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DESCRIPCION
Preparacién de suspension acuosa que comprende nanoparticulas de agente antibacteriano macrélido
Campo técnico

La presente invencién se refiere a una formulacién de suspensiéon acuosa que comprende nanoparticulas de un
antibiético macrélido para el uso en el tratamiento o prevencién de una enfermedad inflamatoria o una enfermedad
infecciosa.

Antecedentes de la técnica

Los antibiéticos macrélidos tales como eritromicina, roxitromicina, claritromicina y azitromicina se han usado
principalmente por via oral, y existe una demanda de antibiéticos macrélidos en formulaciones tdpicas tales como
inyecciones, gotas oftalmicas o gotas éticas. Sin embargo, estos farmacos son compuestos poco solubles que tienen
una solubilidad baja, lo que dificulta su formulacién en formulaciones liquidas. De estos, la eritromicina es facilmente
soluble en metanol, etanol y acetona, y ligeramente soluble en éter, pero extremadamente poco soluble en agua. La
claritromicina, aunque es ligeramente soluble en acetona y cloroformo, es muy ligeramente soluble en metanol, etanol
y éter, y practicamente insoluble en agua. Por lo tanto, se reconoce que la claritromicina no solo es practicamente
insoluble en agua, sino que también es poco soluble en un solvente organico usado para experimentos biolégicos en
comparacién con la eritromicina, y por lo tanto es significativamente dificil de formular en una solucién. Como una
formulacion de tales farmacos poco solubles en formulaciones tépicas tales como inyecciones, gotas oftalmicas o
gotas dticas, se conoce una formulacién de suspensién acuosa en la que se suspende tal farmaco poco soluble. Por
ejemplo, se informa una formulacién de suspensién acuosa para la administracién tdpica, que contiene nanoparticulas
(el didmetro del 90 % o mas de las particulas finas de un farmaco poco soluble es de menos de 1000 nm) del farmaco
poco soluble y un desintegrador de granulos (bibliografia de patente 1). También se informa que las formulaciones de
suspensién acuosa tales como gotas oftdlmicas y gotas éticas que comprenden un farmaco poco soluble,
polivinilpirrolidona, y acido alginico o una sal de este tienen buena redispersabilidad (bibliografia de patente 2).

Se conoce que los farmacos poco solubles también tienen una mala biodisponibilidad oral. Con el fin de mejorar la
biodisponibilidad oral, se han realizado varios estudios para solubilizar y suspender los farmacos poco solubles. Por
ejemplo, se informa que la claritromicina tiene una solubilidad mejorada, cuando se pulveriza con L-acido ascérbico 2-
glicbésido (bibliografia no patente 1). Se informa ademas que una composicién de administraciéon liquida de
nanoparticulas se formula con una particula de sustancia activa (poco soluble) que tiene un didmetro promedio eficaz
de menos de 2000 nm y con un estabilizador de superficie y un inhibidor de crecimiento cristalino osméticamente
activo, que se estabiliza y evita la disolucién/recristalizacién y agregacién de la sustancia activa (bibliografia de patente
3). También se informa que la formulacién de claritromicina que tiene un didmetro promedio eficaz de menos de 2000
nm combinado con un estabilizador de superficie mostré una solubilidad mas alta y una biodisponibilidad oral mas alta
(bibliografia de patente 4).

También se han informado varios estudios sobre formas de administracién parenteral tales como inyecciones de
farmacos poco solubles tales como claritromicina. Por ejemplo, una administracién de farmacos poco solubles tales
como claritromicina por inyeccién tienen el problema de un dolor en un sitio inyectado. Como soluciones de este
problema, se han informado un método para formular una emulsién lipidica (bibliografia de patente 5), un método para
incorporar un farmaco poco soluble en un liposoma (bibliografia de patente 6) y un método para encapsular un farmaco
poco soluble en micelas de una sal biliar (bibliografia de patente 7).

Por otro lado, se ha informado que la administracién tépica de antibidticos macrélidos es eficaz en la queratitis,
particularmente en la queratitis pos-LASIK causada por micobacterias no tuberculosas (bibliografia no patente 2).
Especialmente, la claritromicina ha demostrado ser adecuada para tratar la queratitis causada por micobacterias no
tuberculosas mediante experimentos en animales. Se informa que la claritromicina es de cuatro a ocho veces més
eficaz que la azitromicina contra las micobacterias no tuberculosas. Se ha intentado formular estos farmacos en
formulaciones para la administraciéon tépica, tal como un colirio y una gota odtica, y la técnica DuraSite (marca
registrada) para la formulacién ha permitido el uso practicamente de un colirio de azitromicina. Sin embargo, la
claritromicina adn no se ha usado practicamente en forma de gotas oftalmicas. Con respecto a la instilacién ocular de
claritromicina, se ha descrito que un polvo de claritromicina se disolvié en metanol y después se diluy6é con solucién
salina, que se instild en un ojo de conejo, y que la claritromicina administrada se retuvo en la cérnea del conejo
(bibliografia no patente 3). Por el contrario, también se informa que la claritromicina no se detectd en la cérnea, sino
que causa inflamacién en la superficie ocular después de la administracién de una suspensién de claritromicina de la
misma manera. En este informe, la suspensién de claritromicina se prepard mediante la suspensién de un granulo de
claritromicina para la administracién oral en agua esterilizada y después diluir la suspensién con solucién salina
(bibliografia no patente 4). Se informa que de 1 a2 % de los pacientes experimentaron tal irritacién en el ensayo clinico
sobre gotas oftdlmicas de azitromicina.

Para las gotas odticas, las gotas éticas que comprenden un antibiético macrélido tal como claritromicina o azitromicina
como ingrediente eficaz alin no se han usado practicamente, a pesar de los informes realizados sobre una formulacién
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de gotas éticas para la administracién duradera (bibliografia de patente 8) y una formulacién para un antibiético
macrélido para permanecer tépicamente en el timpano durante un periodo de tiempo prolongado (bibliografia de
patente 9).

La bibliografia de patente 10 describe una nanosuspension intravenosa acuosa con efectos adversos reducidos.

La bibliografia no patente 5 describe nanosuspensiones de azitromicina oftdlmicas que comprenden
hidroxipropilmetilcelulosa y poloxamero 407 como agentes estabilizantes.

Lista de Citas
Bibliografia de patente

Bibliografia de patente 1: Solicitud de patente japonesa publicada nim. 2007-119456

Bibliografia de patente 2: Publicacion internacional nim. WO 2002/015878

Bibliografia de patente 3: Publicacion internacional nim. WO 2004/006959

Bibliografia de patente 4: Publicacion internacional nim. WO 2007/008537

Bibliografia de patente 5: Publicacién internacional num. WO 90/14094

Bibliografia de patente 6: Publicacién internacional num. WO 98/33482

Bibliografia de patente 7: Solicitud de patente japonesa publicada nim. H3-169807

Bibliografia de patente 8: Publicacién de solicitud de patente no examinada de Estados Unidos nim. 2013/0216609
Bibliografia de patente 9: Publicacion internacional nim. WO 2004/050021

Bibliografia de patente 10: Solicitud de patente europea EP 2 335 686 A1

Bibliografia no patente

Bibliografia no patente 1: Yutaka Inoue y otros, International Journal of Pharmaceutics (2007) 331:38-45
Bibliografia no patente 2: Joon-Young Hyon y otros, Arch Ophthalmol (2004) 122:1166-1169

Bibliografia no patente 3: Robert H. Gross y otros, Invest Ophthalmol Vis Sci (1995) 36(5):965-968

Bibliografia no patente 4: Jonas, J. Kuehne y otros, Am J Ophthalmol (2004) 138:547-553

Bibliografia no patente 5: Rashesh K. Kotecha y otros, Int. J. of Pharmacy and Pharmaceutical Sciences (2013), p.
490-497

Resumen de la invencién
Problema Técnico

A pesar de varios estudios sobre formulaciones liquidas acuosas que comprenden un farmaco poco soluble, todavia
ha sido dificil lograr formulaciones de suspensién acuosa practicamente utilizables tales como inyecciones, gotas
oftalmicas y gotas 6ticas que comprenden un farmaco poco soluble tal como claritromicina. Por lo tanto, se desea
desarrollar inyecciones y formulaciones de suspensién acuosa para la administracién tépica, particularmente gotas
oftdlmicas y gotas éticas, que sean preferentemente menos irritables, facilmente esterilizables, tengan buena
estabilidad temporal y estabilidad de la dispersién, y sean aplicables a una amplia gama de farmacos poco solubles.

En consecuencia, la presente invencién se objeta para proporcionar una suspensién acuosa que comprende el
antibiético macrélido como un ingrediente eficaz, que es menos irritante, facilmente esterilizable y tiene buena
estabilidad temporal y estabilidad de la dispersiéon. Especificamente, la presente invencién se opone a proporcionar
una composicién farmacéutica acuosa practicamente factible, tal como una inyeccién, un colirio, una gota ética, una
gota para la nariz y/o un inhalador, que comprende un antibidtico macrélido como un ingrediente eficaz.
Particularmente, la presente invencién se opone a proporcionar una inyeccién, un colirio, una gota ética, una gota para
la nariz y/o un inhalador que comprende un antibiético macrélido como un ingrediente eficaz que tiene buena claridad,
(largo plazo) dispersabilidad, estabilidad de conservacion, retencién corneal, propiedades de migracién del humor
acuoso y baja irritabilidad. La presente invencién se opone ademas a proporcionar la suspensién acuosa anterior o
una inyeccién, un colirio, una gota 6tica, una gota para la nariz y/o un inhalador que comprende claritromicina como el
antibiético macrélido como un ingrediente eficaz.

Solucién al Problema

La presente invencién se refiere a una formulaciéon de suspensién acuosa como se define en la reivindicacién 1. Las
modalidades preferidas de esta se definen en las reivindicaciones dependientes.

En particular, la presente invencion se refiere a una formulacién de suspensidén acuosa para el uso en el tratamiento
o prevencién de una enfermedad inflamatoria o una enfermedad infecciosa, en donde la formulacién de suspensién
acuosa comprende nanoparticulas de un antibiético macrélido y un estabilizador de dispersién que comprende (a)
aceite de ricino hidrogenado de polioxietileno 60 como un surfactante y (b) metilcelulosa y/o hidroxipropilmetilcelulosa
como modificador de la viscosidad; las nanoparticulas tienen un diametro promedio de particula de 300 nm o menos
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y un diametro del 90 % de 1500 nm o menos, el diametro promedio de particula es un didmetro medio aritmético en
una distribucién de didmetros de particula medido por espectroscopia de correlacién de fotones de dispersidén dindmica
de luz, y la formulacién de suspensién acuosa es una formulacidn tépica ocular.

Los presentes inventores realizaron estudios extensos y, en consecuencia, descubrieron que una formulacién de
suspensién acuosa que comprende nanoparticulas de un antibiético macrdélido, y un estabilizador de dispersion, un
surfactante, un inhibidor de la agregacién, y/o un modificador de la viscosidad tiene buena claridad, (largo plazo)
dispersabilidad, estabilidad de conservacion, retencién corneal, y propiedades de migracién del humor acuoso, y por
lo tanto es buena para ser una composicién farmacéutica acuosa. Particularmente, los presentes inventores han
descubierto que se ejercen efectos extremadamente ventajosos cuando las nanoparticulas de un antibiético macrélido
tienen un didmetro promedio de particula (en adelante denominado "Dv") de 300 nm o menos y un didmetro del 90 %
(en adelante denominado "D90") de 1500 nm o menos (preferentemente un D90 es de 400 nm o menos, o un Dv es
de 200 nm o menos y un D90 es de 300 nm o menos).

En una modalidad, la presente invencién se refiere a una formulacién de suspensién acuosa que comprende las
nanoparticulas de un antibiético macrélido, y se refiere preferentemente a la formulacién de suspensién acuosa en
donde la nanoparticula tiene un Dv de 300 nm o menos y un D90 de 1500 nm o menos. Por ejemplo, la formulacién
de suspensidén acuosa de la presente invencién incluye las nanoparticulas de un antibiético macrélido producido
mediante la mezcla del antibiético macrélido, una sal fisiolégicamente aceptable y/o un sacarido fisiolégicamente
aceptable, un poliol fisiolégicamente aceptable y/o agua, y un estabilizador de dispersién.

Los presentes inventores han descubierto ademés que la formulaciéon de suspension acuosa anterior puede ser
adecuada para su uso como la composicion farmacéutica acuosa mediante el uso de un surfactante de aceite de ricino
hidrogenado de polioxietileno 60 y/o un espesante de hidroxipropilmetilcelulosa o metilcelulosa como los
estabilizadores de dispersion. Los presentes inventores han descubierto particularmente que la formulacién tépica
ocular de un antibiético macrdlido que comprende un aceite de ricino hidrogenado de polioxietileno (HCO-60
(surfactante)) y hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC (espesante polimérico)) o metilcelulosa (MC (espesante polimérico))
como estabilizador de dispersién es ventajosa en los siguientes puntos: se puede esperar una interaccién con las
membranas mucosas de la cdrnea y la conjuntiva debido a los compuestos poliméricos HPMC y MC; se puede esperar
una retencidén de la cérnea debido al efecto de HPMC o MC y debido a la estabilidad de las nanoparticulas en la
formulacién; y las propiedades de migraciéon del humor acuoso pueden mejorarse debido al tiempo de retencidn
prolongado.

Ademas, los presentes inventores han descubierto que la solubilidad de los antibiéticos macrélidos puede mejorarse
mediante el empleo de la nanoparticula en la formulacién, y de esta manera puede reducirse la cantidad de
dosificacion. Ademas, los presentes inventores han descubierto inesperadamente que el problema de irritacién
causado por los antibiéticos macrélidos se reduce mediante el empleo de la nanoparticula o la formulacién de
nanoparticulas de la presente invencion. Con estos hallazgos, los inventores lograron la presente invencién.

En una modalidad, la presente invencién se refiere a la formulacién de suspensién acuosa que comprende las
nanoparticulas (la nanoparticula tiene un Dv de 300 nm o menos y un D90 de 1500 nm o menos) de un antibiético
macrélido. Por ejemplo, la presente invencién abarca la formulacién de suspensiéon acuosa que comprende las
nanoparticulas (la nanoparticula tiene un Dv de 300 nm o menos y un D90 de 1500 nm o menos) de un antibiético
macrélido y un estabilizador de dispersion. La presente invencién también se refiere a la formulacién de suspensién
acuosa en donde el estabilizador de dispersiéon es un surfactante(s), un inhibidor(es) de la agregacién y/o un
modificador(es) de la viscosidad. En una modalidad preferida de la presente invencién, el surfactante es aceite de
ricino hidrogenado de polioxietileno 60, polisorbato 80, monoestearato de polietilenglicol, y/o polioxietileno
polioxipropilenglicol, y/o el inhibidor de la agregacién es alcohol polivinilico, polietilenglicol, y/o polivinilpirrolidona, y/o
el modificador de la viscosidad es metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, y/o hidroxietilcelulosa. Por ejemplo, la
presente invencién puede ser la suspensién acuosa que comprende las nanoparticulas de un farmaco antibacteriano
macrélido, que comprende HCO-60 (surfactante) y HPMC o MC (espesante polimérico) como los estabilizadores de
dispersion.

En otra modalidad, la presente invencién se refiere a la composicién farmacéutica acuosa que comprende las
nanoparticulas de un antibiético macrélido, que comprende un estabilizador de dispersién. En esta descripcién, una
composiciébn farmacéutica acuosa significa una composicién farmacéutica liquida acuosa o gelatinosa, y
especificamente significa una composicién farmacéutica en la que las nanoparticulas de un antibidtico macrélido se
suspenden en un liquido acuoso. Por lo tanto, la composiciéon farmacéutica usada en la presente descripcidn significa
una composicién farmacéutica acuosa a menos que se indique de cualquier otra manera. La composicion farmacéutica
acuosa de la presente invencién incluye formulaciones tépicas oculares. La formulacién tdpica usada en la presente
descripcién significa una formulacién acuosa para administraciones tépicas a menos que se indique de cualquier otra
manera.

La formulacién tépica incluye una formulacién tépica ocular. Mas especificamente, la formulacion tépica incluye una

composicién farmacéutica para tratar o prevenir enfermedades inflamatorias o enfermedades infecciosas del ojo. Por
ejemplo, la formulacién tépica incluye gotas oftalmicas. La formulacién tépica de la presente invenciéon puede ser
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preferentemente una formulacién tdpica ocular para tratar o prevenir enfermedades inflamatorias o infecciosas
oculares.

La composicidén farmacéutica acuosa de la presente invencién puede usarse para tratar o prevenir una enfermedad
inflamatoria o enfermedad infecciosa mediante la administracién tépica de una dosis eficaz de la composicién a un
paciente que lo necesite. En una modalidad, la presente invencién se refiere al uso de la formulacién para el
tratamiento o prevencién de enfermedades inflamatorias o0 enfermedades infecciosas, que comprende administrar una
dosis eficaz de la formulacién de suspensién acuosa a un paciente que lo necesite, en donde la formulacién de
suspensién acuosa comprende las nanoparticulas de un antibiético macrélido y un estabilizador de dispersién, o una
dosis eficaz de la composicién farmacéutica que comprende tal formulacién de suspensidén acuosa.

En la presente descripcidén se describe el uso de las nanoparticulas de un antibiético macrélido (y un estabilizador de
dispersién) para producir composiciones farmacéuticas acuosas (por ejemplo, inyecciones y formulaciones tépicas).
Particularmente se describe el uso de la formulacién de suspensién acuosa que comprende las nanoparticulas (la
nanoparticula tiene un Dv de 300 nm o menos y un D90 de 1500 nm o menos) de un antibidtico macrélido (y un
estabilizador de dispersién) para producir composiciones farmacéuticas acuosas (por ejemplo, formulaciones tépicas).

El "antibiético macrélido" usado en la presente descripcidon no esta particularmente limitado siempre que sea un
compuesto que tenga el esqueleto macrélido y una actividad antibacteriana. El esqueleto macrélido puede ser un
macrélido de anillo de 14 a 16 miembros, preferentemente un macrélido de anillo de 14 miembros. El antibiético
macrélido puede incluir, por ejemplo, eritromicina, claritromicina, roxitromicina, azitromicina, josamicina, rokitamicina
y kitasamicina, preferentemente eritromicina, claritromicina y azitromicina, y con la maxima preferencia es
claritromicina.

La "formulacién de suspensién acuosa" usada en la presente descripcién significa una formulacién liquida acuosa en
la que se suspenden las nanoparticulas de un antibiético macrélido, y es preferentemente una formulacién de
suspensién acuosa para uso médico. La formulacién de suspensién acuosa y la composicién farmacéutica en la
presente descripcion pueden tener viscosidad siempre que no impida su uso como un farmaco farmacéutico, y puede
incluir formulaciones gelatinosas, asi como también las formulaciones liquidas. La formulacién de suspensién acuosa
y la composicién farmacéutica en la presente descripcién incluyen formulaciones tépicas. El término "topico" usado en
la presente descripcidén significa una parte del cuerpo, tal como éreas afectadas, un area alrededor de un érea
afectada, u 6rgano de un area afectada, y preferentemente el ojo. La "formulacién tépica" significa una composicién
farmacéutica con el propdsito de una administracién tépica. Las formulaciones tépicas son formulaciones tépicas
oculares (por ejemplo, gotas oftédlmicas). La formulacién de suspensién acuosa en la presente descripciéon puede
constituir una composicién farmacéutica administrable como un producto farmacéutico, o alternativamente la
formulacion de suspensién acuosa puede ser un componente que proporciona una composicion farmacéutica
administrable (por ejemplo, un ingrediente crudo para una composicién farmacéutica) al afladir otros componentes y/o
un diluyente.

La formulacién de suspensién acuosa en la presente descripcion exhibe una, o dos o mas, de las siguientes
propiedades: (1) no se observa precipitacién a simple vista, (2) la claridad es alta, y (3) no se detecta
microscdpicamente ningln agregado o cristal, preferentemente 24 horas (preferentemente 2 dias, 3 dias, 4 dias, 5
dias, 6 dias, o 7 dias) después de la dispersion mediante agitacién o similar (a temperatura ambiente). La formulacién
de suspensidén acuosa que comprende las nanoparticulas de un antibiético macrélido en la presente descripcidén es
preferentemente que no se observe precipitado a simple vista, una alta claridad y no se detecte agregado o cristal
microscdpicamente después de 7 dias de sellado en un tubo de ensayo.

La claridad se determina de acuerdo con la prueba de claridad descrita en la Farmacopea japonesa. Especificamente,
la claridad puede determinarse mediante el siguiente procedimiento: se prepara una solucién de comparacién para la
turbidez mediante la adicién de agua a 5 ml de una emulsién estandar de formazina al volumen total de 100 ml. Una
formulaciéon de suspensiéon acuosa de prueba y una solucién de comparacién recién preparada para la turbidez se
vierten en un tubo de ensayo de vidrio transparente incoloro de fondo plano que tiene un didmetro interior de 15 mm
hasta que la capa de solucién alcanza una profundidad de 30 mm o 40 mm, respectivamente, que se observan y
comparan desde arriba sobre un fondo de color negro en la luz dispersa. Cuando la claridad de la formulacién de
suspensién acuosa de prueba es la misma que la del agua o el solvente usado, o cuando el grado de turbidez de la
formulacion de suspensién acuosa de prueba es el mismo o0 menor que la turbidez de la solucién de comparacion, se
determina que la claridad es alta. Alternativamente, la formulacién de suspensién acuosa de prueba y la solucién de
comparacién recién preparada para la turbidez pueden probarse para determinar la claridad mediante el método de
espectrofotometria ultravioleta visible en donde se mide una transmitancia a 660 mediante el uso de una celda que
tiene una longitud de capa de 50 mm y mediante el uso de agua o el solvente como control. Cuando la transmitancia
de la formulacién de suspensién acuosa de ensayo es igual o superior a la de la solucién de comparacién para la
turbidez, la claridad puede determinarse como alta.

En otra modalidad, la formulacién tépica de la presente invencién es una formulacién tdpica ocular que tiene una alta

retencién corneal. La retencién corneal de una formulacién de suspensién acuosa de prueba puede probarse de
acuerdo con, por ejemplo, el método descrito en Jonas, J. Kuehne y otros, Am J Ophthalmol (2004) 138:547-553.
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Especificamente, la suspensiéon acuosa de prueba de un farmaco puede administrarse a un ojo de un conejo, y se
mide una concentracién del farmaco en una cérnea. Cuando la concentracion del farmaco en la cdrnea es mayor que
la medida para la administracion de la solucién estandar (por ejemplo, la formulacién informada que se prob6é como
una formulacién tépica ocular, por ejemplo, para el claritromicina, una suspensién de agua esterilizada del granulo de
claritromicina para la administracién oral (ver Jonas, J. Kuehne y otros, Am J Ophthalmol (2004) 138:547-553), la
misma se aplica en lo sucesivo), la retencién de la cérnea de la suspension acuosa de prueba puede determinarse
como alta.

En una modalidad, la formulacién de suspensién acuosa de la presente invencién es una formulacién de suspensién
acuosa con una irritabilidad baja. La baja irritabilidad usada en la presente descripcion significa que el grado de
reaccion de irritaciébn (por ejemplo, reacciones inflamatorias tales como brote, hinchazdén y/o congestién) en la
administracién a un sujeto es menor que la reaccién de irritacién provocada por una administracién de la formulacién
acuosa usada previamente que comprende los mismos farmacos eficaces. El grado de irritacién de la formulacién de
suspensién acuosa de prueba puede determinarse, por ejemplo, de acuerdo con el método descrito en Jonas, J.
Kuehne y otros, Am J Ophthalmol (2004) 138:547-553, mediante la administracién de la formulacién de suspension
acuosa de prueba a un ojo de un conejo y la medicién del grado de inflamacién en el ojo. Cuando el grado de
inflamacién es menor que la solucién estandar (igual que la anterior), se determina que la irritabilidad de la formulacién
de suspensién acuosa de prueba es baja. Més especificamente, la irritabilidad de un colirio puede determinarse
mediante la aplicacién de una formulacién de un antibiético macrélido en una concentracién de 1,0 % a un ojo una vez
a 20 veces al dia a un intervalo de 30 minutos a varias horas, al observar una cérnea, un iris y la conjuntiva en el
siguiente horario: antes de la administracién, y 1, 3, 5y 24 horas después de la administracién final, y puntuando los
resultados de acuerdo con los criterios de evaluacién de Draize (ver OECD GUIDELINES FOR TESTING OF
CHEMICALS 405 (24 de febrero de 1987) Acute Eye Irritation/Corrosion).

El "surfactante" usado en la presente descripcién no esta particularmente limitado siempre que pueda administrarse a
seres humanos como un aditivo farmacéutico sin toxicidad y no impida la actividad de los antibidticos macrélidos. Los
ejemplos pueden incluir (i) surfactantes no i6nicos tales como copolimeros de bloques de polioxietileno (en adelante
denominado "POE")-polioxipropileno (en adelante denominados "POP") tales como poloxamero 407, poloxamero 235
y poloxamero 188; aductos de copolimeros de bloques de polioxietileno-polioxipropileno de etilendiamina tales como
poloxamina; ésteres de acidos grasos de sorbitan de POE tales como monolaurato de sorbitdin de POE (20)
(polisorbato 20), monooleato de sorbitan de POE (20) (polisorbato 80) y polisorbato 60; aceites de ricino hidrogenados
de POE tales como aceite de ricino hidrogenado de POE (60); éteres de alquilo de POE tales como éter de laurilo de
POE (9); éteres de alquilo de POE/POP tales como éter de cetilo de POE (20) POP (4); éteres de alquilfenilo de POE
tales como éter de nonilfenilo de POE (10); glicoles de POE/POP tales como glicol de POE (105) POP (5), glicol de
POE (120) POP (40), glicol de POE (160) POP (30), glicol de POE (20) POP (20), glicol de POE (200) POP (70), glicol
de POE (3) POP (17), glicol de POE (42) POP (67), glicol de POE (54) POP (39) y glicol de POE (196) POP (67); (ii)
surfactantes anféteros tales como surfactantes anféteros de glicina tales como alquildiaminoetil glicina, surfactantes
anféteros de acetato de betaina tales como acido lauril dimetilaminoacético betaina, y surfactantes anféteros de
imidazolina; (iii) surfactantes aniénicos tales como alquiléter fosfatos de POE y sales de estos tales como lauriléter
fosfato sédico de POE (10); sales de N-acilaminoacidos tales como lauroil metilalanina sédica; alquiléter carboxilato;
sales de N-aciltaurina tales como N-coco acido de N-metil taurato sédico; sulfonatos tales como sulfonato sédico de
olefinas C14-16; alquilsulfatos tales como laurilsulfato sédico; alquiléter sulfatos de POE tales como lauriléter sulfato
sédico de POE (3); y sulfonato de a-olefina; (iv) surfactantes catiénicos tales como sales de alquilamina; sales de
alquilamonio cuaternario tales como cloruro de benzalconio, cloruro de bencetonio; y sales de alquilpiridinio tales como
cloruro de cetilpiridinio, bromuro de cetilpiridinio. La formulacién de suspensién acuosa de la presente invencidén puede
contener uno, o dos o mas, de los surfactantes. El surfactante es preferentemente aceite de ricino hidrogenado de
polioxietileno 60 (HCO-60), polisorbato 80 (Tween 80), monoestearato de polietilenglicol (MYS-40) y/o polioxietileno
polioxipropilenglicol.

El "inhibidor de la agregacidén" usado en la presente descripcién no esta particularmente limitado siempre que pueda
inhibir la agregacién de un antibiético macrélido, pueda administrarse a seres humanos sin toxicidad y no impida la
actividad del antibiético macrélido. Los ejemplos incluyen sulfato de alquilo; sal de N-alquiloilmetiltaurina; etanol;
glicerol; propilenglicol; citrato de sodio; fosfolipidos tales como glicerofofosfolipido (lecitina (fosfatidilcolina) (por
ejemplo, lecitina de soya purificada, lecitina de soya hidrogenada), fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina,
fosfatidilinositol, &cido fosfatidico, fosfatidilglicerol, lisofosfatidilcolina, lisofosfatidilserina, lisofosfatidiletanolamina,
lisofosfatidilinositol, acido fosfatidico, y fosfatidilglicerol), y esfingofosfolipido (esfingomielina, ceramida,
glicoesfingolipido, o gangliésido); D-sorbitol; lactosa; xilitol; goma arabiga; éster de &cido graso de sacarosa; aceite de
ricino hidrogenado de polioxietileno; ésteres de acido graso de polioxietileno; polietilenglicol (PEG); éster de acido
graso de sorbitdn de polioxietileno; sulfonato de alquilbenceno; sulfosuccinato; polioxietileno polioxipropilenglicol;
polivinilpirrolidona (PVP); alcohol polivinilico (PVA); hidroxipropilcelulosa (HPC); metilcelulosa (MC); hidroxietilcelulosa
(HEC); hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC); carmelosa sédica; polimero de carboxivinilo (CVP); N-acil-glutamato;
copolimero de 4cido acrilico; copolimero de acido metacrilico; caseina sbdica; L-valina; L-leucina; L-isoleucina; cloruro
de benzalconio; y cloruro de bencetonio. La formulacién de suspensién acuosa de la presente invencién puede
contener uno, o dos o mas, de los inhibidores de la agregacién. Los inhibidores de la agregacién preferidos son alcohol
polivinilico (PVA), polietilenglicol (PEG) y/o polivinilpirrolidona (PVP).
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El"modificador de la viscosidad" usado en la presente descripcién no esta particularmente limitado siempre que pueda
modificar la viscosidad de una formulacién de suspensidén acuosa, pueda administrarse a seres humanos como un
aditivo farmacéutico sin toxicidad, y no impida la actividad de un antibiético macrélido. Los ejemplos pueden incluir
polisacéaridos o derivados de estos (goma arabiga, goma karaya, goma xantana, goma algarrobo, goma guar, goma
de guayaco, semilla de membrillo, goma darman, tragacanto, caucho de benzoina, goma de algarrobo, caseina, agar,
acido alginico, dextrina, dextrano, carragenano, gelatina, colageno, pectina, almidén, acido poligalacturdnico, quitina
y derivados de esta, quitosano y derivados de este, elastina, heparina, heparinoide, sulfato de heparina, sulfato de
heparan, acido hialurdnico, sulfato de condroitina, y similares), ceramida, derivados de celulosa (metilcelulosa,
etilcelulosa, hidroxietilcelulosa, hidroxipropilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, carboximetilcelulosa,
carboxietilcelulosa, celulosa, nitrato de celulosa y similares), alcohol polivinilico (completamente o parcialmente
saponificado), polivinilpirrolidona, macrogol, metacrilato de polivinilo, &cido poliacrilico, polimero carboxivinilico,
polietilenimina, éxido de polietileno, polietilenglicol, acido ribonucleico, acido desoxirribonucleico, copolimero de éter
metilvinilico-anhidrido maleico, y sales farmacol6gicamente aceptables de estos (por ejemplo, alginato de sodio). La
formulacién de suspensién acuosa de la presente invencién puede contener uno, o dos o mas, de los modificadores
de la viscosidad. Los modificadores de la viscosidad preferidos son metilcelulosa (MC), hidroxipropilmetilcelulosa
(HPMC) y/o hidroxietilcelulosa (HEC).

El estabilizador de dispersiéon usado en la presente descripcién es preferentemente un surfactante y/o un espesante,
con mayor preferencia aceite de ricino hidrogenado de polioxietileno 60, hidroxipropilmetilcelulosa y/o metilcelulosa, y
puede ser aceite de ricino hidrogenado de polioxietileno 60 y hidroxipropilmetilcelulosa, o aceite de ricino hidrogenado
de polioxietileno 60 y metilcelulosa.

En la presente descripcidn, el surfactante, el inhibidor de la agregacion y/o el modificador de la viscosidad (en adelante,
denominado "agente" en este parrafo) que también puede usarse como estabilizador de dispersién puede adherirse o
puede adsorberse en la superficie de nanoparticulas de antibiético macrélido. Estos agentes afiadidos antes de la
etapa de pulverizacién pueden adherirse 0 adsorberse en la superficie de nanoparticulas de antibiético macrélido, de
esta manera se evita la agregacién de las nanoparticulas durante la etapa de pulverizacién. Adicionalmente, la
adherencia y la absorbancia de estos agentes sobre la superficie de nanoparticulas de antibiético macrélido tienen un
efecto de prevencion de la agregacion en la formulacién de suspensidén acuosa. En esta descripcion, la adherencia y
la absorbancia del surfactante, el inhibidor de la agregacién y/o el modificador de la viscosidad usados como
estabilizador de dispersién en la superficie de nanoparticulas del antibidtico macrélido significa que al menos una parte
de estos agentes se adhiere o se adsorbe en la superficie de las nanoparticulas (que contribuye a la modificacién de
la superficie), pero no significa que no exista la existencia de estos agentes sin adherirse o ser adsorbidos a la
superficie en la formulacién de suspensién acuosa. En otras palabras, el surfactante, el inhibidor de la agregacién y/o
el modificador de la viscosidad usados como el estabilizador de dispersion pueden modificar la superficie de las
nanoparticulas del antibiético macrélido y, por lo tanto, pueden considerarse como "modificador de la superficie" del
antibiético macrdlido.

El antibiético macrélido contenido en la formulacién de suspensién acuosa de la presente invencion tiene forma de
nanoparticula. El didametro promedio de particula (Dv) del antibiético macrélido es de 300 nm o menos, 200 nm o
menos, 150 nm o menos, y con la maxima preferencia 145 nm o menos. Por ejemplo, el intervalo de diametro promedio
de particula del antibiético macrélido puede ser de 20 a 300 nm, y de 20 a 200 nm, preferentemente de 50 a 300 nm,
de 50 a 200 nm y de 50 a 150 nm. El didmetro del 90 % (D90) del antibiético macrélido es de 1500 nm o menos,
preferentemente 1200 nm o menos, 1000 nm o menos, 800 nm o menos, 700 nm o0 menos, 600 nm o menos, 500 nm
0 menos, 400 nm o menos, 300 nm o menos, 200 nm 0 menos y con la méxima preferencia 197 nm o menos. Por
ejemplo, el intervalo de diametro del 90 % (D90) del antibiético macrélido puede ser de 50 a 1200 nm, de 50 a 1000
nm, de 50 a 800 nm y de 50 a 700 nm, preferentemente de 80 a 800 nm, de 80 a 700 nm, de 80 a 600 nm, de 80 a
500 nm, y ain mas preferentemente de 100 a 600 nm, de 100 a 500 nm, de 100 a 400 nm y de 100 a 300 nm. Dado
que el antibiético macrélido, el ingrediente eficaz, estd en forma de nanoparticulas en la formulacién de suspensién
acuosa, la formulacién puede esterilizarse mediante un filtro, lo que puede permitir una esterilizacion fécil sin afectar
las propiedades fisicoquimicas del ingrediente activo.

La nanoparticula de un antibiético macrélido contenida en la formulacién de suspensién acuosa de la presente
invencién son preferentemente nanoparticulas producidas mediante la mezcla del antibiético macrélido, una sal
fisiolégicamente aceptable y/o un sacérido fisioldgicamente aceptable, un poliol fisioldgicamente aceptable y/o agua,
y un estabilizador de dispersién. La nanoparticula de un antibiético macrélido de la presente invencién es con mayor
preferencia la producida mediante la mezcla del antibiético macrélido, una sal fisiol6gicamente aceptable y/o un
sacérido fisioldgicamente aceptable, un poliol fisioldgicamente aceptable y/o agua, y un estabilizador de dispersién, y
mediante la adicién de lecitina durante o después de la pulverizacién.

Efectos Ventajosos de la Invencién
La formulacién de suspensién acuosa que comprende las nanoparticulas de un antibiético macrélido (y un estabilizador

de dispersion) de la presente invencién tiene buena claridad, (largo plazo) dispersabilidad, estabilidad de conservacién,
retencién corneal y propiedades de migracién del humor acuoso, baja irritabilidad, facil esterilizacién, buena estabilidad
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temporal y estabilidad de dispersion, y por lo tanto puede usarse como una composicién farmacéutica para la
administracién parenteral.

Breve descripcién de las figuras

[Figura 1]La Figura 1 es un grafico que muestra los cambios de la concentracién de claritromicina en el plasma a
lo largo deltiempo. En la figura, la ordenada se refiere a una concentracién de claritromicina (ng/ml) en el plasma,
y la abscisa se refiere al tiempo transcurrido (h). En la figura, el circulo indica una formulacién nanoizada al 0,3 %,
el cuadrado indica una formulacién nanoizada al 1 % y el triangulo indica una formulacién de polvo a granel al 1
%.

[Figura 2]La Figura 2 es un grafico que muestra los cambios de la concentracién de claritromicina en el humor
acuoso a lo largo del tiempo. En la figura, la ordenada se refiere a una concentracidén de claritromicina (ng/ml) en
el humor acuoso, y la abscisa se refiere al tiempo transcurrido (h). En la figura, el circulo indica una formulacién
nanoizada al 0,3 %, el cuadrado indica una formulacién nanoizada al 1 % y el tridngulo indica una formulacién de
polvo a granel al 1 %.

[Figura 3]La Figura 3 es un grafico que muestra los cambios de la concentracién de claritromicina en la conjuntiva
a lo largo del tiempo. En la figura, la ordenada se refiere a una concentracién de claritromicina (ng/ml) en la
conjuntiva, y la abscisa se refiere al tiempo transcurrido (h). En la figura, el circulo indica una formulacién nanocizada
al 0,3 %, el cuadrado indica una formulacién nanoizada al 1 % y el triangulo indica una formulacién de polvo a
granel al 1 %.

[Figura 4]La Figura 4 es un grafico que muestra los resultados de la prueba de eficacia del farmaco de acuerdo
con los criterios de evaluacion de Hatano y otros y Nakamura y otros. La ordenada se refiere a la puntuacion, y la
abscisa se refiere al nimero de dias transcurridos desde la inoculacién de un liquido bacteriano. El circulo negro
indica el grupo de control (vehiculo), el circulo blanco indica el grupo administrado con AzaSite, el triangulo negro
indica el grupo de formulacién de claritromicina nanoizada al 0,3 %, el tridngulo blanco indica el grupo de
formulacién de claritromicina nanoizada al 1 %, y el cuadrado negro indica el grupo de formulaciéon de polvo de
claritromicina al 1 %. El valor se refiere a los valores promedio, y la barra de error se refiere a la desviacién estandar.
[Figura 5]La Figura 5 es un grafico que muestra los resultados de la prueba de eficacia del farmaco de acuerdo
con los criterios de evaluacién de Draize y otros. La ordenada se refiere a la puntuacion, y la abscisa se refiere al
namero de dias transcurridos desde la inoculacién de un liquido bacteriano. El circulo negro indica el grupo de
control (vehiculo), el circulo blanco indica el grupo administrado con AzaSite, el tridngulo negro indica el grupo de
formulacion de claritromicina nanoizada al 0,3 %, el tridngulo blanco indica el grupo de formulacién de claritromicina
nanoizada al 1 %, y el cuadrado negro indica el grupo de formulacién de polvo de claritromicina al 1 %. El valor se
refiere a los valores promedio, y la barra de error se refiere a la desviacidén estandar.

[Figura 6]La Figura 6 es un grafico que muestra los resultados de la prueba de eficacia del farmaco de acuerdo
con los criterios de evaluacion de Hatano y otros y Nakamura y otros. La ordenada se refiere a la puntuacion, y la
abscisa se refiere al nimero de dias transcurridos desde la inoculacién de un liquido bacteriano. El circulo negro
indica el grupo de control (vehiculo), el circulo blanco indica el grupo administrado con AzaSite, el triangulo negro
indica el grupo de formulacién de claritromicina nanoizada al 0,3 %, el tridngulo blanco indica el grupo de
formulacién de claritromicina nanoizada al 1 %, y el cuadrado negro indica el grupo de formulaciéon de polvo de
claritromicina al 1 %. El valor se refiere a los valores promedio, y la barra de error se refiere a la desviacién estandar.
[Figura 7]La Figura 7 es un grafico que muestra los resultados de la prueba de eficacia del farmaco de acuerdo
con los criterios de evaluacién de Draize y otros. La ordenada se refiere a la puntuacion, y la abscisa se refiere al
namero de dias transcurridos desde la inoculacién de un liquido bacteriano. El circulo negro indica el grupo de
control (vehiculo), el circulo blanco indica el grupo administrado con AzaSite, el tridngulo negro indica el grupo de
formulacion de claritromicina nanoizada al 0,3 %, el tridngulo blanco indica el grupo de formulacién de claritromicina
nanoizada al 1 %, y el cuadrado negro indica el grupo de formulacién de polvo de claritromicina al 1 %. El valor se
refiere a los valores promedio, y la barra de error se refiere a la desviacidén estandar.

Descripcion de modalidades
1. Formulacién de suspensién acuosa que comprende particulas finas de un antibiético macrélido

La particula fina de un antibiético macrélido puede producirse mediante la mezcla de un antibiético macrélido, una sal
fisiolégicamente aceptable y/o un sacérido fisioldgicamente aceptable, un poliol fisioldgicamente aceptable y/o agua,
y un estabilizador de dispersion. La particula fina de un antibiético macrélido de la presente invencién puede producirse
preferentemente mediante la adicién de lecitina a la misma durante o después de la etapa de pulverizacién.

El poliol usado para producir la particula fina de un antibiético macrélido no estéa particularmente limitado siempre que
sea comestible sin causar ningun problema fisioldgico. Preferentemente, los polioles fisiolégicamente aceptables son
aquellos que disuelven mal las sales, aquellos con una alta solubilidad en agua, aquellos con un punto de congelacién
bajo y/o aquellos con un punto de ignicién alto. Para facilitar la eliminacién después de la pulverizacién, el poliol
fisiolégicamente aceptable tiene preferentemente una alta solubilidad en agua.
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El poliol incluye, por ejemplo, glicerol, propilenglicol, polietilenglicol, dipropilenglicol y dietilenglicol, y preferentemente
es propilenglicol o glicerol. La viscosidad del poliol es preferentemente de 1 a 100 000 (mPa-S), con mayor preferencia
de 5a 10 000 (mPa-S) y aun mas preferentemente de 10 a 2000 (mPa-S).

La cantidad de poliol usada es preferentemente de 0,2 a 50 partes en masa, con mayor preferencia de 0,4 a 15 partes
en masa, y aln mas preferentemente de 0,6 a 10 partes en masa, con respecto a 1 parte en masa de un compuesto
orgéanico a pulverizar. El tipo de poliol usado puede determinarse adecuadamente de acuerdo con la solubilidad de un
compuesto organico a pulverizar. Puede usarse un tipo de poliol, o alternativamente pueden usarse dos o mas tipos
de poliol en la mezcla.

La sal usada para el método de produccién de esta modalidad no esta particularmente limitada siempre que sea
ingerible sin causar ningln problema fisiolégico. Las sales fisiologicamente aceptables tienen preferentemente una
solubilidad pobre en polioles, una solubilidad alta en agua y/o una higroscopicidad baja, y una dureza adecuada para
la pulverizacién fina de un compuesto organico. Con mayor preferencia, la sal tiene dos 0 mas de estas propiedades.
El grado de solubilidad de la sal a un poliol es preferentemente de 10 (masa/vol) % o menos. Para facilitar la eliminacion
de la sal después de la pulverizacién, la sal tiene preferentemente una alta solubilidad en agua.

Preferentemente, la sal incluye cloruro de sodio, cloruro de potasio, cloruro de amonio, sulfato de sodio, sulfato de
magnesio, sulfato de potasio, sulfato de calcio, malato de sodio, citrato de sodio, citrato de disodio, dihidrogenocitrato
de sodio, dihidrogenocitrato de potasio, hidrogenofosfato de disodio y hidrogenofosfato de dipotasio. Preferentemente,
la sal incluye cloruro de sodio, cloruro de potasio, sulfato de magnesio, sulfato de calcio, citrato de sodio,
dihidrogenofosfato de sodio, dihidrogenofosfato de potasio, hidrogenofosfato de disodio y hidrogenofosfato de
dipotasio, y la sal mas preferida es el cloruro de sodio.

El didmetro de particula de una sal puede ajustarse mediante pulverizacién, o similar, antes de mezclarla con un
antibiético macrélido. Cuando se ajusta de antemano el didmetro de particula de la sal, la Dv de particula puede ser,
por ejemplo, de 5 a 300 um, de 10 a 200 pm, pero preferentemente de 0,01 a 300 pm, con mayor preferencia de 0,1
a 100 ym y aln mas preferentemente de 0,5 a 50 pm. La cantidad de la sal usada es preferentemente de 0 a 100
partes en masa, con mayor preferencia de 0,2 a 50 partes en masa, y alin mas preferentemente de 0,5 a 30 partes en
masa, con respecto a 1 parte en masa de un compuesto organico. Puede usarse un tipo de sal, o alternativamente
pueden usarse dos o mas tipos de sal en la mezcla.

La particula fina de un antibiético macrélido de la presente invencién se produce, por ejemplo, al llevar a cabo las
siguientes etapas en el orden de "etapa de pulverizacién", "etapa de mezcla de lecitina", "etapa de filtracién y lavado
con agua" y "etapa de secado". La "etapa de pulverizacién" y la "etapa de mezcla de lecitina" pueden integrarse para
ser una etapa, en donde la lecitina se afiade a las particulas pulverizadas durante la pulverizacion de las particulas.
La suspensién que comprende las particulas finas de un antibiético macrélido puede producirse preferentemente
mediante la adiciéon de un dispersante, si es necesario, a las particulas finas de un antibiético macrélido obtenidas a
través de cualquiera de las etapas anteriores, y mediante la mezcla de las particulas finas con agua. Por ejemplo, la
suspensién que comprende las particulas finas de un antibidtico macrélido puede producirse mediante la obtencién
de particulas finas de un antibidtico macrélido a través de las etapas de "etapa de pulverizacién" y "etapa de mezcla
de lecitina" sin las etapas de "etapa de filtracién y lavado con agua" y "etapa de secado”, mediante la adicién de un
dispersante, si es necesario, a las particulas finas de un antibiético macrélido, y mediante la mezcla con agua. La
"etapa de pulverizacién", la "etapa de mezcla de lecitina", la "etapa de filtracién (separacién) y lavado con agua" y la
"etapa de secado" se detallan a continuacién.

Etapa de pulverizacién

En el método de produccién de particulas finas de un antibiético macrélido, no existe ninguna limitacién particular a
un pulverizador usado para la pulverizacién himeda de antibiéticos macrélidos siempre que pueda micronizar
mecénicamente los antibiéticos macrélidos. El pulverizador puede incluir pulverizadores usados cominmente tales
como amasadoras, dos rodillos, tres rodillos, molinos de friccion, molinillos de aspiracion, dispersores de amasadora
de palas de disco y extrusores biaxiales.

La pulverizacion de un antibiético macrélido puede lograrse preferentemente mediante la alimentacién de un
compuesto organico, una sal y un estabilizador de dispersiéon en un pulverizador, y amasarlos con la adicién gradual
de un poliol a los mismos. La viscosidad en el momento de amasar puede determinarse adecuadamente en
dependencia del tipo de antibiético macrélido a pulverizar, sal y poliol. La temperatura para la pulverizacién puede
determinarse adecuadamente de acuerdo con el antibidtico macrélido a pulverizar, el pulverizador y similares. La
temperatura para la pulverizacién no se limita particularmente siempre que reduzca la fusién o descomposicién de un
antibiético macroélido, y preferentemente de -50 a 50 °C, con mayor preferencia de -20 a 30 °C y con la maxima
preferencia de -10 a 25 °C. La duracién de la pulverizacién también puede determinarse de acuerdo con el antibiético
macrélido a pulverizar, el pulverizador y similares. La duracién de la pulverizaciéon puede ser, por ejemplo, de
aproximadamente 0,5 a 50 horas, es preferentemente de 1 a 30 horas, con mayor preferencia de 1,5 a 20 horas y con
la méxima preferencia de 2 a 10 horas.
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La cantidad de estabilizador de dispersién usado es preferentemente de 0,002 a 10 partes en masa, con mayor
preferencia de 0,01 a 5 partes en masa, y alin més preferentemente de 0,1 a 1 partes en masa, con respecto a 1 parte
en masa del antibidtico macrélido a pulverizar. El tipo de estabilizador de dispersién usado puede determinarse
adecuadamente de acuerdo con el tipo de compuesto organico a pulverizar. Puede usarse un tipo del estabilizador de
dispersion, o alternativamente pueden usarse dos o mas de diferentes tipos de estabilizador en la mezcla.

Etapa de mezcla de lecitina

La lecitina se mezcla con el producto amasado durante o después de la pulverizaciéon. El producto amasado no
necesita contener un estabilizador de dispersion. La etapa de mezclado de lecitina puede llevarse a cabo mediante la
adicién de lecitina en un pulverizador después o durante la pulverizacién, y continuar el amasado en el mismo
pulverizador. Alternativamente, la etapa de mezclado de lecitina también puede llevarse a cabo con un aparato
diferente para mezclar (un mezclador diferente), al transferir el producto amasado después de la pulverizacion al
mezclador diferente, afiadir lecitina a este, y mezclar el producto amasado con lecitina. La cantidad de lecitina usada
es preferentemente de 0,01 a 10 partes en masa, con mayor preferencia de 0,05 a 2 partes en masa, y aln mas
preferentemente de 0,1 a 1,0 partes en masa, con respecto a 1 parte en masa del antibiético macrélido a pulverizar.
La lecitina puede afiadirse sola, o afiadirse alternativamente en forma de una mezcla con un poliol. En el Gltimo caso,
una relacién de mezcla (relacién en peso) de un poliol a lecitina es de 1 a 10 partes en masa, con mayor preferencia
de 1,5 a 5 partes en masa, y alin méas preferentemente de 2 a 4 partes en masa, con respecto a 1 parte en masa de
lecitina.

Filtracidn (separacién) y lavado con agua etapa

Después de mezclar con lecitina, la sal y el poliol se eliminan, si es necesario, mediante filtracién y lavado con agua.
Especificamente, el producto amasado después de mezclarlo con lecitina se afiade a un solvente, que se mezcla
homogéneamente mediante el uso de un homogeneizador o similar, seguido de filtracién y lavado con agua, de manera
que la sal y el poliol pueden eliminarse. El solvente usado para mezclar homogéneamente el producto amasado no
esta particularmente limitado, siempre que el poliol y la sal se disuelvan facilmente, pero el antibiético macrélido
finamente pulverizado apenas se disuelve, y es un solvente fisiol6gicamente aceptable. El agua es preferible como
solvente, pero también pueden usarse otros solventes. El solvente distinto del agua incluye soluciones mixtas de agua
y un solvente orgénico tal como acido acético, metanol o etanol. El método de filtracidn no esta particularmente limitado
y puede llevarse a cabo mediante un método bien conocido para filtrar las impurezas contenidas en los antibiéticos
macrélidos. El método de filtracién incluye un método de filtracién a presién reducida, un método de filtracién a presién
y un método de membrana de ultrafiltracién. Un método de separacién centrifuga puede eliminar la sal y el poliol, asi
como también la filtracién. Especificamente, en el método de separacién centrifuga, el producto amasado después de
mezclar la lecitina se aflade a un solvente y se mezcla homogéneamente mediante el uso de un homogeneizador o
similar, y subsecuentemente el compuesto orgénico finamente pulverizado se precipita mediante el uso de un
separador centrifugo para eliminar el sobrenadante. La sal y el poliol pueden eliminarse repitiendo este procedimiento.
La conductividad eléctrica del sobrenadante puede medirse para determinar el momento de detener el lavado. Mas
especificamente, por ejemplo, cuando una conductividad eléctrica del sobrenadante es de 10 pS/cm, se puede estimar
que la concentracién de cloruro de sodio es de aproximadamente 5 ppm. La conductividad eléctrica a la que se detiene
el lavado puede determinarse de acuerdo con las propiedades del material.

Las particulas finamente pulverizadas de un antibiético macrélido generalmente tienen una alta energia superficial y,
por lo tanto, se agregan facilmente. Por lo tanto, un aditivo para inhibir una agregacién secundaria puede afiadirse
después de eliminar la sal. El inhibidor de la agregacién secundaria incluye sulfato de alquilo, sales de N-
alquiloilmetiltaurina, etanol, glicerol, propilenglicol, citrato de sodio, lecitina de soya purificada, fosfolipidos, D-sorbitol,
lactosa, xilitol, goma arébiga, éster de acido graso de sacarosa, aceite de ricino hidrogenado de polioxietileno, ésteres
de acido graso de polioxietileno, polietilenglicol, éster de acido graso de polioxietileno sorbitan, alquilbencenosulfonato,
sulfosuccinato, polioxietileno  polioxipropilenglicol,  polivinilpirrolidona (PVP), alcohol polivinilico (PVA),
hidroxipropilcelulosa (HPC), metilcelulosa (MC), hidroxietilcelulosa (HEC), hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC),
carmelosa de sodio, polimero de carboxivinilo (CVP), N-acil glutamato, copolimero de 4cido acrilico, copolimero de
acido metacrilico, caseina de sodio, L-valina, L-leucina, L-isoleucina, cloruro de benzalconio y cloruro de bencetonio.
El sulfato de alquilo y la sal de N-alquiloilmetiltaurina son particularmente preferibles, y el dodecilsulfato de sodio y el
N-miristoilmetiltaurato de sodio son particularmente preferibles. Puede usarse un tipo de inhibidor de la agregacion
secundaria, o alternativamente pueden usarse dos o mas tipos de inhibidor de la agregacién secundaria en la mezcla.

Etapa de secado

Después de eliminar la sal y el poliol de las particulas finamente pulverizadas del antibiético macrélido (en esta
descripcién, el término "eliminar" significa no solo una eliminacién completa sino también una reduccidén en cierta
medida), el solvente usado para eliminar la sal, etc. puede eliminarse de las particulas finamente pulverizadas del
antibiético macrélido mediante tratamiento de secado, si es necesario. El método de secado no esta particularmente
limitado y puede ser un método bien conocido para secar un compuesto orgéanico. El método de secado incluye un
método de secado a presién reducida, un método de liofilizacién, un método de secado por pulverizacién y un método
de congelacién por pulverizacion. La temperatura, la duracién y similares para el secado no estan particularmente
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limitadas, pero la temperatura es preferentemente baja para mantener la estabilidad quimica de una particula de
compuesto organico medicinal y evitar una agregacién de particulas secundarias, y por lo tanto un método de secado
preferible es el método de secado a presidn reducida, el método de liofilizacidn, el método de secado por aspersiéon y
el método de secado por congelacién-aspersién.

Suspensién

Las particulas finas de un antibiético macrélido obtenidas después de completar cualquiera de las etapas "etapa de
pulverizacién", "etapa de mezcla de lecitina", "etapa de filtracién y lavado con agua" y "etapa de secado" (por ejemplo,
las particulas finas de un antibiético macrélido obtenidas a través de la "etapa de pulverizacién" y "etapa de mezcla
de lecitina") pueden mezclarse con un dispersante, si es necesario, y mezclarse con agua, y suspenderse, si es

necesario, mediante tratamiento ultrasénico.

El "diametro promedio de particula" o "Dv" como se refiere en la presente descripcién significa el diametro medio
aritmético en la distribucién de diametros de particula medido por espectroscopia de correlacién de fotones de
dispersién dinamica de luz. El diametro del 50 % (también denominado didmetro mediano, D50) se refiere al diametro
de particula que divide los polvos objetivo en dos grupos en base a los didmetros de particula de manera que los
polvos con mayor didmetro y los polvos con menor didmetro tengan una cantidad igual. El "diametro del 90 %" significa
el diametro de la particula en el 90 % (D90) del nimero total de particulas determinado al contar las particulas en
orden ascendente del 0 % (minimo) al 100 % (méximo) del numero total de particulas mediante el uso de la distribucién
de diametros de particula medida por el método de medicién anterior. El "didmetro del 10 %" significa el diametro de
la particula en el 10 % (D10) del nimero total de particulas determinado mediante el recuento de las particulas en
orden ascendente del 0 % (minimo) al 100 % (méximo) del numero total de particulas mediante el uso de la distribucién
de didmetros de particula medida por el método de mediciéon anterior. Particularmente cuando la formulacién de
suspensién acuosa descrita en la presente descripcion tiene viscosidad, el diametro promedio de particula (Dv) y el
diametro del 90 % (D90) significan el diametro promedio de particula (Dv) y el didametro del 90 % (D90) después de la
correccion de viscosidad, a menos que se indique de cualquier otra manera. El método de medicidn por espectroscopia
de correlacion de fotones de dispersién dinamica de luz, el método de calculo de distribuciéon de didmetros de particula
y el método de correccién de viscosidad se conocen bien en la técnica.

2. Composicidon farmacéutica

La presente invencidn se refiere a una composiciéon farmacéutica que comprende las nanoparticulas de un antibiético
macrélido. La composicién farmacéutica de la presente invenciéon es una composicién farmacéutica para aplicacion
tépica. La "formulaciéon tdpica" como se usa en la presente descripcion significa una formulacién con el propdsito de
la administracién tépica, o una formulacién adecuada para la administracién tdpica. El tipo de composicién
farmacéutica usada en la presente descripcién incluye formulacién tépica ocular (por ejemplo, gotas oftalmicas). Estas
formulaciones pueden formularse mediante métodos de rutina. La composicién farmacéutica de la presente invencion
contiene preferentemente un estabilizador de dispersién. La composicién farmacéutica de la presente invencién se
formula para administraciones tépicas oculares, tales como gotas oftdlmicas.

La composicién farmacéutica de la presente invencién puede contener un portador farmacolégicamente aceptable (un
aditivo farmacéutico). El tipo de aditivos farmacéuticos usados para producir la composiciéon farmacéutica, la
proporcidén de los aditivos farmacéuticos con respecto al ingrediente eficaz, o el método para producir la composicién
farmacéutica pueden seleccionarse adecuadamente por el experto en la técnica en funcién de la forma de
composicién. Los aditivos farmacéuticos usados pueden ser sustancias inorgénicas u orgénicas, o sustancias sélidas
o liquidas, y se afiaden comunmente en la proporcién de 1 % en peso a 90 % en peso con respecto a un peso del
ingrediente eficaz. Los ejemplos especificos de tal sustancia incluyen lactosa, glucosa, manitol, dextrina, ciclodextrina,
almidén, sacarosa, aluminometasilicato de magnesio, silicato de aluminio sintético, carboximetilcelulosa de sodio,
almidén hidroxipropilico, carboximetilcelulosa de calcio, resina de intercambio i6nico, metilcelulosa (MC), gelatina,
goma arabiga, hidroxipropilcelulosa (HPC), hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), polivinilpirrolidona (PVP), alcohol
polivinilico (PVA), acido silicico anhidro ligero, estearato de magnesio, talco, tragacanto, bentonita, veegum, 6xido de
titanio, éster de acido graso de sorbitan, lauril sulfato de sodio, glicerol, éster de &cido graso de glicerol, lanolina
purificada, glicerogelatina, polisorbato, macrogol, aceites vegetales, ceras, parafina liquida, vaselina blanca,
fluorocarbono, surfactantes no iénicos, propilenglicol, agua, cloruro de benzalconio, &cido clorhidrico, cloruro de sodio,
hidréxido de sodio, acido lactico, sodio, monohidrogenofosfato de sodio, dihidrogenofosfato de sodio, acido citrico,
citrato de sodio, edetato disédico, poloxamero 407 y policarbdfilo.

La formulaciéon de suspensién acuosa o composicion farmacéutica de la presente invenciéon puede encerrarse, en
forma de un kit, con un empaque exterior, un contenedor, un diluyente, un agente de suspensién y/o un inserto de
instrucciones sobre el método de formulacién y el método de administracién. Cuando la formulacién de suspension
acuosa o composicion farmacéutica de la presente invencion se suministra en forma de un kit, diferentes componentes
de la formulacién de suspensién acuosa o composicién farmacéutica pueden empacarse en contenedores separados
y encerrarse en un solo kit. Alternativamente, al menos una de una parte de los componentes de la formulacién de
suspensién acuosa o composicidén farmacéutica (que incluye al menos las nanoparticulas de un antibiético macrélido)
solo puede incluirse en un kit y otros componentes pueden proporcionarse por separado del kit. Cuando la formulacién

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 3003 920 T3

de suspensién acuosa o composicion farmacéutica de la presente invencién se suministra como el kit, los
componentes necesarios pueden mezclarse preferentemente inmediatamente antes de su uso para obtener la
formulacion de suspensién acuosa o composicién farmacéutica de la presente invencion.

Por ejemplo, el kit puede ser como sigue:

(a) un kit que comprende nanoparticulas de un antibiético macrélido para preparar una composiciéon farmacéutica
que comprende las nanoparticulas del antibidtico macrélido; o

un kit que comprende una formulaciéon de suspensién acuosa que comprende nanoparticulas de un antibiético
macrélido para preparar una composicién farmacéutica que comprende las nanoparticulas del antibiético
macrélido,

(b) el kit de (a), en donde el diametro promedio de particula de las nanoparticulas es de 300 nm o menos y el
diametro de particula D90 es de 1500 nm o menos;

(c) el kit de (a) o (b), en donde las nanoparticulas se producen mediante la mezcla de un antibiético macrélido, una
sal fisiolégicamente aceptable y/o un sacarido fisiolégicamente aceptable, un poliol fisiolégicamente aceptable y/o
agua, y un estabilizador de dispersion;

(d) el kit de cualquiera de (a) a (c), en donde el antibiético macrdlido es eritromicina, claritromicina, roxitromicina,
azitromicina, josamicina, rokitamicina o kitasamicina;

(e) el kit de cualquiera de (a) a (d), que comprende un estabilizador de dispersion;

(f) el kit de (e), en donde el estabilizador de dispersién es un surfactante, un inhibidor de la agregacién y/o un
modificador de la viscosidad;

(g) el kit de (f), en donde el surfactante es aceite de ricino hidrogenado de polioxietileno 60, polisorbato 80,
monoestearato de polietilenglicol, y/o polioxietileno polioxipropilenglicol;

(h) el kit de (f), en donde el inhibidor de la agregacién es alcohol polivinilico, polietilenglicol y/o polivinilpirrolidona;
(i) el kit de (1), en donde el modificador de la viscosidad es metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa y/o
hidroxietilcelulosa;

(j) el kit de cualquiera de (a) a (i), en donde la composicidén farmacéutica que comprende las nanoparticulas de un
antibiético macrélido tiene poca irritabilidad,

(k) el kit de cualquiera de (a) a (j), que comprende las nanoparticulas de un antibiético macrélido en forma de la
formulacion de suspensién acuosa;

() el kit de cualquiera de (a) a (k) para preparar una formulacién para aplicacion tépica;

(m) el kit de (l) para preparar una formulacién tépica ocular,

(n) el kit de (m) para preparar un colirio;

(o) el kit de cualquiera de (a) a (n) para preparar un farmaco terapéutico o un farmaco preventivo para
enfermedades inflamatorias o enfermedades infecciosas del ojo.

En la presente descripcién se describe un método para preparar la composicién farmacéutica acuosa que comprende
nanoparticulas de un antibiético macrélido, que comprende mezclar un diluyente y la formulacién de suspension
acuosa que comprende las nanoparticulas del antibiético macrélido. Alternativamente, se describe un método para
preparar una formulacién de suspensién acuosa o una composicion farmacéutica acuosa que comprende las
nanoparticulas de un antibiético macrélido, que comprende mezclar un agente de suspensién y las nanoparticulas de
un antibiético macrélido.

En la preparacion de la composicién farmacéutica (por ejemplo, formulacidén tépica ocular (preferentemente gotas
oftalmicas)) de la presente invencién, el pH y la presién osmética de esta no se limitan particularmente siempre que
estén dentro del alcance aceptable para las formulaciones tdpicas, y preferentemente pH 5 a 9,5, con mayor
preferencia pH 6 a 9, aun mas preferentemente pH 7 a 9. La relaciéon de presién osmética de la formulacién (se
excluyen unguentos) a solucién salina es, por ejemplo, aproximadamente 0,3 a 4,3, preferentemente
aproximadamente 0,3 a 2,2, particularmente preferentemente aproximadamente 0,5 a 1,5. El pH y la presién osmética
pueden regularse mediante el uso de un controlador de pH, un agente de tonicidad, una sal o similares mediante el
uso de un método bien conocido en la técnica.

En la presente descripcion, el agente de suspensién y/o diluyente puede contener agua como el ingrediente principal.
Ademas, la composicién farmacéutica, el agente de suspensién y/o el diluyente pueden contener varios aditivos, si es
necesario, tales como un espesante, un surfactante, un conservante, un desinfectante o un agente antibacteriano, un
controlador de pH, un agente de tonicidad y un tampén.

El conservante y el agente desinfectante o antibacteriano incluyen tales como 4cido sérbico o sales de este (acido
sérbico, sorbato de potasio, sorbato de sodio, sorbato de ftriclocarbano, y similares), paraoxibenzoatos
(parahidroxibenzoato de metilo, parahidroxibenzoato de etilo, parahidroxibenzoato de propilo, parahidroxibenzoato de
butilo, y similares), acrinol, cloruro de metilrosanilinio, cloruro de benzalconio, cloruro de bencetonio, cloruro de
cetilpiridinio, bromuro  de cetilpiridinio, clorhexidina o sales de esta, polihexametilenbiguanida,
alquilpoliaminoetilglicina, alcohol bencilico, alcohol fenetilico, clorobutanol, isopropanol, etanol, fenoxietanol, plata
soportada en fosfato de zirconio, mercurocromo, yodopovidona, timerosal, acido deshidroacético, cloroxilenol,
clorofeno, resorcinol, ortofenilfenol, isopropilmetilfenol, timol, hinokitiol, sulfamina, lisozima, lactoferrina, triclosan, 8-
hidroxiquinolina, acido undecilénico, acido caprilico, acido propidnico, acido benzoico, halocarbano, tiabendazol,
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polimixina B, 5-cloro-2-metil-4-isotiazolin-3-ona, 2-metil-4-isotiazolin-3-ona, polilisina, perdxido de hidrégeno, cloruro
de polidronio, Glokill (nombre comercial: por ejemplo, Glokil PQ, producido por Rhodia), cloruro de
polidiarildimetilamonio, poli[dicloruro de oxietileno(dimetiliminio)etileno-(dimetiliminio)etileno], policondensados de
polietilenpoliamina-dimetilamina epiclorhidrina (nombre comercial: por ejemplo, Busan 1157, producido por Buckman
Laboratories International, Inc.), compuestos de biguanida (Cosmosil CQ (nombre comercial, aproximadamente 20 %
en peso de contenido de clorhidrato de polihexametilenbiguanida, producido por Arch Personal Care Products L.P.), y
similares, y sales farmacol6égicamente aceptables de estos.

El controlador de pH incluye &cidos inorganicos (acido clorhidrico, acido sulflrico, acido fosférico, acido polifosférico,
acido bérico y similares), 4cidos organicos (acido lactico, acido acético, acido citrico, acido tartarico, acido mélico,
acido succinico, acido oxalico, &cido glucénico, acido fumarico, acido propidnico, &cido acético, acido aspartico, acido
épsilon-aminocaproico, acido glutamico y &cido aminoetilsulfénico, y similares), gluconolactona, acetato de amonio,
bases inorgénicas (hidrogenocarbonato de sodio, carbonato de sodio, hidréxido de potasio, hidréxido de sodio,
hidréxido de calcio e hidréxido de magnesio, y similares), bases organicas (monoetanolamina, trietanolamina,
diisopropanolamina, triisopropanolamina y lisina, y similares), bérax y sales farmacolégicamente aceptables de estos.

El agente de tonicidad incluye sales inorganicas (por ejemplo, cloruro de sodio, cloruro de potasio, carbonato de sodio,
hidrogenocarbonato de sodio, cloruro de calcio, sulfato de magnesio, hidrogenofosfato de sodio, hidrogenofosfato de
disodio, hidrogenofosfato de dipotasio, tiosulfato de sodio y acetato de sodio), alcoholes polihidricos (por ejemplo,
glicerol, propilenglicol, etilenglicol y 1,3-butilenglicol), sacéaridos (por ejemplo, glucosa, manitol y sorbitol).

El tampén incluye tampén tris, tampdn borato, tampén fosfato, tampén carbonato, tampdn citrato, tampén acetato,
acido épsilon-aminocaproico y aspartato. Especificamente, el tampén puede ser acido bérico o sales de este (borato
de sodio, tetraborato de potasio, metaborato de potasio y similares), acido fosférico o sales de este (hidrogenofosfato
de sodio, dihidrogenofosfato de sodio, dihidrogenofosfato de potasio y similares), acido carbdnico o sales de este
(hidrégeno carbonato de sodio, carbonato de sodio y similares), acido citrico o sales de este (citrato de sodio, citrato
de potasio y similares).

La composicién farmacéutica de la presente invencién puede prepararse mediante un método bien conocido. Por
ejemplo, una formulacién de suspensién acuosa que comprende nanoparticulas de un agente antibacteriano macrélido
se mezcla con cualquier otro componente en un diluyente adecuado tal como agua destilada o agua purificada, y
después se controla la presiéon osmética y el pH como se describié anteriormente, que subsecuentemente se esteriliza
por vapor a alta presion o filtracién en un ambiente estéril, seguido de llenar asépticamente en un contenedor lavado
y esterilizado.

La composicién farmacéutica de la presente invencidn puede ser un farmaco terapéutico o un farmaco preventivo para
enfermedades inflamatorias o enfermedades infecciosas. Por ejemplo, la composiciéon farmacéutica de la presente
invencién puede ser un farmaco terapéutico o preventivo para enfermedades inflamatorias o enfermedades infecciosas
causadas por infecciones. Por lo tanto, la presente invencién abarca una formulaciéon de suspensién acuosa para su
uso como un medicamento (un farmaco terapéutico o un farmaco preventivo para enfermedades inflamatorias o
enfermedades infecciosas), que comprende nanoparticulas de un antibiético macrélido y un estabilizador de
dispersion.

Las enfermedades inflamatorias o enfermedades infecciosas en la presente descripcion abarcan enfermedades
inflamatorias sistémicas y enfermedades infecciosas, asi como también enfermedades inflamatorias e infecciosas
tépicas. Las enfermedades inflamatorias incluyen, ademas de las enfermedades inflamatorias causadas por
infecciones, enfermedades inflamatorias alérgicas (por ejemplo, conjuntivitis alérgica).

Especificamente, la composicién farmacéutica de la presente invencién puede usarse para tratar o prevenir
enfermedades inflamatorias y enfermedades infecciosas del ojo y diversas afecciones asociadas con estas. Las
enfermedades inflamatorias y las enfermedades infecciosas del ojo pueden incluir sintomas de parpados que incluyen
blefaritis, blefaroconjuntivitis, meibomitis, orzuelo agudo o crénico, chalazién, dacriocistitis, dacrioadenitis y acné
rosaceo; sintomas de conjuntiva que incluyen conjuntivitis, oftalmia neonatorum y tracoma; sintomas de la cérnea que
incluyen uUlcera corneal, queratitis superficial y queratitis parenquimatosa, queratoconjuntivitis, cuerpos extrafios e
infecciones posquirdrgicas; y sintomas de la cdmara anterior y el Gvea que incluyen endoftalmitis, uveitis infecciosa e
infecciones posquirdrgicas. Las prevenciones de infecciones incluyen la administracién de la composicién
farmacéutica antes del tratamiento quirdrgico, tal como una operacién o antes de contactar a una persona que presenta
sintomas infecciosos. Para el uso preventivo, la composicion farmacéutica puede administrarse antes del tratamiento
quirdrgico, tal como blefaroplastia, extirpacién de chalazién, blefarorrafia, cirugias para conductos lagrimales y sistema
de drenaje lagrimal, y otros tratamientos quirdrgicos relacionados con los péarpados y el aparato lagrimal; cirugias
conjuntivales que incluyen la extirpacién de pterigién, pingueculitis y tumores, heridas traumaticas tales como el injerto
conjuntival, cortes, quemaduras y rasgufios, y cirugia de colgajo conjuntival; cirugias corneales que incluyen la
extirpacion de objetos extrafios, queratotomia y trasplante de cérnea; cirugias refractivas que incluyen el procedimiento
fotorrefractivo; cirugias de glaucoma que incluyen la filtracién de ampollas; paracentesis de la camara anterior,
iridotomia; cirugia de cataratas; cirugia de retina; y cirugias relacionadas con los musculos extraoculares. La
prevencién de la oftalmia del recién nacido también se incluye en la prevencidén de esta descripcién.
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Con mayor preferencia, la composicién farmacéutica de la presente invencién puede usarse para el tratamiento o la
prevencién de enfermedades infecciosas (por ejemplo, enfermedades infecciosas del ojo) causadas por una amplia
variedad de bacterias o parasitos. Tal microorganismo incluye el género Staphylococcus que incluye Staphylococcus
aureus y Staphylococcus epidermidis; el género Streptococcus que incluye Streptococcus pneumoniae y
Streptococcus pyogenes, Grupos C, F y G de Estreptococos, y Grupo Streptococcus viridans; Haemophilus influenzae
que incluye el biotipo Ill; Haemophilus ducreyi; Moraxella catarrhalis; el género Neisseria que incluye Neisseria
gonorrhoeae y Neisseria meningitidis; el género Clamidia que incluye Chlamydia trachomatis, Chlamydia psittaci, y
Chlamydia pneumoniae; el género Mycobacterium que incluye micobacterias atipicas que incluyen Mycobacterium
tuberculosis y complejo intracelular de Mycobacterium tubercule bacillus, y Mycobacterium marinum, Mycobacterium
fortuitum, y Mycobacterium chelonae; Bordetella pertussis; Campylobacter jejuni; Legionella pneumophila; Bacteroides
bivius; Bacilo de Welch; especies de Peptostreptococcus; Borrelia burgdorferi; Mycoplasma pneumonia; Treponema
pallidum; Ureaplasma urealyticum; toxoplasma; malaria; y nosema.

3. Método de tratamiento/preventivo

La composicién farmacéutica de la presente invenciéon puede usarse para el tratamiento o la prevencién de una
enfermedad inflamatoria 0 una enfermedad infecciosa mediante la administraciéon en una dosis eficaz a un sujeto que
lo necesite. Un sujeto puede ser cualquier animal clasificado en los mamiferos tales como humano; animales de
compafiia tales como perro, gato y conejo; animales domésticos tales como vaca, cerdo, oveja y caballo, y
preferentemente es humano.

Una cantidad de dosis y el nimero de dosis de administracién de la composicién farmacéutica de la presente invencion
no se limitan particularmente y pueden seleccionarse adecuadamente a discrecién del médico en dependencia del
propésito de prevencion y/o tratamiento del deterioro/progreso de la enfermedad a tratar, el tipo de enfermedad, las
condiciones de un paciente tales como el peso corporal y la edad. La cantidad de dosis es generalmente de
aproximadamente 0,01 a 1,000 mg (como peso de ingrediente eficaz) por dia para un adulto, y el nimero de dosis
puede ser una o varias veces al dia. La via de administracién es la administracién tépica, que incluye las gotas
oftélmicas.

Cuando la composicién farmacéutica acuosa de la presente invencidn es para la administracién tdpica, se administra
directamente a un area afectada, un area alrededor de un area afectada, un 6rgano con un area afectada, o similares.
La composicién farmacéutica de la presente invencién se formula en una formulacién tépica ocular. La composicion
farmacéutica de la presente invencién en formulacién tépica puede aplicarse todos los dias, 0 en cualquier nimero de
dosis después del desarrollo de una enfermedad inflamatoria local o enfermedad infecciosa. La cantidad de
dosificacién puede ajustarse adecuadamente en dependencia de las condiciones, etc. Usualmente, se administra a
un ojo de una a 6 veces por dia con aproximadamente 1 a 3 gotas a la vez.

En lo sucesivo, la presente invencion se describe con mas detalle con referencia a ejemplos, pero estos ejemplos no
pretenden limitar el alcance de la presente invencién.

(Ejemplo 1) Produccién de masa de claritromicina pulverizada

A un TRI-MIX de 0,5 | (INOUE MFG., INC.), se alimentaron y mezclaron homogéneamente 10 g de claritromicina que
tenia un didmetro promedio de particula de 10,370 nm (punto de fusién: 217 a 220 °C; Assia Chemical Industries Ltd.),
10 g de cloruro de sodio pulverizado (diametro promedio de particula: 5 um), 60 g de manitol (Wako Pure Chemical
Industries, Ltd.), 3 g de polivinilpirrolidona K25 (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.), y 5 g de lecitina de soya
hidrogenada PHOSPHOLIPON 90H (H. Holstein Co., Ltd.), y después se afiadié 20 g de glicerol, que se pulverizé a 5
°C durante 5 horas manteniendo el contenido en estado de masa. La masa amasada obtenida tenia una cantidad
recuperada de 93 g (rendimiento 86 %).

A 100 mg de la masa amasada obtenida, se afiadieron 3 g de HCO-60 al 0,1 % (Nihon Surfactant Kogyo K.K.) y se
dispersaron durante varios minutos mediante el uso de un dispersor ultrasénico de tipo bafiera (VS-100l1l, AS ONE
Corporation). Como resultado de la medicién de las distribuciones de diametros de particula de claritromicina mediante
el uso de un contador de distribucién de didmetros de particula (DelsaNano, Beckman Coulter, Inc.), el diametro
promedio de particula (Dv) fue de 144,7 nm, el didmetro del 10 % (D10) fue de 81,4 nm, el diametro del 50 % (D50)
fue de 124,6 nmy el didmetro del 90 % (D90) fue de 197,0 nm.

(Ejemplo 2) Efecto del dispersante (surfactante)

(1) Produccién de una formulacién de claritromicina al 0,1 % (HCO-60)

Después de pulverizar por el TRI-MIX como se describe en el Ejemplo 1, se pesaron 0,5 g del producto amasado de
claritromicina (masa amasada) en un vial de vidrio de 50 ml, al que se afiadié 44 g de una solucién acuosa de HCO-
60 al 0,1 % (Nihon Surfactant Kogyo K.K.), y después se dispersé durante 1 a 2 minutos mediante el uso de un

dispersor ultrasénico de tipo bafiera (VS-100Ill, AS ONE Corporation), seguido de una mayor dispersién durante 1
minuto mediante el uso de un dispersor ultrasdnico de tipo sonda (S-4000, MISONIX). Como resultado de la medicidon
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de las distribuciones de didmetros de particula de claritromicina en la dispersiéon acuosa mediante el uso de un
contador de distribucién de didmetros de particula (DelsaNano, Beckman Coulter, Inc., lo mismo se aplica a
continuacién), el didmetro promedio de particula (Dv) fue de 146,0 nm, el diametro del 10 % (D10) fue de 72,5 nm, el
diametro del 50 % (D50) fue de 119,2 nm y el didmetro del 90 % (D90) fue de 220,3 nm.

(2) Produccién de una formulacién de claritromicina al 0,1 % (Tween 80)

Se llevé a cabo el mismo procedimiento que en el Ejemplo 2 (1), excepto que el "HCO-60 al 0,1 % (Nihon Surfactant
Kogyo K.K.)" usado en el Ejemplo 2 (1) anterior se reemplazé con "Tween 80 al 0,1 % (Kanto Chemical Co., Inc.)".
Las distribuciones de didmetros de particula de claritromicina fueron el didmetro promedio de particula (Dv) de 198,5
nm, el didmetro del 10 % (D10) de 84,3 nm, el diametro del 50 % (D50) de 154,9 nm y el diametro del 90 % (D90) de
291,3 nm.

(3) Produccién de una formulacién de claritromicina al 0,1 % (MY S-40)

Se llevé a cabo el mismo procedimiento que en el Ejemplo 2 (1), excepto que el "HCO-60 al 0,1 % (Nihon Surfactant
Kogyo K.K.)" usado en el Ejemplo 2 (1) anterior se reemplazd con "MYS-40 al 0,1 % (Nihon Surfactant Kogyo K.K.)".
Las distribuciones de didmetros de particula de claritromicina fueron el didmetro promedio de particula (Dv) de 142,2
nm, el didmetro del 10 % (D10) de 72,4 nm, el diametro del 50 % (D50) de 118,8 nm y el diametro del 90 % (D90) de
208,1 nm.

(Ejemplo 3) Prueba de estabilidad de la dispersién acuosa de claritromicina nanoizada

Se vertieron aproximadamente 4 ml de cada una de las dispersiones acuosas de la claritromicina nanoizada
producidas en el Ejemplo 2 en un vial de tornillo de 9 ml, y después de cerrar firmemente la tapa, los viales se
almacenaron a temperatura ambiente durante un dia, que se evalué para la estabilidad mediante observacién visual,
etc. Los resultados se muestran en la Tabla 1. Los resultados obtenidos sugieren que HCO-60 sobresale como un
dispersante.

[Tabla 1]
Ejemplo 2 ) (2) (3)
Dispersante HCO-60 Tween80 MYS-40
Cantidad de depésitos Poca Mucho Mucho
Transparencia Alto Turbio Turbio
Observacién microscépica Sin agregados ni cristal Agregados Cristales observados
observados
Evaluacién general o X X

(Ejemplo 4) Efecto de los espesantes
(1) Produccién de una formulacién de claritromicina al 0,1 % (HPMC 60SH-50)

Después de pulverizar por el TRI-MIX en el Ejemplo 1, se pesd 1 g del producto amasado de claritromicina (masa
amasada) en un vial de vidrio de 50 ml, al que se afiadié 44 g de una solucién acuosa de HCO-60 al 0,1 %, y después
se dispers6 durante 1 a 2 minutos mediante el uso de un dispersor ultrasénico de tipo bafiera (VS-100lll, AS ONE
Corporation), seguido de una mayor dispersién bajo presidén aplicada (90 MPa) mediante el uso de un homogeneizador
de alta presién (L0O1, Sanwa Engineering Co, Ltd.). Como resultado de la medicién de las distribuciones de diametros
de particula de claritromicina en la dispersién acuosa mediante el uso de un contador de distribucién de didmetros de
particula, el diametro promedio de particula (Dv) fue de 154,9 nm, el didmetro del 10 % (D10) fue de 77,1 nm, el
diametro del 50 % (D50) fue de 113,2 nm y el didmetro del 90 % (D90) fue de 224,9 nm.

A la dispersién acuosa obtenida, se afiadié 22 g de una solucién acuosa de HPMC 60SH-50 al 0,9 %, que se agité
mediante el uso de un agitador magnético, y después se ajustdé a 89 g con agua purificada y se mezclé mediante
agitacién para producir la formulacién final. Como resultado de la medicién de las distribuciones de didmetros de
particula de claritromicina en la formulacién mediante el uso de un contador de distribucién de didmetros de particula,
el didmetro promedio de particula (Dv) fue de 327,8 nm, el diametro del 10 % (D10) fue de 189,5 nm, el diametro del
50 % (D50) fue de 284,4 nm y el diametro del 90 % (D90) fue de 423,0 nm. Ademas, como resultado del recalculo de
las distribuciones de diametros de particulas mediante la correccién de viscosidad, el didmetro promedio de particula
(Dv) fue de 170,1 nm, el didmetro del 10 % (D10) fue de 98,6 nm, el didmetro del 50 % (D50) fue de 148,6 nmy el
diametro del 90 % (D90) fue de 223,3 nm.

(2) Produccién de una formulacién de claritromicina al 0,1 % (HPMC 60SH-4000)
Se llevé a cabo el mismo procedimiento que en el Ejemplo 4 (1), excepto que se afiadié "22 g de una solucidén acuosa
de HPMC 60SH-50 al 0,9 %, que se agité mediante el uso de un agitador magnético" como en el Ejemplo 4 (1) se

reemplazé con "22 g de una solucién acuosa de HPMC 60SH-4000 al 0,9 % (Shin-Etsu Chemical Co., Ltd.), que se
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dispersé durante 1 minuto mediante el uso de un dispersor ultrasénico de tipo sonda (S-4000, MISONIX)" para producir
la formulacién final. Las distribuciones de diametros de particula antes de la correccién de la viscosidad fueron el
diametro promedio de particula (Dv) de 1017,7 nm, el didmetro del 10 % (D10) de 441,8 nm, el diametro del 50 %
(D50) de 818,3 nm y el diametro del 90 % (D90) de 1629,6 nm. Las distribuciones de didmetros de particula después
de la correccion de la viscosidad fueron el didmetro promedio de particula (Dv) de 219,4 nm, el diametro del 10 %
(D10) de 98,5 nm, el didmetro del 50 % (D50) de 183,6 nm y el diametro del 90 % (D90) de 370,2 nm.

(3) Produccién de una formulacién de claritromicina al 0,1 % (HPMC 65SH-4000)

Se llevé a cabo el mismo procedimiento que en el Ejemplo 4 (2), excepto que se reemplazé "22 g de una solucién
acuosa de HPMC 60SH-4000 al 0,9 %" como en el Ejemplo 4 (2) con "23 g de una solucidén acuosa de HPMC 65SH-
4000 al 1 % (Shin-Etsu Chemical Co., Ltd.)" para producir la formulacién final. Las distribuciones de diametros de
particula antes de la correccién de la viscosidad fueron el diametro promedio de particula (Dv) de 990,1 nm, el didametro
del 10 % (D10) de 424,8 nm, el didmetro del 50 % (D50) de 840,2 nm y el diametro del 90 % (D90) de 1565,5 nm. Las
distribuciones de didmetros de particula después de la correccidén de la viscosidad fueron el didmetro promedio de
particula (Dv) de 219,4 nm, el didmetro del 10 % (D10) de 93,5 nm, el diametro del 50 % (D50) de 183,4 nm y el
diametro del 90 % (D90) de 342,0 nm.

(4) Produccién de una formulacién de claritromicina al 0,1 % (HPMC 90SH-4000SR)

Se llevé a cabo el mismo procedimiento que en el Ejemplo 4 (2), excepto que se reemplazé "22 g de una solucién
acuosa de HPMC 60SH-4000 al 0,9 %" como en el Ejemplo 4 (2) con "8 g de una solucién acuosa de HPMC 90SH-
4000SR al 1 % (Shin-Etsu Chemical Co., Ltd.)" para producir la formulacién final. Las distribuciones de didmetros de
particula antes de la correccién de la viscosidad fueron el diametro promedio de particula (Dv) de 425,0 nm, el didametro
del 10 % (D10) de 146,9 nm, el didmetro del 50 % (D50) de 332,6 nm y el didmetro del 90 % (D90) de 715,6 nm. Las
distribuciones de didmetros de particula después de la correccidén de la viscosidad fueron el didmetro promedio de
particula (Dv) de 219,4 nm, el didmetro del 10 % (D10) de 71,1 nm, el diametro del 50 % (D50) de 157,7 nm y el
diametro del 90 % (D90) de 334,4 nm.

(5) Produccién de una formulacién de claritromicina al 0,1 % (MC SM-15)

Se llevé a cabo el mismo procedimiento que en el Ejemplo 4 (1), excepto que "se afiadieron 22 g de una solucién
acuosa de HPMC 60SH-50 al 0,9 %" como en el Ejemplo 4 (1) se reemplazé con "se afiadieron 33 g de una solucién
acuosa de MC SM-15 al 1 % (Shin-Etsu Chemical Co., Ltd.)" para producir la formulacién final. Las distribuciones de
diametros de particula antes de la correccién de la viscosidad fueron el didmetro promedio de particula (Dv) de 325,5
nm, el diametro del 10 % (D10) de 158,1 nm, el didmetro del 50 % (D50) de 271,3 nm y el didmetro del 90 % (D90) de
474,8 nm. Las distribuciones de diametros de particula después de la correccion de la viscosidad fueron el didmetro
promedio de particula (Dv) de 167,8 nm, el didmetro del 10 % (D10) de 81,4 nm, el diametro del 50 % (D50) de 141,1
nmy el didmetro del 90 % (D90) de 246,9 nm.

(6) Produccién de una formulacién de claritromicina al 0,1 % (MC SM-100)

Se llevé a cabo el mismo procedimiento que en el Ejemplo 4 (1), excepto que "se afiadieron 22 g de una solucién
acuosa de HPMC 60SH-50 al 0,9 %" como en el Ejemplo 4 (1) se reemplazé con "se afiadieron 33 g de una solucién
acuosa de MC SM-100 al 1 % (Shin-Etsu Chemical Co., Ltd.)" para producir la formulacién final. Las distribuciones de
diametros de particula antes de la correccién de la viscosidad fueron el didmetro promedio de particula (Dv) de 608,4
nm, el diametro del 10 % (D10) de 258,8 nm, el didmetro del 50 % (D50) de 499,1 nm y el didmetro del 90 % (D90) de
979,6 nm. Las distribuciones de didmetros de particula después de la correccién de la viscosidad fueron el diametro
promedio de particula (Dv) de 199,8 nm, el didmetro del 10 % (D10) de 81,6 nm, el didmetro del 50 % (D50) de 160,5
nmy el didmetro del 90 % (D90) de 321,3 nm.

(7) Produccién de una formulacién de claritromicina al 0,1 % (PVA-204C)

Se llevé a cabo el mismo procedimiento que en el Ejemplo 4 (1), excepto que "se afiadieron 22 g de una solucién
acuosa de HPMC 60SH-50 al 0,9 %" como en el Ejemplo 4 (1) se reemplazé con "se afiadieron 33 g de una solucién
acuosa de PVA-204C al 2 % (Kuraray Co., Ltd.)" para producir la formulacién final. Las distribuciones de diametros de
particula antes de la correccién de la viscosidad fueron el diametro promedio de particula (Dv) de 197,1 nm, el didametro
del 10 % (D10) de 109,3 nm, el diametro del 50 % (D50) de 169,1 nm y el didmetro del 90 % (D90) de 268,6 nm. Las
distribuciones de didmetros de particula después de la correccidén de la viscosidad fueron el didmetro promedio de
particula (Dv) de 142,4 nm, el didmetro del 10 % (D10) de 80,1 nm, el diametro del 50 % (D50) de 123,3 nm y el
diametro del 90 % (D90) de 196,1 nm.

(8) Produccién de una formulacién de claritromicina al 0,1 % (PEG-4000)

Se llevé a cabo el mismo procedimiento que en el Ejemplo 4 (1), excepto que "se afiadieron 22 g de una solucién
acuosa de HPMC 60SH-50 al 0,9 %" como en el Ejemplo 4 (1) se reemplazé con "se afiadieron 33 g de una solucién

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 3003 920 T3

acuosa de PEG-4000 al 2 % (Kanto Chemical Co., Ltd.)" para producir la formulacién final. Las distribuciones de
diametros de particula antes de la correccién de la viscosidad fueron el didmetro promedio de particula (Dv) de 160,6
nm, el didmetro del 10 % (D10) de 82,1 nm, el diametro del 50 % (D50) de 133,1 nm y el diametro del 90 % (D90) de
235,6 nm. Las distribuciones de diametros de particula después de la correccion de la viscosidad fueron el didmetro
promedio de particula (Dv) de 149,4 nm, el didmetro del 10 % (D10) de 68,0 nm, el didmetro del 50 % (D50) de 110,3
nmy el didmetro del 90 % (D90) de 201,1 nm.

(9) Produccién de una formulacién de claritromicina al 0,1 % (PVP K30)

Se llevé a cabo el mismo procedimiento que en el Ejemplo 4 (1), excepto que se afiadié "22 g de una solucidén acuosa
de HPMC 60SH-50 al 0,9 %" como en el Ejemplo 4 (1) anterior se reemplazd con "33 g de una solucién acuosa de
PVP K30 al 4 % (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.)" para producir la formulacién final. Las distribuciones de
diametros de particula antes de la correccién de la viscosidad fueron el didmetro promedio de particula (Dv) de 212,7
nm, el diametro del 10 % (D10) de 108,2 nm, el didmetro del 50 % (D50) de 176,4 nm y el didmetro del 90 % (D90) de
309,4 nm. Las distribuciones de didmetros de particula después de la correccién de la viscosidad fueron el diametro
promedio de particula (Dv) de 157,0 nm, el didmetro del 10 % (D10) de 78,9 nm, el didmetro del 50 % (D50) de 130,4
nmy el didmetro del 90 % (D90) de 231,4 nm.

(Ejemplo 5) Prueba de estabilidad de las formulaciones
(1) Influencia de los espesantes en la estabilidad 1

Se vertieron aproximadamente 4 ml de cada una de las dispersiones acuosas de la claritromicina nanoizada
producidas en el Ejemplo 4 en un vial de tornillo de 9 ml, y después de cerrar firmemente la tapa, los viales se
almacenaron a 40 °C durante 7 dias, que se evaluaron para la estabilidad mediante observacidén visual, etc. Los
resultados se muestran en la Tabla 2. Los resultados obtenidos sugieren que HPMC (60SH-50) y MC (SM15)
sobresalen como espesantes.

[Tabla 2]

Ejemplo 4 (1) (5) () (8) (9)
Espesante HPMC (60SH - | MC (SM -15) PVA PEG-4 000 PVP-K30

50)
Cantidad de | Ninguno Ninguno Mucho Mucho Mucho
depésitos
Transparencia Alto Alto Turbio Turbio Bajo
Observacion Sin agregados ni | Sin agregados ni | Cristal  capilar | Cristal  capilar | Cristal  capilar
microscoépica cristal cristal observado observado observado
Evaluacién o o X X X
general

(2) Influencia de los espesantes en la estabilidad 2

El Ejemplo 5 (1) revelé la excelencia de HPMC y MC como espesantes. Se realizé una prueba adicional para examinar
la influencia en la estabilidad por el tipo de HPMC y MC. Se vertieron aproximadamente 4 ml de cada una de las
dispersiones de la claritromicina nanoizada producidas en el Ejemplo 4 en un vial de tornillo de 9 ml, y después de
cerrar firmemente la tapa, los viales se almacenaron a 25 °C durante 14 dias, que se evaluaron para la estabilidad
mediante observacién visual, etc. Los resultados se muestran en la Tabla 3. Los resultados sugieren que todas las
series de HPMC y MC usadas en el Ejemplo 4 (2), (3), (4) y (6) son adecuadas como espesantes.

[Tabla 3]
Ejemplo 4 2) (3) (4) (6)
Espesante HPMC (6 0 SH-40 HPMC (6 0 SH-40 | HPMC (6 5 SH-40 | MC (SM-100)
00) 00) 00)
Cantidad de depoésitos Claridad Ninguno Alto Ninguno Alto Ninguno Alto
Observacién microscopica  Sin agregados ni Sin agregados ni | Sin agregados ni | Sin agregados
cristal cristal cristal ni cristal
Evaluacién general o o o o

(Ejemplo 6) Prueba antibacteriana in vitro (prueba de concentracién inhibitoria minima)
(1) Produccién de formulacién: produccién de una formulacién de claritromicina al 0,3 %
Después de pulverizar por el TRI-MIX en el Ejemplo 1, se pesaron 3 g del producto de claritromicina amasado (masa

amasada) en un vial de vidrio de 50 ml, al que se afiadibé 10 g de una solucién acuosa de HCO-60 al 1 %, y después
se dispers6 durante 1 a 2 minutos mediante el uso de un dispersor ultrasénico de tipo bafiera (VS-100lll, AS ONE
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Corporation), seguido de una mayor dispersion durante 1 minuto mediante el uso de un dispersor ultrasénico de tipo
sonda (S-4000, MISONIX). Como resultado de la medicién de las distribuciones de didmetros de particula de
claritromicina en la dispersién mediante el uso de un contador de distribuciéon de diametros de particula, el diametro
promedio de particula (Dv) fue de 246,0 nm, el diametro del 10 % (D10) fue de 103,7 nm, el didmetro del 50 % (D50)
fue de 196,4 nm y el didmetro del 90 % (D90) fue de 393,8 nm.

A la dispersién acuosa obtenida, se afiadié 22 g de una solucién acuosa de HPMC 60SH-50 al 0,9 %, que se agité
mediante el uso de un agitador magnético, y después se ajustdé a 89 g con agua purificada y se mezclé mediante
agitacién para producir la formulacién final. Como resultado de la medicién de las distribuciones de didmetros de
particula de claritromicina en la formulacién mediante el uso de un contador de distribucién de didmetros de particula,
el didmetro promedio de particula (Dv) fue de 328,9 nm, el diametro del 10 % (D10) fue de 167,3 nm, el diametro del
50 % (D50) fue de 270,4 nm y el diametro del 90 % (D90) fue de 481,2 nm. Ademas, como resultado del recalculo de
las distribuciones de diametros de particulas mediante la correccién de viscosidad, el didmetro promedio de particula
(Dv) fue de 162,4 nm, el diametro del 10 % (D10) fue de 82,0 nm, el didmetro del 50 % (D50) fue de 133,6 nmy el
diametro del 90 % (D90) fue de 239,9 nm.

(2) Prueba de concentracién inhibitoria minima (MIC)

Se realizé una prueba de MIC mediante la aplicacién del método de medicién de la concentracion inhibitoria minima
(MIC) mediante el método de microdilucidén en caldo (el método estandar de la Sociedad Japonesa de Quimioterapia).
La suspension de claritromicina preparada en el Ejemplo 6(1) (sustancia de prueba 1) se us6 como sustancia de
prueba. Se usaron una suspensién de claritromicina no pulverizada (sustancia de prueba 2) y una solucién de
claritromicina en DMSO (sustancia de prueba 3) como controles para las comparaciones.

(2-1) Preparacién de medio que contiene sustancias de prueba

Cada una de las sustancias de prueba se agité durante 15 segundos 0 mas mediante el uso de un mezclador de
voértice antes de la diluciéon. Las muestras que contenian claritromicina (sustancias de prueba 1 a 3) se diluyeron con
caldo Mueller Hinton Il a una concentracién de 250 pg/ml, y después se diluyeron dos veces en serie para preparar
medios que contenian cada muestra a una concentracion final del farmaco de 0,012 a 25 pg/ml, que se usaron para
la inoculacién de Staphylococcus aureus subsp. aureus. De manera similar, las muestras se diluyeron con caldo
Mueller Hinton Il a una concentracién de 1000 ug/ml, y después se diluyeron dos veces en serie para preparar medios
que contenian cada muestra a una concentracién final de farmaco de 0,049 a 100 pg/ml, que se usaron para inocular
Pseudomonas aeruginosa.

Se dispens6 0,1 + 0,02 ml por pocillo de cada medio que contenia la sustancia de prueba preparada a una microplaca
de pocillo en forma de U. El medio libre de farmacos se dispensé en dos pocillos como control.

(2-2) Preparacion de bacterias liquidas

Staphylococcus aureus subsp. aureus o Pseudomonas aeruginosa se cultivé durante la noche en medio de agar
Mueller Hinton II. La bacteria recién cultivada en la placa de agar se suspendié en equivalente a 0,5 McFarland
(aproximadamente 108 UFC/ml) con solucién salina esterilizada y se diluyé adicionalmente diez veces
(aproximadamente 107 UFC/mI) con solucién salina esterilizada para preparar un liquido bacteriano.

(2-3) Inoculacién y cultivo del liquido de bacterias

A cada uno de los pocillos a los que se dispensd el medio que contenia la sustancia de prueba o el medio libre de la
sustancia de prueba, se dispensaron 0,005 ml del liquido bacteriano de Staphylococcus aureus subsp. aureus o
Pseudomonas aeruginosa preparado en el anterior (2-2) se inoculé (cantidad final de liquido de bacterias:
aproximadamente 104 UFC/pocillo). El liquido de bacterias no se inoculd a una parte de los pocillos con el medio libre
de la sustancia de prueba para preparar pocillos de control negativo. Después de la inoculacién, los medios se
cultivaron a 35 + 1 °C durante 18 a 24 horas.

(2-4) Determinacion

Después de confirmar el crecimiento en los pocillos de control que contenian medios libres de la sustancia de prueba,
la concentracién inhibitoria minima (MIC) se determiné como la concentracién minima del farmaco en la que no se
detectd el crecimiento del microorganismo a simple vista. Especificamente, cuando se observd turbidez o una
precipitacion con un didmetro de 1 mm o méas a simple vista, o cuando se observaron dos o més fléculos incluso
cuando un precipitado tenia un didmetro de 1 mm o menos, el crecimiento se determiné positivo (+). Cuando no se
observé turbidez o una precipitaciéon a simple vista, o cuando solo se observd una precipitacion con un diametro de 1
mm o menos, el crecimiento se determiné negativo (-).

(3) Resultados
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Los resultados se muestran en la Tabla 4. Los resultados obtenidos sugieren que la claritromicina nanoizada tiene la
actividad antibacteriana equivalente a la claritromicina no pulverizada y la claritromicina disuelta.

[Tabla 4]
Sustancia probada Concentracién inhibitoria minima (pg/ml)
Staphylococcus aureus subsp. aureus | Pseudomonas aeruginosa
Suspensién de claritromicina preparada | 0,391 >100
en el Ejemplo 6 (1) 0,391 >100
0,391 >100
0,391 >100
0,391 >100
Suspensién  de  claritromicina  no | 0,391 >100
pulverizada 0,391 >100
0,391 >100
0,391 >100
0,391 >100
Solucién de claritromicina en DMSO 0,391 >100
0,391 >100
0,391 >100
0,391 >100
0,391 >100

(Ejemplo 7) Prueba de irritacidén ocular
(1) Preparacién de una formulacién de suspension de claritromicina nanoizada
(1-1) Pulverizacién de claritromicina

A un TRI-MIX de 1 | (INOUE MFG., INC.), se alimentaron y mezclaron homogéneamente 30,1 g de claritromicina que
tenia un didmetro promedio de particula de 10,370 nm (punto de fusién: 217 a 220 °C; Assia Chemical Industries Ltd.),
90,1 g de manitol (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.), 8,9 g de polivinilpirrolidona K25 (Wako Pure Chemical
Industries, Ltd.) y 12,0 g de lecitina de soya hidrogenada PHOSPHOLIPON 90H (H. Holstein Co., Ltd.), y después se
afiadié 21,5 g de glicerol, que se pulverizé a 5 °C durante 5 horas manteniendo el contenido en estado de masa. La
masa amasada obtenida tenia una cantidad recuperada de 136,6 g (rendimiento 84 %).

(1-2) Medicién de la distribucién de diametros de particula de claritromicina nanoizada

A 100 mg de la masa amasada obtenida, se afiadieron 3 g de HCO-60 al 0,1 % (Nihon Surfactant Kogyo K.K.) y se
dispersaron durante varios minutos mediante el uso de un dispersor ultrasénico de tipo bafiera (VS-100l1l, AS ONE
Corporation). Como resultado de medir las distribuciones de didmetros de particula de claritromicina mediante el uso
de un contador de distribucién de diametros de particula, el diametro promedio de particula (Dv) fue de 159,7 nm.

(1-3) Preparacién de una formulacién de suspensién de claritromicina nanoizada (concentracién de claritromicina 0,3
%)

Después de pulverizar por el TRI-MIX A, se pesaron 1,25 g del producto amasado de claritromicina (masa amasada)
en un vial de vidrio de 50 ml, al que se afiadi6é 10 g de una solucién acuosa de HCO-60 al 1 % (Nihon Surfactant Kogyo
K.K.), y después se dispers6 durante 1 a 2 minutos mediante el uso de un dispersor ultrasédnico de tipo bafiera (VS-
100111, AS ONE Corporation), seguido de una mayor dispersién durante 1 minuto mediante el uso de un dispersor
ultrasénico de tipo sonda (S-4000, MISONIX). Subsecuentemente, se afiadieron 10 g de una solucién acuosa de HCO-
60 al 1 % de 17,5 g de una solucién acuosa de HPMC al 1 % (60SH-50), 7,5 g de una soluciéon tampén de Tris 1 M y
0,75 g de una solucién acuosa de cloruro de benzalconio al 0,1 % y la cantidad total se ajusté a 75 g con agua
purificada. La mezcla se agité durante 30 minutos mediante el uso de un agitador magnético para obtener una
formulacion de suspensién de claritromicina nanoizada (concentracién de claritromicina 0,3 %).

(1-4) Preparacién de una formulacién de suspensién de claritromicina nanoizada (concentracién de claritromicina 1,0
%)

Después de pulverizar en el TRI-MIX A, se pesaron 4,05 g del producto amasado de claritromicina (masa amasada)
en un vaso de precipitados, al que se afiadié 33,5 g de una solucién acuosa de HCO-60 al 1 % (Nihon Surfactant
Kogyo K.K.), y después se dispersd durante 1 a 2 minutos mediante el uso de un dispersor ultrasénico de tipo bafiera
(VS-100l11l, AS ONE Corporation), seguido de la dispersién durante 1 minuto mediante el uso de un dispersor
ultrasénico de tipo sonda (S-4000, MISONIX). Subsecuentemente, se afiadieron 17,5 g de una solucién acuosa de
HPMC al 1 % (60SH-50), 7,5 g de una solucién tampén de Tris 1 M y 0,75 g de una solucién acuosa de cloruro de
benzalconio al 0,1 %, y la cantidad total se ajusté a 75 g con agua purificada. La mezcla se agité durante 30 minutos
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mediante el uso de un agitador magnético para obtener una formulacién de suspensién de claritromicina nanoizada
(concentracién de claritromicina 1,0 %).

(1-5) Preparacién de una formulacién de suspensién de polvo de claritromicina a granel (concentraciéon de
claritromicina 1,0 %)

En un vaso de precipitados, se pesaron 0,75 g de claritromicina, a la que se afiadi6é 33,5 g de una solucién acuosa de
HCO-60 al 1 % (Nihon Surfactant Kogyo K.K.), y después se dispersé durante 1 a 2 minutos mediante el uso de un
dispersor ultrasénico de tipo bafiera (VS-100Ill, AS ONE Corporation), seguido de una mayor dispersién durante 1
minuto mediante el uso de un dispersor ultrasénico de tipo sonda (S-4000, MISONIX). Subsecuentemente, se
afladieron 17,5 g de una solucién acuosa de HPMC al 1 % (60SH-50), 7,5 g de una solucién tampén de Tris 1 M y
0,75 g de una solucién acuosa de cloruro de benzalconio al 0,1 %, y la cantidad total se ajusté a 75 g con agua
purificada. La mezcla se agité durante 30 minutos mediante el uso de un agitador magnético para obtener una
formulacion de suspensién de polvo de claritromicina a granel (concentracién de claritromicina 1,0 %).

(2) Prueba de evaluacién

(2-1) La irritacién ocular se evalla mediante la administracidn (a) de solucién salina; (b) la formulacién de suspensién
de claritromicina nanoizada (concentracién de claritromicina 0,3 %), (¢) la formulacidén de suspensidn de claritromicina
nanoizada (concentraciéon de claritromicina 1,0 %), o (d) la formulacién de suspensién de polvo de claritromicina a
granel (concentracién de claritromicina 1,0 %) producida en el anterior (1); o (e) AzaSite (marca registrada) (control
positivo) (concentraciéon de azitromicina 0,3 %) a un ojo de un conejo a intervalos de 30 minutos a varias horas, una
vez a 20 veces al dia, y subsecuentemente aplicar fluoresceina al ojo para observar la tincién corneal.

(2-2) A un ojo de un conejo, se administraron 50 ul de cada una de (b) la formulacién de suspensién de claritromicina
nanoizada (concentracién de claritromicina 0,3 %) y (c) la formulacién de suspensidén de claritromicina nanoizada
(concentracién de claritromicina 1,0 %) producida en el anterior (1) y la irritacion ocular se evalué visualmente durante
un periodo de 6 horas. Como resultado, ambas formulaciones de suspensién de claritromicina nanoizada (b) y (¢) no
causaron un aumento en el nimero de ojos parpadeantes, ojos inyectados y una secrecion, y no se reconocid la
irritacién ocular.

(2-3) Se administra solucién salina a un ojo de conejos como control, y las formulaciones anteriores (b) a (e) se
administran al otro ojo a intervalos de 30 minutos a varias horas, de una a 20 veces al dia, para evaluar el nUmero de
parpadeos Y la irritacién ocular. Para la evaluacién de la irritacion ocular, la cérnea, el iris y la conjuntiva de ambos
0jos se observan antes de la administraciéon y 1, 3, 5y 24 horas después de la administracion final, y los resultados se
punttian de acuerdo con los criterios de evaluacién de Draize.

La irritacién ocular de las formulaciones de suspensién de claritromicina nanoizada se considera equivalente o0 menor
que la irritacién ocular de AzaSite, el control positivo.

(Ejemplo 8) Prueba de eficacia del farmaco en modelo animal infeccioso

(1) Se prepara un modelo de infeccién corneal mediante la realizacién de un corte en las cdrneas de un conejo
blanco y subsecuentemente la inoculacién Pseudomonas aeruginosa al ojo. Después de varias horas de la
inoculacién bacteriana, se aplica solucién salina a un ojo del conejo y cada una de las formulaciones (b) a (e)
preparadas en el Ejemplo 7 se aplica al otro ojo, de una a 10 veces al dia durante 3 a 5 dias en ambas aplicaciones.
Después de varias horas de la inoculacidén bacteriana, los sintomas de infeccién de los ojos externos se observan
cada 24 horas durante 4 a 8 dias. Los sintomas de infeccién del ojo externo se punttian de acuerdo con los criterios
de evaluacién de Hatano y otros y Nakamura y otros o los criterios de evaluacién de Draize.

(2) Se prepara un modelo de infeccién corneal mediante la inoculacién Pseudomonas aeruginosa en el saco
conjuntival de un conejo blanco. Después de confirmar el desarrollo de la queratitis (de 5 a 10 horas desde la
inoculacién bacteriana), se aplica solucién salina a un ojo y cada una de las formulaciones (b) a (e) preparadas en
el Ejemplo 7 se aplica al otro ojo, de una a 10 veces al dia durante 3 a 5 dias en ambas aplicaciones. Después de
varias horas de la inoculacién bacteriana, los sintomas de infeccién de los ojos externos se observan cada 24
horas durante 4 a 8 dias. Los sintomas de infeccién del ojo externo se puntlan de acuerdo con los criterios de
evaluacién de Hatano y otros y Nakamura y otros o los criterios de evaluacién de Draize.

(3) Se prepara un modelo de infeccidén corneal mediante la realizacién de un corte en la cérnea de un conejo blanco
y subsecuentemente la inoculacién Staphylococcus aureus al ojo. Se aplica solucién salina a un ojo del conejo y
cada una de las formulaciones (b) a (e) preparadas en el Ejemplo 7 se aplica al otro ojo, de una a 10 veces al dia
durante 3 a 5 dias a partir de varias horas después de la inoculacién bacteriana. Después de varias horas de la
inoculacién bacteriana, los sintomas de infeccién de los ojos externos se observan cada 24 horas durante 4 a 8
dias. Los sintomas de infeccién del ojo externo se puntuaron de acuerdo con los criterios de evaluacién de Hatano
y otros y Nakamura y otros o los criterios de evaluacién de Draize.

(4) Se prepara un modelo de infeccién corneal mediante la inyecciéon Staphylococcus aureus en la cérnea
intraparenquimal de un conejo blanco para crear. Se aplica solucién salina a un ojo del conejo y cada una de las
formulaciones (b) a (e) preparadas en el Ejemplo 7 se aplica al otro ojo, de una a 10 veces al dia durante 3 a 5
dias a partir de varias horas después de la inoculacién bacteriana. Después de varias horas de la inoculacién
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bacteriana, los sintomas de infeccién de los ojos externos se observan cada 24 horas durante 4 a 8 dias. Los
sintomas de infeccidén del ojo externo se puntuaron de acuerdo con los criterios de evaluacién de Hatano y otros y
Nakamura y otros o los criterios de evaluacién de Draize.

La irritacién ocular (opacidad corneal, congestién conjuntival palpebral, edema conjuntival palpebral, congestién
conjuntival bulbar) de las formulaciones de suspensién de claritromicina nanoizada a partir de la observacién visual se
considera equivalente o menor que la irritacién ocular de AzaSite, el control positivo. Los efectos antibacterianos y
antiinflamatorios de las formulaciones de suspensién de claritromicina nanoizada se consideran equivalentes o
superiores a los de AzaSite, el control positivo.

(Ejemplo 9) Prueba de eficacia del farmaco en modelo animal inflamatorio

(1) Se crea un edema conjuntival agudo mediante la inyeccién de &cido araquidénico al 2 % en la conjuntiva del
parpado superior de una rata (modelo de conjuntivitis). Antes de inyectar el acido araquidénico, cada una de las
formulaciones (a) a (e) preparadas en el Ejemplo 7 se aplica al ojo de una a varias veces cada 15 a 30 minutos.
Las ratas se sacrifican de 3 a 6 horas después de la inyeccidén de acido araquiddnico, y el sitio de edema se corta
a lo largo del borde del parpado para medir el peso de este. La relacién de disminucién en el peso del edema de
los grupos a los que se aplicé la formulacidn al grupo al que se aplicé solucién salina se calcula para evaluar el
efecto inhibitorio sobre el edema conjuntival.

(2) Se crea un edema conjuntival agudo mediante la inyeccion de carragenina al 1 % a la conjuntiva del parpado
superior de una rata (modelo de conjuntivitis). Antes de inyectar el carragenano, cada una de las formulaciones (a)
a (e) preparadas en el Ejemplo 7 se aplica al ojo de una a cuatro veces cada 15 a 30 minutos. Las ratas se sacrifican
de 3 a 6 horas después de la inyeccién de carragenano, y el sitio de edema se corta a lo largo del borde del
parpado para medir el peso de este. La relaciéon de disminucién en el peso del edema de los grupos a los que se
aplicé la formulacién al grupo al que se aplicé solucién salina se calcula para evaluar el efecto inhibitorio sobre el
edema conjuntival.

(3) Se crea un edema conjuntival agudo mediante la inyeccién de carragenina al 1 % en la conjuntiva del parpado
superior de una rata (modelo de conjuntivitis). Inmediatamente después de la inyeccién de carragenina, se
administrd azul de Evans al 1 % por la vena de la cola. Antes de inyectar carragenina, cada una de las
formulaciones (b) a (e) preparadas en el Ejemplo 7 se aplica a un ojo (0jo derecho) y se aplica solucién salina al
otro ojo (ojo izquierdo) de una a cuatro veces cada 15 a 30 minutos. Las ratas se sacrificaron de 3 a 6 horas
después de la inyeccidén de carragenano y se elimind la piel del parpado. La piel del parpado obtenida se coloca
en un tubo Falcon, al que se aflade formamida y después se sumerge en un refrigerador durante la noche. El
contenido de tinte azul de Evans contenido en el sobrenadante después de la centrifugacién puede determinarse
a partir de una absorbancia a 620 nm mediante el uso de un espectrofotémetro. El efecto inhibitorio sobre el edema
conjuntival se evalta como velocidad de inhibicién de la fuga de colorante que se muestra méas abajo.

tasa de inhibicién (%) = {((fuga de tinte del ojo izquierdo) - (fuga de tinte del ojo derecho)) / (fuga de tinte del ojo
izquierdo)} x 100

(4) Se crea un edema conjuntival agudo mediante la inyecciéon de formalina al 1 % en la conjuntiva del parpado
superior de una rata (modelo de conjuntivitis). Antes de inyectar la formalina, cada una de las formulaciones (a) a
(e) preparadas en el Ejemplo 7 se aplica al ojo de una a cuatro veces cada 15 a 30 minutos. Las ratas se sacrifican
de 3 a 6 horas después de la inyeccién de formalina, y el sitio de edema se corta a lo largo del borde del parpado
para medir el peso de este. La relacién de disminucidn en el peso del edema de los grupos a los que se aplicé la
formulacién al grupo al que se aplicé solucién salina se calcula para evaluar el efecto inhibitorio sobre el edema
conjuntival.

(5) Se crea un edema conjuntival agudo mediante la inyeccién de caolin al 10 % en la conjuntiva del parpado
superior de una rata (modelo de conjuntivitis). Antes de inyectar el caolin, cada una de las formulaciones (a) a (e)
preparadas en el Ejemplo 7 se aplica al ojo de una a cuatro veces cada 15 a 30 minutos. Las ratas se sacrifican
de 3 a 6 horas después de la inyeccidn de caolin, y el sitio de edema se corta a lo largo del borde del parpado para
medir el peso de este. La relaciéon de disminucién en el peso del edema de los grupos a los que se aplicé la
formulacién al grupo al que se aplicé solucién salina se calcula para evaluar el efecto inhibitorio sobre el edema
conjuntival.

(6) Se crea un edema conjuntival agudo mediante la aplicacién de aceite de crotén al 10 % al saco conjuntival de
una rata (modelo de conjuntivitis). Antes de aplicar el aceite de crotdn, cada una de las formulaciones (a) a (e)
preparadas en el Ejemplo 7 se aplica al ojo de una a cuatro veces cada 30 a 50 minutos. Las ratas se sacrifican
de 2 a 6 horas después de la Ultima aplicacién de aceite de crotédn, y el sitio de edema se corta a lo largo del borde
del parpado para medir el peso de este. La relacién de disminucién en el peso del edema de los grupos a los que
se aplicd la formulacion al grupo al que se aplicé solucidn salina se calcula para evaluar el efecto inhibitorio sobre
el edema conjuntival.

(7) Se crea una uveitis mediante la inyeccién de albimina sérica bovina en el humor vitreo de un conejo (uveitis
primaria). Después de que se reduzca la inflamacioén (27 a 29 dias después de la inyeccién de albumina sérica
bovina al humor vitreo), se inyecta de nuevo albumina sérica bovina de la vena de la oreja para recurrir la uveitis
(uveitis secundaria). Cada una de las formulaciones (a) a (e) preparadas en el Ejemplo 7 se aplica a la uveitis
primaria y a la uveitis secundaria a intervalos de 30 minutos a varias horas, de una a 6 veces al dia. El grupo
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aplicado con solucién salina y los grupos aplicados con formulacién se observan para los sintomas de inflamacién
del ojo externo (opacidad corneal, congestién conjuntival palpebral, edema conjuntival palpebral, congestién
conjuntival bulbar) y para los sintomas de inflamacién del ojo interno (congestién del iris, cambios morfoldgicos del
iris, turbidez de la camara anterior), que se punttan de acuerdo con los criterios de puntuacién para usar como
indicador de uveitis.

La irritaciéon ocular observada visualmente (opacidad corneal, congestién conjuntival palpebral, edema conjuntival
palpebral, congestién conjuntival bulbar) de las formulaciones de suspensién de claritromicina nanoizada se considera
equivalente o menor que la irritacién ocular de AzaSite (marca comercial registrada), el control positivo. Los efectos
antiinflamatorios de las formulaciones de suspensién de claritromicina nanoizada se consideran equivalentes o
superiores a los de AzaSite (marca comercial registrada), el control positivo.

(Ejemplo 10) Prueba de estabilidad de la formulacién de suspensioén de claritromicina nanoizada

Una cantidad de 6 a 8 g de las formulaciones de suspensién de claritromicina nanoizada (concentraciones de
claritromicina 0,3 % y 1,0 %) producidas en el Ejemplo 7 (1) se pesaron en un vial de tornillo de 9 ml, se dejaron
reposar en termohigrémetros, cada uno a 5 °C, 25 °C y 40 °C para llevar a cabo la prueba de estabilidad durante un
periodo de 14 dias. En los dias 7 y 14, las concentraciones de claritromicina se determinaron mediante cromatografia
liguida de alto rendimiento (HPLC), y la relacidén residual se determiné en comparacién con la concentracién de
claritromicina inmediatamente después de la formulaciéon que se tomé como 100 % para evaluar la estabilidad. Las
condiciones del analisis de HPLC fueron las siguientes.

Aparatos: Waters alliance

Columna: Inertsil ODS 4,6 mm x 150 mm
Temperatura de la columna: 50 °C
Eluato: KH2PO4 20 mM/CH3CN (8:2)
Longitud de onda de deteccién: 210 nm

Los resultados de la prueba de estabilidad se muestran en la Tabla 5. La claritromicina no se descompuso, pero fue
estable a cada temperatura de 5 °C, 25 °C y 40 °C durante los 14 dias.

[Tabla 5]

Concentraciéon de claritromicina Concentracion de claritromicina

0,3% 1,0 %

5°C 25°C 40°C 5°C 25°C 40°C
Inmediatamente después de la preparacién 100 100 100 100 100 100
(%)
Dias 7 (%) 100,0 99,8 100,8 100,0 100,4 994
Dias 14 (%) 101,5 100,9 101,0 99,4 98,5 100,8

(Ejemplo 11) Prueba de cinética intraocular de formulaciones de suspensién de claritromicina nanoizada

Las formulaciones de (b) la formulaciéon de suspension de claritromicina nanoizada (concentracién de claritromicina
0,3 %), (c) la formulacién de suspensién de claritromicina nanoizada (concentracién de claritromicina 1,0 %), y (d) la
formulacion de suspensién de polvo de claritromicina a granel (concentracion de claritromicina 1,0 %) producidas en
el Ejemplo 7 (1), o (e) AzaSite (marca registrada) (control positivo) (concentracién de azitromicina 0,3 %) se aplican
respectivamente al ojo de conejos de una vez a 10 veces a intervalos de 5 a 30 minutos, y las concentraciones de
claritromicina en los tejidos oculares externos (conjuntiva, cérnea, humor acuoso) después de 30 minutos, 1,2, 4y 6
horas después de la aplicaciéon se miden por HPLC o LC/MS/MS, etc.

Se considera que las concentraciones de claritromicina de las formulaciones de suspensién de claritromicina
nanoizada en la conjuntiva, la cdrnea y el humor acuoso son més altas que las de la formulacién de suspensién de
polvo de claritromicina a granel, y se consideran equivalentes o superiores a las de AzaSite, el control positivo.

(Ejemplo 12) Produccién de masa de claritromicina pulverizada

A un TRI-MIX de 0,5 | (INOUE MFG., INC.), se alimentaron 30 g de claritromicina que tiene un didmetro promedio de
particula de 10,370 nm (punto de fusion: 217 a 220 °C; Assia Chemical Industries Ltd.), 90 g de manitol (Wako Pure
Chemical Industries, Ltd.), 9 g de polivinilpirrolidona K25 (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.), y 12 g de lecitina de
soya hidrogenada PHOSPHOLIPON 90H (H. Holstein Co., Ltd.) y se mezclaron homogéneamente, y después se
afladi6 23,6 g de glicerol, que se pulverizé a 10 °C durante 6 horas manteniendo el contenido en estado de masa. La
masa amasada obtenida tenia una cantidad recuperada de 145,8 g (rendimiento 88,5 %).

A 100 mg de la masa amasada obtenida, se afiadieron 3 g de HCO-60 al 0,1 % (Nihon Surfactant Kogyo K.K.) y se

dispersaron durante varios minutos en un dispersor ultrasénico de tipo bafiera (VS-100Ill, AS ONE Corporation). Como
resultado de la medicién de las distribuciones de diametros de particula de claritromicina mediante el uso de un
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contador de distribucién de didmetros de particula, el didmetro promedio de particula (Dv) fue de 146,8 nm, el diametro
del 10 % (D10) fue de 85,5 nm, el diametro del 50 % (D50) fue de 131,1 nm y el didmetro del 90 % (D90) fue de 222,0
nm.

(Ejemplo 13) Produccién de masa de azitromicina pulverizada

A un TRI-MIX de 0,5 | (INOUE MFG., INC.), se alimentaron 5 g de dihidrato de azitromicina que tiene un diametro
promedio de particula de 74,99 um (punto de fusién: 133 a 135 °C; Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.), 60 g de cloruro
de sodio (Tomita Salt K30, Tomita Pharmaceutical Co., Ltd.), 8 g de una mezcla de lecitina de soja hidrogenada
(PHOSPHOLIPON 90H, H. Holstein Co., Ltd.) / glicerol (Junsei Chemical Co., Ltd.) (1 : 3), y 9,6 g de glicerol, que se
pulverizé a 5 °C durante 2 horas manteniendo el contenido en estado de masa. La masa amasada obtenida tenia una
cantidad recuperada de 74,8 g (rendimiento 90,6 %).

A 100 mg de la masa amasada obtenida, se afiadié 5 g de una solucién mixta de 0,05 % de MYS-40 (Nihon Surfactant
Kogyo KK.) / 0,05 % de PLONON 407P (Nippon Yushi Industry Co., Ltd.) y se dispersé durante varios minutos
mediante el uso de un dispersor ultrasénico de tipo bafiera (VS-100Ill, AS ONE Corporation), al que se afiadi6 45 g
de agua purificada, y después el contenido se dispers6 durante varios minutos mediante el uso de un dispersor
ultrasénico de tipo bafiera. Como resultado de la medicién de las distribuciones de diametros de particula de
azitromicina mediante el uso de un contador de distribucién de diametros de particula, el didmetro promedio de
particula (Dv) fue de 147,3 nm, el didmetro del 10 % (D10) fue de 88,9 nm, el diametro del 50 % (D50) fue de 130,1
nmy el didmetro del 90 % (D90) fue de 188,2 nm.

(Ejemplo 14) Produccién de masa de roxitromicina pulverizada

A un TRI-MIX de 0,5 | (INOUE MFG., INC.), se alimentaron 5 g de roxitromicina que tiene un didmetro promedio de
particula de 121,3 pm (punto de fusién: 122 a 126 °C; Wako Pure Chemical Industry Co., Ltd.), 60 g de cloruro de
sodio (Oshio micron T-0, AKO KASEI CO., LTD.), 8 g de una mezcla de lecitina de soja hidrogenada (PHOSPHOLIPON
90H, H. Holstein Co., Ltd.) / glicerol (Junsei Chemical Co., Ltd.) (1: 3), y 9,6 g de glicerol, que se pulverizarona 5 °C
durante 2 horas manteniendo el contenido en estado de masa. La masa amasada obtenida tenia una cantidad
recuperada de 81,6 g (rendimiento 98,4 %).

A 100 mg de la masa amasada obtenida, se afiadié 5 g de una solucién mixta de 0,05 % de MYS-40 (Nihon Surfactant
Kogyo KK.) / 0,05 % de PLONON 407P (Nippon Yushi Industry Co., Ltd.) y se dispersé durante varios minutos
mediante el uso de un dispersor ultrasénico de tipo bafiera (VS-100Ill, AS ONE Corporation), al que se afiadid 25 g
de agua purificada, y después el contenido se dispers6 durante varios minutos mediante el uso de un dispersor
ultrasénico de tipo bafiera. Como resultado de la medicién de las distribuciones de diametros de particula de
roxitromicina mediante el uso de un contador de distribucién de diametros de particula, el didmetro promedio de
particula (Dv) fue de 234,5 nm, el didametro del 10 % (D10) fue de 119,0 nm, el didmetro del 50 % (D50) fue de 195,0
nmy el didmetro del 90 % (D90) fue de 341,5 nm.

(Ejemplo 15) Produccién de una formulaciéon de suspensién de claritromicina nanoizada al 0,3 %

Después de pulverizar por el TRI-MIX en el Ejemplo 12, se pesaron 2,55 g del producto de claritromicina amasado
(masa amasada) en un vial de vidrio de 50 ml, al que se afiadié 20,0 g de una solucién acuosa de HCO-60 al 1 % y
se dispers6 durante 1 a 2 minutos mediante el uso de un dispersor ultrasénico de tipo bafiera (VS-100lll, AS ONE
Corporation), seguido de una mayor dispersiéon durante 1 minuto (30 segundos x 2) mediante el uso de un dispersor
ultrasénico de tipo sonda (S-4000, MISONIX). Como resultado de medir las distribuciones de didmetros de particula
de claritromicina en la dispersién mediante el uso de un contador de distribuciéon de didmetros de particula, el diametro
promedio de particula (Dv) fue de 219,2 nm.

A la dispersién obtenida anteriormente, se afiadieron 20,0 g de una solucién acuosa de HCO-60 al 1 %, 35,0 g de una
solucién acuosa de HPMC 60SH-50 al 1 %, 15,0 g de una solucién tampén de Tris 1 M (pH 7,5) y 1,5 g de una solucién
acuosa de cloruro de benzalconio (BAC) al 0,1 % y se agité mediante el uso de un agitador magnético, que se ajusté
a 150 g con agua purificada, seguido de agitaciéon y mezcla para producir la formulacién al 0,3 %. Como resultado de
la medicién de las distribuciones de didmetros de particula de claritromicina en la formulacién mediante el uso de un
contador de distribucién de didmetros de particula, el didmetro promedio de particula (Dv) fue de 391,9 nm, el diametro
del 10 % (D10) fue de 205,3 nm, el diametro del 50 % (D50) fue de 326,1 nm y el diametro del 90 % (D90) fue de
556,5 nm.

(Ejemplo 16) Produccién de una formulaciéon de suspensién de claritromicina nanoizada al 1,0 %

Después de pulverizar por el TRI-MIX en el Ejemplo 12, se pesaron 5,55 g del producto de claritromicina amasado
(masa amasada) en un vaso de precipitados de vidrio, al que se afiadié 46,7 g de una solucién acuosa de HCO-60 al
1 % y se dispersd durante 1 a 2 minutos mediante el uso de un dispersor ultrasénico de tipo bafiera (VS-100lll, AS
ONE Corporation), seguido de la dispersiéon durante 1 minuto (30 segundos x 2) mediante el uso de un dispersor
ultrasénico de tipo sonda (S-4000, MISONIX). Como resultado de medir las distribuciones de didmetros de particula

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 3003 920 T3

de claritromicina en la dispersién mediante el uso de un contador de distribuciéon de didmetros de particula, el diametro
promedio de particula (Dv) fue de 217,6 nm.

A la dispersién anterior, se afiadieron 23,3 g de una solucién acuosa de HPMC 60SH-50 al 1 %, 7,5 g de una solucién
tampén de Tris 1 M (pH 7,5) y 1,0 g de una solucién acuosa de cloruro de benzalconio (BAC) al 0,1 % y se agitd
mediante el uso de un agitador magnético, que se ajusté a 100 g con agua purificada, seguido de agitacién y mezcla
para producir la formulacién al 1,0 %. Como resultado de la medicién de las distribuciones de didmetros de particula
de claritromicina en la formulacién, el didmetro promedio de particula (Dv) fue de 548,1 nm, el didmetro del 10 % (D10)
fue de 294,4 nm, el diametro del 50 % (D50) fue de 484,4 nm y el diametro del 90 % (D90) fue de 785,6 nm.

(Ejemplo 17) Prueba de farmacocinética intraocular de formulaciones de suspensién de claritromicina nanoizada

La prueba de farmacocinética intraocular se llevé a cabo como se describe mas abajo mediante el uso de tres tipos
de formulaciones, la formulacién de suspensidn de claritromicina nanoizada al 0,3 % producida en el Ejemplo 15 (en
adelante denominada formulacién nanoizada al 0,3 %), la formulacién de suspensidn de claritromicina nanoizada al
1,0 % producida en el Ejemplo 16 (en adelante denominada formulacién nanoizada al 1,0 %), y la formulacién de
suspensién de polvo de claritromicina a granel al 1,0 % (en adelante denominada formulacién de polvo a granel de
claritromicina al 1,0 %).

El parpado inferior de un conejo (cepa Kbl: JW, macho) se retiré suavemente, se aplicaron 50 ul de cada una de las
formulaciones una vez al saco conjuntival del ojo izquierdo mediante el uso de una pipeta, y subsecuentemente los
parpados superior e inferior se cerraron y se mantuvieron suavemente durante aproximadamente 2 segundos. A los
30 minutos, 2, 4 y 6 horas después de la aplicacién al ojo, se recogieron el plasma, el humor acuoso y la conjuntiva
para medir las concentraciones de claritromicina mediante LC-MS/MS.

El plasma se recogié de la siguiente manera. Se recogieron aproximadamente 1 ml de sangre de la vena auricular y
se centrifugé rapidamente (4 °C, 1710 x g, 3000 rpm) para obtener el plasma. El plasma obtenido se crioconservé en
un congelador ultraprofundo (-70 °C o menos) hasta su analisis.

El humor acuoso y la conjuntiva se recogieron de la siguiente manera. Después de la recoleccién de sangre, el conejo
se anestesié mediante la administracién intravenosa de una solucién acuosa de pentobarbital al pabellén auricular y
después se le practicod la eutanasia mediante sangrado. Después de lavar minuciosamente el ojo con agua para
inyeccion, se recogié el humor acuoso y después se recogié la conjuntiva. Cada uno del humor acuoso y la conjuntiva
recogidos se pesé y se congeld en nitrégeno liquido, y se crioconservé en un congelador ultraprofundo (-70 °C o
menos) hasta su analisis.

Los pretratamientos de cada muestra se llevaron a cabo de la siguiente manera. Para el plasma, se afiadieron 50 I
de acetonitrilo a 20 pl del plasma, que se agitd a fondo y después se centrifugd (13 100 x g, 4 °C, 5 minutos), y se
inyectaron 2 pl del sobrenadante para LC-MS/MS. Para el humor acuoso, se afiadieron 50 pl de acetonitrilo a 20 pl
del humor acuoso, que se agit6é a fondo y después se centrifugé (13 100 x g, 4 °C, 5 minutos), y se inyectaron 2 pl del
sobrenadante para LC-MS/MS. Para la conjuntiva, después de la adicién de agua ultrapura de 9 veces tanto volumen
como un peso humedo de la conjuntiva a la conjuntiva, se homogeneizé la conjuntiva. A 20 pl del homogeneizado
conjuntival, se afiadié 50 pl de acetonitrilo, que se agitd a fondo y después se centrifugd (13 100 x g, 4 °C, 5 minutos),
y se inyectaron 2 ul del sobrenadante para LC-MS/MS.

Las condiciones del analisis de HPLC fueron las siguientes:

Columna Inertsil ODS-4 HP (GL Sciences)
Fase movil A Formiato de amonio 20 mM
Fase mévil B Acetonitrilo
Gradiente Tiempo (min) Fase movil A (%) Fase movil B (%)
0,00 60 40
3,00 20 80
4,50 20 80
4,51 60 40
6,00 60 40
Régimen de flujo 0,2 ml/min
Temperatura de la columna 40 °C
Temperatura del muestreador automatico 4 °C
Cantidad administrada 2l
Tiempo de anélisis 6 minutos

Las condiciones del anélisis de MS/MS fueron las siguientes:
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Fuente de iones: lonizacién por electropulverizacién (ESI)
Tipo de exploracién:  Monitoreo de reacciones multiples (MRM)
Polaridad: Positivo

Temperatura fuente: 500 °C

Monitorear el ion: Compuesto Q1 (m/z) Q3 (mfz)

Claritromicina 749,00 158,00

Los resultados se muestran en las Figuras 1 a 3. En comparacién con el polvo a granel, la claritromicina nanoizada
tiene propiedades de migracion mas altas al humor acuoso y a la conjuntiva, y propiedades de migracion
sustancialmente iguales a las de la sangre.

(Ejemplo 18) Prueba de eficacia de las formulaciones de suspensién de claritromicina nanoizada 1

Se credé un modelo de Ulcera corneal en un conejo y se desarrollé conjuntivitis mediante Staphylococcus aureus
infeccién con el fin de evaluar la efectividad de las formulaciones de suspensién de claritromicina nanoizada (gotas
oftalmicas) como sigue.

El modelo de Ulcera corneal se cred de la siguiente manera. El ojo externo de un conejo de color blanco japonés (cepa
Sle: JW/CSK, macho) se lavd con solucién salina bajo anestesia con pentobarbital sédico (administracién intravenosa
a la auricula) y la cérnea se anestesié localmente con clorhidrato de oxibuprocaina al 0,4 %. Un globo ocular del conejo
se dislocé por compresiéon mediante el uso de una cuchara dispensadora, se hizo un corte circular poco profundo en
el centro de la cérnea mediante un trépano de 6 mm de didmetro (trépano de trasplante corneal de Castroviejo), y se
hizo un corte en forma de "#' con dos pares de lineas paralelas verticales y horizontales que alcanzan la cérnea
intraparenquimal dentro del corte circular mediante el uso de una aguja de 26 G x 1/2 SB.

El liquido bacteriano se inoculé de la siguiente manera. Un liquido bacteriano de Staphylococcus aureus (St. aureus
cepa ATCC25923) en una concentraciéon de 1 x 109 ufc/ml se instilé una vez en la cérnea a 50 pl/ojo mediante el uso
de una micropipeta y un chip. Se permitié que el conejo parpadee y se masajed suavemente el parpado unas pocas
veces. El liquido del conejo se dej6 caer una vez mas, se permitié6 que el conejo parpadee y se masajed suavemente
el parpado unas pocas veces (se instilé 0,1 ml por ojo en la cérnea).

Las sustancias de prueba fueron AzaSite (solucién oftalmica de azitromicina al 1 %), la formulacién de claritromicina
nanoizada al 0,3 % producida en el Ejemplo 15, la formulacién de claritromicina nanoizada al 1,0 % producida en el
Ejemplo 16, y una formulacién de suspensién de polvo de claritromicina a granel al 1,0 %, y un vehiculo (la misma
composicién con la formulacién de claritromicina nanoizada al 0,3 % anterior excepto que no se contuvo claritromicina).

Las sustancias de prueba se administraron de la siguiente manera. El parpado inferior se retir6 suavemente y se
instilaron 50 pl/ojo de la sustancia de prueba en el saco conjuntival mediante el uso de una micropipeta y un chip. La
sustancia de prueba se administrd durante cuatro dias, dos veces (4 horas y 8 horas después de la inoculacién liquida
de la bacteria) el dia de la inoculacién liquida de la bacteria (dia 1) y tres veces al dia (un intervalo de 4 horas) en los
dias 2 a 4.

[Tabla 6]

Grupo | Concentracién Muestra probada Tratamiento | Nimero de ojos/
liguida de bacterias ndmero de animales
(ufc/cdrnea)

1 1% 108 Vehiculo dos veces al | 4/4

2 AzaSite dia para el | 4/4

3 Claritromicina nanoizada al 0,3 % dia 1 4/4

4 Claritromicina nanoizada al 1,0 % tres veces al | 4/4

5 Polvo a granel de claritromicina al 1,0 % dia durante | 4/4

los dias2a 4

El resultado se observé y la eficacia del farmaco se evalué y determiné de la siguiente manera. El sitio de infeccidn
corneal, la cérnea, el iris y la conjuntiva se observaron una vez al dia durante 7 dias desde el dia 1 hasta el dia 7
después de la inoculacién liquida de la bacteria mediante el uso de un microscopio de ldmpara de hendidura. Para la
evaluacién y determinacién de la eficacia del farmaco, la evaluacién de los hallazgos corneales de acuerdo con los
criterios de evaluacién de Hatano y otros y Nakamura y otros. (Tabla 7), y las evaluaciones de los hallazgos corneales,
iridicos y conjuntivales de acuerdo con los criterios de evaluacién de Draize J.H. y otros. (Tabla 8) se emplearon. La
evaluacién mediante el uso de los criterios de evaluacién de Draize J.H. y otros se llevd a cabo de la siguiente manera:

Cérmea=AxB x5

Iris=x5

Conjuntiva=(A+B+C)x2

Puntuacién total = cérnea + iris + conjuntiva

Puntuacién maxima 80)
Puntuacién maxima 10)
Puntuacién maxima 20)
Puntuacién maxima 110)

P
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[Tabla 7]

Los criterios de evaluacién de Hatano y otros y Nakamura y otros.

Regién | Imagen de observacién Evaluacién
Coérnea | Area de turbidez corneal
Sin turbidez corneal 0
Sin turbidez corneal, pero edema | 0,5
ligero +1
Turbidez corneal menor que 6 mm +2
Turbidez corneal total de 6 mm +3
Turbidez corneal mayor que 6 mm +4
Turbidez corneal de toda la cérnea

[Tabla 8]

Los criterios de evaluacién de Draize J.H. y otros.

Regién Grado de respuesta ocular Evaluacién
Cérnea (A) Grado de densidad (area que es mas densa se toma para la lectura)
Transparente - Sin densidad 0
Area dispersa o difusa: detalles del iris claramente visible +1
Areas translicidas facilmente discernibles, detalles del iris | +2
ligeramente oscurecido
Areas opalescentes, sin detalles de los iris visibles, tamafio de la | +3
pupila apenas discernible
Opaco, iris invisible +4
(B) Area de la cérnea afectada
0 0
0<Area<1/4 + 1
1/4 < Area < 112 +2
1/2 < Area < 3/4 +3
3/4 < Area < 4/4 +4
Iris = Normal 0
= Pliegues por encima de lo normal, congestién, hinchazén, inyeccién circuncorneal | + 1
(cualquiera de estos o todos o una combinacién de cualquiera de estos), el iris aln
reacciona a la luz (la reaccidn lenta es positiva)
= Sin reaccién a la luz, hemorragia, destruccién importante (cualquiera de estos) +2
Conjuntiva | (A) Enrojecimiento (se refiere a la conjuntiva palpebral y la conjuntiva bulbar)
Los vasos son normales 0
Los vasos se inyectaron definitivamente por encima de lo normal | + 1
Mas difuso, rojo carmesi mas profundo, los vasos individuales no | +2
son facilmente discernibles
Rojo carnoso difuso +3
(B) Quemosis
Sin hinchazén 0
Cualquier hinchazén por encima de lo normal (incluye membrana | +1
nictitante)
Hinchazdn evidente con inversién parcial de los parpados +2
Hinchazdn con parpados aproximadamente medio cerrados +3
Hinchazdn con parpados aproximadamente medio cerrados a | +4
completamente cerrados
(C) Descarga
Sin descarga 0
Cualquier cantidad diferente de lo normal +1
Descarga con humedecimiento de los tapones y pelos justo | +2
adyacentes a los tapones
Descarga con humedecimiento de los parpados y érea | +3

considerable alrededor del ojo

26

La Tabla 9 muestra colectivamente los resultados de la puntuacién de los sitios de infeccién corneal en base a los
criterios de evaluacién de Hatano y otros y Nakamura y otros. La Figura 4 muestra los cambios en el tiempo de la
puntuacién en cada una de las sustancias de prueba (evaluaciones de la eficacia del farmaco).
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[Tabla 9]

Gro- | Numero | Dia 1 | Dia 2 | Dia 3 | Dia 4 | Dia 5 | Dia 6 | Dia 7

up de después después después después después después después
animal de la | de la | de la | de la | de la | de la | de la

inoculacién | inoculacién | inoculacién | inoculacién | inoculaciéon | inoculacién | inoculacién

1 M02101 | 1 1 1 1 4 4 4
M02102 | 2 2 2 2 2 1 1
M02103 | 2 2 1 1 1 4 4
M02104 | 3 3 3 3 2 1 1
Media 2,00 2,00 1,75 1,75 2,25 2,50 2,50
S.E. 0,41 0,41 0,48 0,48 0,63 0,87 0,87

2 MO03101 | 1 1 1 1 1 1 1
M03102 | 1 1 1 1 1 1 0
MO03103 | 1 1 1 1 1 1 1
MO03104 | O 0 1 1 1 1 1
Media 0,75 0,75 1,00 1,00 1,00 1,00 0,75
S.E. 0,25 0,25 0,00 0,00 0,00 0,00 0,25

3 M04101 | 1 0 0 0 0 0 0
M04102 | O 0 0 0 0 0 0
M04103 | 1 1 1 1 1 1 1
M04104 | 1 0 0 0 0 0 0
Media 0,75 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
S.E. 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25

4 MO05101 | O 0 0 0 0 0 0
M05102 | 2 1 1 1 1 1 1
MO05103 | O 0 0 0 0 0 0
M05104 | O 0 0 0 0 0 0
Media 0,50 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
S.E. 0,50 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
MO06101 | O 0 0 0 0 0 2
M06102 | O 0 0 0 0 0 2

5 M06103 | 1 0 0 0 0 0 0
M06104 | O 0 0 0 0 0 0
Media 0,25 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,00
S.E. 0,25 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,58

La Tabla 10 muestra colectivamente los resultados de la puntuacién de los sitios de infeccién corneal, iridica y
conjuntival en base a los criterios de evaluacién de Draize y otros. La Figura 5 muestra los cambios en el tiempo de la
puntuacién en cada una de las sustancias de prueba (evaluaciones de la eficacia del farmaco).

[Tabla 10]
Grup | Numero | Dia 1 | Dia 2 | Dia 3 | Dia 4 | Dia 5 | Dia 6 | Dia 7
0 de después después después después después después después
animal de la | de la | de la | de la | de la | de la | de la
inoculacié inoculacié inoculacié inoculacié inoculacié inoculacié inoculacié
n n n n n n n
1 M0210 | 20 20 20 20 81 81 81
1
M0210 35 35 35 33 27 22 20
2
M0210 | 27 27 22 24 24 83 88
3
M0210 53 49 49 49 27 20 20
4
Media 33,75 32,75 31,50 31,50 39,75 51,50 52,25
S.E. 7,11 6,22 6,71 6,44 13,77 17,62 18,67
2 MO0310 15 18 18 18 22 24 24
1
M0310 | 20 20 18 16 16 14 2
2
MO0310 13 11 18 18 16 16 14
3
MO0310 13 13 18 18 18 18 18
4
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Media | 15,25 15,50 18,00 17,50 18,00 18,00 14,50

SE 1,65 2,10 0,00 0,50 1,41 2,16 4,65
3 M0410 | 26 15 8 6 6 2 0

1

M0410 | 19 19 17 8 8 6 2

2

M0410 | 20 18 22 20 22 26 28

3

M0410 | 22 11 13 6 6 6 2

4

Media | 21,75 15,75 15,00 10,00 10,50 10,00 8,00

SE 1,55 1,80 2,97 3,37 3,86 542 6,68
4 M0510 | 13 9 11 11 4 4 2

1

M0510 | 25 18 16 16 9 9 9

2

M0510 | 10 6 4 0 0 0 0

3

M0510 | 15 13 13 8 6 6 6

4

Media | 15,75 11,50 11,00 8,75 4,75 4,75 4,25

SE 3,25 2,60 2,55 3,35 1,89 1,89 2,02
5 M0610 | 15 11 6 6 8 21 37

1

MO0610 | 8 6 6 6 6 4 43

2

M0610 | 22 11 11 11 9 9 9

3

M0610 | 12 10 8 6 6 4 4

4

Media | 14,25 9,50 7.75 7.25 7.25 9,50 23,25

SE 2,95 1,19 1,18 1,25 0,75 4,01 9,80

Las Figuras 4 y 5 revelaron que los efectos antiinflamatorios de las suspensiones de claritromicina nanoizadas (gotas
oftalmicas) son equivalentes o mayores que los de AzaSite, el control positivo. La formulacién de polvo a granel de
claritromicina al 1,0 % mostré efectos antiinflamatorios atenuados a partir del dia 6, mientras que las suspensiones de
claritromicina nanoizada (gotas oftalmicas) mantuvieron los efectos antiinflamatorios durante un periodo de 7 dias. En
consecuencia, se verifica que la nanoizacién permite que la eficacia del farmaco dure a largo plazo mas que el polvo
a granel.

(Ejemplo 19) Prueba de eficacia de las formulaciones de suspensién de claritromicina nanoizada 2

Se cre6 un modelo de Ulcera corneal mediante el uso de un conejo, y se provoco la aparicién de conjuntivitis mediante
Staphylococcus aureus en el orden de evaluar la eficacia del farmaco de las formulaciones de suspensién de
claritromicina nanoizada (gotas oftalmicas). En este ejemplo, los efectos terapéuticos de la administracién retardada
de gotas oftalmicas iniciales se estudiaron en comparacién con el Ejemplo 18.

La creacidén de un modelo de Ulcera corneal, la inoculacidén del liquido bacteriano y la evaluacidén y determinacién de
la eficacia del farmaco se llevaron a cabo de la misma manera que en el Ejemplo 18. Las sustancias de prueba usadas
fueron la formulacién de claritromicina nanoizada al 0,3 % producida en el Ejemplo 15 y un vehiculo (la misma
composicién que la formulacién de claritromicina nanoizada al 0,3 % excepto que no se contenia claritromicina). El
ndimero de administracién, etc. se muestra colectivamente en la tabla mas abajo.

[Tabla 11]

Grupo | Concentracién liquida | Muestra probada Tratamiento Numero de ojos/
de bacterias namero de
(ufc/cdrnea) animales

1 1x 108 Grupo sin | Ninguno 10/5

tratamiento
2 Vehiculo 10 horas después de la inoculacién, | 10/5
5 veces al dia durante 3 dias

3 Claritromicina 4 horas después de la inoculacién, 2 | 10/5

nanoizada al 0,3 % | veces al dia para el dia 1y 3 veces
al dia para losdias2y 3
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10 horas después de la inoculacién, | 10/5
3 veces al dia durante 3 dias
10 horas después de la inoculacién, | 10/5
5 veces al dia durante 3 dias

Las Tablas 12 y 13 muestran colectivamente los resultados de la puntuacién de los sitios de infeccién corneal en base
a los criterios de evaluacién de Hatano y otros y Nakamura y otros. La Figura 6 muestra los cambios en el tiempo de
la puntuacién en cada una de las sustancias de prueba (evaluaciones de la eficacia del farmaco).

[Tabla 12]
Gru | Regién Dia 1 | Dia 2 | Dia 3 | Dia 4 | Dia 5 | Dia 6 | Dia 7
-po después después después después después después después
de la | de la | de la | de la | de la | de la | de la
inoculacién | inoculacién | inoculacién | inoculacién | inoculacién | inoculacién | inoculacién
1 Ojo 1 2 1 1 1 1 1
izquierdo
Ojo 2 1 2 2 2 1 3
derecho
Ojo 1 1 1 1 1 4 4
izquierdo
Ojo 1 1 1 1 1 1 0
derecho
Ojo 1 1 1 1 1 1 0
izquierdo
Ojo 1 1 1 1 1 0,5 0,5
derecho
Ojo 1 0 0 0 0 0 0
izquierdo
Ojo 1 1 1 1 0 0 0
derecho
Ojo 1 1 0 0 0 0 0
izquierdo
Ojo 1 1 1 1 1 0 0
derecho
Media 1,10 1,00 0,90 0,90 0,80 0,85 0,85
S.E. 0,10 0,15 0,18 0,18 0,20 0,38 0,46
2 Ojo 1 1 1 1 1 1 0
derecho
Ojo 2 2 1 1 1 1 1
izquierdo
Ojo 1 1 1 1 0 0 0
derecho
Ojo 1 1 1 1 1 1 1
izquierdo
Ojo 1 0 0 0 0 0 0
derecho
Ojo 0,5 0 0 0 0 0 0
izquierdo
Ojo 1 1 1 1 1 2 2
derecho
Ojo 1 2 2 1 1 0 0
izquierdo
Ojo 1 0,5 0,5 0 0 0 0
derecho
Ojo 1 1 1 1 1 1 1
izquierdo
Media 1,05 0,95 0,85 0,70 0,60 0,60 0,50
S.E. 0,12 0,22 0,18 0,15 0,16 0,22 0,22
3 Ojo 1 1 1 0 0 0 0
izquierdo
Ojo 1 1 1 1 1 1 0,5
derecho
Ojo 1 1 1 0 0 0 0
izquierdo
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Ojo 1 1 1 1 0 0 0
derecho
Ojo 1 1 1 1 1 0,5 0
izquierdo
Ojo 1 0 0 0 0 0 0
derecho
Ojo 1 1 1 1 1 1 0
izquierdo
Ojo 0,5 0 0 0 0 0 0
derecho
Ojo 1 1 1 1 1 1 1
izquierdo
Ojo 1 0 0 0 0 0 0
derecho
Media 0,95 0,70 0,70 0,50 0,40 0,35 0,15
S.E. 0,05 0,15 0,15 0,17 0,16 0,15 0,11
[Tabla 13]
Gru- | Regién Dia 1 | Dia 2 | Dia 3 | Dia 4 | Dia 5 | Dia 6 | Dia 7
po después después después después después después después
de la | de la | de la | de la | de la | de la | de la
inoculacién | inoculacién | inoculacion | inoculacién | inoculacién | inoculacién | inoculacién
4 Ojo 1 0 0 0 0 0 0
derecho
Ojo 2 2 2 2 1 1 1
izquierdo
Ojo 1 1 1 1 1 1 0,5
derecho
Ojo 1 1 1 0,5 0 0 0
izquierdo
Ojo 1 1 1 1 1 1 1
derecho
Ojo 1 0 0 0 0 0 0
izquierdo
Ojo 1 1 1 1 1 0 0
derecho
Ojo 1 1 1 0,5 0,5 0 0
izquierdo
Ojo 1 0 0 0 0 0 0
derecho
Ojo 0,5 0 0 0 0 0 0
izquierdo
Media 1,05 0,70 0,70 0,60 0,45 0,30 0,25
S.E. 0,12 0,21 0,21 0,21 0,16 0,15 0,13
5 Ojo 1 0 0 0 0 0 0
izquierdo
Ojo 1 1 1 1 0 0 0
derecho
Ojo 2 1 1 1 0 0 0
izquierdo
Ojo 1 1 1 0 0 0 0
derecho
Ojo 0,5 0 0 0 0 0 0
izquierdo
Ojo 2 0 0 0 0 0 0
derecho
Ojo 1 0 0 0 0 0 0
izquierdo
Ojo 1 0,5 0 0 0 0 0
derecho
Ojo 1 1 1 1 0 0 0
izquierdo
Ojo 1 0 0 0 0 0 0
derecho
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Media

1,15

0,45

0,40

0,30

0,00

0,00

0,00

S.E.

0,15

0,16

0,16

0,15

0,00

0,00

0,00

Las tablas 14 y 15 muestran colectivamente los resultados de la puntuacién de los sitios de infeccién corneal, iridico
y conjuntival en base a los criterios de evaluacién de Draize y otros. La Figura 7 muestra los cambios en el tiempo de
la puntuacién en cada una de las sustancias de prueba (evaluaciones de la eficacia del farmaco).

[Tabla 14]
Gru- | Regién Dia 1 | Dia 2 | Dia 3 | Dia 4 | Dia 5 | Dia 6 | Dia 7
po después después después después después después después
de la | de la | de la | de la | de la | de la | de la
inoculacién | inoculacién | inoculacion | inoculacién | inoculacién | inoculacién | inoculacién
1 Ojo 30 39 24 18 18 18 18
izquierdo
Ojo 45 22 37 35 33 18 47
derecho
Ojo 26 24 22 18 30 85 90
izquierdo
Ojo 26 24 18 18 20 18 8
derecho
Ojo 26 20 18 16 16 18 8
izquierdo
Ojo 24 20 22 20 18 8 8
derecho
Ojo 24 8 6 6 11 11 13
izquierdo
Ojo 24 18 16 18 6 6 8
derecho
Ojo 22 20 6 6 4 4 8
izquierdo
Ojo 22 16 18 16 16 6 10
derecho
Media 26,90 21,10 18,70 17,10 17,20 19,20 21,80
S.E. 2,14 2,47 2,82 2,54 2,91 7,53 8,48
2 Ojo 26 24 20 16 16 14 8
derecho
Ojo 31 43 22 16 16 16 16
izquierdo
Ojo 26 24 20 16 11 11 6
derecho
Ojo 22 22 18 16 16 16 16
izquierdo
Ojo 22 10 6 2 6 8 8
derecho
Ojo 13 6 8 2 2 2 2
izquierdo
Ojo 28 26 18 24 24 39 43
derecho
Ojo 26 29 27 16 16 9 9
izquierdo
Ojo 28 15 8 4 4 4 4
derecho
Ojo 24 22 22 16 22 20 18
izquierdo
Media 24,60 22,10 16,90 12,80 13,30 13,90 13,00
S.E. 1,56 3,27 2,24 2,35 2,34 3,30 3,74
3 Ojo 22 16 12 0 0 0 0
izquierdo
Ojo 28 26 16 18 18 14 0
derecho
Ojo 24 24 18 4 4 4 4
izquierdo
Ojo 22 14 12 12 0 0 0
derecho
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Ojo 20 18 16 16 14 4 4
izquierdo
Ojo 24 13 9 4 4 2 0
derecho
Ojo 22 20 20 18 14 12 2
izquierdo
Ojo 17 9 2 0 0 0 0
derecho
Ojo 20 16 16 16 14 12 7
izquierdo
Ojo 20 11 7 2 0 0 0
derecho
Media 21,90 16,70 12,80 9,00 6,80 4,80 1,70
S.E. 0,95 1,72 1,75 2,43 2,31 1,79 0,79
[Tabla 15]
Gru- | Regién Dia 1 | Dia 2 | Dia 3 | Dia 4 | Dia 5 | Dia 6 | Dia 7
po después después después después después después después
de la | de la | de la | de la | de la | de la | de la
inoculacién | inoculacién | inoculacion | inoculacién | inoculacién | inoculacién | inoculacién
4 Ojo 20 2 2 0 0 0 0
derecho
Ojo 27 35 33 31 16 12 12
izquierdo
Ojo 26 18 20 18 16 14 0
derecho
Ojo 24 24 20 13 4 0 0
izquierdo
Ojo 22 16 16 14 14 14 14
derecho
Ojo 16 2 2 0 0 0 0
izquierdo
Ojo 24 18 16 12 12 0 0
derecho
Ojo 22 12 12 2 0 0 0
izquierdo
Ojo 24 6 4 4 0 0 0
derecho
Ojo 10 0 0 0 0 0 0
izquierdo
Media 21,50 13,30 12,50 9,40 6,20 4,00 2,60
S.E. 1,61 3,53 3,34 3,22 2,32 2,04 1,74
5 Ojo 16 2 2 0 0 0 0
izquierdo
Ojo 24 18 16 12 0 0 0
derecho
Ojo 27 20 18 14 9 4 2
izquierdo
Ojo 20 20 14 2 2 0 0
derecho
Ojo 6 4 2 0 0 0 0
izquierdo
Ojo 31 10 4 2 0 0 0
derecho
Ojo 26 15 4 2 0 0 0
izquierdo
Ojo 24 9 4 0 0 0 0
derecho
Ojo 26 18 14 10 0 0 0
izquierdo
Ojo 26 19 10 4 0 0 0
derecho
Media 22,60 13,50 8,80 4,60 1,10 0,40 0,20
S.E. 2,25 2,14 1,98 1,69 0,90 0,40 0,20
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Las Figuras 6 y 7 revelaron que los efectos antiinflamatorios equivalentes pueden lograrse incluso cuando la
administracién inicial de gotas oftalmicas comenzé en un momento retrasado (comparacién entre el Grupo 3 y el Grupo
4 en la Figura 7). También se verifica que un mayor nimero de administraciones de gotas oftalmicas puede
proporcionar efectos antiinflamatorios mucho mejorados (comparacién entre el Grupo 4 y el Grupo 5 en la Figura 7).
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REIVINDICACIONES

Una formulacién de suspensiéon acuosa para el uso en el tratamiento o prevencién de una enfermedad
inflamatoria o una enfermedad infecciosa, en donde la formulacién de suspensién acuosa comprende
nanoparticulas de un antibiético macrélido y un estabilizador de dispersion que comprende (a) aceite de ricino
hidrogenado de polioxietileno 60 como un surfactante y (b) metilcelulosa y/o hidroxipropilmetilcelulosa como
modificador de la viscosidad; las nanoparticulas tienen un didmetro promedio de particula de 300 nm o menos
y un didmetro promedio del 90 % de 1500 nm o menos, el diametro promedio de particula es un didmetro medio
aritmético en una distribucién de diametros de particula medida por espectroscopia de correlacidén de fotones
de dispersidén dinamica de luz, y la formulacién de suspensién acuosa es una formulacién tépica ocular.

La formulacién de suspensién acuosa para el uso de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en donde el antibiético
macrélido es eritromicina, claritromicina, roxitromicina, azitromicina, josamicina, rokitamicina o kitasamicina.

La formulacién de suspensién acuosa para el uso de acuerdo con la reivindicacién 1 0 2, en donde el surfactante
contiene ademas polisorbato 80, monoestearato de polietilenglicol, y/o polioxietileno polioxipropilenglicol.

La formulacién de suspensién acuosa para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el
estabilizador de dispersion comprende ademas un inhibidor de la agregacién, y el inhibidor de la agregacién es
alcohol polivinilico, polietilenglicol, polivinilpirrolidona y/o glicerofosfolipido.

La formulacién de suspensién acuosa para el uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el modificador
de la viscosidad contiene ademas hidroxietilcelulosa.

La formulacién de suspensién acuosa para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde la
enfermedad inflamatoria o la enfermedad infecciosa es sistémica.

La formulacién de suspensién acuosa para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde la
enfermedad inflamatoria o la enfermedad infecciosa es del ojo.
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