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DESCRIPCION
Composiciones que comprenden ornitina y fenilacetato o fenilbutirato para tratar encefalopatia hepatica
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a composiciones farmacéuticas que son Utiles en la prevencion o tratamiento de
descompensacion hepatica o encefalopatia hepatica.

Antecedentes de la invencion

La hepatopatia cronica se caracteriza por la destruccion gradual del tejido hepatico a lo largo del tiempo, con lo que
el tejido hepatico sano y que se regenera es sustituido lentamente por tejido cicatricial y necrético. Esto se conoce
como cirrosis hepatica. La funcion hepatica normal es alterada y el tejido cicatricial reduce progresivamente el flujo
sanguineo a través del higado. A medida que el tejido hepatico regenerante normal se pierde, los nutrientes,
hormonas, farmacos y toxinas ya no se procesan de forma eficaz.

Esto puede dar como resultado sintomas incluyendo eliminacién anormal de proteinas absorbidas a través del tracto
intestinal, que conduce a la acumulacién de amoniaco; excrecién anormal, que conduce a una acumulacién de
bilirrubina en la sangre, produciendo ictericia; un aumento de la presién sinusoidal, que conduce a la acumulacién de
fluido en el abdomen (ascitis); e hipertensién portal (y derivacion portosistémica) en la que el tejido hepatico
cicatricial actia como barrera para el flujo sanguineo, lo que conduce a un aumento de la presion sanguinea portal y
a varices esofagicas.

Los pacientes con hepatopatia cronica pueden estar en un estado clinico bastante estable y mostrar pocos o ninguin
sintoma. Sin embargo, dichos pacientes corren el riesgo de un brusco deterioro de su estado que puede conducir a
fallo hepatico de agudo a crénico. Esta transicion desde un estado "compensado”, donde el higado es capaz de
funcionar, aunque a un nivel reducido, hasta un estado “descompensado”, donde la funcién hepatica falla, implica el
efecto de eventos desencadenantes. Los eventos desencadenantes asociados con la hepatopatia crénica incluyen
hemorragia gastrointestinal, infeccion (sepsis), trombosis de la vena porta y deshidratacion.

Por ejemplo, el 50% de los pacientes con cirrosis hepatica tienen varices esofagicas y, en un tercio de estos
pacientes, las varices esofagicas estallaran y causaran hemorragia gastrointestinal en un plazo de dos afios desde
el diagnostico (Grace ND (1992) Gastroenterol Clin North Am 21: 149-161). Se sabe que una hemorragia
gastrointestinal superior aumenta la susceptibilidad a complicaciones potencialmente letales tales como peritonitis
bacteriana, sepsis, fallo renal y encefalopatia hepatica (Teran et al. (1997) Gastroenterology 112: 473-482; Garden
et al. (1985) Br J Surg 72: 91-95; Pauwels et al. (1996) Hepatology 24: 802-806; Bleichner et al. (1986) Br J Surg 73:
724-726) dando como resultado la muerte de aproximadamente el 30% de los pacientes a pesar del adecuado
control de la hemorragia (Grace 1992 supra).

La encefalopatia hepatica (HE) es un trastorno neuropsiquiatrico complejo que se produce en diversas situaciones
clinicas tales como hepatopatia aguda o crénica y derivacién venosa portosistémica espontanea. En las fases
tempranas de la encefalopatia hepatica se producen sutiles cambios mentales tales como mala concentracion,
confusion y desorientacion. En casos graves, la encefalopatia hepatica puede conducir a estupor, coma, hinchazén
cerebral (edema cerebral) y muerte. En el caso de pacientes que desarrollan HE como resultado de hepatopatia
cronica, el inicio de HE es a menudo el resultado de un evento desencadenante clinico tal como hemorragia
gastrointestinal, sepsis (infeccion), trombosis de la vena porta o deshidratacion.

La hemorragia gastrointestinal y la derivacién portosistémica permiten que las sustancias toxicas, que habitualmente
son metabolizadas por el higado, eviten el higado, entren en la circulacion sistémica y crucen la barrera
hematoencefalica para ejercer efectos neurotdxicos directos o indirectos sobre el sistema nervioso central. Se
piensa que la acumulaciéon de amoniaco desempefia un papel importante en el avance de la encefalopatia hepatica
y el fallo multiorganico (fallo respiratorio, fallo cardiovascular, fallo renal). Ademas del amoniaco, también es
probable que la septicemia (o peritonitis bacteriana) que se desarrolla muy pronto después de una hemorragia
gastrointestinal sea un factor que contribuya a la encefalopatia hepatica.

La descompensacion hepatica puede conducir a continuacion a fallo multiorganico y encefalopatia hepatica. En las
fases tempranas de la encefalopatia hepatica, se producen sutiles cambios mentales tales como mala capacidad de
concentracion o la incapacidad de construir objetos sencillos. En los casos graves, la encefalopatia hepatica puede
conducir a estupor, coma, edema cerebral y muerte.

El prondstico para pacientes con hepatopatia crénica es dificil de estimar puesto que la afeccion tiene muchas
causas. Las medidas preventivas para minimizar el avance del estado compensado al estado descompensado
incluyen evitar agentes causantes adicionales que empeoraran la afeccion, tales como la completa abstinencia del
alcohol y la vacunacion contra hepatitis A y B.
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Sin embargo, una vez que se produce la descompensacion hepatica, las posibilidades de supervivencia son
reducidas y el transplante de higado es el uUnico tratamiento que puede prolongar la vida. Puesto que es la
descompensacion hepatica la que conduce a una esperanza de vida reducida, es altamente deseable evitar que se
produzca la descompensacion hepatica.

Una terapia comun para pacientes con encefalopatia hepatica implica estrategias para reducir la concentracion de
amoniaco. Estas incluyen restriccion de la ingesta de proteinas en la dieta; administracion de lactulosa, neomicina,
L-aspartato de L-ornitina (LOLA), o benzoato sédico; y enemas limpiadores.

El documento US 2003/195255 describe fenilbutirato para su uso en el tratamiento de encefalopatias hepaticas
crénicas. El documento WO 03/045372 describe formulaciones que comprenden riboflavina, efectores del ciclo de la
urea y los aminoacidos alanina, glicina, serina, taurina, treonina y valina para su uso en la reduccion de alteraciones
toxicas, nutricionales y metabdlicas asociadas con cancer y quimioterapia del cancer. El documento CN-A-1383815
presenta composiciones que comprenden ornitina y acido asparagico para su uso en el tratamiento de hepatitis
aguda, hepatosis crénica y encefalopatia hepatica. EI documento US 4.228.099 describe compuestos preparados
haciendo reaccionar ornitina o arginina con alfa ceto analogos de los aminoacidos de cadena ramificada valina,
leucina e isoleucina.

El documento lyer et al (2002) Mol Cell Biol 22: 4491-4498 describe ratones knockout para arginasa hepatica. Se
describe que esos ratones knockout muestran graves sintomas de hiperamonemia.

Sumario de la invenciéon

La presente invencion se refiere al uso de ornitina y al menos uno de fenilacetato y fenilbutirato para prevenir o tratar
descompensacion hepatica o encefalopatia hepatica (HE) en pacientes. También puede administrarse isoleucina a
aquellos pacientes que tienen ademas una deficiencia de isoleucina atribuible, por ejemplo a hemorragia
gastrointestinal. Por consiguiente, la invencion proporciona:

una composicion farmacéutica para administracion a un ser humano, que comprende ornitina y al menos uno de
fenilacetato y fenilbutirato en una proporcion en peso de 2:1 a 1:2;

una composicion farmacéutica para administracion a un ser humano, que esta constituida por ornitina y al
menos uno de fenilacetato y fenilbutirato en una proporcion en peso de 2:1 a 1:2.

Breve descripcion de las Figuras

La Figura 1 muestra que la funcion de neutréfilos esta alterada en pacientes con cirrosis y empeora al aumentar
la gravedad de la hepatopatia.

La Figura 2 muestra que el amoniaco reduce la fagocitosis de neutrofilos.

La Figura 3 muestra que el amoniaco reduce la quimiotaxis de neutroéfilos.

La Figura 4 muestra que el efecto de amoniaco sobre la fagocitosis de neutréfilos puede invertirse mediante
intervenciones.

La Figura 5 muestra que una hemorragia gastrointestinal simulada reduce la quimiotaxis de neutréfilos que
puede invertirse parcialmente mediante administracion de isoleucina.

La Figura 6 muestra que una hemorragia simulada reduce la sintesis de proteinas y estimula la oxidacion de
isoleucina de forma inapropiada.

La Figura 7 muestra que la administracién de isoleucina durante una hemorragia simulada potencia la sintesis de
proteinas pero no reduce la concentracién de amoniaco.

La Figura 8 muestra que la administracion con LOLA reduce la concentracion de amoniaco pero permite que el
amoniaco se regenere.

La Figura 9 muestra que la retirada activa de glutamina previene un aumento secundario de la concentracion de
amoniaco.

La Figura 10 muestra que el fenilacetato se une a glutamina para formar un compuesto excretable y previene el
aumento secundario de amoniaco.

La Figura 11 muestra el efecto de ornitina y fenilbutirato sobre los niveles de amoniaco en pacientes con cirrosis
avanzada.

La Figura 12 muestra el efecto de ornitina y fenilbutirato sobre los niveles de glutamina en pacientes con cirrosis
avanzada.

La Figura 13 muestra los cambios del estado mental de pacientes tratados con placebo, O, P u O+P.

La Figura 14 muestra el efecto de ornitina, fenilbutirato e isoleucina sobre los niveles de amoniaco en pacientes
con cirrosis avanzada.

La Figura 15 muestra el efecto de ornitina, fenilbutirato e isoleucina sobre los niveles de glutamina en pacientes
con cirrosis avanzada.

La Figura 16 muestra el efecto de ornitina, fenilbutirato e isoleucina sobre los niveles de glicina en pacientes con
cirrosis avanzada.

La Figura 17 muestra el efecto de ornitina, fenilbutirato e isoleucina sobre los niveles de isoleucina en pacientes
con cirrosis avanzada.
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La Figura 18 muestra el efecto de ornitina, fenilbutirato e isoleucina sobre los niveles de ornitina en pacientes con
cirrosis avanzada.

La Figura 19 muestra el efecto de ornitina y fenilbutirato sobre el amoniaco arterial en el modelo de rata con el
conducto biliar ligado.

La Figura 20 muestra el efecto de ornitina y fenilbutirato sobre la ornitina en plasma en el modelo de rata con el
conducto biliar ligado.

La Figura 21 muestra el efecto de ornitina, fenilbutirato e isoleucina sobre los niveles de amoniaco en plasma
arterial en un el modelo de rata con fallo hepatico agudo hiperamoniémico.

La Figura 22 muestra el leve aumento de amoniaco arterial en el modelo en cerdo desvascularizado de fallo
hepatico agudo con tratamiento con OP.

La Figura 23 muestra que el amoniaco esta siendo captado desde la sangre por el mdsculo en los animales
tratados con O y OP (se tomaron muestras de la vena-arteria femoral). Por el contrario, los animales tratados con
placebo y P en solitario muestran un aumento de la produccién de amoniaco por el musculo.

La Figura 24 muestra que el amoniaco es producido por el intestino en todos los animales excepto el animal
tratado con OP (se tomaron muestras de la viscera drenada por la vena porta-arteria).

La Figura 25 muestra que la liberaciéon de glutamina por el musculo es aumentada por O pero no por P usado de
forma aislada. OP causaba una liberacion marcadamente mayor de glutamina del musculo (atrapando de este
modo amoniaco en forma de glutamina en el musculo).

La Figura 26 muestra que la captacion de glutamina en el intestino es potenciada por O, pero reducida por OP
(reduciendo de este modo la generacion de amoniaco en el intestino).

La Figura 27 muestra que los niveles de ornitina arterial aumentan en los dos animales (grupos de O en solitario
y OP) a lo que ésta se administra.

La Figura 28 muestra que los niveles de glutamina arterial aumentan con O, pero menos con OP.

La Figura 29 muestra que la combinacion de OP previene el aumento del aminoacido amoniogénico glicina.

La Figura 30 muestra que la ornitina en solitario causaba un aumento del agua cerebral, el fenilacetato inducia
una pequefio reduccion del agua cerebral, mientras que, en combinacion, estos agentes producen una reduccion
sustancial del agua cerebral (% de control).

Descripcion detallada de la invencién

En toda la presente memoria descriptiva y las reivindicaciones adjuntas las palabras "comprenden” e "incluyen" y
variaciones tales como "comprende ", "que comprende”, "incluye" y "que incluye" deben interpretarse de forma
inclusiva. Esto es, estas palabras pretenden conllevar la posible inclusion de otros elementos o nimeros enteros no

mencionados especificamente, donde el contexto lo permita.

Las composiciones de la presente invencidon pueden usarse para el tratamiento temprano de pacientes con
hepatopatia, antes del desarrollo de descompensacion hepatica y, por lo tanto, antes de que se haya producido la
encefalopatia hepatica, para prevenir o retrasar el inicio de la descompensacion hepatica. Como alternativa, las
composiciones de la presente invencién pueden usarse para el tratamiento de encefalopatia hepatica reduciendo de
forma eficaz la concentracion de amoniaco y manteniendo la funcién de neutrofilos.

Sujetos a tratar

Las composiciones de la presente invencién pueden usarse para la prevencion o tratamiento de descompensacion
hepatica o encefalopatia hepatica. El higado del sujeto puede estar, por lo tanto, en el estado compensado. El sujeto
puede tener hepatopatia crénica. El sujeto puede tener cirrosis hepatica. El sujeto puede tener fallo hepatico agudo.
El sujeto a tratar puede tener encefalopatia hepatica.

El inicio de hepatopatia tanto aguda como crénica puede deberse a una causa xenobidtica. Por ejemplo, el sujeto
puede haber estado expuesto a un producto quimico, farmaco o algun otro agente que causa dafio hepatico. El
sujeto puede tener una reaccion a un farmaco sin receta, preceptivo o "recreativo" que causa dafio hepatico. El
sujeto puede haber estado tomando Rezulin™ (troglitazona; Parke-Davis), Serzoner™ (nefazodona; Bristol-Myers
Squibb) u otros farmacos que se piensa que causan dafo hepatico. El sujeto puede ser uno que ha sufrido una
sobredosis de un farmaco particular o ha superado la dosificaciéon recomendada de un farmaco capaz de causar
dafo hepatico. Por ejemplo, el sujeto puede haber tomado una sobredosis de paracetamol. El sujeto puede haber
estado expuesto a productos quimicos que pueden causar dafio hepatico tales como, por ejemplo, en su lugar de
trabajo. Por ejemplo, el sujeto puede haber estado expuesto a dichos productos quimicos en un contexto industrial o
agricola. El sujeto puede haber consumido plantas que contienen compuestos que pueden causar dafo hepatico, en
particular éste puede ser el caso cuando el sujeto es un animal, tal como un herbivoro. Por ejemplo, el sujeto puede
haber consumido una planta que contiene alcaloide de pirrolizidina tal como senecio. El sujeto puede haber estado
expuesto a toxinas ambientales que se piensa que causan hepatopatia.

La toxicidad hepatica relacionada con farmacos comprende mas del 50% de todos los casos con hepatopatia aguda
(fallo hepatico agudo). La toxicidad por acetaminofeno (también conocido como paracetamol y N-acetil-p-aminofenol)
es la causa mas comun de fallo hepatico agudo en los Estados Unidos y Gran Bretafia. Los consumidores a largo
plazo de cantidades moderadas a abusivas de alcohol que toman acetaminofeno en dosis terapéuticas o
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modestamente excesivas corren el riesgo de lesion hepatica aguda y posiblemente fallo hepatico agudo. EI consumo
de alcohol potencia los efectos téxicos de acetaminofeno. La toxicidad idiosincratica del farmaco también contribuye
al fallo hepatico agudo. Se piensa que la toxicidad idiosincratica del farmaco es una respuesta de hipersensibilidad
en la que el sujeto responde a un farmaco de una manera farmacolégicamente anormal. Esta respuesta anormal
puede conducir a fallo hepatico agudo.

El fallo hepatico agudo o hepatopatia cronica puede estar causado por infecciéon por un organismo patégeno. Por
ejemplo, la hepatopatia puede deberse a infeccion virica. En particular, el sujeto puede estar infectado, o haber
estado infectado, por un virus que causa hepatitis. El sujeto puede tener hepatitis virica cronica. El virus puede ser,
por ejemplo, virus de la hepatitis B, C o D. En algunos casos, y en particular cuando el sujeto tiene hepatitis virica, el
sujeto también puede estar infectado con VIH-I o Il. El sujeto puede tener SIDA. Es posible que el sujeto pueda
haber estado, o esté, infectado por otros organismos que causan hepatopatia y en particular aquellos que estan
presentes en el higado durante alguna fase de su ciclo vital. Por ejemplo, el sujeto puede tener, o haber tenido,
fasciola hepatica.

El sujeto puede tener una enfermedad heredada que causa, o aumenta el riesgo de, hepatopatia crénica. Por
ejemplo, el sujeto puede tener una o mas de hemocromatosis hepatica, enfermedad de Wilson o una deficiencia de
o-1-antitripsina. El sujeto puede tener un trastorno heredado que causa algun tipo de anormalidad estructural o
funcional en el higado que aumenta la probabilidad de fibrosis hepatica. El sujeto puede estar predispuesto
genéticamente a desarrollar un trastorno autoinmune que dafa al higado y, por lo tanto, que puede contribuir a la
fibrosis hepatica.

La hepatopatia cronica puede estar inducida por el alcohol. Un hombre o mujer a tratar puede ser, o haber sido, un
alcohdlico/a. El o ella puede consumir, o haber estado consumiendo de media 50 o mas unidades de alcohol a la
semana, 60 o mas unidades de alcohol a la semana, 75 o mas unidades de alcohol a la semana e incluso 100 o mas
unidades de alcohol a la semana. El hombre o mujer puede consumir, o haber estado consumiendo de media hasta
100 unidades de alcohol a la semana, hasta 150 unidades de alcohol a la semana e incluso hasta 200 unidades de
alcohol a la semana. La medicién de una unidad de alcohol difiere de un pais a otro pais. En este documento, una
unidad equivale a 8 gramos de etanol de acuerdo con el patrén del Reino Unido.

El hombre o mujer puede haber estado consumiendo dichos niveles de alcohol durante 5 o mas afios, 10 o mas
afos, 15 o mas afios o 20 o mas afios. El sujeto puede haber estado consumiendo dichos niveles de alcohol durante
hasta 10 afios, hasta 20 afios, hasta 30 afios e incluso hasta 40 afios. En casos de cirrosis hepatica inducida por
alcohol, el sujeto puede ser adulto, por ejemplo, de 25 afios o0 mas, 35 afios o mas, 45 afios o mas e incluso por
encima de 60 anos.

El sujeto puede ser hombre o mujer. Las mujeres pueden ser mas susceptibles a los efectos adversos del alcohol
que los hombres. Las mujeres pueden desarrollar hepatopatia crénica alcohdlica en un marco temporal mas corto y
a partir de cantidades mas pequefias de alcohol que los hombres. No parece haber un Unico factor que explique la
mayor susceptibilidad al dafio hepatico alcohdlico en las mujeres, pero el efecto de las hormonas sobre el
metabolismo del alcohol puede desempefiar un importante papel.

El sujeto puede tener una o mas de viarias otras afecciones que se sabe que dan como resultado dafio hepatico
tales como, por ejemplo, cirrosis biliar primaria, hepatitis activa crénica autoinmune, y/o esquistosomiasis (infeccion
parasitaria). El sujeto puede tener o haber tenido un bloqueo del conducto biliar. En algunos casos, la causa
subyacente de la hepatopatia crénica puede ser desconocida. Por ejemplo al sujeto se le puede haber diagnosticado
que tiene cirrosis criptogénica. El sujeto puede ser sospechoso de tener cualquiera de las afecciones enumeradas
en este documento.

Los métodos para diagnosticar hepatopatia cronica, fallo hepatico agudo y encefalopatia hepatica se conocen bien
en la técnica y, en particular, por facultativos y veterinarios en este campo. Preferiblemente, al sujeto se le habra
diagnosticado que tiene una hepatopatia y encefalopatia hepatica, por ejemplo por un profesional médico o
veterinario. El sujeto puede presentar uno o mas sintomas asociados con hepatopatia tales como uno o mas de
ictericia, ascitis, cambios cutaneos, retencion de liquidos, cambios en las ufas, facilidad para la aparicién de
hematomas, hemorragias nasales, varices esofagicas y, en sujetos masculinos, pueden tener aumento del tamafio
de las mamas. El sujeto puede presentar cansancio, fatiga, pérdida de apetito, nauseas, debilidad y/o pérdida de
peso. El sujeto puede presentar ademas uno o mas sintomas asociados con encefalopatia hepatica tales como uno
0 mas de confusion, desorientacion, demencia, estupor, coma, edema cerebral, fallo multiorganico (fallo respiratorio,
fallo cardiovascular o fallo renal), rigidez muscular, ataques o alteracion del habla. El sujeto a tratar puede, o no,
estar tomando otros farmacos para tratar la hepatopatia. El sujeto a tratar puede correr el riesgo de desarrollar
encefalopatia hepatica.

La hepatopatia puede haber sido, o ser, confirmada mediante examen fisico incluyendo técnicas tales como
ultrasonido. Pueden haberse tomado biopsias de higado para buscar la aparicion de fibrosis, células necroéticas,
degeneracion celular y/o inflamacion y otros elementos caracteristicos de la hepatopatia. La funcion hepatica puede
haberse evaluado en el sujeto para determinar si ésta estd comprometida en el sujeto. La naturaleza y la causa
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subyacente de la hepatopatia pueden estar caracterizadas. Puede determinarse cualquier historial de exposicién a
agentes causantes de hepatopatia.

El sujeto a tratar puede correr el riesgo de episodios de encefalopatia hepatica, por ejemplo pacientes que estan
esperando transplantes de higado, pacientes de hipertension quirtrgica y/o portal. Una persona que corre el riesgo
de episodios de encefalopatia hepatica es una persona que no ha sufrido ningun episodio de encefalopatia hepatica
0 que no ha sufrido ningun episodio de encefalopatia hepatica durante un periodo de tiempo prolongado
(aproximadamente 12 semanas o mas), pero tiene un trastorno o afeccion médica que crea un riesgo de episodios
de encefalopatia hepatica. Un episodio de encefalopatia hepatica es una afecciéon clinica caracterizada por la
presencia de disfuncion cerebral en pacientes con hepatopatia o disfuncién hepatica. Existe un amplio espectro de
alteraciones mentales en encefalopatia hepatica que varian entre minimas en las que los efectos principales son una
reduccion de la calidad de vida, hasta manifiestas que conducen a coma y finalmente a la muerte.

Pueden usarse sistemas de valoracion para evaluar la gravedad de la hepatopatia y encefalopatia hepatica y
también el pronodstico de los sujetos. Pueden usarse los criterios de Child-Pugh, West Haven, Escala de Coma de
Glasgow o el sistema de valoracion de Child-Pugh modificado. Como alternativa, puede usarse el sistema de
valoracion (APACHE) Il. Se asignan puntos a parametros incluyendo niveles de bilirrubina en suero, niveles de
albumina en suero y a signos incluyendo la presencia de ascitis o encefalopatia. Los sujetos a tratar pueden
clasificarse en Child-Pugh de clase A, B o C. Generalmente los sujetos a tratar se clasifican en Child-Pugh de clase
C.

Un hombre o mujer a tratar puede ser adulto, por ejemplo de 25 a 80 afios. EI hombre o mujer puede tener una edad
de 45 a 70 anos.

El hombre o mujer puede tener una edad de 25 a 44 afios. El hombre o mujer puede tener una edad por encima de
65 anos.

Formulacion

Los aminoacidos usados en la presente invencidon pueden ser aminoacidos cristalinos puros. En general, los
aminoacidos estan en la forma L, en lugar de la forma D, o una mezcla de D y L. Tipicamente se usan las formas
aisladas de los aminoacidos. Cualquier forma activa del aminoacido puede usarse para prevenir o tratar la
descompensacion hepatica o encefalopatia hepatica. Puede usarse una forma farmacéuticamente aceptable del
aminoacido. Los aminoacidos pueden emplearse como aminoacidos libres o sales o derivados de aminoacidos.

La ornitina puede estar en forma de aminoacido cristalino puro. En general, la ornitina esta en la forma L, en lugar de
la forma D, o una mezcla de D y L. Tipicamente se usan formas aisladas de ornitina. Puede usarse cualquier forma
activa de ornitina o puede usarse una forma farmacéuticamente aceptable de ornitina. La ornitina puede emplearse
como un aminoacido libre o una sal o derivado de aminoacido.

Tipicamente, la ornitina se usa como un Unico aminoacido monomérico. La ornitina puede usarse en forma de sal,
por ejemplo puede usarse clorhidrato de ornitina. La ornitina puede estar en forma de una sal farmacéuticamente
aceptable en forma libre. Por lo tanto, la ornitina o la sal de ornitina tipicamente no estan unidas quimicamente, o
enlazadas covalentemente a cualquier otro agente.

Pueden usarse derivados de ornitina. Por ejemplo, pueden administrarse ceto o hidroxi analogos de ornitina como
sales de sodio o de calcio. Los ceto acidos de ornitina incluyen cetoglutarato de ornitina, ornitina cetoleucina y
ornitina cetovalina. Pueden usarse sales o derivados de ornitina en lugar de o ademas de ornitina libre.

Puede usarse al menos uno de fenilacetato y fenilbutirato. El fenilacetato y/o fenilbutirato pueden estar en forma de
sal farmacéuticamente aceptable, tal como una sal de metal alcalino o metal alcalinotérreo. La sal puede ser
fenilacetato sédico fenilbutirato sédico. La forma de sal de fenilacetato y fenilbutirato puede estar en forma libre. Por
lo tanto, el fenilacetato y fenilbutirato o sal de fenilacetato y sal de fenilbutirato tipicamente no estan unidas
quimicamente, o enlazadas covalentemente a cualquier otro agente.

Opcionalmente se usa isoleucina. La isoleucina puede estar en forma de aminoacido cristalino puro. En general, la
isoleucina esta en la forma L, en lugar de en la forma D, o una mezcla de D y L. Tipicamente se usan formas
aisladas de isoleucina. Puede usarse cualquier forma activa de isoleucina o puede usarse una forma
farmacéuticamente aceptable de isoleucina. La isoleucina puede emplearse como un aminoacido libre o una sal o
derivado de aminoacido.

Tipicamente, la isoleucina se usa como un Unico aminoacido monomérico. La isoleucina puede usarse en forma de
sal, por ejemplo puede usarse clorhidrato de isoleucina. La isoleucina puede estar en forma de una sal
farmacéuticamente aceptable en forma libre. Por lo tanto, la isoleucina o la sal de isoleucina tipicamente no estan
quimicamente unidas, enlazadas covalentemente a ningun otro agente.
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Composiciones farmacéuticas

La ornitina y el fenilacetato y/o fenilbutirato se formulan tipicamente para administracién con un vehiculo o diluyente
farmacéuticamente aceptable. La ornitina y el fenilacetato y/o fenilbutirato pueden formularse, por lo tanto, como un
medicamento con un vehiculo(s) y/o excipiente(s) farmacéuticamente aceptable(s) convencional como es rutinario
en la técnica farmacéutica. La naturaleza exacta de la formulacion dependera de varios factores incluyendo la via de
administracion deseada. Tipicamente, la ornitina y el fenilacetato y/o fenilbutirato se formulan para administracion
oral, intravenosa, intragastrica, intravascular o intraperitoneal.

El vehiculo o diluyente farmacéutico puede ser, por ejemplo, una soluciéon isotonica tal como solucién salina
fisiolégica. Las formas orales sdlidas pueden contener, junto con el compuesto activo, diluyentes, por ejemplo
lactosa, dextrosa, sacarosa, celulosa, almidéon de maiz o almidon de patata; lubricantes, por ejemplo silice, talco,
acido estearico, magnesio o estearato calcico, y/o polietilenglicoles; agentes aglutinantes; por ejemplo almidones,
goma arabica, gelatina, metilcelulosa, carboximetilcelulosa o polivinilpirrolidona; agentes desagregantes, por ejemplo
almidon, acido alginico, alginatos o almidén glicolato sédico; mezclas efervescentes; tintes; edulcorantes; agentes
humectantes, tales como lecitina, polisorbatos, laurilsulfatos; y, en general, sustancias no tdxicas y
farmacoldgicamente inactivas usadas en formulaciones farmacéuticas. Dichas preparaciones farmacéuticas puede
fabricarse de manera conocida, por ejemplo, por medio de procesos de mezclado, granulado, formacion de
comprimidos, recubrimiento con azucar o recubrimiento con pelicula.

Las dispersiones liquidas para administracion oral pueden ser jarabes, emulsiones o suspensiones. Los jarabes
pueden contener como vehiculos, por ejemplo, sacarosa o sacarosa con glicerina y/o manitol y/o sorbitol.

Las suspensiones y emulsiones pueden contener como vehiculo, por ejemplo una goma natural, goma de agar,
alginato sadico, pectina, metilcelulosa, carboximetilcelulosa o alcohol polivinilico. Las suspensiones o soluciones
para inyecciones intramusculares pueden contener, junto con ornitina y al menos uno de fenilacetato y fenilbutirato,
un vehiculo farmacéuticamente aceptable, por ejemplo agua estéril, aceite de oliva, oleato de etilo, glicoles, por
ejemplo propilenglicol y, si se desea, una cantidad adecuada de clorhidrato de lidocaina.

Los medicamentos de la invencién pueden comprender ornitina como el Unico componente de aminoacido. Los
medicamentos de la invencidn pueden comprender ornitina e isoleucina como los Unicos componentes de
aminoacido. El medicamento puede estar constituido esencialmente por ornitina y al menos uno de fenilacetato y
fenilbutirato. EI medicamento puede estar constituido esencialmente por ornitina, isoleucina y al menos uno de
fenilacetato y fenilbutirato.

El medicamento puede estar constituido esencialmente por ornitina, fenilacetato y/o fenilbutirato y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Dicho medicamento, por lo tanto, no contiene sustancialmente ningun otro
aminoacido ademas de ornitina. EI medicamento puede estar constituido esencialmente por ornitina, isoleucina,
fenilacetato y/o fenilbutirato y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Dicho medicamento no contiene, por lo
tanto, sustancialmente ninglin otro aminoacido ademas de ornitina e isoleucina.

La ornitina y el fenilacetato y/o fenilbutirato estan presentes en una proporcién en peso de 2:1 a 1:2. El fenilacetato
puede estar presente en una cantidad de aproximadamente el 5 al 100%, por ejemplo del 10 al 50%, o del 20 al
40%, en peso del peso de ornitina siempre que la proporcion en peso global de ornitina con respecto a fenilacetato y
fenilbutirato sea de 2:1 a 1:2. El fenilbutirato puede estar presente en una cantidad de aproximadamente el 5 al
100%, por ejemplo del 10 al 50%, o del 20 al 40%, en peso del peso de ornitina siempre que la proporcién en peso
global de ornitina con respecto a fenilacetato y fenilbutirato sea de 2:1 a 1:2.

Sin embargo, el medicamento puede comprender aspartato, glutamato o arginina libre en forma no peptidica,
tipicamente en una cantidad insustancial. Generalmente, la cantidad en peso de aspartato, glutamato o arginina no
supera la cantidad en peso de ornitina. Por una cantidad insustancial, se entiende que la cantidad en peso de
aspartato, glutamato o arginina, o una combinacién de estos aminoacidos, no supera el 20% en peso de ornitina. Por
lo tanto, el medicamento puede no comprender sustancialmente aspartato. En una realizacion, la composiciéon no
comprende aspartato, glutamato o arginina. En la composicion pueden estar presentes cantidades minimas de
aspartato, glutamato o arginina. Por cantidad minima, se entiende que la cantidad en peso de aspartato, glutamato o
arginina, o una combinacién de estos aminoacidos, no supera el 1% en peso de ornitina. Preferiblemente, la
cantidad en peso de aspartato, glutamato o arginina no supera el 0,5% en peso de ornitina.

En otra realizacién, la composiciéon puede comprender otros aminoacidos mas en forma no peptidica, tipicamente
como el aminoacido libre o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo en forma libre. La cantidad de estos
otros aminoacidos generalmente no supera la cantidad en peso de ornitina. Por ejemplo, los otros aminoacidos
pueden estar presentes en una cantidad en peso de hasta el 20%, por ejemplo del 5 al 20%, del peso de ornitina.
Dichos otros aminoacidos que pueden estar presentes en la composicion incluyen aminoacidos esenciales y no
esenciales. La composicion puede comprender otros aminoacidos de cadena ramificada (BCAA). Los BCAA incluyen
isoleucina, valina y leucina. Por lo tanto, una composicién de la invencion puede comprender ademas isoleucina y/o
valina y/o leucina.
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Tratamiento

La ornitina y al menos uno de fenilacetato y fenilbutirato se administran en combinacién a un sujeto para prevenir o
retrasar el inicio de descompensacion hepatica o encefalopatia hepatica. La ornitina y al menos uno de fenilacetato y
fenilbutirato pueden administrarse por lo tanto en combinacion para mejorar el estado de un sujeto, por ejemplo un
sujeto que padece hepatopatia cronica después de un evento desencadenante. La ornitina y al menos uno de
fenilacetato y fenilbutirato pueden administrarse en combinacién para aliviar los sintomas de un sujeto, por ejemplo
los sintomas asociados con hepatopatia cronica en un sujeto después de un evento desencadenante. La ornitina y al
menos uno de fenilacetato y fenilbutirato pueden administrarse en combinacién para combatir o retrasar el inicio de
descompensacion hepatica o encefalopatia hepatica.

La ornitina y al menos uno de fenilacetato y fenilbutirato pueden administrarse en combinacion a un sujeto para el
tratamiento de encefalopatia hepatica. La ornitina y al menos uno de fenilacetato y fenilbutirato pueden administrarse
en combinacion para mejorar el estado de un paciente que padece encefalopatia hepatica. La ornitina y al menos
uno de fenilacetato y fenilbutirato pueden administrarse en combinacién para aliviar los sintomas asociados con
encefalopatia hepatica. La ornitina y al menos uno de fenilacetato y fenilbutirato pueden administrarse en
combinacion para combatir encefalopatia hepatica. La ornitina y al menos uno de fenilacetato y fenilbutirato pueden
administrarse en combinacion para prevenir un episodio de encefalopatia hepatica inicial en una persona que corre
el riesgo de episodios de encefalopatia hepatica. La ornitina y al menos uno de fenilacetato y fenilbutirato pueden
administrarse en combinacién para reducir la gravedad de un episodio de encefalopatia hepatica inicial en una
persona que corre el riesgo de episodios de encefalopatia hepatica. La ornitina y al menos uno de fenilacetato y
fenilbutirato pueden administrarse en combinacién para retrasar un episodio de encefalopatia hepatica inicial en una
persona que corre el riesgo de episodios de encefalopatia hepatica.

El desarrollo de descompensacion hepatica y encefalopatia hepatica implica "eventos desencadenantes” (o "ataques
agudos"). Dichos eventos desencadenantes incluyen hemorragia gastrointestinal, infeccion (sepsis), trombosis de la
vena porta y deshidratacién. El inicio de dicho ataque agudo es probable que conduzca a la hospitalizacion. El
paciente puede padecer uno de estos ataques agudos o una combinacién de estos ataques agudos.

Un sujeto que ha tenido o del que se sospecha que ha tenido un ataque agudo puede ser tratado con ornitina y
fenilacetato y/o fenilbutirato en combinacion para prevenir el avance del higado al estado descompensado. Las
composiciones de la invencién pueden usarse, por lo tanto, para prevenir las consecuencias médicas de la
descompensacion hepatica tales como encefalopatia hepatica. La ornitina y fenilacetato y/o fenilbutirato pueden
usarse para conservar la funcion hepatica. El uso de ornitina y fenilacetato y/o fenilbutirato puede prolongar, por lo
tanto, la vida de un paciente con hepatopatia. En una realizacién, se previenen las consecuencias metabdlicas de
una hemorragia gastrointestinal tales como hiperamonemia, hipoisoleucemia y sintesis de proteinas reducida en el
periodo posterior a la hemorragia.

Tipicamente, el tratamiento de sujetos puede comenzar lo antes posible después del inicio o el inicio sospechado de
un evento desencadenante (ataque agudo). Preferiblemente, el tratamiento del sujeto comienza antes de ataques
agudos repetidos. Mas preferiblemente, el tratamiento del sujeto comienza después del primer ataque agudo.

El tratamiento se administra tipicamente inmediatamente después del comienzo de un ataque agudo. El tratamiento
puede comenzar después de que los sintomas de un ataque agudo o ataque agudo sospechado hayan sido
detectados por ejemplo por un médico tal como un facultativo, un profesional paramédico o una enfermera. El
tratamiento puede comenzar después de la hospitalizacion del sujeto. El tratamiento, por lo tanto, puede comenzar
en 6 horas, en 3 horas, en 2 horas o en 1 hora después de que los sintomas de un ataque agudo o ataque agudo
sospechado hayan sido detectados. El tratamiento del sujeto puede comenzar, por lo tanto de 1 a 48 horas, por
ejemplo de 1 a 36 horas o de 1 a 24 horas después de que los sintomas de un ataque agudo o ataque agudo
sospechado hayan sido detectados.

El tratamiento se puede prolongar durante hasta 8 semanas, por ejemplo hasta 6 semanas, hasta 4 semanas o
hasta 2 semanas después de que los sintomas de un ataque agudo o ataque agudo sospechado hayan sido
detectados. El tratamiento se puede prolongar, por lo tanto, durante hasta 48 horas, por ejemplo durante hasta 36
horas o durante hasta 24 horas después de que los sintomas de un ataque agudo o ataque agudo sospechado
hayan sido detectados. Tipicamente, el tratamiento se prolonga hasta el momento en el que la recuperacion del
evento desencadenante agudo es evidente.

El sujeto se trata con la ornitina y el fenilacetato y/o fenilbutirato. La ornitina y al menos uno de fenilacetato y
fenilbutirato pueden administrarse en combinacién en un Unico medicamento, o por separado en dos medicamentos
diferentes. Cuando ornitina y al menos uno de fenilacetato y fenilbutirato deben administrarse en un medicamento
combinado, la combinacién puede prepararse inmediatamente antes de la administracién, o puede almacenarse
como un medicamento combinado.

Cuando la ornitina y el fenilacetato y/o fenilbutirato deben administrarse por separado, los medicamentos pueden
administrarse simultanea o secuencialmente durante un periodo de tiempo. Pueden administrarse dos
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medicamentos diferentes durante un periodo de tiempo.

Cuando se administran dos medicamentos, una combinacidon de ornitina y fenilacetato puede administrarse en
primer lugar, seguida de la administracion de fenilbutirato. Como alternativa, una combinacién de ornitina y
fenilbutirato puede administrarse en primer lugar, seguida de la administracion de fenilacetato. En otra realizacion,
fenilacetato puede administrarse en primer lugar, seguido de la administracién de una combinacién de ornitina y
fenilbutirato.

Como alternativa, fenilbutirato puede administrarse en primer lugar, seguido de la administracion de una
combinacién de ornitina y fenilacetato.

El segundo medicamento puede administrarse hasta 5 horas, tal como hasta 2 horas o hasta 1 hora, después de la
administracion del primer medicamento. El segundo medicamento puede administrarse por lo tanto de 15 minutos a
5 horas, por ejemplo de 30 minutos a 4 horas o de 1 hora a 3 horas, después de la administracion del primer
medicamento.

Los medicamentos de la invencion pueden administrarse en el mismo sitio o en sitios diferentes. Los medicamentos
de la invencion pueden administrarse mediante la misma via o diferentes vias. Un medicamento de la invencién
puede administrarse mediante cualquier via adecuada. Preferiblemente éste se administra mediante vias oral,
intravenosa, intragastrica, intraperitoneal o intravascular. Por ejemplo, cuando ornitina y al menos uno de
fenilacetato y fenilbutirato se administran por separado, todos ellos pueden administrarse por via oral o todos ellos
pueden administrarse por via intravenosa o la ornitina puede administrarse por via oral y el fenilacetato y/o
fenilbutirato puede administrarse por via intravenosa, o el fenilacetato y/o fenilbutirato puede administrarse por via
oral y la ornitina puede administrarse por via intravenosa.

Se administran cantidades terapéuticamente eficaces de ornitina, el fenilacetato y/o fenilbutirato y la isoleucina
opcional al sujeto. Las dosis de la ornitina, el fenilacetato y/o fenilbutirato y la isoleucina pueden determinarse de
acuerdo con diversos parametros tales como la edad, el peso y el estado del sujeto a tratar; el tipo y la gravedad de
la hepatopatia; la via de administracion; y el régimen requerido.

Una dosis tipica de ornitina, de fenilacetato o fenilbutirato, o de isoleucina es de 0,02 a 1,25, por ejemplo de 0,1 a
0,5 g por kg de peso corporal, dependiendo de dichos parametros. Por consiguiente, una dosificacion de ornitina, de
fenilacetato o fenilbutirato, o de isoleucina puede ser de 1 g a 50 g tal como de 5 g a 30 g. La dosificacion de ornitina
puede ser de 10 a 30 g. La dosis de isoleucina puede ser de 5 a 15 g. La ornitina y fenilacetato/fenilbutirato se
administran en una proporcién en peso de 2:1 a 1:2 tal como de aproximadamente 1:1. Un facultativo médico sera
capaz de determinar la dosificacion requerida de ornitina y de fenilacetato o fenilbutirato y de la isoleucina opcional
para cualquier sujeto particular.

Puede administrarse una dosis Unica de ornitina y una dosis Unica de fenilacetato y/o fenilbutirato. Opcionalmente,
puede administrarse una dosis Unica de isoleucina. Como alternativa pueden administrarse multiples dosis, por
ejemplo dos, tres, cuatro o cinco dosis, de ornitina y/o del fenilacetato y/o fenilbutirato y/o de la isoleucina opcional.
Dichas multiples dosis pueden administrarse durante un periodo de un mes o dos semanas o una semana. En otra
realizacion, puede administrarse diariamente una dosis Unica o multiples dosis tales como dos, tres, cuatro o cinco
dosis de ornitina y/o de fenilacetato y/o fenilbutirato.

Pueden administrarse otros aminoacidos a un sujeto como se ha indicado anteriormente. El o cada uno de dichos
otros aminoacidos puede administrarse en el mismo medicamento que la ornitina y/o el fenilacetato y/o fenilbutirato,
o puede administrarse por separado. Cuando se administran por separado, el o cada uno de los otros aminoacidos
pueden administrarse simultdneamente con, o en un momento diferente tal como hasta 5 horas, hasta 2 horas o
hasta 1 hora antes o después de, la administracion de ornitina y/o fenilacetato y/o fenilbutirato. El o cada uno de los
otros aminoacidos se administra tipicamente por via oral o por via intravenosa.

Una cantidad terapéuticamente eficaz del o de cada uno de los otros aminoacidos se administra al sujeto. La dosis
dependera de diversos parametros tales como aquellos indicados anteriormente para ornitina, fenilacetato y
fenilbutirato. Una dosis tipica del o de cada uno de los otros aminoacidos es de 0,02 a 1,25, por ejemplo de 0,1 a 0,5
g por kg de peso corporal. Una dosificacion del o cada uno de los otros aminoacidos puede ser, por lo tanto, de 1 g a
50 g tal como de 5 ga 30 g.

Puede administrarse una dosis Unica del o de cada uno de los otros aminoacidos. Como alternativa, pueden
administrarse multiples dosis, por ejemplo dos, tres, cuatro o cinco dosis. Dichas multiples dosis pueden
administrarse durante un periodo de un mes o dos semanas o0 una semana. Puede administrarse diariamente una
dosis Unica o multiples dosis tales como dos, tres, cuatro o cinco dosis.

Los siguientes Ejemplos ilustran la invencion.
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Ejemplo 1: La funcién de neutroéfilos esta alterada en pacientes con cirrosis y empeora con el aumento de la
gravedad de la hepatopatia

Método de medicion de la Fagocitosis de Neutréfilos y estallido respiratorio

Phagotest Se incub6 sangre completa heparinizada con E coli y CD16 marcados con FITC opsonizado. Las células
se analizaron a continuacion mediante citometria de flujo (FACScan Becton Dickinson), se seleccionaron a través de
dispersion frontal y lateral y posteriormente se evaluaron en base a la expresion del fluorécromo R-ficoeritrina (PE)
[Immunotech, Marsella, Francia] para identificar células positivas para CD16. La poblacién seleccionada se evalud a
continuacién para la presencia de bacterias marcadas con FITC.

Phagoburst. Se incubd sangre completa heparinizada con suspensién de E coli opsonizada para estimular el
estallido respiratorio. Se afiadié una solucion de sustrato para determinar la conversion de dihidrorrodamina (DHR)
123 al compuesto fluorogénico Rodamina (R) 123 La reaccion se interrumpid y se fijé antes de la incubacion con
anticuerpo CD16 para la identificacién de neutréfilos positivos. El andlisis se realizé a continuacion mediante
citometria de flujo.

Quimiotaxis de Neutrdfilos: La quimiotaxis de neutréfilos se midid usando un método de camara de Boyden
modificada usando interleuquina-8 como quimioatrayente para estimular la quimioquinesis.

Pacientes y Métodos

Estudiamos 30 pacientes con cirrosis (cirrosis alcoholica; edad media 53,2 (Error Estandar de la Media 4,6) y 20
voluntarios sanos. Los pacientes con cirrosis se clasificaron como aquellos con hepatitis alcohdlica superpuesta
(AH+) y aquellos con higados descompensados y compensados. Se uso el Phagotest para determinar la capacidad
fagocitica y se us6 Phagoburst para determinar si las células eran capaces de generar estallido respiratorio cuando
se exponian a E coli.

Resultados

Observamos que los neutréfilos de pacientes cirréticos tenian una capacidad de fagocitar bacterias
significativamente reducida. También descubrimos que los pacientes con cirrosis tenian una reducida capacidad
para responder a la estimulacion de los neutréfilos por E coli en términos de aumento de la tasa de generacion de
estallido respiratorio (Figura 1). Esta reduccion de capacidad se correlacionaba con la gravedad de la hepatopatia
indicando que cuanto mas avanzada sea la fase de la hepatopatia, menor sera la capacidad de responder a y hacer
frente a la infeccion.

Ejemplo 2: El Amoniaco reduce la capacidad fagocitica en neutréfilos

Métodos de medicion de fagocitosis de neutrofilos y estallido respiratorio

Como en el Ejemplo 1.

Pacientes y métodos

Se recogi6 sangre de voluntarios sanos (n=15) y se incubd durante 1 hora con concentraciones en aumento de
amoniaco. La capacidad de los neutréfilos para fagocitar bacterias se midié usando los ensayos Phagotest y de
quimiotaxis de neutrofilos. Se usaron 10 ng/ml de IL-8 en el ensayo de quimiotaxis de neutrdfilos.

Resultados

Con la incubacién de concentraciones en aumento de amoniaco, existia una reduccion significativa de fagocitosis de
neutrdfilos (Figura 2) y también de quimiotaxis de neutrdfilos (Figura 3).

Ejemplo 3: El efecto de amoniaco sobre fagocitosis de neutréfilos puede invertirse mediante intervenciones

Métodos de medicion de fagocitosis de neutrofilos y estallido respiratorio
Como en el Ejemplo 1.
Pacientes y métodos

Se recogié sangre de voluntarios sanos (n=15) y se incubd durante 1 hora con amoniaco y aminoacidos
seleccionados. La capacidad de los neutrofilos para fagocitar bacterias se midié usando el ensayo Phagotest.
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Resultados

Observamos que la reduccion de fagocitosis de neutréfilos inducida por amoniaco podia invertirse parcialmente
mediante ornitina y glutamina (Figura 4). Sin embargo, la fagocitosis de neutréfilos empeoré mediante co-incubacion
de amoniaco con aspartato, pero permanecia sin cambios con L-aspartato de L-ornitina.

Ejemplo 4: Una hemorragia gastrointestinal simulada reduce la quimiotaxis de neutrofilos que puede
invertirse parcialmente mediante la administracion de isoleucina

Métodos

Diez pacientes metabdlicamente estables, en ayuno durante una noche con cirrosis del higado demostrada por
biopsia [9 hombres y 1 mujer; de media 49,6 afios (EEM 9,1); valor de Child-Pugh medio de 7,8 (EEM 1,2)] se
estudiaron antes y dos horas después de una administracion oral de 75 gramos de una mezcla de aminoacidos que
imita la molécula de hemoglobina (Nutricia, Cuijk, Paises Bajos). En otros siete pacientes [4 hombres y 3 mujeres;
media 51,4 afios (EEM 6,7); valor de Child-Pugh medio de 8,1 (EEM 1,4)], después de la administracion de la
mezcla de aminoacidos, se administrd por via intravenosa durante un periodo de 2 horas (solucién isoosmoética que
contiene 40 mg/l de isoleucina a una tasa de 100 ml/hora). La quimiotaxis de neutrdéfilos (véase el Ejemplo 1 para el
método) y el amoniaco en plasma se midieron en muestras de sangre venosa periférica.

Resultados

La quimiotaxis de neutrofilos era significativamente mas baja en estos pacientes cirréticos en comparacion con
controles de la misma edad (53,3 EEM 4,6) y se reducia significativamente después de hemorragia simulada de 31
(x4,2) a 8 (15,4) células/campo de gran aumento (p<0,0001) (Figura 5). La concentracion de amoniaco en plasma
aumentaba significativamente de 75,1 (+4,2) a 124 (+8,5) (p<0,001). El cambio de la concentracion de amoniaco se
correlacionaba con el cambio de quimiotaxis de neutréfilos (r=0,65 y p <0,05). La reduccion de quimiotaxis de
neutréfilos observada con la hemorragia estimulada se anul6 en el grupo de pacientes tratados con isoleucina 25,4
(£6,0) células/campo de gran aumento.

Ejemplo 5: Una hemorragia simulada reduce la sintesis de proteinas y estimula la oxidacidn de isoleucina de
forma inapropiada

Métodos

Se reclutaron cinco pacientes con cirrosis de higado en ayunas durante una noche. Se recogié una muestra de
sangre y el aire expirado se muestre6 antes del comienzo de la infusion de los is6topos estables para la medicion
del enriguecimiento en isétopos de fondo. A continuacién los pacientes recibieron una infusion intravenosa continua
a tasa constante de [1-">C]-isoleucina (1 mg/kg peso corporal/h) hasta el final del experimento (t=480 minutos).

Resultados

La figura 6 muestra la tasa media de aparicion de isoleucina en sangre completa (Wb Ra) y la oxidaciéon de
isoleucina durante la ultima hora de infusiéon de solucion salina (barras negras) y de aminoacidos (barras grises)
(valores en media + EEM; # representa p <0,05). Una hemorragia del Gl superior en pacientes con cirrosis dio como
resultado una reduccién de isoleucina y redujo marcadamente la sintesis de proteinas en sangre completa. La
fraccion del flujo de isoleucina usada para oxidacion no cambiaba después de la hemorragia simulada a pesar de la
marcada reduccion de la concentracion de isoleucina, lo que apuntaba a la aparicion de antagonismo de BCAA.

Ejemplo 6: La administracion de isoleucina durante una hemorragia simulada potencia la_sintesis de
proteinas pero no reduce la concentracion de amoniaco

Métodos

Se estudiaron dieciséis pacientes metabdlicamente estables con cirrosis de higado demostrada por biopsia. Los
pacientes se aleatorizaron a suplementacion con isoleucina (solucion de 40 mg/l; 50 mi/hora) o placebo durante una
hemorragia simulada durante un periodo de 4 horas. La sintesis de proteinas (medida usando infusién continua a
tasa constante de L-[aniIIo-ZHS]feniIaIanina), L-[aniIIo-2H4]tirosina y L-[aniIIo-ZHz]tirosina) y amoniaco.

Resultados
Los resultados mostraban que la infusion de isoleucina durante una hemorragia simulada en pacientes con cirrosis
de higado restaura la sintesis de proteinas alterada del higado y musculo conduciendo un estado anabdlico neto en

estos organos (Tabla 1). La concentracion de amoniaco aumentaba significativamente en ambos grupos pero no era
significativamente diferente entre aquellos a los que se administraba isoleucina o placebo (Figura 7).
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Ejemplo 7: Acumulaciéon de aspartato después de la infusion de L-aspartato de L-ornitina en pacientes con

cirrosis avanzada

Métodos

5 pacientes con cirrosis avanzada que estaban esperando un transplante de higado (edad: 59; 3 hombres,
enfermedad de Child de Clase C, ascitis grave, creatinina 102 umol/l) estaban sometidos a tratamiento con 40 g/dia
de L-aspartato de L-ornitina.

Resultados

Durante un periodo de 3 dias se producia un aumento significativo y progresivo de la concentracion de aspartato
aumentando hasta 5 veces el valor basal (Tabla 2).

Tabla 2
PRE Dia 1 Dia 2 Dia 3
72 178 289 354
ASPARTATO (umolfl)) [(11,8) (23,2) (27,1) (31,1)
Tabla 1
Cinética de proteinas determinada usando el modelo de Phe a t = 0 horas y al final del estudio
Tiempo  Sintesis de P Disolucién de P Equilibrio P
proteinas proteinas neto
Higad SB-solucion 0 415+ 120 263 + 50 152+ 76
o] salina
Final 274 + 250 0,445 108 + 162 0,366 166 +231 0,836
SB-isoleucina 0 218 +37 109 + 25 98 +33
Final 839 + 221 0,038 157 +204 0,412 682 + 165 0,010
Pierna SB-solucion 0 117 £ 52 137 51 -20+ 19
salina
Final 372 + 211 0,189 288 + 175 0,232 87 + 140 0,694
SB-isoleucina 0 -31 1201 196 + 61 -185 + 152
Final 377 £135 0,209 159 + 100 0,535 261+ 102 0,005

Los datos son la media + EEM en nmol/kg de masa de células corporal/min. Los valores del final representan
los valores medios de la hora final de la infusion de aminoacidos. Los datos de la sintesis de proteinas de
higado y rifidn estan corregidos para hidroxilacion (véase métodos). Estadisticas: valores p para el test U de
Mann-Whitney para diferencias entre los grupos; no se encontraron diferencias significativas entre los grupos

Ejemplo 8: La administracion con LOLA reduce la concentracion de amoniaco pero permite que el amoniaco
se regenere

Pacientes y métodos

Ocho pacientes con cirrosis (edad 56 (5,6), 5M, ALD-6; Grado 2 HE: 4; Grado 3-4 HE: 4) se trataron con una infusion
de LOLA (40 g durante 8 horas). La sangre se muestre6 para la medicién de amoniaco y glutamina.

Resultados

Los resultados mostraban que la administracion de LOLA dio como resultado una reduccién significativa de la
concentracion de amoniaco con un aumento concomitante de la concentracion de glutamina (Figura 8). Esta
reduccion de amoniaco tenia efectos beneficiosos sobre la gravedad de HE. Sin embargo, cuando se interrumpio la
administracion de LOLA, se producia un aumento de rebote de los niveles de amoniaco circulante, dando como
resultado la recurrencia de HE en 3 de los 6 pacientes que habian mejorado.

Ejemplo 9: La retirada activa de glutamina previene el aumento secundario de la concentracion de amoniaco

Pacientes y métodos

3 pacientes (edad 45 (4,1) 2M, ALD, todos HE de grado 3, HRS los 3) que estaban sometidos a hemofiltracion
(CVVH) se trataron con una infusién de LOLA (40 g durante 8 horas). La sangre se muestred para la medicion de
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amoniaco y glutamina.

Resultados

Los resultados mostraban que LOLA daba como resultado una reduccion de la concentracion de amoniaco pero la
adiciéon de dialisis prevenia el aumento concomitante de la concentracion de glutamina (Figura 9). Por lo tanto,

creemos que habia una reduccion sostenida de la concentracién de amoniaco.

Ejemplo 10: El Fenilacetato se une a glutamina para formar un compuesto excretable y previene el aumento
secundario de amoniaco

Pacientes y métodos

6 pacientes con fallo hepatico agudo (5 sin Hepatitis A, sin hepatitis B) y encefalopatia grave (Grado 3-4) se trataron
con LOLA y fenilacetato (40 g/dia durante 8 horas).

Resultados

No habia aumento significativo en la concentracion de glutamina y los niveles de amoniaco se redujeron con el
tratamiento combinado (Figura 10). No se observé aumento rebote de amoniaco.

Ejemplo 11: El efecto de ornitina y fenilbutirato en pacientes humanos con encefalopatia hepatica

Pacientes
1. Grupos de 3 pacientes por grupo. Total 12.

2. criterios de inclusion

pacientes adultos de 18-80 afios de edad, - cirrosis hepatica documentada mediante histologia o criterios
clinicos
HE de tipo C, - concentracion de amoniaco de > 80 umol/l, consentimiento/aprobacion informada

3. Criterios de exclusion
- otro trastorno neurolégico concomitante, - uso de otro farmaco que rebaja el amoniaco especifico, - fallo
respiratorio que requiere ventilacion mecanica y sedacion, - hemorragia gastrointestinal no controlada, -
hipotensiéon que requiere inotropos, fallo renal manifiesto (creatinina >2 mg/dl), hemodidlisis, - soporte
hepatico extracorpéreo, hipersensibilidad conocida a cualquiera de los farmacos del estudio, - embarazo.
Evaluaciones del Estado Mental

Graduacion de encefalopatia hepatica (Criterios de West Haven)

Grado 0 (HE|Estado mental normal
minima) (una o mas anormalidades cuantificables en el test psicométrico)

Grado 1 Falta trivial de atencion

euforia o ansiedad

capacidad de enfocar la atencién durante periodos mas cortos
capacidad de sumar alterada

Grado 2 letargia o apatia

minima desorientacion de tiempo o lugar
sutil cambio de personalidad
comportamiento inapropiado

capacidad de restar alterada

Grado 3 somnolencia a semi-estupor, pero sensible a estimulos verbales
confusion
gran desorientacion

Grado 4 coma (insensible a estimulos verbales o nocivos)
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Métodos

En un estudio de etiqueta abierta, incluimos 8 pacientes con cirrosis e hiperamonemia. Se emparejaron para la
gravedad de la hepatopatia (véase la Tabla 3). Se trataron con uno de los siguientes regimenes durante un periodo

de 3 dias y se realizaron observaciones durante 5 dias. Los grupos de estudio eran:

(i) Placebo: Dextrosa al 5% durante 4 horas;

(i)  Ornitina en solitario: 20 g en 500 ml, dextrosa al 5% entre las 08:00 y las 12:00;
(iii) Fenilbutirato: 10 g dos veces al dia, por via oral (08:00 y 16:00); y

(iv) Ornitina + Fenilbutirato: 20 g en 500 ml, dextrosa al 5% entre las 08:00 y las 12:00 + 10 g dos veces al dia,
por via oral (08:00 y 16:00).

Los pacientes se mantuvieron en ayunas durante una noche entre las 00:00 medianoche y las 08:00 am. Se les
alimentd por via intragastrica con una dieta de 25 KCal/kg que incluia 1 g/kg de dieta de proteina comenzando a las
08:00 y finalizando a medianoche. Se muestred la sangre a las 07:30 am y a continuacion a las 18:00 h para la
medicion de amoniaco y glutamina. Los pacientes se supervisaron estrechamente para detectar efectos

secundarios. El farmaco era bien tolerado en cada uno de los grupos y no se observaron eventos adversos.

Tabla 3. Demografia de Pacientes

Placebo Ornitina en solitario |Fenilbutirato en|OP
solitario

Edad P1: 47 P3: 46 P5: 56 P7:52

P2: 57 P4: 40 P6: 48 P8: 52
Sexo P1M P3:F P5:F P7:M

P2 M P4: F P6: M P8: F
Etiologia de la[P1: HCV P3: HBV P5: NASH P7: HBV
hepatopatia P2: HBV P4: NASH P6: HBV P8: HBV
Gravedad de la|P1: 9 P3: 13 P5: 14 P7:14
hepatopatia (Valor Pugh) |P2: 12 P4: 13 P6: 13 P8: 12
Factor desencadenante |P1: Infeccion P3: SBP P5: SBP P7: SBP

P2: Infeccion P4: Infeccion P6: Infeccion P8: Infeccion
Gravedad de HE|P1: 2 P3:3 P5:3 P7:3
(criterios de West-Haven) |P2: 3 P4: 3 P6: 3 P8: 3
Gravedad de HE (valor|P1:9 P3: 8 P5: 9 P7:9
de coma Glasgow) P2: 8 P4: 8 P6: 10 P8: 9
Otro fallo organico P1: ninguno P3: pre-renal,|P5: ninguno P7: ninguno

P2: hipotensién hipotensién P6: pre-renal P8: ninguno

P4: hipotensién

Muerto/Vivo P1:V P3: M P5:V P7:Vv

P2: Vv P4:Vv P6: vV P8: Vv
Complicaciones P1: infeccion, P3: HRS P5: sepsis, ICU P6:|P7: ninguna

SBP P4: infeccion rec. SBP recurrente P8: hemorragia,

P2: infeccion, dia 14

hemorragia de

varices
SBP: peritonitis bacteriana espontanea, esteatohepatitis no alcohdlica, ICU: necesita soporte de cuidado
intensivo, HRS: sindrome hepatorrenal

Resultados

La Figura 11 muestra que los niveles medios de amoniaco permanecieron en gran medida sin cambios durante el

periodo de tratamiento en el grupo de placebo. En el grupo de L-ornitina y el de fenilbutirato, la concentracion de
amoniaco aumentaba desde niveles iniciales. En el grupo tratado con L-ornitina y fenilbutirato, habia una reduccién
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sustancial de amoniaco. El aumento postprandial de amoniaco se redujo en los animales tratados con OP, ademas
de la reduccion de concentraciones de amoniaco. Ambos pacientes en el grupo de OP habian mejorado su valor de
encefalopatia en 2 grados el dia 3, lo que no se observé en ninguno de los otros 6 pacientes.

La Figura 12 muestra que los niveles medios de glutamina permanecieron en gran medida sin cambios durante el
periodo de tratamiento en el grupo de OP a pesar de una reducciéon de amoniaco. Habia una reduccién de glutamina
en el grupo de fenilbutirato, que bien puede ser perjudicial. En los grupos de L-ornitina y placebo habia un aumento
de las concentraciones de glutamina que se acentuaba marcadamente en el estado postprandial.

La Figura 13 muestra los cambios del estado mental en los grupos tratados con Placebo, O, P y OP.

Ejemplo 12: El efecto de ornitina, fenilbutirato e isoleucina en pacientes humanos con encefalopatia hepatica

Pacientes
1. Grupos 2 pacientes por grupo. Total 6

2. Criterios de inclusion

Pacientes adultos de 18-80 afios de edad, cirrosis hepatica documentada mediante histologia o criterios
clinicos, Child B o C, hemorragia gastrointestinal reciente de varices (< 6 horas después de la presentacion),
consentimiento/aprobacion informada.

3. Criterios de exclusion

otro trastorno neurolégico concomitante, uso de otro farmaco que rebaja el amoniaco especifico, fallo
respiratorio que requiere ventilacion mecanica y sedacion, hemorragia gastrointestinal no controlada,
hipotensién que requiere inotropos, fallo renal manifiesto (creatinina >2 mg/dl), hemodialisis, soporte hepatico
extracorporeo, hipersensibilidad conocida a cualquiera de los farmacos del estudio, embarazo/lactancia.

Métodos

En un estudio de etiqueta abierta, incluimos 6 pacientes con cirrosis y que fueron admitidos para el tratamiento de
hemorragia de varices. Se emparejaron por la gravedad de la hepatopatia (véase la Tabla 4). Se trataron con uno de
los siguientes regimenes durante un periodo de 3 dias y se realizaron observaciones durante 5 dias. Los grupos del
estudio eran:

i. Placebo: dextrosa al 5% durante 4 horas (250 ml)

ii. Isoleucina en solitario: 10 gm IV en 250 ml de dextrosa al 5% durante 2 horas en dos dosis divididas.

iii. Isoleucina + Ornitina + Fenilbutirato: isoleucina: 10 gm IV en 250 ml de dextrosa al 5% durante 2 horas en
dos dosis divididas; Ornitina: 20 g en 250 ml, dextrosa al 5% (t = 0; 24, 48 horas); Fenilbutirato: 10 g dos veces al
dia, por via oral (t =0, 12, 24, 36, 48 horas).

Los pacientes se mantuvieron en ayunas durante una noche entre las 00:00 medianoche y las 08:00 am. Se
alimentaron por via intragastrica con una dieta de 25 KCal/kg que incluia 1 g/kg de dieta de proteinas comenzando a
las 08:00 y finalizando a medianoche. La sangre se muestreo a las 07:30 am y a continuacion a las 18:00 h para la
medicion de amoniaco y glutamina. Los pacientes se supervisaron estrechamente para detectar efectos
secundarios. El farmaco era bien tolerado en cada uno de los grupos y no se observaron eventos adversos. Dado
que los pacientes recibieron sedacién para su endoscopia inicial, la evaluacién del estado mental era imposible de
interpretar. Un paciente en cada uno de los grupos de Placebo e Isoleucina murié de fallo multiorganico en el
hospital. El resto de los pacientes sobrevivio.

Tabla 4
Placebo Isoleucina en|OIP
solitario

Edad P: 43 P3: 57 P5: 43

P2: 62 P4: 42 P6: 45
Sexo P1: M P3: F P5: M

P2: M P4: M P6: M
Etiologia de la P1: ALD P3: HBV P5: HBV
hepatopatia P2: HCV P4: ALD P6: NASH
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Placebo Isoleucina en|OIP
solitario

Gravedad de la P1:13 P3: 13 P5: 14
hepatopatia (Valor P2: 14 P4: 11 P6: 10
Pugh)
Gravedad de HE P1:2 P3: 2 P5: 2
(Criterios de West- P2: 3 P4: 1 P6: 2
Haven)
Pérdida de Sangre P1:9 P3:7 P5:7
Estimada (u) P2: 10 P4: 8 P6: 10
Muerto/Vivo P1: M P3:V P5:V

P2 :Vv P4: M P6: V
Complicaciones P1: infeccion, hemorragia recurrente P3: HRS P5: infeccion

P2: encefalopatia grave P4: infeccion rec. |toracica

P6: ninguna

SBP: peritonitis bacteriana espontanea, esteatohepatitis no alcohdlica, ICU: necesita soporte de cuidado
intensivo, HRS: sindrome hepatorrenal

Resultados

La Figura 14 muestra que no habia cambios significativos en las concentraciones de amoniaco en los grupos de
placebo e isoleucina. En el grupo tratado con OIP, habia una reduccion sustancial de la concentraciéon de amoniaco.

La Figura 15 muestra que los niveles de glutamina no se alteran significativamente por la administracion de
isoleucina, placebo u OIP. Solamente en el grupo de OIP, el amoniaco se redujo sustancialmente.

La figura 16 muestra una alternativa mediante la cual OIP puede actuar, que es a través de una reduccion del
aminoacido amoniogénico, glicina. La reduccion sustancial de glicina se observa solamente en el grupo de OIP.

La Figura 17 muestra que los niveles de isoleucina son muy bajos para comenzar en cada uno de los grupos pero
aumenta hasta dos veces los valores normales en los grupos tratados con isoleucina. La concentracion en el grupo
de placebo sigue siendo baja y permanece sin cambios.

La Figura 18 muestra los cambios en los niveles de ornitina en los pacientes a lo largo del tratamiento mostrando un
marcado aumento sostenido en las concentraciones de ornitina que se reducen significativamente a valores basales
al interrumpir el farmaco, lo que indica captacion en los diferentes tejidos.

Ejemplo 13: El efecto de ornitina y fenilbutirato en rata con el conducto biliar ligado

Métodos

Induccién de cirrosis mediante ligadura del conducto biliar (BDL)

Para este procedimiento se usaron ratas Sprague-Dawley macho (200-250 g). Después de la anestesia, se realizd
una laparotomia de la linea media, el conducto biliar se dej6é expuesto, se ligo por triplicado con sutura de seda 4.0,
y se cort6 entre la segunda y la tercera ligadura. La herida se cerré en capas con sutura absorbible y se dejo que el
animal se recuperara en una habitacion tranquila antes de devolverlo a la instalacion de almacenamiento de
animales. Los animales se mantuvieron a temperatura constante (20°C) en un ciclo de 12 horas de luz/oscuridad con
acceso a agua y pienso para roedores convencional ad libitum.

Después de cinco semanas después de la BDL (o procedimiento simulado) se cambié a los animales de pienso para
roedores a una dieta liquida completa (Liquidiet, Bio-Serv, Frenchtown NJ, Estados Unidos) a la que se afadié una
mezcla de aminoacidos que imitaba la composicién de hemoglobina (2,8 g/kg/dia, Nutricia Cuijk, Paises Bajos, N° de
Producto 24143). A las seis semanas, con anestesia, se inserté un catéter en la arteria carétida derecha y se uso
para recoger muestras de sangre repetidas. Siguiendo este procedimiento, se recogié una muestra inicial de sangre
antes de la administracion de las formulaciones del estudio mediante inyeccion IP. Los grupos del estudio eran:

BDL control + Solucion salina (n=5), BDL + ornitina (0,22 g/kg, n=6) en solucién salina IP, BDL + fenilbutirato (0,3
g/kg, n=7) en solucidn salina IP, BDL + OP (0,22 g/kg / 0,3 g/kg, n=7) en solucion salina IP.
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Se recogieron muestras de sangre en tubos heparinizados enfriados previamente y se almacenaron en hielo antes
del procesamiento. Se recogio plasma después del centrifugado (3.000 rpm, 10 minutos) y se almacenaron a -80°C
antes de los analisis.

Se midieron el amoniaco, glucosa, lactato y urea usando un analizador COBAS Mira S de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Los aminoacidos se cuantificaron mediante HPLC con deteccién de fluorescencia.

Resultados

En el modelo de rata con el conducto biliar cirrético ligado, existe un aumento sustancial en el nivel de amoniaco en
plasma arterial (205 + 11 umoles/l, media + EEM) en comparacion con controles sanos (25,6 + 2 umoles/I, p<0,001
no se muestran los datos). En este modelo descubrimos que no habia cambios en los niveles de amoniaco arterial
durante tres horas en el grupo de placebo tratado con solucion salina.

La Figura 19 muestra el cambio en los niveles de amoniaco en plasma arterial en ratas cirréticas con BDL después
de inyecciones IP de solucion salina (BDL control, n=5), ornitina (Orn, 0,22 g/kg, n=6), fenilbutirato (PB, 0,3 g/kg,
n=7) y ornitina fenilbutirato (OP, 0,22 g/kg + 0,3 g/kg, n=7). * significa p<0,05 para OP frente a Orn a las 3 horas
(ANOVA de 2 vias).

Esta figura muestra que en los animales tratados con ornitina se detectd un ligero descenso de la concentracion de
amoniaco, aunque no se descubrié que esto fuera diferente de placebo. En el grupo tratado con fenilbutirato se
descubrié un aumento significativo del amoniaco en plasma después de 1 hora (p<0,01 frente a todos los demas
grupos), aunque se descubrid que esta diferencia era mas pequefia en el punto temporal de tres horas. Este
descubrimiento encaja con la hipdtesis de que fenilbutirato (fenilacetato) solamente es eficaz en sujetos con
concentraciones de glutamina aumentadas. En los animales sin suplementacién con ornitina que puede
metabolizarse para formar glutamina, los efectos de P en solitario son indeseables y son potencialmente dafiinos. Un
nivel de amoniaco significativamente mas bajo se observé en el grupo tratado con ornitina mas fenilbutirato (OP). En
estos animales, se midié una reduccion sostenida de amoniaco a lo largo de la duracion de tres horas del estudio,
cuyos niveles se descubrié que eran significativamente mas bajos que los del grupo de ornitina solamente al final del
estudio (p<0,05).

Esto demuestra claramente que la combinacién de OP tiene una mayor eficacia en la reduccion del amoniaco en
plasma que O o P en solitario. Ademas, los niveles aumentados de amoniaco en plasma pueden ser perjudiciales en
los animales tratados con P en solitario.

En un subconjunto de muestras, examinamos la captacion de ornitina en el torrente sanguineo después de la
inyeccion IP de O u OP. La Figura 20 muestra la concentracion de ornitina arterial en los grupos suplementados.
Puede verse claramente que en ambos grupos la concentracion de ornitina en plasma ha aumentado marcadamente
a 1 hora después de la inyeccion IP, que posteriormente se reduce a las 3 horas a medida que esta ornitina es
metabolizada en el cuerpo. No se encontré ninguna diferencia significativa en la concentracion de ornitina en plasma
entre estos grupos en ningun punto temporal.

Este descubrimiento es importante, ya que demuestra que el método de administracion elegido es eficaz para
administrar ornitina en estos animales. Ademas, la rapida captacion y la reduccion observada en los niveles en
plasma indican que el metabolismo activo de este aminoacido se esta produciendo.

Ejemplo 14: El efecto de ornitina, fenilbutirato e isoleucina en la rata con el conducto biliar ligado

Métodos

Para este procedimiento se usaron ratas Sprague-Dawley macho (200-250 g). Durante las 48 horas antes del
sacrificio, los animales se cambiaron de pienso para roedores convencional a una dieta liquida completa (Liquidiet,
Bio-Serv, Frenchtown NJ, Estados unidos) a la que se afiadid una mezcla de aminoacidos que imitaba la
composicion de hemoglobina (2,8 g/kg, Nutricia Cuijk, Paises Bajos, N° de Producto 24143). Se indujo el fallo
hepatico agudo (ALF) 24 horas antes del sacrificio mediante inyeccion IP de galactosamina (1 g/kg, Sigma, Poole
Reino Unido) en solucién salina (n=5 en cada grupo). Tres horas antes del sacrificio, se trataron los animales con
una formulacién de OIP (ornitina 0,22 g/kg, isoleucina 0,25 g/kg, fenilbutirato 0,3 g/kg, en solucién salina IP) o control
con solucién salina. Al finalizar el experimento se recogié sangre arterial en tubos heparinizados enfriados
previamente y se almacenaron en hielo hasta el procesamiento. Se recogié plasma y se almacené como
anteriormente. Se determiné el amoniaco como anteriormente.

Resultados
Se descubrié que los niveles de amoniaco arterial estaban significativamente reducidos en ratas con fallo hepatico

agudo tratadas con OIP en comparacion con controles con placebo (Fig. 21). Este estudio se disefi6 para ensayar si
isoleucina junto con ornitina y fenilbutirato (fenilacetato) seria capaz de rebajar de forma eficaz el amoniaco en
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plasma. Se ha demostrado previamente que la isoleucina en solitario no afecta a los niveles de amoniaco en
estudios humanos, aunque su eficacia junto con O y P no se ha ensayado previamente.

La Figura 21 muestra niveles de amoniaco en plasma arterial en un modelo de fallo hepatico agudo
hiperamoniaménico para grupos tratados con placebo de solucién salina (ALF) y OIP (ALF + OIP). Se descubrié un
nivel de significacion de p<0,01 entre estos dos grupos (Test T).

Este descubrimiento apoya la hipétesis de que isoleucina junto con ornitina y fenilbutirato es eficaz en la reduccion
de los niveles de amoniaco. Esto ademas de los efectos beneficiosos de descritos anteriormente para la sintesis de
proteinas.

Ejemplo 15: El efecto de ornitina y fenilbutirato en el modelo de cerdo desvascularizado

Métodos

Se aleatorizaron cinco cerdos en cuatro grupos: fallo hepatico agudo (ALF)+placebo+placebo (n=2);
ALF+ornitina+placebo; ALF+fenilbutirato +placebo; ALF+ornitina y fenilbutirato. Los cerdos tenian catéteres
insertados en la arteria y vena femoral, vena porta, vena renal y arteria pulmonar. El experimento comenzo a tiempo
= -1 h, cuando se iniciaron las infusiones de placebo o tratamiento.

1. Placebo: dextrosa al 5% durante 3 horas, agua placebo oral

2. Ornitina en solitario: 0,3 g/kg, dextrosa al 5% tres horas 3 horas goteo intravascular

3. Fenilbutirato: 0,3 g/kg, dextrosa al 5% durante 3 horas alimentacion intragastrica Ornitina + Fenilbutirato: 0,3
g/kg, dextrosa al 5% durante 3 horas goteo intravascular, 0,3 g/kg, dextrosa al 5% durante 3 horas alimentacion
intragastrica.

Se indujo el ALF mediante anastomosis de la vena porta a la vena cava inferior y la posterior ligadura de la arteria
hepatica (desvascularizacion) a tiempo = 0 horas, las infusiones se interrumpieron a t = +2 horas y el experimento
finaliz6 a tiempo = 8 horas. Se recogieron muestras de sangre y orina a tiempo = 0, 1, 3, 5, 7 y 9 horas para la
medicion de los cambios regionales de amoniaco y aminoacidos. Al final del experimento se retird una seccion de
corteza frontal para las mediciones del agua cerebral.

Resultados

Después de la infusion de ornitina que genera glutamato intracelular, los resultados del suministro intragastrico de
fenilacetato en conjugacion sugieren una profunda alteracion de los niveles de amoniaco globales y la utilizacion de
glutamina en este modelo catastrofico de fallo hepatico.

Existe un aumento consecuente de la concentracion de amoniaco arterial con el tiempo desde la desvascularizacion
en el animal tratado con placebo (Figura 22), con alguna produccion del musculo (Figura 23) y una gran cantidad de
amoniaco procedente del intestino (Figura 24). Este animal muestra una modesta liberacion de glutamina en
musculo (Figura 25) y una apreciable captacion de glutamina en el intestino (Figura 26).

En el caso del animal tratado con ornitina en solitario, el temprano aumento de amoniaco es inicialmente leve, pero
aumenta en adelante para ser el mas alto al finalizar el experimento (Figura 22). Existe una clara captacion de
amoniaco por el musculo en este animal (Figura 24), con una cantidad comparable de glutamina siendo liberada
desde el musculo - en comparacién con el animal tratado con placebo (Figura 25) con una captacion de glutamina
en el intestino aumentada (Figura 26).

El fenilbutirato en solitario muestra ademas una mitigacion inicial de los niveles de amoniaco arterial, que
rapidamente aumenta hasta niveles comparables con ornitina en solitario en la finalizacion del experimento (Figura
22) con pocos cambios en la captacion de amoniaco por el musculo (Figura 23), pero una apreciable produccion de
amoniaco en el intestino (Figura 24). Curiosamente, existe una clara retirada de glutamina por el musculo con
tratamiento con fenilbutirato en solitario (Figura 25) con poco efecto manifiesto sobre la captacion de glutamina en el
intestino, en comparacion con el animal tratado con placebo (Figura 26).

La combinacion de ornitina y fenilbutirato tiene el mayor impacto sobre los niveles de amoniaco arterial con una
impresionante reducciéon de los niveles circulantes al final del experimento en comparaciéon con todos los demas
animales (Figura 22). El amoniaco es retirado de forma activa de la sangre por el musculo en este animal (Figura 23)
con una produccién de amoniaco en el intestino reducida enormemente (Figura 24). Es interesante observar que la
liberacion de glutamina en el mdsculo aumenta en comparacion con los animales tratados con placebo y ornitina en
solitario (Figura 25). A pesar de esta produccion de glutamina aumentada en el musculo, la captacion de glutamina
en el intestino se reduce sustancialmente (Figura 26).

Una demostracion de los niveles circulantes aumentados de ornitina en los animales tratados con ornitina se
muestra en la Figura 27.
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El impacto de la desvascularizacion y las intervenciones de tratamiento sobre la glutamina arterial se muestra en la
Figura 28. Existe un aumento del nivel circulante de glutamina en el animal tratado con ornitina, que mejora
mediante la co-administracion de fenilacetato. Un descubrimiento interesante era la mejora sustancial de los niveles
de glicina arterial que se descubrié en el animal tratado con ornitina y fenilbutirato (Figura 29).

Al final del experimento la corteza frontal del cerebro se retird y se midié el contenido de agua en el cerebro (Figura
30).

Un patodlogo independiente describié la anatomia celular del cerebro en estos animales experimentales. Su informe
se resume a continuacion.

ALF: Microvasos con edema perivascular con vesiculas circundantes. Neurona con cambios necréticos rodeada de
vesiculas.

ALF + O + P: Microvasos con edema perivascular con vesiculas circundantes (menos que de ALF sin ningun
tratamiento). Edema intracelular.

Simulado: Tejido cerebral con cambios ultraestructurales minimos = tejido cerebral normal.
Conclusiones

Los inventores han descubierto que la simulacion de algunos de los sintomas de un ataque agudo asociado con
hepatopatia crénica, tales como aumentar la concentracion de amoniaco o simular una hemorragia gastrointestinal,
da como resultado la reduccion de la funcidn de neutrdéfilos y esta reduccion puede invertirse parcialmente mediante
ornitina o isoleucina. El rescate de la funcién de neutréfilos mediante ornitina e isoleucina desempefia un papel
importante en la prevencion de sepsis que es un factor desencadenante comun en el avance de la
descompensacion hepatica.

Ademas, los inventores han descubierto que la isoleucina no afecta al aumento de la concentracién de amoniaco
después de una hemorragia gastrointestinal simulada. Por lo tanto, al contrario que la hipotesis de que los niveles de
amoniaco disminuiran después de la administracién de isoleucina debido a la estimulacion de la sintesis de
proteinas, los niveles de amoniaco no resultan afectados. Por lo tanto, el uso de isoleucina junto con ornitina, que se
sabe que rebaja los niveles de amoniaco, es particularmente ventajoso.

Por lo tanto, la administracion de ornitina e isoleucina previene las consecuencias metabdlicas de una hemorragia
gastrointestinal. El aumento de los niveles de amoniaco se mitiga, la deficiencia de isoleucina se corrige y la funcién
de neutrdéfilos es rescatada. El uso combinado de ornitina e isoleucina proporciona, por lo tanto, un nuevo
tratamiento para pacientes después de un evento desencadenante para prevenir que se produzca la
descompensacion hepatica.

Los inventores han descubierto, ademas, que L-aspartato de L-ornitina (LOLA), que se usa para reducir el amoniaco
en pacientes con encefalopatia hepatica, no invierte el efecto de amoniaco sobre la funciéon de neutrdfilos. Por lo
tanto, el uso de ornitina en solitario es mas ventajoso que el uso de LOLA, puesto que la ornitina puede reducir el
amoniaco y rescatar la funcion de neutrofilos. Ademas, el componente de aspartato de LOLA se acumula en el
cuerpo. Esta acumulacion de aspartato puede ser verdaderamente perjudicial para los pacientes, dado que el
aspartato empeora el efecto del amoniaco sobre la funcién de neutrdéfilos, reduciendo ademas la funciéon de
neutrdfilos. Por consiguiente, la prevencion o el retraso del inicio de descompensacion hepatica puede conseguirse
usando ornitina junto con isoleucina, preferiblemente en ausencia de aspartato.

Ademas, los inventores han descubierto que el tratamiento de pacientes con encefalopatia hepatica (HE) con L-
aspartato de L-ornitina (LOLA) reduce los niveles de amoniaco y, como consecuencia, aumenta los niveles de
glutamina. Sin embargo, la glutamina es solamente un amortiguador del amoniaco temporal, dado que puede
reciclar y regenerar amoniaco en el rifién y el intestino delgado. Por lo tanto, el tratamiento con LOLA en solitario
puede conducir a un aumento secundario de los niveles de amoniaco, contribuyendo adicionalmente a la patologia
de encefalopatia hepatica.

El uso de fenilacetato o fenilbutirato en nifios con trastornos del ciclo de la urea reduce los niveles anormalmente
altos de glutamina. Por el contrario, los pacientes que padecen HE tienen niveles normales de glutamina a menos
que, como se muestra en el Ejemplo 1, estén siendo tratados con LOLA que reduce los niveles de amoniaco pero
aumenta los niveles de glutamina. Por lo tanto, el uso de fenilacetato y/o fenilbutirato permite la retirada de glutamina
para prevenir el aumento secundario de los niveles de amoniaco en pacientes con HE.

Por consiguiente, un tratamiento mejorado para encefalopatia hepatica puede conseguirse mediante administracion
de ornitina junto con al menos uno de fenilacetato y fenilbutirato, preferiblemente en ausencia de aspartato.
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Nuestras exhaustivas investigaciones en modelos animales y también en seres humanos con cirrosis apoyan el
punto de vista de que el principal 6rgano que retira amoniaco en pacientes con cirrosis es el musculo, convirtiendo el
amoniaco en glutamina, una reaccion en la que se utiliza glutamato. En el fallo hepatico, la enzima responsable de
esta reaccion, la glutamina sintetasa, se induce y la provision de glutamato aumentaria la destoxificacion de
amoniaco.

La ornitina, un precursor de glutamato, destoxifica el amoniaco mediante la transformacion en glutamina. Sin
embargo, nuestros estudios preliminares han demostrado que esta glutamina, recircula y regenera el amoniaco.
Nuestra investigacion proporciona un nuevo método para, no solamente, destoxificar amoniaco en glutamina sino
también para eliminar el exceso de glutamina que se genera. Por lo tanto, OP reduce la concentracién de amoniaco
en pacientes con cirrosis e hiperamonemia de forma significativamente mas marcada que cualquiera de ellos en
solitario. El efecto es claramente sinérgico en lugar de aditivo. Ademas, el aumento postprandial de amoniaco es
suprimido por la administracion de OP. Esto puede permitir la alimentacion de pacientes con cirrosis
descompensada con dietas ricas en proteinas sin riesgo de hiperamonemia. La reduccién de amoniaco estaba
asociada con una mejoria en el estado mental. Esto consigue la reduccién de la concentracion de amoniaco
previniendo un aumento de glutamina. Esto es coherente con la hipdtesis de que la ornitina esta impulsando la
produccion de glutamina en el musculo (atrapando de este modo 1 molécula de amoniaco) pero esta glutamina se
excreta (posiblemente como un aducto de fenilacetato) previniendo un aumento de glutamina sistémica, previniendo
de este modo una hiperamonemia de rebote.

El conocimiento establecido de que fenilacetato reduce el amoniaco en el lactante hiperamoniémico que se presenta
con trastornos del ciclo de la urea es que el amoniaco queda atrapado en glutamina y que la glutamina es
transportada a los rifiones para la excrecion como el aducto fenilacetatoglutamina. Estos lactantes presentan
amoniaco alto y, de forma importante, alta glutamina. A la inversa, el paciente cirrético presenta alto amoniaco y
glutamina de normal a baja. El modelo en cerdo descrito anteriormente no tiene una glutamina elevada y los niveles
de amoniaco aumentan drasticamente después de que se aisla el higado.

El tratamiento con ornitina en solitario aumenta la glutamina en sangre mientras que los niveles de amoniaco no
resultan afectados. El fenilbutirato en solitario aumenta marginalmente la glutamina y de nuevo tiene efectos
insignificantes sobre los niveles de amoniaco. Muy al contrario, en este modelo catastréfico de aumento a escala de
hiperamonemia, la combinacion de ornitina y fenilbutirato (OP) produce una apreciable reduccion en el amoniaco
circulante y mejora el aumento de glutamina observado con ornitina en solitario. La glicina, un aminoacido que
genera amoniaco aumentd en todos los animales, sin embargo, el aumento de este aminoacido se mitigd
sustancialmente solamente en el animal tratado con OP, sugiriendo un beneficio adicional para esta forma de
intervencién. Una consecuencia establecida del amoniaco elevado es el edema cerebral a medida que el contenido
de agua del cerebro aumenta. El cerebro de cerdos tratados con ornitina en solitario muestra un considerable
aumento del contenido de agua mientras que ornitina y fenilbutirato combinados reducen el contenido de agua en el
cerebro. Histoldgicamente, existe una lesién menos evidente en la microestructura del cerebro del animal con
tratamiento de ornitina y fenilbutirato combinados en comparacion con el animal tratado con placebo.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion farmacéutica para administracion a un ser humano, que comprende ornitina y al menos uno de
fenilacetato y fenilbutirato en una proporcion en peso de 2:1 a 1:2.

2. La composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 1 que comprende ademas isoleucina.

3. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 2, donde dicha isoleucina esta presente como un
aminoacido monomeérico libre o sal fisiolégicamente aceptable.

4. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 1, que no comprende sustancialmente ningun otro
aminoacido.

5. La composicién farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que no comprende
sustancialmente aspartato o no comprende aspartato.

6. La composicién farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde dicha
ornitina esta presente como un aminoacido monomeérico libre o sal fisioldgicamente aceptable.

7. La composicion farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde dicha
ornitina es L-ornitina.

8. La composicion farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el al menos
uno de fenilacetato y fenilbutirato esta presente como fenilacetato sédico o fenilbutirato sodico.

9. La composiciéon farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que esta
formulada para administracion intravenosa u oral.

10. La composicion farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, que esta formulada
para administracion intraperitoneal, intragastrica o intravascular.

11. La composicion farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el al
menos uno de fenilacetato y fenilbutirato es fenilacetato.

12. Una composicion farmacéutica para administracion a un ser humano, que esta constituida por ornitina y al
menos uno de fenilacetato y fenilbutirato en una proporcion en peso de 2:1 a 1:2.

13. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 1, que comprende de 1 g a 50 g de ornitinay de 1 g a 50 g de
fenilacetato o fenilbutirato.

14. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 1, que comprende de 5 g a 30 g de ornitinay de 5g a 30 g de
fenilacetato o fenilbutirato.
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Glutamina Arterial (1M)
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Figura 27
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Glicina Arterial

ES 2 448 549 T3

Figura 29
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