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DESCRIPCION
Métodos de tratamiento de trastornos pulmonares con formulaciones de amikacina liposomal
Antecedentes de la Invencion

La fibrosis quistica (CF), también llamada mucoviscidosis, es una enfermedad autosémica, recesiva y hereditaria de las
glandulas exocrinas. Afecta los pulmones, las glandulas sudoriparas y el sistema digestivo, lo que causa problemas
respiratorios y digestivos crénicos. Es causada por mutaciones en la proteina reguladora de la conductancia
transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR). Es la enfermedad autosémica recesiva fatal mas comun entre los
caucasicos.

La primera manifestacion de la CF es a veces ileo meconial, que ocurre en el 16 % de los infantes que desarrollan CF.
Otros sintomas de la CF se manifiestan durante la infancia temprana. Tanto los pulmones como el pancreas producen
moco anormalmente viscoso. Este moco comienza a acumularse y comienza a obstruir la apertura del pancreas y los
pulmones. Los problemas pulmonares comienzan con la presencia constante de moco espeso y pegajoso y son una de
las complicaciones mas graves de la CF. El moco en los pulmones puede convertirse en un medio de crecimiento para
las bacterias, lo que resulta en infecciones respiratorias crénicas y dafio permanente eventual al tejido pulmonar. Durante
la etapa final de la CF, el paciente experimenta un aumento de la congestion toracica, intolerancia a la actividad, aumento
de estertores y aumento de la tos, que a menudo contiene esputo mezclado con sangre (hemoptisis) debido al sangrado
bronquiolo de las arterias pulmonares. Una tos crénica y flemosa es comun en personas con CF. Estas secreciones
espesas también obstruyen el pancreas, evitando que las enzimas digestivas lleguen a los intestinos para ayudar a
degradar y absorber los alimentos. Las heces frecuentes y malolientes a menudo son un signo temprano de CF junto con
el aceite graso que es visible en las heces. Esto puede comprometer el crecimiento y la nutricién en general si el
tratamiento adecuado para ayudar a la digestion no se utiliza temprano en la vida. A medida que la funcién pulmonar se
deteriora, los pacientes con CF pueden desarrollar hipertension pulmonar, bronquitis crénica y dilatacion crénica de los
bronquiolos (bronquiectasia). El absceso pulmonar es muy comun. La muerte generalmente ocurre por infecciéon grave,
neumonia o insuficiencia cardiaca.

La fibrosis quistica es exclusivamente hereditaria ya que ambos padres deben portar los genes recesivos para que un
nifio adquiera la enfermedad. A nivel genético, la fibrosis quistica suele ser el resultado de una eliminacién en marco de
tres pares de bases en el ADN. La fibrosis quistica resulta de la produccién de una forma anémala de una proteina llamada
regulador de la conductancia transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR). EI CFTR funciona en el transporte de iones
cloruro a través de las células epiteliales que se encuentran en el pulmén y el tracto intestinal. En pacientes con CF, el
CFTR no funciona correctamente, lo que causa la acumulacion de iones dentro de las células epiteliales. Dado que el
agua sigue a los iones por 6smosis, esto produce el agotamiento del agua y el moco viscoso en la superficie de los
alvéolos. La anomalia mas comun de la proteina CFTR es una mutacion denominada AF508, que se caracteriza por la
eliminacion de 3 pb de la secuencia de pares de bases de ADN en la ubicacién cromosémica 7931.1-31.2 que codifica el
aminodcido fenilalanina.

Ademas de las infecciones pulmonares, la mayoria de las personas con CF también tienen problemas de digestion,
particularmente la digestion de las grasas. Esto conduce a la malabsorcion y dificultad para ganar y mantener el peso, lo
que a su vez afecta la salud general. Esto se debe al moco anormalmente pegajoso que bloguea la liberacién de enzimas
digestivas del pancreas. La insuficiencia pancredtica se trata con enzimas suplementarias. Usualmente, se requieren
formas miscibles en agua de las vitaminas liposolubles A, D, E y K, ya que la disminucion de la absorcion de grasas puede
conducir a deficiencias de estas vitaminas.

Los pacientes con CF también tienen una mayor incidencia de diabetes mellitus debido al bloqueo pancreatico. El bloqueo
cronico hace que los Islotes de Langerhans se degraden con el tiempo y disminuyan la produccion de insulina, lo que
causa hiperglicemia. También hay evidencia de que los pacientes con CF se vuelven mas resistentes a la insulina que se
produce, esto puede desencadenarse por infecciones o tratamiento con corticosteroides. La diabetes en pacientes con
CF se conoce comunmente como CFRD, diabetes relacionada con la fibrosis quistica. Una dieta diabética tipica no es
factible y, por lo tanto, las dosis de insulina se ajustan para ajustarse a la tipica dieta de CF alta en calorias/alta en grasa.

Muchos pacientes con CF, hasta cierto punto, experimentan el ensanchamiento de las puntas de sus dedos, conocido
como "acropaquia". La afeccién afecta a los dedos de manos y pies, y resulta en que la punta del dedo sea redonda y
agrandada. Esto también se puede ver en personas con COPD o enfermedad cardiaca grave. Dado que las personas con
CF son propensas a la absorcion deficiente de nutrientes, la osteoporosis puede ocurrir en la edad adulta temprana debido
a la baja densidad 6sea. Es importante que las personas con CF se realicen barridos regulares de absorciometria de
rayos X de energia dual (DEXA) para medir la densidad 6sea y comenzar el tratamiento si es necesario. Cuando se
diagnostica de manera temprana, el tratamiento puede ayudar a prevenir complicaciones mas graves.

Algunos pacientes con CF tienen pérdida auditiva como un efecto secundario del uso a largo plazo del grupo de farmacos
-micina / micina, tal como Tobramicina, que se usa para combatir las infecciones pulmonares. Aunque este efecto
secundario es bien conocido y entendido, estos antibidticos particulares son de gran valor en el tratamiento de pacientes
con CF, y a menudo la pérdida auditiva debe considerarse una compensacion necesaria para preservar la vida y la salud.
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La CF ocurre principalmente en individuos de origen de Europa central y occidental. En los Estados Unidos, la edad media
de muerte aumentdé de 8,4 afios de edad en 1969 a 14,3 anos de edad en 1998. La edad media de muerte aumenté de
14 afios de edad en 1969 a 32,4 afios de edad en 2003 (Fundacion de Fibrosis Quistica). Un contribuyente importante al
aumento significativo de la esperanza de vida es el tratamiento antibiético mejorado de las infecciones crénicas del tracto
respiratorio en sujetos con CF (Goss y Rosenfeld 2004), asi como también una nutricion mejorada y un diagndstico mas
temprano.

Un factor importante en la salud respiratoria de los sujetos con CF es la adquisicién de infecciones cronicas con
Pseudomonas aeruginosa La velocidad de infeccién con P. aeruginosa aumenta con la edad y a los 18 afios, el 80 % de
los sujetos con CF en los EE.UU. estan infectados. Las dificultades para tratar esta infeccion son multifactoriales, incluida
la penetracion deficiente de antibidticos en los sitios de infeccion, incluidos los tapones de moco, la inactivacion de
antibioticos por el esputo de la CF, el crecimiento de bacterias en una biopelicula, los cambios en el fenotipo, incluidos la
conversién a una forma mucosa de P. aeruginosa, y la aparicion de resistencia a multiples farmacos (Chmiel y Davis 2003;
Gibson, Burns y otros 2003). La piedra angular de la terapia pulmonar es optimizar el tratamiento de P. aeruginosa ya que
la infeccion con este patégeno se asocia con un deficiente resultado clinico (Doring, Conway y otros 2000; Chmiel y Davis
2003; Gibson, Burns y otros 2003; Gibson, Emerson y otros 2003).

Uno de los enfoques actuales para el manejo de la infeccion crénica con P. aeruginosa en humanos con CF incluye el
uso de terapia supresora con tobramicina inhalada (TOBI®). Se ha demostrado que la tobramicina inhalada, 300 mg,
administrada dos veces al dia durante ciclos de 28 dias, seguidos de 28 dias sin farmaco, reduce el recuento de colonias
de P. aeruginosa, aumenta FEV1 % previsto, reduce las hospitalizaciones y disminuye el uso de antibidticos (Ramsey,
Pepe y otros 1999). Sin embargo, los pacientes deben ser dosificados dos veces al dia durante periodos de inhalacion de
aproximadamente 15-20 minutos por dosis.

Los tratamientos diarios de fisioterapia toracica y de respiracion en aerosol se prescriben muy cominmente para pacientes
con CF. La fisioterapia tipica implica percusion toracica manual (golpes), técnicas y/o dispositivos de presion positiva o
posiblemente el uso de un dispositivo tal como el Chaleco ThAIRapy o el Ventilador de Percusion Intrapulmonar (IPV)
para lograr el mismo efecto: aflojar el moco espeso. Los medicamentos en aerosol que se administran cominmente
incluyen albuterol, bromuro de ipratropio y Pulmozyme para aflojar las secreciones y disminuir la inflamacién. Se descubri6
que los CFers que surfean eran mas saludables; en consecuencia, algunos hospitales usan una solucién salina nebulizada
al 6 %-10 % en aquellos CFers que no tienen asma para aflojar las secreciones. Los antibiéticos aminoglucésidos
inhalados a veces se administran para combatir las infecciones. Se estan usando varios agentes farmacolégicos que
ayudan al aclaramiento de la mucosa. Sin embargo, la N-acetilcisteina que solubiliza la glicoproteina mucosa no ha
demostrado ser significativamente efectiva. La ADNasa humana recombinante disminuye la viscosidad del esputo al
degradar la cantidad concentrada de ADN en el esputo de los pacientes con CF. El tratamiento con ADNasa ha sido
beneficioso para aumentar el flujo de aire durante el uso a corto plazo, y también ha prolongado el intervalo entre episodios
de exacerbaciones pulmonares.

Los pacientes con CF suelen ser hospitalizados con cierta regularidad, a menudo cada 6 meses, en dependencia de la
gravedad del caso. Los pacientes a menudo tienen antibidticos por via intravenosa a través de una linea PICC, Linea
Central o Portacath.

La fibrosis quistica también puede conducir a bronquiectasia. La bronquiectasia es un estiramiento y agrandamiento
anormal de los conductos respiratorios causado por el bloqueo por moco. Cuando el cuerpo no puede eliminar el moco,
el moco se atasca y se acumula en las vias respiratorias. El bloqueo y la infeccion acompafante causan inflamacion, lo
que conduce al debilitamiento y ensanchamiento de los conductos. Los conductos debilitados pueden cicatrizarse y
deformarse, permitiendo que se acumule mas moco y bacterias, lo que resulta en un ciclo de infeccién y vias respiratorias
bloqueadas. La bronquiectasia es una enfermedad que causa una dilatacion localizada e irreversible de parte del arbol
bronquial. Los bronquios involucrados se dilatadan, inflaman y se pliegan faciimente, lo que resulta en la obstruccion del
flujo de aire y el aclaramiento deteriorado de las secreciones. La bronquiectasia se asocia con un amplio intervalo de
trastornos, pero generalmente resulta de infecciones bacterianas necrotizantes, tal como infecciones causadas por las
especies de Staphylococcus o Klebsiella o Bordatella pertussis.

La bronquiectasia es una de las enfermedades pulmonares obstructivas crénicas (COPD) y puede complicarse por
enfisema y bronquitis. La enfermedad cominmente se diagnostica errbneamente como asma o neumonia. La
bronquiectasia puede desarrollarse a cualquier edad, comienza con mayor frecuencia en la infancia, pero los sintomas
pueden no ser aparentes hasta mucho mas tarde. La bronquiectasia puede ocurrir como parte de un defecto de
nacimiento, tal como la discinesia ciliar primaria o la fibrosis quistica. Alrededor del 50 % de todos los casos de
bronquiectasia en los EE.UU. resultan a partir de la fibrosis quistica. También puede desarrollarse después del nacimiento
como un resultado de una lesion u otras enfermedades, tal como tuberculosis, neumonia e influenza.

La dilatacién de las paredes bronquiales resulta en la obstruccion del flujo de aire y el aclaramiento deteriorado de las
secreciones debido a que las areas dilatadas interrumpen la presién de aire normal de los tubos bronquiales, lo que causa
que el esputo se acumule dentro de las areas dilatadas en lugar de ser empujado hacia arriba. El esputo acumulado
proporciona un ambiente propicio para el crecimiento de patégenos infecciosos, y estas areas de los pulmones son, por
lo tanto, muy vulnerables a la infeccion. Cuantas mas infecciones experimentan los pulmones, mas dafiados se vuelven
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el tejido pulmonar y los alvéolos. Cuando esto sucede, los tubos bronquiales se vuelven mas inelasticos y dilatados, lo
que crea un ciclo perpetuo y destructivo dentro de esta enfermedad.

Hay tres tipos de bronquiectasia, que varian segun el nivel de gravedad. La bronquiectasia fusiforme (cilindrica) (el tipo
mas comun) se refiere a bronquios levemente inflamados que fallan en reducirse distalmente. En la bronquiectasia
varicosa, las paredes bronquiales aparecen nucleadas, porque las areas de dilatacién se mezclan con las areas de
constriccion. La bronquiectasia sacular (quistica) se caracteriza por una hinchazén grave e irreversible de los bronquios
periféricamente, con o sin niveles hidrodereos. La tos productiva crénica es prominente, que ocurre en hasta el 90 % de
los pacientes con bronquiectasia. El esputo se produce diariamente en el 76 % de los pacientes.

Ademas de la CF, otras causas genéticas o factores que contribuyen a la bronquiectasia incluyen el sindrome de
Kartagener, el sindrome de Young, la deficiencia de alfa 1-antitripsina y las inmunodeficiencias primarias. La
bronquiectasia adquirida ocurre con mayor frecuencia, con una de las mayores causas siendo la tuberculosis. Una causa
especialmente comun de la enfermedad en los nifios es el Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida, derivado del virus
de inmunodeficiencia humana. Otras causas de bronquiectasia incluyen infecciones respiratorias, obstrucciones,
inhalacién y aspiracion de amoniaco y otros gases toxicos, aspiracién pulmonar, alcoholismo, consumo de heroina y
alergias. Fumar cigarrillos también puede contribuir a la bronquiectasia.

El diagndstico de bronquiectasia se basa en la revisién de la historia clinica y los patrones caracteristicos en los hallazgos
de la CT de alta resolucion. Tales patrones incluyen anomalias de "arbol en brotes" y quistes con bordes definibles. La
bronquiectasia también puede diagnosticarse sin la confirmacion de la CT si la historia clinica demuestra claramente
infecciones respiratorias frecuentes, asi como la confirmacion de un problema subyacente a través de analisis de muestras
de sangre y cultivo de esputo.

Los sintomas incluyen tos (que empeora al acostarse), falta de aire, ruidos anormales en el pecho, debilidad, pérdida de
peso y fatiga. Con las infecciones, el moco puede decolorarse, oler mal y puede contener sangre. La gravedad de los
sintomas varia ampliamente de un paciente a otro y, ocasionalmente, un paciente es asintomatico.

El tratamiento de la bronquiectasia tiene como objetivo controlar las infecciones y las secreciones bronquiales, aliviar la
obstruccion de las vias respiratorias y prevenir complicaciones. Esto incluye el uso prolongado de antibidticos para
prevenir infecciones perjudiciales, asi como también la eliminacion del fluido acumulado con drenaje postural y fisioterapia
tor4cica. La cirugia también se puede usar para tratar la bronquiectasia localizada, lo que elimina las obstrucciones que
podrian causar la progresion de la enfermedad.

La terapia con esteroides inhalados que se cumple consistentemente puede reducir la produccién de esputo y disminuir
la constriccién de las vias respiratorias durante un periodo de tiempo que evitara la progresion de la bronquiectasia. Una
terapia comunmente usada es el dipropionato de beclometasona, también usado en el tratamiento del asma. El uso de
inhaladores tal como el Albuterol (Salbutamol), Fluticasona (Flovent/Flixotide) e Ipratropio (Atrovent) puede ayudar a
reducir la posibilidad de infeccién al limpiar las vias respiratorias y disminuir la inflamacion.

El polvo de inhalacién seco de manitol, bajo el hombre de Bronchitol, ha sido aprobado por la FDA para su uso en
pacientes con Fibrosis Quistica con Bronquiectasia. La indicacion original de farmacos huérfanos aprobada en febrero de
2005 permitié su uso para el tratamiento de la bronquiectasia. La aprobacion original se basé en los resultados de los
estudios clinicos de fase 2 que demuestran que el producto es seguro, bien tolerado y efectivo para estimular la
hidratacion/aclaramiento del moco, mejorando de esta manera la calidad de vida en pacientes con enfermedades
pulmonares obstructivas cronicas como la Bronquiectasia. Se estan realizando estudios a largo plazo a partir del 2007
para garantizar la seguridad y la efectividad del tratamiento.

Los pacientes con bronquiectasia a menudo reciben antibiéticos para la infeccién y medicamentos broncodilatadores para
abrir los conductos. A veces, los antibiéticos se recetan por un periodo prolongado para prevenir infecciones recurrentes,
especialmente en personas que tienen fibrosis quistica. También hay técnicas de fisioterapia para ayudar a eliminar el
moco. Los trasplantes de pulmén también son una opcidn para casos graves. Las muertes son poco frecuentes, pero
pueden ser el resultado de una hemorragia masiva. Si las infecciones pulmonares se tratan inmediatamente, es menos
probable que se desarrolle bronquiectasia.

La neumonia es una enfermedad de los pulmones y el sistema respiratorio en la que los alvéolos (sacos microscépicos
llenos de aire del pulmén responsables de absorber oxigeno de la atmdsfera) se inflaman e inundan de fluido. La neumonia
puede ser el resultado de una variedad de causas, incluida la infeccion con bacterias, virus, hongos o parasitos y lesiones
quimicas o fisicas en los pulmones. Los sintomas tipicos asociados con la neumonia incluyen tos, dolor en el pecho,
fiebre y dificultad para respirar. Las herramientas de diagnéstico incluyen radiografias y examen del esputo.

Por lo tanto, existe la necesidad de terapias para tratar los trastornos pulmonares, incluido la CF, las infecciones
pulmonares, las COPD, la bronquiectasia y otros. Ademas, existe la necesidad de mejorar la funcién pulmonar en
pacientes que tienen tales trastornos.
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Meers y otros "Biofilm penetration, triggered release and in vivo activity of inhaled liposomal amikacin in chronic
Pseudomonas aeruginosa lung infections", Journal of Antimicrobial Chemotherapy (2008), 61, 859-868 describen
formulaciones de amikacina liposomal que comprenden DPPC y colesterol como lipidos que se administran por inhalacion
para tratar infecciones crénicas de Pseudomonas aeruginosa en los pulmones de pacientes con fibrosis quistica.

Resumen de la invencion

La invencion es como se define en las reivindicaciones. La presente invencion descrita en la presente descripcion se
refiere a una formulacion de amikacina liposomal para usar en el tratamiento de una infeccién por Pseudomonas
aeruginosa en un paciente con fibrosis quistica, el método que comprende administrar al paciente una dosis efectiva de
una formulacién de amikacina liposomal nebulizada durante al menos dos ciclos de tratamiento, en donde:

el ciclo de tratamiento comprende un periodo de administracion de 20 a 35 dias, seguido por un periodo de reposo de
15 a 75 dias; y la dosis efectiva comprende 100 a 2500 mg de amikacina diariamente durante el periodo de
administracion.

El ciclo de tratamiento se administra al paciente al menos dos veces. En algunas modalidades, el periodo de
administracion es de 28 dias. En algunas modalidades, el periodo de reposo es de 15 a 35 dias, o de 20 a 35 dias. En
otras modalidades, el periodo de reposo es de 28 dias. En otras modalidades mas, el periodo de reposo es de 25 a 75
dias, de 35 a 75 dias o de 45 a 75 dias. En otras modalidades, el periodo de reposo es de 56 dias.

En algunas modalidades, el periodo de administracion es de 28 dias y el periodo de reposo es de 28 dias, mientras que
en otras modalidades, el periodo de administracion es de 28 dias y el periodo de reposo es de 56 dias.

En algunas modalidades, la dosis efectiva comprende 250 a 1500 mg de amikacina, 250 a 1000 mg de amikacina, o 280
a 560 mg de amikacina. En otras modalidades, la dosis efectiva es 280 o 560 mg de amikacina.

La afeccion pulmonar es una infeccion de P. aeruginosa.

En algunas modalidades, el paciente tiene una Cmax en suero de amikacina de menos de aproximadamente 10 mcg/ml
durante el periodo de administraciéon. En otras modalidades, el paciente tiene una Cnax en el esputo de amikacina de al
menos 1000 mcg por gramo de esputo, ya sea durante la administracion, durante al menos 15 dias después de la
administracion.

En algunas modalidades, el paciente tiene una reduccion en logig CFU de la infeccion bacteriana en los pulmones de al
menos 0,5 durante al menos 15 dias después de que finaliza el periodo de administracion. En otras modalidades, la
reduccion en el logio CFU es al menos 1,0.

En algunas modalidades, el paciente experimenta una mejora en la funcién pulmonar durante al menos 15 dias después
de que finaliza el periodo de administracién. Por ejemplo, el paciente puede experimentar un aumento en FEV4, un
aumento en la saturacion de oxigeno en la sangre, o ambos. En algunas modalidades, el paciente tiene un FEV que
aumenta en al menos un 5 % sobre el FEV4 antes del ciclo de tratamiento. En otras modalidades, FEV1 aumenta en 5 a
50 %. En otras modalidades, FEV, aumenta en 25 a 500 ml sobre el FEV1 antes del ciclo de tratamiento. En algunas
modalidades, la saturacién de oxigeno en sangre aumenta al menos un 1 % sobre la saturacion de oxigeno antes del
ciclo de tratamiento.

En algunas modalidades, el periodo de tiempo hasta una exacerbacion pulmonar es de al menos 20 dias desde el ultimo
dia de la administracién. En otras modalidades, el periodo de tiempo hasta un tratamiento de rescate es de al menos 25
dias desde el ultimo dia de la administracion.

La formulaciéon de amikacina liposomal comprende DPPC y colesterol en una relacion de 0,6-0,7: 1 (peso/peso).

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 representa la distribucién de masa del nebulizado de Amikacina Liposomal recogida en las etapas del
impactador en funcion del diametro de corte. Los tres lotes de Amikacina Liposomal de la leyenda de la Tabla 15
(designados como 1, 2 y 3) se usaron con el nebulizador eFlow y el sistema ACI (simbolos sélidos) o el nebulizador
LC Star y el sistema NGI (simbolos abiertos).

La Figura 2 representa la reduccién en el LogioCFU/Pulmones de Ratas después de la Inhalacién de Amikacina
Liposomal 75 mg/ml o Tobramicina. Los simbolos representan el Log1oCFU/pulmones de cada rata 18 dias después
de la instilacion de PA3064 en perlas de agar y 3 dias después de la ultima sesion de inhalacion de solucion salina o
uno de los antibiéticos anteriores. Los valores en 2,0 Log1o CFU representa el limite inferior de deteccion de bacterias
en el pulmén en el método. La barra representa la media de cada grupo. Las medias y las desviaciones estandar y los
resultados de la prueba t de dos colas se calcularon mediante el uso del software Excel de Microsoft.
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La Figura 3 representa la reduccion en el LogioCFU/pulmones de ratas después de la Inhalacion de Amikacina
Liposomal y Tobramicina durante 28 dias. Se administraron dosis equivalentes de los antibiéticos anteriores mediante
terapia de inhalacion, pero en diferentes esquemas. La Tobramicina se administré BID diariamente durante un total
de 104 min por dia durante 28 dias. La Amikacina Liposomal se administré una vez al dia durante 80 minutos durante
28 dias (Q1Dx28) al igual que la solucién salina. La amikacina liposomal también se administré una vez al dia durante
160 minutos cada dos dias durante 28 dias (Q2Dx14) o una vez al dia durante 160 minutos durante 14 dias
consecutivos (Q1DX14) y luego solo se observd hasta que las ratas se sacrificaron. Los simbolos representan el
Log10CFU/pulmones de cada rata 35 dias después de la instilacion de P. aeruginosa 3064 en perlas de agar. Las
medias y las desviaciones estandar y la prueba t de dos colas se calcularon mediante el uso del software Excel de
Microsoft.

La Figura 4 representa los disefios de estudio para el Estudio 4, en donde los pacientes recibieron amikacina liposomal
diariamente durante 28 dias, seguido por un monitoreo durante un periodo de 28 dias después del ultimo dia de la
administracion.

La Figura 5 representa un grafico que muestra el aumento porcentual en la saturacién de oxigeno sobre el valor inicial
en pacientes pediatricos que reciben una dosis de 280 mg de amikacina en comparacion con un placebo.

La Figura 6 representa un grafico que muestra la saturacion de oxigeno en pacientes pediatricos que reciben una
dosis de 560 mg de amikacina en comparacion con un placebo.

La Figura 7a representa un grafico del cambio de la funciéon pulmonar por edad medido mediante FEV1 en el grupo
placebo. Los datos para el placebo para los grupos de amikacina de 280 y 560 mg del estudio se agruparon y dividieron
por edad. Ademas, los datos para Arikace™ para los grupos de amikacina de 280 y 560 mg se agruparon y dividieron
por edad.

La Figura 7b representa el cambio de la funcién pulmonar por edad en los pacientes que reciben amikacina liposomal
inhalada.

La Figura 8 representa un grafico que compara el cambio en FEV1 (medido en ml) en los grupos de amikacina de 560
mgy 280 mg y el grupo placebo.

La Figura 9 representa un grafico del cambio en FEV1 como un por ciento con relacion al valor inicial en los grupos
de amikacina de 560 mg, de amikacina de 280 mg y placebo.

La Figura 10 representa un grafico del cambio de Log CFU en todos los pacientes.
La Figura 11 representa un grafico del cambio de Log CFU para las cepas mucoides.
Descripcion detallada de la invencion
I. Definiciones

Por conveniencia, antes de una descripcion adicional de la presente invencién, se recogen aqui ciertos términos
empleados en las especificaciones, los ejemplos y las reivindicaciones adjuntas. Estas definiciones deben leerse a la luz
del resto de la descripcion y segun se entienden por una persona experta en la técnica. Salvo que se defina lo contrario,
todos los términos técnicos y cientificos que se usan en la presente descripcion tienen el mismo significado que el que se
entiende comunmente por un experto en la técnica.

El término "trastorno pulmonar” se refiere a cualquier enfermedad, dolencia u otra afeccion no saludable relacionada con
el tracto respiratorio de un sujeto, particularmente con los pulmones de un sujeto. En general, la insuficiencia pulmonar
resulta en dificultad para respirar.

El término "tratamiento" es reconocido en la técnica y se refiere a la curacién, asi como también a mejorar al menos un
sintoma de cualquier afeccion o enfermedad.

El término tratamiento "profilactico” o "terapéutico” es reconocido en la técnica y se refiere a la administracion al huésped
de una o mas de las composiciones objeto. Si se administra antes de la manifestacion clinica de la afeccion no deseada
(por ejemplo, enfermedad u otro estado no deseado del animal huésped), entonces el tratamiento es profilactico, es decir,
protege al huésped contra el desarrollo de la afeccion no deseada, mientras que si se administra después de la
manifestacion de la afeccion no deseada, el tratamiento es terapéutico (es decir, esta destinado a disminuir, mejorar o
mantener la afeccién no deseada existente o los efectos secundarios de la misma).
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Los términos "dosis terapéuticamente efectiva" y "cantidad terapéuticamente efectiva” se refieren a esa cantidad de un
compuesto que resulta en la prevencion o mejora de los sintomas en un paciente o un resultado biolégico deseado, por
ejemplo, signos clinicos mejorados, inicio tardio de la enfermedad, niveles reducidos de bacterias, etc.

El término "FEV+"es bien conocido en la técnica como una medida de la funcién pulmonar y se refiere al volumen
espiratorio forzado en un segundo. Los valores de FEV, usados en la presente descripcion se miden en ml y también en
términos de cambio porcentual con respecto al valor inicial, por ejemplo, un cambio con respecto a los valores previos al
tratamiento.

Un "paciente”, "sujeto" o "huésped" a tratar por el método objeto puede significar un animal humano o no humano.

El término "mamifero" es conocido en la técnica, y los mamiferos ilustrativos incluyen humanos, primates, bovinos,
porcinos, caninos, felinos y roedores (por ejemplo, ratones y ratas).

El término "biodisponible" es reconocido en la técnica y se refiere a una forma de la invencion objeto que permite que, o
una porcioén de la cantidad administrada, sea absorbida por, incorporada a o de otra manera fisiolégicamente disponible
para un sujeto o paciente a quien se le administra.

El término "sales farmacéuticamente aceptables” es reconocido en ala técnica y se refiere a las sales de adicion de acido
relativamente no téxicas, inorganicas y organicas de compuestos, incluidos, por ejemplo, aquellos contenidos en las
composiciones de la presente invencion.

El término "portador farmacéuticamente aceptable" es reconocido en la técnica y se refiere a un material, composicién o

vehiculo farmacéuticamente aceptable, tal como una carga liquida o sdlida, diluyente, excipiente, disolvente o material de
encapsulacion, involucrado en portar o transportar cualquier composicion o componente objeto del mismo desde un
6rgano, o porcién del cuerpo, a otro érgano, o porcion del cuerpo. Cada portador debe ser "aceptable” en el sentido de
ser compatible con la composicion objeto y sus componentes y no ser perjudicial para el paciente. Algunos ejemplos de
materiales que pueden servir como portadores farmacéuticamente aceptables incluyen: (1) azlicares, tales como lactosa,
glucosa y sacarosa; (2) almidones, tales como almidén de maiz y almidén de papa; (3) celulosa, y sus derivados, tales
como carboximetil celulosa de sodio, etil celulosa y acetato de celulosa; (4) tragacanto en polvo; (5) malta; (6) gelatina;
(7) talco; (8) excipientes, tales como manteca de cacao y ceras para supositorio; (9) aceites, tales como aceite de
cacahuete, aceite de semilla de algoddn, 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, manitol y polietilenglicol; (12)
ésteres, tales como etil oleato y etil laurato; (13) agar; (14) agentes tampones, tales como hidroxido de magnesio e
hidréxido de aluminio; (15) acido alginico; (16) agua libre de pirégeno; (17) solucion salina isotonica; (18) solucion de
Ringer; (19) etil alcohol; (20) soluciones tampon de fosfato; y (21) otras sustancias no toxicas compatibles empleadas en
las formulaciones farmacéuticas.

Il. Amikacina Liposomal

Las formulaciones de amikacina liposomal Utiles en los métodos descritos en la presente se pueden preparar como se
describe, por ejemplo, en la publicacién de los Estados Unidos Num. 20060073198 o 20080089927, las cuales se
incorporan aqui como referencia. Generalmente, la amikacina se usa en forma de una sal farmacéuticamente aceptable,
por ejemplo, la sal sulfato de amikacina.

Los lipidos usados en las composiciones de la presente invencion pueden ser lipidos sintéticos, semisintéticos o de origen
natural, que incluyen fosfolipidos, tocoferoles, esteroides, acidos grasos, glicoproteinas tales como albumina, lipidos
anionicos y lipidos cationicos. Los lipidos pueden ser aniénicos, catidnicos o neutros. En una modalidad, la formulacion
lipidica esta sustancialmente libre de lipidos anidnicos, sustancialmente libre de lipidos catidnicos, o ambos. En una
modalidad, la formulacion lipidica comprende soélo lipidos neutros. En otra modalidad, la formulacion lipidica esta libre de
lipidos aniénicos o lipidos catidnicos o ambos. En otra modalidad, el lipido es un fosfolipido. Los fosfolipidos incluyen
fosfatidilcolina de huevo (EPC), fosfatidilglicerol de huevo (EPG), fosfatidilinositol de huevo (EPI), fosfatidilserina de huevo
(EPS), fosfatidiletanolamina (EPE) y acido fosfatidico de huevo (EPA); los equivalentes de soja, fosfatidilcolina de soja
(SPC); SPG, SPS, SPI, SPE y SPA, los equivalentes de huevo y soja hidrogenados (por ejemplo, HEPC, HSPC), otros
fosfolipidos formados por enlaces éster de acidos grasos en las posiciones 2 y 3 de glicerol que contienen cadenas de 12
a 26 atomos de carbono y diferentes grupos cabeza en la posicion 1 de glicerol que incluyen colina, glicerol, inositol,
serina, etanolamina, asi como también los acidos fosfatidicos correspondientes. Las cadenas en 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 insaturacién. En particular, las composiciones de las formulaciones pueden incluir
dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), un componente principal del tensioactivo pulmonar natural, asi como también
dioleoilfosfatidilcolina (DOPC). Otro ejemplo incluye dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) y dipalmitoilfosfatidilglicerol (DPPG).

Los lipidos usados pueden incluir sales de amonio de acidos grasos, fosfolipidos y glicéridos, fosfatidilgliceroles (PG),
acidos fosfatidicos (PA), fosfotidilcolinas (PC), fosfatidilinositoles (Pl) y fosfatidilserinas (PS). Los acidos grasos incluyen
acidos grasos de longitud de cadena de carbono de 12 a 26 4tomos de carbono que son saturadas o insaturadas. Algunos
ejemplos especificos incluyen, miristilamina, palmitilamina, laurilamina y estearilamina, dilauroil etilfosfocolina (DLEP),
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dimiristoil etilfosfocolina (DMEP), dipalmitoil etilfosfocolina (DPEP) y diestearoil etilfosfocolina (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).
Los ejemplos de PG, PA, PI, PC y PS incluyen DMPG, DPPG, DSPG, DMPA, DPPA, DSPA, DMPI, DPPI, DSPI, DMPS,
DPPS y DSPS, DSPC, DPPG, DMPC, DOPC, PC de huevo.

En otra modalidad, el liposoma comprende un lipido seleccionado del grupo que consiste en fosfatidilcolinas (PC),
fosfatidilgliceroles (PG), acidos fosfatidicos (PA), fosfatidilinositoles (PI) y fosfatidil serinas (PS).

En otra modalidad, el lipido se selecciona del grupo que consiste en: fosfatidilcolina de huevo (EPC), fosfatidilglicerol de
huevo (EPG), fosfatidilinositol de huevo (EPI), fosfatidilserina de huevo (EPS), fosfatidiletanolamina (EPE), acido
fosfatidico (EPA), fosfatidilcolina de soya (SPC), fosfatidilglicerol de soya (SPG), fosfatidilserina de soya (SPS),
fosfatidilinositol de soya (SPI), fosfatidiletanolamina de soya (SPE), acido fosfatidico de soya (SPA), fosfatidilcolina de
huevo hidrogenada (HEPC), fosfatidilglicerol de huevo hidrogenado (HEPG), fosfatidilinositol de huevo hidrogenado
(HEPI), fosfatidilserina de huevo hidrogenada (HEPS), fosfatidiletanolamina hidrogenada (HEPE), acido fosfatidico
hidrogenado (HEPA), fosfatidilcolina de soya hidrogenada (HSPC), fosfatidilglicerol de soya hidrogenado (HSPG),
fosfatidilserina de soya hidrogenada (HSPS), fosfatidilinositol de soya hidrogenado (HSPI), fosfatidiletanolamina de soya
hidrogenada (HSPE), &cido fosfatidico de soya hidrogenado (HSPA), dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC),
dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC), dimiristoilfosfatidilglicerol (DMPG), dipalmitoilfosfatidilglicerol (DPPG),
diestearoilfosfatidilcolina  (DSPC), diestearoilfosfatidilglicerol  (DSPG), dioleilfosfatidiletanolamina  (DOPE),
palmitoilestearoilfosfatidilcolina (PSPC), palmitoilestearolfosfatidilglicerol (PSPG), mono-oleoil-fosfatidiletanolamina
(MOPE), tocoferol, sales de amonio de acidos grasos, sales de amonio de fosfolipidos, sales de amonio de glicéridos,
miristilamina, palmitilamina, laurilamina, estearilamina, dilauroil etilfosfocolina (DLEP), dimiristoil etilfosfocolina (DMEP),
dipalmitoil etilfosfocolina (DPEP) y diestearoil etilfosfocolina (DSEP), cloruro de N-(2,3-di-(9-(Z)-octadeceniloxi)-prop-1-il-
N,N,N-trimetilamonio (DOTMA), 1,2-bis(oleoiloxi)-3-(tri-metilamonio)propano (DOTAP), diestearoilfosfatidilglicerol
(DSPG), dimiristoilfosfatidil acido (DMPA), di-palmitoilfosfatidil acido (DPPA), diestearoilfosfatidil acido (DSPA),
dimiristoilfosfatidilinositol (DMPI), dipalmitoilfosfatidilinositol (DPPI), diestearoilfosfatidilinositol (DSPI),
dimiristoilfosfatidilserina (DMPS), dipalmitoilfosfatidilserina (DPPS), diestearoilfosfatidilserina (DSPS), y sus mezclas.

En otra modalidad, el liposoma comprende una fosfatidilcolina. La fosfatidilcolina puede ser insaturada, tal como DOPC o
POPC, o saturada, tal como DPPC. En otra modalidad, el liposoma no incluye un esterol. En una modalidad, el liposoma
consiste esencialmente en una fosfatidilcolina y un esterol. En otra modalidad, el liposoma consiste esencialmente en
DPPC y un colesterol.

Los liposomas o formulaciones antiinfecciosas lipidicas compuestas de fosfatidilcolinas, tal como DPPC, ayudan en la
captacion por las células en el pulmén, tal como los macréfagos alveolares y ayudan a mantener la liberacién del agente
antiinfeccioso en el pulmén (Gonzales-Rothi y otros (1991)). Los lipidos cargados negativamente, tal como los PG, PA,
PS y PI, ademas de reducir la agregacion de particulas, pueden desempefiar un papel en las caracteristicas de liberacion
sostenida de la formulacion de inhalacion, asi como también en el transporte de la formulacion a través del pulmén
(transcitosis) para la captacion sistémica

Aunque no esta sujeto a ninguna teoria en particular, se cree que cuando el lipido comprende un lipido neutro y no
comprende un fosfolipido cargado negativamente o cargado positivamente, la formulacion liposémica ha mejorado la
captacién por los pulmones. Por ejemplo, el liposoma puede mejorar la penetracién en una biopelicula o capa de moco
cuando el lipido comprende solo lipidos neutros. Los ejemplos de lipidos neutros incluyen las fosfatidilcolinas
mencionadas anteriormente, tales como DPPC y esteroles, tales como colesterol.

IV. Tratamiento

La presente invencion descrita en la presente descripcion se dirige a una formulacion de amikacina liposomal para usar
en métodos de tratamiento de una afeccion pulmonar en un sujeto que lo necesita que comprende administrar al sujeto
la cantidad efectiva de cualquiera de las formulaciones de antibiéticos liposomales mencionadas anteriormente. La
afeccion pulmonar es una infeccion por Pseudomonas aeruginosa en un paciente con fibrosis quistica. EI método
comprende administrar a un paciente que lo necesita una cantidad efectiva de una formulacién de amikacina liposomal
(también denominada en la presente descripciéon "amikacina liposomal") mediante inhalacién diaria. La administracion
mediante inhalacién comprende nebulizar la formulacién liposomal.

La formulacién de amikacina liposomal se administra diariamente durante un periodo de tiempo, seguido por un segundo
periodo de tiempo (un periodo de "reposo”) en donde no se administra ninguna formulacién liposomal. Por ejemplo, en
algunas modalidades, el método para tratar un trastorno pulmonar comprende administrar al paciente una dosis efectiva
de una formulacion de amikacina liposomal nebulizada durante al menos un ciclo de tratamiento, en donde:

el ciclo de tratamiento comprende un periodo de administracion de 20 a 35 dias, seguido por un periodo de reposo de
15 a 75 dias; y la dosis efectiva comprende 100 a 2500 mg de amikacina diariamente durante el periodo de
administracién como se define adicionalmente en las reivindicaciones.
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El ciclo de tratamiento mencionado anteriormente se administra al paciente al menos dos veces. En otras modalidades,
el ciclo de tratamiento puede administrarse 3, 4, 5, 6 0 mas veces.

Durante el periodo de administracion, la amikacina liposomal se administra diariamente.

El periodo de administracion es de 20 a 35 dias. En otras modalidades, el periodo de administracion es de 20 a 30 dias,
de 25 a 35 dias o de 25 a 30 dias. En otras modalidades, el periodo de administracion es de 25, 26, 27, 28, 29 o 30 dias.
En otra modalidad, el periodo de administracién es de 28 dias.

Durante el periodo de reposo, la formulacién de amikacina liposomal no se administra al paciente. El periodo de reposo
es de 15 dias o mas, por ejemplo, de 15 a 75 dias, de 15 a 35 dias o de 20 a 35 dias. En otras modalidades, el periodo
de reposo es de 20 a 30 dias, de 25 a 35 dias o de 25 a 30 dias. En otras modalidades, el periodo de reposo es de 25,
26, 27, 28, 29 o 30 dias. En otras modalidades, el periodo de reposo es de 28 dias, mientras que en otras modalidades
mas, el periodo de reposo es de al menos 29 dias.

En algunas modalidades, el periodo de reposo es de 25 a 75 dias, de 35 a 75 dias o de 45 a 75 dias. En otras modalidades,
el periodo de reposo es de 50 a 75 dias, de 50 a 70 dias, de 50 a 65 dias o de 50 a 60 dias. En otras modalidades, el
periodo de reposo es de 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59 o 60 dias, mientras que en otras modalidades, el periodo
de reposo es de 56 dias.

En algunas modalidades, el periodo de administracion es de 28 dias y el periodo de reposo es de 28 dias, mientras que
en otras modalidades, el periodo de administracion es de 28 dias y el periodo de reposo es de 56 dias.

En algunas modalidades, la dosis efectiva comprende 250 a 1500 mg de amikacina, 250 a 1000 mg de amikacina, 250 a
750 mg de amikacina, o 250 a 700 mg de amikacina cada dia del periodo de administracion. En otras modalidades, la
dosis efectiva es de 280 a 560 mg de amikacina. En otras modalidades, la dosis efectiva es de 230 mg a 330 mg, o de
510 mg a 610 mg. En otras modalidades, la dosis efectiva de amikacina es 100, 150, 200, 250, 300, 250, 400, 450, 500,
550, 600, 650, 700 o 750 mg de amikacina diariamente. En otras modalidades, la dosis efectiva es 280 o 560 mg de
amikacina.

En algunas modalidades, el periodo de administraciéon es de 28 dias, y la dosis es de 280 a 560 mg de amikacina. En
otras modalidades, el periodo de administracién es de 28 dias, el periodo de reposo es de 28 dias y la dosis es de 280 a
560 mg. En otras modalidades, el periodo de administracion es de 28 dias, el periodo de reposo es de 56 dias y la dosis
es de 280 a 560 mg.

La afeccion pulmonar es una infeccion por P. aeruginosa asociada con la fibrosis quistica.

El presente método proporciona niveles ventajosos de amikacina en el sitio del trastorno pulmonar, al tiempo que limita la
exposicion sistémica al farmaco, y también proporciona un beneficio sostenido para el sujeto durante periodos de tiempo
sorprendentemente prolongados. Aunque no esta sujeto a ninguna teoria en particular, se cree que la administracion de
amikacina liposomal de acuerdo con los métodos descritos en la presente descripcion resulta en un efecto de "depdsito”
en los pulmones del sujeto. Especificamente, se cree que las particulas de liposoma son lo suficientemente pequefas y
contienen una formulacion lipidica adecuada para penetrar y difundir a través del esputo CF y dentro de la biopelicula
bacteriana. Los liposomas protegen la amikacina catidnica atrapada en los liposomas neutros para minimizar la interaccién
electrostatica con el esputo/biopelicula cargados negativamente, lo que de otra manera reduciria su biodisponibilidad.
Ademas, existen factores de virulencia derivados de P. aeruginosa (ramnolipidos) (Davey y otros 2003), que liberan
amikacina en los liposomas. Por lo tanto, se hipotetiza que se pueden suministrar concentraciones relativamente altas de
farmaco localmente en el entorno de macrocolonia bacteriano.

Adicionalmente, se cree que la inhalaciéon de amikacina liposomal conduce a un reclutamiento de macréfagos dependiente
de la dosis como una respuesta adaptativa a la inhalacion de la formulacion de farmacol/lipido. La presencia de macréfagos
alveolares (que se ha demostrado que son funcionalmente normales en ratas tratadas con amikacina liposomal) puede
ser particularmente beneficiosa en pacientes con CF. Se sabe que los pacientes con CF tienen un niumero reducido de
macroéfagos en sus pulmones y posiblemente con una funcionalidad deficiente, lo que puede contribuir a la cronicidad de
la infeccion pulmonar por P. aeruginosa y a una mayor prevalencia de infeccion por micobacterias no tuberculosas en
esta poblacion. El reclutamiento de macréfagos dependiente de la dosis también puede contribuir a los efectos sostenidos
observados mediante el uso de los métodos de la presente descripcion. Especificamente, los macréfagos en el pulmoén
pueden tomar amikacina liposomal y luego permanecer en el pulmén durante un periodo de tiempo, seguido de la
liberacion de la amikacina liposomal por los macréfagos. Un estudio clinico (descrito en el ejemplo a continuacion) de
amikacina liposomal en pacientes con CF con infeccion crénica por P. aeruginosa ha demostrado seguridad, tolerabilidad
y mejoria dependiente de la dosis en la funcién pulmonar y los sintomas respiratorios; y reduccion de la densidad
bacteriana del esputo al final de los 28 dias de tratamiento. Esta mejora en la funcién pulmonar se mantuvo durante al
menos 28 dias después de la finalizacion del tratamiento (Dia 56) con una dosis de 560 mg de amikacina liposomal, lo
que indica un efecto de tratamiento sostenido.
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El presente método proporciona asi, en algunas modalidades, niveles ventajosos de amikacina en la sangre y en el esputo.
Por ejemplo, los métodos proporcionan una exposicion sistémica relativamente baja a la amikacina, al tiempo que
proporcionan niveles altos y sostenidos de amikacina en el sitio de la afeccion pulmonar. Por ejemplo, en algunas
modalidades, el paciente tiene una Cmax en suero de amikacina de menos de aproximadamente 25 mcg/ml durante el
periodo de administracion. En otras modalidades, la Cmax en suero es menos de 20, 15, 10, 5 o 2 mcg/ml durante el
periodo de administracion.

En algunas modalidades, el paciente tiene una Cmax en el esputo de amikacina de al menos aproximadamente 500 mcg
por gramo de esputo, ya sea durante la administracioén o durante un periodo de tiempo sostenido, como al menos 15 dias,
después de la administracion. En otras modalidades, la Cmax en el esputo de amikacina es al menos 750, 1000, 1500,
2000, 2500, 3000 o 3500 mcg por gramo de esputo.

La presente invencion también proporciona una reduccion en las unidades formadoras de colonias de las bacterias en el
pulmoén durante un periodo de tiempo sostenido. Por ejemplo, las CFU se reducen en comparacién con un valor inicial.
En algunas modalidades, el paciente tiene una reduccion en el logio CFU de la infeccién bacteriana en los pulmones de
al menos aproximadamente 0,5 durante al menos 15 dias después de que finaliza el periodo de administracion. En otras
modalidades, la reduccién en el logio CFU es al menos de 1,0, 1,5, 2,0 o 2,5. Las infecciones por Pseudomonas, en
particular, pueden formar grandes colonias, conocidas como Pseudomonas "mucoides" particularmente en pacientes con
fibrosis quistica. En algunas modalidades, las CFU se reducen como se describe anteriormente en una cepa mucoide de
una infeccion por Pseudomonas.

En algunas modalidades, el paciente experimenta una mejora en la funcién pulmonar durante al menos 15 dias después
de que finaliza el periodo de administraciéon. Por ejemplo, el paciente puede experimentar un aumento en el volumen
espiratorio forzado en un segundo (FEV4), un aumento en la saturaciéon de oxigeno en la sangre, o ambos. En algunas
modalidades, el paciente tiene un FEV1 que aumenta en al menos 5 % o al menos 10 % sobre el FEV antes del ciclo de
tratamiento. En otras modalidades, FEV1aumentaen 5 a 50 %, 5a 25 % o 5 a 20 %. En otras modalidades, FEV4 aumenta
en5a15 % o5 a 10 %. En otras modalidades, FEV; aumenta en 10 a 50 %, 10 a 40 %, 10 a 30 % o0 10 a 20 %. FEV+ se
mide con frecuencia en ml. En consecuencia, en algunas modalidades, FEV, aumenta en al menos 25 ml en comparacion
con el FEV antes del tratamiento. En algunas modalidades, FEV1 aumenta en 25 a 500 ml, 25 a 400, 25 a 300 o0 25 a ml.
En otras modalidades, FEV1 aumenta en 50 a 500 ml, 50 a 400 ml, 50 a 300 ml, 50 a 200 ml 0 50 a 100 ml.

En algunas modalidades, la saturacion de oxigeno en sangre aumenta en el sujeto en comparacién con los niveles de
saturacion de oxigeno en sangre antes de la administracién. En algunas modalidades, la saturacion de oxigeno en sangre
aumenta en al menos 1 % o en al menos 2 % durante al menos 15 dias después del periodo de administracion. En otras
modalidades, los niveles de saturacion de oxigeno en sangre aumentan en aproximadamente 1 a 50 %, 1 a 25 %, 1a 20
%, 1a15 %, 1a 10 % o 1 a 5 %. En otras modalidades, los niveles de saturacién de oxigeno en sangre aumentan en
aproximadamente 2a 10 % o2 a5 %.

Los periodos de tiempo sostenidos mencionados anteriormente pueden ser al menos 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60,
65, 70 o 75 dias después del periodo de administracién. En otras modalidades, el periodo de tiempo sostenido es al
menos 28, 35, 42, 48 o 56 dias después del periodo de administracion. En otras modalidades, el periodo sostenido es de
15 a 75 dias, 15 a 35 dias 0 20 a 35 dias. En otras modalidades, el periodo de tiempo sostenido es de 20 a 30 dias, de
25 a 35 dias o de 25 a 30 dias. En otras modalidades, el periodo de tiempo sostenido es 25, 26, 27, 28, 29 o 30 dias, o
28 dias, o al menos 29 dias. En otras modalidades, el periodo de tiempo sostenido durante es de 25 a 75 dias, de 35 a
75 dias o de 45 a 75 dias. En otras modalidades, el periodo sostenido es de 50 a 75 dias, de 50 a 70 dias, de 50 a 65
dias o de 50 a 60 dias. En otras modalidades, el periodo de sostenimiento es 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59 o 60
dias, mientras que en otras modalidades, el periodo sostenido es 56 dias.

En algunas modalidades, los métodos antes mencionados proporcionan ventajosamente una incidencia reducida de
exacerbaciones pulmonares en el paciente. El método también aumenta ventajosamente el periodo de tiempo hasta la
exacerbacion pulmonar. Por ejemplo, en algunas modalidades, el periodo de tiempo hasta la exacerbacién pulmonar es
de al menos 20 dias. En otras modalidades, el periodo de tiempo es de 20 a 100 dias. En otras modalidades, el periodo
de tiempo es de 25 a 100 dias, de 30 a 100 dias, de 35 a 100 dias o de 40 a 100 dias. En otras modalidades, el periodo
de tiempo es de 25 a 75 dias, de 30 a 75 dias, de 35 a 75 dias o de 40 a 75 dias. En otras modalidades, el periodo de
tiempo es de 30 a 60 dias.

En algunas modalidades, la incidencia del tratamiento de rescate se reduce. En otras modalidades, se reduce el periodo
de tiempo de tratamiento de rescate, por ejemplo, cuando el paciente tiene una infeccién pulmonar, se reduce el tiempo
de tratamiento de rescate antiinfeccioso. En algunas modalidades, el periodo de tiempo es de 20 a 100 dias. En otras
modalidades, el periodo de tiempo es de 25 a 100 dias, de 30 a 100 dias, de 35 a 100 dias o de 40 a 100 dias. En otras
modalidades, el periodo de tiempo es de 25 a 75 dias, de 30 a 75 dias, de 35 a 75 dias o de 40 a 75 dias. En otras
modalidades, el periodo de tiempo es de 30 a 60 dias.

La formulacion de amikacina liposomal comprende DPPC y colesterol. En otras modalidades, la formulacién de amikacina

liposomal comprende DPPC y colesterol en una relacion de aproximadamente 2 a 1 en peso. La formulaciéon de amikacina
liposomal tiene una relacién de lipido con respecto a farmaco de 0,6-0,7:1 (peso/peso). Los liposomas en la formulacion
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pueden tener un diametro rectificado de 100 a 1000 nm, 100 a 500 nm, 200 a 500 nm, o aproximadamente 300 nm. En
algunas modalidades, la concentracion total de amikacina en la formulacion de amikacina liposomal es de
aproximadamente 20 a 100 mg/ml, de 20 a 90 mg, ml, de 30 a 90 mg/ml, de 30 a 80 mg/ml, o de 40 a 80 mg/ml. En otras
modalidades, la concentracion es de aproximadamente 30, 40, 50, 60, 70, 80 o 90 mg/ml.

Ejemplos
Introduccion a los Materiales y Métodos

Las formulaciones para inhalacion basadas en lipidos o aminoglucésidos liposomales, tal como la amikacina, son
formulaciones de liberacién sostenida de aminoglucésidos encapsulados dentro de portadores liposomales a nanoescala
disefiados para la administracién mediante inhalacién. Dirigir la liberacion sostenida de altas concentraciones de
amikacina en los pulmones y las propiedades de penetracion de biopeliculas de estas formulaciones tienen varias ventajas
sobre la inhalacion del antibiético "libre", por ejemplo, tobramicina inhalada. La amikacina puede encapsularse en
liposomas compuestos de dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) y colesterol, en una relacién objetivo de lipido con respecto a
farmaco de aproximadamente 0,6-0,7:1 (p/p). A continuacién, se presenta un ejemplo de una formulacion de amikacina
liposomal de 70 mg/ml Gtil en los métodos antes mencionados:

Componente Concentracién
Amikacina' ~ 70 mg/ml
Dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) ~ 30 mg/mi
Colesterol ~ 15 mg/mi
NaCl al 1,5 % QS
'Afadida a la formulacién como Sulfato de amikacina, USP.

Estas formulaciones se pueden preparar de acuerdo con los métodos descritos en la Publicacion de los Estados Unidos
Num. 20060073198 o 20080089927 .

Estas formulaciones tienen varias ventajas en el tratamiento de afecciones pulmonares, por ejemplo, sujetos con CF con
infeccion cronica causada por P. aeruginosa, que incluyen:

1. La capacidad de lograr un efecto antibiético prolongado de la amikacina en el pulmén logrando altas
concentraciones y una vida media prolongada debido a la liberacion sostenida.

2. La capacidad de dirigir y aumentar la concentracion efectiva de amikacina en el pulmén con bajos niveles
sistémicos del aminoglucésido.

3. Elpotencial para dirigirse mejor a las bacterias que crecen en una biopelicula como un resultado de las propiedades
unicas de los aminoglucésidos liposomales o basados en lipidos.

4. Liberacion adicional del farmaco en el sitio de infeccién en los pulmones de pacientes con CF, debido a la accion
dirigida de la fosfolipasa C secretada y los ramnolipidos de bacterias y/o fosfolipasa A2 o defensinas de los leucocitos
polimorfonucleares activados.

5. La amikacina es un aminoglucésido semisintético con una resistencia unica a las enzimas inactivadoras de
aminoglucésidos. En consecuencia, algunas cepas de P. aeruginosa que son resistentes a la tobramicina
probablemente seguiran siendo susceptibles a la amikacina.

6. La amikacina tiene menos afinidad de uniéon que otros aminoglucésidos por la megalina, el transportador
responsable de la acumulacién de aminoglucdsidos corticales renales, y por lo tanto tiene un menor potencial de
nefrotoxicidad.

7. El aumento tanto en la vida media como en el area bajo la curva de concentracion (AUC) de amikacina a base de
lipidos o liposomal, junto con la penetracién de biopeliculas, deberia permitir una administracion menos frecuente, una
mayor actividad bactericida y un potencial reducido para la selecciéon de organismos resistentes.

La farmacocinética preclinica ha demostrado que el AUC (0-48 h) de la amikacina en los pulmones de ratas que recibieron
una dosis de 60 mg/kg en aerosol de Amikacina Liposomal fue cinco veces mayor que el AUC de la tobramicina en los
pulmones de ratas que recibieron una dosis igual de tobramicina por inhalacion. Generalmente, el 10 % del antibiotico
administrado se deposita en los pulmones para las ratas. Por el contrario, el AUC del farmaco en los rifiones de las ratas
que recibieron una dosis igual de tobramicina fue significativamente mayor que el AUC renal de las ratas que recibieron
aerosoles de Amikacina Liposomal. Adicionalmente, los datos de estudios de toxicologia por inhalacion de 30 dias en
ratas y perros sugieren que no habra problemas de farmacologia por seguridad con la Amikacina Liposomal inhalada.

En 14 dias de estudios con modelos de ratas de infeccion por pseudomonas, se observé que 60 mg/kg de Amikacina
Liposomal (75 mg/ml) administrados cada dos dias durante 14 dias (Q2D x 7), lo que efectivamente suministrd la mitad
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de la dosis acumulada de aminoglucésido que los otros grupos fueron tan efectivos como 60 mg/kg de Amikacina
Liposomal administrada una vez al dia, y Tobramicina administrada dos veces al dia diariamente durante 14 dias. Con la
dosificacién de 28 dias en este modelo, hubo reducciones equivalentes en las CFU en animales que recibieron Amikacina
Liposomal dosificada diariamente a ~60 mg/kg o dosificada cada dos dias a ~120 mg/kg. La Amikacina Liposomal
administrada a 120 mg/kg una vez al dia durante 14 dias fue tan efectiva como la Tobramicina 60 mg/kg/dia (administrada
dos veces al dia) durante 28 dias, lo que sugiere una AUC mas alta y posiblemente un efecto posterior al antibiético
prolongado con la Amikacina Liposomal a 120 mg/kg dosificada una vez al dia (ver Ejemplo 3).

La administracion de Amikacina Liposomal mediante inhalaciéon en el modelo animal resulté en un aumento en el pulmon
(AUC) por encima del MIC de la bacteria, y demostré un efecto terapéutico sostenido, con una frecuencia reducida y una
duracion de la dosificacion en comparacién con la Tobramicina. Es importante destacar que los datos preclinicos para la
Amikacina Liposomal parecen respaldar la hipétesis de que esta formulacion especifica puede ser ventajosa sobre otros
productos de inhalacién que se ven obstaculizados por un aclaramiento rapido desde el tejido pulmonar, lo que necesita
una dosificacion frecuente (Geller, Pitlick y otros 2002), que plantea una carga para los pacientes y podria limitar el
cumplimiento del paciente.

Adicionalmente, la experiencia clinica demostré que la Amikacina Liposomal nebulizada 50 mg/ml administrada como 500
mg una vez al dia durante 14 dias es bien tolerada y provoca un efecto clinicamente relevante sobre la funcién pulmonar
y la disminucion en la densidad de P. aeruginosa en pacientes con CF. Ademas, la evaluacién de los datos de PK indica
que la exposicién sistémica a la Amikacina Liposomal, incluso a la dosis de 500 mg, es muy baja. Por Cmax o AUC o mg
de aminoglucésido que se recupera en la orina, la exposicion sistémica observada a la amikacina, asociada con la
Amikacina Liposomal, administrada por inhalacién es aproximadamente 1/5 a 1/4 de la exposicion observada con 600
mg/d de TOBI y es menos de 1/200 en comparacion con las dosis parenterales normales de Amikacina. Los datos indican
ademas que se logran altos niveles de Amikacina en el esputo. Los valores medios de AUC para el esputo fueron 290 y
980 veces mayores que los valores medios de AUC para el suero el dia 1 y el dia 14, respectivamente.

La amikacina liposomal inhalada mantiene exposiciones dirigidas prolongadas de los pulmones y aumenta la captacion
del farmaco en el sitio de la infeccién. Mediante el uso de datos de un estudio clinico en Fase 1b/2a en humanos en el
cual pacientes con CF con infeccion crénica por P. aeruginosa recibieron multiples dosis de Amikacina Liposomal 50
mg/ml, los objetivos de los analisis descritos en la presente descripcién fueron tres: (1) usar el modelo de farmacocinética
poblacional (PK) para caracterizar la exposicion sistémica a la amikacina, que incluye la biodisponibilidad sistémica
aproximada; (2) caracterizar la disposiciéon de amikacina liposomal en el esputo; y 3) caracterizar la relacién
farmacocinética-farmacodinamica (PK-PD) entre el cambio en el volumen espiratorio forzado en un segundo (FEV)1), el
cambio en el por ciento previsto de volumen espiratorio forzado en un segundo (FEV1 % previsto), flujo espirado forzado
entre 25-75 % de la capacidad vital forzada (FEF2s.75 ), y la capacidad vital forzada (FVC), en unidades formadoras de
colonias (CFU) de P. aeruginosa con relacion al valor inicial en los dias 7 y 14, y la exposicion a la amikacina.

Estudios preclinicos con Amikacina Liposomal

Se realizaron varios estudios preclinicos con las formulaciones de 20 y 50 mg/ml. Se demostr6 actividad anti-
pseudomonas de la Amikacina Liposomal en modelos in vitro e in vivo. Adicionalmente, los estudios confirmaron que los
factores de virulencia secretados por las Pseudomonas facilitaron la liberacién adicional de amikacina desde los
liposomas, y caracteriz la deposicion y la liberacion sostenida de amikacina en los pulmones de ratas y perros. También
se establecio la seguridad de una administracion de 30 dias de Amikacina Liposomal en dos especies.

La farmacocinética no clinica ha demostrado que el AUC (0-48 h) de la amikacina en los pulmones de ratas que recibieron
una dosis de 60 mg/kg de Amikacina Liposomal mediante nebulizacion fue cinco veces mayor que el AUC de la
tobramicina en los pulmones de ratas que recibieron una dosis igual de tobramicina por inhalacion. Se mantuvieron altos
niveles de amikacina en el pulmén (> 250 pg/ml durante 150 h), lo que sugiere un efecto de dep6sito. Por el contrario, los
niveles de tobramicina en los pulmones no fueron detectables dentro de las 6 horas posteriores al cese de la
administracion. Por el contrario, el AUC del farmaco en los rifiones de las ratas que recibieron una dosis igual de
tobramicina fue significativamente mayor que el AUC de las ratas que recibieron aerosoles de Amikacina Liposomal. No
hubo diferencias significativas en el AUC de los aminoglucésidos en el suero y la orina de los animales; los niveles en
suero fueron indetectables después de 24 h. Este perfil respalda la liberacion sostenida prevista y el efecto de depdsito
de la amikacina en el pulmén después de la administracion de Amikacina Liposomal nebulizada, lo que representa
potencialmente un perfil de eficacia mejorado. Estos datos para la Amikacina Liposomal parecen respaldar la hipétesis de
que esta formulacion especifica puede ser ventajosa sobre otros productos de inhalacién que se ven obstaculizados por
un aclaramiento rapido desde el tejido pulmonar, lo que necesita una dosificacion frecuente (Geller, Pitlick y otros 2002),
y coloca un limite en los pacientes. Adicionalmente, los datos toxicocinéticos de los estudios de toxicologia de GLP por
inhalacion de 30 dias en ratas y perros mostraron que hay un aumento de 15 veces en la deposicion pulmonar de perros
con amikacina en comparacion con el grupo tratado con amikacina libre, con niveles comparables en plasma y orina, lo
que indica altas concentraciones pulmonares con baja exposicion sistémica.

Se evaluo el efecto farmacodinamico de la Amikacina Liposomal in vivo en un modelo de rata de infeccion pulmonar

crénica con Pseudomonas (Cash, Woods y otros, 1979). En un modelo de infeccion por Pseudomonas de 14 dias, se
administraron 60 mg/kg de Amikacina Liposomal (75 mg/ml) cada dos dias durante 14 dias (Q2D x 7). Este régimen fue
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tan efectivo como 60 mg/kg de Amikacina Liposomal (administrada una vez al dia durante 14 dias) y tobramicina
(administrada dos veces al dia durante 14 dias). Cuando la dosis se extendié a 28 dias, hubo reducciones equivalentes
en las CFU para los animales que recibieron Amikacina Liposomal dosificada diariamente a ~ 60 mg/kg o dosificada cada
dos dias a ~ 120 mg/kg. Ademas, en este experimento, la Amikacina Liposomal administrada a 120 mg/kg una vez al dia
durante 14 dias fue tan efectiva como la tobramicina 60 mg/kg/dia (administrada dos veces al dia) durante 28 dias. Esto
indicd un AUC mas alto y un efecto posterior al antibiético prolongado con la Amikacina Liposomal a 120 mg/kg dosificados
una vez al dia. Los datos farmacodinamicos preclinicos fueron, por lo tanto, consistentes con un beneficio antimicrobiano
sostenido mejorado por suministro especifico de sitio del farmaco a los pulmones mediante inhalacion.

Por lo tanto, la administracion de Amikacina Liposomal mediante inhalacién resulté en un aumento de las concentraciones
pulmonares (AUC) varias veces por encima de la MIC de la bacteria, con el potencial de proporcionar un efecto terapéutico
sostenido con una frecuencia y duracién reducidas de la dosificacion, particularmente en comparacion con la tobramicina.

Ejemplo de referencia 1
Estudio en Fase 1b/2a

Los datos usados para este andlisis de PK poblacional se obtuvieron de dos estudios clinicos en Fase 1b/2a en humanos
en los que pacientes con CF, infectados cronicamente con P. aeruginosa, se les administré un total de 500 mg de
Amikacina Liposomal diariamente (en dos sesiones de 20 minutos con un periodo de descanso de 5 minutos en el medio)
durante 14 dias.

Las muestras de suero de amikacina se obtuvieron previo a la dosis y 1, 2, 4, 6, 8, 12 y 24 horas después de la dosis los
Dias 1y 14, mientras que las muestras de orina se recogieron durante intervalos de 6 horas el Dia 1 y el Dia 14 durante
periodo de 24 horas. Las muestras de esputo también se recogieron el Dia 1 y el Dia 14, poco después de que se
administro la dosis, entre 4 y 6 horas después de la dosificacion y previo a la administracion de la dosis al dia siguiente,
asi como también en los Dias 14, 21y 28. Las muestras de suero, esputo y orina se analizaron para la amikacina mediante
el uso de Cromatografia Liquida-Espectrometria de Masas/Espectrometria de Masas (LC-MS/MS).

Las pruebas de funcion pulmonar (PFT) se realizaron durante el tamizaje del Dia -14 a 0) y al inicio del estudio (es decir,
previo a la administracion de la dosis el Dia 1) y el Dia 1, 7, 14, 21, 28, 35 y 42. También se recogieron muestras de
esputo para microbiologia al inicio del estudio y en cada uno de estos dias. Se realizaron PFT adicionales 1,5 horas y 3
horas posteriores a la dosis el Dia 1 y el Dia 14.

Analisis Farmacocinético

Los datos se ajustaron por modelos PK candidatos, mediante el uso de la maximizacion de expectativas paramétricas de
Monte Carlo (MC-PEM), como se implementa en S-ADAPT 1.53, inicialmente ajustando las concentraciones plasmaticas,
luego comodelando los datos de suero y orina. La discriminacién del modelo se basé en el ajuste de los datos y el cambio
en la funcién objetivo. El area de 24 horas bajo la curva (AUC) en estado estacionario para los valores de amikacina en
suero se calculdé mediante el uso de las estimaciones de parametros post-hoc del modelo PK poblacional final. Las
relaciones covariables entre la demografia del paciente y los parametros individuales post-hoc se evaluaron primero
graficamente, luego por medio de modelos estadisticos creados mediante el uso de SYSTAT® 11 (SYSTAT Software,
Inc., Richmond, CA). Los valores de AUC del esputo de 0 a 24 horas en el Dia 1 y el Dia 14 se obtuvieron mediante el
uso de la regla trapezoidal lineal.

Las variables dependientes para el analisis PK-PD incluyeron el cambio en los valores de PFT para FEV+, FEV1 % previsto,
FEF25.75 % y FVC, en los Dias 7 y 14 con relacién al valor inicial (previo a la administracion de la dosis en el Dia 1) y el
cambio en el logio CFU en cada uno de estos dias con relacién a la linea basal. Las variables independientes evaluadas
incluyeron la relacién del AUC promedio de 24 horas para el suero y el esputo a la concentracion minima inhibitoria (MIC)
del valor inicial, relacion AUC: MIC para P. aeruginosa. El AUC promedio del suero y el esputo de 24 horas se calculd
tomando el promedio de los valores de AUC del Dia 1 y del Dia 14.

Mediante el uso de una prueba t de una muestra, se evalué la significacion estadistica de los cambios medios desde el
valor inicial para cada una de las variables dependientes descritas anteriormente. Mediante el uso de la correlacion por
rangos de Spearman (rs), se evalué la direccidn y la fuerza de la relacion entre cada una de las variables dependientes y
la relacion de AUC:MIC para el suero y el esputo. También se evaluaron la direccién y la fuerza de la relacion entre el
cambio en cada uno de los valores de PFT a partir del valor inicial y el cambio en el logio CFU a partir del valor inicial.

Resultados
Un total de 24 pacientes completaron los dos estudios con 13 pacientes del Estudio 1 y 11 pacientes del Estudio 2. La

mediana de edad (min, max) de todos los pacientes fue de 23,7 (14, 38) afios con una mediana (intervalo) de aclaramiento
de creatinina (CrCL) basal de 126 (76,8, 173) mL/min/1,73m?.
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El ajuste mas robusto de los datos de concentracion en suero se obtuvo mediante el uso de un modelo de dos
compartimentos (un sitio de absorcion, el pulmén y el compartimento central) con entrada del farmaco de orden cero en
los pulmones, un proceso de primer orden desde los pulmones hasta el compartimento central y eliminacién lineal. Permitir
una variacion inter-ocasional en el aclaramiento total aparente (CLt/F) y el volumen central aparente de distribucion (Vc/F)
entre el Dia 1y el Dia 14 mejoro la funcidn objetivo estadisticamente. Los datos de orina se modelaron mediante el ajuste
de las cantidades de amikacina recuperadas en los intervalos de recolecciéon, como una funcion de las concentraciones
en suero y el aclaramiento renal (CLr). La Tabla 1 es un resumen de los valores de los parametros de PK ajustados.

Tabla 1. Modelo farmacocinético poblacional estructural para la amikacina liposomal para inhalacién con variabilidad
inter-ocasional - Estimaciones de parametros y errores estandar.

Parametro Media poblacional Variabilidad interindividual (% de CV)
Estimacién final % de SE Estimacién final % de SE
CLt/F Dia 1 (L/h) 68.4 10.3 48.7 29.9
Vc/F Dia 1 (L) 286 12.3 59.0 29.7
ka (h") 3.34 32.5 99.8 50.5
CLr (L/h) 3.40 15.4 63.9 36.7
CLt/F Dia 14 (L/h) 452 8.01 371 30.7
Vc/F Dia 14 (L) 250 8.51 27.0 30.8
SDintsuero 0.05 6.02
SDslporina 0.70 9.16
SDintonna 0.03

Valor minimo de la funcién objetivo = -258,6

La bondad de ajuste para los datos de concentracién en suero individual post-hoc observada versus Bayesiana fue
excelente, con una r? general de 0,98.

Los valores de AUC para los datos de suero y esputo se muestran en las Tablas 2 y 3, respectivamente. Los valores
medios de AUC para el esputo fueron 286 y 978 veces mayores que los valores medios de AUC para el suero el Dia 1y
el Dia 14, respectivamente. Como se evidencia por los valores mas altos de CV%, fue evidente una mayor variabilidad en
el esputo (117 % en el Dia 1y 91,2 % en el Dia 14) en comparacién con los valores de AUC en suero (51,9 % en el Dia
1y 42,4 % en el Dia 14).

Tabla 2. Resumen de los valores de AUC en suero' - Todos los pacientes

Dia del N Media SD Min Mediana Max
estudio

Dia 1 24 8.27 4.29 3.67 6.88 20.1
Dia 14 24 12.0 5.08 5.65 10.8 30.1

"Valores de AUC en mcg/mL<h

Tabla 3. Resumen de los valores de AUC en esputo’ - Todos los pacientes

Dia del estudio Media SD Min Mediana Max
Dia 1 3830 4500 78.70 1970 17200
Dia 14 12500 11400 1740 10578 50000

Los valores de AUC estan en mcg/mLeh

Las concentraciones en suero (r> = 0,98) y orina (r> = 0,38) se ajustaron bien y modestamente por el modelo,
respectivamente. En los Dias 7, 14 y 21, el cambio observado para FEF25.75 ¢, fue 0,49 (p < 0,001), 0,42 (p = 0,02) y 0,34
L/seg (p = 0,04), respectivamente. En los Dias 7 y 14, el cambio observado para FEV fue 0,24 (p =0,002) y 0,13 L (p =
0,10), respectivamente, y fue 7,49 (p <0,001) y 4,38 L/seg (p = 0,03) para FEV, % previsto. Se identificaron las relaciones
significativas (p < 0,05) entre logig CFU y la relacién de AUC: MIC en suero, y entre los cambios en el logio CFU y FEV;,
FEV1% previsto y FVC.

Los datos de PFT basales y del Dia 14 estuvieron disponibles para los 24 pacientes y para las PFT realizadas los Dias 7
y 21, tales datos estuvieron disponibles para 23 pacientes. Los datos de microbiologia estuvieron disponibles para los 24
pacientes. Dado que no se informaron los valores de MIC recogidos previo a la dosificacion en el Dia 1 para el Estudio 2,
los valores de MIC del tamizaje, asi como también los recuentos de CFU se usaron como valores iniciales.

Mediante el uso de una prueba t de una muestra, se evalud la significacion estadistica de los cambios medios desde el
valor inicial para cada una de las variables dependientes descritas anteriormente. Mediante el uso de la correlacion por
rangos de Spearman (rs), se evalué la direccidn y la fuerza de la relacion entre cada una de las variables dependientes y
la relacién de AUC: MIC para el suero y el esputo.
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Los cambios medios en los valores de PFT en el Dia 7 con relacién al valor inicial fueron estadisticamente significativos
para todos los criterios de valoracién de PFT. Los cambios medios en FEV % previsto y FEF25.75 4, en el Dia 14 con
relacion al valor inicial también fueron estadisticamente significativos (p = 0,029 y p = 0,016, respectivamente). Para el
Dia 21, el cambio medio en FEF2s.75 9 con relacién al valor inicial fue la PFT uUnica que se mantuvo estadisticamente
significativa (p = 0,036). Independientemente del dia de estudio considerado, el cambio medio en el logio CFU desde el
valor inicial no fue estadisticamente significativo.

Como se muestra en la Tabla 4, las correlaciones entre el cambio en los valores de PFT desde el valor inicial y la relacion
de AUC: MIC de esputo o suero no fueron estadisticamente significativas, independientemente de si se evaluaron los
cambios en el Dia 7 o 14. Como se muestra en la Tabla 5, la correlacion entre el cambio en el logio CFU desde el valor
inicial y la relacion de AUC: MIC de suero fue estadisticamente significativa tanto para el Dia 7 como para el 14. Las
relaciones crecientes de AUC: MIC de suero se asociaron con mayores disminuciones en el logio CFU en el Dia 7 (rs= -
0,46, p = 0,048) y 14 (rs=-0,45, p = 0,048) con relacion al valor inicial.

Las correlaciones entre el cambio en el valor de PFT y el logio CFU en los Dias 7 y 14 con relacién al valor inicial fueron
estadisticamente significativas para FEV+1, FEV, % previsto, y FVC (p <0,05).

Tabla 4. Relacién entre el cambio en los valores de las pruebas de funciéon pulmonar desde el valor inicial y relacion de
AUC: MIC para suero y esputo - Todos los pacientes

Correlacion por Cambio en los valores de PFT desde el valor inicial
Dia de estudio AUC: rangos de FEV1 FEV1 % previsto  FEF25.759 FVC
MIC Spearman
Dia 7 suero re2 0.072 0.0066 < 0,0001 0.021
Valor de p 0.21 0.71 0.97 0.51
Dia 14 suero rs? 0.046 0.0073 0.00018 0.0012
Valor de p 0.31 0.69 0.95 0.87
Dia 7 esputo rs? 0.033 0.040 0.0085 0.19
Valor de p 0.46 0.41 0.71 0.06
Dia 14 esputo rs? 0.025 0.052 0.0053 0.06

Tabla 5. Relacion entre el cambio en el log1o CFU y relacion de AUC: MIC para suero y esputo - Todos los pacientes

Dia de estudio AUC: MIC  Correlacién por rangos de Spearman logio CFU

Dia 7 suero rs? 0.21

Valor de p 0.048
Dia 14 suero rs? 0.20
Valor de p 0.048

Dia 7 esputo rs? 0.017
Valor de p 0.64

Dia 14 esputo rs? 0.0031
Valor de p 0.84

Mientras que el cambio medio en el logiy CFU de P. aeruginosa desde el valor inicial en los Dias 7 y 14 no fue
estadisticamente significativo, la correlacion entre el cambio en el logio CFU desde el basal en estos puntos de tiempo y
la relacion de AUC: MIC de suero fue estadisticamente significativa; los aumentos en la relaciéon de AUC: MIC de suero
se asociaron con disminuciones en el logio CFU. Por el contrario, esta relacién no se mantuvo con el AUC: MIC de esputo
y confirma la gran variabilidad en la cinética del esputo de la Amikacina Liposomal, que también se muestra con TOBI
(Geller, Pitlick y otros 2002).

Las relaciones significativas entre los cambios en el logioc CFU y la relacién de AUC: MIC de suero, y entre los cambios
en los valores PFT y logio CFU, y la falta de disminucion significativa en el logio CFU de P. aeruginosa durante las dos
semanas de tratamiento con amikacina liposomal para inhalaciéon sugiere que se pueden requerir dosis mas altas para
ser mas confiablemente efectivos en una gran poblacién de pacientes.

Resumen del Estudio en Fase 1a/2b

Se han completado dos estudios en Fase 1b/2a que usan la Amikacina Liposomal 50 mg/ml. Los dos estudios fueron
similares en el disefio. Un total de 24 pacientes con CF (con FEV1 240 % de lo previsto) recibié 500 mg de Amikacina
Liposomal diariamente durante 14 dias. El farmaco se administré mediante el uso de un nebulizador PARI LC Star, durante
un periodo de dos sesiones de inhalacion de 20 minutos con un periodo de descanso de 5 minutos entre sesiones. Hubo
13 pacientes inscritos en el Estudio 1, 11 pacientes en el Estudio 2. La demografia de los pacientes fue similar, con la
excepcion de MIC de Pseudomonas inicial. En el Estudio 1, la MIC media (ug/mL) fue de 8 (intervalo 1,5-16) y en el
Estudio 2, la MIC media fue de 41 pug/mL (intervalo 8-192). Los pacientes inscritos en el Estudio 2 tenian experiencia
previa con antibiéticos por inhalacién y, segun el protocolo, se les permitié reanudar el tratamiento con TOBI®/Colistina
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después del Dia 28 del estudio. Los pacientes en el Estudio 1 eran virgenes a los antibidticos por inhalacion, y no
recibieron antibiéticos por inhalacion adicionales durante el periodo de seguimiento. La dosis de 500 mg de Amikacina
Liposomal (50 mg/ml) fue bien tolerada, y en pacientes seleccionados mejoro la funcion pulmonar y disminuyo la densidad
de P. aeruginosa en el esputo. Los detalles de la demografia de los pacientes para los Estudios 1 y 2 (combinados) se
muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Datos demograficos del paciente en los estudios 1y 2.

Variable Media SD Mediana Min Max
Edad 23.7 6.96 22.5 14.0 38.0
Peso (kg) 59.1 13.0 58.6 43.4 99.6
Altura (cm) 168 8.10 168 155 194
IBW (kg) 61.4 8.99 60.0 47.9 87.7
CrCL (ml/min) 125 20.9 126 76.8 173

Todos los analisis de eficacia en estos estudios clinicos en Fase 1b/2a en humanos fueron de naturaleza exploratoria.
Los criterios de valoracion de la eficacia incluyeron:

El Cambio desde el basal en la densidad de P. aeruginosa (log1o CFU/g) en esputo;
El Cambio desde el Basal en las pruebas de funciéon pulmonar (FEV1, FEV1 % previsto, FVC y FEF (25.75 %,).

Los cambios en la densidad de P. aeruginosa en el esputo, FEV1y FEV1 % previsto en el Dia 14 se identificé como el
criterio de valoracion principal de eficacia.

Se realizaron el cultivo cuantitativo de muestras de esputo y subsecuentes pruebas de susceptibilidad de la amikacina de
cada una de ellas morfolégicamente distintas de P. aeruginosa. Se documenté la MIC de amikacina para los aislados con
la MIC mas alta cultivada de cada sujeto en el tamizaje y el Dia 14. La densidad (CFU por gramo de esputo) de P.
aeruginosa en el esputo se calculé como el valor de logqo para la suma de todos los morfotipos.

En la tabla 7 se muestra un resumen de las caracteristicas iniciales de la poblacién combinada (n = 24).

Tabla 7. Mediciones basales para los pacientes en los Estudios 1y 2.

Variable Media SD Mediana Min Méax

FEV1 (L) 2.38 1.07 2.18 1.15 6.10
FEV1% previsto (L/seg) 65.5 18.9 62.5 40.0 119
FEF25-75 (L/seg) 1.71 1.26 1.49 0.55 5.50
FVC (L) 3.32 0.92 3.27 1.67 5.28

Log10 CFU Recuento 7.05 1.3 7.3 3.51 8.98
MIC (mcg/ml) 35 56 10 2 192

Estudio 1: En este estudio, se incluyeron los pacientes con CF infectados con P. aeruginosa con aislados sensibles a la
amikacina (amikacina MIC < 64 pyg/mL), y aquellos sujetos virgenes a antibiéticos inhalados. La administracion de 500 mg
de Amikacina Liposomal una vez al dia durante 2 semanas mostré6 un cambio medio en la suma logaritmica de los
recuentos de P. aeruginosa desde el valor inicial hasta el Dia 14 de 1,09 (n = 13; intervalo de confianza del 95 %, 2,09 a
0,09). Las reducciones en los recuentos se observaron en 9 de los 13 sujetos. El tratamiento con Amikacina Liposomal
no resulté en la seleccion de cepas resistentes de P. aeruginosa. El MIC media de amikacina para P. aeruginosa fue de
8,04 pg/mL en el Dia 0 y de 30,79 pg/mL en el Dia 14. En el Dia 14, un solo aislado en un sujeto tenia una MIC no sensible
(> 256 pg/mL); todos los demas aislados del Dia 14 fueron sensibles a la amikacina. Ningin humano fue hospitalizado o
recibié antibidticos intravenosos anti-Pseudomonas. Adicionalmente, hubo una mejora en la funcién pulmonar medida por
un aumento en FEV1 desde el valor inicial hasta el Dia 14 de +260 ml (n = 13; intervalo de confianza del 95 %, +30 ml a
+500 ml). EI cambio correspondiente en FEV1 % previsto desde el valor inicial hasta el Dia 14 fue de + 7,32 %. Se
observaron aumentos en FEV1 en 9 de los 13 sujetos. También hubo aumentos en FEF25.75 %) (media: 570 ml) y FVC
(media: 180 ml).

Estudio 2: El Estudio 2 se realizé en una poblacién de pacientes con CF que estaban infectados con P. aeruginosa, y se
experimento el tratamiento con antibiéticos por inhalacion. En estos pacientes, la administracion de Amikacina Liposomal
500 mg g. d. durante 2 semanas no mostré ningin cambio significativo en la densidad de P. aeruginosa durante el estudio
(valores p 20,297 para el cambio desde el Dia 1). La proporcién de pacientes con P. aeruginosa mucoide permanecié
constante durante todo el estudio. No se observaron cambios estadisticamente significativos en FEV+1, FEV % previsto,
FVC y FEF25.75 %) después de la administracién de Amikacina Liposomal 500 mg. Sin embargo, se observaron tendencias
que sugieren una mejora en FEV1 % previsto, FVC y FEF25.75 %) en el Dia 7, el Dia 14 (fin del tratamiento) y el Dia 15.

Resumen de la Eficacia Integrada: Estudios 1y 2
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Los datos de la poblacion combinada de 24 pacientes en los estudios 1 y 2 se resumen a continuacién en las Tablas 8,
9, 10y 11. El criterio de valoracién microbiolégico de cambio en log CFU de P. aeruginosa, demostré una reduccion en la
densidad bacteriana en la poblacion combinada, pero esto no alcanzé significacion estadistica. Pero, cuando se analizaron
los datos de pacientes virgenes a antibidticos por inhalaciéon (estudio 1), se observé una reduccién estadisticamente
significativa en las CFU al final del tratamiento. Los factores que podrian explicar este efecto son la variabilidad inherente
en las muestras de esputo, la variabilidad entre los laboratorios en la metodologia y el informe de la microbiologia
cuantitativa, y la inscripcién de pacientes con MIC mas altas (incluidos los aislados resistentes) en el estudio 2. Todo lo
anterior se ve agravado por el pequefio tamafio de la muestra de cada estudio.

La evaluacion del beneficio clinico mediante la mediciéon de las pruebas de funcién pulmonar mostré una mejora
estadisticamente significativa en la funcién pulmonar medida por un aumento en FEV4 desde el valor inicial hasta el Dia
7 de +240 ml (n = 23; valor p 0,0024). El efecto en el dia 14 fue un aumento de 126 ml desde el valor inicial en FEV1, que
no fue estadisticamente significativo. Un aumento estadisticamente significativo correspondiente en FEV1 % previsto
desde el valor inicial hasta el Dia 7 fue + 7,49 % (n = 24; valor p 0,0002), y en el Dia 14 fue + 4,37 % (n = 24; valor p
0,0285). La mejora en la funcion pulmonar también se observé con la evaluacién de las vias respiratorias pequefias
medida por FEF25.75 %) en el dia 7, un aumento en +494 ml (n = 23; valor p 0,001), y en el Dia 14, +423 ml (n = 24; valor
p 0,0162). Estos datos respaldan una mejora clinicamente significativa en la funcién pulmonar en pacientes con CF con
infeccion cronica por Pseudomonas que ha recibido un curos de tratamiento de 14 dias con Amikacina Liposomal.

Tabla 8. Cambio en FEV desde el valor inicial en varios momentos en todos los pacientes.

Punto de Tiempo N Media Ccv valor de p

Dia 7 (predosis) 23 0.24 1.4 0.0024

Dia 14 (predosis) 24 0.126 2.66 0.1006
Dia 21 23 0.073 491 0.3397

Tabla 9. Cambio en el % de FEV previsto desde el valor inicial en varios momentos en todos los pacientes.

Punto de Tiempo N Media Ccv valor de p

Dia 7 (predosis) 23 7.491 1.09 0.0002

Dia 14 (predosis) 24 4.379 2.10 0.0335
Dia 21 23 2.713 3.25 0.1544

Tabla 10. Cambio en FEFs.75 desde el valor inicial en varios momentos en todos los pacientes.

Punto de Tiempo N Media Ccv valor de p

Dia 7 (predosis) 23 0.494 1.26 0.001

Dia 14 (predosis) 24 0.423 1.89 0.0162
Dia 21 23 0.338 2.15 0.0361

Tabla 11. Cambio en las CFU desde el valor inicial en varios momentos en todos los pacientes.

Punto de Tiempo N Media Ccv valor de p
Dia7 19 -0.154 -7.37 0.5616
Dia 14 20 -0.315 -4.42 0.3242
Dia 21 20 0.24 54 0.4182

Ejemplo 2
Estudio Clinico en Fase 1

Se completaron dos estudios clinicos en Fase 1 de dosis Unica con formulaciones de 20 y 50 mg/ml de Amikacina
Liposomal en voluntarios sanos y en pacientes con CF, respectivamente. Seis voluntarios sanos recibieron una dosis
unica de 120 mg de Amikacina Liposomal y la toleraron bien, y exhibieron una retencién prolongada de los liposomas
radiomarcados en los pulmones, con una vida media medida de 46 horas.

Se administré Amikacina Liposomal a sujetos con CF con infecciones crénicas por P. aeruginosa en un estudio clinico en
Fase | en humanos (Estudio 3). Se administraron dosis Unicas de 90 mg (n = 6), 270 mg (n = 6) 0 500 mg (n = 4) a sujetos
con CF para evaluar la seguridad, la tolerabilidad y la farmacocinética de la amikacina liposomal para inhalacion. Se
evaluaron un total de 24 pacientes con sesiones de dosificacion de una administracion de dosis Unica de Amikacina
Liposomal o placebo por inhalacion a través del nebulizador Pari LC Star. Se informaron dos eventos adversos graves
(ambos ocurrieron en el grupo placebo). Ambos eventos se recuperaron sin secuelas. Un total de 41 eventos adversos
(AE) se experimentaron en 17 de las 24 pacientes dosificados (71 %) durante el ensayo. De los AE informados, 10 de los
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16 pacientes (62,5 %) que informaron eventos adversos estaban en el grupo activo y 7 de los 8 pacientes (87,5 %) estaban
en el grupo placebo. El dolor de cabeza fue el AE mas comun reportado en el grupo activo y ningln paciente fue
descontinuado del estudio debido al AE. La Amikacina Liposomal fue bien tolerada y segura hasta una dosis Unica de 500
mg administrada mediante inhalacion.

Adicionalmente, los datos de PK confirman niveles minimos de farmaco sistémico y altos niveles de farmaco en el esputo,
y el modelado farmacodinamico estima una vida media de eliminacién prolongada presumiblemente debido a la liberacion
lenta desde los liposomas.

Ejemplo 3
Estudio Clinico en Fase 2

El disefio del estudio se resumen en la Figura 4. Los pacientes incluidos en el estudio fueron pacientes con CF mayores
oiguales a seis afios de edad con infecciones crénicas por P. aeruginosa Los pacientes no tomaron antibiéticos inhalados
durante 28 dias antes de comenzar el estudio. Los pacientes fueron estratificados por FEV1 (% prev) inicial y aleatorizados
2:1 a Arikace™ o placebo (1,5 % NaCl). La Cohorte 1 recibié 280 mg y la Cohorte 2, 560 mg de farmaco activo o placebo
durante 28 dias por inhalaciéon con nebulizador PARIeFlow®, y se siguieron durante 28 dias durante los cuales no se
administraron antibiéticos inhalados. La seguridad, la farmacocinética, la densidad del esputo de Pa, la calidad de vida
(CFQ-R) y la velocidad de exacerbacion se evaluaron semanalmente durante el periodo de estudio de 56 dias.

En resumen, la administracion diaria de 280 mg y 560 mg de amikacina liposomal durante 28 dias parece segura y bien
tolerada. La administracion de amikacina liposomal a 280 mg y 560 mg durante 28 dias resulta en una mejora dependiente
de la dosis en la funcion pulmonar, que se mantiene al menos durante 28 dias después de la finalizacién de la dosificacion.
Los pacientes que recibieron amikacina liposomal experimentaron menos exacerbaciones pulmonares (7,14 %) en
comparacioén con los que recibieron un placebo (18,18 %). Adicionalmente, el tiempo de exacerbacion se prolongdé en los
grupos de amikacina (41 dias) en comparaciéon con el placebo (19 dias). Los grupos que recibieron amikacina no
experimentaron exacerbaciones pulmonares durante el periodo de tratamiento de 28 dias. Los pacientes que recibieron
amikacina liposomal demostraron un mayor beneficio clinico en comparacién con el grupo placebo, medido por la mejora
en la calidad de vida de la escala respiratoria CFQR.

Las Figuras 5 y 6 representan graficos que muestran el cambio en la saturacion de oxigeno desde el valor inicial en
pacientes pediatricos (de 6 a 12 afios) en comparacion con el placebo. Los resultados demuestran una mejora en la
saturacion de oxigeno que comienza durante el periodo de tratamiento de 28 dias y continda mas alla del periodo de
tratamiento. También se observd una mejora similar en la saturacion de oxigeno en pacientes mayores de 12 afios.

Las Figuras 7a y 7b representan el cambio en la funcién pulmonar medido por el volumen espiratorio forzado (FEV)+) en
el grupo de placebo y en el grupo de amikacina, respectivamente, desglosado por grupos de edad. Los pacientes en el
grupo placebo muestran una disminucion general en FEV¢ para el dia 56, mientras que los pacientes que recibieron
amikacina liposomal demostraron consistentemente un aumento en FEV, tanto durante como hasta 28 dias después del
tratamiento. El grupo placebo tuvo el siguiente cambio en los valores de la funcion pulmonar (medido en ml):

Tabla 12: Cambio en FEV, en el grupo placebo.

Edad | Dia7 | Dia14 | Dia21 | Dia28 | Dia35 | Dia56
6-12 | -79 | -88(117) | 26 0(61) 6 4

13-18 | 87 2 (80) 25 | 26(149) | 25 65
18+ | 102 | 22(150) | 46 | 36(135) | -24 -56

El grupo de amikacina tuvo el siguiente cambio en los valores de la funcién pulmonar (ml):

Tabla 13: Cambio en FEV1 en el grupo tratado con amikacina liposomal.

Edad | Dia7 | Dia14 | Dia21 Dia28 | Dia35 | Dia56
6-12 173 | 232 (117) | 138 | 154(165) | 110 178

13-18 | 136 | 133(157) | 143 | 158 (153) 79 44
18+ 103 | 94 (107) 68 46 (95) 29 55

Una comparacion del cambio en FEV1 desde el valor inicial (medido en ml) para todos los pacientes en los grupos de 560
mg, 280 mg y placebo se muestra en la Figura 8. Una vez mas, los datos demuestran un efecto sostenido que dura tanto
como hasta el dia 56 en pacientes que reciben amikacina liposomal, donde el efecto es ain mas pronunciado en el grupo
de 560 mg en comparacién con el grupo de 280 mg. La Figura 9 representa el cambio desde el valor inicial como un
porcentaje. FEV1 aumento significativamente en el grupo de 560 mg, con un efecto del tratamiento sostenido de un
aumento de 224 ml (un 17,6 %) en comparacion con el placebo en el dia 56.
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Los datos del estudio también demostraron una reduccion significativa en las CFU en pacientes que reciben amikacina
liposomal en comparacién con el placebo, y esta reduccién se mantuvo al menos hasta el dia 35. La reduccion en las
CFU fue mas pronunciada para el grupo que recibié 560 mg de amikacina en comparacion con el grupo de 280 mg, como
se observa en la Figura 10. La Figura 11 representa el cambio de Log CFU para las cepas mucoides. Estos resultados
demuestran que la densidad de P. aeruginosa se redujo, medido por log CFU, en los grupos que recibieron amikacina
liposomal, en comparacion con el placebo, y este efecto se mantuvo al menos hasta el dia 35 del estudio. Los pacientes
con cepas mucoides de P. aeruginosa también fueron susceptibles al tratamiento con amikacina liposomal. Se observo
una reduccion de 1,2 log CFU en el grupo de 280 mg, y una reduccién de 2,0 log en el grupo de 560 mg. La reduccion se
mantuvo en el dia 35 del grupo de 560 mg con una reduccion de 1,8 log CFU, mientras que la reduccion se mantuvo con
una reduccion de 0,4 log CFU en el grupo de 280 mg.

Los datos farmacocinéticos revelaron altos niveles de amikacina en el esputo de pacientes que recibieron amikacina
liposomal, con una Cmax media (CV) de 3496 (0,973) mcg/g. El valor medio del area bajo la curva (AUC) fue de 13 120
(1,63) mcg/g*h para el grupo de 280 mg, mientras que el AUC medio fue de 22 445 (0,831) mcg/g*h). Los datos
farmacocinéticos del suero, por otro lado, demostraron una baja exposicion sistémica a la amikacina, con una Cmax media
(SD) de 2,27 (1,58) mcg/mL.

Los pacientes que recibieron amikacina liposomal también tuvieron una frecuencia y tiempo reducidos hasta la
exacerbacion pulmonar. Tabla 14:

Tabla 14: Exacerbaciones pulmonares.

Arikace Placebo
Pacientes 3/42 (7,1 %) 3/22 (13,6 %)
Tiempo hasta la exacerbacion (dias) 40,6* 19.3

* Sin exacerbacién durante el periodo de tratamiento.

Como se observa en la Tabla 14, el porcentaje de exacerbaciones en pacientes tratados con amikacina liposomal
(incluidos los grupos de 280 mg y 560 mg) fue menor en comparacion con el grupo placebo. Ademas, el tiempo hasta la
exacerbacion fue mucho mayor en pacientes que recibieron amikacina liposomal (40,6 dias) en comparaciéon con 19,3
dias en el grupo placebo.

Los tratamientos de rescate anti-Pseudomonal también se redujeron en los pacientes que recibieron amikacina liposomal
inhalada, en comparacién con el grupo placebo, como se observa en la Tabla 15.

Tabla 15: Tratamiento de rescate Anti-Pseudomonal.

Arikace Placebo
Pacientes 4/42 (9,5 %) 3/22 (13,6 %)
Tiempo hasta la exacerbacion (dias) 43,0* 21.3

* Sin rescate durante el periodo de tratamiento.

Como se observa en la tabla 15, un porcentaje menor de pacientes que recibieron amikacina liposomal inhalada requirié
tratamiento de rescate anti-Psuedomonal, en comparacién con el grupo placebo. Adicionalmente, el tiempo antes de que
fuera necesario el tratamiento de rescate se redujo en los pacientes con amikacina liposomal (43,0 dias) en comparacion
con el grupo placebo (21,3 dias).

Ejemplo de referencia 4
Nebulizaciéon de Amikacina Liposomal

Las propiedades de aerosol de la Amikacina Liposomal producida a partir del eFlow 40L se muestran en la Tabla 15. En
comparacion con el nebulizado generado a partir de LC Star, los valores del diametro aerodinamico medio de masa
(MMAD) para el eFlow son ~ 0,5 um mas grandes. En la Figura 1 se muestran las distribuciones de masa dependientes
del tamafio real de los impactadores de cascada ACI (con eFlow) y NGI (con LC Star) para la Amikacina Liposomal
nebulizada. El aerosol de las mediciones de eFlow/ACI fue ligeramente mas estrecho en distribucion de tamafio que el
del LC Star/NGI. Esta diferencia se refleja en la desviacién estandar geométrica media mas baja (GSD) (1,66 versus 1,99),
que es una medida del ancho de la distribucion alrededor del MMAD, ver valores en la Tabla 14. Esta distribucién mas
estrecha compensa cualquier efecto potencial de un MMAD mas grande y, por lo tanto, la cantidad de farmaco nebulizado
en el intervalo respirable (<5 uym de tamario de gota) es comparable tanto para eFlow como para LC Star.
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Tabla 14. Propiedades de la Amikacina Liposomal Nebulizada con los Nebulizadores eFlow y LC Star.

Nebulizador Propiedades de gotas del aerosol Por ciento de Amikacina Asociada
Impactador en | MMAD (um) |GSD (sin unidad)| Fraccién Pre-nebulizacién | Post-nebulizacion
cascada usado respirable®

eFlow Andersen 3.68 £ 0.26 1.66 + 0.07 729+5.5 96.3+21% 66.3+5.8 %
LC Star NGI 3.18+0.18 1.99 +0.05 745426 96.3+21% 62174 %

El impactador en cascada Andersen se uso a una velocidad de flujo de 28,3 I/min, 18 °C y 50 % de humedad. El impactador
NGI se uso6 a una velocidad de flujo de 15 I/min 'y 5 °C para lograr > 60 % de humedad. *Por ciento de masa de la dosis
nominal del farmaco que tiene menos de 5 um de diametro.

Ejemplo de referencia 5
Efecto de la Amikacina Liposomal sobre las infecciones pulmonares de P. aeruginosa en ratas

La eficacia de la Amikacina Liposomal para inhalacién, la amikacina liposomal se estudié mediante el uso de un modelo
para la infeccion pulmonar crénica (Cash, Woods y otros 1979) donde P. aeruginosa, embebida en una matriz de perlas
de agarosa, se instilé en la traquea de las ratas. Este modelo animal de Pseudomonas mucoides se desarrollé para
asemejarse a las infecciones crénicas por Pseudomonas observadas en pacientes con CF (Cantin y Woods 1999). Los
pulmones de rata se inocularon con 10* CFU de una cepa P. aeruginosa mucoide (cepa mucoide 3064) originalmente
aislada de un paciente con CF. Tres dias después, se administr6 60 mg/kg de Amikacina Liposomal (75 mg/ml) por
inhalacion una vez al dia durante 14 dosis (Q1D x 14) o cada dos dias durante 7 dosis (Q2D x 7) (6 mg/kg por dosis). A
modo de comparacion, la tobramicina se administré por inhalacion BID durante 14 dias (30 mg/kg por dosis para un total
de 60 mg/kg diarios). Hubo una reduccion significativa en la densidad bacteriana en los tres grupos de tratamiento en
comparacion con el control de solucién salina (ver Figura 2). No hubo diferencias significativas en la reduccion de
log10CFU/pulmon entre los tres grupos de tratamiento de ratas. Se debe sefialar que la Amikacina Liposomal (75 mg/ml)
administrada cada dos dias durante 14 dias (Q2D x 7), que suministr6 efectivamente la mitad de la dosis acumulada de
aminoglucosido, fue tan efectiva como el régimen de dosificacion diaria en este modelo.

Como se muestra en la Figura 3, cuando la dosificacion se extendié en este modelo a 28 dias, hubo reducciones
equivalentes en las CFU para los animales que recibieron Amikacina Liposomal dosificada diariamente a -60 mg/kg o
dosificada cada dos dias a -120 mg/kg. Sin embargo, esto solo fue visto como estadisticamente significativo para el ultimo
grupo en comparacion con los animales que recibieron solucion salina al 1,5 % en los mismos horarios (p = 0,24 y 0,03,
respectivamente). En ambos casos, hubo un nimero significativo de animales en los grupos control de solucion salina
que también experimentaron 2 reducciones logaritmicas en las CFU. La mayor duracion (posterior a los 14 dias) del
tratamiento de inhalacion de solucién salina parecié mejorar la capacidad espontdnea de las ratas para limpiar sus
pulmones de infeccion y presumiblemente de las perlas de agar que mantienen la afeccién de infeccidn crénica. Las ratas
que recibieron Amikacina Liposomal -120 mg/kg diariamente durante 14 dias, se observaron durante otros 14 dias y luego
se sacrificaron en el dia 35. Los pulmones de estos animales tenian bacterias por debajo del limite de deteccion, como
fue el caso en el grupo que recibié tobramicina 60 mg/kg (administrado dos veces al dia) diariamente durante 28 dias, y
luego se sacrificd. Los datos indican que en este experimento, la Amikacina Liposomal administrada a 120 mg/kg una vez
al dia durante 14 dias fue tan efectiva como la tobramicina 60 mg/kg/dia (administrada dos veces al dia) durante 28 dias.
Este resultado sugiere un AUC mas alto y posiblemente un efecto posteriori al antibiético prolongado con la Amikacina
Liposomal a 120 mg/kg.
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REIVINDICACIONES

1. Una formulacion de amikacina liposomal para usar en el tratamiento de una infeccién pulmonar por Pseudomonas
aeruginosa en un paciente con fibrosis quistica durante al menos dos ciclos de tratamiento, en donde la formulacién de
amikacina liposomal se nebuliza y comprende amikacina encapsulada en un liposoma que tiene un componente lipidico
que consiste en dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) y colesterol, y la relacién en el liposoma del componente lipidico con
respecto a amikacina es 0,6-0,7: 1 (peso/peso), y en donde el ciclo de tratamiento comprende un periodo de
administracion de una dosis terapéuticamente efectiva de la amikacina liposomal nebulizada de 20 a 35 dias, seguido por
un periodo de reposo de 15 a 75 dias, y se sigue al menos dos veces y en donde la dosis efectiva consiste en 100 a 2500
mg de amikacina diaria durante el periodo de administracion.

2. La formulacion de amikacina liposomal para usar de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la relacién de lipido
con respecto a amikacina es 0,6 en peso.
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Figura 8
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