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DESCRIPCION
Composicion farmacéutica para el tratamiento de la micosis
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende una combinacion de bencidamina
y un principio activo antimicético, presentando dicha combinacion un efecto sinérgico en el tratamiento de la
micosis.

Antecedentes de la invencion

Los hongos pertenecientes al género Candida son una de las causas mas comunes de infecciones flngicas en
todo el mundo.

Muchas especies de Candida son comensales inocuos o endosimbiontes de sus huéspedes, tales como, por
ejemplo, seres humanos.

Los hongos pertenecientes a las especies Candida albicans y Candida tropicalis normalmente se encuentran
presentes en la mucosa de la cavidad oral, en el tracto gastrointestinal y en la vagina. Sin embargo, al alterarse la
flora de las mucosas, por ejemplo, debido a un tratamiento prolongado con antibiéticos o por cambios hormonales,
los hongos pueden multiplicarse anormalmente y causan infecciones superficiales, por ejemplo, en la boca o en la
vagina, conocidas como candidiasis. En personas inmunosuprimidas, los hongos incluso pueden causar
infecciones sistémicas, conocidas como candidemia, que en ocasiones son mortales.

La vulvovaginitis causada por hongos representa actualmente aproximadamente 30% a 35% de las infecciones
vaginales y esta causada principalmente por hongos Candida albicans.

La vulvovaginitis se acompafa de cambios en el pH vaginal y los sintomas principales son picor vaginal y/o vulvar
intenso, pérdidas, inflamacién y dolor.

Tipicamente, el tratamiento es mediante la administracion de farmacos antimicéticos tépicos en forma de cremas,
ovulos vaginales y disoluciones para el uso externo. En el caso de infecciones graves y/o recurrentes, se
administran farmacos antimicoéticos por via oral.

Pevaryl™ es una crema disponible comercialmente para el tratamiento de la micosis vulvovaginal, que contiene
1% p/p de nitrato de econazol.

El econazol es un derivado de imidazol, provisto de un amplio espectro de actividad antimicética y utilizado
comunmente para el tratamiento de la micosis por Candida albicans.

Varias solicitudes de patente dan a conocer combinaciones de principios activos Utiles en el tratamiento de las
micosis oral y vulvovaginal.

El documento WO 96/26724 divulga una composicion farmacéutica que comprende una cantidad antiinflamatoria
de bencidamina o una sal de la misma, una cantidad antimicrobialmente eficaz de un agente antimicrobiano y un
portador o excipiente farmacéuticamente aceptable.

El documento US 2009/0208558 se refiere a la utilizacion de un agente antimicético y un inhibidor de la adhesion
a células epiteliales o endoteliales para producir un farmaco de combinacion para el tratamiento tépico de la micosis
por Candida.

La mayoria de combinaciones de farmacos muestran un efecto aditivo. Sin embargo, en algunos casos las combinaciones
muestran un efecto menor o mayor a un efecto aditivo. Dichas combinaciones se denominan antagonistas o sinérgicas,
respectivamente. Los efectos antagdnicos o sinérgicos son impredecibles y son resultados experimentales inesperados.
Sin embargo, constituye un reto encontrar combinaciones altamente eficaces, es decir, mezclas sinérgicas, de agentes
activos. La serendipia no es un camino valido, ya que el nimero de potenciales combinaciones de agentes es enorme. La
ofra estrategia de identificacion normal para deducir potenciales combinaciones a partir del conocimiento del mecanismo
también presenta un potencial limitado debido a que muchos puntos finales bioldgicos de organismos vivos estan afectados
por multiples rutas. Dichas rutas con frecuencia no son conocidas y, aunque lo sean, los modos en que las rutas interactdan
para producir el efecto final biolégico con frecuencia son desconocidos.

Sumario de la invenciéon

El solicitante se ha enfrentado al problema de proporcionar una composicion farmacéutica para el tratamiento de
micosis, que presenta una actividad mejorada en comparacion con las composiciones conocidas de la técnica.
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El solicitante ha descubierto que la bencidamina puede utilizarse en asociaciéon con principios activos antimicoticos
derivados del imidazol.

En particular, el solicitante ha descubierto inesperadamente que la combinacién de bencidamina con un principio
activo antimicéticos derivado del imidazol presenta un efecto sinérgico de inhibicion del crecimiento de hongos
pertenecientes al género Candida.

De esta manera, en un primer aspecto, la presente invencion se refiere a una composicién farmacéutica que
comprende una combinacion de bencidamina y un antimicético de imidazol o una sal del mismo, y por lo menos
un excipiente farmacéuticamente aceptable, para la utilizacion en el tratamiento de la micosis por Candida.

Ventajosamente, la bencidamina en la composicion segun la presente invencion proporciona alivio del picor y dolor
vulvovaginal.

Preferentemente, dicho antimicético de imidazol se selecciona de entre el grupo que comprende bifonazol,
butoconazol, clormidazol, clotrimazol, croconazol, econazol, fenticonazol, ketoconazol, isoconazol, miconazol,
neticonazol, omoconazol, oxiconazol, sertaconazol, sulconazol, tioconazol o sales de los mismos.

Mas preferentemente, dicho antimicotico de imidazol se selecciona de entre el grupo que comprende bifonazol,
butoconazol, clotrimazol, econazol, fenticonazol, ketoconazol, isoconazol, miconazol, omoconazol, sertaconazol,
sulconazol, tioconazol o sales de los mismos.

Todavia mas preferentemente, dicho antimicético de imidazol se selecciona de entre el grupo que comprende
butoconazol, econazol, fenticonazol, isoconazol, miconazol, sulconazol, o sales de los mismos.

Ventajosamente, dicho antimicético de imidazol es econazol, miconazol o una sal de los mismos.

Preferentemente, dicha micosis por Candida esta causada por Candida Albicans, Candida lusitaniae, Candida
tropicalis, Candida glabrata, Candida. rugosa, Candida parapsilosis, Candida tropicalis, o Candida
dubliniensis. Mas preferentemente, dicha micosis por Candida esta causada por Candida Albicans, Candida
lusitaniae, o Candida tropicalis.

Mas preferentemente, dicha micosis por Candida es candidiasis mucosa, candidiasis cutanea, onicomicosis,
candidiasis sistémica, candidiasis yatrogena, candidiasis del pafial, candidiasis intestinal o balanitis por candida.

Todavia mas preferentemente, dicha candidiasis mucosa es oral o vulvovaginal.
Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 representa visualmente los resultados de la actividad de las cremas A a C del ejemplo 7 sometidas
a ensayo en placas que contenian la cepa de Candida albicans ATCC 10231 con el método de dilucién en agar
utilizando 1% a 0.03% p/v de crema.

La figura 2 representa graficamente los resultados del analisis densitométrico llevado a cabo en placas de la
figura 1.

Descripcion detallada de la invencién

En la presente descripcion, la expresion “efecto sinérgico” se refiere a que la combinacion de bencidamina y
antimicético de imidazol inhibe el crecimiento de una cepa de hongo perteneciente al género Candida a una
concentracion inferior a la suma de las concentraciones de bencidamina y de antimicético de imidazol utilizados
solos para la misma cepa a fin de obtener la misma inhibicién. Es decir, un efecto sinérgico se refiere a que la
combinacién de bencidamina y antimicético de imidazol resulta eficaz en la producciéon de un efecto superior al
efecto aditivo de cada componente sobre la misma cepa.

En la presente memoria se define sinergia en términos del indice de concentracion inhibitoria fraccional (CIF), que
es la suma de las CIF de los farmacos individuales utilizados en cada combinacion, tal como indican Meletiadis J.
et al., en: Antimicrobial Agents and Chemotherapy, paginas 602 a 609, feb. de 2010. Bajo una definicion cientifica
estricta, y preferente, sinergia se define por un indice CIF inferior a 0.5, es decir, en el caso de que el 50% de la
inhibicién resulte de una combinacion de un cuarto o menos de la concentracion de cada farmaco requerida para
inducir el mismo efecto en caso de utilizarlo individualmente (es decir, la concentracion inhibitoria minima (CIM) de
cada farmaco). Un indice CIF de 0.5 bajo dicha definicion estricta define una respuesta aditiva. Bajo una definicion
mas amplia, utilizada en el contexto de la presente memoria, las cantidades sinérgicamente eficaces se definen
por un indice CIF inferior a 1.0, es decir, en el caso de que el 50% de la inhibicién resulte de una combinacién de
una mitad o menos de la CIM de cada farmaco. Un indice CIF de 1.0 bajo dicha definicion mas amplia define una
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respuesta aditiva. Bajo dicho ensayo, pueden prepararse isobologramas a partir de las curvas de dosis-respuesta
para diversas combinaciones de bencidamina y antimicético de imidazol en cada cepa, estando indicada la sinergia
por puntos bajo la linea que conecta el indice CIF de 1 para la bencidamina con el indice CIF de 1 para el
antimicotico de imidazol. Este estandar permite determinar las CIM para las combinaciones sometidas a ensayo,
de manera que se proporciona la CIM de cada componente necesario para conseguir una mezcla sinérgica. Las
cantidades exactas dependeran de, por ejemplo, la cepa particular.

En la presente descripcion y en las reivindicaciones siguientes, la expresion “antimicético de imidazol” indica
principios activos antimicéticos que comprenden un anillo imidazol en su estructura quimica.

Preferentemente, la composicion farmacéutica para la utilizacion segun la presente invencion contiene
bencidamina en una cantidad de entre 0.001% p en peso y 1% p en peso, mas preferentemente de entre 0.05% p
y 0.5% p, y todavia mas preferentemente, de entre 0.08% p y 0.2% p.

Preferentemente, la composicion farmacéutica para la utilizacion segun la presente invenciéon contiene el
antimicotico de imidazol, o una sal del mismo, en una cantidad de entre 0.01% p y 4% p, mas preferentemente de
entre 0.1% p y 2% p, y todavia mas preferentemente, de entre 0.5% p y 1.5% p.

Preferentemente, la composicién farmacéutica para la utilizacion segun la presente invencion es para la utilizacion topica.

Preferentemente, la composicion farmacéutica para la utilizacion segun la presente invencion se prepara en formas
de dosis adecuadas, tales como cremas, pomadas, lociones, geles, espumas, 6évulos, dvulos de liberacion
prolongada, irrigaciones vaginales o disoluciones para uso externo.

Mas preferentemente, dicha forma de dosis es crema, pomada, locién, irrigacion vaginal o disolucidon para uso
externo.

Todavia mas preferentemente, dicha forma de dosis es crema o irrigacion vaginal.

El excipiente farmacéuticamente aceptable puede seleccionarse de entre el grupo que comprende: emolientes,
espesantes, conservantes, estabilizantes, tensioactivos, tampones, sales para regular la presién osmdtica,
emulsionantes y similares.

Preferentemente, la composicion farmacéutica para la utilizacion segun la presente invencion comprende uno o
mas emulsionantes que presentan un equilibrio hidrofilo-lipéfilo (HLB) comprendido entre 6 y 9, y uno o mas
emulsionantes que presentan un HLB comprendido entre un valor superiora 9y 12.

Los emulsionantes con un HLB comprendido entre 6 y 9 utiles en la presente invencién son, por ejemplo, alcohol
cetearilico, ceteareth-20, poligliceril-3-diisoestearato, una mezcla de estearato de sorbitan y socoato de sacarosa,
dilaurato de PEG-4, sesquiestearato de metilglucosa, lauret-2, lauret-3, dioleato de PEG-8, poligliceril-5-dioleato,
estearoil lactilato sédico, laurato de sorbitan, glicéridos de lauroil macrogol-6, peroleato de PEG-40 sorbitan,
poligliceril-3- estearato, poliglicerilo-2-laurato.

Son emulsionantes con un HLB comprendido entre un valor superior a 9 y 12 que resultan utiles en la presente
invencion, por ejemplo, lauret-4, gliceril cocoato de PEG-7, glicéridos de PEG-20 almendra, palmitato de
poliglicerilo-3, aceite de ricino hidrogenado PEG-25, estearamida, una mezcla de estearato de glicerilo y estearato
de PEG-100, polisorbato-85, olivato de PEG-7, glucosido cetearilo, olivato de cetearilo, monoestearato de glicerilo,
diisoestearato de poliglicerilo-10, polisorbato-85, oleato de poliglicerilo-5, oleato de PEG-8, citrato de gliceril-
estearato, gliceril cocoato de PEG-7 y diestearato de poliglicerilo-3 metilglucosa.

Son emulsionantes particularmente preferidos con un HLB comprendido entre un valor superior a 9 y 12 Tefosa 63,
una mezcla de palmitoestearato y glicol-estearato de PEG-6 y PEG-32, y Gelot 64, una mezcla de monoestearato
de glicerol y estearato de PEG-75, ambas fabricadas por Gattefosse SAS, Francia.

Son emulsionantes particularmente preferidos con un HLB comprendido entre 6 y 9: Labrafil M2130CS, una mezcla
de glicéridos lauroil macrogol-6 y Labrafil M1944CS, una mezcla de glicéridos de oleoil polioxil-6, ambos fabricados
por Gattefosse SAS, Francia.

Los ejemplos a continuacion pretenden ser una ilustracion adicional de la presente invencién, aunque no limitativa.
Ejemplos

El objetivo de los ensayos dados a conocer en los ejemplos 1 a 5 era evaluar la actividad fungicida in vitro de la

combinacién de bencidamina y un antimicético de imidazol contra cepas de hongos pertenecientes al género
Candida.
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Ejemplo 1

1.1 Preparacién de cepas flngicas

Se descongelaron cepas de Candida almacenadas a -80°C y se sembraron estrias sobre una placa de SDA 'y
después se llevo a cabo un segundo subcultivo. A continuacion, se prepararon suspensiones de cepas de Candida
de la manera siguiente.

Se introdujeron 10 ml de disolucién salina en un tubo Falcon de 50 ml con 5 g de perlas de vidrio. Se transfirié un
asa llena de células de las colonias del segundo subcultivo a la disolucién salina y se suspendieron frotando el asa
contra la pared himeda del tubo para desprender las células. A continuacion, el tubo se sometio a agitacion durante
3 minutos con un agitador mecanico.

Se ajusto el nimero de células en la suspension de 1.5x108 a 5.0x108 unidades formadoras de colonia (UFC)/ml
utilizando disolucion salina segun el estandar de McFarland n° 5 y leyendo la densidad 6ptica a 550 nm.

Para el recuento, se prepararon diluciones en serie 1:10 utilizando disolucion salina, obteniendo diluciones 10y
10" de la suspensién. Se extendié una muestra de 100 pl de cada dilucion sobre la placa y se incubo a 37°C
durante 48 h. Se realizé un recuento del nimero de colonias mediante inspeccion visual y se encontré que la
densidad celular se encontraba dentro del intervalo deseado.

1.2 Método de dilucién en agar

La metodologia era similar a la dada a conocer en R. Moody et al., "In Vitro Activities of Miconazole, Miconazole
Nitrate, and Ketoconazole Alone and Combined with Rifampin against Candida spp. and Torulopsis glabrata
Recovered from Cancer Patients", Antimicrobial Agents and Chemotherapy: 17, 871-875, 1980.

1.2.1 Preparacién de disoluciones de principios activos

Se utilizaron placas Petri estandares (92 mm de diametro x 16 mm de altura). Tras verter el agar, se dejé que las
placas se enfriasen y después se utilizaron inmediatamente.

(A) Las disoluciones utilizadas para calcular la CIM de los principios activos se prepararon tal como se indica a
continuacion en la presente memoria.

Se disolvié cada uno de nitrato de econazol y nitrato de miconazol en dimetilsulféxido (DMSQO) al 100%
hasta concentraciones de 5.0 mg de farmaco activo por ml. A continuacion, se prepararon diluciones 1:2 en
serie en DMSO hasta concentraciones de 5.0 mg/ml a 0.078 mg/ml. Se afadieron 0.250 ml de cada
disolucién de econazol o nitrato de miconazol a 24.75 ml (dilucion 1:100) de agar Sabouraud fundido (Difco
Laboratories, Detroit, Mich.), se mezclaron y se vertieron en placas Petri estandares, hasta una
concentracion final de 50 yg/ml a 0.78 pg/ml.

Se disolvié bencidamina en agua hasta una concentracion de 12.5 mg/ml. A continuacion, se prepararon
diluciones 1:2 en serie en agua hasta concentraciones de 12.5 mg/ml a 1.56 mg/ml. Se afiadié 1 ml de cada
disolucién de bencidamina a 24 ml (dilucién 1:25) de agar Sabouraud fundido, se mezclaron y se vertieron
en placas Petri estandares, hasta una concentracion final de 0.5 mg/ml a 0.0625 mg/ml.

A modo de control positivo, se diluyd anfotericina B de una disolucién madre de 1600 pug/ml en DMSO hasta
disponer de disoluciones con concentraciones entre 50 pg/ml y 6.25 pg/ml. Dichas disoluciones se diluyeron
1:100 en agar Sabouraud, se mezclaron y se vertieron en placas de Petri estandares, hasta una
concentracion final de 0.5 yg/ml a 0.0625 pg/mil.

Se incluyeron en el experimento controles negativos de agua, DMSO y agua+DMSO.

(B) Para los estudios de sinergia, se prepararon disoluciones adicionales de econazol y nitrato de miconazol
que presentaban concentraciones de 2.5 mg/ml a 0.098 mg/ml en DMSO, con diluciones 1:2 en serie tal
como se da a conocer en el parrafo 1.2.1(A).

Ademas, se prepararon disoluciones adicionales de bencidamina que presentaban concentraciones de 6.25 mg/mi
a 1.56 mg/ml en agua, con diluciones 1:2 en serie tal como se da a conocer en el parrafo 1.2.1(A). Ademas, la
disolucién de bencidamina con una concentracion de 6.25 mg/ml se diluyé 1:1.43 en agua, proporcionando una
disolucién de bencidamina con una concentracion de 4.37 mg/ml.

A continuacion, se afiadieron 0.250 ml de cada disolucién de econazol o nitrato de miconazol y 1 ml de cada
disolucién de bencidamina se afiadié a 23.750 ml de agar Sabouraud fundido (Difco Laboratoires, Detroit, Mich),
se mezclaron y se vertieron en placas Petri estandares, resultando de esta manera en concentraciones finales de
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econazol o miconazol de 25 yg/ml a 0.098 ug/ml y de bencidamina de 0.25 mg/ml a 0.0625 mg/ml y 0.175 mg/mi.

1.2.2 Ensayos de susceptibilidad

(A) Para el calculo de la CIM, la superficie de cada placa de Petri estandar preparada tal como se indica en el
parrafo 1.2.1(A) se inoculé con cuatro manchas (volumen de inéculo: 20 ul) de las suspensiones de cepas
de Candida preparadas tal como se ha indicado en el parrafo 1.1.

A modo de control positivo se utilizaron suspensiones de ensayo inoculadas en placas Petri estandares con
anfotericina B.

A modo de controles negativos se utilizaron suspensiones de ensayo inoculadas en placas Petri estandares
sin farmacos pero que contenian agua, DMSO y agua+DMSO.

Todas las placas Petri se incubaron a 35°C durante 48 h.
(B) para los estudios de sinergia, la superficie de cada placa Petri tal como se indica en el parrafo 1.2.1(B) se
inoculé con cuatro manchas (volumen de inéculo: 20 pl) de las suspensiones de cepas de Candida

preparadas tal como se indica en el parrafo 1.1 y se incubaron a 35°C durante 48 horas.

1.3 Método de dilucién en caldo

La metodologia utilizada para el método de dilucion en caldo era similar a la dada a conocer en "EUCAST Definitive
Document EDef 7.1: method for the determination of broth dilution MICs of antifungal agents for fermentative
yeasts" (Clin. Microbiol. Infect. 14: 398-408, 2008).

1.3.1 Preparacién de disoluciones de principios activos

(A) Las disoluciones utilizadas para calcular la CIM de los principios activos se prepararon tal como se indica a
continuacion en la presente memoria.

Se disolvié cada uno de nitrato de econazol y nitrato de miconazol en dimetilsulféxido (DMSQO) al 100%
hasta concentraciones de 10.0 mg de farmaco activo por ml. A continuacion, se prepararon diluciones 1:2
en serie en DMSO hasta concentraciones de 10.0 mg/ml a 0.078 mg/ml. Dichas disoluciones se diluyeron
1:100 adicionalmente en RPMI-1640 (GiBCO® de Life Technologies) que contenia 2% de glucosa, acido 3-
(N-morfolino)propanosulfénico (MOPS, de Sigma) sin NaHCO3, hasta una concentracion final de 100 ug/ml
a 0.78 pg/ml.

Se disolvié nitrato de clotrimazol en dimetilsulféxido (DMSO) al 100% hasta una concentracién de 1.250 mg
de farmaco activo por ml. A continuaciéon, se prepararon diluciones 1:2 en serie en DMSO hasta
concentraciones de 1.250 mg/ml a 0.0196 mg/ml. Dichas disoluciones se diluyeron 1:100 adicionalmente
en RPMI-1640 (GiBCO® de Life Technologies) que contenia 2% de glucosa, &acido 3-(N-
morfolino)propanosulfénico (MOPS, de Sigma) sin NaHCO3, hasta una concentracion final de 12.50 ug/ml
a 0.196 pg/ml.

Se disolvié nitrato de fluconazol en dimetilsulféxido (DMSO) al 100% hasta una concentracion de 5.0 mg de
farmaco activo por ml. A continuacién, se prepararon diluciones 1:2 en serie en DMSO hasta
concentraciones de 5.0 mg/ml a 0.3125 mg/ml. Dichas disoluciones se diluyeron 1:100 adicionalmente en
RPMI-1640 (GiBCO® de Life Technologies) que contenia 2% de glucosa, acido 3-(N-
morfolino)propanosulfonico (MOPS, de Sigma) sin NaHCO3, hasta una concentracion final de 50 pg/ml a
3.125 pg/mil.

Se disolvié bencidamina en agua hasta una concentracién de 25 mg/ml. A continuacion, se prepararon
diluciones 1:2 en serie en agua hasta concentraciones de 25 mg/ml a 3.125 mg/ml. Se afadié 1 ml de cada
disolucion a 24 ml (dilucion 1:25) de RPMI-1640 (GiBCO® de Life Technologies) que contenia 2% de
glucosa, acido 3-(N-morfolino)propanosulfonico (MOPS, de Sigma) sin NaHCOs3, hasta una concentracion
final de 1 mg/ml a 0.125 mg/ml.

A modo de control positivo, se diluyé anfotericina B de una disolucién madre de 1600 pyg/ml en DMSO a
disoluciones con concentraciones de entre 200 pg/ml y 50 ug/ml. Dichas disoluciones se diluyeron 1:100
en RPMI-1640 (GiBCO® de Life Technologies) que contenia 2% de glucosa, &acido 3-(N-
morfolino)propanosulfénico (MOPS, de Sigma) sin NaHCOs3, hasta concentraciones de 2 ug/ml a 0.5 pg/ml.
Se incluyeron en el experimento controles negativos de agua, DMSO y agua+DMSO.

(B) Para los estudios de sinergia, se prepararon disoluciones adicionales de econazol, miconazol, clotrimazol
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y nitrato de fluconazol con concentraciones de 100 ug/ml a 0.049 ug/ml en RPMI-1640, tal como se da a
conocer en el parrafo 1.3.1(A).

Ademas, se prepararon disoluciones adicionales de bencidamina con concentraciones de 1 mg/ml a 0.25 mg/ml
en RPMI-1640, tal como se da a conocer en el parrafo 1.3.1(A). Ademas, la disolucién de bencidamina con una
concentracion de 1 mg/ml se diluy6 adicionalmente 1:1.43 con RPMI-1640, hasta una concentracion de 0.7 mg/ml.

1.3.2 Ensayos de susceptibilidad

Se utilizaron placas de microdilucion que contenian pocillos con una capacidad nominal de aproximadamente
300 pl/pocillo.

Las suspensiones de cepas de Candida preparadas tal como se indica en el parrafo 1.1 se cultivaron en medio
agar de Sabouraud SDA (Oxoid). Las colonias se diluyeron en disolucién salina tamponada con fosfato (PBS) y se
ajustaron las suspensiones a aproximadamente 1-5x10° UFC/ml utilizando estandar de McFarland 0.5 y lectura de
la densidad éptica a 550 nm.

Se prepar6 un inéculo estandar mediante la suspension de colonias individuales a partir de un segundo subcultivo
de cepas de Candida, para conseguir una densidad optica similar al estandar McFarland 0.5 (aproximadamente 1-
5x10% UFC/ml).

(A) Para el calculo de la CIM, se prepararon placas de microdiluciéon que contenian en cada pocillo 100 pl de
cada disolucion de los principios activos obtenidos tal como se indica en el parrafo 1.3.1(A). A continuacion,
se inocularon los pocillos con 100 pl de suspensiones de cepas de Candida tal como se ha dado a conocer
anteriormente que contenian 1-5x10% UFC/m.

En cada pocillo, la densidad de indculo final y la concentracion final de los principios activos era la mitad de
la utilizada (es decir, la densidad del indculo final era 0.5-2.5x10% UFC/ml; la concentracion de econazol y
miconazol era de 50 yg/ml a 0.39 pg/ml; la concentracion de clotrimazol era de 6.25 pg/ml a 0.098 pg/ml;
la concentracion de fluconazol era de 50 ug/ml a 3.125 ug/ml, y la concentracion de bencidamina era de
0.5 mg/ml a 0.0625 mg/ml).

Los pocillos que contenian 100 pl de anfotericina B inoculados con 100 ul de las mismas suspensiones de
Candida se utilizaron a modo de control positivo.

Los pocillos que contenian 100 uyl de agua, DMSO y agua+DMSO y medio libre de farmacos estéril inoculado
con 100 pl de las mismas suspensiones de Candida se utilizaron a modo de control negativo.

Las placas de microdilucién se incubaron durante 48 horas a 35°C.

(B) Para los estudios de sinergia, se prepararon placas de microdilucion que contenian en cada pocillo 50 pl
de cada disolucién de econazol y miconazol y 50 ul de cada disolucion de bencidamina, obtenidas tal como
se da a conocer en el parrafo 1.3.1(B). A continuacion, los pocillos se inocularon con 100 pl de las
suspensiones de 1-5x10% UFC/ml de Candida. En cada pocillo, la densidad de indculo final era la mitad de
la utilizada (es decir, 0.5-2.5x10°% UFC/ml) la concentracion final de los principios activos eran un cuarto de
la utilizada (es decir, la concentracion de econazol y miconazol era de 25 pg/ml a 0.098 pg/ml; la
concentracion de clotrimazol era de 0.78 pg/ml a 0.049 ug/ml; la concentracion de fluconazol era de
25 pg/ml a 3.125 pg/ml, y la concentracion de bencidamina era de 0.25 mg/ml a 0.0625 mg/ml y
0.175 mg/ml).

Las placas de microdilucién se incubaron durante 48 horas a 35°C.
1.4 Célculo de la CIM

La concentracion mas baja de farmaco que produjo una inhibicion completa del crecimiento de una determinada
cepa de Candida se considero la concentracion inhibitoria minima (CIM) para dicha cepa.

Se obtuvo el valor de la CIM para C. lusitaniae ATCC® 34449 con el método de dilucién en agar dado a conocer
en el parrafo 1.2.

Los valores de CIM para C. albicans ATCC® MYA-427, C. tropicalis ATCC® 750, C. albicans ATCC® 10231y C.
albicans ATCC® MYA-574 resistente a fluconazol se obtienen con el método de dilucién en caldo dado a conocer
en el parrafo 1.3.

Los valores de CIM de nitrato de econazol, nitrato de miconazol, nitrato de clotrimazol, nitrato de fluconazol y
bencidamina para las cepas de Candida dadas a conocer se dan a conocer en la tabla 1 a continuacion.
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Tabla 1
Cepas de Candida
Princioio C. albicans ATCC
activ% C. lusitaniae ATC | C. albicans ATCC | C. tropicalis ATC | C. albicans ATCC ® MYA-574
C® 34449 ® MYA-427 C® 750 ® 10231 resistente a
fluconazol
Nitrato de
econazol 1.56 25 12.5 25 25
(pg/ml)
Bencidamina ) o5 6.25 6.25 50
(pg/ml) ' '
Nitrato de
clotrimazol - - 6.25 0.025 -
(pg/ml)
Nitrato de
fluconazol - - 50 3.125 -
(pg/ml)
Bencidamina 05 05 05 05 05
(mg/ml) . . . . .
Anfotericina B ) ) ) 05 )
(pg/ml) '

Agua n/a n/a n/a n/a n/a
DMSO n/a n/a n/a n/a n/a
Agua +
DMSO n/a n/a n/a n/a n/a

El agua, DMSO y agua+DMSO utilizados a modo de controles negativos no mostraron ningun efecto inhibitorio (n/a).

1.5 Efecto sinérgico

La actividad fungicida de la combinacién de bencidamina y nitrato de econazol se evalu6 frente a C.
lusitaniae ATCC® 34449 en agar Sabouraud, con el método de dilucién en agar dado a conocer en el parrafo 1.2.

El efecto sinérgico de las combinaciones que comprendian bencidamina y nitrato de econazol se evaluaron
mediante el calculo de la concentracion inhibitoria fraccional (CIF), segun Meletiadis J. et al. in Antimicrobial Agents
and Chemotherapy, paginas 602 a 609, feb. de 2010.

Los valores de CIF comparaban la actividad antimicética de la combinacién que comprendia bencidamina y nitrato
de econazol con la actividad antimicética de cada uno de los principios activos sometidos a ensayo individualmente.

Los valores de CIF para las combinaciones que comprendian bencidamina y nitrato de econazol (CIFcombinacion b+e])
se calcularon para cada cepa de Candida utilizando la ecuacién a continuacion:

CIF (combinacion b+e] = CIF5) + ClFig)
en la que:

CIFp; es la concentracion inhibitoria fraccional de bencidamina con respecto a la cepa de Candida especifica,
calculada como la proporcién entre la CIM de bencidamina en presencia de una cantidad sub-CIM de econazol
(CIMp+e)) y la CIM de bencidamina sola (CIM(,)), de la manera siguiente:

_ CIM (b+e)
Cl &~ CiM(b)

CIF es la concentracion inhibitoria fraccional del econazol respecto a una cadena de Candida especifica,
calculada como la proporcioén entre la CIM del econazol en presencia de una cantidad sub-CIM de bencidamina
(CIM(e+by) y la CIM del econazol solo (CIM,)), de la manera siguiente:

_ CIM(e+b)
CIF(e) T CIM(e)

La sinergia se define como una CIF inferior a 0.5 segun Meletiadis J. et al., Antimicrobial Agents and Chemotherapy,
paginas 602 a 609, feb. de 2010.
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Tabla 2
concentracion de bencidamina (mg/ml)
0.25 0.175 0.125 0.0625
0.78 | sin crecimiento | sin crecimiento | sin crecimiento G
concentracion de nitrato 0.39 | sin crecimiento | sin crecimiento | sin crecimiento -
de econazol (ug/ml) 0.195 | sin crecimiento | sin crecimiento | sin crecimiento -
0.098 | sin crecimiento G G -

En la tabla anterior, la letra “G” indica que se ha observado crecimiento de C. lusitaniae ATCC® 34449.

La CIF para la combinacion de bencidamina y nitrato de econazol (ClFcombinacion b+e]) S€ calculé con la ecuacién
dada a conocer anteriormente:

CIFp; = 0.125/0.5 = 0.25

CIFp; = 0.098/1.56 = 0.0628

CIF[Combinacién b+e] = 0.0628 + 0.25 =0.3128
Los resultados anteriores demuestran que, en el caso de que los principios activos bencidamina y nitrato de
econazol estén asociados a concentraciones sub-CIM, se observa una actividad fungicida sinérgica contra C.
lusitaniae ATCC® 34449.
Los ejemplos 2 a 5, a continuacion, resumen los resultados obtenidos para otras cepas de Candida.
Ejemplo 2

La actividad fungicida de bencidamina y econazol o nitrato de miconazol se evalu6 frente a C. albicans ATCC®
MYA-427 en RPMI-1640 con el método de dilucién en caldo dado a conocer en el parrafo 1.3.

Los resultados se resumen en la tabla 3.

Tabla 3
concentracion de bencidamina (mg/ml)
0.125
3.125 sin crecimiento
concentracion de nitrato de econazol (ug/ml) 1.56 sin crecimiento

0.78 G

3.125 sin crecimiento

concentracion de nitrato de miconazol (ug/ml) 1.56 sin crecimiento
0.78 sin crecimiento
0.39 G

G=se observa crecimiento

Los datos anteriores muestran claramente que la combinacién con bencidamina ha permitido reducir la CIM del
nitrato de econazol de 25 yg/ml, tal como se muestra en la tabla 1, a 1.56 pug/ml, y la CIM del nitrato de miconazol,
de 25 pg/ml, tal como se muestra en la tabla 1, a 0.78 pg/ml.

Ejemplo 3

La actividad fungicida de bencidamina y econazol o nitrato de miconazol se evalu6 frente a C. tropicalis ATCC®
750 en RPMI-1640 con el método de dilucién en caldo dado a conocer en el parrafo 1.3.

Los resultados se resumen en la tabla 4.

Tabla 4
concentracion de bencidamina
(mg/ml)
0.175
1.56 sin crecimiento
concentracion de nitrato de econazol (ug/ml) 0.78 G
0.39 G
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concentracion de bencidamina
(mg/ml)
0.175
0.78 sin crecimiento
concentracion de nitrato de miconazol (ug/ml) 0.39 G
0.195 G
G=se observa crecimiento

Los datos anteriores muestran claramente que la combinacién con bencidamina ha permitido reducir la CIM del
nitrato de econazol de 12.5 ug/ml, tal como se muestra en la tabla 1, a 1.56 pg/ml, y la CIM del nitrato de miconazol,
de 6.25 pg/ml, tal como se muestra en la tabla 1, a 0.78 pg/ml.

Ejemplo 3a

La actividad fungicida de bencidamina y clotrimazol o nitrato de fluconazol se evalu6 frente a C. tropicalis ATCC®
750 en RPMI-1640 con el método de diluciéon en caldo dado a conocer en el parrafo 1.3.

Los resultados se resumen en la tabla 4a.

Tabla 4a
concentracion de
bencidamina (mg/ml)
0.175
0.390 sin crecimiento
.. . . 0.195 sin crecimiento
concentracion de nitrato de clotrimazol (ug/ml) 0098 Sin crecimiento
0.049 G
25 sin crecimiento
concentracion de nitrato de fluconazol (ug/ml) ;222 :2 2:22:2:22:2
3.13 G
G=se observa crecimiento

Los datos anteriores muestran claramente que la combinacién con bencidamina ha permitido reducir la CIM del
nitrato de clotrimazol de 6.25 pg/ml, tal como se muestra en la tabla 1, a 0.098 pg/ml, y la CIM del nitrato de
fluconazol, de 50 pg/ml, tal como se muestra en la tabla 1, a 6.25 pyg/ml.

La CIF para la combinacién de bencidamina y nitrato de clotrimazol (CIFcombinacisn b+c]) S€ calculd con la ecuacion
dada a conocer anteriormente, resultando ser de 0.37.

La CIF para la combinaciéon de bencidamina y nitrato de fluconazol (CIFcombinacion b+7) S€ calculd con la ecuacién
dada a conocer anteriormente, resultando ser de 0.48.

Ejemplo 4

La actividad fungicida de bencidamina y econazol o nitrato de miconazol se evalu6 frente a C. albicans ATCC®
10231 en RPMI-1640 con el método de dilucién en caldo dado a conocer en el parrafo 1.3.

Los resultados se resumen en la tabla 5.

Tabla 5
concentracion de
bencidamina (mg/ml)
0.125

6.25 sin crecimiento
concentracion de nitrato de econazol (ug/ml) 3.125 sin crecimiento

1.56 G

3.125 sin crecimiento
concentracion de nitrato de miconazol (ug/ml) 1.56 sin crecimiento

0.78 G
G=se observa crecimiento

10
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Los datos anteriores muestran claramente que la combinacién con bencidamina ha permitido reducir la CIM del
nitrato de econazol de 25 ug/ml, tal como se muestra en la tabla 1, a 3.125 pg/ml, y la CIM del nitrato de miconazol,
de 6.25 pg/ml, tal como se muestra en la tabla 1, a 1.56 pg/ml.

Ejemplo 5

La actividad fungicida de bencidamina y econazol o nitrato de miconazol se evalué frente a C. albicans ATCC® MYA-
574 resistente a fluconazol en RPMI-1640 con el método de dilucién en caldo dado a conocer en el parrafo 1.3.

Los resultados se resumen en la tabla 6.

Tabla 6
concentracion de bencidamina (mg/ml)
0.25 0.125 0.0625
concentracion de nitrato de econazol (ug/ml) 12.5 | sin crecimiento | sin crecimiento -
. . . 25 sin crecimiento | sin crecimiento | sin crecimiento
concentracion de nitrato de miconazol (ug/ml) - — - —
12.5 | sin crecimiento | sin crecimiento -

G=se observa crecimiento

Los datos anteriores muestran claramente que la combinacién con bencidamina ha permitido reducir la CIM del
nitrato de econazol de 25 yg/ml, tal como se muestra en la tabla 1, a 12.5 yg/ml, y la CIM del nitrato de miconazol,
de 50 pg/ml, tal como se muestra en la tabla 1, a 12.5 pg/ml.

Ademas, la CIM de la bencidamina se redujo de 0.5 mg/ml, tal como se muestra en la tabla 1, a 0.125 mg/ml, en
el caso de encontrarse en combinacion con econazol, y a 0.0625 mg/ml, en el caso de encontrarse en combinacion
con miconazol.

Ejemplo 6
La tabla 7, a continuacion, muestra la formulacion de tres composiciones farmacéuticas para la utilizacién segun

la presente invencion en forma de crema para la aplicacion topica. Todos los valores se expresan en porcentaje en
peso con respecto al contenido total de la formulacion.

Tabla 7

Cantidad (% p/p)
Ingredientes F1 F2 F3
Galato de propilo 0.1 - 0.1
EDTA 0.1 - 0.1
Miglyol 812 3 3 -
Aceite de parafina - - 3
Compritol 888 ATO - 2
Gelot 64 - 12 -
Tefose 63 18 - 18
Labrafil M1944CS - - 3
Labrafil M2130CS 3 3 -
Hidrocloruro de bencidamina 0.12 ] 012 | 0.12
Nitrato de econazol 1 1 1
Agua c.s. 100 | 100 | 100
Miglyol 812 : Triglicérido caprilico/caprico (Sasol Olefin & Surfactants GmbH, Alemania Compritol 8888ATO:
behenato de glicerilo (Gattefosse SAS, Francia)
Gelot 64 : Mezcla de monoestearato de glicerol y estearato de PEG-75 - HLB10 (Gattefosse SAS, Francia)
Tefose 63 : Palmitoestearato de PEG-6 y PEG-32 / estearato de glicol - HLB 10 (Gattefosse SAS, Francia)
Labrafil M1944CS: glicéridos de oleoil polioxilo-6 - HLB 9 (Gattefosse SAS, Francia)
Labrafil M2130CS: glicéridos de lauroil macrogol-6 - HLB 9 (Gattefosse SAS, Francia)

La formulacion de crema F1 se sometid a ensayo para evaluar la liberacion de principios activos ocho horas
después de la aplicacion.

Se utilizaron experimentos de difusion celular de Franz para analizar las tasas de flujo transdérmico in vitro de
hidrocloruro de bencidamina a través de una membrana de sustrato. Las celdas de difusion de Franz son un
método comun y bien conocido para medir las tasas de flujo transdérmico. El procedimiento general de celda de
Franz se describe en Franz, T. J., Percutaneous absorption: on the relevance of in vitro data, J. Invest. Derm.
64:190-195, 1975. A continuacion, se proporciona la metodologia utilizada en el presente ejemplo.

11
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Se utilizd una membrana de celulosa regenerada con una porosidad de 0.45 ym. La membrana se acondicioné
con una disolucion de NaCl al 0.9% p/v antes de la utilizacion con el objetivo de eliminar el aire de los poros.

La superficie de contacto de la membrana con el producto era de 0.6 cm? El compartimiento receptor se
termostatizé a 37°C. Se aplicé un gramo de formulacion de crema n° 1 sobre la membrana en el compartimiento
donante. Cada hora durante un periodo de ocho horas, se extrajeron 0.3 ml de una disolucion receptor de NaCl al
0.9% p/v y se sustituy6 por disolucion nueva.

Se analizaron las muestras recogidas utilizando un método de HPLC.

Se informa de los resultados como cantidad acumulada de principio activo liberada por unidad de superficie frente
al tiempo. Los resultados del ensayo se resumen en la tabla 8, a continuacion.

Tabla 8

Tiempo (h) | Liberacién de principio
activo (ug/cm?)
0
5.40
8.00
10.13
12.04
13.41
14.90
16.50
17.40

XN | [(W|IN(—~|O

Ejemplo 7

Se sometio a ensayo la actividad anti-Candida de una formulaciéon de crema para la utilizacion segun la presente
invencion que contiene los mismos ingredientes de la crema F1 de la tabla 7 (crema A) en comparacioén con la
actividad de la crema Pevaryl®, una crema comercial que contiene 1% de nitrato de econazol unicamente (crema
B) y placebo (crema C).

Se utilizé6 Candida albicans cepa ATCC 10231 para investigar las propiedades antifungicas de las cremas Aa Cy,
en particular, para corroborar que la presencia de bencidamina presentaba efectos sobre la actividad fungicida del
econazol.

Con este fin, se preparé un ensayo de dilucién en agar segun Asterholm et al. (Acta Derm. Venereol. 90: 239-245,
2010), a fin de poder someter a ensayo la formulacion de crema. Debido a exigencias técnicas, fue necesario diluir
las cremas en agar de manera que las concentraciones de crema finales se encontrasen comprendidas en el
intervalo de 0.03% a 1% (p/v).

Tal como se informa en las figuras 1y 2, la inspeccion visual y el analisis densitométrico de las placas confirmaron
que la presencia de bencidamina incrementa la actividad fungicida del econazol. De hecho, los datos del analisis
densitomeétrico mostré que una concentracion 4 veces mas baja de la crema A resulté suficiente para obtener una
reduccion del crecimiento similar a la observada con la crema B.

12
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REIVINDICACIONES

1. Composicién farmacéutica que comprende una combinacion sinérgica de bencidamina y un antimicético de
imidazol o una sal del mismo, y por lo menos un excipiente farmacéuticamente aceptable, para una utilizacion en
el tratamiento de la micosis por Candida.

2. Composicidon farmacéutica para una utilizacion segun la reivindicacion 1, en la que dicho antimicotico de
imidazol se selecciona de entre el grupo que comprende bifonazol, butoconazol, clormidazol, clotrimazol,
croconazol, econazol, fenticonazol, ketoconazol, isoconazol, miconazol, neticonazol, omoconazol, oxiconazol,
sertaconazol, sulconazol, tioconazol o sales de los mismos.

3. Composicion farmacéutica para una utilizacion segun la reivindicacion 2, en la que dicho antimicético de
imidazol se selecciona de entre el grupo que comprende bifonazol, butoconazol, clotrimazol, econazol,
fenticonazol, ketoconazol, isoconazol, miconazol, omoconazol, sertaconazol, sulconazol, tioconazol o sales de los
mismos.

4. Composiciéon farmacéutica para una utilizacion segun la reivindicacion 3, en la que dicho antimicético de
imidazol se selecciona de entre el grupo que comprende butoconazol, econazol, fenticonazol, isoconazol,
miconazol, sulconazol, o sales de los mismos.

5. Composicion farmacéutica para una utilizacion segun la reivindicacion 4, en la que dicho antimicético de
imidazol es econazol, miconazol o una sal de los mismos.

6. Composicion farmacéutica para una utilizacién segun la reivindicacion 1, en la que dicha micosis por Candida
esta causada por una especie de Candida seleccionada de entre el grupo que consiste en Candida albicans,
Candida lusitaniae, Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida rugosa, Candida parapsilosis, Candida tropicalis
y Candida dubliniensis.

7. Composicion farmacéutica para una utilizacion segun la reivindicacion 6, en la que dicha micosis por
Candida es la candidiasis mucosa, la candidiasis cutanea, la onicomicosis, la candidiasis sistémica, la candidiasis
yatrégena, la candidiasis del paial, la candidiasis intestinal o la balanitis por candida.

8. Composicion farmacéutica para una utilizacion segun la reivindicacion 7, en la que dicha candidiasis mucosa
es oral o vulvovaginal.

9. Composicion farmacéutica para una utilizacién segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en la que dicha
composicion es para una utilizacion tépica.

10. Composicién farmacéutica para una utilizaciéon segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en la que dicha
composicion se encuentra en forma de crema, pomada, locién, gel, espuma, évulos, 6vulos de liberacion
prolongada, irrigacion vaginal o disolucion para una utilizacion externa.

11. Composiciéon farmacéutica para una utilizacion segun la reivindicacion 10, en la que dicha composicion se
encuentra en forma de crema, pomada, locién, irrigacion vaginal o disolucién para una utilizacion externa.

12. Composicién farmacéutica para una utilizacion segun la reivindicacion 11, en la que dicha composicion es
crema o irrigacion vaginal.

13. Composicién farmacéutica para una utilizacion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en la que se
encuentra presente la bencidamina en una cantidad de 0.001% p en peso a 1% p en peso, mas preferentemente
de 0.05% p a 0.5% p, y todavia mas preferentemente de 0.08% p a 0.2% p.

14. Composicién farmacéutica para una utilizacién segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en la que el
antimicético de imidazol, o una sal del mismo, se encuentra presente en una cantidad de 0.01% p a 4% p, de mas
preferentemente de 0.1% p a 2% p y todavia mas preferentemente de 0.5% p a 1.5% p.

15. Composicion farmacéutica para una utilizacion segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que
dicha composiciéon farmacéutica se encuentra en forma de crema que contiene uno o mas emulsionantes que
presentan un HLB comprendido entre 6 y 9, y uno o mas emulsionantes que presentan un HLB comprendido entre
superiora 9y 12.

13
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Fig. 1
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