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Métodos de tratamiento usando farmacos de secuestro de ammonia
Descripcion

Campo técnico

Esta invencion se refiere a compuestos que ayudan en la eliminacién de nitrdgeno de desecho del cuerpo para su
uso en el tratamiento de pacientes con estados de retencidn de nitrégeno, en los trastornos particulares de ciclo de
la urea (UCD) y cirrosis complicados por la encefalopatia hepatica (HE). Los compuestos se pueden administrar
oralmente farmacos de molécula pequefia, y la invencién se refiere a la entrega de estos compuestos y métodos
para la seleccién de dosificaciones adecuadas para un paciente.

Fondo de arte

Dosificacion del farmaco generalmente se basa en la medicién de los niveles en sangre de la especie de farmaco
activo en combinacion con la evaluacion clinica de la respuesta al tratamiento. Sin embargo, la presente invencién
se basa en pruebas que para ciertos profarmacos de acido fenilacético (PAA), es poco fiable la medicién del nivel en
sangre del profarmaco (por ejemplo PBA) o de PAA formada del mismo. Ademas, la evaluacion del efecto del
tratamiento midiendo los niveles de amoniaco en la sangre es un inconveniente, ya que requiere la retirada de varias
muestras de sangre en condiciones cuidadosamente controladas. Debido a que los niveles de amonio en sangre se
ven afectados por varios factores, incluyendo proteinas de la dieta, también fallan a la hora de proporcionar una
medida directa de la cantidad de amoniaco que el farmaco moviliza para su eliminacion. La invenciéon demuestra que
los profarmacos de acido fenilbutirico (PBA) se comportan de manera similar a PBA de sodio, en que los niveles de
PBA de medicién es poco fiable para evaluar su eficacia. Esta invencion proporciona un nuevo procedimiento para la
dosificacién en pacientes con estados de retencién de nitrégeno, en particular, los pacientes con enfermedad
hepéatica y las manifestaciones clinicas de la encefalopatia hepatica y los pacientes con UCDs. Es particularmente
aplicable a profarmacos que liberan o se metabolizan para formar acido fenilacético, es decir, profarmacos de PAA,
y aquellos profarmacos que se metabolizan para formar PBA.

La encefalopatia hepatica hace referencia a un espectro de signos y sintomas neurolégicos que se producen con
frecuencia en pacientes con cirrosis o ciertos tipos de enfermedad hepética.

Trastornos del ciclo de la urea se componen de varias deficiencias hereditarias de enzimas o transportadores
necesarios para la sintesis de urea a partir de amoniaco. El ciclo de la urea se representa en la Figura 1, que
también ilustra como ciertos farmacos de secuestro de amoniaco actlan para ayudar en la eliminaciéon de amoniaco
excesivo. Las enzimas, incluyendo sus nimeros y modos de herencia de Comisiéon de Enzimas (CE) incluyen los
siguientes:

« Sintetasa de fosfato de carbamil (CPS; Nimero CE 6.3.4.16; recesiva autosémica),

« Transcarbamilasa de ornitina (OTC; Numero CE 2.1.3.3; ligada a X),

« Sintetasa de argininosuccinato (ASS; Niumero CE 6.3.4.5; recesiva autosémica),

« Liasa de argininosuccinato (ASL; Numero CE 4.3.2.1; recesiva autosémica),

« Arginasa (ARG; Numero CE 3.5.3.1; recesiva autosémica), y

« Sintetasa de glutamina de N-acetil (NAGS 1; Nimero CE 2.3.1.1; recesiva autosomica)

Estados de deficiencia de transportador mitocondrial que imitan muchas caracteristicas de deficiencias de la enzima
de ciclo de la urea incluyen las siguientes:

« La deficiencia de translocasa de ornitina (hiperornitinemia, hiperamonemia, homocitrulinuria o Sindrome HHH)
« Deficiencia de citrina (transportador de glutamato de aspartato)

La caracteristica comun de UCD y encefalopatia hepatica que les hace tratables por los métodos de la invencion es
una acumulacién de exceso de nitrégeno de desechos en el cuerpo, y la hiperamonemia. En individuos normales, la
capacidad intrinseca del organismo para la excrecion de nitroégeno residual es mayor que la produccion de residuos
de nitrogeno del cuerpo, por lo que los residuos de nitrégeno no se acumulan y el amoniaco no se acumula a niveles
dafiinos. Para los pacientes con estados de retencion de nitrégeno, tales como UCD o HE, capacidad intrinseca del
cuerpo para la excrecién de nitrégeno residual es menor que la produccién de nitrégeno de residuos del cuerpo en
base a una dieta normal que contiene cantidades significativas de proteina. Como resultado, el nitrégeno se acumula
en el cuerpo de un paciente que tiene un trastorno de la retencién de nitrégeno, y por lo general resulta en exceso
de amoniaco en la sangre. Esto tiene varios efectos tdxicos; farmacos que ayudan a eliminar el exceso de amoniaco
son una parte importante de una estrategia global de gestion para estos trastornos.

Para evitar la acumulacién de amoniaco a niveles toxicos en pacientes con estados de retencion de nitrégeno, la
ingesta dietética de proteina (la fuente principal de nitrégeno residual exdgeno) debe ser equilibrada por la
capacidad del paciente para eliminar el exceso de amoniaco. La proteina dietética puede ser limitada, pero una dieta
saludable requiere una cantidad significativa de proteina, en particular para la crianza de nifios; Asi, ademas de
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controlar la ingesta de proteinas de la dieta, los farmacos que ayudan con la eliminacién de nitrdgeno se utilizan
para reducir la acumulacion de amoniaco (hiperamonemia). La capacidad para eliminar el exceso de amoniaco en
los pacientes tratados puede ser considerada la suma de la capacidad endégena del paciente para la eliminacion de
nitrégeno (si los hay) mas la cantidad de capacidad adicional de eliminacién de nitrdgeno que es proporcionada por
un farmaco de eliminacién de nitrégeno. Los métodos de la invencién usan una variedad de diferentes farmacos que
reducen el exceso de residuos de nitrégeno y amoniaco mediante la conversioén a formas excretadas facilmente,
tales como glutamina de fenilacetilo (PAGN). En algunas realizaciones, la invencion se refiere a métodos para
determinar o ajustar una dosis de un farmaco oral que forma PAA in vivo, que se convierte en PAGN, que se excreta
después en la orina y por lo tanto ayuda a eliminar el exceso de nitrégeno.

Basandose en estudios previos en pacientes UCD individuales (por ejemplo, Brusilow, Pediatric Research vol 29,
147-50 (1991);. Brusilow y Finkelstien, J. Metabolism, vol 42, 1336-39 (1993).) En el que 80-90% del fenilbutirato de
sodio de nitrdgeno se excreta en la orina como PAGN, guias de tratamiento actuales tipicamente asumen la
conversion completa de fenilbutirato de sodio u otros profarmacos PAA a PAGN (por ejemplo, Berry et al., J.
Pediatrics, vol. 138, S56-S61 (2001)) o no comentan sobre las implicaciones de la conversion incompleta de
dosificacién (por ejemplo, Singh, Trastornos del Ciclo de la urea Grupo Conferencia 'Declaracion de consenso de
una Conferencia para la Gestién de pacientes con trastornos del ciclo de urea’', Suppl a J Pediatrics vol. 138(1), SI-
S5 (2001)).

Pautas de tratamiento actuales recomiendan dosificacion 4 veces al dia, basandose en el hecho de que la PBA se
absorbe rapidamente en el intestino cuando se administra en forma de PBA de sodio y exhibe una vida media corta
en el torrente sanguineo (‘Declaracion de Consenso' 2001 del Grupo de Conferencia de Trastornos del ciclo de la
urea)

Las recomendaciones actuales para la dosificacion de fenilbutirato de sodio indican que la dosis no debe exceder
de 600 mg/kg (para pacientes que pesen hasta 20 kg) o, en todo caso 20 gramos en total. Simell et. Alabama.
(Pediatr Res, 1986, Nov, 29(11):. 1117-21) da a conocer que el benzoato y fenilacetato mejoran el pronéstico de
deficiencias de enzima de ciclo de urea heredadas mediante el aumento de la excrecion de nitrégeno residual como
productos de acilacion de aminodacidos. Lee et al. (Journal of Inherited Metabolic Disease, vol. 31, no. suppl. 1, 1
agosto 2008) describe el uso de NPH-100 en el tratamiento de trastornos del ciclo de la urea y la evaluacion de sus
metabolitos y de la excrecién urinaria de nitrégeno como PAGN.

Divulgacién de realizaciones de la invencién

La invencion proporciona un nuevo método para determinar y ajustar el horario y la dosis de glicerilo tri-[4-
fenilbutirato] (NPH-100), basado en la excrecién urinaria de la fenilacetilglutamina de metabolito del farmaco (PAGN)
y/o nitrégeno urinario total. Se basa en parte en el descubrimiento de que la biodisponibilidad de este farmaco se
evalta convencionalmente en funcién de los niveles sanguineos sistémicos de los farmacos mismos o de las
especies activas producidas in vivo de estos farmacos no predicen con precision la eliminacion de nitrégeno residual
0 reduccion de amoniaco en plasma en voluntarios humanos sanos, los adultos con enfermedad hepatica o
pacientes con UCD que reciben amoniaco secuestro de estupefacientes, tal como se define a continuacién y que la
conversién de fenilbutirato se administran por via oral de sodio (NaPBA, o PBA de sodio) para PAGN a PAGN
urinaria es incompleta, tipicamente alrededor de 60-75%. Los profarmacos de fenilbutirato (PBA, el ingrediente
activo en BUPHENYL® (fenilbutirato de sodio), que es la sal de sodio de PBA junto con pequefias cantidades de
ingredientes inertes), que es en si mismo un profarmaco de acido fenilacético (PAA), son especialmente sujeta a los
efectos descritos en el presente documento.

fenilbutirato OH
" corNe?

OH Acido fenilacético
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Tal como se usa en el presente documento se definen "farmacos de captacion de amoniaco"” de modo que se
incluyen a todos los farmacos administrados por via oral en la clase que contiene o se metabolizan a fenilacetato.
Por lo tanto, el término incluye, al menos, fenilbutirato, BUPHENYL® (fenilbutirato de sodio), AMMONAPS®,
butiroiloximetilo-4-fenilbutirato, glicerilo tri-[4-fenilbutirato] (NPH-100), ésteres, éteres, y sales, acidos y derivados de
los mismos. Estos farmacos reducen los altos niveles de amoniaco endégena proporcionando acido fenilacético in
vivo, que se metaboliza de manera eficiente para formar glutamina de fenilacetilo (PAGN). PAGN se excreta en la
orina de manera eficiente, llevandose dos equivalentes de nitrégeno por mol de PAA convertido en PAGN. Las
referencias en este documento a fenilbutirato de sodio se entienden para incluir una referencia al producto
farmacéutico BUPHENYL®, y BUPHENYL® fue utilizado para los Ejemplos de este documento siempre que los
sujetos de prueba fueron tratados con fenilbutirato de sodio. Por lo tanto las dosis de PBA de sodio utilizados en los
ejemplos se refieren en general a una dosis de BUPHENYL®, y las cantidades de fenilbutirato de sodio en esos
ejemplos se deben interpretar en consecuencia. Tenga en cuenta que los términos "secuestrante de amoniaco" y
"secuestrante de nitrégeno” se utilizan indistintamente en esta invencion, lo que refleja el hecho de que los farmacos
descritos en este documento bajo el amoniaco en la sangre mediante la eliminacion de los residuos de nitrégeno en
forma de PAGN.

La invencién usa NPH-100: puede ser hidrolizado para liberar PBA, que a su vez se puede oxidar para formar FAA.
Por lo tanto, NPH-100 es un profarmaco de PBA, y también un profarmaco de PAA. La evidencia clinica demuestra
gue NPH-100 se convierte en FAA en el cuerpo como se esperaba, y que FAA es entonces unido a una molécula de
glutamina y se convierte en PAGN, que se elimina en la orina como se predijo. Este proceso se puede resumir de la
siguiente manera:

NPH-100 —» 3 PBA —3PAA
PAA + glutamina ——®7 PAGN.

PAGN se excreta principalmente en la orina del sujeto, y elimina dos moléculas de amoniaco por molécula de PAGN
excretada. Cada molécula NPH-100 forma tres moléculas de PAA, por lo que cada molécula de NPH-100 puede
promover la excrecién de seis moléculas de amoniaco. Los resultados clinicos sugieren que la conversion de la
NPH-100 en PBA y PAA es eficiente y bastante rapida, pero es sorprendente que sugieren que alguna conversion
de HPN a PAGN puede ocurrir antes de la NPH-100 (o PBA, o PAA derivada de PBA) entra en la circulacién
sistémica. Como resultado, los niveles sistémicos de PAA o PBA no se correlacionan de forma fiable con la eficacia
de NPH-100 como secuestrante de amoniaco.

La invencion utiliza un profarmaco de PBA: NPH-100. El profarmaco PBA es, por lo tanto, un profarmaco de un
profarmaco, ya que la PBA actla para secuestrar amoniaco después de que se convierta a PAA y por lo tanto se
considera un profarmaco de PAA. El profarmaco PBA es un éster de fenilbutirato, el profarmaco PBA para su uso en
la invencion es NPH-100. El compuesto puede ser realizado y utilizado por métodos descritos en la Patente de
EE.UU. n° 5.968.979.

Cuando una cantidad 'molar equivalente' o 'equimolar' de un segundo farmaco se destina al uso junto con o en lugar
de una cierta cantidad de primer farmaco, la cantidad de cada farmaco se calcula sobre una base molar, y la
cantidad equimolar del segundo farmaco es la cantidad que produce una cantidad molar igual de farmaco activo in
vivo. Cuando uno de las farmacos es un profarmaco, la cantidad de profarmaco tipicamente se refiere a la cantidad
molar de las especies activas formadas a partir de aquél profarmaco. Esa especie activa es por lo general PAA para
los profarmacos descritos en este documento, y la cantidad molar de un profarmaco corresponde a la cantidad de
PAA que se formaria en el cuerpo de esa cantidad del profarmaco, suponiendo la conversion completa en PAA se
produce in vivo. Asi, por ejemplo, una molécula de NPH-100 puede ser metabolizada por hidrdlisis del éster, seguido
de oxidacién para formar tres moléculas de PAA, por lo que un mol de NPH-100 podria considerarse equimolar a
tres moles de PBA. Del mismo modo, ya que NPH-100 se hidroliza para formar tres moléculas de PBA (y una
molécula de glicerina), una cantidad equimolar de NPH-100 seria un tercio de la cantidad molar de PBA.

La siguiente tabla muestra las cantidades de NPH-100 que corresponden a cantidades equimolares de ciertas dosis
pertinentes de BUPHENYL® (fenilbutirato de sodio). Tenga en cuenta que la conversion de la dosis PBA de sodio a
la dosis de NPH-100 implica la correccién en sus diferentes formas quimicas [es decir, NPH-100 consta de glicerol
en enlace de éster con 3 moléculas de PBA y no contiene sodio; (sodio PBA [g] x 0,95 = NPH-100 [g])], asi como la
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correccion de la gravedad especifica de la NPH-100, lo cual es de 1,1 g/RNL.

BUPHENYL® (sodio PBA)

NPH-100 PBA Dosis Equivalente
(mg)

NPH-100 PBA Dosis Equivalente
(mL)

450-600 mg/kg/dia (pacientes <
20 kg)

428 - 570 mg/kg/dia

0,39-0.52 mL/kg/dia

9,9-13,0 g/m“/dia (pacientes < 20

9,4 - 12,4 g/m“/dia

8,6-11,2 mL/m?/dia

kg)
Dosis maxima diaria: 20 g

Dosis maxima diaria: 19 g 17,4 mL

El compuesto de la invencion es un éster de un congénere de acido fenilalcanoico que tiene un nimero par de
atomos de carbono en la porcion de acido alcanoico, es anester de acido fenilbutirico, que se puede convertir por
procesos de oxidacion beta eficientes de acido fenilacético en el cuerpo. Por lo tanto, es un profarmaco de acido
fenilacético.

La invencion utiliza NPH-100 (Férmula 111):

y Q
H—1—0
H—T1—0oO (I
H—T—0

H

dosificacion diaria total de un profarmaco a menudo se puede seleccionar de acuerdo con la cantidad necesaria para
proporcionar una cantidad apropiada de la especie activa, si esa cantidad se conoce o se puede determinar. PBA es
un profarmaco para PAA; por lo tanto, una dosis inicial de PBA se podria seleccionar si se conociera una
dosificacion eficaz de PAA, teniendo en cuenta la fraccion de PBA que se convierte en PAA y en Ultima instancia en
PAGN. Si un sujeto se ha tratado con PAA o un profarmaco que se forma PAA en el cuerpo, la cantidad de farmaco
utilizado anteriormente que era eficaz proporciona un posible punto de partida para la seleccién de una dosis de un
nuevo profarmaco de PAA. En este mismo paciente, después de que el nuevo profarmaco se administra a la
equivalencia de dosis de PAA esperada, los niveles de PAA en la materia podrian ser supervisados y la dosis del
profarmaco ajustado hasta que se consigue el mismo nivel en plasma de PAA que era eficaz con el tratamiento
anterior. Sin embargo, la presente invencion se basa en parte en el descubrimiento de que plasma PAA y los niveles
de PBA no se correlacionan bien con la dosis de un profarmaco PBA administrado o con la eliminacién de amoniaco;
para el seguimiento de un nivel de dosificacion de un profarmaco PBA, no se debe confiar en estos parametros para
evaluar la eficacia del profarmaco. Aunque no esté obligado por la teoria subyacente, explicaciones para este efecto
(es decir, la relacién entre captacion inconsistente de amoniaco y PBA y/o los niveles sanguineos PAA) se
proporcionan en este documento.

La siguiente tabla proporciona los datos de tres grupos de pruebas clinicas que muestran la relacion inconsistente
entre plasma PAA y niveles de PBA entre los voluntarios sanos, pacientes con cirrosis y pacientes con UCD, a pesar
del hecho de que, tal como se describe en detalle mas adelante,

todos los grupos exhibieron actividad de eliminacién de amoniaco similar basado en la excrecién urinaria de PAGN.

En general, esto demuestra que PAGN urinaria proporciona un método conveniente para la eliminacion de monitoreo
amoniaco inducido por el farmaco administrado, que no requiere la extracciéon de sangre y se relaciona directamente
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con la eliminacién de nitrégeno real proporcionado por el farmaco de eliminaciéon de nitrégeno administrado sin ser
influenciado por los muchos otros factores que pueden afectar los niveles de amoniaco en plasma.
La farmacocinética en plasma de comparacion de PBA, PAA, y PAGN entre los estudios

Analito Tratamiento Crnax Tmax (h) T1/2 (h) AUC24 (ugeh/ml)
(Hg/mL)
Voluntarios sanos (Dosis unitaria - 3 g/m“/dia Equivalente Mol PBA)
PBA Sodio PBA 221,0 0,9 0,7 542,6
NPH-100 37,0 2,4 1,9 137,2
PAA Sodio PBA 58,8 3,9 1,2 279,8
NPH-100 14,9 4,0 NC 70,9
PAGN Sodio PBA 63,1 3,2 1,7 395,1
NPH-100 30,2 4,0 NC 262,1
Voluntarios sanos y pacientes Cirréticos (100 mg/kg/BID) *
Menor-Pugh A 42,8 2,3 1,2 131,7
PBA Menor-Pugh B | 41,8 2,9 3,4 189,5
Menor-Pugh C | 44,3 3,1 1,9 192,1
Voluntarios 29,8 3,0 2,1 132,7
Menor-Pugh A 33,2 3,8 1,8 168,8
PAA Menor-Pugh B | 30,8 4,5 2,8 252,4
Menor-Pugh C 53,1 4,8 7,7 579,9
Voluntarios 25,5 3,6 1,9 130,5
Menor-Pugh A | 37,7 3,9 5,0 335,1
PAGN Menor-Pugh B | 38,1 4,0 7,5 466,99
Menor-Pugh C 43,1 5,3 4,0 578,4
Voluntarios 46,3 4,3 7,2 550,9
Sujetos UCD (Do6sis Mdltiple - Equivalente mol PBA
PBA Sodio PBA 141,0 2,1 NC 739,0
NPH-100 70,1 6,1 NC 540,0
PAA Sodio PBA 53,0 8,1 NC 595,6
NPH-100 40,5 8,0 NC 574,6
PAGN Sodio PBA 83,3 72 3,9 1133,0
NPH-100 71.9 8.0 4.8 1098.0
Cmax = Concentracion plasmatica maxima;
Tmax = tiempo de concentracion plasmatica maxima;
AUC24 = AUC
desde el tiempo 0 a 24 horas;
NC = no calculado
'El estudio no incluyd un brazo de comparacion de fenilbutirato de sodio, valores representan Unicamente
dosificacién NPH-100.

Una realizacion de la invencién es un método para determinar y/o ajustar la dosis de un farmaco amoniaco
secuentrante (NPH-100) en pacientes con UCD, por lo que la dosis se basa en la cantidad de proteinas dietaria que
el paciente esta consumiendo, el porcentaje de conversién anticipado del farmaco a PAGN, y la capacidad de urea
residual del paciente sintético, si lo hay. Los ajustes de dosis, si es necesario, se basan en la excrecion urinaria
observada de PAGN y/o nitrégeno urinario total (TUN), la diferencia entre los dos refleja la capacidad enddgena del
paciente para la excrecion de nitrégeno residual. Esta capacidad enddgena puede estar ausente en ciertos
pacientes que tienen trastornos del ciclo de la urea innata debido a deficiencias metabdlicas congénitas,

pero los pacientes con trastornos de acumulacion de nitrégeno de comienzo tardio en general, tienen una cierta
capacidad enddgena, a la que se refiere frecuentemente como su capacidad de sintesis de la urea residual. Véase
Brusilow, los avances en las enfermedades del higado, cap. 12, pp. 293-309 (1995). El nivel de amoniaco en plasma
del sujeto también puede determinarse; este es un parametro critico para el seguimiento de la eficacia de un
programa de tratamiento global, pero refleja una variedad de factores, tales como proteinas de la dieta y el estrés
fisiolégico, asi como el efecto de un farmaco utilizado para promover la excreciéon de nitrégeno.

Una vez que se ha determinado la capacidad enddgena residual del paciente para la excrecién de nitrégeno
residual, ya sea como la diferencia entre la salida PAGN y la produccién total de nitrégeno o de salida como
nitrégeno total urinario en ausencia de un farmaco de amoniaco de lavado, la cantidad tolerable de proteinas de la
dieta se puede calcular para ese paciente de acuerdo con la dosis del farmaco secuentrante de amoniaco que se
administra, o la dosificacion del farmaco amoniaco secuentrante se puede ajustar o calcular para compensar una
ingesta de proteinas estimada.
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Otra realizacion es un método para determinar y ajustar la dosis de un farmaco de amoniaco secuestrante (NPH-
100) para administrarse a un paciente con enfermedad hepatica, incluyendo la encefalopatia hepatica, por lo que la
dosis inicial se basa en la cantidad de proteina dietaria que el paciente esta consumiendo, la conversién anticipada
del farmaco para PAGN, y la capacidad de urea residual del paciente sintético, si lo hay. Mientras que la capacidad
de sintesis de urea en pacientes con enfermedad hepética seria generalmente mayor que para los pacientes con
UCDs, se esperaria que una considerable variabilidad entre pacientes entre los dos grupos en funcién,
respectivamente, de la gravedad de su enfermedad hepatica y la gravedad de su defecto enzimatico heredado. Los
ajustes de dosis en base a la excrecion urinaria observada de PAGN vy nitrégeno total de residuos se ajustarian a
estas caracteristicas individuales del paciente.

Se ha supuesto generalmente para tales determinaciones que un profarmaco se convierte con una eficiencia del
100% en PAGN para la eliminacion [véase, por ejemplo, Berry et al., J Pediatrics 138(1), S56-S61 (2001), donde la
Figura 1 asume conversion 100%]; y un informe encontré que alrededor del 80 90% de PAA o PBA se excreta a
partir de un individuo especifico como PAGN. Brusilow, Pediatric Research 29 (2), 147 150 (1991). Ahora se ha
encontrado que NPH-100 y fenilbutirato estan ambos convertidos en PAGN urinaria en un rendimiento global de
aproximadamente 60% a aproximadamente 75%, en promedio, la eficiencia de conversién (alrededor de 60% se
observéd en pacientes UCD y una conversién de aproximadamente 75% se observd en pacientes de cirrotico, por
ejemplo); en consecuencia, este factor de eficiencia se puede utilizar para calcular con mayor precisién o determinar
los niveles iniciales de dosificacion para estos farmacos, o los niveles de proteina dietéticos aceptables para los
pacientes que utilizan estos farmacos. Teniendo en cuenta este tipo de conversion, cada gramo de NPH-100 puede
facilitar la eliminacion de nitrégeno residual de aproximadamente un gramo (1,3 gramos) de proteinas de la dieta por
dia. Tenga en cuenta que PAGN se lleva dos moléculas de amoniaco por molécula de PAGN. Ejemplos de calculos
basados en estos parametros se proporcionan en los Ejemplos 9 y 10 en el presente documento.

En un aspecto, la invencion proporciona un método para la transicion de un paciente de fenilacetato o fenilbutirato a
NPH-100. El método implica la determinacién de la cantidad de sustitucion de NPH-100 que se selecciona en
funcién de la dosis actual del paciente de fenilacetato o fenilbutirato, y se ajusta de acuerdo con los niveles de PAGN
excretado que resultan cuando se administra el profarmaco.

En algunas realizaciones, la transicion de fenilbutirato puede emprenderse en mas de un solo paso y la excrecion
urinaria de PAGN vy nitrégeno total permitiria el seguimiento de captacién de amoniaco durante la transiciéon (por
ejemplo, para pacientes clinicamente "fragiles" con una propensién por hiperamonemia frecuente). Los métodos se
pueden utilizar dos, tres, cuatro, cinco 0 mas de cinco pasos si se considera clinicamente prudente. En cada paso,
una fraccion de la dosis inicial de fenilbutirato correspondiente al nUmero de pasos que se utilizan para la transicion
se sustituye por una cantidad apropiada (es decir, la cantidad necesaria para entregar una cantidad equimolar de
PBA) de NPH-100, por ejemplo, si la transicion se ha de hacer en tres pasos, alrededor de un tercio del fenilbutirato
seria reemplazado con un profarmaco en cada paso.

Otros aspectos de la invencion seran evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada y los ejemplos
proporcionados en este documento.

Por conveniencia, las cantidades de PAA (acido fenilacético), de PBA (acido butirico de fenilo), o de NPH-100 para
ser administradas a un sujeto como se describe aqui, se refieren a una dosis diaria total. Debido a que estos
compuestos se utilizan en cantidades relativamente grandes diarias, la dosis diaria total puede tomarse en dos, tres,
cuatro, cinco, o seis, 0 mas de seis dosis diarias, y diferentes farmacos se pueden administrar en horarios diferentes.
Asi, la dosificacion diaria total mejor describe un régimen de tratamiento con un farmaco para la comparacién con los
tratamientos con farmacos relacionados.

Breve descripcién de los dibujos

La Figura 1 muestra la disposicién de residuos de nitrégeno a través del ciclo de la urea y por la via auxiliar que
involucra PAGN.

La Figura 2 muestra un modelo convencional para describir comportamiento farmocoquinético (PK) de un
profarmaco, el cual, en el caso de fenilbutirato, supone que PBA y PAA deben llegar a la circulacion sistémica con el
fin de activarse; es decir, con el fin de convertirse en PAGN y de secuestrar amoniaco.

La Figura 3 representa un modelo adaptado para describir el comportamiento de PK de PBA de sodio o de otros
farmacos como la NPH-100 que se puede convertir en PBA y PAA, basandose en las observaciones descritas en el
presente documento que muestra que el metabolismo deHPD-100 se traduce en menores niveles plasmaticos de
PAA y PBA mientras que proporciona el efecto farmacolégico equivalente. A diferencia del modelo convencional,
este modelo permite la conversion 'presistémica’ de PBA/PAA a PAGN y explica la relacion inconsistente entre los
niveles sanguineos de estos metabolitos y la excrecion de nitrogeno residual mediada por PAGN.
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La figura 4 muestra como los niveles plasmaticos de PAA, PBA, y PAGN cambian a lo largo del tiempo tras la
administracion de una dosis Unica de PBA o NPH-100. Se muestra que el nivel maximo de PAA es mas bajo cuando
se utilice el profarmaco PBA, NPH-100, y el nivel de PAA a las 24 horas después de la administracién es mayor con
el profarmaco. Por lo tanto el profarmaco proporciona un nivel mas sostenido de plasma PAA.

La Figura 5 presenta datos sobre los niveles de amoniaco a partir de las pruebas en el Ejemplo 3.

La Figura 6 presenta una explicacion anatdmica para las observaciones de que el profarmaco (PBA) se puede
convertir a PAGN antes de alcanzar la circulacion sistémica (corresponde al modelo representado en la Figura 3).

La Figura 7 muestra que los niveles de PBA fluctian de forma relativamente rapida después de la dosificacion en
adultos sanos, mientras que los niveles de PAA y PAGN alcanzan un estado bastante estable después de unos
pocos dias de tratamiento con fenilbutirato de sodio.

La Figura 8 muestra que los niveles de PBA, PAA y PAGN alcanzan estados estacionarios en diferentes momentos
en los adultos sanos y PAA tarda mas tiempo en alcanzar un nivel de estado estacionario en pacientes con cirrosis

Las figuras 9a, 9b y 9¢, muestran que en los sujetos tratados con NPH-100, hay poca o ninguna correlaciéon entre la
dosis de NPH-100 y los niveles plasmaticos tanto de PBA como de PAA en el sujeto. Sin embargo, también muestra
gue la excrecion urinaria de PAGN se correlaciona bien con la dosis de NPH-100.

La Figura 10 muestra los niveles de amonio en plasma [zona de tiempo normalizado bajo la curva o TN-AUC o area
bajo la curva (AUC)] durante el dia y la noche por 10 pacientes con UCD tratados durante siete dias, ya sea con
PBA de sodio o una dosis equimolar de NPH-100, e ilustra que NPH-100 proporciona un mejor control de los niveles
de amoniaco que PBA: tanto el AUC (area bajo la curva), que es un indice de la exposicion total de amoniaco, y
Cmax, que mide la concentracion maxima de amoniaco, fueron mas bajos en los sujetos que recibieron NPH-100 que
en los sujetos que recibieron una dosis equimolar de PBA.

La Figura 11 muestra que NPH-100 hizo un mejor trabajo que PBA de gestion de niveles plasmaticos de nitrégeno
durante la noche.

La Figura 12 demuestra que en pacientes cuyos niveles de amonia fueron bien controlados con PBA de sodio, NPH-
100 mantuvo el control. Por el contrario, los pacientes cuyos niveles de amoniaco fueron elevados a pesar del
tratamiento con PBA de sodio exhibieron el mayor beneficio en términos de un mejor control de amoniaco a partir de
NPH-100.

La Figura 13 resume los datos de la Figura 12 y proporciona una comparacion estadistica de los niveles de
amoniaco para los pacientes en PBA de sodio y los de NPH-100. También se muestra el rango normal para cada
conjunto de pacientes.

Modos de llevar a cabo la invencién

En un aspecto, la invencion se reduce a la practica en la determinacion de la dosis, la pauta de administracion y
ajustes de dosis necesarios para el tratamiento de estados de retencién de nitrégeno incluyendo trastornos del ciclo
de la urea y la enfermedad hepatica complicada por la encefalopatia hepatica. La dosis inicial y el calendario se
basan en las consideraciones tedricas como el porcentaje estimado de conversién del farmaco a PAGN, el nitrégeno
residual que resulta de proteinas de la dieta del paciente y el porcentaje de farmaco convertido a y se excreta como
PAGN. Una vez iniciado el tratamiento, posteriores ajustes de dosis entonces se harian si es necesario, en la
medida real de la produccion urinaria de PAGN, o un parametro correlacionado bien como el amoniaco urinario total
o la relacion de PAGN a creatinina.

En otro aspecto, la invencion proporciona un método para la transicién a un paciente de fenilbutirato o fenilacetato a
un profarmaco de fenilbutirato (que es un profarmaco de PAA), que es NPH-100. Por una serie de razones, NPH-
100 se considera un farmaco mas deseable que la PBA de sodio para muchos pacientes que tienen niveles altos de
amoniaco y requieren tratamiento con un farmaco secuestrante de amoniaco. En particular, se evita el sabor
desagradable asociado con PBA de sodio, y se reduce la ingesta de sodio potencialmente perjudicial, ya que el
fenilbutirato se administra como una sal de sodio. Una gran mayoria de los pacientes (nueve de cada diez pacientes
UCD que participaron en el estudio clinico descrito en el ejemplo 3) prefirieron NPH-100 respecto a PBA de sodio en
pruebas clinicas. Asi, muchos pacientes que han sido tratados con fenilbutirato como un farmaco secuestrante de
amoniaco pueden querer hacer la transicion desde él a NPH-100.

Parece légico que un médico transicione a un paciente de fenilbutirato de un profarmaco de fenilbutirato mediante el
célculo de la cantidad del profarmaco que produciria una cantidad de PBA que corresponde a la dosis de
fenilbutirato previamente administrada al paciente. Esto era de esperar para producir el mismo nivel de plasma de
sangre del ingrediente activo, PBA. La eficacia del nuevo tratamiento con el profArmaco podria entonces ser
evaluada mediante el control de los niveles de fenilbutirato en la sangre, para establecer los mismos niveles
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alcanzados cuando se administr6 PBA. Como se discute mas adelante, sin embargo, este enfoque no es adecuado,
ya que, sorprendentemente, los niveles plasmaticos de PBA no se correlacionan bien con las dosis administradas de
NPH-100 o con la eficacia de una dosis de NPH-100 o PBA de sodio. (Tenga en cuenta que PBA de sodio es la
forma acida de fenilbutirato, que es el nombre comin para el farmaco BUPHENYL®, y se administra tipicamente
como BUPHENYL®, que es una sal sodica de PBA. Las referencias a tratamiento con PBA en el presente
documento abarcan la administracion del compuesto neutral de fenitutirato o una sal de fenilbutirato. Tipicamente, y
en todos los ejemplos de trabajo del presente documento, PBA se administra como BUPHENYL®.)

Alternativamente, puesto que PBA es un profarmaco para PAA, la dosis de un profarmaco de fenilbutirato podria
calcularse de acuerdo con la cantidad teéricamente formada de PAA, que debe ser la misma cantidad que la que se
calcula a partir de la dosis PBA, ya que se espera que una molécula de PBA produzca una molécula de PAA. El
peso molecular de PBA de sodio, la forma farmacéutica registrada de PBA (la sal de sodio de PBA), es 186; el peso
molecular de NPH-100 es 530, y por supuesto NPH-100 proporciona tres equivalentes de PBA por molécula, por lo
gue se necesitarian sélo una tercera parte de los moles de NPH-100 para reemplazar una cantidad molar de PBA o
PAA. Asi, cada gramo de PBA de sodio podria ser sustituido por 0,95 gramos de NPH-100; y al ser NPH-100 un
liquido con una densidad de 1,1 g/ml, cada gramo de PBA de sodio seria sustituido por 0,87 ml de NPH-100,
suponiendo que NPH-100 se utiliza como un liquido sin diluir. Esto se puede utilizar para seleccionar una dosis de
partida de NPH-100 para los pacientes que estan en transicion de PBA de sodio a NPH-100. Alternativamente, una
dosis inicial de NPH-100 en un paciente que todavia no estd tomando BUPHENYL® (fenilbutirato de sodio) tendria
gue tener en cuenta la observacion sorprendente descrita en mas detalle mas adelante (véanse los ejemplos 2 y 3)
gue la conversion de PBA, cuando se administra como NPH-100, en PAGN urinaria es incompleta y de promedio de
60-75%.

Alternativamente, el médico podria medir los niveles en plasma de cualquiera de PBA o PAA en un sujeto que reciba
una cantidad eficaz de PBA, y determinar una dosis de un profarmaco PBA mediante la administracion suficiente del
profarmaco para producir los mismos niveles en plasma de PBA o PAA. El médico podria entonces controlar la
cantidad de cualquiera de PBA o PAA en la sangre para asegurarse de que la cantidad apropiada de farmaco activo
se producia en el cuerpo. Se podria esperar que un profarmaco de fenilbutirato proporcionaria una concentracién
ligeramente inferior de plasma sanguineo de PAA o PBA de fenilbutirato, y por lo tanto un efecto de secuestro de
nitrégeno inferior, ya que la conversion del profarmaco en el farmaco activo puede ser de menos de 100% de
eficiencia. Por lo tanto el seguimiento de PAA o los niveles plasmaticos de PBA y el aumento de la dosis de
profarmaco para llevar los niveles hasta los obtenidos mediante la administracion de fenilbutirato podria esperarse
para producir el mismo efecto fisiolégico como la dosis de fenilbutirato. Sin embargo, se ha descubierto que no es
necesario que el nivel plasmatico de PAA o PBA observado tras la administracién de un profarmaco de fenilbutirato
coincida con la producida por una cantidad eficaz de fenilbutirato, con el fin de lograr el mismo efecto de eliminacién
de amoniaco. Mas bien, la eficacia del profarmaco NPH-100 correlaciona con los niveles urinarios PAGN, no con los
niveles plasmaticos de PAA o PBA.

Se han desarrollado modelos para describir como se espera que los farmacos o profarmacos de secuestro de
amoniaco se comportan en vivo. Un modelo, el cual se muestra en la Figura 2, refleja los enfoques convencionales
de la evaluacion de la eficacia del farmaco como se aplica a NPH-100 basandose en los niveles sanguineos de PAA
0 PBA. Las pruebas clinicas han demostrado que NPH-100 no produce los niveles plasmaticos de PAA y PBA que
se podria esperar a partir de este modelo, sin embargo, a pesar de que es al menos tan eficaz en una base
equimolar como PBA para controlar los niveles de amoniaco en sangre, y para eliminar amoniaco como PAGN a
través de la orina. Asi, el modelo convencional no tiene en cuenta algunas diferencias metabdlicas importantes entre
PBA y NPH-100. Se planted la hip6tesis de que, en comparacion con PBA de sodio, un mayor porcentaje de PBA
derivado de NPH-100 se convierte en PAGN para la eliminacion (o PAA o PBA derivada de ella) antes de entrar en
la circulacion sistémica (el "compartimento central” en la Figura 2). El reconocimiento de esta diferencia importante e
inesperada subyace en ciertos aspectos de la presente invencién.

Un modelo de trabajo refinado en base a las observaciones descritas en el presente documento y como se indica en
esta descripcion se representa en la Figura 3. Se apoya la conclusién de que PBA derivada de NPH-100, asi como
de PBA de sodio puede ser convertida en PAGN sin entrar en circulacion sistémica; presumiblemente, NPH-100 o
sus productos metabdlicos iniciales (por ejemplo, un compuesto de formula | en la que uno o dos de R1-R3
representan grupos de fenilbutirilo, y el uno o dos de R1-R3 restantes representan H - los productos esperados de la
hidrélisis parcial de NPH-100) puede llegar al higado y ser convertidos en PAGN, antes de alcanzar la circulacion
sistémica. Por otra parte, la conversion fraccional de PBA derivada de NPH-100 es mayor que para PBA absorbida
cuando PBA se administra en forma de sal, una observacién que explica los bajos niveles en sangre de PBA tras la
administracion de NPH-100 en comparacion con PBA de sodio a pesar de actividad de captacién de amoniaco
equivalente o potencialmente superior. Esta observacion dio lugar al reconocimiento de que los niveles plasmaticos
de PAA o PBA no son indicadores fiables de la eficacia de un profarmaco PBA como NPH-100, y no debe confiarse
en ella para establecer o ajustar las dosis de tales compuestos de profarmaco PBA. Los datos presentados en este
documento, por ejemplo, tal como se resume en la Figura 9, demuestran este efecto. Los métodos alternativos para
la monitorizacién de un sujeto tratado con NPH-100 son necesarios, y se proporcionan en este documento.

Ademas, el modelado PK/PD, como se refleja por consideraciones y representado en las figuras 3 y 6, demuestran
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que NPH-100 sélo se absorbe aproximadamente el 40% tan rapidamente como PBA cuando se dosifica por via oral.
Como resultado, NPH-100 proporciona un efecto de suministro de liberacion lenta, a pesar de que parece
metabolizar a PBA rapidamente una vez absorbido. Esto proporciona gran flexibilidad en la dosificacién y explica por
gué NPH-100 se puede dosificar, por ejemplo, tres veces al dia o incluso dos veces al dia para proporcionar los
niveles de amoniaco de manera similarmente estables que requieren cuatro o mas dosis de PBA para lograrse.

A la vista de estas observaciones del comportamiento farmacocinético inesperado, plasma PAA y los niveles de PBA
no deben utilizarse para evaluar o controlar el tratamiento de un sujeto con NPH-100 o PBA de sodio. Se necesitan
métodos alternativos, y se proporcionan en el presente documento, para el seguimiento de un sujeto tratado con
NPH-100. Por un lado, se ha encontrado que entre 50 y 85% de NPH-100 se convierte en PAGN urinaria,
tipicamente de aproximadamente 60% a aproximadamente 75%. Esta eficiencia de conversion de NPH-100 y PBA
de sodio en pacientes con UCD es sorprendente a la luz de las referencias anteriores que por lo general han
supuesto que la eficiencia de conversion de PBA de sodio era alrededor de 100%. PAGN urinaria se ha demostrado
gue se correlaciona inversamente con los niveles de nitrégeno de residuos, por ejemplo, amoniaco, en la sangre, por
lo tanto eficacia de NPH-100 se puede evaluar mediante la medicion de PAGN urinaria. También se ha encontrado
que NPH-100 tiene poco o ningln efecto en los niveles de creatinina. Ademas, debido a los niveles de creatinina en
los adultos sanos y pacientes con estados de retencidon de nitrégeno son normalmente bastante estables, la
medicién de la produccién PAGN en la orina con el tiempo, o la medicidn de la relacion de las concentraciones de
PAGN a creatinina, que pueden hacerse faciimente en las pruebas de punto, proporcionan una manera de
monitorear la efectividad de NPH-100. En un aspecto, la invencion proporciona asi un método para evaluar la
eficacia de un tratamiento con NPH-100, que comprende la determinacién de la relacion de PAGN a creatinina en
una prueba de "punto orina'. Los estudios clinicos demuestran que la excrecién urinaria de PAGN, y la relacion de
PAGN a creatinina en la orina, se correlacionan bien con los niveles de amoniaco en sangre: un aumento de PAGN
o de la relacion de PAGN/creatinina se correlaciona con la disminuciéon de los niveles de amoniaco plasma. En
consecuencia, en un método, pacientes NPH-100 tratados son supervisados por medicién de la produccion PAGN
urinaria, o0 mediante la medicion de la relacion de PAGN a creatinina en las pruebas de punto de orina. Este método
se puede utilizar para controlar el tratamiento de un paciente sin tratamiento previo, o de un paciente que esta en
transicion de PBA a NPH-100, o un paciente que esta siendo tratado con NPH-100. El aumento de los niveles de
salida PAGN urinaria, o un aumento en la proporciéon de PAGN a creatinina en las pruebas de punto proporciona una
manera de determinar si un régimen de dosificacion que utiliza NPH-100 u otro profarmaco PBA esta promoviendo la
eliminacion del exceso de amoniaco, y para comparar dos métodos de tratamiento para determinar cual es mas
eficaz para el sujeto en particular.

Si bien los niveles de amoniaco de plasma se utilizan a menudo para evaluar el control de la enfermedad en
pacientes UCD, a menudo es un inconveniente para confiar en los niveles de amoniaco de plasma para optimizar la
dosificacion de NPH-100 fuera de un entorno clinico. Por otra parte, los niveles de amoniaco en plasma se ven
afectados por muchos factores y pueden resultar elevados independientemente de lo bien que funcione el
tratamiento de farmacos; refleja la dieta y otros factores, asi como la adecuacién de una dosis del farmaco que se
utiliza. Amoniaco en plasma varia mucho, incluso cuando esté relativamente bien controlado, basado en horario de
las comidas, el tiempo de farmacos, y varios otros factores. Por lo tanto para reflejar de manera significativa el efecto
del farmaco, los niveles plasmaticos de amoniaco necesitan que supervisa el tiempo por muestreos de sangre
repetidos, que no es practico para el control rutinario de algunos pacientes y que no proporciona informacion directa
acerca de si un farmaco secuestrante de amoniaco esta trabajando. Las mediciones de PAGN urinaria, por otra
parte, se pueden hacer mas convenientemente como un método de monitoreo de rutina, ya que no requieren la
asistencia médica para recoger las muestras para la prueba. Por otra parte, PAGN urinaria mide especificamente la
separacion de nitrogeno residual proporcionada por el agente de secuestro, mientras que muchos otros factores que
afectan los niveles de amoniaco pueden causar control de amoniaco para inducir a error en relacion con el efecto
real del farmaco de eliminacion de nitrégeno. Asi, aunque en teoria un nimero de diferentes parametros se pudo
medir para evaluar la eficacia de una dosis de NPH-100, sélo las mediciones basadas en PAGN urinaria son a la vez
convenientes y fiables como una medida directa del efecto del farmaco de eliminacion de nitrégeno.

En otro aspecto, la invencidon proporciona un factor de eficiencia de utilizacion de NPH-100 sobre 60% a
aproximadamente 75%, que se puede utilizar para determinar con mas precision una dosis de partida inicial de
cualquiera de los farmacos y/o correlacionar la ingesta de proteinas de la dieta con PAGN urinaria proyectada .

En un aspecto, la invencién proporciona un método para la transicion de un paciente de fenilbutirato de NPH-100. El
método implica la determinacién de la dosis inicial de NPH-100 que se selecciona en funcién de la dosis actual del
paciente de fenilbutirato. Por ejemplo, la cantidad de NPH-100 necesaria para proporcionar una cantidad molar igual
de PBA se calcularia (una cantidad equimolar), y esta cantidad equimolar se administra al paciente. La excrecién
urinaria de los niveles de amoniaco PAGN o plasma seria supervisada, y la dosis de HPN se aumenta o disminuye
segln sea necesario para establecer un nivel de excrecion de PAGN que es aproximadamente el mismo que el
proporcionado por una cantidad eficaz utilizada previamente de fenilbutirato u otro nitrégeno de secuestro de
farmacos. Por lo general, un sujeto realiza la migracion de PAA u otro profarmaco PAA a NPH-100 usando este
método seria examinado para la salida PAGN urinaria antes de la transicion y después, y la dosis de NPH-100 se
ajustaria segun sea necesario para que coincida con la salida PAGN urinaria de este paciente cuando se trata con el
farmaco PAA anterior o profarmaco, suponiendo que el tratamiento de profarmaco PAA anterior se considero eficaz.
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Esto proporciona una transicion mas segura y mas eficaz para NPH-100 que los métodos que se basan en el uso de
una cantidad equimolar y sin el seguimiento de los efectos in vivo de esa cantidad del nuevo farmaco. También se
evita el riesgo de una dosificacién incorrecta y sobretratamiento potencial que podria resultar si se monitoreaba PAA
o PBA y trataron de ajustar la dosis NPH-100 para que coincidiera con el nivel de PAA o PBA al nivel
correspondiente segun lo dispuesto mediante la administracion de fenilbutirato de sodio en si.

En algunas realizaciones, la transicion de fenilbutirato podria llevarse a cabo en mas de un solo paso y la excrecion
urinaria de nitrégeno total y PAGN permitiria el seguimiento de captacion de amoniaco durante la transicion. En
algunas realizaciones, un paciente que toma una dosis inicial de fenilbutirato se transiciona de fenilbutirato a NPH-
100 en pasos. Los métodos pueden utilizar dos, tres, cuatro, cinco, 0 mas de cinco pasos. En cada paso, una
fraccion de la dosis inicial de fenilbutirato correspondiente al nimero de pasos que se utilizan para la transiciéon se
sustituye por una cantidad apropiada de NPH-100. La cantidad apropiada para cada paso puede ser
aproximadamente una cantidad suficiente para proporcionar una cantidad molar igual de PBA si se supone que el
profarmaco se convierte cuantitativamente en PBA. Nota, también, que BUPHENYL® (fenilbutirato de sodio)
contiene aproximadamente 6% de ingredientes inactivos, por lo que es adecuado para los céalculos de base sobre el
contenido de PBA del farmaco en lugar de en el peso del farmaco formulado. Se controla entonces el paciente para
determinar la cantidad de efecto de secuestro de amoniaco que se ha proporcionado. La cantidad de NPH-100
puede entonces ajustarse para producir aproximadamente la misma cantidad de excrecidon de amoniaco en forma de
PAGN excretada que se logro por la dosis inicial de fenilbutirato, si el paciente estaba bien controlado.

Un médico que estd cambiando a un paciente de PBA a NPH-100 deben ser conscientes de que una cantidad
efectiva de NPH-100 no produce necesariamente un nivel de PAA o de PBA que es tan alto como los que se
observan cuando se administra fenilbutirato de sodio. Se ha informado de que PAA exhibe cierta toxicidad a altas
concentraciones de plasma. Thibault, et al, Cancer Research, 54(7): 1690-94 (1994) y Cancer, 75(12):2932-38
(2005). Dado esto, y teniendo en cuenta las propiedades Unicas de NPH-100 descrito anteriormente, es
particularmente importante que un médico no utilice los niveles plasmaticos de PAA o PBA para medir la eficacia de
NPH-100. Si se administra NPH-100 en cantidades suficientes para que coincida con plasma PBA o los niveles de
PAA proporcionados mediante la administracion de fenilbutirato, por ejemplo, la dosis de NPH-100 puede ser
innecesariamente alta.

El paciente sin tratamiento previo es uno que no recibe actualmente un tratamiento farmacéutico de eliminacién de
amoniaco para controlar los niveles de nitrégeno. Si bien no se recomiendan niveles de dosificacién para farmacos
secuestrantes de nitrdgeno en muchos casos, la dosis correcta para un paciente ingenuo puede ser inferior a esas
gamas, por ejemplo, y, con menor frecuencia, puede estar por encima de una cantidad equimolar en comparacién
con las dosis recomendadas para PBA de sodio. La dosis inicial de PAA o un profarmaco del PAA puede ser
calculada por métodos conocidos en la técnica una vez la ingesta dietética de un paciente de la proteina se conoce,
y suponiendo que el paciente tiene una funcién hepatica relativamente normal. Saul W Bmsilow,
"Fenilacetilglutamina puede sustituir a la urea como un vehiculo para la excrecién de nitrégeno residual," Pediatric
Research 29: 147-150, (1991). También se conocen métodos para medir la cantidad total de nitrégeno excretado en
la orina; en el caso de un sujeto que toma un farmaco que actla proporcionando PAA, el nitrégeno total de residuos
incluird PAGN excretada.

Se estima que alrededor del 47% de nitrégeno en las proteinas consumidas se convertira en nitrégeno residual, y
que cerca del 16% de proteina en promedio es nitrégeno. El uso de estas figuras, y suponiendo NPH-100 se
convierte de manera eficiente a PAGN, una dosis diaria de alrededor de 19 g de NPH-100 proporcionaria un
vehiculo para excretar el nitrégeno residual de aproximadamente 43 g de proteinas de la dieta; cada gramo de NPH-
100 seria capaz eliminar nitrégeno residual de aproximadamente 2 g de proteina dietética. Ademas, si se estima que
eficiencia de utilizacion de NPH-100 es de entre aproximadamente 50% y 85% en varios pacientes individuales
(como se describe aqui, se ha encontrado que aproximadamente el 60-75% de NPH-100 se convierte en PAGN
urinaria en promedio), lo cual es consistente con las observaciones clinicas hasta la fecha, y estos factores pueden
utilizarse para refinar alin mas la relacién entre la ingesta de proteinas de la dieta y los niveles de dosificacién NPH-
100 para un sujeto dado. Con este refinamiento, cada gramo de NPH-100 ayudaria con la eliminacién de residuos
de nitrégeno durante alrededor de 1 gramo (~1,3 gramos) de proteinas de la dieta. Este factor puede ser usado para
calcular una dosis adecuada de NPH-100 si la ingesta de proteinas de la dieta se conoce o controla, y que puede
ser utilizado para calcular una ingesta de proteinas de la dieta tolerable para un sujeto que recibe NPH-100.

Este método también se puede utilizar para establecer una ingesta de proteinas de la dieta diaria recomendada para
un paciente, mediante la determinacién de la capacidad de eliminacion de nitrégeno enddgeno del paciente, el
célculo de una cantidad de proteinas de la dieta que esta capacidad enddgena permite al paciente procesar sin la
ayuda de un farmaco de eliminacién de nitrégeno, y la adicién a la cantidad de proteinas de la dieta del paciente
puede procesar una cantidad de proteina que el paciente seria capaz de procesar cuando se utiliza una dosificacion
particular de PBA o un profarmaco PBA como NPH-100. Utilizando NPH-100 como un ejemplo, una dosis maxima
diaria de alrededor de 19 gramos de NPH-100, utilizada en una eficacia estimada de 60%, permitiria al paciente
tratado eliminar los residuos de nitrogeno que corresponde a aproximadamente 40 g de proteinas de la dieta.

En algunas realizaciones, sino que también es util para medir la excrecion PAGN, que representa alrededor del
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nitrégeno total de residuos excretados cuando PAA o un profarmaco de la FAA esta trabajando. El nitr6geno total de
residuos excretados menos la cantidad de PAGN excretado representa la capacidad endégena del paciente para
excretar los desechos de nitrogeno a través del ciclo de la urea u otros mecanismos, y es Util para determinar la
cantidad de la ingesta de proteinas que el paciente puede administrar en una dosis determinada farmaco, y también
para la comprension de si el paciente requiere extremadamente estrecha vigilancia. La capacidad enddgena para
excretar los desechos nitrogenados sera especifica muy paciente. La dosificacion de NPH-100 entonces puede
establecerse mediante la determinacién de la capacidad enddgena del sujeto para eliminar el nitrégeno de residuos;
restando la cantidad de proteinas de la dieta correspondiente a la capacidad de eliminacion de nitrégeno endégeno
del sujeto; y proporcionar una dosificacién de NPH-100 suficiente para permitir al objeto de manejar el equilibrio de
nitrégeno residual, basado en la ingesta de proteinas de la dieta del sujeto.

El plasma o nivel en sangre de amoniaco estd determinado también opcionalmente, ademas de medir PAGN
urinaria, para evaluar la eficacia del farmaco en general, el régimen dietético para un paciente particular. Si el control
de amoniaco es inadecuado, puede que sea necesario aumentar la dosis de farmacos de eliminaciéon de nitrégeno
en el caso de que se pueda hacer, o la ingesta de proteinas de la dieta del paciente se puede disminuir si eso es
factible.

En algunos casos, la dosis de NPH-100 puede estar limitada a las dosis que no superen los niveles de dosificacion
recomendados para fenilbutirato, ajustando por el hecho de que cada mol de NPH-100 puede producir tres moles de
fenilbutirato. La etiqueta para el uso de PBA de sodio para el tratamiento crénico de UCDs recomienda una dosis
diaria que no exceda de 20 g; una dosificacion diaria en una gama de 9,9-13,0 g/m2 establecida de acuerdo con el
tamafio del sujeto para los sujetos de mas de 20 kg de peso; y se indica una dosis dentro de un rango de 450-600
mg/kg para los sujetos con un peso inferior o igual a 20 kg. Mientras que dosis mas bajas de NPH-100 pueden
proporcionar secuestro de amoniaco comparable a PBA sobre una base equivalente molar, pudiéndose ser
adecuado para seleccionar una dosis mas alta de NPH-100 para lograr el control de amoniaco adecuado para
ciertos sujetos. Tipicamente, la dosis no superara los rangos recomendados para las dosis de fenilbutirato para una
indicacion dada. Por tanto, puede ser apropiado administrar NPH-100 a una dosis diaria que no exceda de una
cantidad de NPH-100 que corresponde a las cantidades molares de fenilbutirato descritas anteriormente (y de
corregir por el hecho de que NPH-100 puede proporcionar tres moléculas de PBA). Para un sujeto que pesa mas de
20 kg, un intervalo de dosificacion para la NPH-100 estaria entre 8,6 y 11,2 ml/m®. Para un sujeto que pesa menos
de 20 kg, un intervalo de dosificacion de alrededor de 390 a 520 pL/kg por dia de NPH-100 seria apropiado,
basandose en el uso de una cantidad equirnolar en comparacién con las dosis recomendadas de NPH-100. No hay
evidencia a sugerir que NPH-100 produciria efectos adversos a una velocidad superior a la de una cantidad
equimolar de PBA de sodio, por lo que el limite superior diaria recomendada de 20 g por dia de PBA de sodio
sugiere que un limite de dosis diaria de NPH-100 basada en las recomendaciones para la PBA de sodio se
corresponderia con una cantidad equimolar de NPH-100, o alrededor de 19 g 6 17,4 ml.

También se ha encontrado que NPH-100 no exhibe indicaciones de toxicidad a dosis equimolares en comparacion
con la dosis PBA aprobada de 20 g/dia y es poco probable que una dosis 2-3 veces el equivalente a 20 gramos de
PBA produzca niveles de PAA en sangre que den lugar a reacciones adversas. Ademas, la tolerabilidad de tomar
NPH-100 es mucho mayor que para PBA y una relacién lineal se ha observado entre la dosis de NPH-100 y la salida
de PAGN hasta dosis de 17,4 ml. En algunos pacientes o entornos clinicos, se espera que una dosis NPH-100 muy
por encima de la dosis de PBA aprobada pueda ser beneficiosa; por ejemplo, en pacientes con UCD que exhiben
hiperamonemia recurrente incluso en dosis maximas de PBA de sodio, en pacientes con UCD que necesitan un
aumento de proteinas en la dieta para apoyar las exigencias del cuerpo, o en pacientes con otros estados de
retencion de nitrégeno.

La dosis inicial de la NPH-100 para un paciente sin tratamiento previo se puede calcular como la cantidad de
nitrégeno de desecho que debe ser eliminada en base a la ingesta de proteinas de la dieta del paciente. Esta
cantidad puede ser reducida por una cantidad equivalente al nitrégeno residual que el paciente puede eliminar
mediante el uso de la capacidad enddgena de eliminacidn de nitrégeno residual del paciente, que puede medirse
como se describe en el presente documento. La dosis de partida adecuada de NPH-100 se puede calcular mediante
la estimacion de la ingesta de proteinas de la dieta que necesita ser gestionada a través del farmaco de eliminacion
de nitrégeno, y proporcionar una dosis de farmaco que asciende a aproximadamente 1 g de NPH-100 por 1-2
gramos de proteina de la dieta en exceso de la cantidad que la capacidad endégena de eliminacion de nitrégeno del
paciente puede manejar, teniendo en cuenta el porcentaje esperado de conversion de la PBA administrada a PAGN
urinaria. El método incluye ademas opcionalmente la evaluacion de la produccién de orina PAGN para ver si se da
cuenta de la cantidad esperada de nitrdgeno residual, y opcionalmente puede incluir la medicién de los niveles
plasmaticos de amoniaco en el objeto de asegurar que un nivel aceptable de amoniaco se ha logrado. La
comprobacién de los niveles de amoniaco de plasma del paciente proporciona una medida de la eficacia del
programa de tratamiento global, incluyendo la dieta y la dosificacion del farmaco.

La siguiente tabla resume la cantidad de proteinas en la dieta que las dosis de NPH-100 por debajo de (dosis 1),
dentro de (dosis 2) y superior a (dosis 3) las correspondientes a las dosis recomendadas de PBA de sodio que se
esperaria "cubrir" (es decir, median que resulta en excrecidon de nitrégeno residual), teniendo en cuenta los
siguientes supuestos: 1 gramo de PAA media la excrecion de ~0,18 gramos de nitrégeno residual si estan
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completamente convertidos a PAGN; 60% de la PAA entregada como el profarmaco de PBA liberado de NPH-100
se convierte en PAGN; 47% de proteinas de la dieta se excreta como nitrégeno residual, y 16% de proteinas de la
dieta consiste en nitrogeno (Brusilow 1991; Calloway 1971). Estos factores se pueden utilizar cuando se relaciona la
ingesta de proteinas de la dieta, la dosificacion del farmaco y la eliminacién de nitrégeno de desechos para los
propésitos de la presente invencion.

Dosis de NPH-100 y excrecién de nitrdgeno de desecho s esperada a base de proteina dietética

Dosis 1 3 mL BID Corresponde a ~0.47x la dosis administrada en el Ejemplo 2, para un
adulto de 70 kg y ~0.35x la cantidad de PBA (~6,l g) entregada en la
dosis maxima aprobada de PBA de sodio de 20 g

Esperado a mediar en la excrecion de nitrégeno residual asociado
con ~8,5 g de proteina en la dieta

Dosis 2 9 mL BID Corresponde a 1,42x la dosis administrada en el ejemplo 2, para un
adulto de 70 kg y ~01,1x la cantidad de PBA (18,2 g) entregada en la
dosis maxima aprobada de PBA de sodio de 20 g

Esperado a mediar en la excrecion de nitrégeno residual asociado
con ~26 g de proteina en la dieta

Dosis 3 15 mL BID Corresponde a ~2.36x la dosis administrada en el Ejemplo 2, para un
adulto de 70 kg y ~1.73x la cantidad de PBA (~30,3 g) entregada en
la dosis maxima aprobada de PBA de sodio de 20 g

Esperado a mediar en la excrecion de nitrégeno residual asociado
con ~43 g de proteina en la dieta

En la presente memoria, los niveles plasmaticos de amoniaco son aceptables cuando estan en o por debajo de un
nivel considerado normal para el sujeto, y por lo general este nivel significaria que el amoniaco en plasma esta por
debajo de alrededor de 40 umol/L. En ciertas pruebas clinicas descritas en el presente documento el limite superior
de la normalidad para los sujetos se encontraba entre 26 y 35 umol/L, y se reconoce en la técnica que un nivel
normal de amoniaco variara dependiendo de exactamente como se mide; por lo tanto, como se usa para describir
los niveles de amoniaco en el presente documento, "aproximadamente" significa que el valor es aproximado, y
tipicamente dentro de 10% del valor numérico indicado.

Cuando el paciente ha sido previamente tratado con PAA o un profarmaco del PAA, el médico que aplica el
tratamiento podria depender, en todo o en parte, en el tratamiento previo para establecer una dosificacién para un
nuevo profarmaco PAA, o un profarmaco del PBA, para ser administrado al mismo paciente. Si el farmaco anterior
fue razonablemente eficaz para la gestion de la condicion del paciente, el médico puede ajustar la dosis de un nuevo
profarmaco PAA o PBA por referencia a la anterior, de modo que el nuevo farmaco se administra a una dosificacion
gue proporciona la misma dosis de PAA para el paciente, asumiendo la conversion completa de cada profarmaco en
PAA.

De nuevo, como se discutié anteriormente, a veces es deseable medir PAGN excretada ademas de nitrogeno total
de residuos excretados. El nitrdgeno total de residuos excretados menos la cantidad de PAGN excretada representa
la capacidad endégena del paciente para excretar los desechos de nitrégeno a través del ciclo de la urea u otros
mecanismos, y es Util para determinar la cantidad de la ingesta de proteinas que el paciente puede administrar en
una dosis de farmaco determinada, y también para la comprension si el paciente requiere vigilancia extremadamente
estrecha. La capacidad endogena para excretar los desechos nitrogenados sera muy especifica al paciente.

Cuando el sujeto esté recibiendo tratamiento con un farmaco de eliminacion de nitrégeno, puede ser necesario
volver a evaluar la ingesta dietética del paciente de la proteina periédicamente, ya que muchos factores pueden
afectar el equilibrio entre la ingesta de nitrégeno, la excrecion de nitrégeno, y la dosis de un farmaco de eliminacién
de nitrégeno. La invencion se puede utilizar para determinar la cantidad de proteinas que la dieta de un paciente
puede manejar, basandose en la medicion de los niveles de excrecion de nitrégeno del paciente. Ademas, puede ser
util para medir el nivel de PAGN del paciente como se discutié anteriormente, para ayudar a determinar la capacidad
enddgena del paciente para la excrecion de desechos de nitrégeno a través del ciclo de la urea u otros mecanismos.

En los métodos anteriores, el paciente puede ser uno que tenga un trastorno del ciclo de la urea, u otros trastornos

de acumulacion de nitrégeno. En muchas realizaciones, los métodos son aplicables a pacientes que tienen un
trastorno de ciclo de la urea, pero una funcion hepatica relativamente normal.
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NPH-100 es el profarmaco PBA utilizado en estos métodos.

En otro aspecto, la invencion proporciona un método para hacer la transicién a un paciente de tratamiento con una
cantidad inicial de fenilacetato o fenilbutirato a una cantidad final de NPH-100, que comprende:

a) la determinacién de una cantidad de reemplazo de NPH-100 para reemplazar al menos una parte del
fenilacetato o fenilbutirato;

b) la sustitucién de la cantidad de sustitucion de NPH-100 para la porcion de fenilacetato o fenilbutirato; y

c) el control de la cantidad de PAGN excretada por el paciente para evaluar la eficacia de la cantidad de
sustitucién NPH-100.

Opcionalmente, este método comprende el ajuste de la cantidad de NPH-100 y la administracién de una cantidad
ajustada de NPH-100, entonces el seguimiento posterior de excrecion de PAGN para evaluar la eficacia de la
cantidad ajustada de NPH-100. La cantidad de sustitucién de NPH-100 puede ser aproximadamente una cantidad
equimolar a la cantidad de PBA que se sustituye.

Por razones que se discuten ampliamente en el presente documento, es engafioso confiar en los niveles de PAA al
administrar un profarmaco a un paciente (0 un nuevo profarmaco) de PAA o PBA. La disponibilidad de mecanismos
basados en el higado para una rapida conversién de un profarmaco en PAGN sin entrar necesariamente en el
sistema sistémico hace que los niveles plasmaticos de PAA y PBA sean insuficientes como predictores de eficacia,
por lo que el método se basa en la PAGN excretada para evaluar y monitorear el tratamiento con un profarmaco
PAA o PBA que se va a dar al paciente.

En muchos casos, seréa posible hacer la transicién de un paciente directamente de, por ejemplo, fenilbutirato a NPH-
100 en una sola etapa, en lugar de en pasos incrementales. Por lo tanto todo el PAA o profarmaco PAA utilizado
anteriormente puede ser reemplazado con una cantidad de sustitucion adecuada de NPH-100. Sin embargo, en
algunas situaciones (por ejemplo, "pacientes fragiles ", los pacientes que toman dosis en o cerca de los limites
recomendados de PAA o profarmaco PAA, y para pacientes que tienen la capacidad endégena muy limitada para la
excrecion de desechos de nitrégeno, o en situaciones donde la capacidad del paciente para metabolizar o excretar
el farmaco es incierta), puede ser preferible para la transicion del farmaco inicial a NPH-100 en dos o mas etapas o
pasos. Asi, la transicién se puede hacer en 2, 3, 4 0 5 pasos, y en cada paso una fraccion del farmaco original ("por
ejemplo, aproximadamente la mitad de una transicion de dos pasos, alrededor de un tercio de una transicion de tres
pasos, etc.) se sustituye por el NPH-100 a administrarse. Este enfoque puede ser apropiado para un paciente UCD
"fragil" que se sabe es susceptible de episodios repetidos de hiperamonemia mientras recibe tratamiento o mientras
se hace una gran cantidad de farmaco que promueve la eliminacién de nitrégeno.

Los métodos también incluyen la medicién opcionalmente urinaria de nitrégeno total y PAGN urinaria después de al
menos 3 dias de la administracion del farmaco, momento en el que se ha alcanzado un estado de equilibrio.
También puede incluir el céalculo de la cantidad de farmaco convertido a PAGN, que se espera que sea al menos
50%, para determinar si el farmaco esta teniendo el efecto deseado. Una dosificacion adecuada del farmaco seria
identificada como uno donde la cantidad de PAGN excretada es suficiente para limpiar la cantidad esperada de
nitrégeno residual de la ingesta dietética de proteina, que se puede ajustar para tener en cuenta la capacidad de
eliminacion de nitrégeno enddgeno del paciente.

La fraccion de residuos de nitrégeno que se desea borrar en un solo paso puede seleccionarse teniendo en cuenta
la gravedad del estado del paciente (trastorno de acumulacién de nitrégeno). En algunas realizaciones, sera
apropiado concentrar la eliminacion de aproximadamente 50% del nitrégeno de residuos para cuya liquidacion se
necesita asistencia. En algunas realizaciones, el método se dirigira a la eliminacion de aproximadamente 100% del
nitrégeno de residuos.

Como se ha demostrado en el presente documento, el método apropiado para determinar una dosis adecuada de
NPH-100 tendra en cuenta el PAGN excretada, en lugar de estar basada Unicamente en criterios menos confiables
para evaluar el profarmaco PBA administra por via oral.

En otra realizacion, la invencion se puede utilizar para administrar NPH-100 a un paciente, que comprende la
determinacion de la tasa de excrecion de PAGN para el sujeto después de la administracion de NPH-100, y
seleccionar o ajustar un horario de administracién de la dosis basada en la tasa de excrecion de PAGN.
Ventajosamente, NPH-100 alcanza el secuestro de nitrégeno comparable al de PBA pero presenta un perfil cinético
de liberacion lenta que produce un nivel de amoniaco mas estable en el sujeto tratado. En algunas realizaciones, los
métodos de la invencidn se pueden usar en la administracion de NPH-100 a un sujeto a una dosificacion que
proporciona control de nivel de amoniaco comparable al conseguido mediante PBA, pero con la exposicion
significativamente menor del sujeto a PBA sistémica. En algunas realizaciones, el sujeto experimenta parametros
farmacocinéticos para PBA que demuestran menor exposicion a PBA, incluyendo un AUC inferior y Crnax para PBA,
mientras se mantiene un nivel de amoniaco de plasma comparable o mejor que el proporcionado por el tratamiento
con una dosis de PBA dentro del intervalo normal de dosificacion. Cuando NPH-100 y PBA se administraron a
pacientes con UCD en dosis equimolares, el paciente que recibe NPH-100 tuvo en general niveles plasmaticos de
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amonio mas bajos, y también exposicion menor de PBA:

AUC (NH3) Hg- Cmax (NH3) Mg - AUC (PBA) Mg- Cmax (PBA) HO-
hr/mL hr/mL hr/rnL hr/mL

PBA 38,4(20) 79,1(40) 739(49) 141(44)

NPH-100 26,1(10) 56,3(28) 540(60) 70(65)

Mientras que un conjunto mayor de datos es necesario para demostrar la significacién estadistica, cantidades
limitadas de datos estan disponibles, en parte, debido a la rareza de estas condiciones. Sin embargo, los datos
indican que el tratamiento de PBA resulté en el control de nivel de amoniaco menos eficaz y una mayor exposicién a
PBA, mientras que el profarmaco PBA de NPH-100 en la dosificacion equimolar proporciondé un mejor control del
nivel de amoniaco y niveles menores de exposicion de PBA. En consecuencia, en un aspecto, la invencion se puede
utilizar para tratar a un paciente UCD con NPH-100, en el que NPH-100 produce un mejor control de nivel de
amoniaco PBA sin aumentar la exposicion del paciente a PBA a juzgar por las AUC y Cmax de PBA, en comparacion
con el tratamiento con una cantidad equimolar de PBA. El tratamiento utiliza NPH-100 como el profarmaco, y en
algunas realizaciones la AUC para la exposicion PBA es menor con NPH-100 que con PBA en al menos
aproximadamente 20%; o la exposicion a PBA tras el tratamiento con NPH-100 es inferior en al menos
aproximadamente 30% en comparacion con el tratamiento con PBA; o estas dos condiciones se cumplen para
demostrar una menor exposicion a la PBA. En algunas realizaciones, la AUC para PBA es menor que
aproximadamente 600 y la Cmax para PBA es inferior a aproximadamente 100 cuando el profarmaco es
administrado. Preferiblemente, NPH-100 proporciona los niveles de amoniaco de plasma que promedian menos de
aproximadamente 40 pmol/L o no mas de 35 pmol/L.

El perfil cinético de liberacion lenta ventajosa de NPH-100 permite dosificacion menos frecuente y mas flexible en
pacientes seleccionados, en comparacion con PBA de sodio. Mientras que todos los pacientes con UCDs y una
propension a la elevacién de los niveles de amoniaco en principio deberia ser capaz de beneficiarse de la actividad
de secuestro de amoniaco de la NPH-100, pacientes con UCD con capacidad de sintesis de la urea residual
sustancial (por ejemplo, UCD cuyas primeras manifestaciones ocurren en varios afios de edad o mas; es decir,
pacientes que no exhiben inicio neonatal) serian los mejores candidatos para tres veces al dia o incluso dos veces al
dia con NPH-100. Los pacientes con cirrosis y también serian candidatos para una dosificaciéon menos frecuente, ya
que incluso los pacientes con enfermedad hepatica grave tienen capacidad de sintesis de urea residual significativa
(Rudman et al., J. Clin, Invest. 1973).

Las realizaciones especificas de la invencion incluyen las siguientes:

A. Un método para determinar una dosificacion eficaz de NPH-100 para un paciente en necesidad de
tratamiento para un trastorno de retencién de nitrdgeno, que comprende el monitoreo del efecto de
dosificacion inicial de NPH-100, en la que monitorizar el efecto consiste esencialmente en la determinacion
de la produccién de la glutamina de fenilacetilo urinaria del paciente (PAGN).

En este método, la dosis inicial para un paciente sin tratamiento previo tendria en cuenta el porcentaje
esperado de conversion de la PBA se administra a PAGN urinaria, y la salida PAGN urinaria se puede
determinar como una proporcion de PAGN urinaria de creatinina urinaria, ya que se ha demostrado por
otros que la creatinina, cuya excrecion diaria tiende a ser constante para un individuo dado, puede ser
utilizada como un medio para normalizar las mediciones de pardmetros urinarios a la bez que se corrige por
las variaciones en el volumen urinario. En estos métodos, el trastorno de retenciéon de nitrégeno puede ser
encefalopatia hepatica crénica o un trastorno del ciclo de la urea. Los niveles de amoniaco de plasma
también pueden ser controlados para ajustar el programa de tratamiento global y la ingesta de proteinas de
la dieta, pero como se menciond anteriormente, PAGN urinaria proporciona una forma preferida para
evaluar el papel del farmaco en la eliminacién de nitrégeno de desechos.

B. Un método para determinar una dosificacion eficaz de NPH-100 para un paciente en necesidad de
tratamiento para un trastorno de retencion de nitrégeno, que comprende monitorizar el efecto de una dosis
inicial de NPH-100, en el que la dosis inicial para un paciente sin tratamiento previo tendria en cuenta el
porcentaje esperado de conversion de la PHA que se administra a PAGN urinaria, y en el que monitorizar el
efecto de la dosificacion inicial de NPH-100 consiste esencialmente en la determinacion de la produccién de
la glutamina de fenilacetilo urinaria del paciente (PAGN) y/o nitrégeno urinario total. En estos métodos, la
administracion de la dosis eficaz de NPH-100 al paciente preferiblemente produce un nivel normal de
amoniaco de plasma en el paciente. Esto puede ser un nivel de aproximadamente 35 o aproximadamente
40 pmol/L.

C. Un método para determinar una dosis de partida de NPH-100 para un paciente que tiene un trastorno de
retencion de nitrogeno, que comprende el calculo de la dosis de NPH-100 basada en una eficiencia de
utilizacién de aproximadamente 60% a aproximadamente 75%. En tales métodos, la dosis de NPH-100
puede calcularse a partir de la ingesta de proteinas de la dieta del paciente, o puede ser estimado a partir
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del peso corporal del paciente y la tasa de crecimiento aproximada. En tales métodos, la dosis de NPH-100
frecuentemente se reduce para tener en cuenta la capacidad de sintesis de la urea residual del paciente,
mediante el ajuste de la cantidad de NPH-100 para reflejar la cantidad de captacion de amoniaco necesaria
en vista de la capacidad enddgena del paciente para la eliminacion de nitrégeno.

D. Un método para determinar una dosis de NPH-100 para un paciente que tiene un trastorno de la
retencién de nitrégeno, que comprende:

a) la determinacién de la capacidad de sintesis de la urea residual del paciente;

b) la determinacién de la ingesta de proteinas de la dieta del paciente;

c) la estimacion de la produccién de objetivo de PAGN urinaria del paciente de a partir de a) y b);
d) la determinacion de una cantidad de NPH-100 necesaria para movilizar el importe objetivo de
PAGN urinaria basada en aproximadamente 60% a aproximadamente 75% de conversion del
profarmaco PAA en PAGN urinaria.

E. NPH-100 para uso en un método para tratar un paciente que tiene un trastorno de retencién de
amoniaco con una dosificaciéon adecuada de NPH-100, que comprende:

a) la determinacién de la capacidad de sintesis de la urea residual del paciente;

b) la determinacion de la ingesta de proteinas de la dieta del paciente;

c) la estimacion a partir de a) y b) de la produccién de objetivo de PAGN urinaria del paciente;

d) la determinacion de una cantidad de NPH-100 necesaria para la movilizacion de la cantidad
objetivo de PAGN urinaria basada en aproximadamente 60% a aproximadamente 75% de
conversion de NPH-100 en PAGN urinaria; y

e) la administracién al paciente de la dosis adecuada de NPH-100;

G. Un método para la transicion de un paciente que recibe tratamiento con una cantidad inicial de
fenilacetato o fenilbutirato a una cantidad final de NPH-100, que comprende:
a) la determinaciéon de una cantidad de reemplazo de NPH-100 para reemplazar al menos una
parte del fenilacetato o fenilbutirato;
b) la sustitucion de la cantidad de sustitucion de NPH-100 para el fenilacetato o fenilbutirato;
c) el control de la cantidad de PAGN urinaria excretada por el paciente para evaluar la eficacia de
la cantidad de sustitucion de NPH-100.

En estos métodos, un aumento en la cantidad de PAGN urinaria puede indicar que la cantidad de NPH-100 puede
ser reducida, y una disminucién en PAGN urinaria puede indicar que la cantidad de NPH-100 necesita ser
aumentada.

En estos métodos, el profarmaco PBA es NPH-100.

En los métodos anteriores, la exposicion a PBA tras el tratamiento con el profarmaco NPH-100 es inferior en al
menos aproximadamente 30% en comparacion con el tratamiento con PBA. Ademas, cominmente la AUC para PBA
es menor que alrededor de 600 y la Cmax para PBAes menor que aproximadamente 100 NPH-100 a ser
administrado. También, en los métodos anteriores, cuando el sujeto se trata con NPH-100, el sujeto normalmente
logra y mantiene los niveles normales de amoniaco de plasma.

Los siguientes ejemplos se ofrecen para ilustrar pero no para limitar la invencion.

Los datos por debajo de tres estudios humanos y un estudio preclinico ilustran que el enfoque convencional de la
evaluacion de la exposicion al farmaco y el efecto mediante la medicién de los niveles en sangre no se correlaciona
con secuestro de nitrégeno segun la evaluacion de la excrecion urinaria de PAGN o por reduccion de amoniaco de
plasma. Estos datos demuestran que, sorprendentemente, el nivel plasmatico de PBA o PAA visto con una cantidad
eficaz de un profarmaco puede ser mucho menor que el nivel plasmatico de PBA o PAA visto con una cantidad
eficaz de manera similar de fenilbutirato. Por otra parte, demuestran la necesidad de permitir la conversién
incompleta de PBA de sodio o de NPH-100 en PAGN en la seleccién de la dosis de partida, el comportamiento de
liberacion retardada y las implicaciones para el programa de dosificacion de la entrega de PBA como un triglicérido
en lugar de como una sal, y la posibilidad de la administracién de NPH-100 en dosis mayores que las recomendadas
actualmente para PBA de sodio. Estos son seguidos por una explicacién biolégica de los hallazgos.

Ejemplo 1

Sequridad de dosis Unica y PK en adultos sanos

Para evaluar su perfil farmacocinético (PK) y farmacodinamico (PD), NPH-100 se administré en una dosis Unica a 24
adultos sanos. Muestras farmacocinéticas se tomaron previamente a la dosis y a los 15 y 30 minutos después de la
dosisy 1, 1,5, 2, 3, 4, 6, 8, 12, 24, y 48 horas después de la dosis. Como veremos mas adelante, los niveles

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2593378 T3

plasmaticos de los principales metabolitos NPH-100 PBA, PAA y PAGN eran muchas veces mas bajos después de
la administracion de NPH-100 que después de PBA de sodio. Por el contrario, la excrecién urinaria de PAGN fue
similar entre los dos grupos (4905 +/- 1414 mg tras PBA de sodio y 4130 +/- 925 mg tras NPH-100) y se determin6
gue las diferencias que se observaron se debian en gran parte a la coleccién incompleta debido a la detencion de la
recoleccién de orina a las 24 horas (tenga en cuenta que la excrecién de PAGN tras la administracion de PBA de
sodio fue completada en gran medida a las 24 horas, pero continué mas alla de las 24 horas después de la
administracion de NPH-100). Por lo tanto, las concentraciones de metabolitos en plasma no reflejan con precision la
actividad de eliminacion de amoniaco comparativo de PBA de sodio y NPH-100.

Tres voluntarios adultos sanos fueron tratados con una dosis Unica de PBA de sodio o de NPH-100 a una dosis de 3
g/mz. Los niveles plasmaticos de PAA, PBA, y PAGN se supervisaban periddicamente durante 12-24 horas por
métodos conocidos. Los resultados se muestran en la Figura 4, la cual muestra una curva para cada sujeto
(obsérvese la escala logaritmica).

En cada panel, las curvas representan los niveles de PBA, PAA o PAGN medidos en los sujetos que recibieron PBA
de sodio a dosis de 3 g /m?, o NPH-100 en una cantidad calculada para proporcionar una cantidad equimolar de PBA
a la proporcionada por el sodio PBA dosificacion. Tres curvas para cada material son por tres sujetos que recibieron
las dosis especificadas de PBA de sodio o de NPH-100.

En el panel de la izquierda, la curva superior representa los niveles de PBA, el intermedio representa los niveles de
PAA; y el méas bajo de los tres conjuntos de lineas representa los niveles PAGN. En el panel de la derecha, las tres
curvas mas bajas en el intervalo de tiempo 10-15 horas son todas por PBA; y las tres mas altas curvas a 15-25
horas representan niveles PAGN. Los niveles de PAA no se determinaron después de aproximadamente 12 horas, y
eran por lo general cerca de las curvas PAGN hasta ese momento.

Ejemplo 2
La administracion de NPH-100 a pacientes con enfermedad hepatica

Para determinar su perfil farmacocinético (PK) y farmacodinamico (PD) en pacientes con enfermedad del higado,
pruebas clinicas se llevaron a cabo en el que se administr6 NPH-100 por via oral en una sola dosis (100 mg/kg/dia
en el dia 1), y dos veces al dia durante 7 dias consecutivos (200 mg/kg/dia durante los dias 8 al 14, en dos dosis de
100 mg/kg por dosis), a los sujetos con insuficiencia hepatica con cirrosis (resultados Child-Pugh de A, B, o C) y
para un grupo de control de género y edad de adultos sanos con funcién hepatica normal. En el dia 15, los sujetos
recibieron una dosis Unica de NPH-100 (100 mg/kg). Muestras de sangre PK se tomaron previamente a la dosis, a
los 15 y 30 minutos después de la dosis, yalas 1, 1,5, 2, 3, 4, 6, 8, 12, y 24 horas después de la dosis en los dias 1,
8 y 15, y en 48 horas después de la dosificacion en dias 1 y 15. En dias 9-14, las muestras de sangre se tomaron
previamente a la dosis de la mafiana y a las 2 horas después de la dosis de la mafiana. Se recogi6 orina 0-4, 4-8, 8-
12 y 12-24 horas después de la dosis en los dias 1, 8 y 15, y a las 24-48 horas después de la dosis en los dias 1 y
15.

NPH-100 se metaboliza a través de la via predominante en todos los grupos de materias, y los metabolitos PAG
alternativos NPH-100 (glicina de fenilacetil), PBG (glicina de fenilbutirilo), y PBGN (glutamina de fenilbutirilo) estaban
por debajo del limite de cuantificacion en todas las muestras de plasma . Tanto el grado de exposicidn sistémica
(AUCo.1) y Cmax para PBA y PAA tendi6 a ser mayor en el grupo Child-Pugh grupo B o C que en el grupo Child-Pugh
A o el grupo de voluntarios sanos, aunque no hubo diferencias significativas en estas variables en el dia 15.

Como se describe a continuacion, los niveles plasmaticos de PAA se correlacionaron con la clasificacion Childs-
Pugh (es decir, eran mayores en los pacientes con enfermedad hepatica mas grave). Sin embargo, la conversion
media de NPH-100 a PAGN era ~ 75%, y no se observaron diferencias entre los pacientes con cirrosis y voluntarios
sanos normales, lo que demuestra que la insuficiencia hepatica no afecta la capacidad de los sujetos para activar el
profarmaco PBA de NPH-100 o para utilizarlo para la eliminacién del exceso de amoniaco. Por lo tanto, como se
resume en mas detalle a continuacion, los niveles de metabolitos en plasma no se correlacionan bien con la dosis
NPH-100 y, al igual que para los adultos sanos, los niveles de metabolitos en plasma no reflejan con precision el
efecto de secuestro de nitrégeno de NPH-100. Por otra parte, la conversion media de PAA administrado a PAGN
tenia un promedio del 75% en esta poblacién de pacientes.

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2593378 T3

Analito Grupo de sujetos Relacion de 90% ClI Valor P para el efecto
promedio de grupo
geomeétrico

PBA AUCo. 0,40

Child-Pugh A 0.92 0.58-1.43
Child -Pugh B 1.26 0.80-1.97
Child -Pugh C 1.37 0.87-2.14
PBA Crax 0.52
Child-Pugh A 1.42 0.87-2.31
Child -Pugh B 1.35 0.83-2.21
Child -Pugh C 1.50 0.92-2.45
PAA AUCo. 0.64
0.48-3.06
Child -Pugh A 1.22 0.61-3.85
Child -Pugh B 1.53 0.77-4.88
Child -Pugh C 1.94
PAA Crax 0,72
Child -Pugh A 1,33 0.70-2.52
Child -Pugh B 1,16 0.61-2.20
Child -Pugh C 1,52 0.80-2.88

AUC,, area bajo la curva de concentracion plasmatica de tiempo 0 hasta la Ultima concentracion medible;
IC: intervalo de confianza;

Cmax, la concentracién plasmatica maxima observada;

PAA, acido fenilacético;

PBA, acido fenilbutirico.

durante la administracion de dosis miltiples (8 dias) 15, hubo una tendencia para concentraciones sistémico
mayores de PBA y PAA en los sujetos con mayor insuficiencia hepatica (Child-Pugh B o C) en comparacion con el
grupo de Child-Pugh A y los voluntarios sanos. A diferencia de PBA, PAA se acumulé significativamente en el
plasma durante la dosificacion de varios dias. Las diferencias entre dosificacion Unica (dia 8) y mdltiple (dia 15: el
estado de equilibrio) fueron significativas para AUCy.12 Y Cmax de PAA para todos los sujetos combinados (p <0,001),
pero no para la PBA. Después de la dosificacion en el dia 15, el grado de exposicién a PAA, pero no PBA, se
correlacioné significativamente con insuficiencia hepatica.

La eficacia clinica de NPH-100 depende de su capacidad de secuestro de amoniaco, a través de la conjugacion de
glutamina con PAA para formar PAGN. Después de la dosificacion en cada dia, PAGN era el principal metabolito
excretado: 42-49% de la dosis administrada de NPH-100 se excreté como PAGN en dias 1, 25-45% en el dia 8, y
58-85% en el dia 15. Cantidades muy bajas de PBA y PAA se excretaron en la orina (< 0,05% de la dosis total de
NPH-100). No hubo diferencias significativas en la cantidad de PAGN excretada entre cualquiera de los grupos de
Child-Pugh y los voluntarios sanos. La excrecion PAGN urinaria es también una indicacion de la capacidad de
eliminacion de amoniaco de NPH-100, como 2 moles de amoniaco se combinan con 1 mol de PAA para producir
PAGN. Insuficiencia hepatica no tuvo ningun efecto significativo en la capacidad de eliminacion de amoniaco de
NPH-100 en este estudio. No hubo diferencias significativas en la cantidad de PAGN excretada entre cualquiera de
los grupos de Child-Pugh y los voluntarios sanos. Las observaciones de que la insuficiencia hepatica no tuvo un
efecto significativo sobre la capacidad secuestro de amoniaco de NPH-100 en este estudio, pero se asocié con la
acumulacién de PAA en el plasma hace resaltar la importancia de utilizar PAGN urinaria en lugar de los niveles
sanguineos de metabolitos para guiar el efecto del farmaco y, como corolario, la importancia de la invencién, como
también lo hace el hecho de que la media de conversion de porcentaje de PAA se administran en PAGN urinaria
entre los 4 grupos de tratamiento era de ~75%.
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La excrecion urinaria pagn después de la dosis en el Dia 15 (0-48 horas).

La excrecién urinaria
de PAGN después
de la dosis en el Dia
15 (0-48 Horas).

Child-Pugh A (8)

Child-Pugh B (8)

Child-Pugh C (8)

Adultos sanos (8)

Cantidad excretada | 31431 25152 30752 28716
(umol) Promedio | (15291) 16016- | (11426) 13643- | (20860) 6331-60139 | (8223) 17203-
(SD) Rango 65229 41635 41092

Molar % de dosis
excretada Promedio

79.6 (30,5) 48,9-
138,2

582 (29,2) 26,5
99,6

850 (65,1) 23,1-
2211

68,6 (21,9) 30,6

(SD) rango

Molar % de dosis de | 159,2 (60,9) 97,9- | 116,3 (58,3) 53,0- | 169,9 (130,1) 46,3- | 137,2
amoniaco 276,4 199,2 442,3 (43,9) 61,3-193,4
secuestrado

Promedio (SD) rango

De particular interés, no habia relacién entre los niveles plasmaticos de PBA y PAA, que exhibié un cambio de
direccién no estadisticamente significativa hacia niveles plasmaticos mayores en pacientes con enfermedad hepatica
gue los adultos sanos, y la excrecion urinaria de PAGN.

EJEMPLO 3

Administracion de NPH-100 a adultos con UCDs

Para profundizar en su perfil farmacocinético (PK) y farmacodinamico (PD) en estados clinicos asociados con la
retencién de nitr6geno, 10 pacientes adultos UCD fueron transicionados de PBA de sodio a una dosis equimolar de
PBA de NPH-100. Se exigio que los sujetos recibiesen una dosis estable de PBA de sodio antes de la inscripcion. Al
momento de inscribirse, todos los sujetos recibieron PBA de sodio durante 7 dias y luego fueron ingresados en una
unidad de estudio (visita 2-1) para la observacién durante la noche y mediciones de PK de 24 horas y de amoniaco y
recogidas de orina. Los sujetos fueron entonces convertidos a la dosis equimolar PBA de NPH-100, ya sea en una
sola etapa o en multiples etapas, dependiendo de la dosis total de PBA de sodio; 9 de cada 10 pacientes
convertieron en una sola etapa. Los sujetos mantuvieron la dosis de NPH-100 de 100% durante una semana y
fueron luego readmitidos en la unidad de estudio para PK repetida (Visita 11-1), recogidas de amoniaco y orina.

Los resultados de este estudio, que se resumen en detalle mas adelante, demuestran que, al igual que en los
adultos sanos y en pacientes con enfermedad hepatica, niveles de metabolitos en plasma no se correlacionan bien
con actividad de eliminacion de amoniaco como se refleja en la excrecion urinaria de PAGN y se corrobora por los
resultados de amoniaco plasma. Por otra parte, los resultados demuestran una variabilidad individual considerable
entre el porcentaje tanto de PBA de sodio como de NPH-100 que se convertié a PAGN urinaria.

[00117] Analisis farmacocinética, de amoniaco y de seguridad: Como se resume en la tabla a continuacion, los 7
dias de administracion de NPH-100 resultaron en niveles de PAA y de PAGN plasmatica comparables pero niveles
de PBA ligeramente més bajos en comparacion con la dosis equivalente molar de PBA de PBA de sodio.

La comparacion de los parametros farmacocinéticos e n estado estable - PBA de sodio vs NPH-100

Parametro PK Promedio Aritmético (C V%)

Sodio de PBA (N=10)

NPH-100 (N=10)

Plasma de PBA

AUCo.24 (Ug-h/mL) 739 (49,2) 540 (60,1)
Cmax (ug/mL) 141 (44,3) 70,1 (64,7)
Cmin. (ug/mL) 0,588 (255) 2,87 (265)

PAA en Plasma

AUCo-24 (Uh/mL)

595,6 (123,9)

574.6 (168,9)

Cmaxss (pglrril 53,0 (94,7) 40,5 (147,6)
Cminss (ug/mL 3,56 (194,4) 7,06 (310,7)
PAGN en Plasma

AUCo.24 (Ug-h/mL) 1133 (31,1) 1098 (44,2)
Cmaxss (Ug/mL) 83,3 (25,8) 71,9 (56,0)
Cminss (ug/mL) 16,8 (86,1) 12,1 (134,4)

AUCo.24: El area bajo la concentracion desde el tiempo 0 (previamente a la dosis) a las 24 horas, Cmax: La
concentracion plasmatica maxima en estado estacionario, Cmin: concentracion plasmatica minima en estado
de equilibrio, Ae: cantidad excretada en 24 horas
!La dosis media (SD) de PBA de sodio = 12,6 (4,11) g; la media (SD) dosis NPH-100 = 12,3 (3,91) g.
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A pesar de los niveles diferentes de sangre de PBA, la excrecion urinaria total de PAGN era similar para los dos
tratamientos que se resumen en la siguiente tabla. Es importante destacar que, a diferencia de las suposiciones
inherentes en las pautas de tratamiento actuales que toda PBA de sodio administrada se convierte en PAGN
urinaria, se observé una considerable variabilidad interindividual en el porcentaje de PAA administrada convertida a
PAGN, con un promedio de ~60% y similar tanto PBA de sodio como NPH-100. Por otra parte, el patrén de 24 horas
de la excrecion parecia diferenciarse en que la produccion de orina de PAGN alcanzé su nivel mas alto durante las
"horas de la tarde" (recogida de orina de 6-12 horas) para los pacientes tratados con PBA de sodio, mientras que la
produccién maxima de PAGN ocurrié (recoleccion de orina de 12-24 horas) durante la noche para los pacientes en
tratamiento de NPH-100. Esta diferencia probablemente refleja las caracteristicas de liberacién lenta y mayor
duracion de las concentraciones sanguineas eficaces de PAA después de la administracion de NPH-100 en
comparaciéon con PBA de sodio. NPH-100 o bien no fue detectable o por debajo de los limites de cuantificacion en
todas las muestras de sangre.

Comparacion de la cantidad excretada media de PAGN (ug) - PBA de sodio (fenilbutiratos de sodio) vs NPH-100

Tratamiento PAGN 0-6 horas PAGN 0-12 PAGN 12-24 Excrecion total
horas horas PAGN
(CV%)
PBA de sodio 2.452.838 4.859.121 4.645.447 12.153.473
(48,2)
NPH-100 2.381.371 3.027.310 5.433.033 10.784.747
(25.9)

Como se resume en la siguiente tabla, el tiempo medio de area normalizada bajo los valores de curva (TN-AUC)
para el amoniaco venosa después de NPH-100 fueron direccionalmente inferiores (31%) a los observados con PBA
de sodio (26,1 vs. 38,4 umol/L) aunque las diferencias no alcanzaron significacién estadistica (Figura 10). Del mismo
modo, concentraciones maximas de amoniaco venoso siguientes a NPH-100 eran direccionalmente inferiores
(~29%; no estadisticamente significativas) a las observadss con PBA de sodio (56,3 vs. 79,1 pmoliL,
respectivamente).

El limite superior de la normalidad para el amoniaco venosa vario entre los sitios de estudio de 26 a 35 umol/L. El
examen de los valores de amoniaco (TN-AUC) para cada paciente demostré que los pacientes con niveles de
amoniaco mas altos en PBA de sodio mostraron mayor disminuciéon de los valores de amoniaco después de la
administracion de NPH-100 (Figura 12). Ademas, el valor medio después de amoniaco NPH-100 (26,1 pumol/L)
estuvo dentro del rango normal, mientras que estaba por encima del limite superior normal (ULN) después de PBA
de sodio (fenilbutirato de sodio) (38,4 umol/L) (Figura 13). Asimismo, el porcentaje medio de los valores normales de
amoniaco aument6 de 58% después del tratamiento PBA de sodio al 83% después del tratamiento de NPH-100.

El amoniaco venosa Farmacodinamica Después de siete dias de dosificacién, ya sea con sodio o PBA HPN-
100

\ PBA de Sodio NPH-100
| | Sujeto Cmaxss TN-AUC Dosis Cmaxss, TN-AUC Dosis PBA
(umol/L) (umol/L) Equivalente de | (umol/L) (umol/L) Equivalente
PBA

1001 29,0 16,47 17,5 63,0 19,8 13,1
1002 31,0 20,9 15,8 31,0 19,3 15,9
1004 85,0 46,8 99,2 106 35,1 9,16
1006 150 71,5 17,5 13,0 8,30 17,7
2001 88,0 52,1 6,57 33,0 22,7 6,71
2003 31,0 17,5 11,8 74,0 21,1 12,2
3002 108 22,3 16,5 36,0 21,9 17,7
3004 115 62,9 13,1 75,0 38,4 13,1
5001 82,2 35,8 8,76 57,0 35,5 8,85
5002 72,2 37,7 8,76 75,2 39,1 8,85
N 10 10 10 10 10 10
Medio 79,1 38,4 12,6 56,3 26,1 12,3
SD 40,1 19,6 4,11 27,9 10,3 3,91
Mediana 83,6 36,8 12,5 60,0 22,3 12,7
Min 29,0 16,4 6,57 13,0 8,30 6,71
Max 150 71,5 17,5 106 39,1 17,7
25% 31,0 20,0 - 32,5 19,7 --
75% 110 54,8 -- 75,0 36,2 --
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Esta reduccién de la exposicion al amoniaco entre los pacientes con UCD refleja mejor control durante la noche
entre los sujetos que recibieron NPH-100, como se resume en la siguiente tabla y en la figura 11. Este estudio
muestra que tanto la AUC y Cmax para el amoniaco fueron menores con NPH-100, indicando menor exposicion total
de amoniaco, y especialmente por la noche, NPH-100 mostraron un efecto significativamente mas fuerte. Aunque no
es estadisticamente significativo, debido al pequefio tamafio de la poblaciéon, esto demuestra que NPH-100 es al
menos tan eficaz, y al parecer mas, que PBA sobre una base equimolar basada en la medida clave, su capacidad
para movilizar el amoniaco para la eliminacién urinaria. Con base en los resultados preliminares, NPH-100 también
proporciona los niveles de amoniaco mas estables, y reduce el riesgo de hiperamonemia. En este ensayo, 9 de 10
sujetos que experimentaron tanto NPH-100 como PBA de sodio indicaron una preferencia por NPH-100.

Ademas, en este estudio, no se observaron efectos adversos graves (SAEs) en pacientes que toman NPH-100,
mientras que dos sujetos que recibieron PBA experimentaron hiperamonemia sintomatica; y el nimero total de
efectos adversos (AEs) reportados entre los sujetos que tomaron NPH-100 (5 sujetos reportaron un total de 15 AES)
era menor que el nimero de acontecimientos adversos entre los sujetos que tomaron PBA (7 sujetos reportaron 21
AEs).

La siguiente tabla resume los datos comparativos globales de PBA de sodio y NPH-100, administrada en forma de
equimolares (n=100) (véase tablas anteriores y en las figuras 10-13 para datos adicionales).

Parametros PBA de Sodio NPH-100

NHs: AUC Total 38,4+19,6 26,1 +10,3

NHsCmax 79,1 +40,1 56,3 + 27,9

Exposicion a NHs: DIA (6-12 | 37,1 32,9

horas)

Exposicion a NHs: NOCHE 36,3 21,3

(12-24 horas)

Efectos adversos 21 reportados por 7 sujetos 15 reportados por 5 sujetos
Efectos adversos serios 2 (hiperamonemia simptomatica) 0

Excrecion de PAGN Comparable Comparable

Si bien las diferencias entre PBA de sodio y NPH-100 no alcanzaron significacion estadistica debido al tamafio
pequefio de la muestra, NPH-100 mostré una clara tendencia hacia la eficacia mayor a dosis equimolares, y era
particularmente eficaz para mejorar el control durante la noche de los niveles de amoniaco.

La figura 9a muestra que los niveles de PBA en la sangre no se correlacionan con dosis de NPH-100 recibidas.
Traza las AUC de 24 horas para PBA y la Cmax de PBA contra dosis NPH-100 (panel superior), y mientras que AUC
y Cmax se trazan juntos en cada paciente, que no muestran ninguna relacion con dosis NPH-100: tanto
exposiciones mas altas y mas bajas de PBA se produjeron en pacientes que reciben dosis altas de NPH-100. La
figura 9b muestra que niveles de PAA son igualmente no correlacionados con dosis de HPN.

La figura 10 ilustra la tendencia mostrada en la prueba clinica, donde NPH-100 proporciona un mejor control global
del nitrogeno residual.

La Figura 11 ilustra que la mejora del control del tiempo de la noche del exceso de amoniaco se logra con NPH-100.

La Figura 12 muestra que especialmente para los pacientes con niveles mas altos de amoniaco cuando se trata con
PBA de sodio (Na PBA), NPH-100 proporciona un mejor control de PBA de sodio, mientras que en los pacientes con
niveles de amoniaco inferiores (aquellos por quienes PBA de sodio parece funcionar relativamente bien), NPH-100
proporciona un control de amoniaco al menos comparable. Tenga en cuenta que para pacientes que tienen niveles
de amoniaco por encima de aproximadamente 40 umol/L cuando se tratan con PBA de sodio, NPH-100 a dosis
equimolares proporcionan un control superior de amoniaco, y niveles de amoniaco consistentemente reducidos por
debajo de aproximadamente 40 umol/L. Asi, para los pacientes cuyos niveles de amoniaco son anormales (por
ejemplo por encima de aproximadamente 40 umol /L) cuando se trata con PBA de sodio, que se espera que un
mejor control de amoniaco se puede conseguir con una cantidad equimolar de NPH-100. En base a esto, las dosis
de NPH-100 se pueden determinar como se establece en el presente documento. La Figura 13 ilustra que los
niveles de amoniaco se controlan mejor en esta prueba por NPH-100 que con PBA de sodio, por ejemplo, los niveles
de promedio de amoniaco son mas bajos, y tienden a estar por debajo del limite superior para normal.

Ejemplo 4
Relacién entre el control de amoniaco y excrecién de PAGN urinaria
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Como parte del estudio clinico en pacientes con UCD descritos en el ejemplo anterior (Ejemplo 3), se examiné la
relacion entre los niveles de amoniaco en plasma y la excrecién urinaria de PAGN. A diferencia de los niveles
sanguineos de PAA o PBA que presentaban una relacion consistente con los niveles de amoniaco (es decir,
controlar el amoniaco), de amonio en sangre evaluado como el area de normalizacién temporal bajo la curva mostré
una relacién curvilinea inversa a PAGN urinaria. Es decir, amoniaco de plasma disminuy6é a medida que aumento
PAGN urinaria. Por otra parte, la relacién entre el amoniaco y la excrecion urinaria PAGN no difirié entre PBA de
sodio y NPH-100 lo que sugiere que este método de determinacion de la dosis es independiente de la formulacién
del producto. La figura 5 muestra un grafico de plasma de amoniaco (TN-AUC) versus excrecion de PAGN urinaria.

Ejemplo 5

Experimentacién con Programa de Dosificacién

Los resultados de dosis Unica de modelado PK/PD observados en los ejemplos anteriores sugirieron que NPH-100
mostré caracteristicas de liberacion retardada en comparacion con PBA de sodio con un potencial correspondiente
para aumentar la flexibilidad en la dosificacion, que se exploré mas en los estudios clinicos adicionales descritos
anteriormente. En uno de estos, NPH-100 se administré dos veces al dia, asi como en el estado de ayuno y de
alimentacion. En el otro, NPH-100 se administr tres veces al dia con las comidas. Tanto dosis 3 veces al dia como
2 veces al dia resulté de una proporcién similar de PAGN excretada en la orina y, como se ha demostrado en
pacientes adultos con UCD, dosis tres veces al dia se asocio con el control de amoniaco eficaz.

En el Ejemplo 2, también se llevaron a cabo una serie de analisis estadisticos que comparan las variables de PK
después de dosificacion de NPH-100 alimentada frente a ayunada y dosificacion de NPH-100 Unica frente a miltiple.
No hubo diferencias PK o PD observadas cuando se administr6 NPH-100 después de un ayuno (dia 1) o con una
comida (dia 8). En consecuencia, se cree que NPH-100 se puede administrar de manera eficaz sin la necesidad de
que acomparfie una comida, mientras que la insercién de la etiqueta y el paquete de PBA de sodio (PBA de sodio)
indican que se debe tomar con las comidas. Ademas de la falta de diferencia para las variables PAA PK entre los
estados de ayuno y alimentacion (Dias 8 vs. 1), la siguiente tabla también ilustra la acumulacién de plasma de PAA
gue se produce con una dosificacion mdltiple (Dias 15 vs. 8).

Variable PK MenorPugh A(n=8) Child-Pugh B (n = Child-Pugh C (n = Voluntarios
8) 8) sanos(n = 8)

AUCo.12

[(Hg/mL)h]

Dia 1 Promedio 37,33 (7,29- 72,20 (23,38- 48,59 (4,75- 50,63

geo. 78,42) 174,73) 64,91 312,43) 109,58 (14,27-

(rango) 53,41 150,00) 79,59

CV%

Dia 8 Promedio 39,64 (5,96- 73,44 (26,83- 86,36 (28,12- 34,07 (5,27-

geo. 153,14) 78,73 279,48) 85,58 367,70) 92,85 134,99) 80,59

(rango) CV%

Dia 15 Promedio 117,89 (23,28- 138,95 (40,21- 184,26 (14,97- 99,16

geo. 413,43) 76,82 652,99) 99,48 2245,51) 170,56 (30,06-

(rango) CV% 394,79) 88,59

AUC o

[g/mL)-h]

Dia 1 Promedio 37,33 (7,29- 72,20 (23,38- 48,59 (4,75-3 50,63

geo. 78,42) 53,41 174,73) 64,91 12,43) 109,58 (14,27-

(rango) CV%

Dia 15* Promedio
geo.

(rango) CV%

Crax [Mg/mL]

Dia 1 Promedio
geo.

(rango) CV%

Dia 8 Promedio
geo.

(rango) CV%

Dia 15" Promedio
geo.

(rango) CV%

tro Th174

121,57 (23,28-
528,73) 92,27

9,65 (2,58-
26,93) 63,78

10,21 (1,64-
25,66) 62,25

29,07 (7,29-
53,48) 44,21

153,00 (40,21-
938,85) 118,54

13,52 (6,94-
27,97) 57,70

14,78 (4,46-
42,02) 74,53

25,46 (10,54-
65,40) 64,26

22

194,17 (14,97-
3415,51) 198,42

10,95 (2,68-
40,30) 82,65

16,03 (6,49-
48,07) 72,29

33,28 (5,03-
208,80) 121,51

150,00) 79,59
99,94

(30,06-
420,32) 93,08

11,81 (4,14-
29,79) 68,72

10,03 (2,90-
28,43) 66,97

21,92 (7,76-
61,31) 62,88
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continua

Variable PK MenorPugh A(n=8) Child-Pugh B (n = Child-Pugh C (n = Voluntarios

8) 8) sanos(n = 8)
Dia 1 Promedio 3,50 (2,00- 5,00 (3,00- 5,00 (2,00- 6,00 (4,00-
(Rango) 6,00) 8,00) 8,00) 6,00)
Dia 8 Promedio 4,00 (2,00- 5,00 (3,00- 5,00 (4,00- 4,00 (3,00-
(Rango) 6,00) 8,00) 8,00) 6,00)
Dia 15 Promedio 4,00 (2,00- 4,00 (3,00- 5,00 (0,00- 4,00 (3,00-
(Rango) 6,00) 8,00) 8,00) 4,00)

*E = 0,64 para efecto de grupo; Tp = 0,72 para efecto de grupo

“Eneldial, n=2en Child-Pugh grupo B y n = 0 en todos los demas grupos; en el dia 15, n = 4 en el grupo A, 2 en el
grupo B, 1 en el grupo Cy 3 en el grupo D

AUC,.12, area bajo la curva de concentracion plasmatica de tiempo 0 hasta 12 horas después de la administracion; AUCo.,
area bajo la curva de concentracidon plasmatica-tiempo desde O hasta la Ultima concentracion medible; la concentracién
plasmatica maxima observada; CV: coeficiente de variacion; geo. Media, media geométrica; n: nimero de sujetos; SD,
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desviacion estandar; Tmax, tiempo hasta la concentracion plasmatica maxima observada; ti2, vida media

Ejemplo 6
Resultados de Modelacién PK/PD

En el caso de la mayoria de las farmacos, la fracciéon de una dosis administrada por via oral que se elimina y se
metaboliza por el higado antes de alcanzar la circulacién sistémica (es decir, efecto de primer paso) no se considera
biodisponible, ya que no entra en la circulacion sistémica y por lo tanto no es capaz de alcanzar su 6rgano o receptor
de objetivo. Sin embargo, esto no es el caso para los farmacos de secuestro de amoniaco descritos en esta
invencion. Desde los hepatocitos y, posiblemente, los enterocitos contienen las enzimas necesarias para la
conversion de PBA de PAAy la conversion de PAA a PAGN y desde la glutamina esté presente en el esplacnico, asi
como la circulacion sistémica, es probable que PBA se puede convertir en PAGN antes de alcanzar la circulacién
sistémica (es decir, "presistémica") y que esta PBA es plenamente eficaz con respecto al secuestro de amoniaco
(Figura 6); es decir, totalmente activa. Para comprobar esta posibilidad, el modelado PK/PD utilizando NONMEM VI
(Icon, Ellicot City, MD.) se llevé a cabo en los datos de plasma y metabolito urinario (mas de 5000 puntos de datos)
de los estudios clinicos antes descritos con adultos sanos, pacientes con cirrosis y sujetos UCD. Los resultados de
este modelado PK/PD han validado el modelo representado en la Figura 3. Ademas, el modelado ha verificado que
NPH-100 exhibe caracteristicas de liberacion lenta en comparacion con PBA de sodio y proporcionado una
explicacién para la mala correlacién entre los niveles sanguineos de PBA/PAA y el amoniaco y la importancia de
PAGN urinaria es un ajuste de dosis. Las principales conclusiones derivadas del modelado PK/PD fueron las
siguientes

1. PBA se absorbe mas lentamente (40% mas rapido) desde el intestino después de la administracién de
NPH-100 frente a PBA de sodio (constantes de velocidad de absorcién y la vida media de absorcion de
NPH-100 y PBA de sodio son 0,544 h™ vs 1,34 y 1,27 h vs. 0,52 h, respectivamente).

2. Los niveles plasmaticos mas bajos de PBA después de la administracion de NPH-100, en comparacion
con PBA de sodio, de los resultados anteriores que indican una cantidad fraccionadamente mayor de PBA
(31% vs. 1%) que se convierte pre sistémicamente (a PAA y PAGN) siguiente a la administracion de NPH-
100 que Na PBA.

3. En un conjunto de datos que contiene individuos sanos, cirréticos y UCD, el diagnéstico fue introducido
como covariable sobre la biodisponibilidad estimada de NPH-100 revelando una biodisponibilidad de 32%

menor estimada de PBA en adultos sanos en comparacién con pacientes adultos con UCD. Los pacientes
cirréticos y UCD tenian biodisponibilidad PBA similar después del tratamiento NPH-100.

Ejemplo 7

Estudio ADME en tres monos cinomolgos
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Para evaluar el manejo preclinico de farmacos de secuestro de amoniaco, 600 mg/kg de cualquiera de PBA de sodio
etiquetado de radio o etiquetado con radio NPH-100 administrada como una dosis Unica de 3 monos cinomolgos.
Estos monos se eligieron porque, al igual que los seres humanos (y a diferencia de la mayoria de otras especies),
metabolizan PAA a PAGN y por lo tanto proporcionan un modelo Util para probar profarmacos de PAA. Este estudio
corroboran los hallazgos clinicos que se resumen en los Ejemplos 1-3, incluyendo los siguientes: (a) la dosificacion
con PBA de sodio oral o NPH-100 oral no dio como resultado 100% de conversion en PAGN urinaria, (b) PBA de
plasma y niveles de sangre PAA no se correlacionaron consistentemente con actividad de eliminacién de amoniaco
como se refleja por la salida de PAGN urinaria, y (c) NPH-100 exhibieron caracteristicas de liberacion lenta en
comparacion con PBA de sodio.

PBA y PAA etiquetadas por radio entraron en la circulacion sistémica lentamente tras la administracion de NPH-100
etiquetada por radio [se logr6 Cmax para PBA 1,5 horas después de la dosificacion (52,2 pg/mL) y Cmax para PAA 8
horas después de la dosificacion (114 pg/ml)], lo que corrobora los hallazgos observados en los seres humanos
(entre ellos el modelado PK/PD), y esencialmente no NPH-100 aparecié en la circulacion sistémica o en las
excreciones. Alrededor del 90% de material radiactivo derivado de NPH-100 que se excreta en la orina era PAGN,
que representan el 39% de la NPH-100 administrada. Por el contrario, cuando se administré por via oral PBA de
sodio, PAGN representd soélo el 23% del material radiomarcado, y PBA no cambiada representé el 48% de la dosis
administrada de PBA de sodio oral. Por lo tanto PBA de sodio oral, se utiliz6 menos eficientemente que NPH-100, y
una cantidad inesperadamente alta de PBA se excretd sin cambios.

Ejemplo 8

Consideraciones bioldégicas y anatémicas

A diferencia de la mayoria de los farmacos que actdan sobre un érgano /célula/receptor diana (etc.) perfundidos por
la sangre sistémica, farmacos secuestrantes de amoniaco de los tipos contemplados en la presente invencién no
actian en un érgano diana, sino que actlan a través de la combinacién de PAA con glutamina para formar PAGN
(Figura 6). Al estar la glutamina presente en el esplacnico, asi como la circulacién sistémica y puesto que el higado
es un érgano metabdlicamente activo capaz de catalizar todas las etapas implicadas en la conversién de NPH-100 o
PBA a PAA y después a PAGN, los datos acumulados hasta la fecha, incluyendo el modelado PK/PD, asi como la
consideracion anatémica nos llevan a la conclusion de que la formacion de PAGN de PBA/PAA se produce a un
grado significativo antes de que PBA/PAA llegue a la circulacién sistémica (por ejemplo, dentro del higado). Esto es
especialmente cierto cuando NPH-100 se administre como profarmaco PBA. Esto explica la mala correlacion entre
los niveles plasmaticos y efectos de captura de amoniaco y lleva a la conclusion de que el ajuste de la dosis y la
dosis de estos profarmacos PBA debe basarse en excrecion urinaria de PAGN y nitrégeno urinario total. La figura 6
ilustra como esto ocurre.

Para ciertos ensayos clinicos, en particular para la comparacion de NPH-100 a PBA, NPH-100 se administrara a una
dosis que es equivalente (equimolar) a una cantidad de PBA de sodio que se consideraria adecuado para el
paciente en particular; y la dosis puede entonces ajustarse por los métodos descritos en el presente documento. Por
ejemplo, el rango de dosis de NPH-100 se coincidira con el equivalente molar de PBA del rango de dosis de PBA de
sodio aprobada (fenilbutirato de sodio) (NaPBA). NPH-100 sera administrada tres veces al dia (TID) con las
comidas. Tenga en cuenta que la conversion de la dosis de NaPBA a la dosis de NPH-100 implica correccién por
sus diferentes formas quimicas (es decir NPH-100 consiste en glicerol en unién de éster con 3 moléculas de PBA y
no contiene sodio) (NaPBA [g] x 0,95 = NPH-100 [g]), asi como correccion para la gravedad especifica de NPH-100,
que es 1,1 g/mL.

Intervalos de dosis de NPH-100 que corresponden a do  sis diarias recomendadas de PBA de sodio

PBA de Sodio NPH-100 NPH-100
Dosis Equivalente de PBA (mg) Dosis Equivalente de PBA
(mL)
450-600 mg/kg/dia 428 - 570 mg/kg/dia 0,39-0,52 mL/kg/dia
(pacientes < 20 kg)
9,9-13,0 g/rn2/dia 9,4 - 12,4 g/m2/dia 8,6-11,2 mL/m2/dia
(pacientes > 20 kg)
Dosis diaria maxima: 20 g Dosis diaria maxima: 19 g 17,4 mL

! 20g de PBA de sodio contiene ~17,6 g de acido fenilbutirico;
19 g de NPH-100 contiene 17,6 g de acido fenilbutirico

Ejemplo 9

A partir de una determinacién de dosis y ajuste de dosis de NPH-100
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Un paciente que tiene un estado de retencién de nitrégeno (por ejemplo, un trastorno del ciclo de urea heredado o
cirrosis) que actualmente no estan siendo tratados con un agente de eliminacién de amoniaco como descrito en esta
invencion se determina clinicamente para estar en necesidad de tal tratamiento. Esta determinacion clinica se basa
en una variedad de factores (por ejemplo, signos y sintomas de HE en pacientes con cirrosis, niveles de amonio en
sangre elevados).

La dosis inicial se basa en consideraciones clinicas, incluyendo la estimacion de la capacidad de la urea residual
sintética (se presume que un bebé con UCD que sufre hyperammonia en los primeros dias de vida no tiene
capacidad significativa de sintesis de la urea) y la ingesta de proteinas de la dieta apropiada (es decir, los bebés con
UCD requieren un aumento de proteinas en la dieta para apoyar el crecimiento del cuerpo, pero la restriccion de
proteinas en la dieta a largo plazo en pacientes con cirrosis es generalmente ineficaz o contraproducente, y la
metodologia descrita en esta invencion. Por ejemplo, un adulto con capacidad de sintesis de la urea residual limitada
es tratada con una dosis inicial de NPH-100 de 19 g por dia y se coloca en una dieta limitada de proteinas que
contiene aproximadamente 25 g de proteina por dia. La produccion diaria de orina del paciente de PAGN se
supervisa. La ingesta diaria de NPH-100 iguala a 19 g de NPH-100, en un peso molecular de ~530, el cual es 0,0358
mol NPH-100. Cada mol de NPH-100 te6ricamente se puede convertir en tres moles de PAA y por lo tanto tres
moles de PAGN, por lo que la dosis diaria de 19 g de NPH-100 podria producir 0,108 mol de PAGN in vivo. Si se
convierte completamente en PAGN y toda la PAGN se excreta en la orina, la cantidad teérica de PAGN seria 28,4 g
por dia, lo que seria suficiente para mediar en la excreciéon de nitrogeno residual resultante de ~41 gramos de
proteina de la dieta, suponiendo que 16% de proteinas de la dieta es nitrégeno y ~47% de nitrdgeno de la dieta se
excreta como nitrégeno residual (ver Brusilow).

Sin embargo, como se demuestra en el presente documento, NPH-100 se convierte tipicamente en PAGN urinaria
con una eficiencia de aproximadamente 60% a 75% (tipicamente una conversidon de aproximadamente 60% se
encontré en los pacientes UCD; conversion en pacientes cirréticos era aproximadamente el 75%), por lo tanto el
médico podria esperar observar aproximadamente 17 g de la produccion PAGN urinaria por dia a partir de esta
dosis de NPH-100. Esto corresponde a 25 gramos de proteina de la dieta que es similar a la cantidad prescrita, pero
menos de la cantidad tedrica (41 gramos) que se podria haber esperado que esta dosis de NPH-100 explicara
tedricamente. Asi, el ajuste para una eficiencia del 60-75% afecta significativamente el programa de tratamiento
global, y saber qué eficiencia se puede esperar permite que el médico responsable del tratamiento evite aplicar al
paciente una dieta que contenga demasiada proteina para que el paciente pueda manejar esta dosis de NPH-100.

Al hacerle el seguimiento al paciente, si el médico observa una produccién de PAGN urinaria mayor de lo esperado,
la dosis de NPH-100 se reducira proporcionalmente; asi, si se observa 21 g de PAGN urinaria por dia, el médico
reducira la dosis de NPH-100 a (17/21)*19 g = 15 g. Del mismo modo, si la salida de PAGN urinaria es inferior a la
cantidad esperada, como por ejemplo 12 g por dia, la cantidad de NPH-100 se incrementaria: si se observa 12 g y
se espera 17, el médico podria ajustar la dosis de NPH-100 a (17/12)*19 g = 27 g de NPH-100 por dia, si esa dosis
esta dentro de un margen que se considera segura para su administracion al paciente. O bien la dosificacion de
NPH-100 o la ingesta de proteinas de la dieta se podria ajustar para optimizar el plan de tratamiento para este
sujeto.

De manera opcional, la salida de PAGN urinaria se puede determinar como una proporcion de la concentracion
urinaria PAGN a la concentracion de creatinina en orina; los niveles de creatinina son tipicamente lo suficientemente
estables como para que un individuo dado para que se proporcione un factor de normalizacion para el volumen de
orina de manera que en lugar de determinar la PAGN urinaria diaria total, el médico puede estimar la PAGN urinaria
diaria total del examen de una Unica muestra de orina.

El médico también puede monitorizar los niveles plasmaticos de amoniaco y la ingesta de proteinas de la dieta del
paciente para determinar si la ingesta de proteinas dietética y tratamiento farmacéutico del paciente combinado
produce el efecto terapéutico apropiado. La ingesta dietética de proteina o la dosis del farmaco o ambos podrian
ajustarse para alcanzar un nivel normal o deseado de amoniaco de plasma, por ejemplo, un nivel por debajo de
aproximadamente 40 umol/L. Sin embargo, como se demuestra por las observaciones descritas en el presente
documento, el médico no usaria los niveles plasmaticos de PAA o PBA para ajustar la dosis de NPH-100 o de otra
manera a guiar el tratamiento, ya que esos niveles no se correlacionan bien con el efecto de amoniaco de secuestro
de NPH-100 administrada.

Si se determina que la dosis de 19 g de NPH-100 es insuficiente (por ejemplo, el paciente requiere un aumento de la
proteina de la dieta que daria lugar a la excrecién de nitrégeno residual inferior o igual a su capacidad de sintesis de
urea y excrecion de PAGN), la dosis de NPH-100 se incrementaria lo suficiente como para cubrir la proteina de la
dieta necesaria y la misma metodologia de ajuste de dosis basada en la excrecién urinaria PAGN se aplicaria para
determinar aquella dosis de NPH-100.

En un sujeto que tiene poca o ninguna capacidad de sintesis de urea, donde esencialmente todo el nitrogeno

urinario podria ser explicado por PAGN, el efecto de secuestro de amoniaco puede ser monitorizado mediante la
determinacién de nitrégeno urinario total (TUN), en lugar de la medicién directa de los niveles de PAGN en la orina.

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2593378 T3

Opcionalmente, el TUN se puede utilizar como una medicién de la capacidad de sintesis de urea, restando la
cantidad de nitrégeno presente como PAGN.

Ejemplo 10

Determinacion de una dosis de NPH-100 para un paciente que ya estd en PBA de sodio

Un paciente con una UCD que ya esta en PBA de sodio quien ha de ser transicionado a NPH-100 se someteria a
evaluacion de proteinas de la dieta y la medicion de excrecion de PAGN urinaria.

Si el paciente se juzga adecuado para ser controlado con PBA de sodio, a continuacion la dosis inicial de NPH-100
seria la cantidad necesaria para aplicar la misma cantidad de PAA (por ejemplo, 19 gramos de NPH-100
corresponderia a 20 gramos de PBA de sodio ). El ajuste posterior de dosis se basa en la medicion repetida de
PAGN urinaria, asi como la evaluacion de proteinas de la dieta y el amoniaco. Sin embargo, como se demuestra por
las observaciones descritas en el presente documento, el médico no utilizaria niveles plasmaticos de PAA o PBA ya
sea para determinar la dosis inicial de NPH-100 o para ajustar la dosis de NPH-100 o de otro modo guiar el
tratamiento, ya que esos niveles no se correlacionan bien con el efecto de eliminacién de amoniaco de la NPH-100
administrada.

Si se determina que el paciente esta adecuadamente controlado con la PBA de sodio, a continuacion la dosis inicial
de NPH-100 seria seleccionada para suministrar una cantidad de PAA mayor que la dosis de PBA de sodio siempre
y cuando dicha dosis de NPH-100 se considere conveniente. El ajuste de dosis posterior se basa en la medicion
repetida de PAGN urinaria, asi como la evaluaciéon de las proteinas de la dieta y el amoniaco de plasma. Sin
embargo, como se demuestra por las observaciones descritas en el presente documento, el médico no utilizaria los
niveles plasmaticos de PAA o PBA ya sea para determinar la dosis inicial de NPH-100 o para ajustar la dosis de
NPH-100 o de otro modo guiar el tratamiento, ya que esos niveles no se correlacionan bien con el efecto de
eliminacion de amoniaco de la NPH-100 administrada.

De manera opcional, por ejemplo, en un paciente UCD "fragil" con una historia de episodios repetidos de
hiperamonemia, la conversion de PBA de sodio para NPH-100 puede ocurrir en mas de un paso, por lo que, en cada
paso, la dosis de PBA de sodio se reduciria en una cantidad correspondiente a la cantidad de PAA entregada por la
dosis incremental de NPH-100.

Si se determina que la dosis de NPH-100 ue es insuficiente (por ejemplo, el paciente requiere un aumento de la
proteina de la dieta que daria lugar a la produccién de nitrégeno residual inferior o igual a su capacidad de sintesis
de urea y excrecion de PAGN), la dosis de NPH-100 se incrementa suficientemente para cubrir la proteina de la
dieta necesaria y la misma metodologia de ajuste de dosis basado en la excrecién urinaria de PAGN se aplicaria.

Los ejemplos que se exponen en el presente documento son sélo ilustrativos, y no deben considerarse como
limitantes de la invencion.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para determinar una dosificacion inicial eficaz de glicerilo tri-[4fenilbutirato] (NPH-100) para un
paciente en necesidad de tratamiento para un trastorno de retencién de nitrégeno que comprende:

la determinacién de una produccion deseada de glutamina de fenilacetilo urinaria (PAGN) sobre la base de una
produccién deseada de nitrégeno;y el calculo de una dosis inicial eficaz de glicerilo tri[4-fenilbutirato] (NPH-
100) para producir la produccion deseada de PAGN, en la que la dosis inicial efectiva se calcula sobre la base
de una conversién media de glicerilo tri-[4 fenilbutirato] (NPH-100) para PAGN urinaria de 60% a 75%.

2. El método de la reivindicacion 1, en el que uno o mas de los siguientes casos concurre:

a) la produccion de PAGN urinaria se determina como una proporcién de la concentracion de PAGN urinaria de
creatinina en orina; b) el trastorno de la retencién de nitrégeno es encefalopatia hepatica crénica o un trastorno
del ciclo de la urea; y ¢) la administraciéon de la dosis eficaz de glicerilo tri-[4fenilbutirato] (NPH-100) para el
paciente produce un nivel normal de amoniaco de plasma en el paciente.

3. Un método para determinar una dosificacion eficaz de glicerilo tri-[4fenilbutirato] (NPH-100) para un paciente que
tiene un trastorno de la retencion de nitrégeno que comprende el célculo de la dosis de glicerilo tri-[4-fenilbutirato]
(NPH-100) necesario para alcanzar un nivel objetivo de producciéon de glutamina de fenilacetilo urinaria (PAGN)
sobre la base de una conversién media de glicerilo tri-[4 fenilbutirato] (NPH-100) en PAGN urinaria de 60% a 75%.

4. El método de la reivindicacion 1, en el que la produccion deseada de nitrégeno tiene en cuenta una o ambas de la
ingesta de proteinas de la dieta del paciente y la capacidad de sintesis de la urea residual.

5. Un método para determinar una dosificacion eficaz de glicerilo tri-[4fenilbutirato] (NPH-100) para un paciente que
tiene un trastorno de retencion de nitrégeno, que comprende:

a) la determinacion de la capacidad de sintesis de la urea residual del paciente;

b) la determinacién de la ingesta de proteinas de la dieta del paciente;

¢) la estimacion a partir de a) y b) de la produccion deseada de glutamina de fenilacetilo urinaria del paciente
(PAGN); y

d) la determinacion de una cantidad de glicerilo tri-[4-fenilbutirato] (NPH-100) necesaria para dar lugar a la
produccion deseada de PAGN urinaria basada en una conversion media de glicerilo tri-[4-fenilbutirato] (NPH-
100) para PAGN urinaria de 60% a 75%.

6. Glicerilo tri-[4-fenilbutirato] (NPH-100) para uso en un método para tratar a un paciente que tenga un trastorno de
retencién de amoniaco con una dosificacién adecuada de glicerilo tri-[4-fenilbutirato] (NPH-100), en el que el método
comprende:

a) la determinacion de la capacidad de sintesis de la urea residual del paciente;

b) la determinacién de la ingesta de proteinas de la dieta del paciente;

c) la estimacién a partir de a) y b) de la produccién deseada de glutamina de fenilacetilo urinaria del paciente
(PAGN);

d) la determinacion de una dosificacién adecuada de glicerilo tri-[4-fenilbutirato] (NPH-100) necesaria para dar
lugar a la produccion de PAGN urinaria en funcién de la conversion media de glicerilo tri-[4-fenilbutirato] (NPH-
100) en la PAGN urinaria de 60% a 75%; y

e) la administracién al paciente de la dosis adecuada de glicerilo tri-[4-fenilbutirato] (NPH-100).

7. Un método para la transicion de un paciente que recibe tratamiento con una cantidad inicial de fenilacetato o
fenilbutirato a una cantidad de sustitucién de glicerilo tri-[4-fenilbutirato] (NPH-100) que comprende:

la determinacion de la cantidad de sustitucion de glicerilo tri-[4-fenilbutirato] (NPH-100) para reemplazar la
produccién de nitrégeno urinaria de al menos una porcién de la fenilacetato o fenilbutirato, en donde la cantidad
de sustitucion se calcula basandose en una conversion media de glicerilo tri-[4-fenilbutirato] (NPH-100) para
glutamina de fenilacetilo (PAGN) de 60% a 75%;

la sustitucion de la cantidad de sustitucion de glicerilo tri-[4-fenilbutirato] (NPH-100) para el fenilacetato o
fenilbutirato; y, opcionalmente

el control de la cantidad de PAGN urinaria excretada por el paciente para evaluar la eficacia de la cantidad de
sustitucion de glicerilo tri-[4 fenilbutirato] (NPH-100).

8. glicerilo tri-[4-fenilbutirato] (NPH-100) para uso en un método de tratamiento de un paciente con un trastorno de la
retencién de nitrdgeno, en el que el método comprende:
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a) la determinacion de una produccion deseada de glutamina de fenilacetilo urinaria (PAGN) basada en una
produccién deseada de nitrégeno;

b) el célculo de una dosificacién eficaz de glicerilo tri-[4-fenilbutirato] (NPH-100) en base a una conversion
media de glicerilo tri-[4-fenilbutirato] (NPH-100) para PAGN urinaria de 60% a 75%; y

c¢) la administracion de la dosis eficaz de glicerilo tri-[4-fenilbutirato] (NPH-100) para el paciente.

9. El método de la reivindicacion 6, en el que el paciente es un paciente con una capacidad clinicamente significativa
de urea residual, y el glicerilo tri-[4 fenilbutirato] (NPH-100) se administra en dos o tres dosis por dia.
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Figura 2
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circutacion central sistémica,

Modelacion PE/PD de PEAPAAPAGN/UPAGH
-hesrcamiento canvenclonal -

HPN-100 o Hot:

Buphonyld Este modelo sélo permite |a conversién de PBA a
- PAA & PAGN en el compariimento sistémico

Dosis Oral (etiquetado "central”) de plasma. Se presume que la

e \ biodisponibilidad y efecto farmacologico estén
| mesne 1 relacionados directamente a concentraciones de

metabolito de plasma

100% i 100% Fondo i

PA VP8 s v | VP | PO (P9 [ paaipoat) |

=, |

AIB, exponencial e T &
Covariable Retraso

BSANT VW1, VM2, VPR, VPA, VPG

30



ES 2593 378 T3

Figura 3

Un modehs farmacoldgios ol nico modficeda, como s& describe &n esia salicitud en el gue un agente secuestrante de
amontaco convertido en PAGN antes de alcanzar cirodacidn sistémeca es plenamente schivo con respecto a la
ecreciin de nitndgens residual. Como corpieno, concentreciones de metabolitos en 18 circolaciin sistémica no
correlaconan consistenemeants con el efecto farmecoldghoe.
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Figura 5

Relacksn entre los iveles de amonio en sangre (&res ¢e tiempo normalizado parcial bajo ta curva [ALC parciad])y la

de orina de PAGMN en 10 sujelos durante & ratamiento en eslado estactonano con NPH-100 o PBA de
sodio. AUC parclales se representan graficamente frente al Bempo comespondiente de la recopgide de onina, gQue
varid de 6.8 12 horas.

0
L]
& -
c &
.'=: —
3 3
g & ’
S 2 8
i3 E
]
52 e 53
L ] 3
Eg -
¢ s
LN
[ =]

120
100 +

33



ES 2593 378 T3

Figura &
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sisfémica para efercer un efecto. PAA convertiso en PAGN antes de sicanzad Is ciroulacidn sistémica (por ejemgso,

en el higado) sigue slendo eficaz en 1a mpleza de amoniaco del cuenpo
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Flgura 9a

Figura 8 representa |a fafla de comelacion entre ks dosts de farmacos y PBA de plasma (Ba) y PAA de plasme (Bb),
COM@Erado con una comelacsin significativa con produccidn unnans de PAGH {Bd)

i
U

nan weeg
AEEaae

120 4B T BAREW
e

37



ES 2593 378 T3

Figura 3b
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Dosis U-PACN y NPH
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Figura 10
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Flgura 11
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Figura 12

Mivetes de amoniaco de plasma {drea de normalizackdn temporal bajo la cuerve TN-ALC) en 10 pacentss LCD

tratedos duranie siele dias con PBA de sodio (BUP) seguidos por siste dies con una dosis equimosdar de PEA de

WPH-100.
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Figurs 13

Amonlaco (THN-AUC) después de T dias de tratamiento
con BUPHENYL y NPH-100
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Niveies medios oe amoniaco de plasma |area de normalizacion temporal bajo & curva [TN-AUC]) en 10 pacientes
UCD tratsdos durante siele diss con PEA de sodio seguidos por siete dias con una dosis equimolar de PEA de
WPH-100,
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