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COMPOSICIONES INYECTABLES PARA LA MASTITIS QUE
COMPRENDE UN AINE Y UN ANTIBIOTICO EN UN SOLVENTE NO
ACUOSO

CAMPO TECNICO

La invencion se refiere a un compuesto para el tratamiento de una infeccién y mas

preferiblemente, aunque no en forma especifica para el tratamiento de mastitis.
INVENCIONES ANTERIORES

La presente invencién sera discutida en relacién con un medio por el cual pueda

ser tratada la infecciéon en un animal.

Si bien a lo largo de toda la memoria descriptiva se hace referencia al tratamiento
de animales de granja, tal como ganado lechero, se debe tener en cuenta que los
principios de la presente invencion pueden ser aplicados a otros, incluyendo a los
seres humanos. A lo largo de esta memoria descriptiva, se proporcionan ejemplos
especificos en relacion al tratamiento de la mastitis También se debe de entender
que el ambito de la invencién no esta limitado a la mastitis y puede referirse

sustancialmente a cualquier tipo de infeccién bacteriana en un animal.

Consecuentemente, toda la memoria descriptiva hace referencia a una infeccion
de indole bacteriana, y en particular relacionada con la mastitis producida por esta

infeccion bacteriana.

Es frecuente utilizar antibiéticos para tratar las infecciones bacterianas en
animales. Esto se puede hacer por medio de varias vias de administracion,
incluyendo la administracién oral o tépica. Una aplicacion preferida es mediante

una inyeccion préxima al sitio infectado (como ser la ubre).
La administracion de antibiéticos es muy costosa.

En primer lugar, porque la medicacién en si misma es costosa.
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En segundo lugar, en casos como la mastitis, la cual afecta de forma adversa la
produccién de leche, hay un tiempo de suspensiéon de leche en el cual se
desperdicia la leche producida por el animal porque hay que desechar la leche
contaminada. Si se considera la totalidad del rebafio, esto puede producir
pérdidas anuales de miles de délares. Igualmente, existen normativas que reguian
la introduccién de productos animales en la cadena alimenticia (ya sea huevos o

carnes) que provienen de animales recientemente tratados con antibioticos.

Por consiguiente, seria deseable disponer -de un tratamiento con antibiéticos que
fuera efectivo contra las infecciones bacterianas con interrupcién minima en lo que

respecta a la leche desechada.

La mastitis es una enfermedad costosa, que afecta la produccién de los animales,
ya sea inmediata (leche) y de largo plazo (vida productiva mas corta con el riesgo
a sacrificios prematuros), y también compromete el bienestar del animal y
aumenta el estrés para las personas al cuidado de los animales (ordefiador),

especialmente durante el pico de la lactancia.

Hay una necesidad de encontrar nuevos tratamientos que sean de administracion
mas conveniente y audn asi, sean eficaces. Esto puede resultar en mejor

cumplimiento y mejores resultados al tratamiento (tasas de curacion).

Los antibiéticos inyectables tienen la ventaja de tratar todos los cuartos de la ubre,

(en comparacién a los antibiéticos intramamarios, que solamente tratan a un

.cuarto) siempre que las concentraciones del principio activo alcanzadas sean lo

suficientemente altas como para ser efectivas contra la bacteria causante.

Las concentraciones inhibidoras minimas (CIM) del antibiético necesarias para la
inhibicién de la bacteria especifica son las concentraciones diana de los productos
para el tratamiento de la mastitis. Es probable que los productos que no alcanzan

las CIM deseadas no sean eficaces en la curacion de la mastitis.
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Por ejemplo, la bacteria Staphylococcus aureus produce una mastitis de dificil
curacion y para el tratamiento de dichas infecciones es frecuente la indicacion de
antibioticos que contienen tilosina. Sin embargo, no existen muchos trabajos
internacionales para determinar la CIM de Ia tilosina para S. aureus. La mayoria de
los valores de CIM han sido determinados para la eritromicina, de uso menos

frecuente en el tratamiento de la mastitis.

Se han registrado valores de CIM de la eritromicina para S. aureus de 0,5 pg/ml, y
de 2 pg/ml de la tilosina para S. aureus. Esto significa que la concentracion de
tilosina requerida para tratar efectivamente a S. aureus es aproximadamente

cuatro veces mayor que la concentracioén de eritromicina requerida.

De hecho, existen estudios farmacocinéticos que demuestran que una preparacion
inyectable de tilosina al 20% Unicamente alcanza picos de concentracién de cf 1,4
pg/m! durante el tratamiento, por lo que no alcanzan las concentraciones
terapéuticas requeridas (CIM). Por lo tanto, es necesario utilizar o bien una dosis
més grande y/o una concentracién mayor de principio activo (>20%) para alcanzar

concentraciones de leche mayores a la CIM.

Por lo tanto, es necesario formular tratamientos con antibiético mejorados (para
otros antibioticos ademas de tilosina) para evitar la necesidad de utilizar dosis mas
grandes o concentraciones mayores de principio activo (>20%) para alcanzar la
CIM necesaria y lograr un efecto sobre S. aureus y sobre otros causantes de

infecciones bacterianas.

Ademads, es necesario idear compuestos en los que se incluyen otros excipientes o
principios activos para permitir al antibiético ser mas efectivo en el tratamiento de

las infecciones bacterianas.

Se sabe que cuando se administra un AINE junto con el antibiético, la respuesta

de éste es mas efectiva. Sin embargo, es dificil que estos principios activos



10

15

20

25

James & Wells Ref: 131431PCT/76

puedan combinarse en un compuesto estable, por lo que generalmente se
administran de forma separada. Esto es un inconveniente, y seria preferible que
fuera posible administrar un unico compuesto que incluyera tanto al antibiético

como a los AINE.

Asimismo, es importante considerar el bienestar animal. Las infecciones como es
la mastitis causan dolor. Por lo tanto, habitualmente se trata no solo la infeccién,
sino también el dolor asociado a la infeccidn con agentes activos como son los

AINE. Se trata de un tratamiento combinado relativamente nuevo para la industria.

La patente 2005/0277634 describe una combinaciéon de AINE (meloxicam) y un
antibidtico (penetamato iohidrato) en una suspensién que se inyecta para el
tratamiento de la mastitis. Alli se discute la reaccion sinérgica entre el AINE vy el
antibiotico, que permite alcanzar concentraciones mayores a la CIM con menores
concentraciones de antibiético. Preferiblemente, cuanto mayor la concentracion

de AINE en el compuesto, aparentemente mejor es la funcién del antibiético.

Sin embargo, las formulaciones en suspensién presentan algunas desventajas.
Las mismas incluyen la posibilidad de sedimentacion compacta, problemas de
dispersion antes de su aplicacién, dificultades en. su administracién, dolor o
reaccion en el sitio luego de su inyeccion y una absorcién pobre de los principios
activos. Por lo tanto, es preferible administrar el AINE y una combinaciéon de
antibioticos en forma de compuesto estable en solucién. Ademas, seria ventajoso
administrar una solucién de compuesto en la que se carga el AINE para mejorar la
efectividad del antibidtico. Sin embargo, los problemas anteriores no han

permitido alcanzar exitosamente este objetivo.

En general, uno de los problemas significativos asociados con muchos

compuestos inyectables es que aparezca una reacciéon o dolor en el sitio en el
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animal al que se le ha administrado el compuesto intramuscular o

subcutaneamente.

Frecuentemente esta reaccién o dolor en el sitio de inyeccién puede producirla el
agente activo, como es el antibiético tilosina. Sin embargo, es posible que estos
problemas sean exacerbados por ofros excipientes de los compuestos,
generalmente los disolventes que son vehiculos o solubilizantes de los agentes
activos. Ei articulo de Strickley et al., Pharmaceutical Research, Vol., 21 No.2
February 2004 titulado “Solubilizing Excipients in Oral and Injectable Formulations”

explica exhaustivamente este problema.
Por este motivo, los quimicos veterinarios generalmente intentan elaborar

compuestos en forma de soluciones con la concentracién y/o volumen de
disolvente mas baja posible en los compuestos inyectables. Consecuentemente, la
capacidad de alcanzar concentraciones mayores de agentes activos puede
disminuir, y el compuesto como un todo puede perder estabilidad, y esto

finalmente disminuye las posibilidades de éxito del tratamiento para el animal.

Por eso, los quimicos veterinarios prefieren utilizar compuestos a base de agua

para evitar las reacciones y dolor en el sitio de inyeccion.

Mientras esto puede ser efectivo para disminuir los efectos secundarios como son
la reaccién y dolor en el sitio de inyeccién, los compuestos a base de agua pueden
conferir inestabilidad a los agentes activos, lo que acorta el tiempo de
conservacion del compuesto (y en Ultima instancia su biodisponibilidad). También
puede limitar la capacidad de retener concentraciones mayores de principios
activos. Puede entonces que sea necesario volver a utilizar las suspensiones que

se discuten en US 2005/0277634.

La WO 02/41899 (WQ’'899) describe compuestos inyectables o de aplicacion

tépica que incluyen un antibiético y un analgésico, ambos disueltos en el
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disolvente. Sin embargo, existe una distincién entre los tipos de antibioticos
ejemplificados (florfenicol, gentamicina y oxitetraciclina) y los que se encuentran
involucrados con los compuestos de la presente invencién, a saber, los antibiéticos

beta lactamicos y macrélidos.

De hecho, se sabe que los antibiéticos beta lactdmicos y macrdlidos son
particularmente inestables y probablemente reaccionan con los AINE como es la
flunixina. A pesar de que las dificultades asociadas a la combinacién de
antibidticos beta lactamicos y macrélidos con los AINE, estos antibiéticos son muy

dtiles para tratar las infecciones microbianas relacionadas con la mastitis.

La WO'899 no proporciona datos de estabilidad lo que sugiere que muchos
compuestos, particularmente aquellos con una mayor concentracién de agente
activo (tales como el que se describe en el ejemplo 4) no seria estable en su
almacenamiento. De hecho, los estudios realizados por los inventores han

demostrado la inestabilidad de compuestos similares.

Es objeto de la presente invencion abordar los problemas anteriores o al menos

ofrecer al publico una opcién util.

Todas las referencias, incluidas las patentes o solicitudes de patente citadas en
esta memoria descriptiva se incluyen en la presente como referencia. No se toma
a las referencias como invenciones anteriores. La discusion de las referencias
establece lo qué afirman sus autores, y los solicitantes se reservan el derecho a
cuestionar la precision y la pertinencia de los documentos citados. Claramente se
entiende que, a pesar de que puede hacerse referencia a publicaciones de
invenciones anteriores, esta referencia no constituye un reconocimiento de que
cualquiera de estos documentos forma parte del conocimiento general de la

técnica, en Nueva Zelanda o en cualquier otra nacion.
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En la presente memoria descriptiva, el término “incluye” o sus variantes, como
“incluyen” o “incluyendo” implica la inclusion del elemento, del niumero entero, de
la etapa, o del grupo de elementos, nimeros enteros o etapas, pero no implica la
exclljsién de ningln otro elemento, numero de entero o etapa, o grupbs de

elementos, numeros enteros o etapas.

Habra otros aspectos y ventajas de la presente invenciéon que seran evidentes

luego de revelar la descripcién, que se presenta Unicamente como ejemplo.
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DESCRIPCION DE LA INVENCION

De acuerdo con un primer aspecto de la presente invencidon, se describe un
compuesto inyectable cuando se utiliza para el tratamiento de una infeccién

microbiana en la glandula mamaria de un animal.
El compuesto incluye
a. Un farmaco antinflamatorio no esteroide (AINE);

b. Un antibiético seleccionado del grupo que incluye un antibiético beta

lactamico y un .antibi()tico macrélido;
Con la caracteristica que
el compuesto incluye un disolvente no acuoso, y
el AINE y el antibiético en el compuesto se disuelven en el disolvente no acuoso.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencién, se describe un método

para tratar un animal con una infeccién microbiana interna,
que se caracteriza por las etapas

de administrar un compuesto sustancialmente tal como se describe anteriormente

por inyeccién.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencién, se describe el uso de un
compuesto tal como se describe anteriormente para la elaboraciéon de un

medicamento para el tratamiento de una infeccién microbiana.

Un método para preparar un compuesto, sustancialmente como se ha descrito,
que se caracteriza por una etapa en la que se agrega al menos un disolvente de

base no acuosa al compuesto.
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Discusién de las ventajas asociadas a la invencién

Es de conocimiento de parte de los inventores que una significativa inflamacién en
el sitio de infeccion y en sus proximidades puede interferir sobre la efectividad del
antibiético, porque las inflamaciones disminuyen el contacto y efecto de los

antibioticos sobre las bacterias.

Antiguamente, se administraban los AINE mas para tratar la inflamacion y/o el
dolor. Sin embargo, los inventores han encontrado que la combinacién en un
Gnico compuesto inyectable de un AINE y un antibiético producen un importante
efecto sinérgico. Gracias a este efecto sinérgico es posible que aumente la
efectividad del antibidtico sobre la infeccion microbiana si comparamos con el
antibiético administrado solo. De manera similar, los inventores han encontrado
que la combjnacién del AINE vy el antibiético en una sola formulacion aumenta el
efecto sinérgico que no estaria presente cuando el animal es tratado con AINE y
antibiético por separado en dos formulaciones. Esto puede deberse en parte a la

posibilidad de utilizar dos principios activos juntos en un compuesto estable.

Los inventores consideran que, sin limitar el modo de accién propuesto, la
interaccion sinérgica puede ser causada por el hecho de que el AINE aplaca la
inﬂamacién_en el sitio de ia infeccién y en sus proximidades (en la ubre en el caso
de la mastitis), y esto permite la distribucién efectiva del antibi6tico en el sitio que

sin el AINE se encontraria inflamado.

Ademas, es posible que el efecto sinérgico sea consecuencia de la unién de AINE
a las endotoxinas (endotoxemia). Los inventores encontraron que de no ocurrir

esto, disminuye la efectividad del antibiético.

Por ejemplo, la mastitis esta asociada a la presencia de bacterias gramnegativas,

que producen endotoxinas. Estas bacterias pueden producir enfermedades

-
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sistémicas (fiebre y endotoxemia). A pesar de que en la actualidad en Nueva
Zelanda es relativamente poco frecuente (incidencia inferior a 1%), el mayor uso
de pistas de alimentacién y cobertizos puede producir mayor incidencia de mastitis
producida por patégenos gramnegativos. Por lo tanto, se pronostica que en el
futuro, la presente formulacion sera un factor importante de los regimenes para el

tratamiento de infecciones, por ejemplo, de la mastitis.

Ademas, es posibie realizar aiin mas el efecto sinérgico, ya que el AINE disminuye
la fiebre (pirexia) lo cual aumenta la efectividad del antibiético y mejora el estado

de salud y la comodidad del animal.

Durante el uso experimental de ciertos AINE y antibiéticos, los inventores
registraron un efecto sinérgico, tal como se menciond anteriormente. En base a
los usos experimentales mencionados, y la identificacién de resultados
beneficiosos, el conocedor del tema podra considerar que es de esperarse que
haya un resultado sinérgico no solamente en los ejemplos especificos que han
sido estudiados sino en los tipos de antibiéticos mas frecuentes. Por ejemplo, es
de esperarse que todos los antibiéticos beta lactamicos y macrélidos presenten el
mismo efecto sinérgico cuando se combinan con un AINE. El modo de accién de
ambos tipos de antibidticos es similar (inhibicion de la sintesis de proteinas

celulares).

Otra ventaja importante de la combinacién identificada por los inventores puede
ser la capacidad de AINE de mejorar el bienestar animal, porque disminuye el

dolor y la inflamacién producida por infecciones internas como es la mastitis.

Ademas, la capacidad de producir dos activos diferentes en una formulacion
combinada permite evitar el uso de multiples compuestos, de almacenar los
compuestos, permite reducir costos, prescindir de los envases, entre otros

beneficios. Los inventores identificaron un tipo de disolvente en particular que

10
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permitié la combinacion de dos activos, cuya combinacién en una solucién estable
anteriormente habia resultado muy complicada. Antiguamente, estos principios

activos se combinaban en un solo compuesto mediante suspensiones.

Los inventores encontraron otro efecto sinérgico inesperado entre los dos
principios activos a medida que se aumentaba la concentracion de AINE, tal como
se discute a continuacién. El objetivo al aumentar la concentraciéon de AINE fue
mejorar el efecto sinérgico identificado inicialmente por los inventores para permitir

mejorar la efectividad del antibiético en el sitio de infeccion.

Las dosis recomendadas para los agentes activos se basan en lo que se define
como dosis efectivas. Por lo tanto, cuando se combinan dos agentes, esta
combinacién deberia incluir las dosis adecuadas de cada uno de los principios
activos. Por ejemplo, para la dosis recomendada para un antibiético en particular
(por ejemplo, en el caso de la tilosina, 10 mg/kg), gc—;neralmente se utiliza una
concentracion de 20% de tilosina en el compuesto. Es frecuente que esta
concentracion alta de tilosina sea el factor limitante en dicho compuesto, porque
puede producir una irritacién significativa en el sitio de inyeccién. Para aplicar una
dosis concomitante de AINE (por ejemplo, ketoprofeno), preferiblemente, se utiliza
una concentracion de 6% p/v. De hecho, el grado de compatibilidad de los
regimenes de dosificacién entre los multiples principios activos utilizados, puede
ser un aspecto importante para determinar el éxito del compuesto activo en la

administracion de la cantidad correcta de principio activo.

Los inventores probaron utilizar un compuesto con ketoprofeno al 6%, pero el
mismo perdié estabilidad en un disolvente acuoso. Con los otros AINE estudiados,
se obtuvieron resultados similares, con baja estabilidad en los compuestos de
base acuosa, cuando se incluian AINE a las concentraciones requeridas para

obtener las dosis recomendadas.
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Para evitar utilizar suspensiones, los inventores debieron probar otros caminos.

Para compensar las mayores concentraciones de AINE, los inventores utilizaron
un sistema disolvente no acuoso, con el objetivo de obtener un compuesto estable
en solucién a diferentes condiciones (por ejemplo, a temperaturas por encima de
4°C). Sin embargo, se espera que el uso de disolventes no acuosos, produzca
mayor reacciéon o dolor en el sitio de administracién en comparacién con el que

producen los compuestos acuosos, como es de conocimiento en la técnica.

Sin embargo, en los estudios de los inventores se encontrd, inesperadamente, que
dicha reacciéon o dolor en el sitio no aumenté con respecto a lo que se puede
apreciar para los compuestos disponibles comercialmente (por ejemplo, Tylan y

Ketofen) que son compuestos acuosas.

Sin limitarse a un modo de accién en particular, se cree que las mayores
concentraciones de AINE aportan sinergia que permite aliviar la inflamacién y el
dolor local en el sitio de inyeccién. Por lo tanto, es posible que estas mayores
concentraciones de AINE contrarresten el efecto de los disolventes mas severos

que normalmente aumentarian la reaccién y el dolor en el sitio de inyeccion.

Por lo tanto, de forma inesperada, los inventores encontraron que es posible incluir
un antibiético y un AINE en un compuesto estable en solucion, con mayores
concentraciones de AINE de las que se utilizarian cuando éste se combina en un
sistema de base acuosa. Lo importante es que este uso no produce mayor
reaccion o dolor en el sitio de administracién en comparacién con los compuestos

industriales de referencia (Tylan y Ketofen).

Otro efecto de este hallazgo fue que la concentracién (y en ultima instancia la
dosis) del AINE e incluso del antibiético puede aumentar sin producir mayor

reaccion y/o dolor en el sitio en la administracién. Es posible entonces que se

12

N



10

15

20

James & Wells Ref: 131431PCT/76

potencie alin mas este efecto sinérgico en el sitio de infeccion, lo que mejora el

desenlace global de! tratamiento.
Modalidades preferidas del compuesto

El compuesto de la presente invencion se presenta como formulacion liquida
inyectable. En la memoria descriptiva, el término formulacién liquida equivale a
cualquier formulacion terapéutica cuya consistencia permite colocarla en una

jeringa.

Esta es la via de administracion preferida por muchos criadores de animales de
granja y veterinarios, particularmente, la aplicacién local de un AINE, que puede

causar un mayor efecto para tratar la infeccion por ejemplo de las glandulas

- mamarias en la mastitis. Preferiblemente, la viscosidad de la formulacién liquida es

apta para jeringas a temperaturas bajas.

La formulacién liquida es una solucién. Esto quiere decir que en el compuesto
todos los excipientes y agentes activos se solubilizan en la solucién, y no en la
suspension. Tal como se mencioné anteriormente, hay muchos beneficios
asociados al uso de soluciones con respecto al uso de suspensiones. Por ejemplo,
se evitan los problemas de la formacién de sedimentaciones compactas, la

resuspension, o las dificultades en la inyeccion.

Puede tratarse de una solucién con una o mas fases.
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Farmacos antinflamatorios no esteroides

En esta memoria descriptiva, el término farmaco antinflamatorio no esteroide

" (AINE) equivale a cualquier farmaco o principio activo con efectos antiinflamatorios

anti-inflammatory sin utilizar glucocorticoides steroids.

Existen muchos diferentes tipos de AINE conocidos. La invencién incluye el uso de

cualquier combinacion de los AINE ya conocidos o por conocer.

Preferiblemente, se selecciona un AINE del grupo de carprofeno, naproxeno,
ibuprofeno, ketoprofeno, piroxicam, diclofenaco, etodolaco, flunixina, deracoxib,

meloxicam, celecoxib, rofecoxib, y sus combinaciones.

Es preferible utilizar un AINE del grupo de flunixina, carprofeno, ketoprofeno y sus

combinaciones.

Los inventores encontraron que estos AINE son los que presentan mayor efecto
sinérgico cuando se combinan con los antibiéticos tal como se reivindica. Ademas,
se ha demostrado que todos estos AINE son efectivos como agentes
antiinflamatorios en medicamentos para bovinos, desde el punto de vista de su

eficacia y su toxicidad.

Preferiblemente, el AINE estd presente en formulaciones liquidas a
concentraciones de 1 a 15% p/v. Tal como se discutid previamente, esto puede
ser para aumentar la concentracion de AINE y asi mejorar el efecto sinérgico entre
los dos principios actives. A pesar de que se valoran los beneficios asociados al
uso de esta combinacion, no ha sido posible elaborar un compuesto estable en
solucion, y menos atn un compuesto que no produzca una mayor reaccion o dolor
en el sitio al administrarse el mismo, en comparacién con los efectos que

producen los compuestos de base acuosa.
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Preferiblemente, el AINE flunixina meglumina se encuentra en el compuesto a
concentraciones de aproximadamente 7,3% pl/v. Esto significa aproximadamente

4.4% de flunixina en el compuesto. Esto es por dosis cuando se combina con

tilosina.

5 La concentracién aproximada que se prefiere para cada AINE puede depender
“también de su eficacia antinflamatoria y de sus perfiles de toxicidad, asi como de

i la concentracion de antibiotico utilizada en el compuesto.

|
|
,'Es preferible que el AINE meloxicam esté presente en los compuestos a

: concentraciones de aproximadamente 1% p/v.

10 ( Es preferible que el AINE caprofeno esté presente en los compuestos a

{ concentraciones de aproximadamente 3% p/v.

I Preferiblemente, el AINE ketoprofeno estd presente en el compuesto a

concentraciones de aproximadamente 4% a 10% p/v. Por ejemplo, cuando la

concentracion del antibiético tilosina se encuentra en el compuesto en un 20% plv,
15| la concentracién correspondiente de cetoprofeno es preferiblemente 6% p/v. Si

aumentamos la concentracion de tilosina a 30% p/v, la concentracién preferida de

cetoprofeno es 9% p/v.

{
| Alternativamente, el AINE se selecciona de las formas naturales de agentes
}J antinflamatorios. Por ejemplo, los mismos pueden incluir el extracto de mejillon

20/ verde, el omega 3, y similares.

Antibiéticos
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En la memoria descriptiva el término antibiético equivale a una sustancia o
compuesto, ya se natural, sintético o semisintético, con efecto bactericida y/o

bacteriostatico.

El antibiético en el compuesto se selecciona del grupo de antibiéticos macrélidos y

beta lactamicos.

En esta membria descriptiva, el término macrélido equivale a cualquier antibiético
cuya actividad surge de la presencia de un anillo macrélido al cual puede unirse
uno 0 mas azUcares deoxy sugars, generalmente la cladinosa cladinose y la
desosamina desosamine. Generalmente los anillos de lactona son anillos de 14,

15 0 16 miembros.

Generalmente en medicina veterinaria se utilizan antibiéticos de la clase macrélida
que se consideran antibiéticos con un mismo modo de accién. La consideracion
es que los antibidticos macrélidos actian por interferencia sobre la sintesis de

proteinas, por ejemplo, bloquean la traduccién a nivel de ribosomas.

Preferiblemente, los antibidticos de la clase macrélida se seleccionan de

azitromicina Azithro’m“ycin, claritromicina Clarithr'o'mycin,' diritromicina Dirithromycin,

eritromicina Erythromycin, roxitromicina‘Roxithromycin, telitromicina Telithromycin,

carbomicina A Carbomycin A, josamicina Josamycin, kitasamicina Kitasamycin,
midecamicina/acetato de -.midecamicina Midecamicine/midecamicine acetate,
oleandomicina  Oleandomycin,  espiramicina  Spiramycin, troleandomicina

Troleandomycin, y tilosina'Tylosin/tylocine.

Mas preferiblemente, el antibiético macrdlido es tilosina.

La tilosina es una clase de antibidtico antibiotic de tipo macrélidos macrolide
utilizado en medicina veterinaria para tratar las infecciones bacterianas en un

amplio rango de especies y presenta alto margen de inocuidad. Otra de las
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ventajas asociadas a la tilosina es que es el antibiético de uso autorizado para el

tratamiento en Nueva Zelanda.

La tilosina posee un espectro de actividad contra bacterias grampositivas incluidas
los Staphylococci Staphylococci, Streptococci  Streptococci, Corynebacteria

Corynebacteria, y Erysipelothrix. Erysipelothrix. Este antibiético es activo también

contra bacterias gramnegativas Campylobacter coli Campylobacter coli, y algunas

Spirochaete spirochaetes. EI mismo es activo también contra las especies de

Mycoplasma.

Las formulaciones de tilosina inyectablle pueden producir dolor, inflamacién, y
prurito en el sitio de inyeccion. Por lo tanto, es importante poder moderar los
efectos secundarios antemencionados cuando se inyecta tilosina. Otra de las
ventajas asociadas al uso de un antibiético como la tilosina con un AINE'es que no
se observan los efectos secundarios del antibidtico. El efecto sinérgico entre el
AINE y el antibiético administrados en una sola formulacién permite moderar los
efectos secundarios. En esta memoria descriptiva, el término antibiético beta
lactamico equivale a cualquier antibiético que incluya un anillo beta lactamico en
su estructura. Por ejemplo, esto puede incluir a los derivados de la penicilina

(penam), cefalosporinas (cephems), monobactams y carbapenems.

Los antibidticos betalactamicos actuan atacando las paredes celulares bacterianas.
Los antibidticos betalactamicos pueden agregarse con inhibidores betalactamicos

como un acido clavulanico.

Preferiblemente, el antibidtico betalactamico es el penetamato. En un estudio
reciente, se encontrd que la eficacia del penetamato y la tilosina son similares

(este Ultimo es el antibidtico particularmente preferido para la presente invencion).
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Con respecto a otros tipos de antibidticos, los antibidticos betalactamicos y
macrélidos presentan ambos la ventaja de que se trata de bases débiles y son
lipofilicos. Esto puede permitir mayores concentraciones del antibiético en los
fluidos corporales (como lo es la leche) que en el plasma. Entonces, tienen
mayores posibilidades que los compuestos menos lipofilicos para lograr

concentraciones mayores a las concentraciones inhibidoras minimas (CiM).

Inesperadamente, estos tipos de antibidticos parecen presentar un efecto
sinérgico con el AINE. Sin embargo, es un efecto sinérgico que no se observa con
otros tipos de antibidticos. Preferiblemente, el antibiético se encuentra en la
formulacion liquida a concentraciones de 10 a 35% p/v, y mas preferiblemente de

aproximadamente 20,0 a 30,0 p/v.

Generalmente, cuando la concentraciéon de antibidtico es mayor, el volumen de
a.ntibiético administrado por dosis es menor, lo cual puede ser mas conveniente
para los criadores de animales de granja y mas cémodo para los animales
pequefios. Sise aumenta la concentracion de AINE en el compuesto, sera posible
utilizar mayores concentraciones de antibiético en el compuesto sin agravar la
reaccion en el sitio de administracién (similar al efecto que puede observarse
cuando los inventores cambiaron por un disolvente de base no acuosa, para lo

cual también esperaban mayor reaccion o dolor en el sitio de administracién).

Por ejemplo, es sabido que si hablamos de un tratamiento contra Staph. aureus,
es posible aumentar la concentracion de antibiético (por ejemplo, tilosina) hasta

60% p/v para alcanzar la concentracidn inhibidora minima (CIM).

Preferiblemente, el cociente de AINE y antibiético (p/v) en la formulacién liquida es
de aproximadamente 1:3, respectivamente. Este puede ser un cociente

particularmente aplicable si el AINE es la flunixina. Sin e_mbargo, si dicho AINE es
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un tipo de AINE diferente, como ser el meloxicam o el carprofeno, este cociente

puede variar.
Disolventes

En esta memoria descriptiva el término disolvente equivale a cualquier disolvente o

combinacion de diferentes disolventes que estan presentes en el compuesto.

Preferiblemente, el disolvente presenta una o mas de las siguientes

particularidades:

- No acuoso;

- Punto dieléctrico por encima de 30 a 25°C;

- Un punto de ebullicién mayor a 100°C; y/o

- Clasificado como un disolvente aprético bipolar.

Mas preferiblemente, todo el compuesto es no acuoso. Los inventores han
estudiado un rango de diferentes compuestos de base acuosa, que se sabe son
relativamente inestables bajo temperaturas elevadas e incluso a temperatura
ambiente. Por ejemplo, se encontré que la tilosina es particularmente inestable
cuando se combina con un AINE en una formulacién de base acuosa. Sin
embargo, si se combinan el AINE y el antibiético en un sistema a base de
disolvente no acuoso, el compuesto preserva su estabilidad, especialmente a

menores temperaturas (por ejemplo, 2 a 15°C).

Se encontré que si se reemplazan los disolventes acuosos por disolventes no
acuosos, se observo mas estabilidad en la solucién. Ademas, con un compuesto
con disolvente no acuoso los inventores pueden aumentar la concentraciéon de

AINE a valores que no podrian alcanzarse en sistemas acuosos. A pesar de que
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se esperaba un aumento de la reaccién en el sitio de administracion, los

inventores no percibieron esto en sus estudios.

Aparentemente, si el disolvente no acuoso presenta un punto dieléctrico superior a
30 a 25°C mejora la estabilidad del compuesto. Los disolventes no acuosos tales
como el etanol (con un punto dieléctrico de 25) resultaron disolventes pobres para
la presente invencion y no permitieron alcanzar solubilidades y/o estabilidades
equivalentes a los disolventes con puntos dieléctricos mayores a 30. Seria de
esperar que los disolventes de las mismas clases produjeran los mismos efectos

positivos.

Mas preferiblemente, el disolvente no acuoso presenta un punto dieléctrico entre
30 y 50. Se encontré que el propilenglicol (32,1), la NMP (32,2), el DMSO (46,7) y
la DMA (38) mejoran la estabilidad del principio activo. Se pudo apreciar que no
aumentd la reacciéon y/o el dolor en el sitio de administracién, como era de
esperarse, en relacion a lo que se aprecia en los compuestos acuosos
(posiblemente, debido al efecto sinérgico secundario mencionado anteriormente).
Se espera que los disolventes de clases similares produzcan los mismos efectos

positivos.

Del mismo modo, se encontré6 que un disolvente no acuoso con un punto de
ebullicion por encima de 100°C permite que la estabilidad mejore al tiempo que no
aumenta la reaccion en el sitio de administraciéon. Una vez mas, el etanol y el
agua resultaron disolventes pobres. En cambio, se observé que otros disolventes
como por ejemplo el propinelglicol (PE = 188°C), glicerina formaldehido (PE = 190-
195°C), NMP (PE = 202-204°C), DMSO (PE = 189°C), DMA (PE =164-166°C)
todos presentan las ventajas positivas. anteriormente discutidas. Se espera que

los disolventes de clases similares produzcan los mismos efectos positivos.
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Ademas, la inclusibn de al menos un disolvente no acuoso, clasificado
ampliamente como un disolvente aprético bipolar resulto sér particularmente
beneficioso. Por ejemplo, se vio que la NMP es un disolvente muy util para
mejorar la estabilidad sin aumentar la reaccién en el sitio de aplicacion, a pesar de
que se considera un disolvente irritante y un disolvente que produce una reaccion
en el sitio de inyeccion. Preferiblemente, el disolvente no acuoso se selecciona de
la N-metil-2-pirrolidona (NMP), glicerina formaldehido, el propilenglicol, y el alcohol

bencilico.

Es de conocimiento que los disolventes tales como la NMP y el propilenglicol, que
son particularmente efectivos para estabilizar el compuesto y para permitir el uso
de mayores concentraciones de AINE, son altamente irritantes cuando se inyectan.
Por lo tanto, no se esperaba que estos disolventes no produjeran una mayor

reaccion en el sitio al inyectarse el compuesto, tal como ocurrié.

Preferiblemente, la formulacién liquida incluye al menos dos disolventes no

acuosos diferentes.

Mas preferiblemente, la formulacién liquida incluye un primer y segundo disolvente
de base no acuosa, en el que el primer disolvente actua como un agente

solubilizador y en el que el segundo disolvente actia como un disolvente vehiculo.

Por ejemplo, los inventores han identificado que la NMP y el propilenglicol
combinados proporcionan activos particularmente estables en la formulacién. La
inclusion de NMP, glicerina formaldehido y/o alcohol bencilico puede servir como
agente solubilizador para los activos, al tiempo que puede utilizarse un disolvente
como lo es el propilénglicol como vehiculo en el compuesto para mejorar la

estabilidad.
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Preferiblemente, se utiliza Unicamente una concentracién minima de agente
“solubilizador, como lo es la NMP. La concentracion de agente solubilizador puede
variar segun el tipo de agente activo y la solubilidad del agente activo que esté

presente en el compuesto.

Preferiblemente, la concentracién de agente solubilizador en el compuesto es

menor a 40% p/v.

Mas preferiblemente, la concentracién de agente solubilizador en el compuesto es

aproximadamente 30% p/v.

En la presente invencion, es preferible utilizar la NMP a concentraciones minimas
y Unicamente como agente solubilizador. Esto difiere de lo que se describe en los
ejemplos 1 a 4 de WO 02/41899 (WO’899), en los que el disolvente principal es la
NMP, y el compuesto se prepara con respecto a la NMP (en la mayoria de los
casos esta equivale a aproximadamente 60% p/v o mas en el compuesto final).
Simplemente el uso de la NMP cémo disolvente principal (descrito en la pagina 4
de WO’899 como 95% p/v del compuesto final) permite ver que no se utilizaron

antibiéticos betalactamicos o macroélidos.

Preferiblemente, la concentracion de disolvente vehiculo en el compuesto es al
menos 30% p/v. Mas preferiblemente, la concentracién de disolvente vehiculo en

la formulacién es al menos 40% piv.

Preferiblemente, el cociente del primer y segundo disolvente se encuentra entre
1:10 y 1:1. Mas preferiblemente, el cociente del primer disolvente y el segundo

disolvente es aproximadamente de 1:2 a 1:1.

Los disolventes vehiculo como ser el propilenglicol son disolventes mucho mas
severos y se considera que producen una mayor reaccion en el sitio al inyectarse

en comparacién con la NMP. En base al concepto general de la técnica, es
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posible que esta sea otra razén por la cual las descripciones como la WO'899 no
inclinan al lector a utilizar un disolvente vehiculo como es el propilenglicol, por el

contrario se basa principalmente en el uso de grandes concentraciones de la NMP.

Se cree que el disolvente vehiculo en la presente invencion es lo que proporciona
una buena estabilidad al antibiético betalactdmico y/o macrélido y AINE en el
compuesto. WO’899 no explica ningin uso de un disolvente vehiculo, y menos aun

los tipos de antibiéticos utilizados en la presente invencion.

Ademas, las combinaciones de disolvente descritas en WO’899 no alcanzarian los
mismos resultados en lo que respecta a la estabilidad que las de la presente
invencién, incluso si se utilizaran antibiéticos macrélidos y/o betalactamicos en
lugar de las combinaciones de antibiético y AINE mas estables que son ejemplos

en WQO’899.

Es de conocimiento de los inventores, que los antibidticos betalactamicos y
macrolidos son muy inestables con la flunixina, el AINE de WO’899. En los
estudios realizados por los inventores, la estabilidad observada en los compuestos

similares a los descritos en WO’899 fue pobre.

Por otra parte se demuestra que la estabilidad de los compuestos de la presente
invencion, los antibidticos macrélidos y/o betalactamicos, es satisfactoria en un
rango de condiciones (véase en el Ejemplo 6 de Las Mejores Practicas de la

Invencién).
Preferiblemente, el disolvente no acuoso es mas del 10% p/v del compuesto.

Mas preferiblemente, el disolvente no acuoso comprende entre el 30% p/v y el
80% del compuesto. Tal como se discute anteriormente, estas concentraciones
altas del disolvente no_acuoso (y particularmente un disolvente vehiculo en

comparacién con el agente solubilizador) permitieron obtener compuestos mas
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estables y mayores concentraciones de AINE y antibiético, y se esperaba que bajo
estas circunstancias, la reaccién y el dolor en el sitio fueran mas severos en

comparacion con los compuestos de base acuosa. Sin embargo, esto no fue asi.

Antioxidantes

Preferiblemente, la formulacién liquida incluye al menos un antioxidante.

Preferiblemente, el antioxidante se selecciona del sulfoxilato formaldehido de
sodio o el tolueno hidroxibutilado (BHT). Sin embargo, el conocedor de la técnica
sabra que es posible utilizar cualquier antioxidante en la presente invencién y que

el antioxidante no debera considerarse fuera del alcance de la invencion.

Preferiblemente, el antioxidante se encuentra en la formulaciéon liquida a
concentraciones de 0,01 - 0,3 % p/v, y mas preferiblemente de aproximadamente

0,05% plv.

Los ejemplos particularmente preferidos de las formulaciones se describen en

detalle en Las Mejores Practicas de la Invencidn de la memoria descriptiva.

Las modalidades preferidas del método de tratamiento

En esta memoria descriptiva, el término administracion equivale a la
administraciéon de principios activos del compuesto en el sitio de la infeccidn, ya
sea por aplicacion local o sistémica (a saber, por la corriente sanguinea y por el

cuerpo del animal).

Preferiblemente, el compuesto sirve para tratar una infeccién interna. En esta
memoria descriptiva, el término infeccién interna equivale a un sitio en el interior
del cuerpo, incluidas las cavidades del cuerpo a las cuales puede accederse
desde el exterior. Estas cavidades incluyen por ejemplo la boca, el canal del

pezén, la ubre, el ano, la vagina, entre otras.
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Preferiblemente, el compuesto se administra sistémicamente. Entre los ejemplos
de administracién sistémica se incluye la administracion por inyeccion, por bolo, o
rociado, y posteriormente los principios activos se distribuyen por el torrente

sanguineo del animal hacia el sitio de infeccién y/o inflamacion.

Mas preferiblemente, el compuesto se administra por inyeccién. Deberia notarse
que la inyeccién puede realizarse en el sitio de infeccién o préximo al mismo y aun

asi el principio activo ingresa de manera 6ptima al sistema.
Es posible inyectar el compuesto subcutanea o intramuscularmente.

Preferiblemente, se utiliza el corhpuesto para tratar la mastitis clinica. Sin
embargo, en ciertas modalidades, es posible utilizar el compuesto para prevenir
las etapas tempranas de la mastitis. El uso de AINE en un compuesto para tratar
la mastitis es un concepto nuevo, que seguin se discute en esta memoria

descriptiva tiene numerosas ventajas asociadas.

Sin embargo, los inventores reconocieron que es posible utilizar el compuesto para
tratar cualquier tipo de infeccion microbiana interna y/o inflamacién y/o dolor

asociado.

Preferiblemente, se utiliza el compuesto para tratar animales como bovinos, ovinos,

caprinos y otros animales de granja frecuentes.
Las modalidades preferidas para los regimenes de dosis

Preferiblemente, el compuesto se administra a dosis de 5 a 20 mg/kg/dia (por

peso del farmaco/animal) de antibiético y 0,2 mg a 4 mg/kg/dia de AINE.

En estudios preliminares, esta dosis parece alcanzar la CIM requerida para la
tilosina (2 pg/ml), y asi el antibidtico alcanza la concentracion terapéutica.  Sin

embargo, debido al efecto sinérgico entre el antibidtico y el AINE, es posible que el
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antibiético sea mas efectivo que lo normal, con lo cual con menores
concentraciones de antibiético ain es posible tratar la infeccién bacteriana

efectivamente.

Los inventores encontraron que la concentracién de AINE puede variar segun cual
sea el tipo de AINE. Por ejemplo, la dosis aproximada preferida de cada AINE

puede depender de su eficacia antinflamatoria y sus perfiles de toxicidad.

Preferiblemente, la dosis de flunixina es de 1 a 3 mg/kg/dia. Mas preferiblemente,

la dosis de flunixina es aproximadamente 2,2 mg/kg/dia.

Preferiblemente, la dosis de meloxicam es de 0,1 a 1 mg/kg/dia. Mas

preferiblemente, la dosis de meloxicam es aproximadamente 0,5 mg/kg/dia.

Preferiblemente, la dosis de ketoprofeno es de 2 a 4 mg/kg/dia. Mas

preferiblemente, la dosis de ketoprofeno es aproximadamente 3 mg/kg/dia.

Preferiblemente, la dosis de carprofeno es de 0,5 a 2,5 mg/kg/dia. Mas

preferiblemente, la dosis de carprofeno es aproximadamente 1,4 mg/kg/dia.

El método de tratamiento puede utilizar un abordaje de dosis flexibles para permitir
regular las dosis cuando se tratan las enfermedades en base al tipo de
enfermedad y a su gravedad. Por ejemplo, los inventores notaron que un flexipack
puede ser particularmente util para este abordaje de utilizar dosis flekibles.
Generalmente el flexipack es un frasco que incluye una mezcla de polietileno de
alta y baja densidad. Se trata de un tipo de recipiente ofrecido por diferentes

fabricantes.
Las modalidades preferidas del método de preparacion

Tal como se discutié en esta memoria descriptiva, una de las principales ventajas

asociadas al uso de disolventes no acuosos es que es posible aumentar la
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concentracion de principio activo en el compuesto.  Esto se asocia con muchos
beneficios, incluida la capacidad de administrar una mayor cantidad de principio
activo al animal en volimenes menores de compuesto. Esto permite acortar el

tiempo de administracion, y de molestia al animal que ocurre durante la inyeccion.

Ademas, la dosis a menores volimenes es una ventaja en lo que respecta al

almacenamiento ya que se ocupa menos espacio.

Preferiblemente, aumentaria la concentracién (% p/v) de AINE en el compuesto lo
cual . le quitaria estabilidad de almacenamiento a temperatura ambiente al

correspondiente compuesto con base acuosa.

Preferiblemente, el AINE es ketoprofeno y la concentracion de ketoprofeno es

mayor a 4% plv.

A continuacion se discuten algunos de los aspectos preferidos del proceso de

elaboracion.

Preferiblemente, se agrega un primer y segundo disolvente no acuoso al recipiente

de mezcla antes de agregar ya sea el AINE o el antibiético.

El primer y segundo disolvente no acuoso elegido puede depender del tipo,
numero o concentracion de AINE y del antibiético utilizado en las formulaciones.
Los ejemplos dados de primer y segundo disolvente no acuoso se presentan en

Las Mejores Practicas de la Invencion. Sin embargo, son ejemplos no limitantes.

En ciertas modalidades, es posible agregar otros disolventes no acuosos.

Alternativamente, puede ser adecuado incluir Unicamente un disolvente no acuoso.

Preferiblemente, se calientan disolventes no acuosos aproximadamente a 55 a
80°C antes de agregar el AINE o el antibiético. La temperatura utilizada puede

depender de los principios activos especificos que se utilicen en el compuesto.
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Es preferible agregar un antibiético a los disolventes No acuosos y disolverlo antes
de agregar el AINE. Posteriormente puede agregarse el AINE y disolverse en una
mezcla de antibiético disuelto y disolvente no acuoso. Los inventores concluyeron
que agregar en etapas los disolventes, el antibiético y finalmente el AINE mejor¢ la

estabilidad y la solubilidad del compuesto.

Preferiblemente, se mantiene la temperatura a 55 a 80°C durante el agregado en

etapas del AINE y del antibiético a la formulacién.

El compuesto que contiene el AINE y el antibiético luego se enfria hasta alcanzar
la temperatura ambiente (por ejemplo, entre 20 y 30°C) antes de completar un
volumen final (cs) con el disolvente no acuoso y de mezclarse durante

aproximadamente 10 a 20 minutos.

Después puede almacenarse el compuesto aproximadamente a 4°C antes de

administrarlo.

Algunas de las ventajas de la presente invencién incluyen:

La relacién sinérgica entre el AINE y el antibiético (el AINE mejora la

efectividad del antibiético).

- El uso de un disolvente no acuoso que permite superar los problemas de
incompatibilidad entre los principios activos, en particular la inestabilidad en

muchos antibidticos.

- El uso de un disolvente no acuoso permite disponer de un compuesto
estable en solucién (no una suspensién) en un rango de condiciones de

almacenamiento.

- La solubilizacién evita la formacién de sedimentaciones compactas, la

necesidad de resuspender el compuesto antes de administrarlo, y los
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problemas asociados a la inyeccién (obstruccion de la aguja, y posible

dolor al animal como resultado de la materia en particulas).

El uso de disolventes no acuosos permite aumentar la concentracion de
AINE a valores mayores a los que pueden obtenerse en un compuesto
acuoso. A pesar de que la reaccion y dolor en el sitio de administracidn
son las carac_;teristicas esperadas de los disolventes no acuosos, no se

aprecié un agravamiento de estos efectos secundarios.

Es posible que las mayores concentraciones de AINE faciliten la
moderacion de la reaccion en el sitio, producida por disolventes y también
potencialmente por el antibidtico (se conoce el caracter irritante de la
tilosina). Es posible aumentar la concentraciéon de tilosina en el compuesto

porque la reaccioén en el sitio de inyeccién es menos severa.

Se cree que si se utilizan concentraciones mayores de AINE en el
compuesto, aumentara la sinergia entre los dos principios activos en el sitio
de infeccion. Un antibiético mas efectivo permite disminuir las
concent_raciones de antibidtico utilizadas, obteniéndose los mismos

resultados.

Como se prescinde del agua en el compuesto, no es necesario regular el
pH del compuesto al valor deseado, por lo que se simplifica el proceso de

elaboracion.
El dolor y la inflamacion asociados a las infecciones internas disminuyen.

La eficiencia de la administracién mejora (se administra uno y no dos
compuestos). Por ejemplo, la combinacion de antibiético (por ejemplo
tilosina) y AINE en un solo producto evita la necesidad de aplicar muchas

inyecciones y simplifica la administracién, lo cual mejora el cumplimiento
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del tratamiento y permite mejorar resultados.
Versatilidad en las opciones de administracion

La administracion preferida es la inyeccion que permite mejorar la

distribucion del farmaco
El AINE mejora el bienestar del animal mientras actua el antibiético

Ademas de aliviar el dolor y la fiebre, los AINE se unen a las endoxinas (de
las bacterias gramnegativas), lo que mejora los resultados del tratamiento,
y este atributo los convierte en un importante elemento de los regimenes

de tratamiento de la mastitis que vendran.

Se trata de una formulacién que posiblemente sea particularmente efectiva
para el tratamiento de la mastitis producida por bacterias gramnegativas,
que se espera aumentara su frecuencia en Nueva Zelanda en los arios

venideros.
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MEJORES MANERAS DE PRACTICAR LA INVENCION

Ejemplo 1

La siguiente tabla 1 describe un nimero de formulaciones iniciales estudiadas por

los inventores en linea con la presente invencion.

A continuacion se comenta la idoneidad de las formulaciones estudiadas.

Tabla 1: Combinaciones de tilosina/flunixina
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F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8
# Ingredientes Y%piv | %piv {%piv |%plv | %piv | %plv | %piv | %plv
1. | Base de tilosina ** 204 | -- 204 | 204 |204 {204 |204 |204
flunixina meglumina
73 % propérciona 4,4% de
2. | flunixina) - 8,3 73 7.3 7.3 7.3 7.3 7,3
Sulfoxilato del formaldehido de
3. | sodio - 0,05 |005 |005 |- - - -
4. | Tolueno hidroxibutitado (BHT) -- - -- - 0,05 0,05 0,05 0,05
5. | Edetato disédico - 0,1 0,1 0,1 - 0.1 0.1 -
6. | N-metil-2-pirrolidona (NMP) - -- -- -- - -- - 20
7. | Glicerina formaldehido estabilizada -- -- -- -- 40 -- 4,18 -
18%v
8. | Propilenglicol 52 N 52 52 cs 52 52 gs
9. | Fenol liquido - 0,25 -- - -- -- -- --
10. | Alcohol bencilico 4,18 0 4,18 418 - 4,18 1 1
Monoetanoclamina ***
11. | (para regular el pH) -- cs cs - - -- -- --
Hidréxido de sodio ***
12. | (para regular el pH) - - -- cs - cs cs -
Acido clorhidrico
13. | (para regular el pH) -- cs cs cs - cs cs --
14. | Inyeccion de agua cs cs cs cs - cs cs --
** Se adicionaron 2% de excedentes autorizados
*** Para regular el pH a valores entre 8 y 9,5
5
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F1 Una formulacidn de inyeccion de base de tilosina registrada en la Ley de
Compuestos Agricolas y Medicamentos Veterinarios (ACVM).

F2 Una formulacion existente de inyeccién de flunixina (Nombre comercial:
Inyeccion de fluxamina) registrada en ACVM.

F3 Alas 48 horas el producto se torné marrén a temperatura ambiente.

F4 Se reguld el pH con hidroxido de sodio al 20%. El color del producto
permanecio estable a 4 y 40° C.

F5 Para evitar problemas con el pH, se formulé el producto utilizando glicerina
formaldehido con propilenglicol. El color del producto permanecié estable a 4
y 40° C.

F6 El antioxidante se cambid de sulfoxilato de formaldehido de sodio a BHT. El
color del producto permanecié estable a 4 y 40° C.

F7 Se agregé glicerina formaldehido estabilizada para estabilizar la formulacién.
El color del producto permanecié estable a 4 y 40° C.

F8 El color del producto permanecié estable a 4 y 40° C.

Resumen

Parece ser que la formulacién mas estable de las formulaciones de tilosina y

flunixina es la formulacién F5. A continuacién se describe un método para preparar

una formulacion F5.

Procedimiento de elaboraciéon de la formulacion F5

En un recipiente de produccién limpio y seco:
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1. Cargar la cantidad requerida de glicerina formaldehido estabilizado
2. Agregar y mezclar 25% de propilenglicol
3. Calentar la mezcla de 70 a 80°C

4. Agregar y disolver la base de tilosina y mezclar correctamente (mantener

a temperaturas de 70 a 80°C)

5. Agregar y disolver flunixina meglumina vy mezclar correctamente

(mantener a temperaturas de 70 a 80°C)
6. Enfriar la masa a menos de 30°C

7. Completar el volumen final con propilenglicol y mezclar correctamente

durante 10 minutos

Ejemplo 2

Se estudiaron otras dos formulaciones (F9 y F10), con tilosina y caprofeno o
meloxicam. A continuacién se describen estas formulaciones y los procedimientos

de elaboracion.

5 Tabla 2 Combinaciones de tilosina/carprofeno y tilosina/meloxicam
F9 F10
Namero Ingredientes % plv % plv
1 Base de tilosina ** 21 21
2 Carprofeno ** 3 0
4 Meloxicam ** 0 1,05
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Tolueno hidroxibutilado (BHT) 0,05 0,05
NMP 20 20
Alcohol bencilico 1 1
Propilenglicol cs cs

** Ga adicionaron 5% de excedentes autorizados

Procedimiento de elaboracién para F9y F10

. En un recipiente de elaboracién limpio y seco
. Cargar la cantidad rquerida de NMP

. Agregar y mezclar alcohol bencilico

. Agregar y mezclar (35%) de propilenglicol

. Calentar la mezcla de 70 a 80°C

Agregar y disolver la base de tilosina y mezclar correctamente (mantener a temperaturas de

70 a 80°C)

Agregar y disolver meloxicam/carprofeno y mezclar correctamente (mantener a temperaturas

de 70 a 80°C)
Enfriar la masa a menos de 30°C

Completar el volumen final con propilenglicol y mezclar correctamente durante 10 minutos
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Eiemplo 3

Los inventores estudiaron una combinacion que contiene tilosina/ketoprofeno

N

2 Ingredientes ' % p/p
Base de tilosina

1 *k 21
Ketoprofeno BP

2 *Hk 4.08

3 Propilenglicol 52
Alcohol

4 bencilico 418
Hidroxido  de
sodio, solucién
al 10% p/v
(para regular el

5 pH) cs
Solucién al 5%
p/v de 4&cido
clorhidrico (de

6 ser requerida) cs
Agua para |la

7 inyeccion cs
** 5% de excedentes autorizados
agregados (20% segun prospecto)
*** 2% de excedentes autorizados
agregados (4% segun prospecto)

En este compuesto de base acuosa, la tilosina/ketoprofeno fue estable. Sin embargo, cuando
los inventores aumentaron la concentracion de ketoprofeno a mas de 4% p/v, el compuesto

perdié su estabilidad en un compuesto de base acuosa.

Procedimiento de elaboracion para F11
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En un recipiente de elaboracion, cargar la cantidad requerida de propilenglicol,

alcohol bencilico y mezclar bien

Calentar la mezcla a 60 a 70 °C

Agregar y disolver la base de tilosina y mezclar correctamente (mantener a temperaturas de 60 a 70°C)
Corroborar la claridad de la solucién

Agregar y disolver ketoproferjo y mezclar correctamente Enfriar la masa a temperatura ambiente
Controlar el pH Deberia ser de entre 8,8 a 9,5 Si es necesario, regular el pH a entre

8,8 a 9,5 utilizando 10% p/v de solucién de hidréxido de sodio 0 5% p/v de acido clorhidrico
Completar el volumen final con agua para la inyecciéon y mezclar correctamente durante 10 a 15 minutos

Controlar el pH. Deberia ser de entre 8,8 a 9,5
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Ejemplo 4

El objetivo de los inventores es alcanzar un compuesto que contiene
concentraciones mas elevadas de AINE ketoprofeno que el que se describe en el
ejemplo 3, junto con la tilosina. El razonamiento fue que si se aumenta la
temperatura de AINE facilitaria sinérgicamente la efectividad del antibiético en el

sitio de infeccion, al tiempo que también permite mas alivio del dolor.

Los inventores no deseaban volver a una suspension, y estudiaron entonces
disolventes de base no acuosa mas severos para estabilizar el AINE a mayores
cargas. Pudo lograrse con éxito un compuesto estable en solucion. Sin embargo,
se esperaba que el compuesto obtenido produjera una reaccién y dolor mas

severo en el sitio de inyeccioén cuando se utilizaban disolventes no acuosos.

Nimero | Ingredientes % p/v
1 Base de tilosina ** 21
2 Ketoprofeno BP *** 6
3 Tolueno hidroxibutilado (BHT) | 0,05
4 Alcohol bencilico 1
5 N-metil-2-pirrolidona (NMP) 30
| Hasta 100
6 Propilenglicol ml
** 5% de excedentes autorizados agregados
(20% segun prospecto)
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Procedimiento de elaboracién para F12

1. En un recipiente de produccién limpio y seco, cargar la cantidad requerida

de N-metil-2-pirrolidona (NMP)

2. Cargar la cantidad requerida de alcohol bencilico al recipiente y mezclar

correctamente

3. Cargar propilenglicol (35% del tamafio del lote) al recipiente y mezclar

correctamente

4, Calentar la masa de 50 a 65°C

5. Agregar y disolver el tolueno hidroxibutilado (BHT) y mezclar

6. Agregar y disolver la base de tilosina y mezclar (mantener a temperaturas
de 55 a 65°C)

7. Agregar y disolver ketoprofeno y mezclar

8. Corroborar la claridad de la solucién

9. | Completar el volumen a 98% del tamafo del lote con propilenglicol y

mezclar correctamente
10. Enfriar la masa a 25 a 30°C y mezclar

11. Completar el volumen final con propilenglicol y mezclar correctamente
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Eiemplo 5: Estudios preliminares en animales para estudiar la reaccidén en el sitio

de inyeccién

Se realizé6 un estudio para comparar la equivalencia terapéutica y los efectos
secundarios (reaccién y dolor en el sitio durante la administracion) entre el
compuesto de estudio que contiene tilosina al 20% y ketoprofeno al 6% (como en

el ejemplo 4) y las compuestos industriales de referencia.

Los compuestos industriales de referencia fueron Tylan (Elanco Animal Health,
Auckland, Nueva Zelanda) y Ketofen (Merial New Zealand,j Auckland, Nueva
Zelanda) cuando se administran simultaneamente intramuscularmente al ganado
lechero. E! Tylan contiene 20% p/v de tilosina; con una dosis prescrita de 10
mg/kg de peso corporal. E! Ketofen contiene 10% p/v de ketoprofeno con la dosis

prescrita de 3 mg/kg. Tanto el Tylan y el Ketofen son compuestos de base acuosa.

Se seleccionaron veinte individuos en diversas etapas de la lactancia, en un rango

de 4 a 6 arios de edad de un rebafio de aproximadamente 1200 individuos.

Se separaron en pares y se ubicaron al azar en grupo 1 o grupo 2. El estudio fue
de entrecruzamiento en ambos sentidos, en el cual se traté cada grupo con cada
uno de los dos tratamientos durante el transcurso de la fase del estudio en
animales, obteniéndose 20 animales tratados en cada periodo de tratamiento. Se
mantuvo la dosis constante entre ambos grupos, a saber 10 mg/kg para la tilosina,

3 mg/kg de ketoprofeno.

Luego del ordefie del dia 0, se trat6 el ganado lechero en base al peso en pie del
animal. Se recogieron muestras de sangre en 11 instancias y se registré en

tiempo real durante un periodo de 24 horas.

Tal como se indica a continuacion, los estudios revelaron que el compuesto de

estudio y los compuestos industriales de referencia son bioequivalentes.
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Tilosina sérica {mg/kg)

30

Horas postratamiento

Las lineas continuas representan las concentraciones séricas de tilosina cuando se trata
con el compuesto de estudio del ejemplo 4. Las lineas punteadas representan las
concentraciones séricas de tilosina cuando se trata con Tylan.

Ketoprofeno sérico (mg/kg)

15 20 25 30

Horas postratamiento

Las lineas continuas representan las concentraciones séricas de ketoprofeno cuando se
trata con el compuesto de estudio del ejemplo 4. Las lineas punteadas representan las
concentraciones séricas de ketoprofeno cuando se trata con Ketofen.
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En resumen, segun el estudio, la bioequivalencia de ambos compuestos fue
similar para dosis constantes. Esto indica que |a biodisponibilidad del compuesto
combinado es buena, en relacién con los compuestos industriales de referencia

que se administran en forma separada. Esto de por si es una gran ventaja.

Otra de las ventajas que se observaron en este estudio, es que contrario a lo
esperado, el compuesto de estudio no presentaba mas reacciones adversas (dolor
o reaccion en el sitio) en comparacion con los compuestos industriales de

referencia (Tylan y Ketofen).

Esto fue inesperado porque se pensé que el disolvente no acuoso utilizado en el
compuesto de estudio en el ejemplo 4 produciria efectos secundarios adversos al
inyectarse. Si se tiene en cuenta que la dosis era la misma en el estudio del grupo
1 y del grupo 2, podria esperarse que una dosis de AINE (por ejemplo
ketoprofeno) mayor a 3 mg/kg evitaria una mayor reaccién y/o dolor en el sitio (e
incluso su moderacién) en comparaciéon con lo que resulta del uso de los
compuestos actuaimente disponibles. Es posible utilizar dosis mas altas con
mayores concentraciones de AINE porque se utiliza un disolvente no acuoso para

estabilizar el principio activo en el compuesto.
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Ejemplo 6: Estudios de estabilidad

Se realizé un estudio de estabilidad en tres lotes de 4,5 L dé los compuestos del

ejemplo 4.

Se colocaron los lotes en matraces de vidrio de 100 ml y se almacenaron bajo las
condiciones de almacenamiento asignadas de 25°C/60% humedad relativa,

30°C/65% humedad relativa y 40°C/75% humedad relativa.

Se registraron las caracteristicas fisicas y quimicas del producto a intervalos

regulares como recomienda la ACVM.

‘Tal como muestran las siguientes tablas, las condiciones se mantuvieron estables

durante al menos seis meses a 25°C/60% humedad relativa y 30°C/65% humedad

relativa.

Condiciones de almacenamiento:

25°C/60% humedad relativa

Estudio Caracteristicas Inicial 3 meses 6 meses
Descripcién gg::g';m clara, viscosa, amarillo Cumple Cumple Cumple
Densidad
relativa 1,050 - 1,100 1,079 1,079 1,078
Base de
tilosina (total) 180 - 230 mg/ml 206 207 203
Ketoprofeno | 54 - 66 mg/ml 59,1 59,6 59,3
Facilidad de
aspiracion o
inyeccién - Cumple Cumple Cumple
(para su
estabilidad)
No hubo crecimiento en el medio
de tioglicolato fluido luego de 14
dias de incubacion a 30-35°C.
(Egginhdad No crecié en medio de triptona de | Cumple - Cumple
caseina y peptona de soja
Luego de 14 dias de incubacién a
temperaturas de 20 a 25°C.
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Condiciones de almacenamiento:
30°C/65% humedad relativa
Estudio Caracteristicas Inicial 3 meses 6 meses
e Solucién clara, viscosa, amarillo

Descripcion dorada Cumple Cumple Cumple
Densidad 1,050 — 1,100 1,079 1,079 1,079
relativa
Base de
tilosina (total) 180 — 230 mg/mi 206 205 200
Ketoprofeno | 54 — 66 mg/ml 59,1 59,6 59,8
Facilidad de
aspiraciéon o
inyeccion - Cumple Cumple Cumple
(para su
estabilidad)

No hubo crecimiento en el medio

de tioglicolato fluido luego de 14

dias de incubacion a 30-35°C.
(Elege)znlldad No creci6 en medio de triptona de | Cumple - Cumple

caseina y peptona de soja

Luego de 14 dias de incubacién a

temperaturas de 20 a 25°C.

Condiciones de almacenamiento:
40°C/75% humedad relativa
Estudio Caracteristicas Inicial 1 mes 3 meses 6 meses
. Solucién clara, viscosa, )

Descripcién amarillo dorada Cumple Cumple Cumple Cumple
Densidad
relativa 1,050 - 1,100 1,079 4,085 1,079 1,078
Base de
tilosina 180 — 230 mg/mi 206 207 201 184
(total)
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Ketoprofeno | 54 — 66 mg/mi 59,1 59,7 59,3 58,9
Facilidad de
aspiracion o
inyeccion - Cumple Cumple Cumple Cumple
(para su
estabilidad)
No hubo crecimiento en
el medio de tioglicolato
fluido luego de 14 dias |
de incubacién a 30-
35°C.
Esterilidad No crecié6 en medio de
(BP) triptona de caseina y Cumple ) ) Cumple
peptona de soja
Luego de 14 dias de
incubacion a
temperaturas de 20 a
25°C.
Condiciones de  almacenamiento:
25°C/60% humedad relativa
Estudio Caracteristicas Inicial 3 meses 6 meses
Descripcion Solucu‘)n clara, viscosa, amarillo Cumple Cumple Cumple
orada
Densidad
relativa 1,050 - 1,100 1,075 1,079 1,078
Base  de) 445 _ 230 mg/mi 210 210 205
tilosina (total)
Ketoprofeno | 54 — 66 mg/ml 60,2 59,9 60,3
Facilidad de
aspiracion o
inyeccion - Cumple Cumple Cumple
(para su
estabilidad)
No hubo crecimiento en el medio
de tioglicolato fluido luego de 14
dias de incubacién a 30-35°C.
(E;}tj(;ﬂhdad No crecié en medio de triptona de | Cumple - Cumple
caseina y peptona de soja
Luego de 14 dias de incubacién a
temperaturas de 20 a 25°C.
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Condiciones

de almacenamiento:

30°C/65% humedad relativa

Caracteristicas

Estudio Inicial 3 meses 6 meses
L Solucién clara, viscosa, amarillo

Descripcion dorada Cumple Cumple Cumple
Densidad
relativa 1,050 - 1,100 1,075 1,079 1,078
Base de
tilosina (total) 180 — 230 mg/ml 210 208 200
Ketoprofeno | 54 — 66 mg/ml 60,2 59,8 59,9
Facilidad de
aspiracién o
inyeccion - Cumple Cumple Cumple
(para su
estabilidad)

No hubo crecimiento en el medio

de tioglicolato fluido luego de 14

dias de incubacion a 30-35°C.
FBSS”“dad No crecié en medio de triptona de | Cumple - Cumple

caseina y peptona de soja

Luego de 14 dias de incubacién a

temperaturas de 20 a 25°C.

Condiciones de almacenamiento:
40°C/75% humedad relativa
Estudio Caracteristicas Inicial 1 mes 3 meses 6 meses
o Solucién clara, viscosa,

Descripcién amarillo dorada Cumple Cumple Cumple Cumple
Densidad
relativa 1,050 ~ 1,100 1,075 1,084 1,079 1,078
Base de
tilosina 180 — 230 mg/ml 210 209 198 183
(total)
Ketoprofeno | 54 — 66 mg/ml 60,2 59,7 60,2 58,9
Facilidad de
aspiracién o
inyeccion - Cumple Cumple Cumple Cumple
(para su
estabilidad)
Esterilidad No hubo crecimiento en R -
(BP) el medio de tioglicolato Cumple Cumple
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fluido luego de 14 dias
de incubacion a 30-
35°C.

No crecié en medio de
triptona de caseina y
peptona de soja

Luego de 14 dias de

incubacion a
temperaturas de 20 a
25°C.

Los aspectos de la presente invencién han sido descritos a modo de ejemplo
Unicamente y deberia comprenderse que es posible aplicar modificaciones y
adiciones a los mismos sin apartarse del espiritu de la misma segun se define en

las reivindicaciones anexas.

47



James & Wells Reference: 131431/3

Se reivindica:

1. Un compuesto inyectable que se utiliza para el tratamiento de una

infeccion microbiana en la glandula mamaria de un animal.
El compuesto incluye
a. Un farmaco antinflamatorio no esteroide (AINE),

b. Un antibiético seleccionado del grupo que incluye un antibiético

beta lactamico y un antibiético macroélido;
c. Un vehiculo
Con la caracteristica de que
El compuesto incluye al menos dos disolventes no acuosos,
Al menos uno de los disolventes no acuosos es un agente solubilizador; y
Al menos un disolvente no acuoso es un vehiculo,

La concentraciéon de vehiculo en el compuesto es mayor que la

concentracion de agente solubilizador en el compuesto;

El agente solubilizador se caracteriza por la propiedad de que disuelve al

AINE y/o al antibiético mas rapidamente que un vehiculo; y

El AINE y el antibiético se disuelven en los al menos dos disolventes no

acCuosos.

2. El compuesto reivindicado en la reivindicacién 1, en el que el compuesto

€S NO acuoso.
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3. El compuesto que se reivindica en la reivindicacion 1 o en la

reivindicacion 2, en el que el disolvente no acuoso presenta una o mas

de las siguientes caracteristicas:
a) Punto dieléctrico por encima de 30 a 25°C;
b) Un punto de ebullicion mayor a 100°C; y/o
c) Es un disolvente aproético bipolar.

4. El compuesto tal como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones
que anteceden en el que al menos dos disolventes no acuosos se
seleccionan del grupo de N-metil-2-pirrolidona (NMP), sulféxido de
dimetilo (DMSO), dimetilacetamida (DMA), glicerina formaldehido,

propilenglicol, alcohol bencilico, y sus combinaciones.

5. El compuesto tal como se reivindica en la reivindicacién 4, en el que el
primer disolvente no acuoso es o glicerina formaldehido o NMP y en el

que el segundo disolvente no acuoso es propilenglicol.

6. El compuesto tal como se reivindica en las reivindicaciones anteriores, en
el que un AINE del grupo de carprofeno, naproxeno, ibuprofeno,
ketoprofeno, piroxicamo, diclofenaco, etodolaco, flunixina, deracoxib,

meloxicam, celecoxib, rofecoxib, y sus combinaciones.

7. El compuesto tal como se reivindica en las reivindicaciones anteriores, en
el que se selecciona el AINE de flunixina, meloxicam, carprofeno,

ketoprofeno y sus combinaciones.

8. El compuesto tal como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones

que anteceden, en el que AINE esta presente a concentraciones de 1 a
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10.

11.

12.

13.

14.

15% pl/v.

El compuesto tal como se reivindica en la reivindicacion 7, en el que la
concentracion de flunixina es de aproximadamente 7,3%pl/v, la
concentracion de meloxicam es aproximadamente 1,0%p/v, la
concentracion de carprofeno es aproximadamente 3,0%p/v o la

concentracion de ketoprofeno es aproximadamente 4 a 10%p/v.

El compuesto tal como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones
anteriores en el que el antibidtico de clase macrélido se selecciona de
azitromicinaAzithromycin,  claritromicinaClarithromycin,  diritromicina
Dirithromycin, eritromicinaErythromycin, roxitromicina Roxithromycin,
telitromicina Telithromycin, carbomicina A Carbomycin A, josamicina
Josamycin, kitasamicina Kitasamycin, midecamicina/acetato de
midecamicina Midecamicine/midecamicine acetate,oleandomicina
Oleandomycin, espiramicina Spiramycin, troleandomicina

Troleandomycin, y tilosina Tylosin/tylocine, y sus combinaciones.

El compuesto tal como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones

anteriores, en el que el antibidtico macrdélido es tilosina.

El compuesto tal como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones

anteriores, en el que el antibidtico betalactamico es penetamato.

El compuesto tal como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, en el que antibidtico esta presente a concentraciones de 10 a

35% plv.

El compuesto tal como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones

anteriores, en el que el antibidtico estd presente a concentraciones de
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15.

16.

17.

18.

19.

20.

aproximadamente 20,0% p/v.

El compuesto tal como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones
1 a 14, en el que el cociente de AINE y antibidtico en el compuesto es

aproximadamente 1:3 p/v.

El compuesto tal como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones

anteriores, el compuesto incluye al menos un antioxidante.

El compuesto tal como se reivindica en la reivindicaciéon 16, en el que el
antioxidante se selecciona del sulfoxilato formaldehido de sodio o el

tolueno hidroxibutilado (BHT) y sus combinaciones.

El compuesto tal como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones
16 o 17, en el que el antioxidante estd presente en el compuesto a

concentraciones de entre
0,01 -0,3 % p/v.
Un método para tratar un animal contra una infeccién microbiana

en el que el método para tratar un animal contra una infeccién
microbiana es un método para tratar un animal contra una infeccidén

microbiana interna
que se caracteriza por las etapas

de administrar un compuesto tal como se reivindica en las

reivindicaciones 1 a 20 por inyeccion a un animal.

El método tal como se reivindica en la reivindicacion 19 en el que el

compuesto se inyecta subcutaneamente.
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21.

22.

23.

24.

25.

El método tal como se reivindica en la reivindicaciéon 19 o 20 en el que el
animal se trata con una dosis de 5 a 10 miligramos de antibiético por kg

de animal por dia (mg/kg/dia) y 0,2 a 4 mg/kg/dia de AINE.

El método tal como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 19
a 21 en el que el animal se trata con 5 a 10 mg/kg/dia de antibiético y

cualquiera de las siguientes dosis de AINE:
a. 2,2 mg/kg/dia de qunixfna
b. 0,5 mg/kg/dia de mfeloxicam
c. 3 mg/kg/dia de ketoprofeno
d. 1,4 mg/kg/dia de carprofeno

El método tal como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 19
a 22 en el que el compuesto se utiliza para tratar la mastitis y/o etapas

tempranas de mastitis clinica.

El uso de un compuesto como el que se reivindica en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 18 en la produccién de un medicamento para el

tratamiento de una infeccién microbiana.

Un meétodo para preparar un compuesto cuando se utiliza para el
tratamiento de una inyeccién microbiana en la glandula mamaria que
contiene AINE y un antibidtico seleccionado del grupo que incluye un

antibiético macrélido y betalactamico
que se caracteriza por las etapas de

a) Agregar al menos dos disolventes no acuosos al compuesto, en el
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26.

27.

28.

29.

30.

31.

que al menos un disolvente no acuoso es un agente solubilizador
y al menos un disolvente no acuoso es un vehiculo, en el que la
concentracion de vehiculo en el compuesto es mayor que la

concentracion de agente solubilizador en el compuesto;

b) Disolver el AINE y el antibidtico en los al menos dos disolventes

No acuosos.

El método tal como se reivindica en la reivindicacién 25, en el que AINE
en el compuesto aumenta hasta alcanzar una concentracion (% p/v) que
le quitaria estabilidad de almacenamiento a temperatura ambiente en el

correspondiente compuesto con base acuosa.

El método tal como se reivindica en la reivindicacién 25 o en la
reivindicacion 26 en el que AINE es ketoprofeno y en el que la

concentracion de ketoprofeno es mayor a 4% p/v.

El método tal como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 25
a 27, en el que al menos dos disolventes no acuosos se agregan a un

recipiente de mezcla antes de agregar AINE o antibidtico.

Un método tal como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones
25 a 28 en el que el vehiculo se agrega a un agente solubilizador antes

de agregar o AINE o antibidtico.

Un método tal como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones
25 a 29 en el que compuesto se mantiene entre 60 y 80°C hasta que
AINE y antibidtico estén sustancialmente disueltos en al menos dos

disolventes no acuosos.

Un método tal como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones
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32.

33.

34.

35.

25 a 30, en el que se agrega el antibidtico al menos a dos disolventes no

acuosos y se disuelve antes de agregar el AINE.

Un método tal como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones
25 a 31, en el que se agrega el AINE en la mezcla de antibiético disuelto

y al menos en dos disolventes no acuosos.

~ Un método tal como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones

25 a 31 en el que el compuesto que contiene AINE disuelto y antibiético
se enfria a aproximadamente 30°C antes de alcanzar el volumen final
(cs) con un disolvente no acuoso y mezclarse durante aproximadamente

10 minutos.

Un compuesto como se describe sustancialmente en la presente,
haciendo referencia a las formulaciones F3-F10 que se representan en

los ejemplos 1-3 en las Mejores Maneras de Practicar la Invencion.

Un método para preparar un compuesto que incluye un AINE y un
antibidtico sustancialmente como se describe en la presente haciendo
referencia al procedimiento de produccion detallado en los ejemplos 1 a 3

en las Mejores Maneras de Practicar la Invencién.

54



James & Wells Reference: 131431/3

RESUMEN

Un compuesto inyectable cuando se utiliza para el tratamiento de una infeccién
microbiana en una glandula mamaria de un animal, en el que el compuesto
incluye a) un farmaco antinflamatorio no esteroide (AINE); b) un antibidtico
seleccionado del grupo de antibiético betalactdmico y un antibiético macrdlido;
caracterizado porque el compuesto incluye un disolvente no acuoso, y el AINE y

el antibiético en el compuesto se disuelven en el disolvente no acuoso.
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Box No. 1

Basis of the report

1.  With
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I:] A translation of the international application into , which is the language of a translation furnished for the purposes of :
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I:l international preliminary examination (Rules 55.2(a) and/or 55.3(a) and (b)).
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[]

|

6. []

the international application as originally filed/furnished
the description: pages 1-44 | as originally filed/furnished
pages , received by this Authority on  with the letter of
pages , received by this Authority on with the letter of
the claims: pages , as originally filed/furnished
pages , asamended (together with any statement) under Article 19,
pages 45-51, received by this Authority on 15 November 2012 with the letter of 15 November 2012
pages , received by this Authority on with the letter of
the drawings: pages , as originally filed/furnished
pages , received by this Authority on with the letter of
pages , received by this Authority on with the letter of
a sequence listing - see Supplemental Box Relating to Sequence Listing.
The amendments have resulted in the cancellation of:
I:l the description, pages
|:| the claims, Nos.
[:l the drawings, sheets/figs
|:| the sequence listing (specify):

This report has been established as if (some of) the amendments annexed to this report and listed below had not been
made, since either they are considered to go beyond the disclosure as filed, or they were not accompanied by a letter
indicating the basis for the amendments in the application as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rules 70.2(c)

and (c-bis)):
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[:I the claims, Nos.
D the drawings, sheets/figs

|__—| the sequence listing (specify):
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Rule 91 (Rules 66.1(d-bis) and 70.2(e)). :

,:l without taking into account the rectification of an obvious mistake authorized by or notified to this Authority
under Rule 91 (Rules 66.4bis and 70.2(e)).

Supplementary international search report(s) from Authority(ies)
has/have been received and taken into account in establishing this report (Rule 45 bis.8(b) and (c)).

* If item 4 applies, some or all of those sheets may be marked "superseded.”
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Box No. II1 Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability

The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non obvious), or to be
industrially applicable have not been examined in respect of:

D the entire international application
claims Nos: 34, 35

because:

|:| the said international application, or the said claim Nos.

relate to the following subject matter which does not require an international preliminary examination (specify):

D the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos.

are so unclear that no meaningful report could be formed (specify):

D the claims, or said claims Nos.
are so inadequately supported by the description that no meaningful report could be formed (specify):

no international search report has been established for said claims Nos. 34, 35

a meaningful report could not be formed without the sequence listing; the applicant did not, within the prescribed time
limit:

e

I_—_l furnish a sequence listing on paper complying with the standard provided for in Annex C of the Administrative
Instructions, and such listing was not available to the International Preliminary Examining Authority in a form
and manner acceptable to it.

D furnish a sequence listing in electronic form complying with the standard provided for in Annex C of the
Administrative Instructions, and such listing was not available to the International Preliminary Examining

Authority in a form and manner acceptable to it.

pay the required late furnishing fee for the furnishing of a sequence listing in response to an invitation under
Rule 13ter.1(a) or (b) and 13ter.2.

D See Supplemental Box for further details.
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Box No. V Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step and industrial applicability;
citations and explanations supporting such statement
1. Statement
Novelty (N) Claims 1-33 . YES
Claims None NO
Inventive step (IS) Claims 1-33 YES
Claims None NO
Industrial applicability JA)  Claims 1-33 YES
Claims None NO

2. CITATIONS AND EXPLANATIONS:

CITATIONS

D1: US 2005/0148519 A1 (MURTHY, Y. V. S. N.) 07 July 2005
D2: US 2005/0277634 A1 (JANOTT, D. W. et al.) 15 December 2005
D3: WO 2002/041899 A1 (PHOENIX SCIENTIFIC, INC.) 30 May 2002

NOVELTY (N)

D1 discloses injectable solutions comprising a salt formed between an anti-inflammatory agent and an antibiotic (see paragraph
[0012]). The anti-inflammatory agent is preferably an NSAID, including flunixin, carprofen, naproxen, ibuprofen, diclofenac or
ketoprofen and the antibiotic is selected from a group including the macrolides azithromycin, roxithromycin and tilmicosin (see
paragraph [0014]). Alternatively beta-lactams such as cephalosporins can be used (see paragraph [0019]). Solvents include glycerol
formal, propylene glycol, NMP, DMSO, DMA and polyethylene glycol (see paragraph [0033]). The compositions are used for
treating bacterial infections in mammals (see paragraph [0051]) and the preferred combination of tilmicosin and flunixin is
disclosed to be useful for treating mastitis (see paragraph [0008]). Examples 1, 2, 5-8 and 10 disclose compositions containing the
combination of an NSAID and a macrolide antibiotic solubilised in propylene glycol, glycerol formal and NMP, including
compositions where the NSAID is present at 8.64%w/v (2.16g of flunixin in 25ml, example 2). Subcutaneous injection is disclosed
in the examples (see examples 12 and 13).

The composition of examples 1 and 2 in D1 comprises more glycerol formal than propylene glycol. D1 describes both agents as
solvents (see paragraph [0012], [0033] and [0051]). If the propylene glycol in DI were to be described as the solubilising agent and
glycerol formal as the carrying agent the amount of the carrier would exceed the amount of the solubilising agent. However, the
applicant has submitted, that in the amounts disclosed in examples 1 and 2 of D1 "propylene glycol does not dissolve flunixin more
readily than glycerol formal". The applicant also submits that D1 suggests the inclusion of glycerol formal when propylene glycol is
the solvent but not the inverse (paragraph 0051), indicating that the propylene glycol is not considered by the authors as a suitable
solvent by itself, whilst glycerol formal is. Therefore is it considered that in the examples of D1 the PSA would consider glycerol
formal the solubilising agent, not propylene glycol. As such D1 does not disclose a composition in which the carrier is in a greater
proportion than the solubilising agent.

D2 does not disclose compositions with at feast two non-aqueous solvents. D3 does not disclose compositions in which the carrying
agent is in greater proportion than the solubilising agent

Claims 1-33 meet the criteria set forth in PCT Article 33(2) for novelty. The prior art published before the priority date does not
disclose injectable compositions when used in the treatment of microbial infection in a mammary gland of an animal where in the
compositions include a NSAID, a beta lactam or macrolide antibiotic and a carrier, further comprising two aqueous solvents
wherein the amount of carrier is in a greater proportion than the solubilising agent.

INVENTIVE STEP (IS)

Claim 1-33 meet the criteria set out in PCT Article 33(3) with regard to the requirement of Inventive Step because the prior art does
not obviously suggest to a person skilled in the art compositions when used in the treatment of microbial infection in a

mammary gland of an animal where in the compositions include a NSAID, a beta lactam or macrolide antibiotic and a carrier,
further comprising two aqueous solvents wherein the amount of carrier is in a greater proportion than the solubilising agent.

Form PCT/IPEA/409 (Box V) (July 2011)




INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT ON PATENTABILITY

International Application No. -

PCT/NZ2012/000003

INDUSTRIAL APPLICABILITY (IA)

The invention defined in the claims is considered to meet the requirémems of Industrial Applicability under Article 33(4) of the

PCT because it can be made by, or used in, industry.
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Box No. VII Certain defects in the international application

International application No.
PCT/NZ2012/000003

The following defects in the form or contents of the international application have been noted:

Claims 34 and 35 do not comply with Rule 6.2(a) because they rely on references to the description and/or drawings.
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“Method of Treatment of Infaction”

Our ref: 131431PCT/76 AMM

Wae refer to the Written Opinion mailed on 4 September 2012.

In order 10 address the issues raised by the Examiner, the Applicant encloses an amended
claim set wherein claim 1 is amended as outlined further below.

We now discuss the cited prior art In light of the amended claim set.

The prior art ie directed away from the alms of the present invention, which is to provide a
combined- NSAID and macrolide/beta lactam antiblotic Injectable composition, which in
particular has a fast release profile that matches the release of known individual aqueous
based compositions. The claimed composition is also storage stable without increased site
reaction compared to aqueous based farmulations. This was accomplished by using a
composition base using particular types and quantities of non-aqueous solvents.

We consider previously amended claim 1 distinguishes the claims over the prior art. Yet to
further distinguish the invention from the prior art, claim 1 is amended to read:

YAn Injectable composition when used for the treatment of a microbial mfectron ina

mammary gland of an animal, f
: 1P Australla
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i

wherein the compasition includes i
L 1

a. a non-steroidal anti-inflammatory drug (NSAID); ',
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b. an antiblotic selected from the group cansisting of a beta lactam antibiotic and
macrolide antibiotic; ,

c. a carrier
characterised in that
the composition includes at least two non-aqueous solvents,
wherein at Jeast one non-aqueous solvent is a solubilising agent; and
at least one non-aqueous solvent is a carrier,

wherein the emount of carrler in the composition is more than the amount of
solubilising agent in the composition;

wherein the solubilising agent has the property of dissolving the NSAID andfor
antiblotic more readily then a carrier; and

wherein the NSAID and antlbiotic are dissolved in the at least two non-aqueous
. sSolvents.”

The prior art document US 2005/0148519 (D1) describes compositions combining NSAIDs
and antibiotics in solution, supposedly so that a salt of the combined actives is pracipitated
out when the composition Is Injected into an aqueous environment. The purpose of forming a
salt is proposed as a method of providing a slow release depot of the actives, which allows a
release over saveral days.

Tha examples 1, 2, 5-7 and 10 of D1 described compositions that combine a macrolide
antibiotic and an NSAID in two non-aqueous solvents. In all of these examples the solvents
are 5% propylene glycol in a glycerol formal carrier. The examples 3, 4 and 9 use a non-
macrolide antibiotic and an NSAID dissolved in only one solvent. Example 8 Includes a
macrolide antibiotic and an NSAID dissolve In only one solvent.

The cited document US 2005/0277634 (D2) describes combinations of meloxicam and
antibiotics, wherein the meloxicam is dissolved in the composition and the antiblotic Is
suspended. The solvent is water and/or alcohol. The teachings of this document differs
significantly from the claimed Invention, as it only uses one non-aqueous solvent at most, and
only one of the actives is dissolved.

The Inventive step of the present application is readily apparent when the release properties
of the claimed Invention are compared to the compositions of D1. The compositions of D1
supposedly form precipitated salts when injected into the aqueous environment of an animal,
with the intention of providing a slow release. The examples Indicate a release period of at
least three days. By comparison the examples of the present invention show a much faster
release period that is bioequivalent to the separate aqueous based formulations of an NSAID
and an antibiotic. The release occurs over a period of less than 24 hours, which has the
advantages of a high initial concentration of antibiotic to ensure that the minimum inhibitory
condentratlon Is reached, and a high initial concentration of NSAID to provide immediate relief
of inflammation. :
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The claimed invention differs from many of the examples of D1 only in the ratio of solubilising
agent and carrler, yet produces a very different result. It would not be obvious from D1, which
teaches a slowly released salt precipitate, that the non-aqueous solvent system as claimed
would be able to provide a fast releass injectable, aquivalent to agueous injections.

There is no stabliity data in D1, so there is no indication that a storage stable NSAID and
antibiotic composition can be produced from the claimed solvent system. The shelf-life of the
combined product disclosed in D2 is stated as only 7 days when refrigerated. The difficulty in
stabllising the such Incompatible actives as an NSAID and a macrolide or beta lactam
antibiotic was well documented In the present specification, and eventually overcome by
using the claimed solvent system which provides a room temperature stable product for at
least 6 months.

Likewise, there Is no slte reaction data reported in D1, so the surprising discovery that
replacing the aqueous carrler of the prior art products with the specified non-aqueous
solvents did not result in increased injection site reaction such ae pain or irritation could not
be expected from the prior art. The main motivation of using aqueous injections is the safety
and physiological tolerance of a water based carrier, despite the further precautions that need
to be taken to prevent instability such as from hydrolysis and the addition of buffers to control
pH. Accordingly, it is a significant advance to provide a combined injectable of an NSAID and
antibiotic that Is able to overcome instabllity issues and prevent unnecessary sito reaction,
whilst providing a fast release of active.

Thus, the present invention as currently claimed is both novel and Inventive.
Having regard to the foregoing, It would be appreciated if the Examiner could favourably

raconsider this application.

Yours sincerely
elis Intellectual Property

Dr. Peter Brown
Assoclate
te co.n
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WHAT WE CLAIM I8;

1. An injectable composition when used for the treatment of a microbial

infection in a mammary gland of an animal,
wherein the composition includes
a. a non-steroldal anti-inflammatory drug (NSAID);

b. an antlblotic selected from the group consisting of a beta lactam

antibiotic and macrollde antibiotic;
C. @ carrier
characterised in that
the composition includes at least ftwo non-aqueous solvents,
whersein at least one non-aqueous solvent is a sqlubilising agent; and
at least one non-aqueous sofvent is a carrier,

wherein the amount of carrier in the composition is more than the amount

of solubilising agent in the composition;

wherein the solubilising agent has the property of dlssolving the NSAID

and/or aﬁtlbiotic more readily than a carrier; and

wherein the NSAID and antibiotic are dissolved in the at least two non-

aqueous solvents.

2, The composition as claimed in claim 1 wherein the composition Is non-

aqueous.
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3l

The composition as claimed In claim 1 or claim 2 wherein the non

aqueous solvent has one or more of the following features:
a) has a dielectric point abdve 30 at 25°C
b) has a boiling point above 100°C and/or
cj is a dipolar aprotic solvent, |

The composition as claimed in any one of the above claims wherein the at
least two non aqueous solvents are selscted from the group consisting of
N;Mathyl-z-Pyrrolldone (NMP), dimethyl sulfoxide (DMSO),
dimethylacetamide (DMA) glycerine formal, propylene glycol, benzyl

alcohol, and combinations theraof.

The composition as claimed in claim 4 wherein the first non aqueous
solvent Is elther glycerine formal or NMP and‘whereln the second non

aqueous solvent is propylene glycol.

The composition as claimed in any one of the above claims wherein the
NSAID is selected from Carprofen, Naproxen, Ibuprofen, Ketoprofen,
Piroxicam, Diclofenac, Etodolac, Flunixin, Feracoxib, Meloxicam,

Celacoxib, Rofecoxib, and combinations thereof.

The composition as claimed In any one of the above claims wherein the

'NSAID is selected from Flunixin, Meloxicam, Carprofen, Ketoprofen and

combinations thereof.

‘The composition as claimed In any ons of the above claims wherein the

NSAID is prasent at a concentration of 1 — 156% wh.

The composition as claimed in claim 7 wherein the concentration of
‘ 46
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10.

11.

12.

13.

14.

16.

16.

17.

Fiunixin Is approximately 7.3 % w/v, the concentration of Meloxicém is
approximately 1.0 % w/v, the concentration of Carprofen is approximately
3.0 % w/v or the concentration of Ketoprofen is approximately 4 - 10 %
wiv,

The composition as claimed in any one of the above claims wherein the
macrolide class antiblotic is selected from Azithromycin, Clarithromycin,

Dirithromycin, Erythromycin, Roxithromycin, Tellthromycin, Carbomycin A,

Josamycin, Kitasamycin, Midecamicine/midecamicine acetate,

Oleandomyecin, Spiramycin, Troleandomycin, and Tylosin/tylocine, and

combinations thereof.

The composition as claimed in any one of the above claims wherein the

macrolide antibiotic Is Tylosin.

The composition as claimed in any one of the above claims wherein the

beta lactam antibiotic is penethamate.

The composition as claimed in any one of the above claims wherein the

antibiotic is present at a concentration between 10 ~ 35% wiv,

The composition as claimed in any one of the above claims wherein the

antibiotic Is present at a concentration of approximately 20.0% wiv.

The composition as claimed in-‘any one of claims 1 to 14 wherein the ratio

of NSAID to antibiotic in the composition is approximately 1:3 wiv.

The composition as claimed in any one of the above déims wherein the

composition includes at least one anti-oxidant.

The composition as claimed in claim 16 wherein the anti-oxidant is
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18.

19.

20.

21.

22,

selected from sodium formaldehyde sulphoxylate or butylated hydroxyl

toluene (BHT), and combinations thereof.

The composltion as claimed in either claim 16 or 17 wherein the anti-

oxidant Is present in the composition at a concentration of between
0.01 -0.3 % wiv.

A method of treating a non-human animal for an internal microbial

infaction

wherein there is provided a method of treating a non-human animal for an

internal microbial infaction
characterised by the step of

administering a composition as claimed in any one of claims 1 {o 20 by

injection to the animal.

The method as claimed in claim 19 whereln the composition Is injected

subcutaneously.

The method as claimed In clalm 19 or 20 wherein the non-human animal
is treated with a dosage 5 - 10 milligrame antibiotic per kg of non-human

animal per day (mg/kg/day) and 0.2 -4 mg/kg/day of NSAID.

The method as claimed In any ane of claims 10 to 21 wherein the non-
human animal Is treated with 5-10 mg/kg/day antibiotic and any one of

the following approximate dosages for the NSAID:
a. 2.2 mg/kg/day Flunixin

b. 0.5 mg/kg/day Meloxicam
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23.

24,

25,

26.

27.

c. 3 mg/kg/day Ketoprofen
d. 1.4 mg/kg/day Carprofen.

The method as claimed In any one of claims 10 to 22 wherein the

composition is used to treat clinical mastitis and / or early stage mastitis.

A use of a composition substantially as clalmed in any of claims 1 to 18 in
the manufacture of a medicament for the treatment of a microbial

infection.

A method of preparing a composition when used for the treatment of a
microbial injectlon in the mammary gland containing an NSAID and a
antiblotic selected from the group consisting of a macrolide and beta

lactam antibiotic
characterised by the steps of

a) adding at least two non aqueous soivents to the composition,
wherein at least one non-aqueous solvent is a solubilising agent
and at least one non-aqueous solvent is a carrler, wherein the
amount of carrier in the composition is more than the amount of

solubilising agent in the composition;

b) dissolving the NSAID and antibiotic In the at least two non-

aqueous solvents.

The method as claimed in claim 26 whereln the NSAID in the composition
is increased to a concentration (% w/v) which would not be storage stable

at room temperature in a corresponding aqueous based compoéition.

The method as claimed In claim 25 or claim 26 wherein the NSAID is
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28.

29.

30.

3.

32.

33.

34,

Ketoprofen and wherein the concentration of Ketoprofen Is above 4% wiv.

The method as claimed in any one of claims 25 to 27 wherein the at least
two non aqueous solvents are added to a mixing container prior to the

addition of either the NSAID or antibiotic.

A method as claimed In any one of claims 25 to 28 wherein the carrier is
added to the solubllising agent prior to the addition of elther the NSAID or

antibiotic,

A method as claimed in any one of claims 25 to 29 wherein the
composition is maintained between 60-80°C until after the NSAID and
antibiotic have been substantially dissoived In the at least two non

aqueous solvents.

A method as claimed In any one of claims 25 to 30 wherein the antibiotic
is added to the at leaat iwo non aqueous solvents and dizssolved prior to

the addition of the NSAID.

A method as claimed in any one of claims 25 to 31 wherein the NSAID is
added and dissolved into the mixture of dissolved antlbiotic and at least

two non aqueous solvents.

A method as claimed in any one of claims 25 to 31 whereln the
composition containing the dissolved NSAID and antibiotic is cooled to
approximately 30°C before making up to a final volume (qs) with a non

aqueous solvent and mixed for approximately 10 minutes.

A composition as substantially hersin described and with reference to the

formulations F3-F10 shown in Examples 1-3 in the Best Modes ssction.
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35, A method of preparing a composition including an NSAID and an

antibiotic substantially as hereln described and with reference fo the
manufacturing procedure outlined in Examples 1 -3 the Best Modes

saction.
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WHAT _ IS:

-

1. Aninjectable composition when used for the treatment of a microbial

infection In a mammary gland of an animal,
whereln the compqsition includes
a. a non-steroidal anti-inflammatory drug (NSAID);

b. an antibiotic selected from the group consisting of a beta lactam

antibiotic and macrolide antibiotic;
c. a carcior
characterised in that
the composition includes at least two non-aqueous solvents,
wherein at least one non-aqueous solvent Is a sblubilising agent;; and
at least one non-aqueous soivent is a ocarrier,-and

whereln the amount of carrier in the composition is greater-more than the

amount of solubilising agent in the composition;-and

wherein the solublllsing agent has the property of dissolving the NSAID
and(or antibiotic more readily thap a carrier; and '

wherein the NSAID and antibiotic are dissolved in the at least two non-

aqueous solvents.

2. The composition as claimed in clalm 1 wherein the composition is non-

aqueous.
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3. The composition as claimed in claim 1 or claim 2 wherein the non

aqueous solvent has one or more of the following features:

»

a) has a dlelectric point above 30 at 26°C
b) has a boliing point above 100°C and/or
¢) is a dipolar aprotic solvent.

4, The composition as claimed in any one of the above claims wherein the at
least two non aqueous solvents are selected from the group consisting of
N-Methyl-2-Pyrrolidone (NMP), dimethyl sulfoxide (DMSO),
dimethylacetamide (DMA) glycerine formal, propylene glycol, benzyl

alcoho!, and combinations thereof.

5. The composition as claimed in claim 4 whersin the first non aqueous
solvent is either glycerine formal or NMP and wherein the second non

aqueous solvent is propylene glycol.

6. The composition as claimed in any one of the above claims wherein the
NSAID Is selected from Carprofen, Naproxen, Ibuprofen, Ketoprofen,
Piroxicam, Diclofenac, Etodolac, Flunixin, Feracoxib, Meloxicam,

Celecoxib, Rofecoxib, and combinations thereof.

7. The compossition as claimed in any one of the above claims wherein the
NSAID is selected from Flunixin, Meloxicam, Carprofen, Ketoprofen and

combinations thereof,

8. The composition as daimad in any one of the above claims whersin the

NSAID is present at a concentration of 1 — 16% wiv.

9.  The composition as claimed in claim 7 wherein the concentration of
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Flunixin is approximately 7.3 % w/v, the concentration of Meloxicam is
approximately 1.0 % w/V, the concentration of Carprofen is approximately
3.0 % wiv or the concentration of Ketoprofen Is approximatsly 4 — 10 %
wiv.

The composition as claimed in any one of the above claims wherein the
macrolide class antibiotic is selected from Azithromycin, Clarithromycin,
Dirithromycin, Erythromycin, Roxithromycin, Telithromycin, Carbomycin A,
Josamycin, Kitasamycin, Midecamicine/midecamicine acetate,
Oleandomycin, Spiramycin, Troleandomycin, and Tylosin/tylocine, and

combinations thereof,

The composition as claimed in any one of the above claims wherein the

macrolide antibiotic is Tylosin.

The composition as claimed In any one of the above claims wherein the

beta lactam antiblotic is penethamate.

The composition as clalmed in any one of the above claims wherein the

antlbiotic is present at a concentration between 10 — 35% w/v.

The composition as claimed in any one of the above claims wherein the

antibiotic Is present at a concentration of approximately 20.0% wiv.

The composition as claimed in any one of claims 1 to 14 whereln the ratio

of NSAID to antibiotic In the composition is approximately 1:3 wiv.

The composition as claimed in any one of the above claims wherein the

composition includes at least one anti-oxidant.

The composition as claimed in clalm 16 wherein the antl-oxidant is
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selected from sodium formaldehyde sulphoxylate or butylated hydroxyl

‘toluene (BHT), and combinations thereof.

18.  The composition as claimed in either claim 16 or 17 whereln the anti-

oxidant Is present in the composition at & concentration of betweén
0.01 - 0.3 % wiv.

19. A method of treating a non-human animal for an internal microbial

infaction

wherein there Is provided a method of treating a non-human animal for an

internal microbial infection
characterised by the step of

administering a composition as claimad in any one of claims 1 o 20 by

injection to the animal.

20. The method as claimed in claim 19 whereln the composition Is Injected

subcutaneously.

21. The method as claimed in claim 19 or 20 wherein the non-human animal
is treated with a dosage 5 - 10 milligrams antibiotic per kg of non-human

animal per day (mg/kg/day) and 0.2 -4 mg/kg/day of NSAID.

22.  The method as claimed In any one of claims 19 to 21 wherein the non-
human animal is treated with 5-10 mg/kg/day antibiotic and any one of

the following approximate dosages for the NSAID:
a. 2.2 mg/kg/day Flunixin

b. 0.5 mg/kg/day Melaxicam
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23,

24.

25,

26.

27.

¢. 3 mg/kg/day Ketoprofen
d. 1.4 mg/kg/day Carprofen.

The method as claimed In.any one of claims 19 to 22 wherein the

composition Is used to treat clinical mastitis and / or early stage mastitis.

A use of a composition substantially as clalmed in any of claims 1 to 18 in
the manufacture of a medicament for the treatment of a microbial

infection.

A method of preparing a composition when used for the treatment of a
microbial injection in the memmary gland containing an NSAID and a
antibiotic selected from the group consisting of a macrolide and beta

lactam antibiotic
characterised by the steps of

a) adding at least two non aqueous solvents to the composition,
wherein at least one non-aqueous solvent is a solubilising agent
and at least one non-aqueous solvent is a carrier, wherein the
amount of carrier in the composition is more than the amount of

solubllising agent in the composition;

b) dissolving the NSAID and antiblotic in the at least two non-

aqueous solvents,

The method as claimed in claim 25 wherein the NSAID in the cofnposition
Is Increased to a concentration (% w/v) which would not be storage stable

at room temperature in a corresponding aqueous based composition.

The method as claimed in claim 25 or clalm 268 whersin the NSAID (s .
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28.

20.

30.

3.

32,

33.

34.

Ketoprofen and whereln the concentration of Ketoprofen is above 4% wiv.

The method as claimed in any one of claims 25 to 27 wherein the at least
two non aqueous solvents are added to a mixing container prior to the

addition of either the NSAID or antibiotic.

A method as claimed In any one of claims 25 to 28 wherein the carrler is
added to the solubilising agent prior to the addition of either the NSAID or

antibiotic.

A method as claimed in eny one of claims 25 to 29 wherein the
composltloh is malntained between 60-80°C untll after the NSAID and
antibiotic have been substantially dissolved in the at least two non

aqueous solvents,

A method as claimed [n any one of claims 25 to 30 wherein the antibiotic
Is added to the at least two non aqueous solvents and digsolvad prior fo

the addition of the NSAID.

A method as claimed in any one of claims 25 to 31 wherein the NSAID is
added and dissolved into the mixture of dissolved antibiotic and at least

two non aqueous solvents.

A method as claimed In any one of claims 25 to 31 wherein the
composition containing the dissolved NSAID and antibiotic is cooled to
approximately 30°C before making up to a final volume (gs) with a non

aqueous solvent and mixed for approximately 10 minutes.

A compaosition as substantially hereln described and with reference to the

formulations F3-F10 shown In Examples 1-3 in the Best Modes section.
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35. A method of preparing a composition including an NSAID and an

antiblotic substantially as herein described and with refersnce to the
manufacturing procedure outlined in Examples 1 -3 the Best Modes

section,.
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£l compuesto incluye:

a. Un farmaco antinflamatorio no esteroide (AINE);

b. Un antibiotico seleccionado del grupo que incluye un antibiético beta lactamico y un antibiético macrélido;
. Un vehiculo
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Resumen:

Un compuesto inyectable

cuando se utiliza para el tratamiento de una infeccion microbiana en una glandula mamaria de un

animal, en el que el compuesto incluye a) un farmaco antinflamatorio no esteroide (AINE); b) un antibiotico seleccionado

del grupo de antibiotico betalactamico y un antibiotico macro

lido: caracterizado porque €! compuesto incluye un disolvente

no acuoso, y el AINE y el antibiético en el compuesto se disuelven en el disolvente no acuoso.

El compuesto incluye: a. Un farmaco antinflamatorio no esteroide (AINE); b. Un antibidtico seleccionado del grupo que
incluye un antibiotico beta lactamico y un antibiotico macrolido; ¢. Un vehiculo
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