-2,3-dihidroxibutano o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo en una composicion oftalmica acuosa para incrementar la actividad antimicrobiana de dicha

composicion.

12
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