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DESCRIPCION
Composiciones a base de lipidos de antiinfecciosos para tratar infecciones pulmonares
Antecedentes de la invencion

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud, las enfermedades respiratorias son la primera causa de
mortalidad en todo el mundo, con la menos 20% de la poblacién mundial afectada. Mas de 25 millones de
americanos tienen enfermedad pulmonar croénica, convirtiéndola en la primera causa incapacitante de trabajadores
americanos (>50 billones de ddlares/afio), y la tercera causa de mortalidad.

Actualmente, la mayoria de las infecciones se tratan con antiinfecciosos orales o inyectables, incluso cuando el
patégeno entra por el tracto respiratorio. A menudo los antiinfecciosos tienen una mala penetracion en el pulmén 'y
pueden tener la dosis limitada debido a efectos secundarios sistémicos. Muchos de estos problemas se pueden
superar por el suministro local del antiinfeccioso a los pulmones de los pacientes por inhalaciéon. Por ejemplo, la
tobramicina inhalada (TOBI®, Chiron Corp, Emeryville, CA), es una forma nebulizada de la tobramicina, que se ha
mostrado que tiene mejor eficacia y menor nefrotoxicidad y ototoxicidad respecto a los aminoglucésidos inyectables.
Desgraciadamente, la absorcién rapida del farmaco necesita que el medicamento se administre dos veces al dia a lo
largo de un periodo de aproximadamente 20 min por administracion. Para pediatria y adultos jovenes con fibrosis
quistica, este régimen de tratamiento puede ser agotador, en especial cuando se tiene en cuenta el hecho de que
estos pacientes tienen multiples terapias que requieren tiempo. Cualquier ahorro en términos de tiempo de
tratamiento seria bienvenido, y probablemente conduciria a mejoras en la observancia del paciente. Lograr una
mejor observancia con otras poblaciones de pacientes (p. ej., enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC),
exacerbaciones bronquiales agudas de bronquitis crénica) dependera criticamente de la conveniencia y eficacia del
tratamiento. Por lo tanto, un objeto de la presente invencion es mejorar la observancia del paciente proporcionando
formulaciones con actividad sostenida en los pulmones. Las formulaciones de liberacién sostenida de antiinfecciosos
se logran por encapsulacion del antiinfeccioso en un liposoma. La mejora del direccionamiento pulmonar con
formulaciones de liberacién sostenida mejoraria mas el indice terapéutico aumentando las concentraciones locales
de farmaco y reduciendo la exposicion sistémica. También se espera que las mejoras en el direccionamiento
reduzcan los requisitos de dosis.

Lograr la liberaciéon sostenida de farmacos en el pulmén es una tarea dificil, dados los multiples mecanismos de
depuracién que actuan en concierto para eliminar rapidamente los farmacos inhalados del pulmén. Estos métodos
de depuracion incluyen: (a) rapida depuracion de las vias aéreas conductoras a lo largo de un periodo de horas por
el movimiento mucociliar; (b) depuraciéon de particulas del pulmén profundo por macréfagos alveolares; (c)
degradacion del producto terapéutico por enzimas pulmonares; y (d) absorcion rapida de farmacos moléculas
pequefas en la circulacion sistémica. La absorcion de farmacos moléculas pequefias se ha mostrado que es casi
cuantitativa, con un tiempo de absorcion para moléculas pequefias hidréfilas de aproximadamente 1 h, y un tiempo
de absorcién para farmacos lipéfilos de aproximadamente 1 min.

Para TOBI® la semivida de absorcion del pulmén es del orden de 1,5 h. Concentraciones maximas iniciales altas del
farmaco pueden conducir a resistencia adaptativa, mientras que un tiempo sustancial con niveles bajos o cerca de la
concentracion inhibidora minima (CIM) eficaz, puede conducir a la seleccion de fenotipos de resistencia. Se plantea
la hipétesis de que mantener el nivel de antiinfeccioso por encima de la CIM durante un periodo de tiempo
prolongado (es decir, eliminando niveles valle subterapéuticos) con una formulacion de liberacion sostenida
pulmonar, puede reducir el potencial desarrollo de fenotipos de resistencia. Por lo tanto, un objeto adicional de la
presente invencion es mantener la relacion del area bajo la curva de concentracion pulmonar/tiempo a la CIM a las
24 h (es decir, la AUIC), no solo a un nivel terapéutico sostenido adecuado, sino por encima de un nivel critico, para
asi reducir el potencial para la seleccidon de cepas resistentes.

Se supone que solo el farmaco "libre" (no encapsulado) tiene actividad bactericida. Una potencial desventaja de las
formulaciones de liberacion sostenida liposémicas es que la encapsulacion del farmaco en la formulacién liposémica
disminuye la concentracion de farmaco libre que llega a los patégenos pulmonares, farmaco que es necesario para
lograr la muerte eficaz de las bacterias inmediatamente después de la administracion. Por lo tanto, un objeto
adicional de la presente invencidén es proporcionar una formulacion que contiene suficiente farmaco libre, para ser
bactericida inmediatamente después de la administracion.

El documento US20040142026 describe una formulacion liposémica de amikacina para la liberacién sostenida,
administrada por nebulizacion.

Resumen de la invencion

Un objeto de la presente invencion es usar la encapsulacion de una composicion basada en lipidos para mejorar los
efectos terapéuticos de antiinfecciosos administrados a un individuo por via pulmonar.

La presente invencién es resultado de darse cuenta de que la administracion de una composicién farmacéutica que
comprende tanto antiinfeccioso libre como encapsulado en liposoma, da como resultado mejor tratamiento de
infecciones pulmonares.
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La presente invencion se refiere a un sistema para usar para proporcionar actividad bactericida inmediata y actividad
bactericida sostenida cuando se trata o se proporciona profilaxis contra infeccidon pulmonar, en donde el sistema
comprende a) una formulaciéon farmacéutica nebulizada que comprende una mezcla de aminoglucésido libre y
aminoglucdsido encapsulado en liposomas que comprenden una mezcla de vesiculas unilaminares y vesiculas
multilaminares, en donde el componente lipidico de los liposomas consiste en dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) y un
esterol, y la cantidad de aminoglucésido libre es suficiente para proporcionar actividad bactericida inmediata, y la
cantidad de aminoglucésido encapsulado es suficiente para proporcionar actividad bactericida sostenida, y b) un
nebulizador, en donde el aminoglucésido libre se genera por nebulizacién de aminoglucésido encapsulado en
liposomas.

La presente invencién también se refiere a una formulacién farmacéutica en aerosol para usar para proporcionar
actividad bactericida inmediata y actividad bactericida sostenida cuando se trata o proporciona profilaxis contra una
infeccion pulmonar en un paciente, en donde la formulacién farmacéutica comprende una mezcla nebulizada de
aminoglucdsido libre y aminoglucésido encapsulado en liposomas, en donde el aminoglucésido libre es generado
por nebulizacion del aminoglucosido encapsulado en liposomas, y en donde los liposomas comprenden una mezcla
de vesiculas unilaminares y vesiculas multilaminares y el componente lipidico de los liposomas consiste en
dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) y un esterol, y la cantidad de aminoglucdsido libre es suficiente para proporcionar
actividad bactericida.

La forma libre del antiinfeccioso esta disponible para proporcionar un bolo de actividad antimicrobiana inmediata. La
liberacién lenta del antiinfeccioso de la composicién basada en lipidos después de la administracion pulmonar es
analoga a la administracion continua del antiinfeccioso, proporcionando asi niveles sostenidos de antiinfeccioso en
los pulmones. Los niveles del AUC sostenidos proporcionan actividad bactericida prolongada entre administraciones.
Ademas, los niveles sostenidos proporcionados por la liberacién de antiinfeccioso de la composicién basada en
lipidos se espera que proporcione mejor proteccion contra el desarrollo de cepas microbianas resistentes.

Las combinaciones de farmaco libre y encapsulado se logran por formulacién del farmaco encapsulado que conduce
a la absorcion rapida en la nebulizacion.

La relacion de farmaco libre a encapsulado esta contemplada que sea entre aproximadamente 1:100 p:p y
aproximadamente 100:1 p:p, y se puede determinar por la concentracion inhibidora minima del agente infeccioso y
las propiedades de liberacién sostenida de la formulacién. La relacién de farmaco libre a encapsulado se puede
optimizar para un agente infeccioso dado y la formulacion de farmaco basada en objetivos farmacocinéticos
conocidos para matar bacterias y prevenir la resistencia. Schentag, J. J., J. Chemother. 1999, 11, 426-439.

El sistema mencionado en lo que antecede comprende un antiinfeccioso que es un aminoglucosido. En una realizacion
adicional, el antiinfeccioso es amikacina, gentamicina o tobramicina.

La composiciéon basada en lipidos es un liposoma. En una realizacion adicional, el liposoma comprende una mezcla de
vesiculas unilaminares y vesiculas multilaminares. En una realizacién adicional, el liposoma comprende un fosfolipido y un
esterol. En una realizacion adicional, el liposoma comprende una fosfatidilcolina y un esterol. En una realizacion adicional, el
liposoma comprende dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) y un esterol. En una realizacién adicional, el liposoma comprende
dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) y colesterol.

En una realizacién adicional, la presente invencion se refiere al sistema mencionado antes en donde el antiinfeccioso es un
aminoglucosido y el liposoma comprende DPPC y colesterol. En una realizacion adicional, el antiinfeccioso es amikacina, el
liposoma comprende DPPC vy colesterol, y el liposoma comprende una mezcla de vesiculas unilaminares y vesiculas
multilaminares.

En una realizacién adicional, la presente invencion se refiere al sistema mencionado antes, en donde la relacion en
peso del antiinfeccioso libre al antiinfeccioso encapsulado en una composicién basada en lipidos es entre
aproximadamente 1:100 y aproximadamente 100:1. En una realizaciéon adicional, la relacién en peso es entre
aproximadamente 1:10 y aproximadamente 10:1. En una realizacion adicional, la relacion en peso es entre
aproximadamente 1:2 y aproximadamente 2:1.

En una realizacién adicional, el método mencionado antes comprende primero determinar la concentracion
inhibidora minima (CIM) de un antiinfeccioso para inhibir infecciones pulmonares, y en donde la cantidad de
antiinfeccioso libre es al menos 2 veces la CIM, preferiblemente mas de 4 veces la CIM y preferiblemente mas de 10
veces la CIM del agente antiinfeccioso, donde la CIM se define como la concentracion inhibidora minima en el
revestimiento epitelial del pulmén, o alternativamente la concentracion inhibidora minima en el tejido sélido del
pulmén (dependiendo de la naturaleza de la infeccion). En una realizacién adicional, la presente invencion se refiere
al método mencionado antes, en donde la formulacion farmacéutica en aerosol se administra al menos una vez por
semana.

La composicién basada en lipidos es un liposoma. En una realizaciéon adicional, el antiinfeccioso encapsulado en
lipidos comprende una fosfatidilcolina mezclada con un esterol. En un aspecto adicional, el esterol es colesterol. En
un aspecto adicional, el antiinfeccioso encapsulado comprende una mezcla de vesiculas unilaminares y vesiculas
multilaminares. En un aspecto adicional, el antiinfeccioso encapsulado en liposoma comprende una fosfatidilcolina
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mezclada con colesterol, y en donde el antiinfeccioso encapsulado en liposoma comprende una mezcla de vesiculas
unilaminares y vesiculas multilaminares.

La relacion del area bajo la curva de concentracion pulmonar/tiempo a la CIM a las 24 h (es decir, la AUIC) es mayor
que 25, preferiblemente mayor que 100, y preferiblemente mayor que 250.

La relacion terapéutica de farmaco libre/encapsulado y la dosis nominal requerida se pueden determinar con
modelos farmacocinéticos convencionales, una vez que se han establecido la eficacia del suministro pulmonar y la
depuracion del medicamento con el dispositivo de suministro de aerosol elegido. En un aspecto, la presente
invencion se refiere a un método de tratamiento de un paciente para una infecciéon pulmonar que comprende un ciclo
de tratamiento con el antiinfeccioso encapsulado en la composiciéon basada en lipidos, para potenciar la muerte
bacteriana y reducir el desarrollo de resistencia fenotipica, seguido de un ciclo sin tratamiento para reducir el
desarrollo de resistencia adaptativa. El régimen de tratamiento se puede determinar mediante investigacion clinica.
En una realizacion, el régimen de tratamiento puede ser un tratamiento de ciclo activo de aproximadamente 7, 14, 21
0 30 dias, seguido de un ciclo no activo de ausencia de tratamiento durante aproximadamente 7, 14, 21 o 30 dias.

En otro aspecto, la presente invencién se refiere a un método para reducir la pérdida de antiinfeccioso encapsulado
en composiciones basadas en lipidos tras nebulizacién, que comprende administrar el antiinfeccioso encapsulado en
composiciones basadas en lipidos con antiinfeccioso libre.

Los sistemas y métodos de la presente invencion son utiles para tratar, por ejemplo, infecciones pulmonares en
pacientes con fibrosis quistica, enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), bronquiectasia, neumonia
bacteriana y en exacerbaciones bronquiales agudas de bronquitis cronica (ABECB). Ademas, la tecnologia es util en
el tratamiento de infecciones intracelulares incluyendo Mycobacterium tuberculosis, y agentes de bioterrorismo
inhalados (p. €j., antrax y tularemia). La tecnologia también se puede usar como un agente profilactico para tratar
infecciones fungicas oportunistas (p. ej., aspergilosis) en pacientes inmunocomprometidos (p. e€j., trasplante de
organos o pacientes con SIDA).

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 representa una grafica de la concentracion pulmonar (ug/ml) en funcién del tiempo después de
nebulizacion de tobramicina no encapsulada con una dosis nominal de 300 mg (TOBI®, Chiron Corp., Emeryville,
CA), y amikacina liposémica con una dosis normal de 100 mg. Las concentraciones pulmonares para ambos
medicamentos se calculan suponiendo un volumen de distribucién de aminoglucésidos en el pulmén de 200 ml. La
curva de la tobramicina se determiné por modelizaciéon farmacocinética de la curva de concentracion plasmatica de
tobramicina temporal (Tesis Le Brun, 2001).

Descripcion detallada de la invencién
Definiciones

Por conveniencia, antes de la descripcion detallada de la presente invencion, se recogen aqui algunos términos
usados en la memoria descriptiva, ejemplos y reivindicaciones adjuntas. Estas definiciones deben leerse a la luz del
resto de la descripcion y entenderlas como el experto en la técnica. Salvo que se defina de otra forma, todos los
términos técnicos y cientificos usados en la presente memoria tienen el mismo significado que entiende
normalmente un experto en la técnica.

Los articulos "un" y "una" se usan en la presente memoria para referirse a uno o mas de uno (es decir, a al menos
uno) del objeto gramatical del articulo. A modo de ejemplo, "un elemento" significa un elemento o mas de un
elemento.

El término "antibacteriano" esta reconocido en la técnica y se refiere a la capacidad de los compuestos de la
presente invencion para prevenir, inhibir o destruir el crecimiento de microbios bacterias.

Los términos "antiinfeccioso" y "agente antiinfeccioso" se usan de forma intercambiable a lo largo de la memoria
descriptiva para describir un agente bioldgicamente activo que puede matar o inhibir el crecimiento de determinados
organismos patégenos dafiinos, incluyendo, pero no limitado a bacterias, levaduras y hongos, virus, protozoos o
parasitos, y que se pueden administrar a organismos vivos, en especial animales tales como mamiferos, en
particular seres humanos.

El término "antimicrobiano" esta aceptado en la técnica y se refiere a la capacidad de los compuestos de la presente
invencion de prevenir, inhibir o destruir el crecimiento de microbios tales como bacterias, hongos, protozoos y virus.

El término "biodisponible" esta aceptado en la técnica y se refiere a una forma de la presente invencién que permite
que esta, o una parte de la cantidad administrada, sea absorbida por, incorporada en, o esté fisiolégicamente
disponible de otra forma para un sujeto o paciente al que se le administra.

Los términos "comprende" y "que comprende" se usan en el sentido abierto, inclusivo, que significa que se pueden
incluir elementos adicionales.
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El término "enfermedad" como se usa en la presente memoria, se refiere a cualquier enfermedad causada por o
relacionada con la infeccion por un organismo.

El término "que incluye" se usa en la presente memoria para significar "que incluye pero no limitado a". "Que incluye"
y "que incluye pero no limitado a" se usan de forma intercambiable.

La expresion "composicidén basada en lipidos" como se usa en la presente memoria se refiere a composiciones que
comprenden principalmente lipidos. Los ejemplos no limitantes de composiciones basadas en lipidos pueden tener
la forma de particulas de lipidos revestidas, liposomas, emulsiones, micelas y similares

El término "mamifero" es conocido en la técnica, y los ejemplos de mamiferos incluyen seres humanos, animales
primates, bovinos, porcinos, caninos, felinos y roedores (p. €j., ratones y ratas).

El término "microbio" esta aceptado en la técnica y se refiere a un organismo microscoépico. En algunas realizaciones
el término microbio se aplica a bacterias. En otras realizaciones, el término se refiere a formas patégenas de un
organismo microscopico.

Un "paciente”, "sujeto” u "hospedante" que se va a tratar por el presente método puede significar un ser humano o
animal no humano.

La expresion "sales farmacéuticamente aceptables” esta aceptado en la técnica y se refiere a sales de adicion de
acidos inorganicos y organicos de los compuestos, relativamente no tdxicas, que incluyen, por ejemplo, las
contenidas en las composiciones de la presente invencion.

El término "profarmaco” esta aceptado en la técnica y se pretende que abarque compuestos que, en condiciones
fisioldgicas, se convierten en los agentes antibacterianos de la presente invencion. Un método comun para hacer un
profarmaco es seleccionar restos que se hidrolizan en condiciones fisioldgicas para proporcionar el compuesto
deseado. En otras realizaciones, el profarmaco es convertido por actividad enzimatica del animal hospedante o la
bacteria objetivo.

El término "tratar" estd aceptado en la técnica y se refiere a curar asi como a mejorar al menos un sintoma de
cualquier afeccion o enfermedad.

Lipidos

Los lipidos usados en las formulaciones farmacéuticas de la presente invencién pueden ser lipidos sintéticos,
semisintéticos o naturales, incluyendo fosfolipidos, tocoferoles, esteroles, acidos grasos, glucoproteinas tales como
albumina, lipidos con carga negativa y lipidos cationicos. En términos de fosfolipidos, pueden incluir lipidos tales
como fosfatidilcolina de huevo (EPC), fosfatidilglicerol de huevo (EPG), fosfatidilinositol de huevo (EPI),
fosfatidilserina de huevo (EPS), fosfatidiletanolamina (EPE), y acido fosfatidico (EPA); los homdlogos de soja,
fosfatidilcolina de soja (SPC); SPG, SPS, SPI, SPE y SPA; los homologos de huevo y soja hidrogenados (p. €j.,
HEPC, HSPC), otros fosfolipidos compuestos de uniones éster de acidos grasos en las posiciones 2 y 3 del glicerol
que contienen cadenas de 12 a 26 atomos de carbono y diferentes grupos de cabeza en la posicion 1 del glicerol,
que incluyen colina, glicerol, inositol, serina, etanolamina, asi como los correspondientes acidos fosfatidicos. Las
cadenas de estos acidos grasos pueden ser saturadas o insaturadas, y el fosfolipido puede estar compuesto de
acidos grasos de diferentes longitudes de cadena y diferentes grados de insaturacion. En particular, las
composiciones de las formulaciones pueden incluir dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), un constituyente principal del
tensioactivo de pulmon natural. Otros ejemplos incluyen dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC) y dimiristoilfosfatidilglicerol
(DMPG), dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) y dipalmitoilfosfatidilglicerol (DPPG), diestearoilfosfatidilcolina (DSPC) y
diestearoilfosfatidilglicerol (DSPG), dioleilfosfatidiletanolamina (DOPE) y fosfolipidos mixtos tales como
palmitoilestearoilfosfatidilcolina (PSPC) y palmitoilestearoilfosfatidilglicerol (PSPG), y fosfolipidos monoacilados
como mono-oleoil-fosfatidiletanolamina (MOPE).

Los esteroles pueden incluir colesterol, ésteres de colesterol que incluyen hemisuccinato de colesterol, sales de
colesterol que incluyen hidrogenosulfato de colesterol y sulfato de colesterol, ergosterol, ésteres de ergosterol que
incluyen hemisuccinato de ergosterol, sales de ergosterol que incluyen hidrogenosulfato de ergosterol y sulfato de
ergosterol, lanosterol, ésteres de lanosterol que incluyen hemisuccinato de lanosterol, sales de lanosterol que
incluyen hidrogenosulfato de lanosterol y sulfato de lanosterol. Los tocoferoles pueden incluir tocoferoles, ésteres de
tocoferol que incluyen hemisuccinatos de tocoferol, sales de tocoferoles que incluyen hidrogenosulfatos de tocoferol
y sulfatos de tocoferol. La expresion "compuesto de esterol" incluye esteroles, tocoferoles y similares.

Los lipidos catidnicos usados pueden incluir sales de amonio de acidos grasos, fosfolipidos y glicéricos. Los acidos
grasos incluyen acidos grasos de longitudes de cadena de carbonos de 12 a 26 atomos de carbono, que son
saturadas o insaturadas. Algunos ejemplos especificos incluyen: miristilamina, palmitilamina, laurilamina y
estearilamina, dilauroiletilfosfocolina (DLEP), dimiristoiletilfosfocolina (DMEP), dipalmitoiletilfosfocolina (DPEP) y
diestearoiletilfosfocolina (DSEP), cloruro de N-(2,3-di-(9-(Z)-octadeceniloxi)-prop-1-il-N,N,N-trimetilamonio (DOTMA)
y 1,2-bis(oleoiloxi)-3-(trimetilamonio)propano (DOTAP).
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Los lipidos con carga negativa que se pueden usar incluyen fosfatidilgliceroles (PG), acidos fosfatidicos (PA),
fosfatidilinositoles (Pl) y fosfatidilserinas (PS). Los ejemplos incluyen DMPG, DPPG, DSPG, DMPA, DPPA, DSPA,
DMPI, DPPI, DSPI, DMPS, DPPS y DSPS.

Las fosfatidilcolinas, tales como DPPC, ayudan a la absorcidon por las células en el pulmén (p. ej., macréfagos
alveolares) y ayudan a mantener la liberacion del agente bioactivo en el pulmoén. Los lipidos con carga negativa tales
como PG, PA, PS y PI, ademas de reducir la agregaciéon de particulas, se cree que tienen una funcién en las
caracteristicas de liberacion sostenida de la formulacién de inhalacién, asi como en el transporte de la formulacion a
través del pulmon (transcitosis) para la absorcion sistémica. Se cree que los compuestos de esterol afectan a las
caracteristicas de liberacion de la formulacion.

Liposomas

Los liposomas son membranas de bicapa lipidica completamente cerrada que contienen un volumen acuoso
atrapado. Los liposomas pueden ser vesiculas unilaminares (que tienen una sola bicapa de membrana) o vesiculas
multilaminares (estructuras de tipo cebolla caracterizadas por mdltiples bicapas de membrana, cada una separada
de la siguiente por una capa acuosa). La bicapa esta compuesta de dos monocapas lipidicas que tienen una regién
de "cola" hidrofoba y una region de "cabeza" hidrdéfila. La estructura de la bicapa de membrana es tal que las "colas"
hidréfobas (no polares) de las monocapas lipidicas se orientan hacia el centro de la bicapa mientras que las
"cabezas" hidrdfilas se orientan hacia la fase acuosa.

Los liposomas se pueden producir por una variedad de métodos (para una revision, véase, p. ej., Cullis et
al. (1987)). El procedimiento de Bangham (J. Mol. Biol. (1965)) produce normalmente vesiculas unilaminares (MLV).
Lenk et al. (patentes de EE.UU. n°® 4.522.803, 5.030.453 y 5.169.637), Fountain et al. (patente de EE.UU. n°
4.588.578) y Cullis et al. (patente de EE.UU. n° 4.975.282) describen métodos para producir liposomas
multilaminares que tienen sustancialmente igual distribucion de soluto interlaminar en cada uno de sus
compartimentos acuosos. Paphadjopoulos et al., patente de EE.UU. n® 4.235.871, describe la preparacion de
liposomas oligolaminares por evaporacion de fase inversa.

Las vesiculas unilaminares se pueden producir a partir de MLV por una serie de técnicas, por ejemplo, la extrusion
de Cullis et al. (patente de EE.UU. n°® 5.008.050) y Loughrey et al. (patente de EE.UU. n° 5.059.421)). Se pueden
usar ultrasonidos y homogeneizacion para producir liposomas unilaminares mas pequefios a partir de liposomas
mas grandes (véase, por ejemplo, Paphadjopoulos et al. (1968); Deamer y Uster (1983); y Chapman et al. (1968)).

La preparacion de liposomas original de Bangham et al. (J. Mol. Biol., 1965, 13:238- 252) implica la suspension de
fosfolipidos en un disolvente organico que después se evapora hasta sequedad dejando una pelicula de fosfolipido
en el recipiente de reaccion. Después, se afiade una cantidad adecuada de fase acuosa, la mezcla 60 se deja
"hinchar", y los liposomas resultantes que consisten en vesiculas multilaminares (MLV) se dispersan por medios
mecanicos. Esta preparacion proporciona la base para el desarrollo de las vesiculas unilaminares pequefias tratadas
con ultrasonidos descritas por Papahadjopoulos et al. (Biochim. Biophys, Acta., 1967, 135:624- 638), y las vesiculas
unilaminares grandes.

Se pueden usar técnicas para producir vesiculas unilaminares grandes (LUV), tales como evaporacion en fase
inversa, procedimientos de infusiéon y dilucion en detergente, para producir liposomas. Se puede encontrar una
revision de estos y otros métodos para producir liposomas en el texto Liposomes, Marc Ostro, ed., Marcel Dekker,
Inc., New York, 1983, capitulo 1, cuyas partes pertinentes se incorporan en la presente memoria por referencia.
Véase, Szoka, Jr. et al., (1980, Ann. Rev. Biophys. Bioeng., 9:467), cuyas partes pertinentes también se incorporan
en la presente memoria por referencia.

Otras técnicas que se usan para preparar vesiculas incluyen las que forman vesiculas por evaporacion en fase
inversa (REV), Papahadjopoulos et al., patente de EE.UU. n° 4.235.871. Otra clase de liposomas que se pueden
usar son los caracterizados porque tienen sustancialmente igual distribucion laminar de soluto. Esta clase de
liposomas se denominan vesiculas plurilaminares estables (SPLV) como se define en la patente de EE.UU. n°
4.522.803 de Lenk, et al. e incluye vesiculas monofasicas como se describe en la patente de EE.UU. n° 4.588.578
de Fountain, et al. y vesiculas multilaminares congeladas y descongeladas (FATMLV) como se ha descrito antes.

Se ha usado una variedad de esteroles y sus derivados solubles en agua tales como el hemisuccinato de colesterol
para formar liposomas; véase especificamente Janoff et al., patente de EE.UU. n°® 4.721.612, expedida el 26 de
enero, 1988, titulada "Steroidal Liposomes." (Liposomas esteroideos). Mayhew et al., publicacion PCT n°® WO
85/00968, publicada el 14 de marzo, 1985, describian un método para reducir la toxicidad de farmacos
encapsulandolos en liposomas que comprenden alfa-tocoferol y algunos derivados de los mismos. También se ha
usado una variedad de tocoferoles y sus derivados solubles en agua para formar liposomas, véase Janoff et al.,
publicacion PCT n° 87/02219, publicada el 23 de abril, 1987, titulada "Alpha Tocopherol-Based Vesicles" (Vesiculas
basadas en alfa-tocoferoles).

Los liposomas estan compuestos de particulas con un diametro medio de aproximadamente 0,01 micrémetros a
aproximadamente 3,0 micrémetros, preferiblemente en el intervalo de aproximadamente 0,2 a 1,0 micrémetros. La
propiedad de liberacion sostenida del producto liposémico se puede regular por la naturaleza de la membrana
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lipidica y por la inclusién de otros excipientes (p. €j., esteroles) en la composicion.
Agente infeccioso

El agente infeccioso incluido en el alcance de la presente invencion puede ser una bacteria. Las bacterias se pueden
seleccionar de: Pseudomonas aeruginosa, Bacillus anthracis, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus,
Salmenellosis, Yersina pestis, Mycobacterium leprae, M. africanum, M. asiaticum, M. avium-intracellulaire, M.
chelonei abscessus, M. fallax, M. fortuitum, M. kansasii, M. leprae, M. malmoense, M. shimoidei, M. simiae, M.
szulgai, M. xenopi, M. tuberculosis, Brucella melitensis, Brucella suis, Brucella abortus, Brucella canis, Legionella
pneumonophilia, Francisella tularensis, Pneumocystis carinii, mycoplasma y Burkholderia cepacia.

El agente infeccioso incluido en el alcance de la presente invencion puede ser un virus. El virus se puede
seleccionar de: hantavirus, virus sincitial respiratorio, virus de influenza y de neumonia virica.

El agente infeccioso incluido en el alcance de la presente invenciéon puede ser un hongo. Las enfermedades fungicas
que destacan incluyen: aspergilosis, candidiasis diseminada, blastomicosis, coccidioidomicosis, criptococosis,
histoplasmosis, mucormicosis y esporotricosis.

Antiinfecciosos

La expresion agente antiinfeccioso se usa a lo largo de toda la memoria descriptiva para describir un agente
bioldgicamente activo que puede matar o inhibir el crecimiento de determinados organismos patdégenos dafinos,
incluyendo, pero no limitado a bacterias, levaduras y hongos, virus, protozoos o parasitos, y que se pueden
administrar a organismos vivos, en especial animales tales como mamiferos, en particular seres humanos.

Los aminoglucésidos que se pueden usar en la invencion incluyen, amikacina, gentamicina, kanamicina, neomicina,
netilmicina, estreptomicina, tobramicina y paromomicina.

Dosis

La dosis de cualquier composicion de la presente invencion variara dependiendo de los sintomas, edad y peso
corporal del paciente, la naturaleza y la gravedad del trastorno que se va a tratar o prevenir, la via de administracion
y la forma de la composicion objeto. Cualquiera de las presentes formulaciones se puede administrar en una sola
dosis o en dosis divididas. Las dosis para las composiciones de la presente invencion se pueden determinar
facilmente por técnicas conocidas para los expertos en la técnica o como se ensefia en la presente memoria.

En algunas realizaciones, la dosis de los presentes compuestos estaran en general en el intervalo de
aproximadamente 0,01 ng a aproximadamente 10 g por kg de peso corporal, especificamente en el intervalo de
aproximadamente 1 ng a aproximadamente 0,1 g por kg, y mas especificamente en el intervalo de aproximadamente
100 ng a aproximadamente 10 mg por kg.

Para cualquier composicién particular de la presente invencién puede ser necesario identificar una dosis o cantidad
eficaz, y cualesquiera posibles efectos en el tiempo de administracion de la formulacién. Esto se puede realizar por
experimentacion rutinaria como se describe en la presente memoria, usando uno o mas grupos de animales
(preferiblemente al menos 5 animales por grupo), o en ensayos humanos, si es adecuado. La eficacia de cualquier
composicion y método de tratamiento o prevencion presentes se puede evaluar administrando la composicion y
evaluando el efecto de la administracion midiendo uno o mas indices aplicables, y comparando los valores después
de tratamiento de estos indices con los valores de los mismos indices antes de tratamiento.

El tiempo exacto de administracion y la cantidad de cualquier composicion dada particular que dara el tratamiento
mas eficaz a un paciente dado, dependera de la actividad, farmacocinética y biodisponibilidad de una composicion
dada, condiciones fisioldgicas del paciente (incluyendo edad, sexo, tipo de enfermedad y fase, condicion fisica
general, sensibilidad a una dosis dada y tipo de administracion), via de administracion, y similares. Las pautas
presentadas en la presente memoria se pueden usar para optimizar el tratamiento, p. €j., determinando el tiempo y/o
cantidad de administracion 6ptimos, que no requerira mas que experimentacion rutinaria que consiste en la vigilancia
del sujeto y el ajuste de la dosis y/o del tiempo.

Mientras se esta tratando al sujeto, la salud del paciente se puede vigilar midiendo uno o mas indices relevantes en
momentos predeterminados durante el periodo de tratamiento. El tratamiento, incluyendo la composicion,
cantidades, tiempos de administracion y formulacion, se pueden optimizar de acuerdo con los resultados de dicha
vigilancia. El paciente se puede volver a evaluar periddicamente para determinar la extension de la mejora midiendo
los mismos parametros. Los ajustes de la o las cantidades de la composicion dada administrada y posiblemente del
tiempo de administracion, se pueden hacer basandose en estas reevaluaciones.

El tratamiento se puede iniciar con dosis mas pequefias que son menores que la dosis éptima del compuesto.
Después, la dosis se puede aumentar mediante incrementos pequefios hasta que se logre el efecto terapéutico
6ptimo.

El uso de las presentes composiciones puede reducir la dosis necesaria para cualquier agente individual contenido
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en las composiciones (p. €j., el inhibidor de Fabl) porque el inicio y la duracién del efecto de los diferentes agentes
pueden ser complementarios.

La toxicidad y la eficacia terapéutica de las presentes composiciones se pueden determinar por procedimientos
farmacéuticos convencionales en cultivos celulares o animales experimentales, p. €j., para determinar la DLso y la
DEsqo.

Los datos obtenidos de los ensayos de cultivo celular y estudios animales se pueden usar en la formulaciéon de un
intervalo de dosis para usar en seres humanos. La dosis de cualquier composicién dada esta preferiblemente dentro
de un intervalo de concentraciones en circulacion que incluyen la DEsy con poca o sin toxicidad. La dosis puede
variar dentro de este intervalo dependiendo de la forma farmacéutica usada y la via de administracion usada. Para
composiciones de la presente invencion, la dosis terapéuticamente eficaz se puede calcular inicialmente a partir de
ensayos en cultivo celular.

Formulacion farmacéutica

La formulacién farmacéutica del antiinfeccioso puede estar compuesta de una dispersion acuosa de liposomas y
antiinfeccioso libre, o un polvo deshidratado que contiene liposomas y antiinfeccioso libre. La formulacion puede
contener excipientes lipidicos para formar los liposomas y sales/tampones para proporcionar la osmolalidad y pH
adecuados. Las formulaciones de polvo seco pueden contener excipientes adicionales para prevenir la pérdida del
antiinfeccioso encapsulado durante las etapas de secado y molienda potencial necesarias para crear un tamafo de
particulas adecuado para la inhalaciéon (es decir, 1-5 pm). Dichos excipientes se disefian para aumentar la
temperatura de transicion vitrea de la formulacion de antiinfeccioso. El excipiente farmacéutico puede ser un liquido
o carga solida, diluyente, disolvente o material de encapsulacion, implicado en llevar o transportar cualquier
composicion objeto o componente de la misma de un 6rgano, o parte del cuerpo, a otro érgano, o parte del cuerpo.
Cada excipiente debe ser "aceptable" en el sentido de ser compatible con la presente composicidon y sus
componentes y no perjudicial para el paciente. Los excipientes adecuados incluyen trehalosa, rafinosa, manitol,
sacarosa, leucina, trileucina y cloruro calcico. Los ejemplos de otros excipientes adecuados incluyen (1) azucares,
tales como lactosa y glucosa; (2) almidones, tales como almidon de maiz y almidon de patata; (3) celulosa, y sus
derivados, tales como carboximetilcelulosa sédica, etilcelulosa y acetato de celulosa; (4) tragacanto en polvo; (5)
malta; (6) gelatina; (7) talco; (8) excipientes, tales como manteca de cacao y ceras de supositorios; (9) aceites, tales
como aceite de cacahuete, aceite de semilla de algodon, aceite de cartamo, aceite de sésamo, aceite de oliva,
aceite de maiz y aceite de soja; (10) glicoles, tales como propilenglicol; (11) polioles, tales como glicerina, sorbitol y
polietilenglicol; (12) ésteres, tales como oleato de etilo y laurato de etilo; (13) agar; (14) agentes de tamponamiento,
tales como hidroxido de magnesio e hidroxido de aluminio; (15) acido alginico; (16) agua exenta de pirdgenos; (17)
solucion salina isotonica; (18) solucion de Ringer; (19) alcohol etilico; (20) soluciones de tampodn fosfato; y (21) otras
sustancias compatibles no téxicas usadas en formulaciones farmacéuticas.

Dispositivo de inhalaciéon

Las formulaciones farmacéuticas de la presente invencién se pueden usar en cualquier dispositivo de dispensacion
de dosis adaptado para la administracion intranasal. El dispositivo debe construirse con el fin de determinar la
precision de la medicion éptima y la compatibilidad de sus elementos de construccion, tales como recipiente, valvula
y accionador, con la formulaciéon nasal y debe basarse en un sistema de bomba mecanica, p. €j., la de un
nebulizador de dosis medida, inhalador de polvo seco, inhalador de niebla fina o un nebulizador. Debido a la dosis
grande administrada, los dispositivos preferidos incluyen nebulizadores de chorro (p. €j., PARI LC Star, AKITA),
inhaladores de niebla fina (p. €j., PARI e-Flow), e inhaladores de polvo seco basados en capsulas (p. €j., PH&T
Turbospin). Los propulsores adecuados se pueden seleccionar entre gases tales como fluorocarbonos,
hidrocarburos, nitrégeno y 6xido de dinitrégeno o mezclas de los mismos.

El dispositivo de suministro por inhalacion puede ser un nebulizador o un inhalador de dosis medida (MDI), o
cualquier otro dispositivo de suministro por inhalacién adecuado conocido para el experto en la técnica. El dispositivo
puede contener y se puede usar para suministrar una sola dosis de las composiciones de antiinfeccioso o el
dispositivo puede contener y se puede usar para suministrar multiples dosis de las composiciones de la presente
invencion.

Un dispositivo de suministro por inhalacién de tipo nebulizador puede contener las composiciones de la presente
invencion como una solucion, normalmente acuosa, o una suspension. Para generar la pulverizacién nebulizada de
las composiciones para la inhalacion, el dispositivo de suministro de tipo nebulizador puede ser accionado por
ultrasonidos, por aire comprimido, por otros gases, de forma electrénica o mecanica. El dispositivo nebulizador
ultrasénico normalmente funciona imponiendo una forma de onda que oscila rapidamente sobre la pelicula liquida de
la formulaciéon mediante una superficie de vibracion electroquimica. A una amplitud dada la forma de onda se vuelve
inestable, de modo que desintegra la pelicula de liquidos, y produce pequefas gotas de la formulacion. El dispositivo
nebulizador accionado por aire u otro gas funciona basado en que una corriente de gas a alta presion produce una
disminucion local de la presiéon que extrae la formulacion liquida a la corriente de gases por accion capilar. Esta
corriente fina de liquido después es desintegrada por fuerzas de cizalladura. El nebulizador puede ser de disefio
portatil y manual, y puede estar equipado con una unidad eléctrica independiente. El dispositivo nebulizador puede
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comprender una boquilla que tiene dos canales de salida coincidentes de tamafio de abertura definido a través de
los cuales la formulacion liquida puede ser acelerada. Esto produce el impacto de las dos corrientes y la atomizacion
de la formulacion. El nebulizador puede usar un accionador mecanico para forzar la formulacién liquida a través de
una boquilla de muiltiples orificios de tamafio o tamafios de abertura definidos para producir un aerosol de la
formulacién para la inhalacién. En el disefio de los nebulizadores unidosis, se pueden usar envases blister que
contienen unidosis de la formulacion.

En la presente invencion, el nebulizador se puede usar para asegurar que el tamafo de las particulas es 6ptimo para
poner la particula dentro, por ejemplo, de la membrana pulmonar.

Se puede usar un inhalador de dosis medida (MDI) como el dispositivo de suministro por inhalacién para las
composiciones de la presente invencion. Este dispositivo esta presurizado (pMDI) y su estructura basica comprende
una valvula dosificadora, un accionador y un recipiente. Se usa un propulsor para descargar la formulacion del
dispositivo. La composicion puede consistir en particulas de un tamario definido suspendidas en el o los propulsores
liquidos presurizados, o la composicidon puede estar en una solucién o suspension del o de los propulsores liquidos
presurizados. Los propulsores usados son principalmente hidrocarburos (HFC) que no dafian la atmoésfera tales
como 134a y 227. Los clorofluorocarbonos tradicionales tales como CFC-11, 12 y 114 solo se usan cuando es
esencial. El dispositivo del sistema de inhalacion puede suministrar una sola dosis, p. ej., mediante un envase
blister, o puede tener un disefio de multiples dosis. El inhalador de dosis medida presurizado del sistema de
inhalacion puede ser accionado con la respiracion para suministrar una dosis precisa de la formulaciéon que contiene
lipidos. Para asegurar la precision de la dosis, el suministro de la formulacion se puede programar mediante un
microprocesador para que se produzca en un determinado punto del ciclo de inhalacion. EI MDI puede ser portatil y
manual.

Ejemplos
Ejemplo 1

Farmacocinética de la amikacina suministrada tanto como amikacina libre como encapsulada, a voluntarios sanos.
La amikacina liposdmica nebulizada contiene una mezcla de amikacina encapsulada (aproximadamente, 60%) y
libre (aproximadamente, 40%). Después de inhalacion en voluntarios sanos, la dosis nominal corregida era 100 mg
determinada por gammagrafia. La figura 1 representa la concentracion pulmonar de amikacina y TOBI®
(administrada 100% libre), basado en la modelizacion farmacocinética de concentraciones en el suero a lo largo del
tiempo. Ambas curvas suponen un volumen de distribucidon de los aminoglucdsidos en el pulmén de 200 ml. Es
interesante que los niveles maximos de antiinfeccioso en el pulmén son aproximadamente equivalentes para la dosis
de 100 mg de amikacina liposémica, y la dosis de 300 mg de TOBI®. Esto es consecuencia de la rapida depuracion
de la tobramicina libre del pulmén por absorcién en la circulacién sistémica con una semivida de aproximadamente
1,5 h. Estos resultados sirven como demostracion del mejor direccionamiento pulmonar logrado por la encapsulacion
liposémica. La presencia de antiinfeccioso libre y encapsulado en la formulacion de amikacina se demuestra
mediante los perfiles farmacocinéticos observados de los dos componentes. La amikacina libre es absorbida
rapidamente en la circulacion sistémica (con una semivida similar a TOBI), mientras que el farmaco encapsulado
tiene una semivida en el pulmén de aproximadamente 45 h. La amikacina libre esta disponible para proporcionar
actividad bactericida, mientras que el farmaco encapsulado proporciona niveles sostenidos del farmaco en el
pulmén. permitiendo una muerte mejor de las cepas bacterianas resistentes. Las concentraciones medidas en el
pulmén para el compartimento liposémico estan significativamente por encima de la CIMsy de 1240 aislados clinicos
de Pseudomonas aeruginosa, reduciendo potencialmente el desarrollo de resistencia.

Ejemplo 2

Impacto de la amikacina libre en el porcentaje de amikacina encapsulada en liposomas después de nebulizacion.
Las preparaciones liposémicas de amikacina pueden presentar una pérdida significativa del farmaco encapsulado
durante la nebulizaciéon. Como se detalla en la siguiente tabla 1, se mostré que la presencia de amikacina libre en
disolucion disminuye sorprendentemente la pérdida de antiinfeccioso del liposoma en aproximadamente cuatro
veces. Sin querer estar ligados por ninguna teoria en particular, se plantea la hipétesis de que los liposomas se
rompen y vuelven a formar durante la nebulizacion, perdiendo el antiinfeccioso encapsulado en el proceso.
Alternativamente, el antiinfeccioso encapsulado se pierde durante la nebulizacién debido a que la membrana del
liposoma se vuelve propensa a fugas. Cuando hay presente un exceso de antiinfeccioso libre en solucion, el
antiinfeccioso libre esta facilmente disponible muy cerca del liposoma, y esta disponible para ser absorbido de nuevo
en el liposoma que se vuelve a formar.

Tabla 1. Efecto de la amikacina libre en la pérdida de amikacina de la amikacina encapsulada en liposoma.

Formulacion % de Amikacina libre (Pre- % Amikacina libre (Post- % Amikacina libre (Debida a la
nebulizacion) nebulizacion) nebulizacion)
A 33(n=1) 424+32(n=3) 39,1+3,2(n=3)
B 53,6 +54 (n=9) 63,3+4,7(n=9) 9,8+58(n=9)

En donde n es el numero de mediciones.
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REIVINDICACIONES

1.- Un sistema para usar para proporcionar actividad bactericida inmediata y actividad bactericida sostenida cuando
se trata o proporciona profilaxis contra una infecciéon pulmonar, en donde el sistema comprende

a) una formulacion farmacéutica nebulizada que comprende una mezcla de aminoglucésido libre y
aminoglucosido encapsulado en liposomas que comprenden una mezcla de vesiculas unilaminares y vesiculas
multilaminares, en donde el componente lipidico de los liposomas consiste en dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC)
y un esterol, y la cantidad de aminoglucésido libre es suficiente para proporcionar actividad bactericida
inmediata, y la cantidad de aminoglucésido encapsulado es suficiente para proporcionar actividad bactericida
sostenida,

y

b) un nebulizador,
en donde el aminoglucdsido libre se genera por nebulizaciéon de aminoglucésido encapsulado en liposomas.

2.- El sistema de la reivindicacion 1, en donde el aminoglucésido es amikacina, gentamicina, tobramicina, neomicina,
netilmicina, estreptomicina, kanamicina o paromomicina.

3.- El sistema de la reivindicacion 2, en donde el aminoglucésido es amikacina.

4.- El sistema de cualquier reivindicacién precedente, en donde los liposomas tienen un diametro medio de 0,01
micrémetros a 3,0 micrometros.

5.- El sistema de cualquier reivindicacion precedente, en donde los liposomas tienen un diametro medio de 0,2 a
1,0 micrémetros.

6.- El sistema de cualquier reivindicacion precedente, en donde el esterol es colesterol.

7.- El sistema de cualquier reivindicacion precedente, en donde la relacion en peso de aminoglucésido libre a
aminoglucosido encapsulado es entre 1:100 y 100:1, entre 1:10 y 10:1 o entre 1:2 y 2:1.

8.- Una formulacion farmacéutica en aerosol para usar para proporcionar actividad bactericida inmediata y actividad
bactericida sostenida cuando se trata o proporciona profilaxis contra una infeccién pulmonar en un paciente, en
donde la formulacion farmacéutica comprende una mezcla nebulizada de aminoglucésido libre y aminoglucésido
encapsulado en liposomas, en donde el aminoglucésido libre se genera por nebulizacion del aminoglucésido
encapsulado en liposomas y en donde los liposomas comprenden una mezcla de vesiculas unilaminares y vesiculas
multilaminares y el componente lipidico de los liposomas consiste en dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) y un esterol, y
la cantidad de aminoglucésido libre es suficiente para proporcionar actividad bactericida.

9.- La formulacién farmacéutica en aerosol de la reivindicacion 8, en donde la formulacion se administra al paciente
al menos una vez por semana.

10.- La formulacién farmacéutica en aerosol de la reivindicacion 8 o 9, en donde el paciente tiene enfermedad
pulmonar obstructiva crénica (EPOC), bronquiectasia, neumonia bacteriana, exacerbaciones bronquiales agudas de
bronquitis cronica (ABECB), Mycobacterium tuberculosis, una infeccion causada por un agente de bioterrorismo
inhalado, o una infeccién fungica oportunista.

11.- La formulacién farmacéutica en aerosol de una cualquiera de las reivindicaciones 8-10, en donde el
aminoglucdsido es amikacina, gentamicina, tobramicina, neomicina, netilmicina, estreptomicina, kanamicina o
paromomicina.

12.- La formulacién farmacéutica en aerosol de la reivindicacion 11, en donde el aminoglucésido es amikacina.

13.- La formulacion farmacéutica en aerosol de una cualquiera de las reivindicaciones 8-12, en donde los liposomas
tienen un diametro medio de 0,01 micrometros a 3,0 micrometros.

14.- La formulacion farmacéutica en aerosol de una cualquiera de las reivindicaciones 8-13, en donde los liposomas
tienen un diametro medio de 0,2 a 1,0 micrémetros.

15.- La formulacién farmacéutica en aerosol de una cualquiera de las reivindicaciones 8-14, en donde el esterol es
colesterol.

16.- La formulacion farmacéutica en aerosol de una cualquiera de las reivindicaciones 8-15, en donde la formulacién
es una solucion.

17.- La formulacion farmacéutica en aerosol de una cualquiera de las reivindicaciones 8-16, en donde la formulacién
es una suspension.
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18.- La formulacion farmacéutica en aerosol de una cualquiera de las reivindicaciones 8-17, en donde la relacién en
peso de aminoglucoésido libre a aminoglucésido encapsulado es entre 1:100 y 100:1, entre 1:10y 10:1 o entre 1:2 'y
2:1.

19.- La formulacion farmacéutica en aerosol de una cualquiera de las reivindicaciones 8-18, en donde la infeccion
pulmonar es una infeccion por Pseudomonas aeruginosa, Bacillus anthracis, Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus, Salmenellosis, Yersina pestis, Mycobacterium leprae, M. africanum, M asiaticum, M. avium-
intracellulaire, M. chelonae abscessus, M. fallax, M. fortuitum, M. kansasii, M. leprae, M. malmoense, M. shimoidei,
M. simiae, M. szulgai, M. xenopi, M. tuberculosis, Brucella melitensis, Brucella suis, Brucella abortus, Brucella canis,
Legionella pneumonophilia, Francisella tularensis, Pneumocystis carinii, mycoplasma o Burkholderia.

20.- La formulacién farmacéutica en aerosol de una cualquiera de las reivindicaciones 8-19, en donde el paciente es
un paciente de fibrosis quistica.

21.- El sistema de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde la infeccién pulmonar es una infeccién por
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus anthracis, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Salmenellosis,
Yersina pestis, Mycobacterium leprae, M. africanum, M. asiaticum, M. avium-intracellulaire, M. chelonae abscessus,
M. fallax, M. fortuitum, M. kansasii, M. leprae, M. malmoense, M. shimoidei, M. simiae, M. szulgai, M. xenopi, M.
tuberculosis, Brucella melitensis, Brucella suis, Brucella abortus, Brucella canis, Legionella pneumonophilia,
Francisella tularensis, Pneumocystis carinii, mycoplasma o Burkholderia cepacia.

22.- El sistema de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7 o reivindicacion 21, en donde el paciente tiene
enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), bronquiectasia, neumonia bacteriana, exacerbaciones
bronquiales agudas de bronquitis cronica (ABECB), Mycobacterium tuberculosis, una infeccion causada por un
agente de bioterrorismo inhalado, o una infeccion fungica oportunista.

23.- El sistema de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7 y 21-22, en donde el paciente es un paciente de
fibrosis quistica.

24 - El sistema de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7 y 21-23, para usar para reducir el desarrollo de cepas
resistentes del agente infeccioso.

25.- La formulacién farmacéutica en aerosol de una cualquiera de las reivindicaciones 8-20, para usar para reducir el
desarrollo de cepas resistentes del agente infeccioso.
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