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DESCRIPCION
Composicion farmacéutica de tetraciclina para uso dermatologico
Campo

Esta divulgacion se refiere generalmente a composiciones farmacéuticas y métodos para preparar dichas
composiciones, asi como a usos relacionados. Los usos incluyen, por ejemplo, el tratamiento de diversas afecciones
y enfermedades dermatoldgicas, entre otras cosas. Mas particularmente, esta divulgacion esta dirigida a
composiciones topicas estables que comprenden, por ejemplo, un principio activo de la clase de las tetraciclinas, una
fuente de magnesio que es una sal de magnesio, un alcohol alifatico monohidrico y un poliol que tiene de 3-8 atomos
de carbono, en las que (i) la relacién entre el alcohol alifatico monohidrico y el poliol esta en el intervalo de 1:1 a 99:1
en peso, y (ii) el farmaco de la clase de las tetraciclinas se disuelve en la composicion topica; en las que la
composicion es no acuosa y tiene menos del 5 % en peso de contenido de agua; y a métodos relacionados para
preparar y usar dichas composiciones. También se describen, pero no se reivindican, composiciones estables que
comprenden, por ejemplo, minociclina, una sal de magnesio y un compuesto de sulfito en un disolvente no acuoso y
métodos relacionados para preparar y usar dichas composiciones.

Antecedentes

Se conocen varios antibidticos de la clase de las tetraciclinas desde hace mas de 50 afios, pero ha habido
relativamente pocas composiciones topicas desarrolladas comercialmente que contengan estos antibidticos debido a
una serie de desafios que deben abordarse simultaneamente para producir un producto comercialmente exitoso.

Los farmacos de la clase de las tetraciclinas, y la minociclina en particular, son Uutiles para el tratamiento del acné
debido a sus efectos antiinflamatorios. Su uso para el tratamiento del acné se ha demostrado en composiciones
administradas por via oral que han mostrado una buena eficacia. Sin embargo, la administracion sistémica de
farmacos de la clase de las tetraciclinas suele ir acompafiada de efectos secundarios adversos, tales como diarrea,
calambres abdominales y mareos. Los niveles sistémicos elevados de farmaco normalmente provocan mayores
efectos secundarios sistémicos. Estos pueden reducirse de forma beneficiosa, por ejemplo, usando una composiciéon
topica que administre un farmaco principalmente a la piel, en lugar de principalmente de forma sistémica.
Desafortunadamente, las formulaciones tépicas de farmacos de la clase de las tetraciclinas, tal como minociclina,
también tienen el potencial de tefiir la piel, particularmente después de la aplicacién diaria durante varias semanas.

La administracion intradérmica o tépica de un farmaco implica la entrada del farmaco a través del estrato cérneo
para un efecto cutaneo o local en la piel; es decir, el efecto farmacoldgico del farmaco se localiza en las regiones
intracutaneas de penetracion y deposicion del farmaco. Preferentemente, la absorcion intradérmica se produce con
poca o ninguna absorcidon o acumulacion sistémica. La absorcion intradérmica de un farmaco implica el reparto del
farmaco del vehiculo aplicado en el estrato cérneo, la difusion del farmaco a través del estrato cérneo, y el reparto
del farmaco desde el estrato cérneo hacia la epidermis. Por el contrario, la administracién transdérmica implica el
transporte de un farmaco a través de la piel de modo que se logre una cantidad terapéutica del farmaco en la
circulacidon sanguinea sistémica.

Las composiciones tépicas que consiguen la administracion de un farmaco a través del estrato cérneo y la retencion
de la mayor parte del farmaco por via intracutanea de modo que no entre en el torrente sanguineo en cantidades
significativas son un desafio de disefio y requieren enfoques innovadores. Varios factores determinan la
permeabilidad de la piel o de capas particulares de la piel a un farmaco aplicado por via tépica. Estos factores
incluyen las caracteristicas de la piel, las caracteristicas del farmaco (por ejemplo, su tamafio (peso molecular o
volumen molecular), lipofilicidad/hidrofilicidad, polaridad, etc.), la dosis del farmaco aplicado, la concentracion y el
volumen de la composicion a aplicar, interacciones entre el farmaco y el vehiculo de administracion, interacciones
entre el farmaco y la piel, y las interacciones del farmaco y la piel en presencia de los ingredientes en el vehiculo de
administracion. Debido a la multitud de factores implicados en la administracion tépica de un farmaco, generalmente
se acepta que es incierto si se puede lograr con éxito la administracion intracutanea de un farmaco. Por lo tanto, la
administracion topica, aunque deseada desde el punto de vista de la conveniencia del paciente y la administracion
farmacoldgica, ha sido en gran parte infructuosa para muchos compuestos, incluidas las tetraciclinas, como lo
demuestran los relativamente pocos farmacos aprobados para administracién tépica.

Un problema importante relacionado con la administracion tépica de un antibiético de la clase de las tetraciclinas es
la identificacion de un sistema disolvente en el que el farmaco de la clase de las tetraciclinas sea estable,
suficientemente soluble y capaz de penetrar en un tejido o fluido corporal diana, tal como el sebo.

Muchos farmacos de la clase de las tetraciclinas son sensibles a la degradacion por contacto y/o disolucion en
agentes oxidantes hidrdfilos, reductores o peroxidantes y/o agua. Como se describe en la Publicacion de Solicitud de
Patente de EE.UU. N.°2014/0147504, un desafio importante en el desarrollo de formulaciones topicas de
minociclina ha sido su naturaleza quimica: el farmaco es inestable en forma de solucion y también es sensible a la
humedad, la temperatura y la luz. Ha habido varias composiciones que se han desarrollado para abordar los
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desafios asociados con este farmaco. Esta inestabilidad se aplica a todos los farmacos de la clase de las
tetraciclinas disponibles actualmente.

Salman et al. describen, en la Publicaciéon de Solicitud de Patente de EE.UU. N.° 2014/0147504, una composicion
tépica en la que se suspende una tetraciclina en un medio liquido que no disuelve o disuelve minimamente la
tetraciclina. Si bien este enfoque se describe como limitante de la degradacién de la tetraciclina, no se prefieren las
composiciones en las que el medio liquido no disuelve el farmaco debido a la incapacidad del farmaco dentro de la
formulacion para penetrar facilmente en la piel. Dado que muchos productos aplicados a la piel estaran sujetos a una
rapida evaporacion, es probable que el farmaco permanezca en la superficie de la piel después de su aplicacion.
Dichas formas farmacoldgicas soélidas no estaran biodisponibles.

Otro enfoque para mantener la potencia de un farmaco de tetraciclina es separarlo de los agentes reactivos
potenciales, tal como con un recubrimiento o encapsulacion fisica del farmaco, para limitar su interaccién/exposicion
a los agentes potencialmente reactivos. La encapsulacion fisica se puede lograr mediante una amplia diversidad de
técnicas. Por ejemplo, Heggie et al. describen una composiciéon para recubrir particulas de minociclina de manera
que las particulas se suspendan en un disolvente, en lugar de disolverse en él (Publicacion de Solicitud de Patente
de EE.UU. N.°2013/0195986). Sin embargo, este enfoque padece muchos de los mismos problemas descritos
anteriormente para el uso de un sistema disolvente en el que el farmaco no se disuelve.

Varios sistemas disolventes propuestos, tales como ungulientos, no son comercialmente viables para el tratamiento
del acné debido a que poseen una sensacion aceitosa. Peor aun, algunas de estas sustancias pueden promover la
afeccion para la que estan disefiadas a tratar, tal como el uso de un material comedogénico como vehiculo de
administracion de una composicion disefiada para tratar por via topica el acné. Ademas, algunas sustancias
fuertemente hidrofobas, tales como vaselina, cera de parafina y/o alcohol graso, pueden producir una barrera
oclusiva que limita la penetracion del farmaco en la piel. Ademas, algunas sustancias hidrofobas tienen una alta
viscosidad que limita la difusién del farmaco en la piel, reduciendo asi la biodisponibilidad del farmaco y limitando su
eficacia.

Las composiciones disefiadas para su uso en areas no tdpicas tienen diferentes limitaciones, de modo que los
enfoques o composiciones desarrolladas para uso no tépico pueden no ser adecuados para aplicaciones topicas.
Por ejemplo, las soluciones para inyeccion intravenosa requieren una composicion de base acuosa para que sean
compatibles con la inyeccion en el torrente sanguineo. Sin embargo, dado que dichas inyecciones se administran
normalmente en hospitales y consultorios médicos con controles mas estrictos en las fechas de vencimiento y en
contacto estrecho con las farmacias, las condiciones de almacenamiento controladas, tales como la refrigeracion,
pueden ser mas apropiadas para las composiciones administradas por via intravenosa en comparacién con las
composiciones topicas que normalmente se almacenan por los pacientes. En la Publicacién de Solicitud de Patente
de EE.UU. N.° 2014/0194393, Griffith et al. proponen estabilizar una composicién acuosa de minociclina usando
modificadores de pH, cloruro de magnesio y un antioxidante. Sin embargo, se describe una estabilidad maxima de
solo el 84,32 % después de 2 semanas en condiciones de almacenamiento a oscuras a 37 °C para una composicion
de minociclina de ejemplo. Este nivel de estabilidad no es suficiente para la mayoria de las aplicaciones
farmacologicas. La estabilidad de otras composiciones presentadas en la misma varia, pero generalmente los
entornos fuertemente acuosos no promueven la estabilidad de los farmacos de la clase de las tetraciclinas.

Las composiciones farmacoldgicas aplicadas por via topica estan destinadas normalmente a administrar un farmaco
de manera uniforme a una o mas profundidades dentro del tejido cutaneo al que se aplica la composicién. Sin
embargo, las bacterias para algunas afecciones y enfermedades dermatoldgicas, tales como la bacteria P. acnes
para el acné, se encuentran principalmente en ciertos tipos de tejido, tales como los tejidos ricos en lipidos, incluidos
los sebocitos, o los fluidos corporales, tal como el sebo. Para dichas afecciones y enfermedades, es mas eficaz si la
composicion farmacoldgica topica se puede administrar preferentemente a estos lugares donde se concentran las
bacterias.

Existe la necesidad de una composicion aplicada por via tépica que estabilice un farmaco activo de la clase de las
tetraciclinas que permita al mismo tiempo la suficiente solubilidad en un vehiculo de administracién que administre el
farmaco al tejido diana, tales como las glandulas sebaceas, o se dirige a los fluidos corporales, tal como el sebo. La
composicion debe mantener un alto grado de potencia, es decir, actividad, del farmaco, proporcionar penetracion en
la piel, el sebo y/o las glandulas sebaceas en cantidades suficientes para inhibir el crecimiento de bacterias
Propionibacterium acnes (P. acnes) en estos lugares, y no debe tefiir visiblemente la piel después de aplicaciones
repetidas. Se han proporcionado algunas composiciones que cumplen uno o mas de estos criterios, sin embargo,
seria deseable proporcionar una composicion que satisfaga todos o la mayoria de estos criterios en una Unica
composicion.

El documento GB 901107A (Pfizer) describe una composicion terapéutica y un método para prepararla, que
comprende disolver al menos una sal de tetraciclina de magnesio, calcio o aluminio, o una sal de oxitetraciclina de
magnesio, calcio, aluminio o cinc en uno o mas de los siguientes disolventes de alcohol alifatico polihidrico: glicerina;
polietilenglicol; propilenglicol; o formar dicha sal metalica in situ haciendo reaccionar los componentes metalicos y
antibiéticos de la composicién en dicho disolvente; la relacion molar de metal con respecto a antibiético es de
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aproximadamente 3:1 en el caso de la tetraciclina y de 1:3 a 3:1 en el caso de la oxitetraciclina, y el pH de la
solucién es de 7,0 a 10.

Breve sumario

La presente divulgacion supera una o mas limitaciones asociadas con las actuales composiciones tdpicas que
contienen farmacos de la clase de las tetraciclinas. La presente invencién se define por las reivindicaciones
independientes, mientras que las reivindicaciones dependientes se refieren a las realizaciones preferidas. Por lo
tanto, la invencion se refiere a composiciones topicas de acuerdo con la reivindicacion 1 (correspondiente al primer
aspecto descrito en el parrafo 37), composiciones tépicas para su uso en un método de tratamiento de una afeccion
o enfermedad dermatolégica, como se define en la reivindicacion 12 (correspondiente al segundo aspecto descrito
en el parrafo 65), y un método para preparar las composiciones tdpicas, como se define en la reivindicacion 14
(correspondiente al tercer aspecto descrito en el parrafo 70). Cualquier "realizacion”, "ejemplo”, caracteristicas
"descritas" o "divulgadas" que se divulgan en la descripcidon pero que no estan cubiertos por las reivindicaciones
deben considerarse como presentados solo con fines ilustrativos.

En el presente documento se describe, pero no forma parte de la invencién, una composicion tépica que comprende
minociclina, una sal de magnesio, y un compuesto de sulfito en un disolvente no acuoso. La composicion puede ser
para administracion tépica.

Los parrafos 16 a 36 describen caracteristicas opcionales adicionales de dicha divulgacion que no forman parte de la
invencion.

El disolvente no acuoso puede comprender un alcohol alifatico monohidrico.

El disolvente no acuoso puede comprender un alcohol alifatico monohidrico y un poliol. La relacién entre el alcohol
alifatico monohidrico y el poliol puede estar en un intervalo de 1:1 a 99:1 en peso.

La composicion puede comprender un porcentaje en peso mayor del alcohol alifatico monohidrico que del poliol. Por
ejemplo, la relacion p/p de alcohol alifatico monohidrico con respecto a poliol puede estar en un intervalo de
aproximadamente 2:1 a 10:1 en peso.

La minociclina se puede disolver en el disolvente no acuoso.

La relacion molar de la sal de magnesio con respecto a la minociclina puede estar en un intervalo de
aproximadamente 2:1 a 100:1.

En relacion con uno cualquiera o mas de los anteriores, la sal de magnesio puede ser cloruro de magnesio o una sal
de magnesio que tiene un contraién que es mas blando que el cloruro.

El alcohol alifatico monohidrico se selecciona del grupo que consiste en etanol, isopropanol, alcohol propilico,
alcohol terc-butilico, o combinaciones de los mismos, en particular, etanol.

La composicion topica puede comprender de aproximadamente el 0,1 % a aproximadamente el 4 % en peso de
minociclina.

La composicién tépica, cuando se almacena a 40 °C en un vial de vidrio cerrado durante un periodo de 4 semanas,
puede presentar un aumento en la concentracion relativa de 4-epi-minociclina de menos del 1,0 % por semana. La
composicion tépica, cuando se almacena a 40 °C en un vial de vidrio cerrado durante un periodo de 4 semanas,
puede presentar un aumento en la concentracion relativa de 4-epi-minociclina de menos del 0,70 % por semana.

La composicion tépica, cuando se almacena a 25 °C y el 60 % de humedad relativa en un recipiente sellado durante
12 meses, puede contener menos del 7 % de producto de degradacion de minociclina, donde el producto de
degradacion es 4-epi-minociclina.

El poliol puede ser un diol o triol C3-C8. En particular, el poliol puede ser propilenglicol.

El compuesto de sulfito puede ser una sal de sulfito o un sulfito organico. Por ejemplo, el compuesto de sulfito puede
ser un compuesto de sulfito, bisulfito, pirosulfito o metabisulfito. En particular, el compuesto de sulfito puede ser un
sulfito inorganico. El sulfito puede ser un sulfito inorganico que comprende un catién inorganico seleccionado de
sodio, potasio, calcio y magnesio.

El compuesto de sulfito puede ser un sulfito organico. El sulfito puede ser un éster de acido sulfuroso. Los sulfitos
organicos ilustrativos incluyen, por ejemplo, ésteres de acido sulfuroso, sulfitos acrilicos y sulfitos ciclicos. En
particular, el sulfito organico puede ser un sulfito de etilo, p-tolilo o isopropilo.
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La composicion topica puede comprender de aproximadamente el 0,005 % a aproximadamente el 3,0 % en peso del
compuesto de sulfito. En particular, el sulfito puede seleccionarse del grupo que consiste en sulfito de sodio, bisulfito
de sodio y metabisulfito de sodio.

La composicion topica puede comprender menos de aproximadamente un 3 por ciento en peso de agua. La
composicion topica puede comprender menos de aproximadamente un 2 por ciento en peso de agua.

La composicién tépica puede comprender ademas un aceite esencial. El aceite esencial puede ser 1,8-cineol. La
composicion tépica puede comprender de aproximadamente el 0,01 al 5 por ciento en peso de 1,8-cineol.

La composicion tépica puede comprender un agente espesante. El agente espesante puede ser
hidroxipropilcelulosa.

La composicion no necesita ser una emulsién y/o no puede comprender nanoparticulas o microparticulas.

La composicion tépica puede tener un pH eficaz de 3-6 cuando se mezcla con agua en una relacion de 1:9 en peso.
La composicion tépica puede tener un pH eficaz de aproximadamente 3,8 a aproximadamente 5,0 cuando se mezcla
con agua en una relacion de 1:9 en peso.

La composicién puede no ser irritante cuando se aplica a ratas diariamente durante un periodo de 28 dias. Por
ejemplo, una composicidn no irritante generalmente no irritara la piel ni provocara una reaccion alérgica.

La composicion puede no presentar ningin cambio significativo de color después del envejecimiento durante 4
semanas a 40 °C en un recipiente sellado. En relacién con lo anterior, ningin cambio de color significativo es un
cambio de color de menos de 20 en la distancia en un espacio RGB tridimensional donde cada valor se mide en un
intervalo 0-255 y la distancia se calcula en un espacio RGB tridimensional de acuerdo con la siguiente férmula:
distanciares = ((AR)? + (AG)? + (AB)?)%5.

En un primer aspecto, se proporciona una composicion tdépica que comprende un farmaco de la clase de las
tetraciclinas o una sal o solvato del mismo, una fuente de magnesio tal como una sal de magnesio, un alcohol
alifatico monohidrico y un poliol que tiene de 3-8 atomos de carbono, en las que (i) la relacién entre el alcohol
alifatico monohidrico y el poliol esta en el intervalo de 1:1 a 99:1 en peso, y (ii) el farmaco de la clase de las
tetraciclinas se disuelve en la composicion tépica; en la que la composicion no es acuosa y tiene menos del 5 % en
peso de contenido de agua.

En algunas realizaciones, en relacion con el primer aspecto, la fuente de magnesio es eficaz para estabilizar el
farmaco de tetraciclina.

En una o mas realizaciones relacionadas con el primer aspecto, la relacion molar de magnesio (de la fuente de
magnesio) con respecto al farmaco de tetraciclina esta en un intervalo de aproximadamente 2:1 a aproximadamente
100:1. En algunas realizaciones relacionadas, la fuente de magnesio es una sal de magnesio que tiene un contraion
cloruro o un i6n que es mas blando que el cloruro.

En una o mas realizaciones adicionales, el farmaco de la clase de las tetraciclinas es minociclina, y la fuente de
magnesio es eficaz para estabilizar la minociclina, por ejemplo, tras el almacenamiento de la composiciéon en un
recipiente sellado durante 12 meses a 25 °C y el 60 % de humedad relativa, la composicién contiene menos del 7 %
de producto de degradacion de minociclina, donde el producto de degradacién es el epimero, 4-epi-minociclina. Por
ejemplo, en las condiciones de almacenamiento anteriores, la relacién de minociclina con respecto a epimero, en
una base p/p, es mayor de aproximadamente 13:1. Preferentemente, la relacion de minociclina con respecto a
epimero, en una base p/p, es mayor de aproximadamente 15:1.

En algunas realizaciones adicionales, al menos el 90 % de la minociclina permanece en su forma activa (es decir,
forma no epimerizada) después del almacenamiento durante 12 meses a 25 °C y el 60 % de humedad relativa.

En una o mas realizaciones de la composicion, el alcohol alifatico monohidrico es un liquido a temperatura ambiente.
En una o mas realizaciones adicionales, el alcohol alifatico monohidrico se selecciona del grupo que consiste en
etanol, isopropanol, alcohol propilico, alcohol terc-butilico, y combinaciones de los mismos.

En aun algunas realizaciones adicionales, el alcohol alifatico monohidrico es un alcohol alifatico monohidrico volatil.
En adn algunas realizaciones adicionales relacionadas con el componente de poliol, el poliol es un liquido a
temperatura ambiente. En una o mas realizaciones particulares, el poliol es un diol o un triol C3-C8. En aun algunas
realizaciones mas particulares, el poliol es propilenglicol.

En aun algunas realizaciones adicionales dirigidas al poliol, el poliol no es glicerol ni glicerina.
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En algunas realizaciones particulares de la composicion, la fuente de magnesio se selecciona del grupo que consiste
en cloruro de magnesio, sulfato de magnesio, salicilato de magnesio e hidratos y combinaciones de los mismos.

En una o mas realizaciones preferidas, el farmaco de la clase de las tetraciclinas es minociclina o una sal o solvato
de la misma. Por ejemplo, la composicion puede comprender de aproximadamente el 0,01 al 10 por ciento en peso
de minociclina o una sal o solvato de la misma. En una o mas realizaciones preferidas, la minociclina no es un
hidrato.

En ofras realizaciones, el farmaco de la clase de las tetraciclinas se selecciona del grupo que consiste en
tetraciclina, tigeciclina, limeciclina y doxiciclina, y sales o solvatos de las mismas.

En aun otra realizacion, el farmaco de la clase de las tetraciclinas es una fluorociclina.

En una o mas realizaciones adicionales, la composiciéon comprende ademas un agente espesante. En algunas
realizaciones particulares, el agente espesante es hidroxipropilcelulosa.

En algunas realizaciones adicionales de la composicion, la composicién posee una viscosidad en un intervalo de 75
a 10.000 mPa-s (centipoise) a 25 °C. En algunas realizaciones adicionales del primer aspecto, la composicion
comprende uno o mas aditivos adicionales, tales como, por ejemplo, un antioxidante, un espesante, colorante u otro
aditivo adecuado.

En algunas realizaciones adicionales, la composicion topica no es una emulsion.
En algunas realizaciones adicionales, la composicién tépica no comprende nanoparticulas o microparticulas.
En determinadas realizaciones, la composicién tépica es anhidra.

En una o mas realizaciones adicionales, la composicion tiene un pH eficaz de 3-6 cuando se mezcla con agua en
una relacién de 1:9 en peso.

En una o mas realizaciones adicionales, la composicién tiene un pH eficaz de aproximadamente 3,8 a
aproximadamente 5,0 cuando se mezcla con agua en una relacion de 1:9 en peso.

En algunas realizaciones, la eficacia de penetracion de la composicion de acuerdo con el primer aspecto y
realizaciones relacionadas en la piel facial humana ex vivo multiplicada por la concentracién del farmaco de la clase
de las tetraciclinas en la composicion tépica excede la concentracion inhibitoria minima (MIC) del farmaco para una
bacteria diana en un tejido diana o fluido corporal diana. En una o mas realizaciones relacionadas, la bacteria diana
es P. acnes.

En algunas realizaciones adicionales, la eficacia de penetracion en la piel facial humana ex vivo supera el 5 %. En
aun algunas realizaciones adicionales, la eficacia de penetracion en la piel facial humana ex vivo esta en el intervalo
del 5% al 30 %. En algunas realizaciones, la eficacia de penetracion del farmaco de la clase de las tetraciclinas
superara el 5%, mas preferentemente superara el 8 %, o mas preferentemente superara el 10 %. En algunas
realizaciones, la eficacia de penetracion del farmaco de la clase de las tetraciclinas estara en el intervalo del 5 % al
30 %, o estara en el intervalo del 5 % al 25 %, o estara en el intervalo del 5 % al 10 %, o mas preferentemente en el
intervalo del 10 % al 30 %.

En aun algunas realizaciones adicionales, la composicion se seca en menos de 60 segundos cuando se aplica a una
region de la piel in vivo.

En aun algunas realizaciones adicionales en las que la composiciéon comprende un poliol y 1,8-cineol, la
combinacién del poliol y el 1,8-cineol es eficaz para evitar que la piel se descame y se seque de forma extrema
debido al uso prolongado durante dos semanas o mas cuando se aplica al menos 3 veces por semana.

En audn una o mas realizaciones adicionales, la composicion no tifie el tejido cutaneo cuando se aplica a una region
de piel humana o de rata in vivo diariamente durante 2 semanas.

En aun algunas realizaciones adicionales, la composiciéon no es irritante para un tejido cutaneo cuando se aplica a
una region de piel humana o de rata in vivo diariamente durante 2 semanas, por ejemplo, cuando la composicion
contiene de aproximadamente el 0,1 % (p/p) a aproximadamente el 10 % (p/p) de farmaco de la clase de las
tetraciclinas.

Las composiciones proporcionadas en el presente documento se pueden aplicar directamente sobre la piel. Las
composiciones proporcionadas en el presente documento pueden aplicarse a la cérnea o a la conjuntiva.

Las composiciones descritas en el presente documento pueden usarse en un método de tratamiento del acné en un
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sujeto humano que comprende aplicar por via tépica una cantidad eficaz de la composicién a una superficie corporal
epitelial exterior del ser humano.

En un segundo aspecto, se proporciona una composicion topica de acuerdo con el primer aspecto de la invencion
para su uso en un método de tratamiento de una afeccién o enfermedad dermatoldgica que comprende las etapas
de aplicar la composicién tépica a una superficie epitelial exterior de un cuerpo mamifero al menos una vez al dia
durante un periodo de al menos 1 semana. La etapa de aplicacién puede comprender aplicar la composicion tépica a
la piel una o dos veces al dia durante un periodo de aproximadamente 6 a aproximadamente 52 semanas.

También se describe en el presente documento, pero no se reivindica, un método para tratar una afeccién o
enfermedad que responde al tratamiento con un farmaco de la clase de las tetraciclinas en un ser humano, donde el
método comprende aplicar por via tdpica una composicion como se proporciona en el presente documento a una
superficie epitelial exterior de un cuerpo humano al menos diariamente durante un periodo de al menos 1 semana,
opcionalmente una o dos veces al dia durante un periodo de aproximadamente 6 a aproximadamente 52 semanas.

La afeccion o enfermedad dermatolégica puede ser acné o rosacea. En particular, el acné puede ser acné comun.
Como alternativa, el acné puede ser acné fulminante.

Cuando un método sirve para tratar a un sujeto que tiene acné, el método puede ser eficaz para reducir el recuento
de lesiones inflamatorias en al menos el 50 % o al menos el 70 % cuando se aplica diariamente durante un periodo
de aproximadamente 6 a aproximadamente 52 semanas. El método puede resultar eficaz para dar como resultado
una reduccién de al menos 2 puntos en la puntuacion de intensidad del acné de acuerdo con la escala de Evaluacién
Global del Investigador (IGA) ("Guidance for Industry: Acne Vulgaris: Developing Drugs for Treatment", U.S.
Department of Health and Human Services, Food and Drug Administration, septiembre de 2005) cuando la
composicién se aplica por via topica diariamente durante 6-52 semanas a un ser humano con una puntuacion inicial
de intensidad del acné en el intervalo de 3 a 4, o en el intervalo de 2 a 4. El método puede ser eficaz para cumplir
con el requisito anterior si, en cualquier momento durante las 6-52 semanas de aplicacion diaria, el recuento de
lesiones inflamatorias se reduce en al menos aproximadamente un 50 %.

Un método para administrar por via tépica una composicién o un método para tratar una enfermedad o afeccion,
como se describe en el presente documento, puede dar como resultado ningin aumento, o un aumento
insignificante, o un aumento clinicamente insignificante, en el nivel del farmaco en plasma sanguineo del sujeto tras
la aplicacion topica de una dosis Unica de la composicion a un sujeto humano, donde la dosis Unica se aplica a toda
la cara del sujeto y se mide el nivel en plasma sanguineo del farmaco de la clase de las tetraciclinas una hora
después de la administracién tépica.

En aun una o mas realizaciones adicionales, se proporciona una composicion como se describe en el presente
documento acompafiada de instrucciones para su uso tépico para el tratamiento de una afeccién o enfermedad
dermatolégica de la piel. En una o mas realizaciones relacionadas, las instrucciones comprenden instrucciones para
aplicar la composiciéon a una superficie externa de la piel de una a tres veces al dia durante un periodo de
aproximadamente 2 semanas a al menos aproximadamente 6 semanas o hasta que se observe una mejora visible
en la afeccion o enfermedad dermatoldgica.

En un tercer aspecto, se proporciona un método para preparar una composicion topica, por ejemplo, una adecuada
para tratar el acné en un ser humano, comprendiendo el método (i) combinar un farmaco de la clase de las
tetraciclinas o una sal o solvato del mismo, una fuente de magnesio, un alcohol alifatico monohidrico volatil y un
poliol que tiene 308 atomos de carbono para formar una mezcla en la que la relacién entre el alcohol alifatico
monohidrico y el poliol esta en el intervalo de 1:1 a 99:1 en peso, y (ii) agitar la mezcla de (i) para formar una
solucién no acuosa que tiene menos del 5 % en peso de agua en la que se disuelve el farmaco de la clase de las
tetraciclinas.

También se describe un método para preparar una composicion, comprendiendo el método (i) combinar minociclina,
una sal de magnesio y un compuesto de sulfito en un disolvente no acuoso para formar una mezcla, y (ii) agitar la
mezcla de (i) para formar una solucién en la que se disuelva la minociclina.

Cada uno de los aspectos y realizaciones anteriores esta destinado a aplicarse a todos y cada uno de los demas
aspectos y realizaciones. Realizaciones adicionales de la composiciéon, métodos relacionados, componentes de la
composicion, y similares, seran evidentes a partir de la siguiente descripcion, ejemplos, figuras y reivindicaciones.
Estos y otros objetos y caracteristicas de la divulgacion se haran mas evidentes cuando se lean junto con la
siguiente descripcion detallada.

Breve descripcion de los dibujos
Las figuras 1A-B son graficos que indican la solubilidad maxima del clorhidrato de minociclina en composiciones

liguidas que comprenden relaciones variables de etanol y propilenglicol en funcién de la concentracion de etanol
en la composicion como se describe en el Ejemplo 1. La linea discontinua representa la solubilidad del
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clorhidrato de minociclina en composiciones liquidas sin cloruro de magnesio. La linea continua representa la
solubilidad del clorhidrato de minociclina para composiciones liquidas similares con cloruro de magnesio
(anhidro). La figura 1A proporciona datos para composiciones que comprenden cineol al 1 %. La figura 1B
proporciona datos para composiciones sin cineol.

Las figuras 2A-2D son graficos que ilustran las concentraciones relativas de 4-epi-minociclina y minociclina en el
tiempo en composiciones que comprenden clorhidrato de minociclina, etanol y propilenglicol como se describe en
el Ejemplo 3. Las lineas discontinuas en los graficos son para composiciones sin cloruro de magnesio. Las lineas
continuas en los graficos son para composiciones liquidas similares con cloruro de magnesio. Las figuras 2A y
2B son graficos que ilustran las concentraciones relativas de 4-epi-minociclina y minociclina, respectivamente, en
el tiempo para composiciones con cineol al 1 %. Las figuras 2C y 2D son graficos son graficos que ilustran las
concentraciones relativas de 4-epi-minociclina y minociclina, respectivamente, en el tiempo para composiciones
sin cineol.

La figura 3 es un grafico que ilustra la eficacia de penetracion promedio de la minociclina en la piel abdominal
humana ex vivo frente a la concentracién de etanol después de la aplicacion de composiciones que comprenden
clorhidrato de minociclina, cloruro de magnesio, etanol y propilenglicol como se describe en el Ejemplo 4.

Las figuras 4A-C presentan los resultados del tejido de "Control" del Ejemplo 6. La figura 4A es una seccion
transversal de la piel tefiida con hematoxilina y eosina (H&E). Las figuras 4B y 4C son imagenes basadas en
datos de espectrometria de masas MALDI-TOF que indican la ubicacién de minociclina y sebo dentro de la piel
para secciones cortadas de tejido en aproximadamente la misma forma que se muestra en la figura 4A.

Las figuras 5A-C presentan los resultados del tejido "tratado" del Ejemplo 6. La figura 5A es una seccion
transversal de la piel tefiida con H&E después de la aplicacion de la composicion tépica descrita en el Ejemplo 6.
Las figuras 5B y 5C son imagenes basadas en datos de espectrometria de masas MALDI-TOF que indican la
ubicacion de minociclina y sebo dentro de la piel para secciones cortadas de tejido en aproximadamente la
misma forma que se muestra en la figura 5A.

La figura 6 es una micrografia de fluorescencia que muestra la minociclina dentro de una seccion transversal de
tejido de piel humana como se describe en el Ejemplo 7.

La figura 7A-C son micrografias de fluorescencia que muestran la minociclina dentro de secciones transversales
de tejido de piel humana como se describe en el Ejemplo 7. La figura 7A muestra una seccion de tejido humano
al que no se aplicé composicion topica. Las figuras 7B y 7C muestran secciones de tejido humano a las que se
aplicaron composiciones tépicas que comprendian aproximadamente el 1% y el 4 % (p/p) de equivalente de
base libre de minociclina, respectivamente.

La figura 8A es un grafico que ilustra el aumento en la concentracion relativa de 4-epi-minociclina en funcién de
la relacion molar de magnesio con respecto a equivalente de base libre de minociclina después de 7 dias de
degradacion forzada a 50 °C como se describe en el Ejemplo 9. La figura 8B es un grafico que demuestra la
fluorescencia (U.A.) de composiciones de minociclina de ejemplo en funcién de la relacién molar de magnesio
con respecto a equivalente de base libre de minociclina como se describe en el Ejemplo 9.

Las figuras 9A y 9B ilustran cantidades de minociclina (ug/cm?) medidas por HPLC en piel facial humana ex vivo
para formulaciones que contienen el 1% y el 4 % de minociclina, respectivamente, como se describe en el
Ejemplo 12. Los puntos de tiempo probados fueron 2 y 4 horas para minociclina intacta y epimerizada. Los datos
presentan la media de los donantes + EE (*P<0,05 entre las formulaciones hidréfila y lipofila para ambas figuras
9Ay B).

La figura 10 es un grafico que ilustra la concentracion de minociclina (ug/cm?) en la piel facial en el tiempo en un
estudio ex vivo como se describe en el Ejemplo 12 para formulaciones topicas que contienen el 1 % y el 4 % de
minociclina.

Las figuras 11A y 11B ilustran la epimerizacion de la minociclina resultante de la aplicacion topica ex vivo de
formulaciones que contienen el 1 % y el 4 % de minociclina, respectivamente, como se describe en el Ejemplo
12.

Las figuras 12A-E son micrografias de fluorescencia de piel facial a las que se aplicaron ex vivo formulaciones
topicas que contenian minociclina al 4 % como se describe en el Ejemplo 12.

Las figuras 13A y 13B son fotografias de composiciones que contienen tetraciclina y doxiciclina antes y después
del envejecimiento a 40 °C en viales de vidrio cerrados durante 7 dias.

Las figuras 14A, 14B y 14C son graficos que ilustran la concentracion relativa de minociclina en las
composiciones descritas en el Ejemplo 20 para condiciones de envejecimiento a 25 °C, 30 °C y 40 °C,
respectivamente.

La figura 15 es un grafico que ilustra el contenido de agua en funcién de la concentracion nominal de minociclina
(equivalente de base) para las composiciones SS-0004 a SS-0011 en el Ejemplo 20.

La figura 16 es un grafico que ilustra la mejor tasa de ajuste de disminucion de la concentracion relativa de
minociclina en funcion del contenido de agua de la composicion, segun lo medido por titulacion de Karl Fischer
después del envejecimiento a 25 °C, 30 °C y 40 °C como se describe en el Ejemplo 20.

Descripcion detallada

La presente invencidon se describira con mas detalle a continuacion. Esta invencion puede, sin embargo,
incorporarse de muchas formas diferentes y no debe interpretarse como limitada a las realizaciones que se muestran
en el presente documento; mas bien, estas realizaciones se proporcionan de modo que esta divulgacion sera
exhaustiva y completa y transmitira plenamente el alcance de la invencion para los expertos en la técnica. Como se
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puede apreciar a partir de la descripcion anterior y siguiente, todas y cada una de las caracteristicas descritas en el
presente documento, y todas y cada una de las combinaciones de dos o mas de dichas caracteristicas, se incluyen
dentro del alcance de la presente divulgacion siempre que las caracteristicas incluidas en esas combinaciones no
sean inconsistentes. Adicionalmente, cualquier caracteristica o combinaciéon de caracteristicas puede excluirse
especificamente de cualquier realizacion de la presente invencion. En la siguiente descripcion y las reivindicaciones
se exponen aspectos y ventajas adicionales de la presente invencion, particularmente cuando se consideran junto
con los ejemplos y dibujos adjuntos.

En un caso en el que se define el mismo término tanto en una publicacion, patente o solicitud de patente como en la
presente divulgacion, la definicion en la presente divulgacion representa la definicion de control.

Definiciones

Cabe sefialar que, como se usan en esta memoria descriptiva, las formas en singular "un", "uno/una”, y "el/la"
incluyen referentes en plural a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Por lo tanto, por ejemplo, la
referencia a un "principio activo" incluye un solo ingrediente, asi como dos o mas ingredientes diferentes, la
referencia a un "disolvente" se refiere a un solo disolvente, asi como a dos o mas disolventes diferentes o una
mezcla compleja de disolventes, la referencia a una "sal de magnesio” incluye una sola sal de magnesio, asi como
dos o0 mas sales de magnesio diferentes, y similares.

En la descripcion y la reivindicacion de la presente invencion, se utilizara la siguiente terminologia de acuerdo con
las definiciones descritas a continuacion.

La expresion "composicion topica" se refiere a un material que comprende ingredientes farmacéuticamente
aceptables, incluido un principio farmacéutico activo (APIl), y que esta destinado a la administracion a un sujeto
animal o humano y se aplica a la superficie de la piel, a diferencia de los materiales que se toman por via oral o
mediante inyeccion intravenosa (subdérmica). Generalmente, se pretende que una composicion tépica tenga el
efecto deseado en el sitio de aplicacion y no de como resultado concentraciones significativas de farmaco en el
torrente sanguineo u otros tejidos (como es el caso, por ejemplo, de las composiciones transdérmicas). Las
composiciones tépicas como se proporcionan en el presente documento, se administran normalmente con el fin de
aliviar los sintomas asociados con una enfermedad o afeccion dermatologica, el tratamiento de una enfermedad o
afeccion dermatoldgica, o la prevencion de una enfermedad o afeccion dermatolégica.

El término "disolvente" se refiere a una sustancia en la que uno o mas ingredientes sdlidos se disuelven hasta cierto
punto. Por ejemplo, etanol, isopropanol y propilenglicol, por nombrar algunos, se consideran disolventes de la
minociclina.

La expresion "farmaco de la clase de las tetraciclinas" se refiere a tetraciclina y derivados de tetraciclina tales como,
por ejemplo, minociclina, doxiciclina, oxitetraciclina y sus correspondientes formas de sal farmacéuticamente
aceptables, asi como solvatos e hidratos de las mismas, incluyendo diversas formas cristalinas, polimorfos,
materiales amorfos, etc. Un antibiético de tetraciclina generalmente contiene un esqueleto de octahidrotetraceno-2-
carboxamida de cuatro anillos, mientras que los sustituyentes reales en el esqueleto pueden variar.

El término "minociclina" se refiere a (4S,4aS,5aR,12aR)-4,7-bis(dimetilamino)-1,10,11,12a-tetrahidroxi-3,12-dioxo-
4a,5,5a,6-tetrahidro-4H-tetraceno-2-carboxamida (es decir, nUmero CAS 10118-90-8) y sus correspondientes formas
de sal farmacéuticamente aceptables, asi como solvatos e hidratos de las mismas. Las formas de ejemplo de
minociclina se identifican comunmente por sus nimeros CAS. Por ejemplo, el clorhidrato de minociclina tiene un
numero CAS de 13614-98-7.

La expresion "alcohol alifatico monohidrico" se refiere a un compuesto organico monofuncional que contiene un solo
grupo hidroxilo, en el que el grupo funcional hidroxilo esta unido covalentemente a un atomo de carbono saturado
que forma parte de una cadena alquilo lineal o ramificada, y que no contiene una configuracion de atomos de anillo
aromatico. Generalmente, un alcohol alifatico monohidrico para su uso en las composiciones proporcionadas en el
presente documento se ajusta a la formula R-OH, donde R es un alquilo C4-C4. Los grupos R adecuados incluyen
etilo, propilo, isopropilo, butilo, sec-butilo, isobutilo y terc-butilo.

El término "poliol" se refiere a un alcohol farmacéuticamente aceptable que contiene dos o mas grupos hidroxilo y
que posee de 3-8 atomos de carbono. Los polioles adecuados para su uso en las presentes composiciones pueden
contener, pero no necesariamente, grupos funcionales ademas de los grupos hidroxilo, tal como, por ejemplo, un
enlace éter. Como se usa en el presente documento, el polietilenglicol no se considerara un poliol. Los polioles
ilustrativos incluyen dioles tales como propilenglicol (PG) y dipropilenglicol, trioles tales como glicerol, 1,2,6
hexanotriol, trimetilolpropano, y alcoholes superiores (es decir, que contienen mas de 3 grupos hidroxilo) tales como
sorbitol y pentaeritritol. Los polioles también incluyen butilenglicol, hexilenglicol, 1,6 hexanodiol, manitol y xilitol. Se
reconoce que algunos de estos disolventes son sélidos que pueden ser no deseables, pero cuando se combinan en
mezclas apropiadas, pueden ser adecuados para su uso en una composicion tépica como se describe en el presente
documento.
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El término "cineol" se refiere a 1,8-cineol.

El término "cosmético" se refiere a un articulo que es un "articulo destinado a frotarse, rociarse o pulverizarse,
introducirse o aplicarse de otro modo al cuerpo humano, para limpiar, embellecer, promover el atractivo, o alterar la
apariencia" (de la Ley Federal de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos, seccion 201(i)). La Administracion
de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos clasifica diversos articulos como cosméticos o medicamentos.
Esta definicion esta destinada a seguir las clasificaciones de la FDA de EE.UU. La FDA de EE.UU. aclara ademas
en su sitio web que "Entre los productos incluidos en esta definicion se encuentran humectantes para la piel,
perfumes, barras de labios, esmaltes de ufias, preparaciones de maquillaje facial y para ojos, champus limpiadores,
ondas permanentes, tintes para el cabello y desodorantes, asi como cualquier sustancia destinada a ser utilizada
como componente de un producto cosmético".

El término "tépico", en referencia a la administracion de un farmaco o composicién, se refiere a la aplicacion de dicho
farmaco o composicion a una superficie epitelial exterior del cuerpo, incluida la piel o la cérnea. Para los fines de
esta solicitud, las aplicaciones dentro de un orificio corporal, tal como la boca, la nariz o el oido, no se consideraran
aplicaciones topicas.

Se dice que un disolvente (o disolventes) "disuelve" un farmaco de la clase de las tetraciclinas (o, a la inversa, se
dice que el farmaco es soluble en un disolvente) si la solubilidad de ese farmaco medida en el Ejemplo 1 a 25 °C es
de al menos el 0,1 % (p/p). Para emulsiones y similares, se considera que el farmaco solo se "disuelve" en el
disolvente si el farmaco esta en interaccion directa con el disolvente de manera que el farmaco se incorpore al
disolvente para formar una solucién. Asi pues, por ejemplo, un farmaco que se recubre para limitar la interaccion con
un disolvente no se consideraria disuelto en ese disolvente si permaneciera en forma de particulas.

Se dice que un disolvente o composicion es "anhidra" si no hay agua afiadida en el disolvente o la composicion. Es
decir, como se usa en el presente documento, una composicion anhidra es aquella en la que no se ha afiadido agua
como componente. Para mayor claridad, se puede considerar que una solucidon o composicion es anhidra incluso si
contiene agua procedente de un componente de la composicion, tal como a través de la adicion de clorhidrato de
minociclina hidrato, siempre que no se afiada agua libre a la composicion. Muchos de los disolventes descritos en el
presente documento son higroscopicos en mayor o menor medida y dichos disolventes pueden ser parte de
composiciones anhidras sin tener en cuenta el agua que es absorbida naturalmente por dichos materiales.

Se dice que un disolvente o composicion es "no acuosa" si hay menos del 5 % en peso de contenido de agua en el
disolvente o la composicion, respectivamente, segun lo medido por la titulacion de Karl Fischer u otro método
adecuado.

Se dice que un disolvente o composicion es "volatil" si tiene un punto de ebullicion inferior a 100 °C a presién
atmosférica. Los disolventes o composiciones volatiles normalmente se evaporan facilmente a temperatura ambiente
y presion atmosférica. Ejemplos de disolventes volatiles incluyen isopropanol, etanol y alcohol t-butilico. Ejemplos de
disolventes no volatiles incluyen agua, vaselina blanca y aceite de oliva.

Se dice que un farmaco esta "estabilizado" por la presencia de un material particular contenido en una composicion,
si una composicion que comprende todos los mismos materiales en las mismas proporciones relativas entre si,
excluyendo el principio o farmaco activo, pero con el material particular eliminado, exhibe una pérdida de potencia
que es mayor que la pérdida de potencia de la composicidon original cuando se almacena a 25 °C y el 60 % de
humedad relativa en un ambiente oscuro cuando se mide en un punto de tiempo de 6 meses. Para mayor claridad, al
realizar el reemplazo (es decir, la evaluacion de la mejora de la estabilidad), el porcentaje en peso del farmaco en la
composiciéon no aumenta, sino que el material eliminado se reemplaza eficazmente por proporciones equivalentes
del resto de la composicion excluyendo el farmaco. Por ejemplo, si una composicion que contiene el 30 % (p/p) de A,
el 30 % (p/p) de B, el 20 % (p/p) de C, el 10 % (p/p) de D y el 10 % (p/p) de E se evalla para determinar el efecto del
componente A, y E es el principio activo (es decir, farmaco de la clase de las tetraciclinas), la composicion
comparativa contendra el 0 % (p/p) de A (el componente excluido), el 45 % (p/p) de B, el 30 % (p/p) de C, el 15 %
(p/p) de D y el 10 % (p/p) de E (el principio activo).

La expresion "eficacia de penetracion”" se refiere al porcentaje del farmaco de la clase de las tetraciclinas que
penetra mas alla de las primeras capas del estrato cérneo (es decir, después de la eliminacion de las capas
superiores del estrato corneo mediante dos retiradas secuenciales con cinta) después de la aplicacion de la
composicion a una porcion ex vivo de tejido de piel humana cuando se aplican aproximadamente 12 mg/cm? de la
composicion a la superficie de la piel durante 4 horas como se describe en el Ejemplo 4.

"MIC" o concentracion inhibitoria minima se define como la concentracion mas baja de un compuesto antimicrobiano
que inhibira el crecimiento visible de un microorganismo después de 48 horas de incubacion.

La abreviatura "(p/p)" indica que las concentraciones relativas de componentes en una composicién se presentan
sobre una base de "peso por peso” (es decir, los porcentajes se refieren a un porcentaje del peso total), en lugar de
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sobre la base de volumen o alguna otra base. En referencia a un solvato o hidrato de un farmaco de la clase de las
tetraciclinas, por ejemplo, minociclina, los porcentajes en peso deben corregirse en peso para tener en cuenta la
masa perteneciente a las moléculas de disolvente/hidrato contenidas en la fuente del farmaco. Por ejemplo, una
composicion que comprende el 1,16 % (p/p) de la composicion de clorhidrato de minociclina dihidrato es equivalente
al 1 % de equivalente de base libre de minociclina basandose en las relaciones de los pesos moleculares de la base
libre de minociclina (457,48) y el clorhidrato de minociclina dihidrato (529,97).

La expresién "concentracion relativa" en referencia a un farmaco de la clase de las tetraciclinas se determina
normalmente mediante la medicion de HPLC, y corresponde al area del pico del farmaco activo de la clase de las
tetraciclinas dividido por la suma de las areas pico de todos los picos del cromatograma de HPLC durante los
tiempos siguientes a la elucion de los picos de disolvente. Para mayor claridad, la intencion de esta medicion es que
el cromatograma de HPLC omita las areas pico de cada uno de los picos de disolvente e incluya cada uno de los
picos que se deben al farmaco de la clase de las tetraciclinas y sus componentes de degradacion clave detectados.
Por ejemplo, se midié la concentracion relativa de minociclina activa para cada una de las composiciones descritas
en el Ejemplo 19.

El término "concentracion relativa" en referencia a un epimero de un farmaco de la clase de las tetraciclinas se
determina normalmente por medicién de HPLC y corresponde al area pico de uno o mas epimeros del farmaco
activo de la clase de las tetraciclinas dividido por la suma del area pico para el epimero y el area pico para el
farmaco activo de la clase de las tetraciclinas. Por ejemplo, la concentracion relativa de 4-epi-minociclina se midié
para cada una de las composiciones descritas en el Ejemplo 19.

El término "concentracién" en referencia a un farmaco de la clase de las tetraciclinas se determina normalmente por
medicion de HPLC, y corresponde al area pico del farmaco de la clase de las tetraciclinas activa multiplicado por la
concentracion del farmaco de la clase de las tetraciclinas activa en el patron de trabajo y dividido por el area pico del
farmaco de tetraciclina activa para un patron de trabajo que contiene una cantidad conocida del farmaco de
tetraciclina activa. Por ejemplo, la concentracion de minociclina se midié para cada una de las composiciones
descritas en el Ejemplo 20.

El término "cerrado", tal como en lo que respecta a un "vial cerrado", se refiere a un vial que esta sellado contra la
pérdida significativa de disolvente u otros materiales del vial por evaporaciéon. Para los Ejemplos descritos en el
presente documento, los viales de vidrio cerrados se refieren a viales de vidrio de borosilicato cerrados con una tapa
fendlica revestida de cono de polietileno y sellados con parafilm. Las composiciones dentro de los viales de vidrio se
protegieron de la luz, ya sea usando viales de vidrio de color ambar o envolviendo los viales con papel de aluminio.

El término "viscosidad" se refiere a la mediciéon de una sustancia usando un viscosimetro, tal como un viscosimetro
Brookfield LVF (Brookfield Engineering Laboratories, Inc., Middleboro, MA) o equivalente, con combinaciones de
husillo y velocidad adecuadas para la prueba de nivel de viscosidad aplicable.

Como se usa en el presente documento, "afeccion dermatologica” se refiere a trastornos cosméticos y patoldgicos
de la piel. Las afecciones dermatoldgicas incluyen afecciones cutaneas inflamatorias tépicas tales como eccema,
dermatitis seborreica, dermatosis ampollosa, sarcoidosis cutanea, sarcoma de Kaposi, dermatosis neutrofilica,
dermatitis de contacto, rosacea, psoriasis y acné, incluido acné rosacea, e infecciones tales como impétigo, celulitis,
erisipelas, foliculitis, forinculos, carbunclos, enfermedad de Lyme y otras infecciones de la piel.

Como se usa en el presente documento, "acné" es un trastorno de la piel caracterizado por papulas, pustulas,
quistes, nédulos, comedones y otras imperfecciones o lesiones cutaneas. Estas imperfecciones y lesiones suelen ir
acompafnadas de inflamacion de las glandulas cutaneas y de los foliculos pilosebaceos, asi como infeccion
microbiana, especialmente bacteriana. Como se usa en el presente documento, el acné incluye todos los tipos
conocidos de acné. Algunos tipos de acné incluyen, por ejemplo, acné comun, acné quistico, acné atréfico, acné por
bromo, acné por cloro, acné conglobata, acné cosmético, acné por detergentes, acné epidémico, acné estival, acné
fulminante, acné por halégeno, acné indurado, acné por yodo, acné queloide, acné mecanico, acné papuloso, acné
por pomada, acné premenstrual, acné pustuloso, acné escorbutico, acné escrofuloso, acné urticante, acné
varioliforme, acné por sustancias quimicas, acné propionico, acné excoriado, acné gramnegativo, acné por
esteroides, acné nodulocistico y acné rosacea. El acné rosacea se caracteriza por lesiones inflamatorias (eritema) y
telangiectasias. La telangiectasia son vasos sanguineos dilatados de forma anormal y permanente asociados con
una serie de enfermedades. Por ejemplo, la telangiectasia facial se asocia con la edad, acné rosacea, exposicion al
sol y consumo de alcohol.

La expresion "farmacéuticamente aceptable" en referencia a una entidad o ingrediente es uno que puede estar
incluido en las composiciones proporcionadas en el presente documento y que no causa efectos toxicologicos
adversos significativos en el paciente a niveles especificados, o si no se especifican niveles, en niveles conocidos
por los expertos en la técnica como aceptables. Todos los ingredientes de las composiciones descritas en el
presente documento se proporcionan a niveles que son farmacéuticamente aceptables. Para mayor claridad, los
principios activos pueden causar uno o mas efectos secundarios y la inclusion de los ingredientes con un perfil de
efectos secundarios que sea aceptable desde una perspectiva reguladora para dichos ingredientes se considerara
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como niveles "farmacéuticamente aceptables” de estos ingredientes.

"Sal farmacéuticamente aceptable" representa una forma de sal de un farmaco o principio activo que tiene al menos
un grupo adecuado para la formacion de sal que no causa efectos toxicolégicos adversos significativos al paciente.
La referencia a un principio activo como se proporciona en el presente documento pretende abarcar sus sales
farmacéuticamente aceptables, asi como solvatos e hidratos de las mismas. Las sales farmacéuticamente
aceptables incluyen sales preparadas por reaccion con un acido inorganico, un acido organico, un aminoacido
basico, o un aminoacido acido, dependiendo de la naturaleza del grupo o grupos funcionales en el farmaco. Las
sales farmacéuticamente aceptables adecuadas incluyen sales de adicion de acidos que pueden, por ejemplo,
formarse mezclando una solucién de un farmaco basico con una solucién de un acido capaz de formar una forma de
sal farmacéuticamente aceptable del farmaco basico, tal como acido clorhidrico, acido ydédico, acido fumarico, acido
maleico, acido succinico, acido acético, acido citrico, acido tartarico, acido carbonico, acido fosforico, acido sulfurico
y similares. Los aniones tipicos para farmacos basicos, cuando estan en forma protonada, incluyen cloruro, sulfato,
bromuro, mesilato, maleato, citrato, fosfato y similares. Las formas de sal farmacéuticamente aceptables adecuadas
y métodos para identificar dichas sales se encuentran en, por ejemplo, Handbook of Pharmaceutical Salts:
Properties, Selection and Use, Weinheim/Zurich:Wiley-VCH/VHCA, 2008; P. H. Stahl y C. G. Wermuth, Eds.

"No irritante" en referencia a una formulacién tépica como se proporciona en el presente documento se refiere a una
formulaciéon que tiene una puntuacion promedio de menos de 0,50 en la escala Draize modificada para una prueba
de 5 0 mas ratas Sprague-Dawley. La prueba Draize modificada es una prueba de irritacion aguda que se realiza de
la siguiente manera. Una rata Sprague-Dawley se afeita en un area de aplicacion, y el area de aplicacion se deja
reposar durante aproximadamente 24 horas y a continuacion se aclara con jabén no irritante. Se aplica una
composicion de prueba uniformemente, sin frotar significativamente, a un area de 10 cm? de la piel de la rata en un
volumen de 2,5 mg/cm?. Se deja reposar la muestra sin tapar durante 24 horas. Después de 24 horas, el area de
aplicaciéon se lava suavemente con 1x solucion salina tamponada con fosfato (1x PBS) y jabdn no irritante para
facilitar la observacién del area de aplicacion. A continuacién, se puntla el area de aplicacién de acuerdo con la
siguiente escala: 0 = sin evidencia de irritacion; 1 = eritema minimo, apenas perceptible; 2 = eritema definido,
facilmente visible, edema minimo o respuesta popular minima; 3 = eritema y papulas; 4 = edema definido; 5 =
eritema, edema y papulas; 6 = erupcion vesicular; 7 = reaccion fuerte que se extiende mas alla del sitio de prueba.

"Cantidad terapéuticamente eficaz" se usa en el presente documento para referirse a la cantidad de una preparacion
farmacéutica, o la cantidad de un principio activo en la preparacion farmacéutica, que se necesita para proporcionar
un nivel deseado de principio activo en un tejido diana o en un sitio diana. La cantidad precisa dependera de
numerosos factores, por ejemplo, el principio activo particular, los componentes y las caracteristicas fisicas de la
preparacion farmacéutica, la poblacion de pacientes prevista, las consideraciones del paciente, y similares, y puede
determinarse facilmente por un experto en la técnica, basandose en la informaciéon proporcionada en el presente
documento y disponible en la bibliografia relevante.

La temperatura ambiente se refiere a una temperatura en un intervalo de aproximadamente 20-25 °C. En referencia
a una medicién u otra caracteristica que requiera una indicacién precisa de la temperatura ambiente, la temperatura
ambiente se toma como 25 °C.

El término "paciente” se refiere a un organismo vivo que padece o es propenso a una afeccion que puede prevenirse
o tratarse mediante la administraciéon de una composicién como se proporciona en el presente documento, e incluye
tanto seres humanos como animales. Los animales preferidos son los mamiferos.

"Opcional" u "opcionalmente" significa que la circunstancia descrita posteriormente puede ocurrir o no, de modo que
la descripcion incluye casos en los que tiene lugar la circunstancia y casos en los que no.

En muchos casos, la solicitud de patente describe intervalos de valores. Dichos intervalos se interpretaran para
incluir los criterios de valoracion del intervalo a menos que hacerlo sea inconsistente con el texto o se indique de otro
modo.

VISION GENERAL

La presente divulgacion aborda al menos algunos de los problemas previamente identificados en el presente
documento, por ejemplo, en la seccion de Antecedentes, relacionados con composiciones tépicas que comprenden
un farmaco de la clase de las tetraciclinas. Después de varios intentos de composicion, los Solicitantes han
descubierto una composicion y un sistema disolvente relacionado que promueve la penetracion de un farmaco de la
clase de las tetraciclinas en la piel y en el que dicho farmaco tiene una alta solubilidad. En tal sistema disolvente, el
farmaco permanece idealmente en solucién cuando el disolvente penetra en la piel. Como han reconocido los
Solicitantes, si parte del disolvente se pierde por evaporacion antes de la penetracion, la concentracion del farmaco
en el disolvente sobre la superficie de la piel aumentara normalmente, lo que significa que la solubilidad del farmaco
dentro de la composicién es una caracteristica importante a considerar en el disefio de una composicion tépica
mejorada que comprenda un compuesto de la clase de las tetraciclinas. Ademas, como han descubierto los
Solicitantes, la selecciéon de un disolvente en el que el farmaco se disuelva completamente durante el
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almacenamiento reduce o elimina las variaciones en la concentracion farmacologica en toda la composicion. En la
siguiente descripcion, a menudo se hace referencia a la minociclina como el compuesto de la clase de tetraciclina de
ejemplo, sin embargo, las composiciones y métodos divulgados en el presente documento también se aplican a
compuestos de la clase de tetraciclina distintos de la minociclina. Ademas, también se proporciona en el presente
documento una composicion liquida que comprende una clase de tetraciclina y que tiene una estabilidad superior.

En el presente documento se describe una composicion topica y métodos relacionados para preparar la composicion
topica. La composicion tépica puede comprender minociclina, una sal de magnesio y un compuesto de sulfito en un
disolvente no acuoso, donde se han proporcionado anteriormente detalles sobre la minociclina (una tetraciclina de
ejemplo), la sal de magnesio y el compuesto de sulfito y en las siguientes secciones. Se ha descubierto que las
composiciones liquidas tales como las proporcionadas en el presente documento, por ejemplo, que comprenden
minociclina y una sal de magnesio en un sistema disolvente no acuoso (preferentemente un sistema disolvente
hidrofilo), que comprende un antioxidante a base de sulfito, son notable y ventajosamente mas estables que las
composiciones que comprenden antioxidantes sin sulfito. Véase, por ejemplo, el Ejemplo 19. Sorprendentemente,
dichas composiciones demostraron una degradacion significativamente menor de la minociclina en el tiempo en
comparacion con las formulaciones equivalentes que comprenden antioxidantes sin sulfito. Dichas formulaciones
también exhibieron una estabilidad prolongada con respecto al color, es decir, no exhibieron ningin cambio
significativo de color durante el almacenamiento.

En un primer aspecto, se proporciona en el presente documento una composicién tépica que comprende un farmaco
de la clase de las tetraciclinas, una fuente de magnesio, un alcohol alifatico monohidrico y un poliol, en la que (i) la
relacion entre el alcohol alifatico monohidrico y el poliol esta en el intervalo de 1:1 a 99:1 en peso y (ii) el farmaco de
la clase de las tetraciclinas se disuelve en la composicion topica. En algunas realizaciones de ejemplo, el alcohol
alifatico monohidrico es etanol, isopropanol o alcohol terc-butilico (es decir, alcohol t-butilico). En una o mas
realizaciones de ejemplo adicionales, el poliol es un diol o triol C3-C8 alifatico, saturado. En una o mas realizaciones
adicionales, el poliol es un 1,2-diol, un 1,3-diol o un ftriol. Los polioles ilustrativos incluyen propilenglicol,
dipropilenglicol y glicerol. En el presente documento se proporcionan mas detalles de la composicién y métodos
relacionados.

Los Solicitantes han descubierto que la combinaciéon de un farmaco de la clase de las tetraciclinas, una fuente de
magnesio, un alcohol alifatico monohidrico y un poliol forma un eutéctico dentro de una composicién de modo que el
punto de fusion para la composicion después de evaporar el disolvente segun lo medido por calorimetria diferencial
de barrido (DSC) se reduce con respecto al de la composicidon sin uno de estos cuatro componentes. Los
Solicitantes también han descubierto que la solubilidad de la minociclina en la composicion disminuye en relacion
con la solubilidad de la minociclina para la composicion sin uno de los tres componentes no farmacolégicos.
Basandose en las mediciones de solubilidad y DSC, se cree que estos cuatro componentes pueden formar una
interaccion iénica unica o unién no especifica que tiene propiedades sinérgicas para su uso en una composicion
topica. Estas propiedades sinérgicas pueden requerir los cuatro componentes para un beneficio de solubilizacion
optimo. Sin limitarse a la teoria, parece que la mezcla de disolventes neutraliza la carga idnica en el complejo de
minociclina-magnesio, lo que aumenta la solubilidad de la minociclina en la mezcla de disolventes en relacion con la
solubilidad de la minociclina en cualquier disolvente de forma independiente.

En una o mas realizaciones, el alcohol alifatico monohidrico es volatil, el poliol no es volatil, y el farmaco de la clase
de las tetraciclinas permanece soluble en la composicién incluso cuando el alcohol alifatico monohidrico se omite o
elimina de la composicién, o su la concentraciéon se reduce, tal como a través de evaporacién. En dichas
realizaciones, se logra un equilibrio favorable entre el efecto estabilizador del alcohol alifatico monohidrico volatil
sobre la composicion (por ejemplo, durante el almacenamiento) y la solubilidad persistente del farmaco tanto en la
composiciéon como cuando se aplica a la piel, incluso después de la evaporacion de parte o la totalidad del alcohol
alifatico monohidrico volatil, cuando esta presente. Este enfoque puede ser ventajoso porque 1) el alcohol alifatico
monohidrico volatil parece estabilizar la composicion y 2) el poliol mantiene el farmaco de la clase de las tetraciclinas
en un estado disuelto durante un periodo prolongado en la piel, permitiendo asi mas tiempo para una mejor
permeacion que si el alcohol alifatico monohidrico reemplazara al poliol. Los porcentajes en peso relativos de cada
uno de los alcoholes alifaticos monohidricos volatiles, el poliol relativamente no volatil y el farmaco de la clase de las
tetraciclinas en la composicion, eficaces para lograr un equilibrio de estabilidad de almacenamiento prolongada y
una solubilidad mantenida del farmaco de la clase de las tetraciclinas cuando se aplica a la piel, se proporcionan en
el presente documento.

La composicion es util para el tratamiento de una afeccion o enfermedad dermatolégica. Ejemplos no limitantes de
afecciones o enfermedades dermatoldgicas para las que se puede usar la composicion incluyen, pero sin limitacion,
acné, rosacea, dermatitis seborreica, psoriasis e infecciones cutaneas superficiales tales como impétigo, asi como
en el tratamiento de heridas.

LA COMPOSICION

Los componentes y caracteristicas de la composicion se describiran ahora con mayor detalle.
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Los farmacos de la clase de las tetraciclinas incluyen, por ejemplo, tetraciclina y derivados de tetraciclina tales como
demeclociclina, minociclina, doxiciclina, oxitetraciclina y sus correspondientes formas de sal farmacéuticamente
aceptables, asi como solvatos e hidratos de las mismas. El farmaco de la clase de las tetraciclinas también puede
ser una fluorociclina, es decir, una 7-fluoro-9-sustituida-6-desmetil-6-desoxitetraciclina, tal como eravaciclina (TP-
434) o 7-fluoro-9-pirrolidinoacetamido-6-desmetil-6-desoxitetraciclina. Los farmacos que pertenecen a la clase de las
tetraciclinas generalmente contienen un esqueleto de octahidrotetraceno-2-carboxamida de cuatro anillos, mientras
que los sustituyentes reales en el esqueleto pueden variar. Las tetraciclinas son antibiéticos de amplio espectro, que
exhiben actividad contra una amplia gama de bacterias. Una tetraciclina preferida para su uso en las composiciones
proporcionadas en el presente documento es minociclina. La minociclina es una tetraciclina semisintética potente
con actividad contra una amplia gama de organismos grampositivos y gramnegativos. La minociclina presenta un
espectro mas amplio en comparacién con otros compuestos de tipo tetraciclina, y también es la mas soluble en
lipidos de las tetraciclinas, es decir, puede penetrar mas facilmente en diversos tejidos en comparaciéon con otras
tetraciclinas. Esta caracteristica presenta un desafio adicional para la administracién tépica de minociclina,
especialmente en forma de base libre, debido a su propensiéon en comparacién con otras tetraciclinas a transportarse
a través de la epidermis. Las composiciones proporcionadas en el presente documento pueden contener minociclina
o cualquier antibiotico de tetraciclina en cualquier forma disponible, por ejemplo, como la base libre, como clorhidrato
u otra sal farmacéuticamente aceptable, incluidos todos los polimorfos, solvatos, hidratos o formas amorfas
cristalinas de los mismos. En una o mas realizaciones preferidas, la minociclina o sal de minociclina no esta en
forma de hidrato (es decir, esta en forma no hidratada). Sin embargo, en algunos casos, el farmaco de tetraciclina
puede estar en forma hidratada, por ejemplo, comprendiendo menos de aproximadamente 20 por ciento en peso de
agua. En algunas realizaciones preferidas, el farmaco de tetraciclina comprendera menos de aproximadamente un
5 % en peso de agua, o puede comprender menos de aproximadamente un 2 % en peso de agua.

La cantidad de farmaco de la clase de las tetraciclinas en la composicion topica (por ejemplo, minociclina) varia
normalmente de aproximadamente el 0,01 % a aproximadamente el 10 % en peso, o de aproximadamente el 0,1 %
a aproximadamente el 5% en peso. Los intervalos ilustrativos son de aproximadamente el 0,1% a
aproximadamente el 4 % en peso, o de aproximadamente el 0,2 % a aproximadamente el 3 % en peso, o de
aproximadamente el 0,2% a aproximadamente el 1,5% en peso. Por ejemplo, la formulacion topica puede
comprender cualquiera de los siguientes porcentajes en peso de minociclina: 0,1 %, 0,2 %, 0,3 %, 0,4 %, 0,5 %,
0,6 %, 0,7 %, 0,8 %, 0,9%, 1,0%, 1,1 %, 1,2%, 1,3 %, 1,4 %, 1,5%, 1,6 %, 1,7 %, 1,8 %, 1,9 %, 1,0 %, 2,1 %,
2,2%, 2,3 %, 2,4 %, 2,5 %, etc.

La composicion topica también comprende una fuente de magnesio en forma de sal de magnesio. Las sales de
magnesio ilustrativas incluyen, pero sin limitacion, bromuro de magnesio, cloruro de magnesio, fluoruro de magnesio,
yoduro de magnesio, sulfato de magnesio, salicilato de magnesio y fosfato de magnesio. Las sales de magnesio a
menudo se suministran comercialmente en forma de hidratos, y los hidratos se pueden usar en las presentes
formulaciones. Sin embargo, en algunas realizaciones preferidas, la sal de magnesio es anhidra, debido a la
inestabilidad de los farmacos de la clase de las tetraciclinas, tal como minociclina, en presencia de agua. Véase, por
ejemplo, el Ejemplo 20. En algunas realizaciones preferidas, la fuente de magnesio comprende una sal de magnesio
que tiene un contraidon que es un i6n blando (polarizable), tal como cloruro o yoduro, en lugar de un ién duro, tal
como sulfato o fluoruro. En algunas realizaciones adicionales, la fuente de magnesio comprende una sal de
magnesio que tiene un contraidon que es cloruro o es mas blando que un ién cloruro. En algunas realizaciones
adicionales, la fuente de magnesio comprende una sal de magnesio que tiene un contraiéon que es un ién acetato
(CH3COO") o es mas blando que un ién acetato.

La teoria de acido/base duro/blando (HSAB) clasifica los acidos y las bases en una escala de duro a blando. El uso
de iones blandos reduce la tension interfacial en la mezcla y, por lo tanto, mejora la solubilidad. Los factores que
contribuyen a que un i6n se clasifique como "blando” incluyen un gran tamafio, estados de carga baja y una fuerte
polarizacién. Se describen detalles adicionales de la teoria HSAB en Pearson, Ralph G. "Hard and Soft Acids and
Bases". J. Am. Chem. Soc. 1963; 85 (22): 3533-9 y Pearson, R.G. "Recent Advances in the Concept of Hard and
Soft Acids and Bases". J. Chem. Education. julio de 1987, 64 (7): 561-7.

Como se describe en el Ejemplo 1, la presencia de una sal de magnesio en la composicion es eficaz para aumentar
la solubilidad del farmaco de la clase de las tetraciclinas, por ejemplo, minociclina, en las presentes composiciones
en un grado notable. Véase, por ejemplo, la figura 1A. Sin limitarse a la teoria, el magnesio parece interactuar con la
minociclina en la composicién, como lo demuestra su impacto en el valor de MIC cuando se compara con el valor de
MIC de la minociclina en solitario. Véase, por ejemplo, el Ejemplo 5, que describe las mediciones de MIC para
minociclina, cloruro de magnesio anhidro, y una mezcla de 1:1,5 p/p de los dos. La minociclina en solitario exhibio
una MIC de 0,125 microgramos por mililitro, mientras que la combinacién poseia una MIC mas alta de 0,5 microlitros,
un aumento de cuatro veces (lo que significa que la combinacion era cuatro veces menos activa que la minociclina
en solitario). Por lo tanto, incluso teniendo en cuenta las diferencias de peso en la combinacion, los resultados
indican que el magnesio esta interactuando con la minociclina. Se utilizaron técnicas analiticas para confirmar que la
pérdida observada de actividad antimicrobiana no se debi6 a la degradacién de la minociclina.

Las cantidades tipicas de una fuente de magnesio (una sal de magnesio) en las composiciones topicas
proporcionadas en el presente documento varian de aproximadamente el 0,2-10 % en peso. Las relaciones molares
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de la fuente de magnesio con respecto al farmaco de la clase de las tetraciclinas, por ejemplo, minociclina, varian de
aproximadamente 2:1 a aproximadamente 100:1. Las relaciones molares ilustrativas son normalmente al menos
aproximadamente 2:1 (Mg:farmaco de tetraciclina). Por ejemplo, las relaciones molares adecuadas son
aproximadamente 2:1, aproximadamente 2,5:1, aproximadamente 3:1, aproximadamente 3,5:1, aproximadamente
4:1, aproximadamente 4,5:1, aproximadamente 5:1, aproximadamente 5:1, aproximadamente 5,5:1,
aproximadamente 6:1, aproximadamente 6,5:1, aproximadamente 7:1, aproximadamente 7,5:1, aproximadamente
8:1, aproximadamente 8,5:1, aproximadamente 9:1, aproximadamente 9,5:1, y aproximadamente 10:1. Las
cantidades relativas de la fuente de magnesio con respecto al farmaco de la clase de las tetraciclinas en la
composicion tépica sobre una base de peso/peso (p/p) normalmente variaran de aproximadamente 1:3 a
aproximadamente 3:1, pero pueden utilizarse intervalos mayores o menores que este dependiendo de los pesos
moleculares de la fuente de magnesio y la forma del farmaco de la clase de las tetraciclinas. Por lo tanto, la cantidad
relativa en peso de la fuente de magnesio con respecto al peso del clorhidrato de minociclina (es decir, un farmaco
de la clase de las tetraciclinas) puede incluir una cualquiera o mas de las siguientes: 0,4 (es decir, la cantidad en
peso de magnesio 0,4 veces la del componente de minociclina), 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1,0 (es decir, cantidades en
peso iguales), aproximadamente 1,5, aproximadamente 2, aproximadamente 2,5, aproximadamente 3 veces,
aproximadamente 3,5 veces, aproximadamente 4 veces, aproximadamente 4,5 veces, aproximadamente 5 veces,
aproximadamente 5,5 veces, aproximadamente 6 veces, aproximadamente 6,5 veces, aproximadamente 7 veces,
aproximadamente 7,5 veces, aproximadamente 8 veces, aproximadamente 8,5 veces, aproximadamente 9 veces,
aproximadamente 9,5 veces, o aproximadamente 10 veces, incluyendo todos y cada uno de los intervalos que se
encuentren dentro de dos cualesquiera de los valores anteriores. Normalmente, la fuente de magnesio (la sal de
magnesio) esta presente en exceso molar con respecto a la minociclina. Basandose en los ejemplos proporcionados
por la presente, se puede ver que la sal de magnesio es eficaz para estabilizar las presentes composiciones.

Ademas de una sal de magnesio, la formulacion topica puede comprender una sal de un catién de metal divalente tal
como, por ejemplo, calcio, aluminio, cinc, donde los contraiones ilustrativos y cantidades relativas (por ejemplo, para
iones metalicos divalentes totales) son como se han descrito anteriormente para una sal de magnesio. Los iones
metalicos divalentes preferidos son los que pueden interactuar con la minociclina.

La composicion tépica comprende, como parte de su sistema disolvente no acuoso, un alcohol alifatico monohidrico,
preferentemente un alcohol volatil. Generalmente, un alcohol alifatico monohidrico para su uso en las composiciones
proporcionadas en el presente documento se ajusta a la formula R-OH, donde R es un grupo alquilo C4-C4. Los
grupos R adecuados incluyen metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, sec-butilo, isobutilo y terc-butilo.
Preferentemente, el alcohol alifatico monohidrico es un alcohol primario tal como alcohol etilico, alcohol propilico o
alcohol butilico. Un alcohol alifatico monohidrico particularmente preferido es etanol. En algunas realizaciones, el
alcohol alifatico monohidrico es uno que tiene una solubilidad en agua del 5 por ciento o mas. Metanol, etanol, 1-y
2-propanol y alcohol t-butilico, por ejemplo, son miscibles con agua, mientras que 1-butanol tiene una solubilidad de
aproximadamente el 9 % en agua y 2-butaol tiene una solubilidad en agua del 7,7 %. Los alcoholes preferidos son
hidrofilos.

Otro componente adicional de la composicién tépica (es decir, que forma parte de su sistema disolvente) es un poliol
que contiene dos o mas grupos hidroxilo y que posee de 3-8 atomos de carbono. Normalmente, el poliol es un
compuesto alifatico; los polioles para su uso en la presente composicion incluyen dioles tales como propilenglicol
(PG, propano-1,2-diol), hexilenglicol (2-metilpentano-2,4-diol), 1,3-butilenglicol (1,3-butanodiol) y dipropilenglicol,
trioles tales como glicerol y trimetilolpropano, y alcoholes superiores (lo que significa que contienen mas de 3 grupos
hidroxilo) tales como sorbitol y pentaeritritol. Los polioles preferidos son dioles y trioles C3-C8. El diol o triol tendra
normalmente un peso molecular menor de aproximadamente 250, o incluso menor de aproximadamente 200. En
algunos casos, el poliol tendra un peso molecular menor de aproximadamente 125. El poliol, en algunos casos,
puede ser higroscépico, tal como en el caso del propilenglicol. En algunas realizaciones, el poliol es un triol distinto
de glicerol o glicerina.

Muchos alcoholes alifaticos monohidricos, tales como etanol, pueden proporcionar un disolvente estable para los
farmacos de la clase de las tetraciclinas, sin embargo, los farmacos de la clase de las tetraciclinas tienen una
solubilidad limitada en mezclas de etanol y propilenglicol. Ademas, dado que el etanol es un disolvente volatil, gran
parte del disolvente se evapora rapidamente cuando se aplica a la piel. Esta evaporacion aumenta rapidamente la
concentracion del farmaco de la clase de las tetraciclinas en la superficie de la piel y puede conducir a la formacion
de depositos soélidos en la superficie de la piel o en las capas superiores de la piel, ninguna de las cuales es
deseable, particularmente debido al potencial de tincién y/o pigmentacion de la piel. Las composiciones
proporcionadas en el presente documento estan destinadas, al menos en parte, a superar los inconvenientes
sefialados anteriormente. Por ejemplo, considerar una composicion que comprende el 1,2 % (p/p) de clorhidrato de
minociclina (aproximadamente el 1 % (p/p) de equivalente de base libre de minociclina), el 1,2 % (p/p) de cloruro de
magnesio, el 77,6 % (p/p) de etanol y el 20 % (p/p) de propilenglicol. El etanol es mucho mas volatil que el
propilenglicol, de modo que, incluso si todo el etanol se evapora de la piel, la concentracion del equivalente de base
libre de minociclina en la composicion residual después de la evaporacion del etanol seria aproximadamente del
4.5 %. Considerando que la minociclina, cuando se combina con cloruro de magnesio, es soluble en propilenglicol a
niveles de hasta aproximadamente el 7-8 % de equivalente de base libre de minociclina (dependiendo de la
temperatura), esto significa que en el ejemplo anterior, la minociclina permanecera deseablemente en solucion (es
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decir, en estado disuelto), especialmente a la temperatura elevada de la piel. Ademas, la concentracion de
minociclina en la composicion residual seria menor que la descrita en este calculo, ya que parte del etanol
transportaria minociclina a la piel en lugar de evaporarse.

Las composiciones de ejemplo como se proporcionan en el presente documento comprenderan generalmente un
mayor porcentaje en peso del alcohol alifatico monohidrico en comparacion con el poliol. Por ejemplo, las
composiciones ventajosas como se describen en el presente documento pueden comprender de aproximadamente
el 50 % (p/p) a aproximadamente el 95 % (p/p) de alcohol alifatico monohidrico, de aproximadamente el 5 % (p/p) a
aproximadamente el 40 % (p/p) de poliol, de aproximadamente el 0,1 % (p/p) a aproximadamente el 10 % (p/p) de
farmaco de la clase de las tetraciclinas, y de aproximadamente el 0,2 % (p/p) a aproximadamente el 15 % (p/p) de
fuente de magnesio. Algunas composiciones preferidas como se describen en el presente documento pueden
comprender de aproximadamente el 60 % (p/p) a aproximadamente el 90 % (p/p) de alcohol alifatico monohidrico, de
aproximadamente el 5 % (p/p) a aproximadamente el 35 % (p/p) de poliol, de aproximadamente el 0,2 % (p/p) a
aproximadamente el 5 % (p/p) de farmaco de la clase de las tetraciclinas, y de aproximadamente el 0,2 % (p/p) a
aproximadamente el 10 % (p/p) de fuente de magnesio.

Las composiciones liquidas ilustrativas pueden contener, por ejemplo, uno cualquiera o mas de los siguientes
porcentajes en peso-peso de alcohol alifatico monohidrico, incluidos los intervalos entre cada uno de los siguientes
valores: 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 % o 95 % de alcohol, donde preferentemente, el
porcentaje en peso de alcohol es mayor que el porcentaje en peso de poliol. Otros intervalos representativos para el
componente de alcohol, que pueden combinarse con cantidades p/p o intervalos para el farmaco de tetraciclina y
otros componentes de formulacion como se proporcionan en el presente documento, son del: 50-55 % p/p, 50-60 %
p/p, 50-65 % p/p, 50-70 % p/p, 50-75 % p/p, 50-80 % p/p, 50-85 % p/p, 50-90 % p/p, 50-55 % p/p, 55-60 % p/p, 55-
65 % p/p, 55-70 % p/p, 55-75 % p/p, 55-80 % p/p, 55-85 % p/p, 55-90 % p/p, 55-95 % p/p, 60-65 % p/p, 60-70 % p/p,
60-75 % p/p, 60-80 % p/p, 60-85 % p/p; 60-90 % p/p, 60-95 % p/p, 65-70 % p/p, 65-75 % p/p, 65-80 % p/p, 65-85 %
p/p; 65-90 % p/p, 65-95 % p/p, 70-75 % p/p, 70-80 % p/p, 70-85 % p/p, 70-90 % p/p, 70-95 % p/p, 75-80 % p/p, 75-
85 % p/p, 75-90 % p/p, 75-95 % p/p, 80-85 % p/p, 80-95 % p/p, 80-95 % p/p, 85-90 % p/p, 85-95 % p/p, 90-95 % p/p.

Las cantidades representativas de un componente de poliol, incluyen, una cualquiera o mas de las siguientes: 5 %,
10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 % o 40 % (p/p), incluidos los intervalos entre cada uno de los anteriores, tales
como, por ejemplo: 5 %-10 % p/, 5-15 % p/p, 5-20 % p/p, 5-30 % p/p, 5-35 % p/p, 5-40 % p/p, 10-15 % p/p, 10-20 %
p/p, 10-25 % p/p, 10-30 % p/p, 10-35 % p/p, 10-40 % p/p, 15-20 % p/p, 15-25 % p/p, 15-30 % p/p, 15-35 % p/p, 15-
40 % p/p, 20-25 % p/p, 20-30 % p/p, 20-35 % p/p, 20-40 % p/p; 25-30 % p/p, 25-35 % p/p, 25-40 % p/p, 30-35 % p/p,
30-40 % p/p, 0 35-40 % p/p.

La relacion entre el alcohol alifatico monohidrico y el poliol esta en un intervalo de 1:1 a 99:1 en peso. Como se ha
expuesto anteriormente, la composicion comprendera generalmente un mayor porcentaje en peso del alcohol
alifatico monohidrico en comparacion con el poliol. Los ejemplos de relaciones p/p de alcohol con respecto a poliol
incluyen, por ejemplo, aproximadamente 1:1, 1,5:1, 2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 6:1, 7:1, 8:1, 9:1, 10:1, 15:1, 20:1, 25:1, 30:1,
35:1, 40:1, 45:1, 50:1, 55:1, 60:1, 65:1, 70:1, 75:1, 80:1, 85:1, 90:1, y 95:1. La composicion puede comprender una
relacion p/p entre el alcohol alifatico monohidrico y el poliol entre aproximadamente 1:1 y 20:1, o de
aproximadamente 1:1 a aproximadamente 15:1, o de aproximadamente 1:1 a aproximadamente 10:1, o de
aproximadamente 2:1 a aproximadamente 20:1, o de aproximadamente 2:1 a aproximadamente 10:1, o de
aproximadamente 2:1 a aproximadamente 7:1.

En determinadas realizaciones, la composiciéon no comprende un aceite o cera hidréfobos. En algunas otras
realizaciones, la composicion no comprende un acido graso y/o un derivado de acido graso. En algunas
realizaciones, la formulacion liquida carece de agente espumante.

Las presentes composiciones también pueden contener cantidades relativamente pequefias, por ejemplo, menos de
aproximadamente el 10 % (p/p) de uno o mas excipientes auxiliares adecuados para uso tépico, incluyendo, pero sin
limitacion, agentes modificadores del pH, conservantes, agentes espesantes, agentes formadores de gel, agentes
emulsionantes, antioxidantes, agentes aromatizantes, y similares. Los compuestos adecuados para su incorporacion
se pueden encontrar, por ejemplo, en R.C. Rowe, et al., Handbook of Pharmaceutical Excipients (42 Ed.),
Pharmaceutical Press, Londres, 2003.

Los agentes gelificantes que pueden usarse en las composiciones topicas incluyen agentes gelificantes
convencionales bien conocidos por sus propiedades gelificantes, tales como, por ejemplo, éteres de celulosa tales
como hidroxipropilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, carboximetilcelulosa, carboximetilcelulosa sdédica,
hidroxietilcelulosa, y similares; alcoholes vinilicos; vinilpirrolidonas; gomas naturales tales como goma karaya, goma
de algarrobo, goma guar, goma gelano, goma de xantano, goma arabiga, goma de tragacanto, carragenano, pectina,
agar, acido alginico, alginato de sodio y similares, y metacrilatos tales como los disponibles con el nombre comercial
Eudragit® de Rohm Pharma. Otros agentes gelificantes incluyen copolimeros de polioxietileno-polioxipropileno
(poloxameros) tales como los disponibles con el nombre comercial "Lutrol®", y similares. Los agentes gelificantes
preferidos son aquellos que carecen de grupos carboxilo libres tales como, por ejemplo, hidroxipropilcelulosa,
hidroxipropilmetilcelulosa,  hidroxietilcelulosa, metilcelulosa, celulosa soluble en agua fria/organica,
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hidroxietilmetilcelulosa, etilcelulosa, etil(hidroxietil)celulosa. Para las celulosas sustituidas, se prefiere un grado de
sustitucion de moderado a alto para limitar el impacto de los grupos hidroxilo sobre la estabilidad del farmaco de
tetraciclina y/o para aumentar la solubilidad del agente gelificante en un sistema disolvente seleccionado. El grado
de sustitucion preferido es al menos 1,0, o preferentemente en el intervalo de 1,2 a 6,0, o mas preferentemente en el
intervalo de 2,5 a 4,5.

La composicion también puede contener un antioxidante. La cantidad de antioxidante, si esta presente, variara
normalmente de aproximadamente el 0,005 % a aproximadamente 3,0 % en peso de la composicion. Los intervalos
ilustrativos incluyen de aproximadamente el 0,01 % a aproximadamente el 2,5 % en peso de antioxidante, de
aproximadamente el 0,05 % a aproximadamente el 2 % en peso de antioxidante, y de aproximadamente el 0,1 % a
aproximadamente el 1,5 % en peso de antioxidante. Cantidades ilustrativas de antioxidante incluyen el 0,01 %,
0,025 %, 0,05 %, 0,075 %, 0,1 %, 0,2 %, 0,3 %, 0,4 %, 0,5 %, 0,6 %, 0,7 %, 0,8 %, 0,9 % y el 1 % en peso. En una
realizacion, la cantidad de antioxidante comprendida dentro de la composicion es del 0,01 % en peso. En otra
realizacién, la cantidad de antioxidante comprendida en la formulacion es del 0,2 % en peso. Los antioxidantes
adecuados incluyen, por ejemplo, hidroxianisol butilado (BHA), hidroxitolueno butilado (BHT), butil hidroquinona
terciaria, galato de propilo, a-tocoferol, metabisulfito de sodio, y similares. Una clase preferida de antioxidantes son
los antioxidantes que contienen azufre tales como metabisulfito de sodio, glutatién, N-acetilcisteina, tioprolina y
taurina. Las composiciones preferidas adicionales comprenden un antioxidante seleccionado de la lista que consiste
en un compuesto de sulfito, BHT, selenito de sodio, DL-alfa tocoferol, una combinacién de ditioeritreitol y DL-alfa
tocoferol, y eritorbato de sodio. También se prefieren las sales de acido sulfuroso y los ésteres organicos
(denominados colectivamente "sulfitos"), tales como bisulfitos, pirosulfitos, metabisulfitos y sulfitos.

En una o mas realizaciones, la composicién topica comprende una cantidad adecuada (por ejemplo, de
aproximadamente el 0,005 % a aproximadamente el 3,0 % en peso) de un compuesto de sulfito, por ejemplo, una sal
de sulfito, metabisulfito o bisulfito, donde el sulfito va acompafiado de un contraién adecuado. Como se describe en
el Ejemplo 19, los antioxidantes de sulfito son particularmente ventajosos para su uso en las presentes
formulaciones toépicas. Como se muestra en la Tabla 24, los antioxidantes a base de sulfito parecen ser
particularmente beneficiosos para inhibir la formacién de 4-epi-minociclina en composiciones tdpicas de minociclina.
Véanse, por ejemplo, los datos en las columnas 5 y 6. Ejemplos de sales de sulfito, bisulfito y metabisulfito, por
ejemplo, que tienen un contraién adecuado tal como un catién inorganico u otro (por ejemplo, sodio, potasio,
magnesio, calcio y similares) son particularmente eficaces para inhibir la formacion de 4-epi-minociclina, asi como
para prevenir un cambio de color significativo (es decir, oscurecimiento) de la formulacion tras el almacenamiento.
También se pueden emplear compuestos organicos de sulfito, tales como ésteres organicos de acido sulfuroso,
sulfitos aciclicos y sulfitos ciclicos. Ejemplos de sulfitos organicos incluyen sulfitos de etilo, p-tolilo e isopropilo,
aunque se puede emplear cualquier sulfito organico adecuado.

Como se describe en el Ejemplo 19, las composiciones preferidas que comprenden un antioxidante de sulfito
muestran una concentracion inicial baja de 4-epi-minociclina (en relaciéon con la minociclina) y un aumento pequefio
o nulo en la formacidon de 4-epi-minociclina en el tiempo, por ejemplo, por semana. Por ejemplo, en algunas
composiciones preferidas, la concentracion relativa de 4-epi-minociclina es inferior al 5,0 % al inicio y aumenta
menos del 1,00 % por semana cuando se mide durante un periodo de 4 semanas a 40 °C en viales de vidrio
cerrados, donde el periodo de 4 semanas comienza inmediatamente después de la medicion inicial. En algunas
composiciones preferidas, la concentracion relativa de 4-epi-minociclina es inferior al 1,0 % en una medicion inicial y
aumenta menos del 1,00 % por semana cuando se mide durante un periodo de 4 semanas a 40 °C en viales de
vidrio cerrados, en la que el periodo de 4 semanas comienza inmediatamente después de la medicién inicial. Mas
preferentemente, la concentracion relativa de 4-epi-minociclina es inferior al 1,0 % en una medicién inicial y aumenta
menos del 0,70 % por semana cuando se mide durante un periodo de 4 semanas a 40 °C en viales de vidrio
cerrados, en la que el periodo de 4 semanas comienza inmediatamente después de la medicién inicial.
Preferentemente, la concentracion relativa de 4-epi-minociclina esta en el intervalo de aproximadamente el 0,50 % a
aproximadamente el 1,00 % en una medicioén inicial y aumenta a una tasa en el intervalo de aproximadamente el
0,20 % a aproximadamente el 0,40 % por semana cuando se mide durante un periodo de 4 semanas a 40 °C en
viales de vidrio cerrados.

Las composiciones preferidas exhiben adicionalmente una alta concentracion relativa de minociclina activa y una
disminucién pequefia o nula en la concentracion relativa de minociclina activa en el tiempo. Por ejemplo, en algunas
composiciones preferidas, la concentracion relativa de minociclina activa es de al menos el 95,0 % en una medicién
inicial y disminuye menos del 1,50 % por semana cuando se mide durante un periodo de 4 semanas a 40 °C en
viales de vidrio cerrados, en la que el periodo de 4 semanas comienza inmediatamente después de la medicién
inicial. En algunas composiciones preferidas, la concentracion relativa de minociclina activa es de al menos el
98,0 % en una medicion inicial y disminuye menos del 1,00 % por semana cuando se mide durante un periodo de 4
semanas a 40 °C en viales de vidrio cerrados, en la que el periodo de 4 semanas comienza inmediatamente
después de la medicién inicial. Mas preferentemente, la concentracion relativa de minociclina es de al menos el
98,50 % en una medicion inicial y disminuye menos del 0,70 % por semana cuando se mide durante un periodo de 4
semanas a 40 °C en viales de vidrio cerrados, en la que el periodo de 4 semanas comienza inmediatamente
después de la medicién inicial. Preferentemente, la concentracion relativa de minociclina esta en el intervalo de
aproximadamente el 97,0 % a aproximadamente el 99,0 % en una medicion inicial y disminuye a una tasa en el
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intervalo de aproximadamente el 0,30 % a aproximadamente el 1,00 % por semana cuando se mide durante un
periodo de 4 semanas a 40 °C en viales de vidrio cerrados, en la que el periodo de 4 semanas comienza
inmediatamente después de la medicion inicial.

Como se muestra en la Tabla 24, los antioxidantes a base de sulfito también parecen ser particularmente ventajosos
para prevenir un cambio de color (es decir, oscurecimiento) de las formulaciones que contienen minociclina, como se
indica en la columna 6. Este estudio evalué la diferencia de color entre las composiciones al inicio y después del
envejecimiento durante 4 semanas a 40 °C en viales de vidrio cerrados. Las cuatro composiciones que incluian un
antioxidante de sal de sulfito, es decir, las composiciones 2-ss, 3-sb, 17-ps, y 1-sbs, no mostraron diferencias
significativas de color entre las composiciones envejecidas e iniciales cuando se observaron visualmente. Las
composiciones con antioxidantes no basadas en sulfito mostraron un cambio de color significativo (oscurecimiento)
en el tiempo en las condiciones de almacenamiento empleadas. Las composiciones preferidas no muestran un
cambio de color significativo después del envejecimiento durante 4 semanas a 40 °C en viales de vidrio cerrados. Se
describe un método adecuado para evaluar el cambio de color en el Ejemplo 19.

La composicién puede contener ademas uno o mas conservantes en una cantidad que varia normalmente de
aproximadamente el 0,01 % a aproximadamente el 2,0 % en peso de la composicién. Los conservantes ilustrativos
incluyen, por ejemplo, fenoxietanol, metil parabeno, propil parabeno, butil parabeno, alcohol bencilico, y similares.

La composicion tépica también puede comprender una pequefia cantidad, tal como del 0,1 % al 10 % en peso, de
uno o mas compuestos eficaces para introducir un olor o aroma favorable, tal como un aceite natural u otro agente
adecuado. Los aceites esenciales adecuados incluyen, por ejemplo, aceites esenciales vegetales de eucalipto,
incienso, pachuli, menta, limon, lavanda, naranja, rosa mosqueta, romero, arbol de té, jazmin, y similares. Por
ejemplo, en una o mas realizaciones, la composicion comprende una pequefa cantidad, tal como del 0,1 % al 5 %
en peso, de 1,8-cineol o algun otro aceite esencial.

La combinacion de poliol y 1,8-cineol puede ser particularmente eficaz para prevenir la descamacion y la sequedad
extrema de la piel, especialmente cuando la administracion es durante un periodo de tiempo prolongado, por
ejemplo, durante 2 semanas o mas. Los signos de piel seca que se pueden prevenir incluyen descamacion y
picazén.

La composicion topica puede estar en varias formas diferentes, incluyendo, por ejemplo, una solucion, liquido,
aerosol, espuma, locion, gel, y similares. Preferentemente, la composicion es un liquido, tiene buena estabilidad, se
adhiere a la piel, y tiene un tacto suave. Preferentemente, la composicién no es una emulsién. Generalmente, las
composiciones preferidas no tienen nanoparticulas ni microparticulas, aunque, en algunos casos, la composicion
puede comprender nanoparticulas y/o microparticulas. Para obtener informacion adicional con respecto a
formulaciones adecuadas, véanse, por ejemplo, "Remington: The Science and Practice of Pharmacology", 222
edicién, (Pharmaceutical Press, 2013).

En referencia a la estabilidad de las composiciones proporcionadas en el presente documento, se realizaron
experimentos de estabilidad en composiciones de ejemplo para evaluar el grado de degradacién del farmaco de la
clase de las tetraciclinas en la composicion en el tiempo como se describe en el Ejemplo 3. EI compuesto de
tetraciclina, minociclina, experimenta epimerizacion C4, por ejemplo, en presencia de agua o un disolvente proético
polar. El producto o productos de degradacion poseen una actividad antibiética insignificante, de modo que la
degradacion significativa de la minociclina en una formulacion durante su vida util dara como resultado una actividad
reducida de la formulacion. Como se puede ver en los resultados de las Tablas 3 y 4, las composiciones que
contienen magnesio exhibieron una mejora significativa sobre las composiciones sin magnesio con respecto a la
cantidad de epimero formado (y viceversa, la cantidad de minociclina intacta conservada en la composicion),
basandose en datos de extrapolacion de 18 meses. Las composiciones designadas 90-Mg, 80-Mg y 75-Mg, que
contenian aproximadamente el 75-90 % (p/p) de etanol (es decir, un alcohol alifatico monohidrico) y el 10-25 % (p/p)
de propilenglicol (es decir, un poliol) formaron solo del 3 % (p/p) a aproximadamente el 7 % (p/p) de epimero en las
condiciones de prueba, mientras que para las composiciones sin magnesio, se observé una conversion del 99-100 %
en epimero. Este ejemplo demuestra el efecto estabilizador significativo del magnesio en las presentes
composiciones, por ejemplo, para prevenir/minimizar la degradacion/epimerizacion de la minociclina y mantener la
actividad de la formulacién en el tiempo. Cuando se comparan adicionalmente entre las composiciones que
contienen magnesio, las composiciones que contienen de aproximadamente el 25-50 % (p/p) de etanol (es decir,
alcohol alifatico monohidrico) y de aproximadamente el 50-75% (p/p) de poliol (propilenglicol) contenian
aproximadamente el doble de la cantidad extrapolada de epimero en comparaciéon con las composiciones que
contenian Mg que tenian porcentajes en peso mas altos del alcohol alifatico monohidrico y porcentajes en peso mas
bajos del poliol. Por lo tanto, en una o mas realizaciones, parece que el componente de etanol (por ejemplo, alcohol
monohidrico) tiene un efecto estabilizador sobre las composiciones tdpicas, especialmente en presencia de
magnesio y cuando se combina con un poliol.

Puede usarse una amplia diversidad de métodos para preparar las composiciones descritas en el presente

documento. En términos generales, las composiciones se pueden preparar combinando entre si los componentes de
las composiciones, como se describe en el presente documento, a una temperatura y durante un tiempo suficientes
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para proporcionar una composicion deseable y farmacéuticamente eficaz. El término "combinar entre si", como se
usa en el presente documento, significa que todos los componentes de las composiciones se combinan y se
mezclan entre si aproximadamente al mismo tiempo, o que diversos componentes se combinan en una o mas
secuencias u 6rdenes de adicién para proporcionar el producto deseado. La composicion se puede preparar sobre
una base en peso/peso (p/p) o peso/volumen (p/v). La composicion generalmente se extendera facilmente, por
ejemplo, sobre una superficie de la piel, y preferentemente no sera goteante.

La composicién se puede preparar, por ejemplo, mediante la mezcla de los ingredientes

normalmente mediante el uso de una agitacion vigorosa tal como una mezcla de alto cizallamiento. La mezcla
también se puede realizar mediante cualquier método adecuado utilizando cualquier medio manual o automatico
adecuado. Las etapas adicionales opcionales incluyen las que dan como resultado la adicién de uno o mas de los
ingredientes auxiliares opcionales como se ha expuesto anteriormente. Los métodos para preparar una formulacion
farmacéutica se conocen bien en la técnica y se describen, por ejemplo, en Handbook of Pharmaceutical
Formulations: Liquid Products, Vol. 3, S. Niazi., CRC Press, 2004.

La composiciéon se puede aplicar por via topica directamente a las areas afectadas de la piel, por ejemplo, usando
las yemas de los dedos, un aplicador de esponja, un aplicador de algoddn, por pulverizacion, aerosolizacion o
cualquier otro método adecuado. Las composiciones proporcionadas en el presente documento son Utiles para tratar
cualquier afeccion que sea susceptible de tratamiento con un farmaco de la clase de las tetraciclinas, tal como
minociclina. Las composiciones proporcionadas en el presente documento pueden usarse, por ejemplo, para tratar
afecciones tales como acné, impétigo, celulitis, erisipelas, foliculitis, fordnculos, carbunclos, enfermedad de Lyme y
otras infecciones de la piel, rosacea, dermatitis seborreica, dermatosis ampollosa, sarcoidosis cutanea, sarcoma de
Kaposi, y dermatosis neutrofilica, e inflamacion asociada con las mismas. Los tipos de acné incluyen, por ejemplo,
acné comun, acné rosacea, acné conglobata, acné fulminante, foliculitis gramnegativa y pioderma facial, entre otros.
Por ejemplo, la composicion puede usarse para tratar el acné de moderado a grave, y el acné puede ser nodular o
quistico.

El método puede comprender la etapa de administrar una composicion tépica como se proporciona en el presente
documento a una superficie corporal accesible de un ser humano o un animal que necesite tal tratamiento.
Generalmente, la composicion se puede aplicar en una cantidad convencional de una a varias veces a la semana o
diariamente sobre las areas afectadas de la piel, hasta que el acné o la afeccion que se esta tratando haya
disminuido o desaparecido visiblemente. Por ejemplo, la composicion topica se puede aplicar por via topica al menos
una vez al dia durante un periodo de al menos 1 mes, o se puede aplicar a la piel una o dos veces al dia durante un
periodo de 6 a 52 semanas o incluso mas. El nimero de aplicaciones y el transcurso del tratamiento variaran con la
gravedad de la afeccidon que se esté tratando, las consideraciones del paciente, y similares. Por lo tanto, la
composicion puede, en determinados casos, aplicarse una vez al dia, dos veces al dia, una vez cada dos dias, de
una a tres veces a la semana, de 1 a 4 veces a la semana, cada 3 dias, etc.

Una cantidad convencional es una cantidad que es suficiente para extender, por ejemplo, una capa fina, sobre el
area afectada. Si se desea, la eficacia del tratamiento se puede cuantificar mediante el uso de un sistema de
clasificacion tal como el sistema de Leeds (O' Brien, SC., et al., J. Dermatol Treat 1998; 9:215-220), la Escala
integral de gravedad del acné (Tan, JK, et al., J. Cutan Med Surg 2007 Nov; 11(6):211-6), o el sistema global de
clasificacion del acné (Doshi, A., et al., Int. J. Dermatol 1997 Jun 36(6); 416-8). En una o mas realizaciones, la
eficacia del tratamiento se evalia mediante un examen visual del area afectada. En algunos casos, el tratamiento
profilactico puede continuarse incluso si la afeccién ha disminuido o desaparecido visiblemente, como medida
preventiva. En algunas realizaciones, la eficacia del tratamiento se evalia mediante una evaluacion de una
reduccion en el recuento total de lesiones, donde la aplicacion de una composicion tépica como se describe en el
presente documento es eficaz para dar como resultado una reduccion en el recuento total de lesiones segun se mide
desde el inicio del tratamiento.

CARACTERISTICAS DE LOS SISTEMAS DISOLVENTES Y COMPOSICIONES TOPICAS

Pasando ahora a la consideracion de los Ejemplos, el Ejemplo 1 demuestra la solubilidad de la minociclina en
complejo con magnesio en comparacion con la minociclina en solitario (es decir, minociclina no complejada) en el
mismo sistema disolvente en funcién de la concentracion de etanol y propilenglicol en la composicion a temperatura
ambiente y en condiciones atmosféricas. Tal como se puede observar, la minociclina en complejo con magnesio es
considerablemente mas soluble en una mezcla que comprende etanol y propilenglicol que en etanol o propilenglicol
independientemente. Ademas, la minociclina en complejo con magnesio es particularmente mas soluble que la
minociclina en una mezcla que comprende etanol y propilenglicol.

Como se demuestra en el Ejemplo 1, el clorhidrato de minociclina tiene una solubilidad que excede los 100 mg/ml
(por ejemplo, 100 mg/ml a aproximadamente 165 mg/ml) a temperatura ambiente en composiciones seleccionadas
que comprenden etanol, propilenglicol y cloruro de magnesio. Por lo tanto, en determinadas realizaciones preferidas,
la composicién tépica comprende los componentes anteriores ademas del farmaco de la clase de las tetraciclinas, es
decir, etanol, propilenglicol y cloruro de magnesio.
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Ademas, como se demuestra en el Ejemplo 1, los Solicitantes han descubierto que la adicién de una fuente de
magnesio, tal como cloruro de magnesio, a una composicion tdpica como se describe en el presente documento
aumenta la solubilidad de un farmaco de la clase de las tetraciclinas, tal como minociclina, en mezclas de un alcohol
alifatico monohidrico, tal como etanol, y un poliol, tal como propilenglicol, particularmente para composiciones en las
que la cantidad en peso del alcohol excede la cantidad del poliol. Por lo tanto, en una o mas realizaciones preferidas,
la cantidad en peso de alcohol en la composicién excede la cantidad en peso del componente poliol.

En los graficos presentados como las figuras 1a y 1b, las concentraciones de clorhidrato de minociclina se
representan en funcion de la concentracién de etanol en el sistema disolvente. Ambas figuras 1a y 1b ilustran que la
incorporacion de cloruro de magnesio en las presentes composiciones aumenta significativamente la solubilidad del
clorhidrato de minociclina, particularmente para etanol en solitario (etanol al 100 %) y para composiciones con altas
concentraciones de etanol en mezclas de etanol y propilenglicol. Ademas, las cantidades relativas de cada uno de
los componentes de la composicion, por ejemplo, alcohol alifatico monohidrico y poliol, necesarias para lograr la
maxima solubilidad del farmaco, cambian tras la adicion de la sal de magnesio. Particularmente, en el Ejemplo 1, la
concentracion pico (es decir, maxima) de farmaco disuelto para mezclas de etanol y propilenglicol cambia de
aproximadamente el 25 % de etanol a aproximadamente el 75 % de etanol tras la incorporacion de una sal de
magnesio, y la cantidad maxima de farmaco que se disuelve aumenta aproximadamente al doble tras la
incorporacion de la sal de magnesio.

En composiciones tdpicas de ejemplo, la relacion del alcohol alifatico monohidrico con respecto al poliol excede 1:1
(p/p), es decir, esta entre 1:1 y 99:1 (p/p), o esta entre 3:2 y 9:1 (p/p), o esta entre 2:1 y 4:1 (p/p), y la cantidad
combinada del poliol y el alcohol alifatico monohidrico en la composicion excede el 50 % (p/p), o preferentemente
excede el 75 % (p/p) de la composicion, o mas preferentemente excede el 90 % (p/p), de la composicion. En algunas
composiciones, la relacion de etanol con respecto a propilenglicol excede 1:1 (p/p), tal como entre 1:1 y 99:1 (p/p),
entre 3:2 y 9:1 (p/p), o entre 2:1 y 4:1 (p/p), y la cantidad combinada de propilenglicol y etanol en la composicion
excede el 50 % (p/p), o preferentemente excede el 75 % (p/p) de la composicién, o mas preferentemente excede el
90 % (p/p), de la composicion. En dichas composiciones, el farmaco de la clase de las tetraciclinas es, en una o mas
realizaciones, minociclina.

Cuando una composicién que comprende un alcohol alifatico monohidrico volatil, tales como etanol o isopropanol, se
aplica a la piel, el alcohol volatil abandona la superficie de la piel rapidamente, por evaporacion, penetracion o una
combinacién de ambas. Esta rapida reduccion del contenido de disolvente puede aumentar significativamente la
concentracion del farmaco de la clase de tetraciclina activa en la superficie de la piel o dentro de las capas
superiores del tejido cutaneo. Si la solubilidad del material en el disolvente restante es insuficiente para mantener el
farmaco en solucién, el farmaco puede formar una fase sélida, lo que reducira la tasa de penetracion posterior del
farmaco en la piel porque el farmaco primero debe superar la barrera de energia de disolucién antes de penetrar en
la piel. Por este motivo, si se usa un alcohol alifatico monohidrico volatil, puede ser preferible que la concentracion
del alcohol volatil sea mayor que el punto de maxima solubilidad.

En algunas composiciones, la relacion del alcohol alifatico monohidrico con respecto al poliol excede 3:1 (p/p), tal
como entre 3:1 y 99:1 (p/p), entre 3:1 y 9:1 (p/p), o entre 4:1 y 8:1 (p/p), y la cantidad combinada de poliol y alcohol
alifatico monohidrico en la composicion excede el 50 % (p/p), o preferentemente excede el 75 % (p/p) de la
composicion, o mas preferentemente excede el 90 % (p/p), de la composicion. En algunas composiciones, la
proporcioén entre etanol y propilenglicol excede 3:1 (p/p), tal como entre 3:1 y 99:1 (p/p), entre 3:1y 9:1 (p/p), 0 entre
4:1 y 8:1 (p/p), y la cantidad combinada de propilenglicol y etanol en la composicion excede el 50 % (p/p), o
preferentemente excede el 75 % (p/p) de la composicion, o mas preferentemente excede el 90 % (p/p), de la
composicion. En dichas composiciones, el farmaco de la clase de las tetraciclinas es preferentemente minociclina.

Ademas, para composiciones en las que el poliol es menos volatil que el alcohol, la concentracion del farmaco en la
composicion en la superficie de la piel precipitara normalmente menos rapidamente que si no se usa el poliol. Esta
tasa de precipitacion mas lenta permitira que el farmaco tenga mas tiempo para penetrar en la piel, lo que puede ser
beneficioso para mejorar la eficiencia de la administracion del farmaco al tejido diana (por ejemplo, epidermis, dermis
o glandula sebacea) o fluido corporal diana (por ejemplo, sebo).

Pasando ahora al Ejemplo 2, este ejemplo proporciona datos de calorimetria diferencial de barrido que demuestran
que la diferencia de solubilidad descrita en el Ejemplo 1 parece ser resultado de un eutéctico que se forma por la
interaccion de los componentes de la clase representativos, minociclina, magnesio, etanol, y propilenglicol.

El Ejemplo 3 proporciona datos de estabilidad a corto plazo que indican que la minociclina no es suficientemente
estable en propilenglicol en solitario, incluso cuando se estabiliza por la presencia de magnesio. Por el contrario, se
produce una composicion estable combinando etanol y propilenglicol. La estabilizaciéon con magnesio mejora
notablemente la estabilidad de la composicién de combinacion como puede verse por los resultados de la Tabla 2.
Las composiciones preferidas son aquellas que tienen bajas cantidades de formacion de epimeros, cuando se
extrapolan a una estabilidad de 18 meses. Se prefieren las composiciones en las que la formacién de epimeros es
inferior a aproximadamente el 15 % en las condiciones de estabilidad acelerada empleadas.
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Pasando al Ejemplo 4, el Ejemplo 4 presenta datos de estudios ex vivo de penetracion farmacoldgica en muestras
de tejido humano. Estos experimentos cuantifican la cantidad de minociclina que penetra mas alla del primer par de
capas de la piel después de la aplicacion tépica de la composicion y demuestran (i) que la eficacia de penetracion
aumenta a medida que el propilenglicol se reemplaza por etanol, y (ii) la buena eficacia de penetracion en la piel.

En algunas realizaciones, la eficacia de penetracion multiplicada por la concentracion del farmaco de la clase de las
tetraciclinas en la composicién excedera deseablemente la concentracién inhibitoria minima de la bacteria P. acnes
ATCC 6919 para el farmaco de la clase de las tetraciclinas. En algunas realizaciones, la eficacia de penetracion del
farmaco de la clase de las tetraciclinas (en muestras de piel humana ex vivo como se describe en el Ejemplo 4)
excede el 5%, mas preferentemente excede el 8 %, o incluso mas preferentemente excede el 10 %. En algunas
realizaciones, la eficacia de penetracion del farmaco de la clase de las tetraciclinas estda en un intervalo de
aproximadamente el 5% al 30%, o estd en un intervalo de aproximadamente el 5% al 10%, o mas
preferentemente, esta en un intervalo del 10 % al 30 %.

Al considerar los resultados proporcionados en el Ejemplo 5, este ejemplo ilustra que el valor de MIC para la
minociclina se altera por la presencia de magnesio, lo que sugiere que la minociclina forma un complejo con
magnesio que no se forma con calcio. El valor de MIC (o, como alternativa, un multiplo designado del mismo) puede
usarse como un umbral para determinar si se ha logrado la administracion adecuada en un tejido diana. Los datos
del Ejemplo 4 indican que la eficacia de penetracion es suficiente para superar la MIC para la minociclina para
concentraciones de minociclina que estan muy por debajo de los limites de solubilidad medidos en el Ejemplo 1.

Los Ejemplos 6 y 7 muestran que no sélo la minociclina aplicada por via topica comprendida en las formulaciones
proporcionadas en el presente documento penetra en la piel, sino que se divide preferencial y ventajosamente en las
glandulas sebaceas y depdsitos oleosos de la piel. Los datos se presentan a partir de experimentos que utilizan
espectrometria de masas por tiempo de vuelo de desorcion/ionizacion laser asistida por matriz (espectrometria de
masas MALDI-TOF) (Ejemplo 6) y técnicas de microscopia fluorescente (Ejemplo 7). Véanse, por ejemplo, las
figuras 4a-c y las figuras 5a-c, y la figura 6. Basandose en estos datos, parece que la tetraciclina se administra
preferentemente a tejidos ricos en lipidos, tanto en la piel como dentro de ella.

El Ejemplo 8 proporciona datos de un estudio in vivo en ratas Sprague-Dawley que indica que la aplicacion tépica
diaria repetida de las composiciones de acuerdo con la invencién no irrita ni tifie la piel. Por lo tanto, en una o mas
realizaciones, la composicion tépica no es irritante cuando se aplica a la piel. En aln otra realizacion, la composicion
topica no tifie cuando se aplica a la piel de un sujeto.

El Ejemplo 9 describe un método para la optimizacion preliminar de la relacion molar de magnesio con respecto a un
farmaco de la clase de las tetraciclinas para un sistema disolvente particular. El método demuestra una correlacion
aproximada entre la estabilidad del farmaco dentro de la formulacién y su emisidon de fluorescencia. Usando este
método, se puede determinar una relacion 6ptima de magnesio con respecto a minociclina.

Diversas realizaciones de ejemplo de la composicion topica se describen en el Ejemplo 10 de acuerdo con la
divulgacion.

Proporcionando soporte adicional para la estabilidad de las presentes formulaciones, el Ejemplo 11 proporciona
datos de estabilidad a temperatura ambiente de 6 meses que indican que la minociclina es estable en una soluciéon
que comprende propilenglicol, etanol y cloruro de magnesio.

Ademas de los datos descritos anteriormente en relacion con los Ejemplos 6 y 7, el Ejemplo 12 proporciona un
soporte adicional para la excelente absorcion por la piel de las formulaciones liquidas de acuerdo con la invencion, y
ademas demuestra la naturaleza superior de las presentes formulaciones en comparaciéon con una formulacion
lipdfila ilustrativa. En las formulaciones ilustrativas de minociclina tanto al 1 % como al 4 %, la eficiencia de absorcién
fue 2-3 veces mayor para las formulaciones hidréfilas que se proporcionan en el presente documento (que
comprenden minociclina, cloruro de magnesio, etanol, propilenglicol y metabisulfito de sodio) en comparacion con
una formulacién lipéfila como se describe en la Tabla. 9. Ademas, las formulaciones de acuerdo con la invencién
dieron como resultado cantidades menores de epimero de minociclina detectado en la piel tratada en comparacion
con la formulacion lipdéfila, lo que indica la estabilidad mejorada de las presentes formulaciones en comparacion con
la formulacion lipofila. Los resultados de las imagenes fluorescentes ilustraron que la formulacion de minociclina al
4 %, BPX-4M, administr6 mayores cantidades de minociclina a las capas del estrato cérneo, la epidermis y las
glandulas pilosebaceas en comparacion con una formulacion ilustrativa lipdfila al 4 %.

Las presentes formulaciones son eficaces para proporcionar una dosis terapéuticamente eficaz de un farmaco de la
clase de las tetraciclinas cuando se aplica por via tdpica sobre la piel; véanse, por ejemplo, el Ejemplo 13. Los
ejemplos de apoyo también ilustran la naturaleza no irritante de las presentes composiciones. Véanse, por ejemplo,
los Ejemplos 14, 15, y 18. Ademas, los resultados tales como los descritos en el Ejemplo 16 demuestran que la
dosificacion repetida de un mamifero se puede realizar de forma segura para las composiciones proporcionadas en
el presente documento a niveles de dosificacién de minociclina en el intervalo de 0,0 mg/cm?/dia a 0,5 mg/cm?dia, o
preferentemente en el intervalo de aproximadamente 0,025 mg/cm?/dia a aproximadamente 0,5 mg/cm?/dia, o mas
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preferentemente en el intervalo de aproximadamente 0,025 mg/cm?/dia a aproximadamente 0,25 mg/cm?dia. Las
dosis mas altas de minociclina permiten tratamientos mas agresivos. Se prefieren dosis de al menos
0,01 mg/cm?/dia o dosis de al menos 0,025 mg/cm?/dia.

El Ejemplo 19 ilustra algunas de las ventajas asociadas con el uso de un antioxidante a base de sulfito en
composiciones tépicas liquidas del tipo descrito en el presente documento cuando se ponen en condiciones de
almacenamiento durante un periodo de tiempo prolongado. Este ejemplo destaca el reconocimiento de que las
composiciones que se proporcionan en el presente documento y que comprenden un compuesto de sulfito (como
antioxidante) son significativamente mas estables que las composiciones que comprenden antioxidantes sin sulfito.
Las composiciones preferidas muestran una concentracion relativa de 4-epi-minociclina inicial baja y un aumento
pequeiio o nulo en la concentracion relativa de 4-epi-minociclina por semana cuando se almacenan en condiciones
de almacenamiento representativas. Por ejemplo, en algunas composiciones preferidas, la concentracion relativa de
4-epi-minociclina es inferior al 5,0 % en una medicién inicial y aumenta menos del 1,00 % por semana cuando la
composicion liquida se mide (evaltia) durante un periodo de 4 semanas a 40 °C en viales de vidrio cerrados, en la
que el periodo de 4 semanas comienza inmediatamente después de la medicion inicial. En algunas composiciones
preferidas, la concentracion relativa de 4-epi-minociclina es inferior al 1,0 % en una medicion inicial y aumenta
menos del 1,00 % por semana cuando se mide durante un periodo de 4 semanas a 40 °C en viales de vidrio
cerrados, en la que el periodo de 4 semanas comienza inmediatamente después de la medicién inicial. Mas
preferentemente, la concentracion relativa de 4-epi-minociclina es inferior al 1,0 % en una medicién inicial y aumenta
menos del 0,70 % por semana cuando se mide durante un periodo de 4 semanas a 40 °C en viales de vidrio
cerrados, en la que el periodo de 4 semanas comienza inmediatamente después de la medicién inicial.
Preferentemente, la concentracion relativa de 4-epi-minociclina esta en el intervalo de aproximadamente el 0,50 % a
aproximadamente el 1,00 % en una medicién inicial y aumenta a una tasa en el intervalo de aproximadamente el
0,20 % a aproximadamente el 0,40 % por semana cuando se mide durante un periodo de 4 semanas a 40 °C en
viales de vidrio cerrados, en la que el periodo de 4 semanas comienza inmediatamente después de la medicién
inicial.

Ademas, las composiciones preferidas muestran una concentracion relativa de minociclina activa alta y una
disminucion pequefia o nula en la concentracion relativa de minociclina activa por semana. Por ejemplo, en algunas
composiciones preferidas, la concentracion relativa de minociclina activa es de al menos el 95,0 % en una medicién
inicial y disminuye menos del 1,50 % por semana cuando se mide durante un periodo de 4 semanas a 40 °C en
viales de vidrio cerrados, en la que el periodo de 4 semanas comienza inmediatamente después de la medicién
inicial. En algunas composiciones preferidas, la concentracion relativa de minociclina activa es de al menos el
98,0 % en una medicion inicial y disminuye menos del 1,00 % por semana cuando se mide durante un periodo de 4
semanas a 40 °C en viales de vidrio cerrados, en la que el periodo de 4 semanas comienza inmediatamente
después de la medicién inicial. Mas preferentemente, la concentracion relativa de minociclina es de al menos el
98,50 % en una medicion inicial y disminuye menos del 0,70 % por semana cuando se mide durante un periodo de 4
semanas a 40 °C en viales de vidrio cerrados, en la que el periodo de 4 semanas comienza inmediatamente
después de la medicién inicial. Preferentemente, la concentracion relativa de minociclina esta en el intervalo de
aproximadamente el 97,0 % a aproximadamente el 99,0 % en una medicién inicial y disminuye a una tasa en el
intervalo de aproximadamente el 0,30 % a aproximadamente el 1,00 % por semana cuando se mide durante un
periodo de 4 semanas a 40 °C en viales de vidrio cerrados, en la que el periodo de 4 semanas comienza
inmediatamente después de la medicién inicial. Los calculos para determinar las concentraciones relativas de 4-epi-
minociclina y minociclina activa se describen en el Ejemplo 19.

Como se muestra en el Ejemplo 19, las composiciones representativas que incluian un compuesto de sulfito como
antioxidante, es decir, las composiciones 2-ss, 3-sb, 17-ps, y 1-sbs, no tenian una diferencia significativa de color
entre los composiciones envejecidas e iniciales cuando se examinaron en las condiciones de almacenamiento
descritas anteriormente. Cada una de las demas composiciones sin sulfito mostré una diferencia de color
significativa. La fuerza de estas diferencias de color no se correlacioné con la cantidad de degradacion de la
concentracion relativa de la minociclina activa. Las composiciones preferidas no muestran cambios de color
significativos después del envejecimiento durante 4 semanas a 40 °C en viales de vidrio cerrados. En una
composicion preferida, el cambio de color después del envejecimiento durante 4 semanas a 40 °C en un vial de
vidrio cerrado es menos de 50, o mas preferentemente menos de 20, de distancia en un espacio RGB tridimensional
donde cada valor se mide en un intervalo de 0-255. La distancia se calcula en un espacio RGB tridimensional de
acuerdo con la siguiente férmula: distanciares = ((AR)?+(AG)?+(AB)?)%5.

Las ventajas y caracteristicas adicionales de las presentes formulaciones se describen a lo largo del presente
documento.

Por lo tanto, varias propiedades ventajosas estan asociadas con las formulaciones y métodos de tratamiento tdpico
descritos en el presente documento. Las formulaciones tépicas son eficaces para administrar el farmaco de
tetraciclina directamente a la epidermis y las glandulas sebaceas. Ademas, las formulaciones descritas en el
presente documento son faciles de aplicar, no son pegajosas, y no ocluyen la piel. Las formulaciones proporcionan
una administracion eficaz del farmaco de tetraciclina, por ejemplo, minociclina, a las glandulas sebaceas donde
reside P. acne, en cantidades terapéuticamente eficaces, y demuestran un potencial de irritacion minimo o nulo.
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Ademas, las formulaciones son estables durante un periodo de tiempo prolongado y tras la aplicacion, por ejemplo,
como se demuestra mediante la formacién de cantidades minimas de producto de epimerizacion.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos se presentan para proporcionar a los expertos en la técnica una divulgacion y descripcion
completas de como se preparan y evallan la composicion, sus componentes, principios activos, disolventes y
similares, junto con los métodos relacionados, y pretender ser puramente ilustrativos. Por lo tanto, los ejemplos no
pretenden de ningun modo limitar el alcance de lo que los inventores consideran su invencion. Existen numerosas
variaciones y combinaciones, por ejemplo, concentraciones de componentes, disolventes deseados, mezclas de
disolventes, antioxidantes y otros parametros y condiciones de la mezcla que se pueden emplear para optimizar las
caracteristicas de la composicion tales como pureza, rendimiento, estabilidad, olor, color, viscosidad, penetracion y
similares. Estos también se consideran dentro del alcance de la presente divulgacion.

A menos que se indique de otro modo, en cada uno de los siguientes ejemplos, la forma de clorhidrato de
minociclina que se utilizé fue clorhidrato de minociclina dihidrato, que se denomina en los ejemplos a continuacion
simplemente como "clorhidrato de minociclina". Sera evidente para los expertos en la técnica como se pueden
preparar las composiciones usando otras sales e hidratos de minociclina.

EJEMPLO 1
SOLUBILIDAD DE LA MINOCICLINA'Y MINOCICLINA ESTABILIZADA CON MAGNESIO

Se realiz6 un estudio para evaluar el efecto del cloruro de magnesio (MgCl.) sobre la solubilidad de la minociclina en
mezclas de etanol y propilenglicol. Se prepararon mezclas de etanol (Spectrum Chemicals, Gardena, CA),
propilenglicol (Spectrum Chemicals, Gardena, CA), y 1,8-cineol (Penta International Company, Livingston, NJ) como
se describe en la Tabla 1. Las composiciones corresponden a las siguientes relaciones en peso aproximadas de
etanol y propilenglicol: 0:1, 1:3, 1:1, 3:1, 4:1, 9:1, y 1:0.

Las muestras 90-Mg, 80-Mg, 75-Mg, 50-Mg, 90-Mg-0C, 80-Mg-0C, 75-;*Mg-0C, 70-Mg-0C, 60-Mg-0C, y 05-Mg-0C
son segun las reivindicaciones; las demas muestras son muestras de referencia.
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Tabla 1. MEZCLAS PARA EXPERIMENTOS DE SOLUBILIDAD CON CANTIDADES VARIABLES DE CLORURO

DE MAGNESIO
DESIGNACION DE | ETANOL (% PROPILENGLICOL (% P/P) 1,8-CINEOL (%

LA MUESTRA PIP) PIP) MATERIAL DE PRUEBA
100-MNC 99 0 1 Minociclina*HCI
90-MNC 89,5 9,5 1 Minociclina*HCI
80-MNC 79,5 19,5 1 Minociclina*HCI
75-MNC 74,5 245 1 Minociclina*HCI
50-MNC 49,5 49,5 1 Minociclina*HCI
25-MNC 245 74,5 1 Minociclina*HCI

0-MNC 0 99 1 Minociclina*HCI
100-Mg 99 0 1 Minociclina*HCI - MgCl,
90-Mg 89,5 9,5 1 Minociclina*HCI - MgCl,
80-Mg 79,5 19,5 1 Minociclina*HCI - MgCl,
75-Mg 74,5 24,5 1 Minociclina*HCI - MgCl,
50-Mg 49,5 49,5 1 Minociclina*HCI - MgCl,
25-Mg 24,5 74,5 1 Minociclina*HCI - MgCl,
0-Mg 0 99 1 Minociclina*HCI - MgCl,
100-MNC-0C 100 0 0 Minociclina*HCI
90-MNC-0C 90 10 0 Minociclina*HCI
80-MNC-0C 80 20 0 Minociclina*HCI
75-MNC-0C 75 25 0 Minociclina*HCI
70-MNC-0C 70 30 0 Minociclina*HCI
60-MNC-0C 60 40 0 Minociclina*HCI
50-MNC-0C 50 50 0 Minociclina*HCI
25-MNC-0C 25 75 0 Minociclina*HCI
0-MNC-0C 0 100 0 Minociclina*HCI
100-Mg-0C 100 0 0 Minociclina*HCI - MgCl,
90-Mg-0C 90 10 0 Minociclina*HCI - MgCl,
80-Mg-0C 80 20 0 Minociclina*HCI - MgCl,
75-Mg-0C 75 25 0 Minociclina*HCI - MgCl,
70-Mg-0C 70 30 0 Minociclina*HCI - MgCl,
60-Mg-0C 60 40 0 Minociclina*HCI - MgCl,
50-Mg-0C 50 50 0 Minociclina*HCI - MgCl,
25-Mg-0C 25 75 0 Minociclina*HCI - MgCl,
0-Mg-0C 0 100 0 Minociclina*HCI - MgCl,

Se emplearon dos materiales de prueba como se muestra en la Tabla 1. El primer material de prueba,
"minociclina*HCI con MgCl,", se form6é mezclando clorhidrato de minociclina (Euticals S.P.A, Origgio, Italia) con
cloruro de magnesio (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO) en una relacién de 1:1 (p/p). (Como se ha descrito
anteriormente, se uso "clorhidrato de minociclina dihidrato" en los Ejemplos en los que se menciona "clorhidrato de
minociclina"). La mezcla se mezcld en un mezclador de vortice (VORTEX GENIE, Scientific Industries, Inc. Bohemia,
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NY) a aproximadamente 3000 rpm hasta obtener una mezcla uniforme o durante al menos 3 minutos. Una relacion
de 1:1 (p/p) de cloruro de magnesio (anhidro) y clorhidrato de minociclina corresponde a una relaciéon molar de
aproximadamente 5,6:1 de magnesio con respecto a minociclina. El segundo material de prueba, "minociclina*HCI",
fue clorhidrato de minociclina en solitario.

Se pusieron dos gramos (2,0 g) de cada uno de los disolventes enumerados en la Tabla 1 en un vial de vidrio
transparente de 4 ml (Phenomenex, Torrance, CA). Se afadioé una pequefa cantidad del material de prueba a cada
vial de vidrio, se puso la tapa sobre el vial, y el vial se agitdé usando un mezclador de vértice (VORTEX GENIE,
Scientific Industries, Inc. Bohemia, NY) y se sometié a sonicacion (Branson 3210, Branson Ultrasonics, Danbury,
CT). Estas etapas se repitieron hasta que el material de prueba afiadido ya no se disolvié completamente después
de la sonicaciéon. A continuacion, cada vial de vidrio se dejé durante una noche a temperatura ambiente en
condiciones de oscuridad con la tapa sellada herméticamente. Estas etapas crearon una solucién saturada en cada
vial de vidrio. Una muestra de 100 microlitros (ul) de la porcion liquida de la mezcla se elimind de parte superior de
cada vial. Durante esta etapa de muestreo, se tuvo cuidado de no alterar ningun sélido precipitado en el fondo de
cada vial. Cada una de estas porciones muestreadas se centrifugé en una microcentrifuga (SORVALL RMC 14,
DuPont Sustainable Solutions, Wilmington, DE) a 12.000 rpm durante 2 minutos. Se mezclé una porcion de 20
microlitros (ul) del sobrenadante con etanol en una relacién de 1:49. Se us6 una porcion de 5 microlitros (ul) de la
mezcla resultante en un método de HPLC para la evaluacion de minociclina como se describe en el siguiente
parrafo.

El método de HPLC descrito en este parrafo y los calculos descritos en el siguiente parrafo se utilizan para todos los
Ejemplos descritos en el presente documento que describen concentraciones medidas de minociclina, excepto
cuando se describe una variacion o un método alternativo. Se inyecta una muestra de 5 microlitros (ul) en una
magquina de cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) (Agilent, Santa Clara, CA). La columna de HPLC
(Phenomenex, Inc. Torrance, CA) era una columna C-18 de 100 x 4,6 mm con un tamafio de particula de
5 micrometros (um). El sistema de HPLC también utilizé6 una columna de proteccién (Phenomenex, Inc.) y una fase
movil que consistia en un disolvente base de dimetilformamida al 12 % (v/v) (Spectrum Chemicals, Gardena, CA),
tetrahidrofurano al 8 % (Spectrum Chemicals, Gardena, CA), EDTA 18 mM (Spectrum Chemicals, Gardena, CA) y
oxalato de amonio 0,12 M (Spectrum Chemicals, Gardena, CA). Se ajusto el pH de la fase movil a 7,1-7,2. El caudal
de HPLC fue de 1 ml por minuto con una temperatura de columna de 40 °C, una longitud de onda de deteccion de
280 nm y un tiempo de ciclo de al menos 15 minutos. La cantidad de minociclina que estaba en solucion se
determiné basandose en una calibracion externa. Esto permitid el calculo de la concentracion de clorhidrato de
minociclina.

La degradacion de la minociclina a su epimero se cuantificé evaluando el cambio en la concentracion relativa de 4-
epi-minociclina, que se calculé como el area pico de 4-epi-minociclina dividida por la suma del area pico de 4-epi-
minociclina y el area pico de minociclina activa. Como cuantificacion separada, la estabilidad se cuantific6 evaluando
el cambio en la concentracién relativa de minociclina activa, que se calculd6 como el pico de minociclina activa
dividido por la suma de las areas picos de todos los picos observados en el cromatégrafo HPLC. El término todos los
picos en este sentido significa los picos que se producen después de la elucion de los picos de disolvente. Los picos
de disolvente generalmente eluian en los primeros 2 minutos y, por lo tanto, la medicién de todos los picos comenzé
en el punto de los 2 minutos. Como sera evidente para los expertos en la técnica, la ubicacién de los picos de
disolvente puede variar y el punto de inicio se ajustara en consecuencia.

Para este Ejemplo 1, la concentracion resultante describe la concentracion que se disolvié en los 2 gramos de
mezcla de disolvente que se afiadié primero a cada vial de vidrio.

En las figuras 1A y 1B, las concentraciones resultantes de clorhidrato de minociclina se representan en funcion de la
concentracion de etanol en el sistema disolvente. Por lo tanto, estos graficos representan la solubilidad de la
minociclina activa en funciéon de la concentracion de etanol en la composiciéon en peso para composiciones con
cineol al 1 % (figura 1A) y sin cineol (figura 1B). Los resultados demuestran que la adicion de cloruro de magnesio
aumenta significativamente la solubilidad del clorhidrato de minociclina, particularmente para etanol en solitario
(véanse los puntos de datos a una concentracion de etanol al 100 %) y para composiciones con altas
concentraciones de etanol en mezclas de etanol y propilenglicol. Ademas, la concentracion maxima para las mezclas
de etanol y propilenglicol cambia de aproximadamente el 25 % de etanol a aproximadamente el 75 % de etanol en
presencia de la sal de magnesio.

EJEMPLO 2

MEDICIONES DSC

Este experimento se realizd para evaluar si habia una diferencia en el punto de fusiéon para una mezcla de
clorhidrato de minociclina, cloruro de magnesio, etanol y propilenglicol con respecto a los puntos de fusion

individuales de clorhidrato de minociclina y cloruro de magnesio.

Se preparé una mezcla de prueba de clorhidrato de minociclina (Euticals S.P.A, Origgio, Italia) con cloruro de

25



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 846 882 T3

magnesio (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO) en una relaciéon 1:1 (p/p) mezclando en un mezclador de vortice
(VORTEX GENIE, Scientific Industries, Inc. Bohemia, NY) a aproximadamente 3000 rpm hasta obtener una mezcla
uniforme o durante al menos 3 minutos. La mezcla seca se colocd en un mortero ceramico y se agitd manualmente
con una espatula de acero inoxidable mientras una solucién que consistia en etanol (Spectrum Chemicals, Gardena,
CA) y propilenglicol (Spectrum Chemicals, Gardena, CA) en una relacion de 3:1 (p/p) se afnadié gota a gota para
humedecer uniformemente la mezcla. A continuacién, la muestra hUumeda se mezclé suavemente para proporcionar
un secado constante en condiciones ambientales.

El analisis térmico se realizd mediante calorimetria diferencial de barrido (DSC) usando un Q2000 DSC (TA
instruments, New Castle, DE) calibrado con indio. Se realizaron mediciones de DSC para clorhidrato de minociclina,
cloruro de magnesio, y la mezcla de prueba seca. Se pesaron y se analizaron muestras de 2-7 mg en bandejas de
aluminio selladas en el intervalo de 25 °C a 250 °C a una velocidad de calentamiento de 10 °C/min usando gas de
purga de nitrégeno.

La comparacion de los puntos de fusion de la mezcla de ensayo seca con los puntos de fusion del clorhidrato de
minociclina y el cloruro de magnesio indicd una depresion prominente del punto de fusion, lo que es indicativo de la
formacion de una mezcla eutéctica.

En resumen, los Solicitantes han descubierto que las composiciones que comprenden un farmaco de la clase de las
tetraciclinas, una fuente de magnesio, un alcohol alifatico monohidrico y un poliol forman un eutéctico. Este eutéctico
se demostrd evaporando el disolvente de la composicién para formar un depdsito metaestable para evaluaciéon con
calorimetria diferencial de barrido (DSC) y comparando los resultados con los resultados de DSC para los
componentes secos para determinar si se logré una reduccion en el punto de fusion.

EJEMPLO 3
ESTABILIDAD DE LA MINOCICLINA'Y LA MINOCICLINA ESTABILIZADA CON MAGNESIO

Se evalud el efecto de las contribuciones de los componentes a la estabilidad de la potencia del farmaco y la
formacion de epimeros para mezclas ilustrativas de clorhidrato de minociclina, cloruro de magnesio, etanol y
propilenglicol usando las composiciones descritas en el Ejemplo 1.

La degradacion y estabilidad de la minociclina en las composiciones se midieron el Dia 1 y el Dia 6 después del
almacenamiento en la oscuridad en condiciones de temperatura ambiente dentro de viales de vidrio sellados.

En la Tabla 2, la formacion de 4-epi-minociclina se extrapolé a un periodo de 18 meses. El calculo de extrapolacion
asumio que los mecanismos de degradacién contindan al mismo ritmo matematico que para los dias 1-6. Esto
representa un valor de caso mas desfavorable y no tiene en cuenta el hecho de que la 4-epi-minociclina puede
alcanzar el equilibrio con la minociclina en la composicion, de modo que los niveles extremadamente altos de 4-epi-
minociclina, tal como el 99,76 % y el 100 %, pueden no representar una realidad fisica. En estos casos, estos
valores simplemente indican que la reaccién de epimerizacion continuara hasta que se alcance el equilibrio.

Las figuras 2a y 2b son graficos de la concentracion relativa de minociclina activa en funcion de la concentracion de
etanol en peso para composiciones con cineol al 1 %. Las figuras 2c y 2d son graficos de la concentracion relativa
de minociclina activa en funcién de la concentracion de etanol en peso para composiciones sin cineol.

Tabla 2. CONCENTRACIONES RELATIVAS DE 4-EPI-MINOCICLINA

MUESTRA DE CAMBIO DE CONCENTRACION ]
_DESIGNACION DEL DiA 1 AL DiA 6 CONCENTRACION
(VEASE EL EJEMPLO | , (DIFERENCIA EN EXTRAPOLADA A 18
1) DiA1 | DiAG CONCENTRACIONES) MESES
100-MNC 6,63% | 11,59 % 4,96 % 99,76 %
90-MNC 586 % | 13,25% 7,39 % 99,99 %
80-MNC 6,13% | 18,08 % 11,95 % 100,00 %
75-MNC 582 % | 20,19 % 14,37 % 100,00 %
50-MNC 509% | 29,14 % 24,05 % 100,00 %
25-MNC 542% | 29,13 % 23,71% 100,00 %
0-MNC 519% | 29,25% 24,06 % 100,00 %
100-Mg 097% | 087 % -0,10 % 0,00 %
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(continuacion)

MUESTRA DE CAMBIO DE CONCENTRACION ]
_DESIGNACION DEL DiA 1 AL DiA 6 CONCENTRACION
(VEASE EL EJEMPLO | , (DIFERENCIA EN EXTRAPOLADA A 18
1) DiA1 | DiAG CONCENTRACIONES) MESES
90-Mg 0,89% | 0,91% 0,02 % 3,05%
80-Mg 0,90% | 0,93% 0,03 % 4,36 %
75-Mg 0,90% | 0,95% 0,05 % 6,68 %
50-Mg 091% | 1,03% 0,11 % 12,71 %
25-Mg 0,87% | 1,01% 0,14 % 15,23 %
0-Mg 0,84% | 0,96% 0,12 % 13,21 %
100-MNC-0C 7,49% | 11,16 % 3,67 % 98,90 %
90-MNC-0C 6,87 % | 13,71% 6,84 % 99,98 %
80-MNC-0C 7,43% | 17,95% 10,52 % 100,00 %
75-MNC-0C 7,57 % | 21,40 % 13,83 % 100,00 %
70-MNC-0C 7,01% | 26,89 % 19,88 % 100,00 %
60-MNC-0C 7,36 % | 26,56 % 19,20 % 100,00 %
50-MNC-0C 6,70 % | 28,46 % 21,76 % 100,00 %
25-MNC-0C 7,13% | 29,36 % 22,23% 100,00 %
0-MNC-0C 6,96 % | 28,86 % 21,90 % 100,00 %
100-Mg-0C 093% | 1,05% 0,12 % 13,07 %
90-Mg-0C 093% | 1,15% 0,22% 22,69 %
80-Mg-0C 0,81% | 1,09% 0,28 % 27,05 %
75-Mg-0C 0,81% | 1,09% 0,27 % 26,59 %
70-Mg-0C 0,79% | 1,04 % 0,26 % 25,27 %
60-Mg-0C 0,73% | 0,95% 0,23 % 22,60 %
50-Mg-0C 0,89% | 1,05% 0,16 % 16,81 %
25-Mg-0C 081% | 1,11% 0,29 % 28,40 %
0-Mg-0C 0,80% | 1,08% 0,28 % 27,18 %

La Tabla 3 presenta la concentracién de minociclina para cada formulaciéon normalizada por todas las areas pico
después de 1 y 6 dias de almacenamiento a temperatura ambiente. El calculo de extrapolacion asumié que los
mecanismos de degradacion contintan al mismo ritmo matematico que para los dias 1-6.

Tabla 3. CONCENTRACIONES RELATIVAS DE MINOCICLINA ACTIVA

CAMBIO
EXTRAPOLADO EN
18 MESES (% DE
MUESTRA DE CAMBIO DE _ ] CONCENTRACION
DESIGNACION CONCENTRACION | CONCENTRACION RELATIVADE
(VEASE EL , , (DIFERENCIA EN LAS | EXTRAPOLADA A | MINOCICLINA EL DiA
EJEMPLO1) | DiA1 | DiA6 | CONCENTRACIONES) 18 MESES 1)
100-MNC | 9259 % | 86,13 % -6,47 % 0,03 % -99,96 %
90-MNC 93,57 % | 85,14 % -8,44 % 0,00 % -100,00 %
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(continuacion)

CAMBIO
EXTRAPOLADO EN
18 MESES (% DE
MUESTRA DE CAMBIO DE ] CONCENTRACION
DESIGNACION CONCENTRACION | CONCENTRACION RELATIVA DE
(VEASE EL ] ] (DIFERENCIA EN LAS | EXTRAPOLADA A | MINOCICLINA EL DIA
EJEMPLO1) | DiA1 | DiA6 |CONCENTRACIONES) 18 MESES 1)
80-MNC 93,53 % | 80,79 % 12,74 % 0,00 % -100,00 %
75-MNC 93,99 % | 78,87 % 15,12 % 0,00 % -100,00 %
50-MNC 94,57 % | 70,44 % 24,13 % 0,00 % -100,00 %
25-MNC 94,21 % | 70,49 % 2372 % 0,00 % -100,00 %
0-MNC 94,45 % | 70,40 % -24,05 % 0,00 % -100,00 %
100-Mg 98,58 % | 98,48 % -0,11 % 87,58 % 11,16 %
90-Mg 98,53 % | 98,48 % -0,05 % 92,95 % -5,66 %
80-Mg 98,49 % | 98,48 % -0,01 % 97,38 % 1,13 %
75-Mg 98,43 % | 98,26 % 0,17 % 81,91 % -16,78 %
50-Mg 98,55 % | 98,41 % -0,13 % 85,20 % -13,55 %
25-Mg 98,57 % | 97,69 % -0,88 % 37,03 % -62,44 %
0-Mg 98,49 % | 97,45 % -1,05 % 30,55 % -68,98 %
100-MNC-0C | 90,34 % | 87,69 % -2,65 % 3,48 % -96,14 %
90-MNC-0C | 91,67 % | 85,49 % -6,18 % 0,04 % -99,95 %
80-MNC-0C | 91,94 % | 81,52 % 10,42 % 0,00 % -100,00 %
75-MNC-0C | 91,74 % | 78,07 % 13,67 % 0,00 % -100,00 %
70-MNC-0C | 92,44 % | 72,63 % -19,80 % 0,00 % -100,00 %
60-MNC-0C | 92,13% | 72,96 % 19,17 % 0,00 % -100,00 %
50-MNC-0C | 93,04 % | 71,16 % -21,88 % 0,00 % -100,00 %
25-MNC-0C | 92,50 % | 70,25 % -22,26 % 0,00 % -100,00 %
0-MNC-0C | 92,62% | 70,66 % -21,96 % 0,00 % -100,00 %
100-Mg-0C | 98,58 % | 98,43 % -0,15 % 83,39 % -15,41 %
90-Mg-0C 98,54 % | 98,35 % -0,19 % 79,73 % -19,09 %
80-Mg-0C 98,55 % | 98,27 % -0,28 % 72,11 % -26,83 %
75-Mg-0C 98,55 % | 98,26 % -0,30 % 70,90 % -28,06 %
70-Mg-0C 98,56 % | 98,27 % -0,29 % 71,44 % -27,51 %
60-Mg-0C 98,08 % | 97,65 % -0,43 % 60,55 % -38,26 %
50-Mg-0C 98,47 % | 98,05 % -0,42 % 61,33 % -37,72 %
25-Mg-0C 98,49 % | 97,75 % -0,74 % 42,95 % -56,39 %
0-Mg-0C 98,37 % | 97,11 % -1,25 % 24,11 % -75,49 %

El propilenglicol es higroscépico, lo que normalmente contribuye a la inestabilidad de los farmacos de la clase de las
tetraciclinas en composiciones con cantidades significativas de propilenglicol. Sin embargo, como se muestra en
este ejemplo, se demuestra que las composiciones con cantidades moderadas de propilenglicol (u otros polioles
higroscopicos similares) son estables, particularmente en presencia de una sal de magnesio.

EJEMPLO 4
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PENETRACION EN PIEL HUMANA EX VIVO

Se realizaron experimentos de penetracion con tejido de piel ex vivo para determinar si el farmaco activo de la clase
de las tetraciclinas penetra en la piel en concentraciones suficientes para lograr un efecto terapéutico deseado
cuando se incluye en composiciones que comprenden una fuente de magnesio, un alcohol alifatico monohidrico y un
poliol y se aplica a la superficie de la piel. Se evalud la penetracion en la piel abdominal de cuatro donantes
humanos diferentes. Las composiciones de prueba incluian mezclas que consistian en clorhidrato de minociclina,
cloruro de magnesio, etanol, y propilenglicol.

Se prepararon mezclas de disolventes de etanol (Spectrum Chemicals, Gardena, CA), propilenglicol (Spectrum
Chemicals, Gardena, CA), y 1,8-cineol (Penta International Company, Livingston, NJ) en las proporciones descritas
en la Tabla 4. A cada mezcla de disolventes se le afiadio el equivalente del 0,5 % (p/p) de clorhidrato de minociclina
(Euticals S.P.A, Origgio, ltalia) y el 0,5 % (p/p) de cloruro de magnesio (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO).

Tabla 4. MEZCLAS DE DISOLVENTES PARA EL EXPERIMENTO DE PENETRACION CUTANEA

Nltn]l“ngToRgE ETANOL (% P/P) PROPILENGLICOL (% P/P) 1-8-CINEOL (% PIP)

SP-0 0 99 1

SP-25 24,5 74,5 1

SP-50 49,5 49,5 1

SP-75 74,5 24,5 1

SP-80 79,5 19,5 1

SP-90 89,5 9,5 1
SP-100 99 0 1

Las muestras SP-0, SP-25 y SP-100 son muestras de referencia.

Las composiciones se aplicaron a muestras de piel de cuatro donantes humanos a una dosis de 12 mg/cm?. El tejido
se mantuvo en un ambiente himedo para limitar el secado del tejido y se incubd a 32 °C durante 3-4 horas. Al final
del periodo de incubacién, se limpié el exceso de composicion de la superficie usando primero un apdésito seco, en
segundo lugar un apodsito empapado con alcohol isopropilico al 70 % y finalmente con un apdsito seco. Se realizé
una retirada con cinta para eliminar las capas superiores del estrato cérneo. Se tomé una biopsia por puncién de
seis (6) milimetros del interior del area de prueba. La minociclina se extrajo de cada biopsia usando metanol
acidificado. Los sobrenadantes se analizaron por cromatografia liquida de alto rendimiento por el mismo método
descrito en el Ejemplo 1.

Los valores promedio de las cuatro muestras de donantes para cada concentracion se presentan en la figura 3. Los
resultados demuestran que la eficacia de penetracion aumenta a medida que el propilenglicol se reemplaza por
etanol; también se demuestra una buena eficacia de penetracién en la piel.

EJEMPLO 5
MEDICIONES DE LA CONCENTRACION INHIBITORIA MINIMA (MIC) - P. ACNES

La actividad antimicrobiana de la minociclina se evalué midiendo la concentracion inhibitoria minima (MIC). La MIC
también se evalud para varios otros materiales y combinaciones y los valores de MIC relativos se calcularon como
multiplos del valor de MIC de minociclina. La MIC se midié utilizando el método de microdilucién en caldo como se
describe por el Clinical and Laboratory Standards Institute y representa la concentracion mas baja de un material de
prueba que inhibe completamente el crecimiento visible de las bacterias en el medio de crecimiento.

El material de prueba se disolvié en agua, se diluyé mediante titulaciones seriadas de dos veces para un total de 11
concentraciones. Se preparé una placa de 96 pocillos afiadiendo 196 ul de medio de caldo sembrado con una cepa
de la bacteria P. acnes ATCC 6919. Se afiadié una alicuota de 4 ul de una dilucién de sustancia de prueba a cada
pocillo para llevar el volumen total de cada pocillo a 200 ul. Las concentraciones de la sustancia de prueba
analizadas variaron de 0,0078 a 16 yg/ml. Las placas se incubaron a 37 °C durante 2 dias en condiciones
anaerobias. Las placas de 96 pocillos se leyeron mediante un lector de microplacas TECAN INFINITE F50 ELISA
(Mannedorf, Suiza) en modo de absorbancia con una longitud de onda de 620 nm. Cada pocillo se evalué para
determinar si se produjo o se inhibid el crecimiento. La concentracion mas baja para la que se inhibid el crecimiento
se registr6 como la MIC. Cada sustancia de prueba se evalué por duplicado. El experimento también incluyd
controles: vehiculo de control (agua), control sin tratar (solo medio), y un control positivo (agente de referencia
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activo, tetraciclina).

Se midieron los valores de MIC para tres sustancias de prueba: 1) Minociclina (Euticals S.P.A, Origgio, Italia), 2)
cloruro de magnesio anhidro (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, nimero de pieza M8266), y 3) una mezcla de
minociclina y cloruro de magnesio anhidro en una relacién de 1:1,5 (p/p).

Los resultados mostraron que la minociclina mezclada con cloruro de magnesio tenia un valor de MIC de
0,5 microgramos por mililitro. La minociclina en solitario tenia un valor de MIC de 0,125 microgramos por mililitro. El
cloruro de magnesio en solitario no inhibid el crecimiento en ninguna de las concentraciones probadas.

Por lo tanto, los resultados indican que el cloruro de magnesio interactiia con la minociclina para aumentar la MIC de
la minociclina. Las mediciones adicionales de HPLC muestran que esta reduccion no se debe a una degradacion de
la minociclina activa a través de la epimerizacion. En cambio, el magnesio parece interactuar fuertemente con la
minociclina.

EJEMPLO 6

DEMOSTRAC;ION MALDI-TOF DE LA UBICACION PREFERENCIAL DE MINOCICLINA EN TEJIDO OLEOSO Y
PENETRACION EN TEJIDO DERMICO

Las composiciones farmacoldgicas topicas deben penetrar en el tejido o material deseado para tener el efecto
deseado. Para enfermedades dermatoldgicas, tales como acné, se requiere la penetracion en la piel, los sebocitos
y/o el sebo. En el mejor de los casos, la concentracion del farmaco tdpico es mayor en lugares seleccionados en
comparacion con areas que son menos importantes desde una perspectiva farmacolégica, lo que potencialmente
aumenta la eficacia y reduce los efectos secundarios de una dosis determinada.

Se aplico una composicion de minociclina tépica a la superficie de la piel facial humana ex vivo y se obtuvieron
imagenes de una seccion transversal vertical de la piel utilizando espectrometria de masas por tiempo de vuelo de
desorcioén/ionizacion laser asistida por matriz (MALDI-TOF). Los datos muestran que la minociclina no solo penetra
en el tejido cutaneo, sino que se encuentran concentraciones mayores en las glandulas sebaceas y en las regiones
ricas en sebo.

La espectrometria de masas MALDI-TOF es un método que comprende la ablacién controlada de tejido que ha sido
recubierto en un material de matriz con un laser ultravioleta. Esto desencadena la ablacion y desorcion de la
muestra. Las particulas ionizadas resultantes se expulsan a un espectrémetro de masas en fase gaseosa para medir
la firma espectral de masas del material sometido a ablacion. La etapa de ablacién utiliza un laser de nitrégeno con
una longitud de onda de 377 nm, que se absorbe muy fuertemente mediante la matriz quimica aplicada a una
muestra de tejido cutaneo. El laser tiene un pulso de alta intensidad y corta duracion (~1 milisegundo) que conduce a
la ablacion de la capa de matriz de superficie en cada ubicacidon de energia laser enfocada (direcciones x-y). La
muestra de tejido de la piel se puede mover con precision utilizando una etapa de traslacion x-y controlada. Por lo
tanto, se puede crear una "imagen" bidimensional precisa de la muestra de tejido cutaneo.

El uso de espectrometria de masas por tiempo de vuelo permite una identificacion precisa de la presencia de
materiales seleccionados en cada ubicacion bidimensional dentro de la muestra de tejido cutaneo. Por ejemplo, la
minociclina tiene una relacion de masa molecular-carga (es decir, "m/z") de aproximadamente 458,4 y un
componente de sebo que tiene un valor m/z de aproximadamente 494,36. Dentro de la piel, la fosfatidilcolina, que
tiene un valor m/z de 756,1, se encuentra principalmente dentro de las glandulas sebaceas. Por lo tanto, estos
valores m/z pueden usarse para identificar regiones ricas en sebo y ubicaciones de glandulas sebaceas en la piel
con espectrometria de masas MALDI-TOF. Estas pueden usarse para evaluar si las ubicaciones de altas
concentraciones de minociclina estan correlacionadas con regiones ricas en sebo y/o glandulas sebaceas. De esta
manera, se pueden determinar las concentraciones relativas de minociclina en regiones ricas en sebo y/o glandulas
sebaceas.

Se colocaron secciones frescas de piel facial humana en una incubadora a 32 °C durante 30 minutos sobre un trozo
de gasa humedecido con una solucion salina (solucion de cloruro de sodio al 0,9 %). Una de las composiciones de
prueba se aplicd a la superficie de la piel con una masa controlada de composiciéon por unidad de area. Las
muestras de tejido se incubaron durante 24 horas a 32 °C en un ambiente hiumedo. Al final del periodo de
incubacion, se limpid el exceso de composicion de la superficie usando primero un aposito seco, en segundo lugar
un aposito empapado con alcohol isopropilico al 70 % y finalmente con un apdsito seco. Se tomaron dos biopsias
por puncioén de seis (6) milimetros del interior del area de prueba. Se tomaron dos biopsias adicionales por puncién
de seis (6) milimetros del exterior del area de prueba para que sirvieran como controles. Las biopsias por puncion se
envolvieron en papel de aluminio y se congelaron con nitrégeno liquido hasta que estuvieron listas para el analisis de
espectrometria de masas MALDI-TOF.

Justo antes del analisis de espectrometria de masas MALDI-TOF, el tejido congelado se cort6 en cortes verticales de
12 micrometros (um) usando un criostato. Se tomaron secciones seriadas para poder realizar comparaciones entre
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imagenes del andlisis de espectrometria de masas MALDI-TOF vy tejido tefiido con hematoxilina y eosina (H&E).
Para las secciones a analizar con espectrometria de masas MALDI-TOF, se aplicdé una soluciéon de acido 2,5-
dihidroxibenzoico (DHB) al tejido utilizando un aerégrafo de acetonitrilo (ACN) al 50 %. El andlisis de espectrometria
de masas MALDI-TOF (Protea Biosciences, Inc., Morgantown, WV) se realizd en el tejido resultante con
espectrometria de masas realizada por un espectrometro de masas por tiempo de vuelo (ultrafleXtreme, Bruker
Daltonics, Inc., Billerica, MA) en modo de iones positivos de reflexion.

Se evaluaron dos composiciones diferentes. La primera composicién contenia el 67,77 % (p/p) de etanol (Spectrum
Chemicals, Gardena, CA), el 18,59 % (p/p) de propilenglicol (Spectrum Chemicals, Gardena, CA), el 9,83 % (p/p)
1,8-cineol (Spectrum Chemicals, Gardena, CA), el 1,03 % (p/p) de hidroxipropilcelulosa (Ashland, Inc., Covington,
KY), el 1,34 % (p/p) de silice modificada con ODS (elaborada de acuerdo con el método descrito en la solicitud de
patente de EE.UU. N.° 14/532.987), el 0,99 % (p/p) de base de minociclina (Hovione Inter Ltd., Loures, Portugal), y el
0,45 % (p/p) de cloruro de magnesio (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO).

La segunda composicion contenia el 68,03 % (p/p) de etanol (Spectrum Chemicals, Gardena, CA), el 20,15 % (p/p)
de propilenglicol (Spectrum Chemicals, Gardena, CA), el 10 % (p/p) 1,8-cineol (Spectrum Chemicals, Gardena, CA),
el 1,39 % (p/p) de hidroxipropilmetilcelulosa (Dow Chemicals, Pittsburg, CA), el 0,30 % (p/p) de base de minociclina
(Hovione Inter Ltd., Loures, Portugal), y el 0,13 % (p/p) de cloruro de magnesio (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO).

Las figuras 4a y 5a muestran secciones de piel tefiidas con H&E del tejido de control (es decir, muestra de piel a la
que no se aplicé la composicion de prueba) y el primer tejido "tratado" (es decir, muestra de piel a la que se aplico ex
vivo la primera composicion de prueba). Tanto el tejido de control como el primer tejido tratado eran del mismo
donante humano. Las figuras 4b, 4c, 5b y 5¢c muestran imagenes construidas a partir de los datos recopilados
durante el analisis de espectrometria de masas MALDI-TOF. Las figuras 4b y 4c muestran imagenes del tejido de
control. Las figuras 5b y 5¢c muestran imagenes del primer tejido tratado. Las figuras 4b y 5b muestran imagenes
construidas a partir de datos de espectrometria de masas MALDI-TOF correspondientes a un valor m/z de 458,5,
que esta asociado con minociclina. En estas imagenes, los tonos mas claros corresponden a concentraciones de
minociclina mas altas. Las figuras 4c y 5¢c muestran imagenes construidas a partir de datos de espectrometria de
masas MALDI-TOF correspondientes a un valor m/z de 494,36, que esta asociado con un componente del sebo. En
estas imagenes, los tonos mas claros corresponden a concentraciones de sebo mas altas. Basandose en una
comparacion de las figuras 5a, 5b y 5c, se demostré que la minociclina penetraba en la piel, con concentraciones
mas pesadas de minociclina localizadas tanto en la epidermis como en las regiones ricas en sebo de la piel,
mientras que no se detectd minociclina en el tejido de control.

El segundo experimento similar (no controlado) confirmé la asociacion entre concentraciones mas altas de
minociclina y las glandulas sebaceas usando espectrometria de masas MALDI-TOF para detectar minociclina a un
valor m/z de 458,3 y fosfatidilcolina a un valor m/z de 756,1.

Por lo tanto, los resultados muestran que las ubicaciones de alta concentracion de lipido sebaceo y/o fosfatidilcolina
estan fuertemente correlacionadas con ubicaciones de alta concentraciéon de minociclina. Por lo tanto, el
experimento muestra que la minociclina penetra en la muestra de tejido cutaneo y que la minociclina se divide
fuertemente en regiones ricas en sebo y glandulas sebaceas de la piel. Las muestras de control sin la composicion
de prueba aplicada no muestran minociclina detectable.

EJEMPLO 7

PENETRACION DE MINOCICLINA Y MINOCICLINA ESTABILIZADA CON MAGNESIO Y REPARTO EN LAS
PORCIONES DE LA PIEL RICAS EN LIPIDOS

Puede usarse microscopia de fluorescencia de secciones histolégicas para demostrar la ubicacién de muchos
farmacos de la clase de las tetraciclinas dentro de las capas de la piel y las estructuras tisulares. Diferentes
afecciones o enfermedades dermatoldgicas pueden beneficiarse del direccionamiento preferencial del farmaco a
diferentes lugares dentro de la piel. Por ejemplo, el tratamiento del acné puede mejorarse de forma beneficiosa si se
administra un farmaco de la clase de las tetraciclinas a la glandula sebacea. Por otro lado, el tratamiento de la
psoriasis puede mejorarse de forma beneficiosa si el farmaco de la clase de las tetraciclinas se administra a la
dermis.

Se realizaron dos experimentos para identificar la localizaciéon de las composiciones dentro de la piel. Se prepararon
dos composiciones. La primera composicion contenia el 64,89 % (p/p) de etanol (Spectrum Chemicals, Gardena,
CA), el 17,8 % (p/p) de propilenglicol (Spectrum Chemicals, Gardena, CA), el 9,41 % (p/p) de 1,8-cineol (Penta
International Company, Livingston, NJ), el 0,99 % de hidroxipropilcelulosa (Ashland, Inc., Covington, KY), el 4,2 %
(p/p) de silice modificada con ODS (preparada de acuerdo con el método descrito en la solicitud de patente de
EE.UU. N.° 14/532.987), el 0,1 % (p/p) de metabisulfito de sodio (Spectrum Chemicals, Gardena, CA), el 1,0 % (p/p)
de clorhidrato de minociclina (RIA International, East Hanover, NJ) (aproximadamente el 0,86 % (p/p) de equivalente
de base libre de minociclina), y el 1,61 % (p/p) de cloruro de magnesio (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO). La
segunda composicion contenia el 61,97 % (p/p) de etanol, el 17 % (p/p) de propilenglicol, el 8,99 % (p/p) de 1,8-
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cineol, el 0,94 % (p/p) de hidroxipropilcelulosa, el 4,0 % (p/p) silice modificada con ODS, y el 0,18 % (p/p) de
metabisulfato de sodio, el 3,84 % (p/p) de clorhidrato de minociclina (aproximadamente el 3,3 % (p/p) de equivalente
de base libre de minociclina), y el 3,08 % (p/p) de cloruro de magnesio.

Se aplicaron aproximadamente 50 mg/cm? de cada una de estas composiciones a muestras de tejido humano ex
vivo y se incubaron durante 24 horas. A continuacion, la composicion se limpié de la piel, se incluyé en un
compuesto de temperatura de corte 6ptima (OCT), se congeldé y se cortd usando un criostato en secciones
transversales histologicas de aproximadamente 15 micrometros (um) de espesor. Las secciones histologicas se
examinaron mediante microscopia de fluorescencia. El intervalo de longitud de onda de excitacion fue de 340-
480 nm y el intervalo de longitud de onda de emision fue de 620-700 nm.

La primera composicion se aplico a la superficie superior de la piel (es decir, el estrato cérneo) del tejido iluminado
en la figura 6. Muestra que la minociclina penetré en el estrato corneo, la epidermis viable, la unién epidérmica
dérmica, la dermis, el foliculo piloso y la glandula sebacea. Las areas mas brillantes (de color rosa) de la micrografia
indican la fluorescencia de la minociclina. La minociclina se concentré6 en la epidermis superior y la glandula
sebacea. Esta administracion dirigida de minociclina a la glandula sebacea muestra que la composicion es ventajosa
para el tratamiento del acné.

Un segundo experimento evalué como la concentracion de minociclina dentro de la composicion afectaba a la
absorciéon de minociclina. La primera y segunda composiciones se aplicaron a muestras de piel y se incubaron y se
prepararon como en el primer experimento. A continuacion se compararon con una muestra de tejido cutaneo sin
tratar del mismo donante. Las micrografias fluorescentes se presentan en las figuras 7a-c. La figura 7a muestra la
seccion histologica sin tratar, las figuras 7b y 7c muestran las secciones histoldgicas de la piel tratada con la primera
y segunda composiciones, respectivamente. El aumento de la concentracion de minociclina muestra un aumento
dependiente de la dosis de minociclina dentro de la piel y en las glandulas sebaceas.

Los resultados de estos dos experimentos demuestran que, ademas de administrar un farmaco de la clase de las
tetraciclinas en todas las capas de la piel, el farmaco de la clase de las tetraciclinas se administra preferentemente
tanto a la glandula sebacea como al estrato cérneo. Ambas estructuras son ricas en lipidos, lo que indica una
administracion preferencial del farmaco de la clase de las tetraciclinas a los tejidos ricos en lipidos, tanto en la piel
como dentro de ella. Dado que el farmaco de la clase de las tetraciclinas se administra preferentemente a la glandula
sebacea y se sabe que la minociclina es beneficiosa para el tratamiento del acné (cuando se toma por via oral),
estos resultados demuestran la utilidad de las presentes composiciones para el tratamiento del acné.

EJEMPLO 8
ESTUDIO /N VIVO DE DOSIS REPETIDAS EN RATAS DE LA IRRITACION Y TINCION DE LA PIEL

Las mezclas de un alcohol alifatico monohidrico, tal como etanol, y un poliol, tal como propilenglicol, pueden ser
potencialmente irritantes cuando se aplican a la piel a concentraciones elevadas, tal como en composiciones que
comprenden el 50-99,9 % (p/p) de estos dos materiales, composiciones que comprenden el 70-99 % (p/p) de estos
dos materiales, o composiciones que comprenden el 90-99 % (p/p) de estos dos materiales. Este ejemplo evalu6 si
tal irritacion es resultado de composiciones tales como las que se proporcionan en el presente documento,
incluyendo un farmaco de la clase de las tetraciclinas y una fuente de magnesio.

Se evaluaron tanto la absorcién cutanea como los niveles en plasma sanguineo de clorhidrato de minociclina
después de un tratamiento de 14 dias con una formulaciéon de placebo o con una de cuatro formulaciones que
contenian aproximadamente el 0,5 %, 1 %, 2 %, o el 4 % en peso de minociclina como se describe en la Tabla 5 a
continuacién. Las composiciones se prepararon en las proporciones descritas en la Tabla 5.

Tabla 5. COMPOSICIONES USADAS (TODOS LOS PORCENTAJES SE ENUMERAN EN PESO (ES DECIR, (P/P))

ggmg‘g‘s’lg%ﬁ‘\ 0-B 0.5.B8 1-B 2B 4-B

Clorhidrato de minociclina 0% 0,6 % 1,2% 23% 4,6 %
Hidroxipropilcelulosa 0,6 % 0,6 % 0,6 % 0,6 % 0,6 %
Cloruro de magnesio (anhidro) 0% 0,6 % 1,2 % 2,3 % 4.6 %
Etanol (anhidro) 78,2 % 77,0 % 75,8 % 68,6 % 59,0 %
Propilenglicol 20,0 % 20,0 % 20,0 % 25,0 % 30,0 %
1,8-Cineol 1,0 % 1,0 % 1,0 % 1,0 % 1,0 %
Metabisulfito de sodio 0,2 % 0,2 % 0,2 % 0,2 % 0,2 %

32



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 846 882 T3

La composicién 0-B es una composicion de referencia.

Se evalud y se puntud la irritacion en diez ratas macho Sprague-Dawley. Se afeitaron parches de piel en la parte
anterior o posterior de cada rata (dos areas de 4 cm?) al comienzo del experimento y las ratas se dividieron
aleatoriamente en 5 grupos de tratamiento (cada uno de las cuales recibi6 la aplicacion de una de las formulaciones
enumeradas en la Tabla 5 (0-B, 0.5-B, 1-B, 2-B o 4-B, correspondientes a placebo y aproximadamente el 0,5 %,
aproximadamente el 1,0 %, aproximadamente el 2,0 % y aproximadamente el 4,0 % de base equivalente de
minociclina, respectivamente), aplicadas a una dosis de 10 mg o 20 mg por area de prueba. Cada composicion se
aplico diariamente a cada uno de los dos parches afeitados en un par de ratas, para un total de 4 sitios de prueba
por composicién. Las ratas recibieron 10 mg o 20 mg de una composicion en cada area de 4 cm? (es decir,
2,5 mg/cm? o 5 mg/cm?) durante un periodo de 14 dias. Después de cada tratamiento de 24 horas, el lugar de
aplicacién se limpié con una solucion de jabon al 2 % seguido de apdésitos empapados en 1x PBS, y a continuacion
se secO. Diariamente se tomaron imagenes de luz blanca de los animales, asi como imagenes UV. Las
observaciones se realizaron hasta 72 horas y mas. La aplicacion diaria de cada una de las composiciones (0,5 %,
1%, 2% y 4 % de equivalente de base libre de minociclina) en cantidades de hasta 20 mg por 4 cm? de area no
produjo ningun eritema, enrojecimiento, irritacion y/o edema significativos. No se observaron cambios de peso
anormales en ningun grupo de tratamiento; tampoco se detectd minociclina en la sangre. Por lo tanto, los estudios in
vivo en ratas para determinar la irritacion de la piel no mostraron eritema o edema significativos en o mas alla del
sitio de tratamiento.

Ademas, no se observo tincion de la piel en ninguna de las ratas al final del estudio de aplicacion repetida de 14 dias
y no se aprecio fluorescencia residual después de aclarar la composicion de la piel al final del experimento. Esto
indica que la composicion no tifie, a pesar de las concentraciones relativamente altas de minociclina aplicada (hasta
5 mg/cm? de composicion).

Finalmente, se determind la eficiencia de la absorciéon cutanea para la serie de formulaciones. La eficacia calculada
para los parches de 10mg por 4cm? y 20mg por 4 cm? fue muy similar (eficacia de ~5-8,5 %) para las
formulaciones de minociclina al 0,5 %, 2 % y el 4 %. La formulacion de minociclina al 1 % mostré una mayor eficacia
en ambas cantidades de tratamiento, de aproximadamente el 12,9 % para el parche de 10 mg por 4 cm? y del
19,6 % para el parche de 20 mg por 4 cm?. El grupo del parche de 10 mg por 4 cm? para la formulacion al 1 %
satisface facilmente el requisito de penetracion para lograr una concentracion local en la piel indicativa de una dosis
terapéutica. Aproximadamente a 5,3 ug/cm?, la absorcién de minociclina para la formulacién al 1 % y el parche de
10 mg por 4 cm? se traduce en 0,95 ug/g de minociclina en la piel, que es al menos un orden de magnitud por
encima de la concentracion inhibitoria minima (MIC) para inhibir P. acnes.

EJEMPLO 9
INTENSIDAD DE FLUORESCENCIA EN FUNCION DE LA CONCENTRACION DE MAGNESIO

Como se ha mostrado previamente, el magnesio contribuye a la estabilizacion de la minociclina dentro de la
composicion. Este experimento tiene como objetivo determinar el nivel 6ptimo de magnesio en una composicion. La
intensidad de la fluorescencia se puede usar para estimar la relacién aproximada mas alla de la cual la adiciéon de
mas magnesio no mejora significativamente la estabilidad y/o la solubilidad. Se realizé un estudio de intensidad de
fluorescencia para evaluar la concentracion de magnesio a la que la tasa de aumento de la fluorescencia después de
la adicion de mas magnesio descendié de forma significativa y/o abrupta.

Una solucién base del 77,59 % (p/p) de etanol anhidro, el 21,2 % (p/p) de propilenglicol, el 0,76 % (p/p) de
clorhidrato de minociclina (aproximadamente el 0,66 % (p/p) de minociclina FBE), el 0,39 % (p/p) de
hidroxipropilcelulosa HF (HPC HF), el 0,06 % (p/p) de metabisulfito de sodio. Se afiadié cloruro de magnesio anhidro
a 4 ml (3,13 g) de la solucion base a una concentracién del 4,4 % (p/p) para crear una solucion con una molalidad de
cloruro de magnesio de 464,3 mmol/kg. La relacion molar entre el magnesio y la minociclina fue 30,18. La solucién
preparada se diluyé en serie 2 veces con la solucién base para formar preparaciones de la solucién base con cloruro
de magnesio en diferentes relaciones molares de magnesio con respecto a minociclina: 0, 0,47, 0,94, 1,89, 3,77,
7,55, 15,09, y 30,18.

Los resultados de las mediciones de fluorescencia y de las mediciones de la concentracion de 4-epi-minociclina
después de 7 dias a 50 °C se presentan en la Tabla 6.
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Tabla 6. COMPOSICIONES PARA EL EXPERIMENTO DE FLUORESCENCIA (TODOS LOS PORCENTAJES
ESTAN ENUMERADOS EN PESO (ES DECIR, P/P))

RELACION
MNC*HCI | MgCl2 CAMBIO DE LA 4-EPI-MINOCICLINA

(%) (%) [M“g?l'['“‘:‘ﬁc] FLUORESCENCIA DURANTE 7 DIAS A 50 °C
0,76 4,42 30,18 963 0,19

0,76 2,21 15,09 818 0,21

0,76 1,11 7,55 679 0,27

0,76 0,55 3,77 615 0,36

0,76 0,28 1,89 416 0,49

0,76 0,14 0,94 233 0,73

0,76 0,07 0,47 73 1,82

0,76 0,00 0,00 0 26,04

MNC = minociclina

La composicion sin MgCl, es una composicion de referencia.

La intensidad de fluorescencia de cada una de las composiciones resultantes se midié usando un espectrémetro de
fluorescencia con una longitud de onda de excitacion de 380 nm. La intensidad de emisién de fluorescencia se
evalud a una longitud de onda de 473 nm. La fluorescencia de las muestras sin cloruro de magnesio fue menor que
el limite de deteccion del aparato de medicién. Como se muestra en la figura 8b, la intensidad de fluorescencia
aumenta bruscamente a medida que la relacion molar entre el magnesio y la minociclina aumenta de 0 a
aproximadamente 3,8. Para relaciones molares por encima de aproximadamente 3,8, la tasa de aumento en funcién
de la relacion molar es significativamente mas baja que la tasa de aumento correspondiente para las relaciones
molares por debajo de aproximadamente 3,8. El aumento de la cantidad de cloruro de magnesio por encima de este
nivel no sigue aumentando la fluorescencia de la composicién de manera tan significativa. Dado que la intensidad de
fluorescencia se correlaciona con la rigidez de los farmacos de la clase de las tetraciclinas, tal como minociclina, en
un entorno local, los datos indican que la formacién del complejo minociclina-magnesio en esta composicion se
vuelve mas rigida a medida que la relacion molar aumenta a aproximadamente 3,8 en la mezcla. En otras palabras,
la rigidez estructural de la minociclina continia mejorando significativamente mas alla de una relacién molar para el
magnesio con respecto a minociclina de 1:1 o 2:1 y no alcanza su meseta primaria hasta que la relacién molar
excede aproximadamente 3,8 para esta composicion. Asi pues, la relacion molar de 3,8:1 puede diferir para otras
composiciones construidas de acuerdo con las ensefianzas del presente documento.

La estabilidad de la minociclina se evalué controlando la formacién de epimeros en cada una de las muestras
preparadas descritas anteriormente. La cantidad de epimero 4-epi-minociclina se midié mediante analisis de HPLC
antes y después de la degradacion térmica forzada en una estufa a 50 °C durante 7 dias. La relacion entre el area
pico del epimero y la suma del area pico del epimero y el area pico de la minociclina activa da una indicacién de la
estabilidad de la minociclina en cada composicion. La formacién de epimeros se calculé como la diferencia en esta
relacion para las muestras recogidas antes y después de la degradacion térmica forzada. Las relaciones molares
mas altas de magnesio con respecto a minociclina correspondieron a una menor formacion de epimeros. La adicion
de magnesio por encima de una relacion molar de aproximadamente 3,8 reduce la formacion de epimeros. Sin
embargo, la cantidad en la que se reduce la formacién de epimeros disminuye para relaciones molares mas altas.

La cantidad de fluorescencia es indicativa de la rigidez del farmaco de la clase de las tetraciclinas. La figura 8a es un
grafico del cambio en la concentracion de 4-epi-minociclina después de 7 dias de degradacion forzada a 50 °C. El
cambio en la concentracion de 4-epi-minociclina es un indicador de la estabilidad de la minociclina en la
composicion. La adicion de cloruro de magnesio hasta una relacién molar de aproximadamente 3,8:1 con minociclina
aumenta la rigidez de la minociclina en la composicion y, por lo tanto, mejora la estabilidad al reducir la reactividad
de la minociclina. La adicion de cloruro de magnesio por encima de esta concentracion mejora menos la estabilidad.
Asi pues, una relacion molar de aproximadamente 3,8:1 seria una buena concentracion alrededor de la cual
comenzar una optimizacién de esta composicién particular.

Se ha propuesto que la estequiometria de una relacion magnesio-minociclina sea 1:1 o 2:1. Estas relaciones
propuestas, sin embargo, pueden no aplicarse cuando el magnesio y la minociclina se encuentran en una mezcla de
disolventes no acuosa en la que se forma un eutéctico, tal como en la composicion tépica descrita en el presente
documento. Las diferencias en la fluorescencia de la minociclina en funcion de la concentracion de magnesio reflejan
diferencias en los niveles de energia quimica y diferencias en las interacciones ionicas. La formacion de un complejo
entre la minociclina y el magnesio puede limitar las reacciones de epimerizacion y promover asi la estabilidad. Estos
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métodos y resultados sugieren que la relacion molar éptima entre la minociclina y el idn magnesio excede 2:1 en el
presente sistema disolvente. La estequiometria y la relacion precisa dependeran de los componentes particulares
empleados en una composicion.

EJEMPLO 10
MEDICION DE LA ESTABILIDAD A 6 MESES

Se ensayo la potencia de multiples muestras de una composicion de ejemplo después de su almacenamiento
durante 6 meses a temperatura ambiente. La composicion inicial contenida consistia en el 69,36 % (p/p) de etanol, el
17,92 % (p/p) de propilenglicol, el 9,41 % (p/p) de 1,8-cineol, el 1,0% (p/p) de clorhidrato de minociclina
(aproximadamente el 0,86 % (p/p) de equivalente de base libre de minociclina), el 1,61 % (p/p) de cloruro de
magnesio, el 0,6 % (p/p) de hidroxipropilcelulosa HF, y el 0,1 % (p/p) de metabisulfato de sodio. La cantidad de
minociclina se midié6 usando cromatografia liquida de alto rendimiento para las muestras iniciales y para las
muestras después de 6 meses de almacenamiento en condiciones de temperatura ambiente en viales sellados. Para
las muestras iniciales, el pico de minociclina contenia aproximadamente el 100,0 % de la minociclina en la
composicion y la minociclina representaba aproximadamente el 97,3 % cuando se normalizé por todas las areas
pico. El pico de 4-epi-minociclina para las muestras iniciales fue de aproximadamente el 0,54 % cuando se normaliz6
por todas las areas pico. Cabe apreciar que los porcentajes pico de minociclina y 4-epi-minociclina suman hasta mas
del 100 % debido a pequefios errores en las curvas de calibracion. Después de 6 meses de almacenamiento, el pico
de minociclina activa representd el 97,1 % de la minociclina en la composicién y la minociclina representéd
aproximadamente el 95,0 % cuando se normalizé por todas las areas pico. Por lo tanto, estas mediciones indicaron
que después de 6 meses de almacenamiento a temperatura ambiente, la minociclina activa se redujo en
aproximadamente un 2,9 % de la minociclina en la composicion y aproximadamente un 2,3 % cuando se normalizé
por todas las areas pico. El pico de 4-epi-minociclina para las muestras después de 6 meses de almacenamiento a
temperatura ambiente fue de aproximadamente el 1,68 % cuando se normalizé por todas las areas pico, lo que
representa un aumento en el pico de 4-epi-minociclina de aproximadamente el 1,1 % después de 6 meses de
almacenamiento a temperatura ambiente.

EJEMPLO 11

COMPOSICIONES TOPICAS

La Tabla 7 proporciona composiciones topicas ilustrativas adicionales. Las composiciones se preparan mezclando
los diversos componentes como se ha descrito previamente. Como se ha mencionado anteriormente, estas
composiciones de ejemplo de ninguna manera pretenden limitar el alcance de lo que los inventores consideran su
invencion. Cada columna enumera el porcentaje en peso del componente enumerado en el lado izquierdo de cada
fila en la composicion. Cada columna se suma a un total del 100 %.

La composicion 33 es una composicion de referencia.

Tabla 7. COMPOSICIONES DE EJEMPLO

ﬁgMPOSICIéN DE EJEMPLO 1 2 3 4 5 6 7 3 9 10
Farmaco de la clase de las

tetraciclinas

Clorhidrato de minociclina 0,3 0,6 1,2 2,3 4.6 1,2 1,2 4.6 4.6 4.6
Fuente de magnesio

Cloruro de magnesio anhidro 0,3 0,6 1,2 2,3 4.6 1,2 1,2 4.6 4.6 4.6
Alcohol alifatico monohidrico

Etanol 786 | 780 | 76,8 | 69,6 | 60,0 | 758 | 76,0 | 60,3 | 60,4 | 554
Poliol

Propilenglicol 20 20 20 25 30 20 20 30 30 30
Otros componentes

Metabisulfito de sodio 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 - 0,2 0,2 0,2
::S)roxipropilcelulosa HF (HPC 0.6 0.6 0.6 0.6 0.6 0.6 0.6 ) 0.2 0.2
Cineol - -- -- -- -- 1 1 -- -- 5
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continuacion)

COMPOSICION DE EJEMPLO
N.°

1

12

13

14

15

16

17

18

19

20

Farmaco de la clase de las
tetraciclinas

Clorhidrato de minociclina

Base de minociclina

Clorhidrato de tetraciclina

Doxiciclina

Tipeciclina

Limeciclina

1,2

Fuente de magnesio

Cloruro de magnesio anhidro

Cloruro de magnesio hexahidrato

Acetato de magnesio

Nitrato de magnesio

Alcohol alifatico monohidrico

Etanol

76,8

76,8

75,4

76,8

77,6

76,8

Poliol

Propilenglicol

20

20

20

20

20

Dipropilenglicol

20

Glicerol

20

Otros componentes

Metabisulfito de sodio

0,2

0,2

0,2

0,2

0,2

0,2

0,2

0,2

0,2

0,2

Hidroxipropilcelulosa HF (HPC
HF)

0,6

0,6

0,6

0,6

0,6

0,6

0,6

0,6

0,6

0,6

COMPOSICION DE EJEMPLO
N.°

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

Farmaco de la clase de las
tetraciclinas

Clorhidrato de minociclina

1,2

1,2

0,1

0,3

0,6

0,3

0,6

0,3

0,6

1,2

Fuente de magnesio

Cloruro de magnesio anhidro

1,2

0,5

1,8

0,3

0,6

0,3

0,6

0,3

0,6

1,2

Alcohol alifatico monohidrico

Etanol

76,8

Isopropanol

Alcohol propilico

Alcohol 1-butilico

78,0

Poliol

Propilenglicol

20

20

20

20

20

20

20

20

20

20
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continuacion)
21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

COMPOSICION DE EJEMPLO
N.°

Otros componentes

Metabisulfito de sodio 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Hidroxipropilcelulosa HF (HPC - 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6
HF) Hidroxipropilmetilcelulosa

(HPMC) 0,6 -- -- -- -- -- -- -- -- --
ﬁ?MPOSICION DE EJEMPLO 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

Farmaco de la clase de las
tetraciclinas

Clorhidrato de minociclina 0,1 0,1 0,25 - 0,1 - - - 10 5

Base de minociclina -- -- - - - - - 0,5 - -

Clorhidrato de tetraciclina - - 0,25 - - 0,25 - - - -

Doxiciclina - 0,1 - 0,5 - - 0,3 0,5 -

Tigeciclina - - - - - o2 | - - - -

Limeciclina -- - - 0,5 -- - - - - -

Fuente de magnesio

Cloruro de magnesio anhidro 0,5 0,6 - 4 0,9 - - 4 5 -
Cloruro de magnesio hexahidrato -- -- -- -- -- 1,2 0,2 -- - 15
Acetato de magnesio -- -- 0,2 - - - - - -
Sulfato de magnesio - - - - - - 0,1 - - -

Alcohol alifatico monohidrico

Etanol -- 88,7 | 985 | 64,2 | 78,2 38 46,4 | 64,8 50 45

Isopropanol 90 -- -- -- - 38,5 -- -- -- --

Alcohol propilico -- -- - - - - - - - -

Alcohol 1-butilico - -- -- -- -- -- 46,4 - - -
Poliol

Propilenglicol - -- -- 30 10 10 -- 30 35 --
Dipropilenglicol 8,5 - - - 10 - 5 - - 29,6
Glicerol - 10 - - - 10 - - - -

Otros componentes

Metabisulfito de sodio 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 -- 0,2 -- 0,2

Hidroxipropilcelulosa HF (HPC
HF)

Hidroxipropilmetilcelulosa
(HPMC)

Cineol - -- -- -- -- 1 1 - - 5

EJEMPLO 12

ABSORCION DE MINOCICLINA EN EL TEJIDO FACIAL HUMANO EX VIVO - UN ESTUDIO DE COMPARACION
CUANTITATIVAYY CUALITATIVA

Se realiz6 un estudio de penetracion cutanea para determinar y comparar la absorcién de minociclina por el tejido
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cutaneo facial humano ex vivo en una formulacion liquida hidréfila que contenia el 1 % o el 4 % de minociclina (BPX-
1M y BPX-4M, respectivamente) con una formulacion de base lipéfila como se describe en la Publicacion de Patente
de EE.UU. N.° 2015/0056149. La administracion de minociclina se midié usando HPLC para medir cuantitativamente
la cantidad de minociclina en la piel en relacién con el tiempo, y mediante microscopia de fluorescencia para
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determinar visualmente la presencia de minociclina en la glandula pilosebacea y la epidermis.

Se evaluaron las siguientes formulaciones tépicas.

Tabla 8. FORMULACIONES BPX-1M Y BPX-4M

PORCENTAJE EN LA FORMULACION

MATERIAL BPX-1M 1 % de BPX-4M 4 % de PLACEBO

MINOCICLINA MINOCICLINA BPX
Minociclina HCI 1,2% 4,6 % --
Hidroxipropilcelulosa (KLUCEL HF) 0,6 % 0,6 % 0,6 %
Cloruro de magnesio, anhidro 1,2% 4,6 % 0,6 %
Etanol, anhidro 75,8 % 59,0 % 77,59 %
Propilenglicol 20,0 % 30,0 % 20,0 %
Eucaliptol 1,0 % 1,0 % 1,0 %
Metabisulfito de sodio 0,2 % 0,2 % 0,2 %
Amarillo de quinolina -- -- 0,01 %

Tabla 9. Formulacion de referencia lipofila

PORCENTAJE EN LA FORMULACION
MATERIAL - - -
LIPOFILA AL1 % | LIPOFILA AL 4 % PLACEBO LIPOFILO

Minociclina HCI 1,20 4,80 -
Aceite de soja 50,00 50,00 50,00
Aceite de coco 23,60 23,60 23,60
Aceite mineral ligero 4,35 0,75 5,55
Ciclometicona 5,00 5,00 5,00
Alcohol cetoestearilico 3,50 3,50 3,50
Acido estearico 3,00 3,00 3,00
Alcohol miristilico 2,50 2,50 2,50
Aceite de ricino hidrogenado 2,00 2,00 2,00
Cera de abejas 2,00 2,00 2,00
Alcohol estearilico 1,50 1,50 1,50
Alcohol behenilico 1,10 1,10 1,10
Dioxido de silicio 0,25 0,25 0,25

La formulaciéon lipdfila se describe en la Publicacion de Solicitud de Patente de EE.UU. N.° 20150056149,

Composicion 244B, Ejemplo 4, Parte A.

Se retird piel facial humana (mujer, 60 afios) de un congelador a -20 °C y se descongeld a 32 °C. Se eliminaron la

hipodermis y la capa de grasa. Se cortaron trozos de piel a ~0,7 cm? y se colocaron en una placa de Petri (hidratada

con cloruro de sodio al 0,9 % con azida de sodio al 0,2 %) forrada con apésito. La superficie de la piel se transfirié
seca. Las formulaciones BPX hidréfilas que se habian almacenado a -4 °C se llevaron a temperatura ambiente. Las
formulaciones lipdfilas eran sdélidas a temperatura ambiente y, por lo tanto, se calentaron (32 °C, ~3 min) hasta un

estado liquido fluido inmediatamente antes de la aplicacion. Se utilizdé una dosis de 2,5 mg/cm?. Usando una pipeta,
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cada formulacion se aplico uniformemente sobre el area objetivo de 0,42 cm? El esparcimiento se realizo
uniformemente hasta que se seco (~7 segundos). El tejido de la placa de Petri se colocé sin tapar en una incubadora
a 32 °C, manteniéndose la gasa moderadamente hidratada. Las formulaciones se aplicaron durante 2 y 4 horas.

Tabla 10. Cantidades de aplicacién

Cantidad de Cantidad de Volumen de Cantidad de Volumen de
Formulacion minociclina diana formulacion formulaciéon | formulacién para formulacion para
(mg/0,42 cm?) (mg/0,42 cm?) | (ul/0,42 cm?) | histologia (mg) | histologia (ul/0,42 cm?)
Sin tratar - - - - -
Placebo ; 1,05 117 25 27,4
lipdfilo
Placebo BPX - 1,05 2,6 39
BPX-1M 1,05 2,10 25 37
0,0105
Lipdfila al 1 % 1,05 1,10 25 26,6
BPX-4M 1,05 2,08 25 34,8
0,0441
Lipdfila al 4 % 1,05 1,138 25 26

Al final de cada punto de tiempo, la formulacién se eliminé con un apésito empapado en alcohol isopropanol al 70 %
y a continuacién se seco con un apésito seco. Se tomd un punzoén de biopsia (6 mm) de cada sitio de prueba. (Se
utilizé el espesor total de la piel para cada biopsia). A continuacion, se extrajo minociclina de cada biopsia con 500 pl
de metanol acidificado (10 yl de HCI 5 N a 1 ml de MeOH) durante 24 horas a 25 °C. El sobrenadante se analizé
mediante HPLC (inyeccion de 20 pl, ciclo de 15 minutos, 350 nm). En cada muestra se midieron la minociclina
intacta, asi como el area pico de epi-minociclina (4-epi). Los datos de los donantes se promediaron entre el grupo de
tratamiento dado. Se realizaron estandares de HPLC (0,01, 0,1 y 1 mg/ml) para minociclina-HCl y metanol
acidificado; con patrones a base de minociclina calculados.

Histologia: Se preparo6 tejido de la misma manera que se ha descrito anteriormente. Se aplicd uniformemente una
cantidad correspondiente a 50 mg/cm? con una pipeta (Tabla 3). El tejido de la placa de Petri se colocoé en una
incubadora a 32 °C con una cubierta con parafilm durante 24 horas. A las 24 horas, se limpié suavemente el exceso
de formulacion y se cortaron las areas de la piel donde no se aplico la formulacién. A continuacion, el tejido restante
se incluy6 en O.C.T. Se cortaron secciones de bloques de tejido (~12 um). Se cortaron en serie dos secciones con
una distancia de ~100 um entre cada conjunto cortado en serie. Los portaobjetos se lavaron con 1x PBS y a
continuacioén se cubrieron con glicerol para obtener imagenes fluorescentes.

Para la formulacién hidrofila BPX-1M, se detectaron 5,9 ug/lcm? y 5,3 ug/cm? de minociclina a las 2 y 4 horas,
respectivamente (véase la figura 9a). Para la formulacién lipofila al 1 %, se detectaron 2,4 ug/cm? y 2,1 ug/cm? de
minociclina a las 2 y 4 horas, respectivamente (figura 9a). No se detectd minociclina en el placebo lip&filo, el placebo
BPX y las muestras de piel sin tratar. La formulacion hidréfila BPX-1M produjo cantidades de minociclina
significativamente mayores en comparacion con la formulacion lipdfila.

La formulacion hidréfila BPX-4M demostro 14,2 ug/cm? y 13,0 ug/lcm? de minociclina a las 2 y 4 horas,
respectivamente (figura 9b). Para la formulacion lipéfila al 4 %, se detectaron 3,7 pg/cm? y 5,8 pg/cm? de minociclina
a las 2 y 4 horas, respectivamente (figura 9b). No se detectd minociclina en tejido cutaneo sin tratar. De forma
similar, no se detecté minociclina en el tejido cutaneo tratado con placebo lipédfilo o con placebo BPX-01. La
formulacién hidréfila BPX-4M produjo una cantidad significativamente mayor de minociclina en comparacion con la
formulacion lipdfila. Se observé una absorcion similar con las formulaciones hidréfila BPX-1M vy lipdfila al 4 % (figura
10) en ambos puntos de tiempo probados a pesar de que la formulacion lipdfila tenia una concentracion 4 veces
mayor del farmaco de minociclina.

Antes de la aplicacion, se midi6 la concentracion de epimero de minociclina en las formulaciones al 1 % con valores
del 0,93 % y del 0,86 % para la formulacion BPX-1M y la formulacion lipofila, respectivamente (figura 11a). A partir
de muestras de piel tratadas, se midié la epimerizacion de minociclina al 9,7 % y al 10,6 % para la formulacién
hidrofila BPX-1M a las 2 y 4 horas, respectivamente. Se determinaron valores de epimerizacion aumentados del
37,6 % y del 29,8 % para la formulacion lipdfila al 1 % medidos a las 2 y 4 horas, respectivamente (figura 11a).

Antes de la aplicacion, se midi6 la concentracion de epimero de minociclina en las formulaciones al 4 % con valores
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del 1,08 % y del 0,75 % para la formulacion BPX-1M y la formulacion lipofila, respectivamente (figura 11b). A partir
de muestras de piel tratadas con la formulacién hidréfila BPX-4M, se midio la epimerizacion de minociclina al 5,1 % y
al 4,5 % alas 2 y 4 horas, respectivamente. Se determinaron valores de epimerizacion aumentados del 7,3 % y del
11,6 % para la formulacion lipdfila al 4 % medidos a las 2 y 4 horas, respectivamente (figura 11b).

Las formulaciones hidrdéfilas penetraron mejor en la piel humana ex vivo que la formulacion lipdfila, y la minociclina
que penetré en la piel no se degradé tan significativamente en las formulaciones hidréfilas como lo hizo en la
formulacion lipdfila.

Se observa un aumento notable de la intensidad de fluorescencia en el estrato corneo, la epidermis y en las
glandulas sebaceas para la formulacion hidréfila BPX-4M (figura 12D) en comparacion con la formulacion lipofila al
4 % (figura 12A). Los datos muestran la penetracién de la minociclina en las glandulas sebaceas donde se
encuentran las bacterias P. acnes. A modo de comparacién, también se muestra la intensidad de fluorescencia para
el placebo lipdfilo (figura 12B), sin tratamiento (figura 12C), y el placebo BPX (figura 12E).

EJEMPLO 13
ESTUDIO /N VIVO DE PARCHE DE DOSIS REPETIDA DE 7 Y 20 DIAS EN CERDOS ENANOS

Se realizé un estudio de aplicacién tépica en cerdo enano durante un periodo de 7 dias o 20 dias, respectivamente,
para evaluar la absorcion cutanea y plasmatica y la toxicidad dérmica asociada con aplicaciones de dosis repetidas
de formulaciones de minociclina que contenian diferentes cantidades de base equivalente de minociclina (placebo,
0,5 %, 1%, 2%, y 4 %). El estudio se realizd con 4 cerdos enanos hembra sin tratar, libres de antibiéticos, con un
peso de entre 20 y 30 kg y de 12-18 meses de edad. Los articulos de prueba aplicados fueron los mismos que los
descritos en el Ejemplo 8, Tabla 5 (es decir, composiciones 0-B, 0.5-B, 1-B, 2-B, y 4-B).

El Dia 0, los animales se pesaron y se anestesiaron. El area del costado derecho e izquierdo se recortd y se afeitd
cuidadosamente, y se marcaron seis sitios de aplicacion de prueba, de 3 cm x 3 cm cada uno o de aproximadamente
10 cm?. Los articulos de prueba y de control se aplicaron por via tépica usando una pipeta de desplazamiento
positivo y se extendieron en el area de prueba marcada usando una espatula de metal. La dosificacion continué
diariamente hasta el Dia 6 (Grupo 1) y el Dia 20 (Grupo 2). Antes de la dosificacion diaria, los sitios de tratamiento
se limpiaron suavemente una vez con jabén seguido de un lavado suave con una solucién salina tamponada con
fosfato (PBS). El peso corporal se midié una vez a la semana.

Tabla 11: RESUMEN DEL TRATAMIENTO EN SITIOS DE DOSIFICACION

Animales 151/251 Animales 152/252
Sitio de - -
dosificacion | Articulode | i o/ p o lacign | VOlumen | Articulode | o b mulacien | Volumen

prueba (ul) prueba (ul)

L1 0-B Vehiculo, 0 % de o5 0-B Vehiculo, 0 % de 125
minociclina minociclina

L2 0.5-B 0,5% 25 0.5-B 0,5 % 125
L3 1-B 1% 25 1-B 1% 125
L4 2-B 2% 25 2-B 2% 125
L5 4-B 4 % 25 4-B 4 % 125

Los sitios de dosificacion se evaluaron diariamente para detectar eritema y edema usando un sistema de puntuacion
Draize modificado. Se tomaron fotografias antes de la administracion de la dosis el Dia 0 y diariamente a partir de
entonces. La pigmentacion de la piel se observé visualmente a diario. Ademas, se tomaron fotografias con lampara
UV de los sitios de dosificacion el Dia 0 y al final de la dosificacion (Dia 7 para el Grupo 1y Dia 20 para el Grupo 2).
Al final del estudio, los animales se sacrificaron y se recogieron tejidos cutaneos de los sitios de dosificacion, junto
con un sitio sin tratar.

Resultados: No se observaron cambios de peso anormales en ningun grupo de tratamiento. No se observé irritacion
de la piel a lo largo de todo el periodo de tratamiento, como lo indica la falta de eritema y edema. La cantidad total de
formulacion aplicada en el transcurso del tratamiento de 7 o 20 dias fue de 54,3 mg (n.° 151), 91,9 mg (n.° 152),
155 mg (n.° 251), y 262,5 mg (n.° 252). El limite de deteccion inferior del protocolo de extraccion de plasma fue de
1,0 ng/ml. En estos andlisis, no se detectd minociclina en ninguna de las muestras de plasma analizadas.

Se observé un amarilleo transitorio y diferencial del parche con las formulaciones al 1,0 % a una cantidad de
aplicacion de 125 mg a partir del Dia 4 y se mantuvo durante toda la duracion del experimento (figura 1). 125 mg de
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formulacion equivalen a 12,5 mg/cm? de tratamiento, lo que equivale aproximadamente a una aplicacion diaria de 5 g
en seres humanos (suponiendo un area de 400 cm? en un rostro humano). Se observo coloracién amarillenta en los
grupos del 2 % y el 4 % con tincion observada desde el segundo dia de tratamiento.

En todos los sitios de aplicacion, se detecté al menos 1 pg/cm? de minociclina, con al menos 2-3 veces esa cantidad
de minociclina encontrada en los grupos de formulacion al 1%, 2% y al 4 %. El aumento de la absorcién de
minociclina no fue lineal. En el grupo de tratamiento de 20 dias, se observo un grado de saturacion al nivel de
aplicacion de 25 mg. Los grupos de 7 y 20 dias mostraron tendencias similares en la absorcion de minociclina en la
piel, lo que sugirié que el régimen de tratamiento puede estar acercandose a la saturacion.

En el analisis de imagenes (ahora mostrado), la minociclina se localizé dentro de las glandulas pilosebaceas en
grupos de formulacion al 0,5 %, 1%, 2%, y al 4 %. Se detectd minociclina en el estrato corneo y los foliculos
pilosos. Se detecté una mayor cantidad de minociclina en los grupos del 4 %. No se observaron diferencias entre los
grupos de tratamiento de 7 dias y 20 dias. En este estudio, incluso en el grupo de aplicacion de 25 mg al 0,5 %, se
observo una absorcién de minociclina de al menos 1,03 ug/cm?, lo que parece cumplir el requisito de penetracion
para lograr una concentracion local dentro de la piel indicativa de una dosis terapéutica. A ~1,03 ug/cm?, esto se
traduce en 0,18 pg/g de minociclina en la piel, que es al menos un orden de magnitud por encima de la MIC
necesaria para inhibir P. acnes.

EJEMPLO 14

ESTUDIO IN VIVO DE DOSIS QNICA EN RATAS DE LA IRRITACION CUTANEA, RANGO DE DOSIS
FARMACOCINETICO, E HISTOLOGIA

Se realiz6 un estudio de irritacion cutanea en ratas con composiciones administradas por via tépica que
comprendian minociclina y una sal de magnesio en un sistema disolvente que comprendia etanol y propilenglicol
(por ejemplo, de 50-99,9 % p/p); también se evaluaron los parametros farmacocinéticos. El contenido de agua para
cada una de las composiciones aplicadas, segun lo medido por la titulacion de Karl Fischer, estaba en el intervalo
del 0,5% a 1 %. El valor del pH para cada una de las composiciones estaba en el intervalo de 3,9 a 4,4. Se
evaluaron los parametros farmacocinéticos de dosis Unica y se demostré6 que la exposicion sistémica a las
composiciones de minociclina aplicadas por via tépica era menor que la de las formas de dosificacion orales eficaces
para proporcionar concentraciones similares de farmaco en la piel.

Se evaluaron los niveles en plasma sanguineo de clorhidrato de minociclina después de un unico tratamiento con
cuatro formulaciones que contenian aproximadamente el 0,5 %, 1 %, 2 %, o el 4 % en peso de minociclina como se
describe en la Tabla 12 a continuacion.

Tabla 12. FORMULACIONES TOPICAS DE MINOCICLINA UTILIZADAS EN EL ESTUDIO (TODOS LOS
PORCENTAJES ESTAN ENUMERADOS EN PESO (ES DECIR, (P/P))

ggmlfgglg%'ﬁ“ 0-B-2 0.5-B 1-B 2.B-2 4B

Clorhidrato de minociclina 0% 0,6 % 1,2% 23% 4,6 %
Hidroxipropilcelulosa 0,6 % 0,6 % 0,6 % 0,6 % 0,6 %
Cloruro de magnesio (anhidro) 0,6 % 0,6 % 1,2 % 2,3 % 4.6 %
Etanol (anhidro) 77,59 % 77,0 % 75,8 % 73,6 % 59,0 %
Propilenglicol 20,0 % 20,0 % 20,0 % 20,0 % 30,0 %
1,8-Cineol 1,0 % 1,0 % 1,0 % 1,0 % 1,0 %
Metabisulfito de sodio 0,2 % 0,2 % 0,2 % 0,2 % 0,2 %
D&C Amarillo N.° 10 0,01 % 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 %
pH medido para la composicién 4,86 4,35 4,19 3,90 3,90

gocngfn”;ggigg aguameddopara | g 39, 0.48 % 0,52 % 0,63 % 0,86 %

La composicién 0-B-2 es una composicion de referencia.

El dia antes del tratamiento, se afeitd un area de 15 cm? en el area dorsal en la region de los hombros y la espalda
de cada una de las veintiuna ratas macho Sprague-Dawley y se marco un area de 10 cm? como el sitio de prueba de
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aplicacién, Las ratas se dividieron al azar de manera uniforme en 7 grupos de tratamiento. Cada grupo recibi6 la
aplicaciéon de una de las composiciones enumeradas en la Tabla 12 (0-B-2, 0.5-B, 1-B, 2-B-2, o0 4-B) en la cantidad
descrita en la Tabla 13. La composicién se aplicé a cada una de las ratas en cada grupo de tratamiento. Las
composiciones se aplicaron uniformemente al sitio de prueba de aplicacién en cada rata en el momento T-O0.

Tabla 13. GRUPOS DE TRATAMIENTO

Grupo de Numero de composicion Cantidad de composicion aplicada por
tratamiento aplicada animal

Grupo 1 0-B-2 2,5 mg/cm?
Grupo 2 0.5-B 2,5 mg/cm?
Grupo 3 1-B 2,5 mg/cm?
Grupo 4 2-B-2 2,5 mg/cm?
Grupo 5 4-B 2,5 mg/cm?
Grupo 6 4-B 5,0 mg/cm?
Grupo 7 ninguna composicion aplicada NA

Se tomaron extracciones de sangre justo antes de la aplicaciéon y durante el siguiente periodo de 24 horas en los
siguientes puntos de tiempo: 10, 20, y 30 minutos, 1, 2, 4, 6, 8, 12, y 24 horas después de la aplicacion. Para cada
grupo de tratamiento, el nivel promedio de minociclina en el plasma se presenta en la Tabla 14. El limite inferior de
cuantificacion (LLOQ) para el método de analisis fue 10 ng/ml. Los valores inferiores al LLOQ se informan como
cero. La concentracion sérica maxima (Cmsx) en ratas Sprague Dawley fue inferior a 550 ng/ml para todas las
composiciones ensayadas cuando se midié en los puntos de tiempo mencionados anteriormente en un experimento
en el que se permitié que la composicion aplicada penetrara sin ayuda durante un periodo de 24 horas en un sitio de
prueba de aplicacion afeitado de 10 cm? de area con la composicion aplicada uniformemente en una cantidad de 2,5
0 5,0 mg/cm?.

En todas menos una de estas composiciones, la Cmsx fue inferior a 150 ng/ml. Estos niveles de Cmsx Se comparan
favorablemente con las dosis de minociclina consumida por via oral que son eficaces para lograr los mismos niveles
de farmaco en la piel, ya que dichas dosis se administran a la piel de forma sistémica y, por lo tanto, requieren
niveles mas altos en la sangre.
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Se evalud la irritacién usando el sistema de puntuacion Draize modificado. Las evaluaciones se realizaron antes e
inmediatamente después de la aplicacién y en los siguientes puntos de tiempo: 30 minutos, 1, 3, 6, y 24 horas
después de la aplicacion. No se observaron eritema, enrojecimiento, irritacion y/o edema medibles. La puntuacion
Draize modificada fue 0 para cada uno de los puntos de tiempo y cada una de las ratas del estudio. Esto indica que
ninguna de las composiciones ensayadas fue irritante.

No se observaron cambios de peso anormales en ningun grupo de tratamiento.

Las ratas se sacrificaron poco después del punto de tiempo de 24 horas. Se extrajeron biopsias de la piel de las
ratas y se congelaron o se fijaron en formalina al 10 % para permitir un analisis histolégico adicional, incluida la
tincion con hematoxilina y eosina. No se observaron cambios significativos en ninguna de las secciones de piel
cuando se compararon los grupos tratados con minociclina con los tratados con la composicion 0-B-2 o con los no
tratados con ninguna composicion.

EJEMPLO 15

ESTUDIO IN VIVO DE DOSIS MULTIPLE EN RATAS DE LA IRRITACION CUTANEA Y EL RANGO DE DOSIS
FARMACOCINETICO

Se realiz6 un estudio toxicocinético de dosis multiple en ratas Sprague-Dawley a las que se administrd por via topica
composiciones que comprendian minociclina y una sal de magnesio en un sistema disolvente que comprendia etanol
y propilenglicol (por ejemplo, 50-99,9 % p/p). Se evalud la toxicidad potencial de composiciones de ejemplo. Se
evaluaron los parametros farmacocinéticos de dosis multiple y se demostré que la exposicion sistémica a las
composiciones de minociclina aplicadas por via topica era menor que la de las formas de dosificacién orales eficaces
para proporcionar concentraciones similares de farmaco en la piel. La cantidad de minociclina aplicada diariamente a
cada animal en el estudio estuvo en el intervalo de 0,0 a 0,5 mg/cm?. La concentracién de minociclina fue de
aproximadamente el 0 %, 1 %, y el 4 % en las composiciones 0-B-2, 1-B-2, o0 4-B-2 como se describe en la Tabla 15.

Tabla 15. FORMULACIONES TOPICAS DE MINOCICLINA UTILIZADAS EN EL ESTUDIO (TODOS LOS
PORCENTAJES ESTAN ENUMERADOS EN PESO (ES DECIR, (P/P))

NUMERO DE LA COMPOSICION 0-B-2 1-B-2 4-B-2
Clorhidrato de minociclina 0% 1,1 % 4,3 %
Hidroxipropilcelulosa 0,6 % 0,6 % 0,6 %
Cloruro de magnesio (anhidro) 0,6 % 1,1 % 4,3 %
Etanol (anhidro) 77,59 % 75,9 % 69,6 %
Propilenglicol 20,0 % 20,0 % 20,0 %
1,8-Cineol 1,0 % 1,0 % 1,0 %
Metabisulfito de sodio 0,2 % 0,2 % 0,2 %
D&C Amarillo N.° 10 0,01 % 0,00 % 0,00 %

La composicién 0-B-2 es una composicion de referencia.

Veinte ratas macho sanas y veinte ratas hembra sanas se dividieron en partes iguales en cuatro grupos de cinco
ratas macho y cinco ratas hembra cada uno. Las ratas tenian aproximadamente 8 semanas de edad al comienzo del
estudio y tenian un peso corporal que variaba de 280 a 330 gramos. Las composiciones se aplicaron diariamente a
cada rata en el estudio durante 28 dias basandose en el nimero de grupo para cada rata como se describe en la
Tabla 16. Las ratas no se movieron entre los grupos durante el estudio.

Los animales se alojaron individualmente. El agua y una dieta estandar de pienso Lab Diet Rodent N.° 5001 estaban
disponibles para cada rata a voluntad, excepto segun lo requerido para los procedimientos.

Un dia antes de la primera aplicacion, se afeitd un area de 15 cm? en la regién dorsal de los hombros y la espalda
usando magquinillas para animales estandar. La superficie de la piel se limpié suavemente con acetona para eliminar
el sebo y asegurar que la piel estuviera limpia. Se marcé un area de 10 cm? usando un marcador de tinta
permanente no toxica. Las canulas se llenaron con aproximadamente 150 pl de solucion salina de heparina al 1 %.

Antes de la dosificacion diaria, los sitios se limpiaron con champu sin agua (Sullivan E-Z Clean) y PBS. Los Dias 1-

27, se aplico la composicion de prueba apropiada usando una pipeta de desplazamiento positivo y se extendid
cuidadosamente en el area de prueba marcada de 10 cm? usando una espatula de metal limpia. A continuacion, la
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composicion aplicada se dejo secar y cada rata se devolvié a su jaula.

Se evaluaron los niveles en plasma sanguineo de clorhidrato de minociclina después de la aplicacion durante el
primer dia de aplicacion (que se etiquetd como Dia 1), el decimocuarto dia de aplicacion (que se etiqueté como Dia
14) y el vigésimo octavo dia de aplicacion (que se etiqueté como Dia 28). Para cada una de las noches anteriores a
la toma de muestras de plasma, las ratas se mantuvieron en ayunas durante una noche, con libre acceso al agua.

Tabla 16. GRUPOS

. Numero de Cantidad de composicion . . I
Numero de A . - Dosis de minociclina por
Grupo . composicion aplicada por animal . 27
animales . L 2145 animal (mg/cm?/dia)
aplicada diariamente (mg/cm?/dia)

1 5 machosy 5 0-B-2 25 0
hembras

2 5 machos y 5 1-B-2 2,5 0,025
hembras

3 5 machos y 5 4-B-2 6,25 0,25
hembras

4 5 machos y 5 4-B-2 12,5 0,5
hembras

No se observo irritacion dérmica significativa en los Grupos 1y 2 y se incluy6 un ligero eritema en los Grupos 3y 4,
con una mayor incidencia y gravedad de la irritacion en el Grupo 4.

No hubo efectos relacionados con el articulo de prueba sobre el peso corporal o los cambios, el consumo de comida,
los parametros de patologia clinica, los hallazgos de patologia macroscopica o el peso de los 6rganos.
Adicionalmente, no se observaron diferencias en la hematologia o la quimica clinica para ninguno de los Grupos,
aparte de los niveles de minociclina medidos en el plasma.

Se observé y se anotd una acantosis minima a leve en las areas de aplicacion de la piel. Estas lesiones se
consideraron de distribucion irregular con un ligero aumento en la celularidad epidérmica y cifras mitéticas basales
ocasionales que se observaron principalmente en el Grupo 4. Basandose en estos resultados, se consideré que el
nivel de efectos adversos no observados (NOAEL) era, tanto en los machos como en las hembras, de
aproximadamente 0,25 mg/cm?/dia, lo que correspondié a 6,25 mg/cm?/dia de una composicion que comprendia
aproximadamente el 4 % de minociclina.

Se midieron las caracteristicas toxicocinéticas de las composiciones en el plasma de cada uno de los animales
después de la administracion diaria de las composiciones. Para cada uno de los Grupos, se detecté minociclina para
cada uno de los dias en los que se realizé una evaluacion (es decir, los Dias 1, 14, y 28). Se midié un aumento de
minociclina dependiente de la dosis en el plasma, como se describe con mas detalle en los datos de la Tabla 17. No
se detectd minociclina a niveles significativos en las ratas del Grupo 1. En este estudio hubo diferencias por sexo en
la exposicion y se atribuyeron a las diferencias en la densidad del cabello.

Tabla 17. RESUMEN DE PARAMETROS TOXICOCINETICOS EN PLASMA DE RATA

Dia del Cmax (ng/ml) AUC (ng*h/ml) Tmax (h)

Grupo muestreo Macho | Hembra | Macho | Hembra |Macho| Hembra
1 54 98,1 347,6 961,3 1 2
2 14 28,7 294.4 406,4 2833,5 1 2
28 39,1 33,1 14,0 21,8 4 4
1 3914,8 11308,1 17070,5 75525,9 1 2
3 14 2199,3 105191 17395,5 77513,3 2 1
28 761,5 937,7 281,6 175,7 4 4
1 2392,8 3149,1 30076 30899,9 2 2
4 14 6936,7 12553,3 | 72168,8 142035,5 4 2
28 8618,5 9082,3 923,7 550,4 4 4
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Este estudio, como se describe en el Ejemplo 15, demostré que la dosificacion repetida de un mamifero se puede
realizar de manera segura a niveles de dosificacion de minociclina en el intervalo de 0,0 mg/cm?dia a
0,5 mg/cm?dia, o preferentemente en el intervalo de aproximadamente 0,025 mg/cm?dia a aproximadamente
0,5 mg/cm?dia, o mas preferentemente en el intervalo de aproximadamente 0,025 mg/cm?/dia a aproximadamente
0,25 mg/cm?/dia. Las dosis mas altas de minociclina permiten tratamientos mas agresivos. Se prefieren dosis
superiores a 0,25 mg/cm?/dia. Para evitar el nivel de irritacion identificado en el Grupo 4, se prefieren dosis inferiores
a 0,5 mg/cm?/dia.

EJEMPLO 16
ESTUDIO TOXICOCINETICO /N VIVO DE DOSIS MULTIPLE EN CERDOS ENANOS

Se realizé un estudio toxicocinético de dosis multiple en cerdos enanos Gottingen a los que se administré por via
topica composiciones que comprendian minociclina y una sal de magnesio en un sistema disolvente que comprendia
etanol y propilenglicol (por ejemplo, 50-99,9 % p/p). Se evalud la toxicidad potencial de composiciones de ejemplo.
Se evaluaron los parametros toxicocinéticos. La cantidad de cada formulacién aplicada diariamente a cada animal en
el estudio estuvo en el intervalo de 0,0 a 12,5 mg/cm?. La concentracion de minociclina fue de aproximadamente el
0 %, 1 %, y el 4 % en las composiciones 0-B-2, 1-B-2, y 4-B-2 como se describe en la Tabla 15 del Ejemplo 15.

Quince cerdos enanos Gottingen macho sanos y quince cerdos enanos Gottingen hembra sanos se dividieron
aleatoriamente en cinco grupos de tres cerdos enanos macho y tres hembras cada uno. Los cerdos enanos tenian
aproximadamente 20 semanas de edad al comienzo del estudio y tenian un peso corporal que variaba de 7,4 a
10,3 kilogramos. Las composiciones se aplicaron diariamente a cada cerdo enano en el estudio durante 28 dias
basandose en el numero de grupo para cada cerdo enano como se describe en la Tabla 18. El Grupo 1 era un grupo
de control simulado (es decir, no tratado). Los cerdos enanos del Grupo 1 pasaron por los mismos procedimientos
que los cerdos enanos de los Grupos 2-5, excepto que no se aplicé ninguna composicion de prueba al area de
tratamiento marcada.

Los animales se alojaron individualmente. Cada cerdo enano tenia acceso libre al agua y se le proporcioné una
racion dos veces al dia de una dieta estandar.

Un dia antes de la primera aplicacion y segun fue necesario a partir de entonces, se prepard la region dorsal de cada
cerdo enano recortando el pelo con maquinillas para animales estandar. Se tuvo cuidado durante el procedimiento
de recorte para evitar la abrasion de la piel. La superficie de la piel se limpié suavemente con una gasa empapada
en champu sin agua (SULLIVAN E-Z CLEAN, Sullivan Supply, Inc. Dunlap, IA), a continuacion con una gasa
empapada en agua tibia de ésmosis inversa (37-43 °C), y a continuacion con una gasa seca para asegurese de que
la piel estaba limpia. El area de superficie objetivo para la aplicacion de cada cerdo enano se calculdé una vez por
semana de acuerdo con la siguiente formula: area de superficie objetivo en metros cuadrados = [9,5 * (peso corporal
en gramos)??]/10.000. El area correspondiente se marco en cada cerdo enano con tinta indeleble. Esta area de
superficie objetivo corresponde a aproximadamente el 15 % de la superficie corporal total (Spector, W.S. Handbook
of Biological Data. Filadelfia: W.B. Saunders Co. 1956; 175).

Antes de la dosificacion diaria, los sitios se limpiaron como se ha descrito anteriormente. Los Dias 1 a 28, se aplicod
la composicion de prueba adecuada a los cerdos enanos de los Grupos 2 a 5 y se extendié cuidadosamente en el
area de prueba marcada usando un aplicador de plastico desechable limpio. A continuacién, la composicién aplicada
se dejo secar y cada cerdo enano se devolvid a su jaula.

Se evaluaron los niveles en plasma sanguineo de minociclina después de la aplicacion durante el primer dia de
aplicacion (que se etiquetdé como Dia 1), el decimocuarto dia de aplicacion (que se etiqueté como Dia 14) y el dia
después del vigésimo octavo dia de aplicacion (que se etiquetd como Dia 28). Para cada una de las noches
anteriores a la toma de muestras de plasma, los cerdos enanos se mantuvieron en ayunas durante una noche, con
libre acceso al agua.

Se realizd un analisis de orina para cada cerdo enano el Dia 14 y después de la autopsia. La orina se recogio

durante la noche a través del drenaje de la bandeja de la jaula el Dia 14 y mediante cistocentesis en la autopsia. Los
cerdos enanos se mantuvieron en ayunas durante la noche anterior a la autopsia programada.
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Tabla 18. GRUPOS

. Numero de . s . . -
Numero de R Cantidad de composicion Dosis de minociclina
Grupo animales composicion aplicada por animal (mg/cm?dia) | por animal (mg/cm?/dia)
aplicada diariamente
Sin composicion de
1 3 machos y 3 prueba (Grupo de 0 0
hembras ;
control simulado)
2 3 machosy 3 0-B-2 25 0
hembras
3 | 3machosy3 1-B-2 2,5 0,025
hembras
4 3 machosy 3 4-B-2 6,25 0,25
hembras
5 | 3machosy3 4-B2 12,5 0,5
hembras

Se evaluaron los siguientes parametros y criterios de valoracion en el estudio: cambios clinicos, puntuaciones
dérmicas, pesos corporales, consumo de comida, cambios oftalmolégicos, ritmos electrocardiograficos, parametros
de patologia clinica (incluidos parametros de hematologia, coagulacién, quimica clinica, analisis de orina),
parametros toxicocinéticos, hallazgos de patologia macroscépica, peso de los oérganos, y caracteristicas
histopatologicas.

No se observaron signos clinicos adversos en los Grupos 1 a 4. En el Grupo 5, algunos cerdos enanos demostraron
una mayor actividad, vocalizacion, rascado excesivo y temblores durante las dos ultimas semanas del estudio
inmediatamente después de la administracion de la dosis. Dichos sintomas se resolvieron entre 1 y 3 horas después
de la dosis.

No se observé irritacion dérmica en los Grupos 1 a 3. En los Grupos 4 y 5, se observd cierta irritaciéon dérmica. La
gravedad promedio de la irritacion dérmica fue mayor para el Grupo 5 que para el Grupo 4 e incluy6é dos casos de
ulceracion y un caso de fisura.

No hubo efectos relacionados con el articulo de prueba sobre el peso corporal, el consumo de comida, los cambios
oftalomoldgicos, los ritmos electrocardiograficos, los parametros de patologia clinica, los hallazgos de patologia
macroscopica, el peso de los 6rganos, o las caracteristicas histopatoldgicas.

No murié ningun cerdo enano antes de la autopsia programada.

Se midieron las caracteristicas toxicocinéticas en el plasma de cada uno de los cerdos enanos después de la
administracion topica diaria de las composiciones. Se midié un aumento de minociclina dependiente de la dosis en el
plasma, como se describe con mas detalle en los datos de la Tabla 19. La minociclina estuvo por debajo del limite
inferior de cuantificacién de 1 ng/ml durante todo el periodo de muestreo en los Grupos 1 a 3 y para el Dia 1 en el
Grupo 4.

Tabla 19. RESUMEN DE PARAMETROS TOXICOCINETICOS MEDIOS EN PLASMA DE CERDOS ENANOS POR
GRUPO

Dia del Cmax (ng/ml) AUC (ng*h/ml) Tmax (h)
Grupo muestreo Macho | Hembra | Macho | Hembra | Macho | Hembra
1 NC NC NC NC NC NC
4 14 8,06 8,27 116 132 2 2
28 25,6 15,2 408 273 8 2
1 5,86 6,60 47,4 75,4 8 2
5 14 62,0 23,7 647 270 2 1
28 71,6 42,5 921 681 4 8
NC = no calculable porque esta por debajo del nivel de cuantificacion

47



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 846 882 T3

El Dia 28, las areas tratadas se limpiaron como se ha descrito anteriormente y los cerdos enanos del estudio se
sacrificaron. Se extrajeron muestras de piel para medir el nivel de minociclina presente en la piel.

Tabla 20. RESUMEN DE LOS NIVELES DE MINOCICLINA MEDIOS EN PIEL DE CERDOS ENANOS POR GRUPO

Nivel de minociclina en la piel (ug/ml)
Grupo Macho Hembra
1 NC NC
2 NC NC
3 7,3 7,4
4 75,6 11,2
5 20,0 27,7
NC = no calculable porque esta por debajo del nivel de cuantificacion

En resumen, la administracién dérmica de cada una de las composiciones probadas en este estudio fue bien
tolerada en cerdos enanos. Basandose en los resultados, se consideré que el nivel de efectos adversos no
observados (NOAEL) era, tanto en los machos como en las hembras, de aproximadamente 0,25 mg/cm?/dia
(correspondiente a 0,269 mg/cm?/dia de clorhidrato de minociclina), que correspondié a 6,25 mg/cm?dia de una
composicion que comprendia aproximadamente al 4 % de minociclina y correspondié a una Cmax de 25,6 ng/ml en
machos y 15,2 ng/ml en hembras y un AUC de 408 h*ng/ml en machos y 273 h*ng/ml en hembras después de la
aplicacion repetida de 28 dias.

Este estudio, como se describe en el Ejemplo 16, demostré que la dosificacion repetida de un mamifero se puede
realizar de manera segura a niveles de dosificacion de minociclina en el intervalo de 0,0 mg/cm?dia a
0,5 mg/cm?dia, o preferentemente en el intervalo de aproximadamente 0,025 mg/cm?dia a aproximadamente
0,5 mg/cm?dia, o mas preferentemente en el intervalo de aproximadamente 0,025 mg/cm?/dia a aproximadamente
0,25 mg/cm?/dia. Las dosis mas altas de minociclina permiten tratamientos mas agresivos. Se prefieren dosis de al
menos 0,01 mg/cm?dia o dosis de al menos 0,025 mg/cm?/dia. Para evitar el nivel de irritacion identificado en el
Grupo 5, se prefieren dosis inferiores a 0,5 mg/cm?/dia.

EJEMPLO 17
PRUEBA DE IRRITACION OCULAR /N VITRO EN MODELO EPIOCULAR EIT

Se evaluaron los efectos de irritacion ocular de dos composiciones que comprendian minociclina, una sal de
magnesio y metabisulfito de sodio en un sistema disolvente que comprendia etanol y propilenglicol. Estos se
compararon con una composicion de vehiculo sin minociclina, asi como con controles positivos y negativos.

Las Naciones Unidas publican el "Globally Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals (GHS)"
para la clasificacion de efectos oculares (Globally Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals
(GHS); Capitulo 3: Serious Eye Damage/Irritation - Segunda Edicion Revisada, United Nations; N°. ST/SG/AC.
10/30, Rev. 2, 2007). Las sustancias quimicas y composiciones probadas se clasifican en una de 3 categorias: sin
dafo ocular (es decir, Categoria del GHS "Sin categoria"), dafio ocular irreversible (es decir, Categoria 1 del GHS), o
irritacion ocular reversible (es decir, Categoria 2 del GHS).

En este estudio, los efectos de irritacion ocular se evaluaron siguiendo el procedimiento descrito en el protocolo de
prueba de irritacion ocular (EIT) EPIOCULAR de MATTEK (EpiOcular™ Eye Irritation (OCL-200-EIT) for the
Prediction of Acute Ocular Irritation of Chemicals, N.° de referencia MK-24-007-0055, MatTek Corporation, Ashland,
MA). El modelo EPIOCULAR de MATTEK es un modelo tridimensional disponible comercialmente del epitelio
corneal humano derivado de queratinocitos epidérmicos humanos normales. El criterio de valoracién de la prueba es
una estimacion de la viabilidad celular mediante el ensayo MTT (bromuro de metiltiazolildifeniltetrazolio). Dado que la
region del ojo que es mas comunmente dafiada por una composicion seria la superficie externa de la cérnea y este
modelo emula la porciéon externa de la cérnea, este modelo se usa comunmente para evaluar el potencial de
irritacion ocular por sustancias quimicas. El uso del protocolo EPIOCULAR EIT se especifica en la OECD Test
Guideline N.° 492. Por lo tanto, esta prueba proporcioné una indicacion del nivel de irritaciéon o dafio ocular que se
observaria en una prueba in vivo.

Las composiciones se clasificaron como sin dafio ocular (es decir, categoria del GHS "No clasificado") si la viabilidad
celular por MTT era superior al 60 % en relacion con las muestras de control de agua ultrapura. Se usé acetato de
etilo como control positivo. La viabilidad celular se midié a través de la densidad éptica segin lo medido con un
lector de placas MULTISKAN SPECTRUM (Thermo Fisher Scientific Oy, Vantaa, Finlandia). La viabilidad celular por
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MTT para los modelos EPIOCULAR de MATTEK se ensay6 tras una exposicion a una composicion (o un control) en
una incubadora humidificada mantenida a 37 °C en una atmdsfera de CO; al 5 % durante 30 minutos. La escala de
viabilidad celular se midi6 en relacion con la viabilidad celular posterior a la exposicion para el control negativo (agua
ultrapura). La viabilidad celular media para el control negativo se utilizé para establecer el valor que correspondia al
100 % de viabilidad celular. Las composiciones se clasificaron como irritacién o dafio ocular (es decir, categoria 1 o
2 del GHS) si la viabilidad celular posterior a la exposicién era menor o igual al 60 % de la viabilidad celular media
correspondiente para la muestra de control negativo. En este estudio, se evaluaron las composiciones 0-B-2, 1-B-2 y
4-B-2 como se describe en la Tabla 15 del Ejemplo 15.

Los resultados del estudio mostraron que la viabilidad celular media por MTT después de la exposiciéon en relacion
con el control negativo fue del 48 % para la composicion 0-B-2, del 64 % para la composicion 1-B-2, y del 49 % para
la composicion 4-B-2. Por lo tanto, se determind que las composiciones 0-B-2 y 4-B-2 irritaban o dafiaban los ojos
(Categoria 1 0 2 de UN GHS) y que la composicion 1-B-2 no causaba dafio ocular (es decir, categoria UN GHS "Sin
categoria").

Por lo tanto, algunas composiciones de acuerdo con la invencion tienen una viabilidad celular por MTT después de la
exposicidon a la composicion con respecto al valor inicial de viabilidad celular por MTT superior al 60 % cuando se
ensayan con el modelo EPIOCULAR de MATTEK de acuerdo con el protocolo EPIOCULAR EIT de MATTEK.
EJEMPLO 18

ESTUDIO DE LA SENSIBILIZACION DERMICA IN VIVO EN COBAYAS

Se evalud el potencial de sensibilizacién dérmica para composiciones que comprendian minociclina, una sal de
magnesio y metabisulfito de sodio en un sistema disolvente que comprendia etanol y propilenglicol. El estudio utilizd

cobayas albinas obtenidas de Hartley de acuerdo con los Grupos que se muestran en la Tabla 21.

Tabla 21. GRUPOS ENSAYADOS EN EL ESTUDIO DE SENSIBILIZACION DERMICA

Fase de induccién
(tratamientos semanales | Fase de exposicion
durante 3 semanas)

Fase de
reexposicion

NuUmero de

Grupo .
animales

5 machosy 5

1 (Vehiculo de control) 0-B-2 0-B-2 0-B-2
hembras
2 (grupo de 10 machos y 10
tratamiento) hembras 4-B-2 4-B-2 4-B-2
3 (gqrjtrol de, 5 machosy 5 Ninguno 0-B-2y 4-B-2 Ninguno
exposicién comun) hembras
4 (cgr'ffrol de . 5 machosy 5 Ninguno Ninguno 0-B-2y 4-B-2
reexposicion comun) hembras

5 machos y 5 2,5%y 1,0 % de HCA

5 (Prueba HCA) 5,0 % de HCA en etanol Ninguno
hembras en acetona
6 (Control positivo de 5 machosy 5 Ninguno 2,5%y 1,0 % de HCA Ninguno
HCA) hembras 9 en acetona 9

Se trataron por via topica diez (10) cobayas macho y 10 cobayas hembra (Grupo 2) con 4-B-2 (aproximadamente el
4 % de minociclina) una vez por semana, durante 3 semanas consecutivas. Ademas, un grupo de control de 5
cobayas macho y 5 hembras (Grupo 1) se tratoé por via tdpica con Vehiculo (0-B-2) una vez por semana, durante 3
semanas consecutivas. Después de un periodo de descanso de aproximadamente 2 semanas, se realizd una
exposicién mediante la cual las cobayas de los Grupos 1 y 2 se volvieron a tratar con 4-B-2 o 0-B-2,
respectivamente, y un grupo de exposicion no tratado previamente (sin tratar) de cobayas de control (Grupo 3) se
traté con 4-B-2 y 0-B-2. Para el grupo de exposicion no tratado previamente (sin tratar) de cobayas de control, se
aplicaron ambas composiciones 4-B-2 y 0-B-2 en dos ubicaciones distintas en cada animal de prueba. Las
respuestas de exposicion en los animales de prueba en los Grupos 1y 2 se compararon con las de los animales de
control de exposicion en el Grupo 3.

Después de un periodo de descanso de aproximadamente 1 semanas, se realizé una reexposicion durante la cual
los animales de los Grupos 1, 2 y 4 se trataron por via tépica con el material apropiado como se describe en la Tabla
21. Las respuestas de reexposicion en los animales de prueba (Grupos 1 y 2) se compararon con las de los
animales de control del Grupo 4.

En este estudio se incluyd un control positivo de a-hexilcinamaldehido (HCA). Este control positivo consistié en 10
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cobayas en un grupo de prueba de HCA (Grupo 5) y 10 cobayas en un grupo de control de HCA (Grupo 6). Los
animales se trataron como se describe en la Tabla 21 con los animales de prueba de HCA que recibieron HCA al
5 % p/v en etanol para induccion y HCA al 2,5 % y al 1,0 % p/v en acetona para la exposicion. Para la exposicion, se
aplicaron composiciones de HCA tanto al 1,0 % como al 2,5 % p/v en dos ubicaciones distintas en cada animal de
prueba.

Todos los animales excedieron su peso inicial durante el estudio, lo que fue indicativo de buena salud en los
animales. Se observaron hallazgos aislados de una ligera pérdida de peso, entre la administracion de la dosis de
exposicién y de reexposicidon, en animales de prueba y/o probados con vehiculo; estas disminuciones fueron
minimas y, por lo tanto, no se consideré que estuvieran relacionadas con la aplicacion de la composicién 4-B-2 o 0-
B-2. Se observé irritacion en varios animales durante la administracion de exposicién. Esta irritacion no se observo
en el momento de la reexposicion. Adicionalmente, solo un animal de prueba con eritema apenas perceptible en la
tercera induccion presento irritacion durante la exposicion. Si el material resultara en sensibilizacion, la respuesta se
esperaria tanto a la exposicion como a la reexposicién, asi como en un mayor nimero de animales.

Basandose en los resultados de este estudio, no se considerd que el 4-B-2 y el 0-B-2 fueran un sensibilizador de
contacto en cobayas. Este estudio, como se describe en el Ejemplo 18, demostré que la dosificacion de un mamifero
se puede realizar sin desarrollar una respuesta de sensibilizacién a niveles de dosificacion de minociclina en el
intervalo del 0,1 % al 4,0 %, o preferentemente en el intervalo de aproximadamente el 0,25 % a aproximadamente el
2 %, o mas preferentemente en el intervalo de aproximadamente el 0,5 % a aproximadamente el 1,5 %. Las dosis
mas altas de minociclina permiten tratamientos mas agresivos. Se prefieren dosis de al menos aproximadamente el
0,20 % o dosis de al menos aproximadamente el 1,0 %.

EJEMPLO 19

EFECTO ANTIOXIDANTE SOBRE LA ESTABILIDAD DE LA MINOCICLINA Y LA MINOCICLINA ESTABILIZADA
CON MAGNESIO

Se evaluo el efecto de la seleccion del antioxidante sobre la potencia del farmaco, la estabilidad y la formacion de
epimeros para composiciones ilustrativas. La degradacion y la estabilidad de la minociclina en las composiciones se
evaluaron al inicio y después del almacenamiento durante 1, 2 y 4 semanas en la oscuridad a 40 °C dentro de viales
de vidrio sellados. Se hicieron esfuerzos para minimizar (en la medida de lo posible en un entorno de laboratorio
tipico) la cantidad de espacio vacio en el vial sobre cada composicion para reducir la interaccion entre la
composicion y cualquier vapor de agua en el aire.

La degradacion de la minociclina a su epimero se cuantificé evaluando el cambio en la concentracion relativa de 4-
epi-minociclina, que se calculé como el area pico de 4-epi-minociclina dividida por la suma del area pico de 4-epi-
minociclina y el area pico de minociclina activa. Como cuantificacion separada, la estabilidad se cuantifico evaluando
el cambio en la concentraciéon relativa de minociclina activa, que se calculd6 como el pico de minociclina activa
dividido por la suma de las areas picos de todos los picos observados en el cromatégrafo HPLC. Para estas
mediciones, se utilizé un tiempo de ciclo de 20 minutos para la HPLC.

Cada una de las composiciones evaluadas en el estudio descrito en este ejemplo incluye los materiales descritos en
la Tabla 22. Los primeros seis materiales, es decir, clorhidrato de minociclina, hidroxipropilcelulosa, cloruro de
magnesio (anhidro), etanol (anhidro), propilenglicol, y 1,8-cineol constituyen el 99,8 % de cada una de las
composiciones evaluadas. El 0,2 % restante consisti6 en uno de los antioxidantes enumerados en la Tabla 23, o
consistié en etanol (anhidro) como control.

Tabla 22. COMPOSICIONES PARA EXPERIMENTOS DE ESTABILIDAD CON DIFERENTES ANTIOXIDANTES

Componente Cantidad de composicion en peso (es decir,
(p/p))

Clorhidrato de minociclina 1,2%

Hidroxipropilcelulosa 0,6 %

Cloruro de magnesio (anhidro) 1,2%

Etanol (anhidro) 75,8 %

Propilenglicol 20,0 %

1,8-Cineol 1,0 %

Antioxidante o etanol (anhidro) como se define en la Tabla o

23 0,2 %

Las composiciones se prepararon de la siguiente manera: El etanol (anhidro), propilenglicol, 1,8-cineol y el

50



10

15

20

ES 2 846 882 T3

antioxidante o etanol (anhidro) como se define en la Tabla 23, se mezclaron hasta que se dispersaron bien. Se
afadieron cloruro de magnesio (anhidro) y clorhidrato de minociclina a la mezcla y se mezclaron hasta que se
volvieron transparentes, o durante 15 minutos si la mezcla no se aclaraba. Se afadié lentamente
hidroxipropilcelulosa (KLUCEL HF, Ashland Specialty Chemical, Wilmington DE) y se mezcl6é hasta que se volvio
transparente, o durante 15 minutos si la mezcla no se aclaraba.

Tabla 23. ANTIOXIDANTES PARA EXPERIMENTOS DE ESTABILIDAD CON DIFERENTES ANTIOXIDANTES

Numero de composicion Antioxidante o etanol (anhidro)
2-ss Sulfito de sodio

3-sb Bisulfito de sodio

17-ps Sulfito de potasio

1-sbs Metabisulfito de sodio

5-bht BHT

16-ss Selenito de sodio

6-toc DL-alfa-tocoferol

14-comb2 Ditioeritreitol y DL-alfa-tocoferol
9-se Eritorbato de sodio

12-control Etanol (sin antioxidante)
13-comb1 Acido ascérbico y DL-alfa-tocoferol
8-dtt Ditioeritreitol

11-cat Catequina

10-pg Galato de propilo

15-comb3 Ditioeritreitol y eritorbato de sodio
4-aa Acido ascérbico

7-sp Fosfito de sodio

18-sn Nitrito de sodio

La Tabla 24 describe la concentracion relativa medida de 4-epi-minociclina y la concentracion relativa de minociclina
activa en cada composicion. Las mediciones se tomaron al inicio y después de 1, 2 y 4 semanas de envejecimiento a
40 °C en viales de vidrio cerrados. Se utilizd el programa informatico JMP Statistical Software Tool (SAS Institute,
Inc., Cary, NC) para evaluar el cambio en la concentracion por semana basandose en los datos medidos para cada
composicion para obtener una ecuacion de mejor ajuste de minimos cuadrados lineales para cada composicion. La
pendiente de esta ecuacion de mejor ajuste de minimos cuadrados lineales se presenta en la Tabla 24 como la tasa
de cambio en la concentracion durante el periodo de envejecimiento de 4 semanas. La Tabla 24 describe la
medicion inicial y la pendiente de mejor ajuste para el cambio por semana.

Tabla 24. CONCENTRACIONES RELATIVAS DE 4-EPI-MINOCICLINA'Y MINOCICLINA ACTIVA PARA EL
ESTUDIO DE ENVEJECIMIENTO DE 4 SEMANAS A 40 °C

Concentracion Cambio de
relativa de mejor Concentracion color
ajuste de relativa de mejor significativo
aumento de 4- ajuste de después de 4
Numero de Concentracion epiminociclina | Concentracién disminucidén de semanas a
composicion | relativa inicial de| por semana a relativa inicial | minociclina activa | 40 °C en viales
(véase la 4-epiminociclina 40 °C de minociclina | por semana a 40 °C de vidrio
Tabla 23) (%) (%/semana) activa (%) (%/semana) cerrados
2-ss 0,58 0,271 98,64 0,317 No
3-sb 0,59 0,340 98,76 0,365 No
17-ps 0,77 0,399 98,51 0,400 No
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(continuacion)

Concentracion Cambio de
relativa de mejor Concentracion color
ajuste de relativa de mejor significativo
aumento de 4- ajuste de después de 4
Numero de Concentracion epiminociclina | Concentracién disminucidén de semanas a
composicion | relativa inicial de| por semana a relativa inicial | minociclina activa | 40 °C en viales
(véase la 4-epiminociclina 40 °C de minociclina | por semana a 40 °C de vidrio
Tabla 23) (%) (%/semana) activa (%) (%/semana) cerrados

1-sbs 0,70 0,443 98,62 0,435 No
5-bht 0,64 1,271 98,65 1,192 Si
16-ss 1,35 1,261 97,59 1,186 Si
6-toc 0,62 1,260 98,75 1,297 Si
14-comb2 0,80 1,567 98,23 1,440 Si
9-se 0,84 1,092 97,64 1,509 Si
12-control 0,69 1,244 98,51 1,616 Si
13-comb1 0,83 1,473 98,07 1,631 Si
8-dtt 0,83 1,702 98,48 1,639 Si
11-cat 0,84 1,645 98,66 1,646 Si
10-pg 0,83 1,711 98,77 1,726 Si
15-comb3 0,83 1,078 97,14 1,831 Si
4-aa 0,70 1,397 97,70 2,270 Si
7-sp 0,86 2,682 98,33 2,773 Si
18-sn 25,94 14,145 61,34 13,595 Si

Las composiciones preferidas muestran una concentracion relativa de 4-epi-minociclina inicial baja y un aumento
pequefio o nulo en la concentracion relativa de 4-epi-minociclina por semana. Por ejemplo, en algunas
composiciones preferidas, la concentracion relativa de 4-epi-minociclina es inferior al 5,0 % en una medicion inicial y
aumenta menos del 1,00 % por semana cuando se mide durante un periodo de 4 semanas a 40 °C en viales de
vidrio cerrados, en la que el periodo de 4 semanas comienza inmediatamente después de la medicién inicial. En
algunas composiciones preferidas, la concentracion relativa de 4-epi-minociclina es inferior al 1,0 % en una medicion
inicial y aumenta menos del 1,00 % por semana cuando se mide durante un periodo de 4 semanas a 40 °C en viales
de vidrio cerrados, en la que el periodo de 4 semanas comienza inmediatamente después de la medicion inicial. Mas
preferentemente, la concentracion relativa de 4-epi-minociclina es inferior al 1,0 % en una medicién inicial y aumenta
menos del 0,70 % por semana cuando se mide durante un periodo de 4 semanas a 40 °C en viales de vidrio
cerrados, en la que el periodo de 4 semanas comienza inmediatamente después de la medicién inicial.
Preferentemente, la concentracion relativa de 4-epi-minociclina esta en el intervalo de aproximadamente el 0,50 % a
aproximadamente el 1,00 % en una medicioén inicial y aumenta a una tasa en el intervalo de aproximadamente el
0,20 % a aproximadamente el 0,40 % por semana cuando se mide durante un periodo de 4 semanas a 40 °C en
viales de vidrio cerrados, en la que el periodo de 4 semanas comienza inmediatamente después de la medicion
inicial.

Las composiciones preferidas muestran una concentracion relativa de minociclina activa alta y una disminucion
pequefia o nula en la concentracion relativa de minociclina activa por semana. Por ejemplo, en algunas
composiciones preferidas, la concentracion relativa de minociclina activa es de al menos el 95,0 % en una medicién
inicial y disminuye menos del 1,50 % por semana cuando se mide durante un periodo de 4 semanas a 40 °C en
viales de vidrio cerrados, en la que el periodo de 4 semanas comienza inmediatamente después de la mediciéon
inicial. En algunas composiciones preferidas, la concentracion relativa de minociclina activa es de al menos el
98,0 % en una medicion inicial y disminuye menos del 1,00 % por semana cuando se mide durante un periodo de 4
semanas a 40 °C en viales de vidrio cerrados, en la que el periodo de 4 semanas comienza inmediatamente
después de la medicion inicial. Mas preferentemente, la concentracion relativa de 4-epi-minociclina activa es al
menos del 98,50 % en una medicion inicial y disminuye menos del 0,70 % por semana cuando se mide durante un
periodo de 4 semanas a 40 °C en viales de vidrio cerrados, en la que el periodo de 4 semanas comienza
inmediatamente después de la medicion inicial. Preferentemente, la concentracion relativa de 4-epi-minociclina esta
en el intervalo de aproximadamente el 97,0 % a aproximadamente el 99,0 % en una medicion inicial y disminuye a
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una tasa en el intervalo de aproximadamente el 0,30 % a aproximadamente el 1,00 % por semana cuando se mide
durante un periodo de 4 semanas a 40 °C en viales de vidrio cerrados, en la que el periodo de 4 semanas comienza
inmediatamente después de la medicion inicial.

Este estudio evalué adicionalmente la diferencia de color entre las composiciones al inicio y después del
envejecimiento durante 4 semanas a 40 °C en viales de vidrio cerrados. Las cuatro composiciones que incluian un
compuesto de sulfito como antioxidante, es decir, las composiciones 2-ss, 3-sb, 17-ps, y 1-sbs, no tenian una
diferencia de color significativa entre las composiciones envejecidas e iniciales. Cada una de las demas
composiciones mostré diferencias de color significativas. La fuerza de estas diferencias de color no se correlacioné
con la cantidad de degradacioén de la concentracion relativa de la minociclina activa. Por ejemplo, las composiciones
5-bht, 12-control y 16-ss se oscurecieron mas significativamente que las composiciones 8-dit y 4-aa a pesar de la
degradacion mas lenta de la concentracion relativa de la minociclina activa para las tres primeras composiciones en
comparacién con las dos Ultimas composiciones. Las composiciones preferidas no muestran cambios de color
significativos después del envejecimiento durante 4 semanas a 40 °C en viales de vidrio cerrados.

En las composiciones preferidas, el cambio de color después del envejecimiento durante 4 semanas a 40 °C en
viales de vidrio cerrados es menos de 50, o mas preferentemente menos de 20, en la distancia en un espacio RGB
tridimensional en el que cada valor se mide en un intervalo de 0-255. La distancia se calcula en un espacio RGB
tridimensional de acuerdo con la siguiente formula:

distanciares = ((AR)*+(AG)?*+(AB)?)%®

El cambio de color se puede evaluar usando un espectrocolorimetro (PANTONE CAPSURE, Modelo RM200, X-Rite,
Inc., Grand Rapids, MI). Se utilizan dos portaobjetos de microscopio y se coloca un espaciador de 1 mm entre los
portaobjetos. Una pipeta dispensa la composicion para llenar el espacio entre los portaobjetos en el area a evaluar.
Los portaobjetos de microscopio con la composicion interpuesta se colocan sobre una hoja de color blanco de papel
de copia estandar no brillante. El espectrocolorimetro se coloca encima de la placa superior del microscopio de
manera que el campo de vision del espectrocolorimetro se llena con la composicion y el papel sirve como fondo para
cualquier luz que penetre a través de la composicion.

Se ha descubierto que las composiciones que emplean un compuesto de sulfito como antioxidante eran
significativamente mas estables que las formuladas utilizando otros antioxidantes. Cada una de las composiciones
evaluadas que comprendian un antioxidante que contenia sulfito, es decir, las composiciones 2-ss, 3-sb, 17-ps, y 1-
sbs, mostré al menos el 97,0 % de concentracién relativa de minociclina activa y mostré una disminucion en la
concentracion relativa de minociclina activa por semana que fue menor que la disminucién correspondiente para
todas las demas composiciones que se probaron, incluida la composiciéon de control, es decir, la composicién 12-
control. Estas cuatro composiciones comprendian los antioxidantes sulfito de sodio, bisulfito de sodio, sulfito de
potasio y metabisulfito de sodio, respectivamente. Esto demuestra que los compuestos de sulfito tienen propiedades
antioxidantes superiores a los antioxidantes genéricos. Ademas, muchos antioxidantes, incluidos los de las
composiciones 13-comb1, 8-dtt, 11-cat, 10-pg, 15-comb3, 4-aa, 7-sp, y 18-sn, en realidad aumentaron la tasa de
degradacién de la minociclina activa, a pesar de la inclusiéon de un antioxidante. Por estas razones, las
composiciones preferidas comprenden un antioxidante seleccionado de la lista que consiste en un compuesto de
sulfito, BHT, selenito de sodio, DL-alfa tocoferol, una combinacion de ditioeritreitol y DL-alfa tocoferol, y eritorbato de
sodio. Mas preferentemente, las composiciones comprenden un compuesto de sulfito. Mas preferentemente, las
composiciones comprenden una sal de sulfito seleccionada de la lista que consiste en sulfito de sodio, bisulfito de
sodio, sulfito de potasio y metabisulfito de sodio.

EJEMPLO 20

ESTUDIO DE ESTABILIDAD DE MINOCICLINA Y MINOCICLINA ESTABILIZADA CON MAGNESIO CON
CONTENIDO DE AGUA'Y pH VARIABLES

Se evaluaron los efectos del contenido de agua sobre la estabilidad de la potencia del farmaco y la formacion de
epimeros para composiciones ilustrativas. Ademas, se recopilaron datos durante un periodo de 12 meses para
evaluar la estabilidad de la potencia del farmaco a largo plazo y la formacion de epimeros para composiciones
ilustrativas seleccionadas.

Se evaluo la estabilidad de la minociclina y la formaciéon de epimeros en las composiciones al inicio y después del
almacenamiento en viales de vidrio sellados que se mantuvieron en las condiciones especificadas por la
International Conference on Harmonisation of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for
Human Use (ICH) (Ginebra, Suiza) en sus directrices "Stability Testing of New Drug Substances and Products" (con
fecha del 6 de febrero de 2003). Las condiciones de prueba evaluadas incluyen las siguientes condiciones
designadas por la ICH: "largo plazo" (es decir, a 25 °C y el 60 % de humedad relativa (HR)), "intermedia" (es decir, a
30 °Cy el 65 % de HR), y "acelerada" (es decir, a 40 °Cy el 75 % de HR).

El método de HPLC descrito en este parrafo y los calculos descritos en el parrafo siguiente se utilizan solo para este
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ejemplo. Se inyecta una muestra de 20 microlitros (ul) en una maquina de cromatografia liquida de alto rendimiento
(HPLC) (Agilent, Santa Clara, CA). La columna de HPLC (Thermo Scientific) era una columna HYPERSIL BDS C18
de 250 x 4,6 mm con un tamafio de particula de 5 micrometros (um). El sistema de HPLC también utilizd una
columna de proteccion (Phenomenex, Inc.) y una fase movil que consistia en un disolvente base de
dimetilformamida al 12 % (v/v) (Spectrum Chemicals, Gardena, CA), tetrahidrofurano al 8 % (Spectrum Chemicals,
Gardena, CA), EDTA 1,8 mM (Spectrum Chemicals, Gardena, CA) y oxalato de amonio 0,12 M (Spectrum
Chemicals, Gardena, CA). Se ajusto el pH de la fase movil a 7,1-7,2. El caudal de HPLC fue de 1,5 ml por minuto
con una temperatura de columna de 40 °C, una longitud de onda de deteccion de 280 nm y un tiempo de ciclo de 30
minutos. La cantidad de minociclina que estaba en soluciéon se determiné basandose en una calibraciéon externa.
Esto permitié el calculo de la concentracién de clorhidrato de minociclina.

La degradacion de la minociclina a su epimero se cuantificé evaluando el cambio en la concentracion relativa de 4-
epi-minociclina, que se calculé como el area pico de 4-epi-minociclina dividida por la suma del area pico de 4-epi-
minociclina y el area pico de minociclina activa. Como cuantificacion separada, la estabilidad se cuantifico evaluando
el cambio en la concentraciéon de minociclina activa, que se calculé comparando el area pico de minociclina activa
para la muestra con el area pico de minociclina activa para un patrén de trabajo. Como cuantificacion separada, la
estabilidad se cuantific6 ademas evaluando el cambio en la concentraciéon relativa de minociclina activa, que se
calculé como el pico de minociclina activa dividido por la suma de las areas picos de todos los picos observados en
el cromatégrafo HPLC.

El patrén de trabajo para la minociclina se preparé mezclando 25 mg de clorhidrato de minociclina RS USP en un
matraz volumétrico de 50 ml que después se llené con agua para formar 50 ml de solucién. El patrén de trabajo se
protegié de la luz, se almacend en un refrigerador si no se usé inmediatamente, y se uso en las 3 horas posteriores a
su preparacion. La concentracion de minociclina activa en el patron de trabajo se calcul6 de acuerdo con la ecuacion
C = W*(100 % - KF)*(P : V), en la que C (en unidades de mg/ml) fue la concentraciéon de la minociclina activa, W
(mg) era el peso del clorhidrato de minociclina, KF (%) era la proporcién de contenido de agua afiadida para crear la
solucion, P era la potencia de la minociclina, y V (ml) era el volumen de la solucion. La potencia de la minociclina
usada para este ejemplo fue del 0,917 o del 91,7 %.

Cada una de las composiciones evaluadas en el estudio descrito en este Ejemplo incluye los materiales descritos en
las Tablas 25 y 26.

Tabla 25. COMPOSICIONES PARA LOS EXPERIMENTOS DE ESTABILIDAD DE ICH. TODOS LOS
PORCENTAJES DESCRIBEN LA CANTIDAD EN PESO (ES DECIR, P/P)

Cantidad de composicion (p/p)
Componente SS-0001 S$S-0002 S$S-0003 S$S-0004 S$S-0005 SS-0006
Clorhidrato de minociclina 0,60 % 1,20 % 4,63 % 0,60 % 1,20 % 2,30 %
Hidroxipropilcelulosa 0,60 % 0,60 % 0,60 % 0,60 % 0,60 % 0,60 %
Cloruro de magnesio (anhidro) 0,60 % 1,20 % 4,83 % 0,60 % 1,20 % 2,30 %
Etanol (anhidro) 72,78 % 71,74 % 64,44 % 77,00 % 75,80 % 68,60 %
Propilenglicol 20,14 % 20,00 % 20,14 % 20,00 % 20,00 % 25,00 %
1,8-Cineol 5,04 % 5,00 % 5,04 % 1,00 % 1,00 % 1,00 %
Metabisulfito de sodio 0,20 % 0,20 % 0,20 % 0,20 % 0,20 % 0,20 %
Hidréxido de sodio (administrado
como parte de una solucién de
hidréxido de sodio al 5 % en etanol
(p/p)) 0,03 % 0,06 % 0,12 % ———- ———- ———-

Tabla 26. COMPOSICIONES ADICIONALES PARA LOS EXPERIMENTOS DE ESTABILIDAD DE ICH. TODOS

LOS PORCENTAJES DESCRIBEN LA CANTIDAD EN PESO (ES DECIR, P/P)

Cantidad de composicion (p/p)

Componente S$S-0007 S$S-0008 S$S-0009 S$S-0010 S$S-0011
Clorhidrato de minociclina 4,60 % 1,20 % 0,60 % 1,20 % 2,40 %
Hidroxipropilcelulosa 0,60 % 0,60 % 0,60 % 0,60 % 0,60 %
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(continuacion)

Cantidad de composicion (p/p)

Componente S$S-0007 S$S-0008 S$S-0009 S$S-0010 S$S-0011
Cloruro de magnesio

(anhidro) 4,60 % 1,20 % — — —
Cloruro de magnesio

(hexahidrato) 1,30 % 2,60 % 5,10 %
Etanol (anhidro) 59,00 % 75,90 % 76,30 % 74,40 % 70,70 %
Propilenglicol 30,00 % 20,00 % 20,00 % 20,00 % 20,00 %
1,8-Cineol 1,00 % 1,00 % 1,00 % 1,00 % 1,00 %
Metabisulfito de sodio 0,20 % 0,10 % 0,20 % 0,20 % 0,20 %

Cada composicion se prepard de acuerdo con las siguientes etapas: El etanol (anhidro), propilenglicol, el 1,8-cineol y
el metabisulfito de sodio se mezclaron hasta que se dispersaron bien. Se afiadieron cloruro de magnesio (anhidro) y
clorhidrato de minociclina a la mezcla y se mezclaron hasta que se volvieron transparentes, o durante 15 minutos si
la mezcla no se aclaraba. Se afiadié lentamente hidroxipropilcelulosa (KLUCEL HF, Ashland Specialty Chemical,
Wilmington DE) y se mezcld hasta que se volvio transparente. Para las composiciones para las que se aumento el
pH, es decir, las composiciones SS-0001, SS-0002 y SS-0003, se afadio hidroxido de sodio en forma de una
solucién de hidroxido de sodio al 5 % en etanol.

Varias de las composiciones descritas en las Tablas 25 y 26 incluyen hidroxido de sodio para aumentar el pH de la
composicion. Estas composiciones de pH ajustado se disefiaron para ser mejor toleradas en la piel al estar mas
cerca de un pH neutro. El etanol enumerado en las Tablas 25 y 26 representa la cantidad total de etanol (anhidro) y
etanol de la solucién en etanol de hidroxido de sodio. Se pueden usar otras bases que son seguras para su
aplicaciéon en formulaciones tépicas en lugar del hidroxido de sodio. La seleccion de tal base sera evidente para los
expertos en la técnica o puede evaluarse sin demasiada experimentacion.

Las Tablas 28 y 27 describen la concentracion medida de 4-epi-minociclina como una proporcién del pico de
minociclina activa y la concentracion de minociclina activa dentro de cada composicion. Las medidas se tomaron al
inicio y después del envejecimiento en viales de vidrio cerrados.

Tabla 27. CONCENTRACION DE MINOCICLINA ACTIVA PARA PRUEBAS DE ESTABILIDAD DE
COMPOSICIONES DEL EJEMPLO 20.

L Concentracion de minociclina activa (p/p)
Composicion | oo eon O o | Inicial, T= T=3 T=9 | T=12
almacenamiento al T=1mes T = 6 meses
meses meses meses
° 0
25 Cﬁg % de 96.81% | 97.40% | 97.47% N/A N/A
° 0
SS-0001 30 Cﬁg %de | 10256% | 9560% | 96.63% N/A N/A N/A
° 0
40 C’Jlg % de 9445% | 92,49 % N/A N/A N/A
° 0
25 Cﬁg % de 9763% | 9924% | 99.91% N/A N/A
° 0
SS-0002 30 Cﬁg %de | 10648% | 98.33% | 98.79% N/A N/A N/A
° 0
40 C’Jlg % de 9715% | 9537 % N/A N/A N/A
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Concentracion de minociclina activa (p/p)

Composicion Condicic')n_ de . — = = =
25 7CI60 % de 96,40% | 9902% | 10247% | NIA N/A
$S-0003 30 °Cﬁg %de | 10408% | 96,88 % N/A N/A N/A N/A
407CITS % de N/A 98,34 % N/A N/A N/A
25 7CI60 % de 96,14% | 9912% | 9892% | 98,25% | 100,31 %
S5-0004 30 ocﬁg %de | 9610% | 96,84% | 9823% | 9536% N/A N/A
40 ocgg % de 96,05% | 9465% | 88,62% N/A N/A
25 ocﬁg % de 97,04% | 9952% | 97,04% | 98,67 % | 99,91 %
S$S-0005 307Cle3%de | 94409% | 97.30% | 9804% | 9596% N/A N/A
407CITS % de 96,45% | 9570% | 90,47 % N/A N/A
25 ocﬁg % de 9352% | 9665% | 9352% | 9407% | 96,49 %
S$S-0006 307Cle3%de | 9600% | 9485% | 9496% | 91.35% N/A N/A
407CITS % de 92,81% | 90,82% | 83,81 % N/A N/A
25760 % de 9440% | 9551% | 93,19% | 9317 % | 94,37 %
$S-0007 07CIb%de | 9570% | 9420% | 9467% | 90,96 % N/A N/A
40 ocgg % de 93,83% | 9042% | 79,83% N/A N/A
25 7CI60 % de 9719% | 9912% | 9595% | 96,77 % | 95,79 %
S$S-0008 07Cles%de | 98409% | 96.28% | 97.61% | 94.34% N/A N/A
407CITS % de 9555% | 9321% | 8577% N/A N/A
257160 % de 101,65% | 101,76% | 98,31% N/A N/A
S$S-0009 307Cles%de | 10168% | 99.45% | 99.76 % N/A N/A N/A
40 ocgg % de 98,08% | 9468% | 87,84% N/A N/A
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Concentracion de minociclina activa (p/p)
Composicién ICondlcmn_ det Inicial. T= T=3 T=9 T=12
almacenamiento al T =1mes T = 6 meses
meses meses meses
° o
25 Cﬁg % de 101,09% | 9974% | 98.85% N/A N/A
° 0
$S-0010 30 Cﬁg ode | 410073% | 9907% | 98.66% N/A N/A N/A
° o
40 C’Jlg % de 97.23% | 9364% | 87.01% N/A N/A
° 0
25 Cﬁg % de 10025% | 9851% | 9515 % N/A N/A
° 0
$S-0011 30 Cﬁg ode | yop229% | 9862% | 9572% N/A N/A N/A
° 0
40 C’Jlg % de 9416% | 8512% | 75.50% N/A N/A

Tabla 28. CONCENTRACION DE 4-EPI-MINOCICLINA PARA PRUEBAS DE ESTABILIDAD DE COMPOSICIONES
DEL EJEMPLO 20.

Concentracion de 4-epi-minociclina (p/p)
Combosicién Condicion de
P almacenamiento | Inicial, T= T=1mes T=3 T=6 T=9 T=12
0 meses meses meses meses
o o
257160 % de 1,09% | 1,66% 2,72% N/A N/A
o o
S$S-0001 30 Cﬁg wde | 064% | 1,31% 1,93 % N/A N/A N/A
o o
407CITS % de 253% | 585% N/A N/A N/A
o o
257160 % de 088% | 131% 2,32 % N/A N/A
o o
S$S-0002 S07Ccles%de | oe5% | 106% | 189% N/A N/A N/A
o o
407CITS % de 210% | 505% N/A N/A N/A
o o
25 7C160 % de 079% | 105% | 158% N/A N/A
S$S-0003 30 °C{f|3F5{ %de | 067% | 091% N/A N/A N/A N/A
o o
407CITS % de 157% | 2,51% N/A N/A N/A
o o
25 Cﬁg % de 0,84 % 1,36 % 2,07 % 3,04% | 3,93%
o o
S$S-0004 30 Cﬁg ode | 0739% | 114% | 211% 3,67 % N/A N/A
o o
40 ng % de 2,35 % 5,46 % 10,04 % N/A N/A
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Concentracion de 4-epi-minociclina (p/p)

Composicion Condicic')n_ de . — = = = =
almacenamiento | Inicial, T= T =1mes T=3 T=6 T=9 T=12
0 meses meses meses meses
257160 % de 081% | 1,34% 1,93 % 277% | 426%
S$S-0005 07Cb%de | 073% | 099% | 1,93% 3.61% N/A N/A
407CITS % de 185% | 4,98% 9,69 % N/A N/A
25 7C160 % de 095% | 1,85% 2,91 % 330% | 520%
S$S-0006 07Ccles%de | 0729% | 126% | 268% 4,80 % N/A N/A
407CITS % de 286% | 7,37% | 13,02% N/A N/A
25 7C160 % de 118% | 2,29% 3,80 % 514% | 540%
$S-0007 07CRb%de | 079% | 161% | 358% 5,72 % N/A N/A
407CITS % de 413% | 898% | 1595% N/A N/A
25 7C160 % de 0,76% | 1.85% 270% | 467% | 565%
S$S-0008 07cles%de | 077% | 130% | 274% 5,05 % N/A N/A
407CITS % de 304% | 7,70% | 14,14 % N/A N/A
25 7CI60 % de 113% | 1,66% 2,90 % N/A N/A
S$S-0009 07Cb%de | 078 % | 143% | 262% N/A N/A N/A
407CITS % de 280% | 724% | 14,76% N/A N/A
257160 % de 135% | 2,36% 3,57 % N/A N/A
$S-0010 07Ccles%de | og0% | 177% | 381% N/A N/A N/A
407CTTS % de 375% | 833% | 16,49% N/A N/A
25 7C160 % de 217% | 4:85% 8,34 % N/A N/A
S$S-0011 07cles%de | o6a% | 320% | 7.34% N/A N/A N/A
407CITS % de 766% | 1826% | 27,23% N/A N/A
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Las concentraciones relativas de minociclina activa para cada una de las composiciones se presentan en los graficos
mostrados en las figuras 14A, 14B y 14C para envejecimiento a 25 °C, 30 °C y 40 °C, respectivamente. Se calculd la
pendiente para cada una de las lineas de mejor ajuste de minimos cuadrados en estos graficos para cada una de las
composiciones para describir la degradacion de la minociclina activa en la composicion y para permitir
comparaciones entre las composiciones.

Varias composiciones de este estudio contenian cloruro de magnesio anhidro mientras que otras composiciones
contenian cloruro de magnesio hexahidrato. La diferencia clave entre las composiciones SS-0004 a SS-0008 y SS-
0009 a SS-0011 es que el cloruro de magnesio se afadié en forma anhidra para las primeras y en forma hexahidrato
para las ultimas. Esto aumenté la cantidad de contenido de agua en cada composicion para las ultimas y permitié un
método para evaluar el efecto del agua sobre la estabilidad de la composicion.

Dado que el cloruro de magnesio se aumento linealmente con el contenido de minociclina activa nominal, el
contenido de agua se aumentd para composiciones con concentraciones de minociclina mas altas. La figura 15
muestra la cantidad de agua en cada una de las composiciones SS-0004 a SS-0011 en funcién del contenido
nominal de minociclina activa. El contenido de agua se midi6 mediante la titulacion de Karl Fischer. La figura 16
muestra la estabilidad de estas composiciones en funcién del contenido de agua y en funcidon de la temperatura.
Existe una correlacion entre el aumento del contenido de agua y el aumento de la tasa de degradacién, como se
describe por la pendiente de la concentracion relativa de minociclina activa en la concentraciéon. Para mantener una
composicion estable, en las composiciones preferidas, es deseable que el contenido de agua de la composicion sea
inferior al 3,0 %, preferentemente inferior al 2,0 %, y mas preferentemente inferior al 1,0 %.

Los valores de pH para las composiciones SS-0001 a SS-0011 variaron en un intervalo de aproximadamente 3,8 a
aproximadamente 5,0. El efecto de aumentar el pH, por ejemplo, a través de la adicion de una base, se puede ver
comparando las composiciones SS-0001 y SS-0002 con las composiciones SS-0004 y SS-0005. SS-0001 y SS-0002
incluian hidréxido de sodio que aumentaba el pH de la composicién en relacién con el de las composiciones no
ajustadas SS-0004 y SS-0005. La Tabla 29 muestra las pendientes calculadas para diferentes composiciones de
prueba evaluadas para diferentes condiciones de envejecimiento. Comparando las tasas de degradacion de la
minociclina para las composiciones SS-0001 y SS-0002 con las de la composicion SS-0004 y SS-0005,
respectivamente, se puede determinar que la estabilidad de la composicién no cambia en grandes cantidades para
pequefios aumentos en pH. Mediante este método, se pueden crear composiciones con un pH en el intervalo de
aproximadamente 4,0 a aproximadamente 6,0 y pueden ser deseables debido a la menor irritacion de la piel. Mas
preferentemente, las composiciones tienen un intervalo de pH de aproximadamente 4,5 a aproximadamente 6,0, de
aproximadamente 4,5 a aproximadamente 5,5 o de aproximadamente 5,0 a aproximadamente 6,0.

Tabla 29. PENDIENTE DE LA MEJOR LINEA DE AJUSTE PARA LA CONCENTRACION RELATIVA DE
MINOCICLINA ACTIVA EN UNIDADES DE % POR MES

S$S-0001 S$S-0002 S$S-0004 S$S-0005
25 °C/60 % de HR -0,32 -0,21 -0,22 -0,31
30 °C/65 % de HR -0,56 -0,41 -0,36 -0,61
40 °C/75 % de HR -1,82 -1,40 -1,31 -2,03

La comparacion de la composicion SS-0003 con SS-0007 no se realizé como parte de la evaluaciéon del pH porque
las diferentes cantidades de propilenglicol hacen que sea mas dificil evaluar la causa de las diferencias en la
estabilidad, aunque las tendencias observadas para estas composiciones no son incompatibles con las presentadas
en este parrafo basadas en los otros dos pares de composicion.

No se encontré que la estabilidad de la minociclina activa varie significativamente para cantidades de 1,8-cineol en el
intervalo del 1 % al 5 % en las composiciones. En este Ejemplo se presentaron ejemplos de dichas composiciones.

Se encontré que la estabilidad de la minociclina activa varia basandose en la cantidad de propilenglicol en la
composicion. Reemplazar el propilenglicol con composiciones preparadas con alcohol generalmente hace que las
composiciones sean mas estables. El propilenglicol es beneficioso, sin embargo, porque aumenta la solubilidad del
clorhidrato de minociclina, reduce la tasa de evaporacion de la composicién cuando se aplica por via tépica a la piel
humana, reduce el secado cuando la composicion se aplica por via tdpica a la piel humana, y promueve la
penetracion de minociclina en la piel. En este Ejemplo se presentaron ejemplos de composiciones con cantidades
variables de propilenglicol.

EJEMPLO 21

ESTUDIO DE ESTABILIDAD CON FARMACOS DE LA CLASE DE LAS TETRACICLINAS
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Se evaluo el efecto de la seleccién del farmaco de la clase de las tetraciclinas sobre la estabilidad de la potencia del
farmaco y la formacion de epimeros para composiciones ilustrativas. Las composiciones se evaluaron al inicio y
después del almacenamiento en la oscuridad a 40 °C dentro de viales de vidrio sellados. Para cada uno de estos
estudios, se hicieron esfuerzos para minimizar (en la medida de lo posible en un entorno de laboratorio tipico) la
cantidad de espacio vacio en el vial sobre cada composicién para reducir la interaccion entre la composicion y
cualquier vapor de agua en el aire.

En cuanto a la minociclina en muchos de los demas Ejemplos en el presente documento, la estabilidad de la
potencia del farmaco para la tetraciclina se cuantificd evaluando el cambio en la concentracion relativa de tetraciclina
activa, que se calculé como el pico de tetraciclina activa dividido por la suma de las areas picos de todos los picos
observados en el cromatégrafo HPLC. Para la medicion de la cantidad de minociclina y tetraciclina, el método de
HPLC que se utilizd detectd casi todos los componentes de degradacion y, por lo tanto, la medicion relativa del
farmaco activo se consideré un método mas fiable y mas representativo para detectar la cantidad de farmaco activo
en la composicién que la medicion real del pico del farmaco en relaciéon con el pico de un estandar. Las mediciones
repetidas han confirmado esta evaluacion del método. Para la doxiciclina, el método de HPLC no detecto la mayoria
de los picos para los componentes de doxiciclina degradados. Asi pues, para la doxiciclina, la cantidad de doxiciclina
activa se calculd en relacion con la medicion de un estandar de doxiciclina, en lugar de con respecto al area pico
total.

Se uso el método de HPLC descrito en el Ejemplo 21 para la medicion de tetraciclina y doxiciclina, pero con un
caudal de 0,8 ml/min en lugar de 1,0 ml/min.

Los componentes de las composiciones evaluadas en el estudio descrito en este Ejemplo se enumeran en las
Tablas 30y 31.

Tabla 30. COMPOSICIONES PARA EXPERIMENTOS DE ESTABILIDAD CON TETRACICLINA. TODOS LOS
PORCENTAJES DESCRIBEN LA CANTIDAD EN PESO (ES DECIR, P/P)

Cantidad de composicion (p/p)
1.0-Tet- 1.0-Tet-

1.0-Tet- NSMBS- 1.0-Tet- NSMBS-
Componente 1.0-Tet NSMBS NMg 1.0-Tet-a | NSMBS-a NMg-a
Clorhidrato de tetraciclina (Sigma-
Aldrich Corp., St. Louis, MO) 1,0 % 1,0 % 1,0 % 0,97 % 0,97 % 0,97 %
Hidroxipropilcelulosa 0,6 % 0,6 % 0,6 % 0,58 % 0,58 % 0,58 %
Cloruro de magnesio (anhidro) 1,20 % 1,20 % 1,17 % 1,17 %
Etanol (anhidro) 76,00 % 76,20 % 77,40 % 76,58 % 76,78 % 77,94 %
Propilenglicol 20,00 % 20,00 % 20,00 % 19,42 % 19,42 % 19,42 %
1,8-Cineol 1,00 % 1,00 % 1,00 % 0,97 % 0,97 % 0,97 %
Metabisulfito de sodio 0,20 % 0,19 %
Hidréxido de sodio (administrado
como parte de una solucién de
hidréxido de sodio al 5 % en etanol
(p/p)) 0,11 % 0,11 % 0,11 %

Las composiciones 1.0-Tet-NSMBS-NMg y 1.0-Tet-NSMBS-NMg-a son composiciones de referencia.

Tabla 31. COMPOSICIONES PARA EXPERIMENTOS DE ESTABILIDAD CON DOXICICLINA. TODOS LOS
PORCENTAJES DESCRIBEN LA CANTIDAD EN PESO (ES DECIR, P/P)

Cantidad de composicion (p/p)
1.0-Doxy- 1.0-Doxy-
1.0-Doxy-| NSMBS- |1.0-Doxy-| 1.0-Doxy- NSMBS-
Componente 1.0-Doxy | NSMBS NMg a NSMBS-a NMg-a
Hiclato de doxiciclina (Sigma-Aldrich
Corp., St. Louis, MO) 1,2% 1,2% 1,2% 1,16 % 1,16 % 1,16 %
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(continuacion)

Cantidad de composicion (p/p)
1.0-Doxy- 1.0-Doxy-

1.0-Doxy-| NSMBS- |1.0-Doxy-| 1.0-Doxy- NSMBS-
Componente 1.0-Doxy | NSMBS NMg a NSMBS-a NMg-a
Hidroxipropilcelulosa 0,6 % 0,6 % 0,6 % 0,58 % 0,58 % 0,58 %
Cloruro de magnesio (anhidro) 1,20 % 1,20 % 1,16 % 1,16 %
Etanol (anhidro) 75,80 % | 76,00 % 77,20 % 76,45 % 76,64 % 77,81 %
Propilenglicol 20,00 % | 20,00 % 20,00 % 19,36 % 19,36 % 19,36 %
1,8-Cineol 1,00 % 1,00 % 1,00 % 0,97 % 0,97 % 0,97 %
Metabisulfito de sodio 0,20 % 0,19 %
Hidréxido de sodio (administrado
como parte de una solucién de
hidréxido de sodio al 5 % en etanol
(p/p)) 0,12 % 0,12 % 0,12 %

Las composiciones 1.0-Doxy-NSMBS-NMg y 1.0-Doxy-NSMBS-NMg-a son composiciones de referencia.

Cada composicion se prepard de acuerdo con las siguientes etapas: El etanol (anhidro), propilenglicol, el 1,8-cineol y
el metabisulfito de sodio se mezclaron hasta que se dispersaron bien. Se afiadieron cloruro de magnesio (anhidro) y
clorhidrato de tetraciclina o hiclato de doxiciclina a la mezcla y se mezclaron hasta que se volvieron transparentes, o
durante 15 minutos si la mezcla no se aclaraba. Se afiadid lentamente hidroxipropilcelulosa (KLUCEL HF, Ashland
Specialty Chemical, Wilmington DE) y se mezclé hasta que se volvio transparente. Para las composiciones para las
que se aumento el pH, es decir, las composiciones designadas por "-a" al final del identificador de la composicion, se
afadié hidroxido de sodio en forma de una solucion de hidroxido de sodio al 5 % en etanol.

Varias de las composiciones descritas en las Tablas 30 y 31 incluyen hidroxido de sodio para aumentar el pH de la
composicion. Estas composiciones de pH ajustado se disefiaron para ser mejor toleradas en la piel al estar mas
cerca de un pH neutro. El etanol enumerado en las Tablas 30 y 31 representa la cantidad total de etanol (anhidro) y
etanol de la solucién en etanol de hidroxido de sodio. Se pueden usar otras bases que son seguras para su
aplicaciéon en formulaciones tépicas en lugar del hidroxido de sodio. La seleccion de tal base sera evidente para los
expertos en la técnica o puede evaluarse sin demasiada experimentacion.

La Tabla 32 describe la concentracion relativa medida de tetraciclina activa dentro de cada composicion que
contiene tetraciclina. Las medidas se tomaron al inicio del estudio y después de envejecer a 40 °C en viales de vidrio
cerrados. Los datos de la Tabla 32 demuestran que la estabilidad de la tetraciclina se degradé por la inclusion de
cloruro de magnesio en la composicion o por la inclusiéon de cloruro de magnesio y SMBS en la composicion. La
estabilidad se redujo tanto para la composicion tamponada con pH como para la composicion sin tampén. Para la
mayoria de aplicaciones, estas composiciones no son suficientemente estables para el despliegue comercial sin
refrigeracion. Dichas composiciones son suficientemente estables para algunas aplicaciones con condiciones de
almacenamiento apropiadas, tales como manteniendo la composicién a una temperatura de 5 °C = 3 °C.

Tabla 32. CONCENTRACIONES RELATIVAS DE TETRACICLINA ACTIVA PARA EL ESTUDIO DEL
ENVEJECIMIENTO A 40 °C

. - Cambio de color

Numero de - Concentracion de L .
s . Concentracion de - - . significativo después
composicion L . tetraciclina activa relativa . o
(véase la Tabla pH tetraciclina activa después de 7 dias a 40 °C de 7 dias a 40 °C en
30) relativa inicial (%) P (%) viales de vidrio
0 cerrados

1.0-Tet 3,3 82,51 % 1,95 % No
1.0-Tet-NSMBS 3,1 67,86 % 4,30 % No
L‘,&'J*NSMBS' 3,2 98,10 % 88,22 % Si (ligero)
1.0-Tet-a 54 80,74 % 4,46 % No
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(continuacion)

Cambio de color
significativo después
de 7 dias a 40 °C en
viales de vidrio

Numero de L. Concentracién de
s s Concentracién de - - .
composicion tetraciclina activa relativa

(véase la Tabla pH tetra.c ICI.' ha a c“),’ a después de 7 dias a 40 °C
relativa inicial (%)

0,
30) (%) cerrados
1.0-TettNSMBS-a | 45 66,15 % 1,78 % No
1.0-Tet-NSMBS- 65 96,17 % 22.67 % Si

NMg-a

Tabla 33. CONCENTRACIONES DE DOXICICLINA ACTIVA PARA EL ESTUDIO DEL ENVEJECIMIENTO A 40 °C

Cambio de color

Numero de Concentracion de Concentracion activa de significativo después de
composicion (véase doxiciclina activa doxiciclina después de 7 7 dias a 40 °C en viales
la Tabla 31) pH inicial (%) dias a 40 °C (%) de vidrio cerrados
1.0-Doxy 3,1 97,0 % 92,7 % No
1.0-Doxy-NSMBS 29 95,8 % 88,6 % No
1.0-Doxy-NSMBS-
NMg 3,0 94,5 % 88,7 % Si (ligero)
1.0-Doxy-a 4.8 97,1 % 93,8 % No
1.0-Doxy-NSMBS-a 4,5 96,6 % 90,4 % No

1.0-Doxy-NSMBS-
NMg-a 6,4 96,3 % 24,4 % Si

La Tabla 33 describe la concentracion medida de doxiciclina activa dentro de cada composicién que contiene
doxiciclina. Las medidas se tomaron al inicio y después de envejecer a 40 °C en viales de vidrio cerrados durante 7 y
21 dias. Estos datos demuestran que la estabilidad de la doxiciclina se mejoré por la inclusion de cloruro de
magnesio en la composicion o por la inclusién de cloruro de magnesio y SMBS en la composicion. Si se desea una
composicion tamponada con pH, los datos muestran que la inclusion de cloruro de magnesio fue mas beneficiosa
para la composicién tamponada que para la composicion no tamponada. En algunas aplicaciones, la doxiciclina
puede ser suficientemente estable en una o mas de estas composiciones para ser Util para el tratamiento de las
afecciones dermatologicas descritas en el presente documento, incluso sin refrigeracion.

Las figuras 13A y 13B muestran el color de cada una de las composiciones en las Tablas 30 y 31 antes (figura 13A)
y después (figura 13B) del envejecimiento a 40 °C en viales de vidrio cerrados durante 7 dias. Se produjeron
cambios de color durante el periodo de envejecimiento de 7 dias para varias de las composiciones como se describe
en las Tablas 32 y 33.

Basandose en los datos de este Ejemplo y los otros Ejemplos en el presente documento, la minociclina y la
doxiciclina son formas preferidas de farmacos de la clase de las tetraciclinas para su uso en las composiciones
descritas en el presente documento debido a su estabilidad superior en comparacién con la tetraciclina. Se pueden
evaluar otros farmacos de la clase de las tetraciclinas en las composiciones descritas en el presente documento para
evaluar la idoneidad de su estabilidad para una aplicacién particular de una composicién topica.

EJEMPLO 22

PENETRACION EN PIEL HUMANA EX VIVO: UNA COMPARACION DE TRES FARMACOS DE LA CLASE DE LAS
TETRACICLINAS

Se realizaron experimentos de penetracion con tejido cutaneo ex vivo para determinar la eficacia de penetracion de
tres farmacos de la clase de las tetraciclinas activa en la piel cuando se incluyeron en composiciones que
comprendian una fuente de magnesio, un alcohol alifatico monohidrico y un poliol y se aplica a la superficie de la
piel. Se evalud la penetracion en la piel abdominal para tres donantes humanos diferentes con tres muestras para
cada donante para cada farmaco en el estudio para un total de nueve mediciones por composicion. Los farmacos de
la clase de las tetraciclinas ensayados incluyeron tetraciclina, minociclina y doxiciclina. Las composiciones evaluadas
como parte de este estudio se describen en la Tabla 34.
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Tabla 34. COMPOSICIONES PARA EL EXPERIMENTO DE PENETRACION CUTANEA

Cantidad de composicion (p/p)

Componente Tetra-1 Doxy-1 Mino-1
Clorhidrato de tetraciclina (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO) 238% | - | e
Hiclato de doxiciclina (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO) | = - 400% | @ -
Clorhidrato de minociclina (Euticals S.P.A, Origgio, ltalia) |  -—— | - 4,60 %
Hidroxipropilcelulosa 0,68 % 0,67 % 0,6 %
Cloruro de magnesio (anhidro) (Magnesium Products, Tulsa, OK)

4,74 % 4,66 % 4,60 %
Etanol (anhidro) 60,21 % 59,21 % 59,00 %
Propilenglicol 30,44 % 29,94 % 30,0 %
1,8-Cineol 1,35 % 1,33 % 1,00 %
Metabisulfito de sodio 0,20 % 0,20 % 0,20 %

Las composiciones se aplicaron a muestras de piel de tres donantes humanos a una dosis de aproximadamente
12 mg/cm?. El tejido se mantuvo en un ambiente himedo para limitar el secado del tejido y se incub6 a 32 °C
durante 3 horas. Al final del periodo de incubacioén, se limpié el exceso de composicion de la superficie usando
primero un aposito seco, en segundo lugar un apodsito empapado con alcohol isopropilico al 70 % y finalmente con
un aposito seco. Se realizé una retirada con cinta para eliminar las capas superiores del estrato cérneo. Se tomé una
biopsia por puncién de seis (6) milimetros del interior del area de prueba. El farmaco de la clase de las tetraciclinas
se extrajo de cada biopsia usando metanol acidificado. Los sobrenadantes se analizaron mediante cromatografia
liquida de alto rendimiento.

Los resultados de este estudio demostraron que la eficacia de penetracion de la doxiciclina, minociclina y tetraciclina
era suficiente para superar la concentracion inhibitoria minima para cada uno de estos farmacos activos y, por lo
tanto, seria util para matar bacterias en o dentro de la piel, tales como P. acnes. La doxiciclina y la minociclina
demostraron una mayor eficacia de penetracion que la tetraciclina. Por este motivo, se prefieren la doxiciclina y/o la
minociclina a la tetraciclina para algunas aplicaciones.

63



ES 2 846 882 T3

REIVINDICACIONES

1. Una composicion topica que comprende un farmaco de la clase de las tetraciclinas, una sal de magnesio, un
alcohol alifatico monohidrico y un poliol que tiene de 3-8 atomos de carbono,

en la que (i) la relacién entre el alcohol alifatico monohidrico y el poliol esta en un intervalo de 1:1 a 99:1 en peso,

y (ii) el farmaco de la clase de las tetraciclinas esta disuelto en la composicion topica;

en donde la composicion no es acuosa y tiene menos del 5 % en peso de contenido de agua.

2. La composicion tépica de la reivindicacion 1, en la que:

(i) la relacion molar de la sal de magnesio con respecto al farmaco de tetraciclina esta en un intervalo de 2:1 a
100:1; y/o

(i) la sal de magnesio es cloruro de magnesio, o es una sal de magnesio que tiene un contraién que es mas
blando que el cloruro.

3. La composicion tépica de la reivindicacion 1 o de la reivindicacion 2, en la que:

(i) el alcohol alifatico monohidrico se selecciona del grupo que consiste en etanol, isopropanol, alcohol propilico,
alcohol terc-butilico, y combinaciones de los mismos; y/o

(ii) el alcohol alifatico monohidrico es volatil; y/o

(iiii) el poliol es un diol o un triol C3-C8; y/o

(iv) el poliol es propilenglicol.

4. La composicion topica de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, que comprende ademas un antioxidante.

5. La composiciéon topica de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, que comprende ademas un agente
espesante, por ejemplo, hidroxipropilcelulosa.

6. La composicion tépica de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en la que:

(i) la composicion tépica no comprende una emulsion; y/o

(i) la composicion tépica no comprende nanoparticulas ni microparticulas; y/o

(iii) la composicion topica es anhidra; y/o

(iv) el poliol no es glicerol ni glicerina; y/o

(v) la composicion tépica tiene un pH eficaz de 3-6 cuando se mezcla con agua en una relacion de 1:9 en peso.

7. La composicion tépica de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, que tiene una viscosidad en un intervalo de
75 a 10.000 mPa-s (centipoise) a 25 °C; y/o en donde la composicién es hidrofila.

8. La composicion tépica de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en la que:

(i) la eficacia de penetracion en la piel facial humana ex vivo multiplicada por la concentracion del farmaco de las
clases de las minociclinas o de las tetraciclinas, respectivamente, en la composicion tépica excede la
concentracion inhibitoria minima (MIC) del farmaco para una bacteria diana en un tejido diana o un fluido corporal
diana, por ejemplo, en donde la bacteria diana es P. acnes;

(ii) la eficacia de penetracion en la piel facial humana ex vivo es igual o superior al 5 %, por ejemplo, en donde la
eficacia de penetracion en la piel facial humana ex vivo esta en el intervalo del 5 % al 25 %; o

(iii) la composicion va acompafiada de instrucciones para su uso topico para el tratamiento de una afeccion
dermatoldgica o una enfermedad de la piel, opcionalmente en donde la afeccién dermatologica de la piel es
acné, impétigo o rosacea, por ejemplo, en donde el acné es acné comun, tal como en donde dichas instrucciones
comprenden instrucciones para aplicar la composiciéon a una superficie externa de la piel de una a tres veces al
dia durante un periodo de aproximadamente 2 semanas a al menos aproximadamente 6 semanas o hasta que se
observe una mejora visible en la afeccion o la enfermedad dermatoldgica.

9. La composicion tépica de una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en la que la relacion molar de la sal de
magnesio con respecto al farmaco de la clase de las tetraciclinas es de al menos 3:1; y/o en donde la relacion del
peso de la sal de magnesio con respecto al peso del farmaco de la clase de las tetraciclinas esta en el intervalo de
1:3a3:1.

10. La composicion tépica de una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en la que el farmaco de la clase de las
tetraciclinas es minociclina, opcionalmente en la que, tras el almacenamiento de la composiciéon en un recipiente
sellado durante 12 meses a 25 °C y al 60 % de humedad relativa, la composicion contiene menos del 7 % de
producto de degradacion de minociclina, donde el producto de degradacion es 4-epi-minociclina.

11. La composiciéon tépica de una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en la que el farmaco de la clase de las
tetraciclinas es minociclina y la composicion comprende de aproximadamente el 50 % en peso a aproximadamente
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el 95 % en peso de alcohol alifatico monohidrico, de aproximadamente el 5 % en peso a aproximadamente el 40 %
en peso del poliol, desde aproximadamente el 0,1 % en peso a aproximadamente el 10 % en peso de minociclina, y
de aproximadamente el 0,2 % en peso a aproximadamente el 15 % en peso de la sal de magnesio.

12. Una composicién tépica como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 para su uso en un
método para tratar una afeccion o una enfermedad dermatoldégica que comprende las etapas de aplicar la
composicion tépica a una superficie epitelial exterior del cuerpo de un mamifero al menos una vez al dia durante
periodo de al menos 1 semana.

13. La composicién topica para su uso en el método de la reivindicacion 12, en donde dicha aplicacion comprende
aplicar la composicidon tépica durante un periodo de al menos 1 mes, por ejemplo, en donde la afeccion o la
enfermedad dermatoldgica son acné o rosacea y la etapa de aplicacién comprende aplicar la composicion topica a la
piel una o dos veces al dia durante un periodo de 6 a 52 semanas.

14. Un método para preparar una composicion tépica de acuerdo con la reivindicaciéon 1, comprendiendo el método
(i) combinar un farmaco de la clase de las tetraciclinas, una sal de magnesio, un alcohol alifatico monohidrico volatil
y un poliol que tiene de 3-8 atomos de carbono para formar un mezcla, en donde la relacion entre el alcohol alifatico
monohidrico y el poliol esta en un intervalo de 1:1 a 99:1 en peso, y (ii) agitar la mezcla de (i) para formar una
solucién no acuosa que tenga menos del 5 % en peso de agua en la que se disuelve el farmaco de la clase de las
tetraciclinas.

15. El método de la reivindicacién 14, en el que el farmaco de la clase de las tetraciclinas es minociclina.
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