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DESCRIPCION
Sulforafano estabilizado
Antecedentes de la invencion

La presente invencion se refiere en general al sulforafano estabilizado y a analogos de los mismos. La presente
invencion se refiere ademas en general a métodos de estabilizacion de sulforafano y analogos de los mismos.

Se ha demostrado que los isotiocianatos, tales como fenetil isotiocianato (PEITC) y sulforafano, inhiben la
carcinogénesis y tumorigénesis y, como tales, son agentes quimiopreventivos utiles contra el desarrollo y la proliferacion
de canceres. Estos compuestos funcionan en una variedad de niveles. En particular, se ha demostrado que inhiben la
carcinogénesis mediante la inhibicién de las enzimas del citocromo P450, que oxidan compuestos tales como el
benzo[a]pireno y otros hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAH) en dioles epoxi mas polares que luego pueden
causar mutacion e inducir el desarrollo del cancer. Se ha demostrado que el isotiocianato de fenetilo (PEITC) induce la
apoptosis en ciertas lineas celulares cancerosas y, en algunos casos, incluso es capaz de inducir la apoptosis en
células que son resistentes a algunos farmacos quimioterapéuticos actualmente usados.

El sulforafano, como se discutid6 anteriormente, se conoce como un compuesto anticanceroso y antimicrobiano
encontrada en las verduras cruciferas tal como repollo, brécoli, brotes de brécoli, coles de Bruselas, coliflor, brotes de
coliflor, col china, col rizada, clase de repollo, rdcula, colinabo, mostaza, nabo, rabano rojo y berros. En la planta, esta
presente en forma enlazada como la glucorafanina, un glucosinolato. El sulforafano a menudo se forma a partir de la
glucorafanina en el dafio de las células vegetales a través de una reaccion enzimatica.

Se conocen en la técnica diversos métodos de sintesis de produccion de sulforafano. El sulforafano se sintetizé ya en
1948 por Schimd and Karrer (Schimd H. and Karrer, P., Helvetica Chimica Acta. 1948; 31; 6: 1497-1505). La sintesis de
Schimd da como resultado una mezcla racémica. Otros métodos de sintesis de sulforafano desarrollados desde 1948
también tienden a dar como resultado mezclas racémicas de sulforafano. Adicionalmente, el sulforafano se conoce
como un aceite inestable. Debido a su inestabilidad, el sulforafano es dificil de fabricar y distribuir.

Las ciclodextrinas son una familia de oligosacaridos ciclicos compuestos por 5 o mas unidades de a-D-glucopiranésido
unidas por 1-4. La ciclodextrina bien caracterizada mas grande contiene 32 unidades de 1,4-anhidroglucopiranésido,
mientras que (como una mezcla poco caracterizada) también se conocen oligosacaridos ciclicos de 150 miembros (y
mayores).

Las ciclodextrinas son capaces de formar complejos huésped-huésped con moléculas hidréfobas dada la naturaleza
Unica impartida por su estructura. Las ciclodextrinas incluyen un exterior que es suficientemente hidroéfilo para impartir
solubilidad en agua a la ciclodextrina. Se sabe que el interior de la ciclodextrina es hidréfilo, pero se puede considerar
hidréfobo con respecto al exterior de la ciclodextrina.

Las ciclodextrinas naturales, en particular beta-ciclodextrina, tienen una solubilidad acuosa limitada y su formacion de
complejo con farmacos lipdfilos a menudo da como resultado la precipitacion de complejos sdlidos de farmaco-
ciclodextrina. De este modo, la solubilidad de la beta-ciclodextrina en agua es solo de aproximadamente 18.5 mg/mL a
temperatura ambiente. Esta baja solubilidad acuosa esta asociada, al menos parcialmente, con un fuerte enlace de
hidrégeno intramolecular en la red cristalina de ciclodextrina. La sustitucion de cualquiera de los grupos hidroxilo
formadores de enlaces de hidrégeno, incluso por unidades estructurales hidréfobas tales como grupos metoxi,
aumentara la solubilidad acuosa de beta-ciclodextrina. Ademas, dado que estas manipulaciones frecuentemente
producen grandes cantidades de productos isoméricos, la modificacion quimica puede transformar las ciclodextrinas
cristalinas en mezclas amorfas aumentando su solubilidad acuosa.

Los derivados de ciclodextrina de interés farmacéutico actual incluyen los derivados de hidroxipropilo de alfa, beta y
gamma-ciclodextrina, sulfoalquiléter ciclodextrinas tales como sulfobutiléter beta-ciclodextrina, ciclodextrinas alquiladas
tales como la beta-ciclodextrina aleatoriamente metilada, y diversas ciclodextrinas ramificadas tales como glucosil- y
maltosil-beta-ciclodextrina T. Loftsson and M. E. Brewster, "Cyclodexirins as pharmaceutical excipients”, Pharm.
Technol. Eur., 9(5), 26-34 (1997); T. Loftsson and M. E. Brewster, "Pharmaceutical applications of cyclodextrins. |. Drug
solubilization and stabilization", J. Pharm. Sci. 85(10), 1017-1025 (1996); R. A. Rajewski and V. J. Stella,
"Pharmaceutical applications of cyclodextrins. 2. In vivo drug delivery", J. Pharm. Sci. 85(11), 1142-1169 (1996); T. Irie
and K. Uekama, "Pharmaceutical applications of cyclodextrins. 3. Toxicological issues and safety evaluation", J. Pharm.
Sci., 86(2), 147-162 (1997); V. J. Stella and R. A. Rajewski, "Cyclodextrins: their future in drug formulation and delivery",
Pharm. Res., 14(5), 556-567 (1997); T. Loftsson, "Increasing the cyclodextrin complexation of drugs and drug
bioavailability through addition of water-soluble polymers", Pharmazie, 53, 733-740 (1998)).

En las soluciones acuosas, las ciclodextrinas forman complejos con muchos farmacos a través de un procedimiento en
el que las moléculas de agua localizadas en la cavidad central son reemplazadas por ya sea la molécula completa del
farmaco, o mas frecuentemente, por alguna porcion lipéfila de la estructura del farmaco. Una vez incluidos en la cavidad
de ciclodextrina, las moléculas del farmaco se pueden disociar por dilucién compleja, reemplazando el farmaco incluido
por alguna otra molécula apropiada (tal como lipidos dietéticos o sales biliares en el tracto Gl) o, si el complejo se
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encuentra en estrecha aproximacion a una membrana bioldgica lipdfila (tal como la membrana mucosa del tracto Gl), el
farmaco se puede transferir a la matriz para la que tiene la mayor afinidad. Es importante destacar que, dado que no se
forman o rompen enlaces covalentes durante la formacion del complejo farmaco-ciclodextrina, los complejos estan en
equilibrio dinamico con moléculas de farmaco y ciclodextrina libres (R. A. Rajewski and V. J. Stella, "Pharmaceutical
applications of cyclodextrins. 2. In vivo drug delivery", J. Pharm. Sci. 85(11), 1142-1169 (1996)).

Se han aplicado diversos métodos para la preparacion de complejos de farmaco-ciclodextrina (T. Loftsson and M. E.
Brewster, "Pharmaceutical applications of cyclodextrins. |I. Drug solubilization and stabilization", J. Pharm. Sci. 85(10),
1017-1025 (1996); T. Loftsson and M. E. Brewster, "Cyclodextrins as pharmaceutical excipients", Pharm. Technol. Eur.,
9(5), 26-34 (1997)). En solucion, los complejos se preparan usualmente mediante la adicién de una cantidad en exceso
del farmaco a una solucion acuosa de ciclodextrina. La suspension formada se equilibra (durante periodos de hasta una
semana a la temperatura deseada) y luego se filtra o se centrifuga para formar una solucién clara de complejo de
farmaco-ciclodextrina. Dado que la etapa de determinacion de la velocidad en la formacion del complejo es a menudo la
transicion de fase a fase de la molécula del farmaco, a veces es posible acortar este procedimiento mediante la
formacion de soluciones sobresaturadas mediante sonicacion seguida de precipitacion.

Para la preparacion de los complejos sdlidos, el agua se puede eliminar de las soluciones acuosas de farmaco-
ciclodextrina por evaporacion o sublimacion, por ejemplo, secado por pulverizacion o liofilizacién. También se pueden
aplicar otros métodos para preparar complejos sélidos de farmaco-ciclodextrina que incluyen métodos de amasado,
coprecipitacion, neutralizacion y técnicas de trituracion. En el método de amasado, el farmaco se afiade a una lechada
acuosa de una ciclodextrina escasamente soluble en agua tal como betaciclodextrina. La mezcla se puede mezclar a
fondo, a menudo a temperaturas elevadas, para producir una pasta que luego se seca. Esta técnica se puede modificar
con frecuencia de modo que pueda realizarse en una sola etapa con la ayuda de mezcladores comercialmente
disponibles que puedan funcionar a temperaturas superiores a 100 °C y al vacio. El método de amasado es un medio
rentable para preparar complejos solidos de ciclodextrina de farmacos escasamente solubles en agua. La
coprecipitacion de un complejo de ciclodextrina a través de la adicién de solvente organico también es posible.
Desafortunadamente, los solventes organicos usados como precipitantes a menudo interfieren con la formacion de
complejos, lo que hace que este enfoque sea menos atractivo que el método de amasado. Se ha descubierto que
algunos solventes organicos en algunas condiciones especificas, por ejemplo, soluciéon acuosa de acido acético al 10%
(v/v), puede potenciar la formacion de complejos. Los complejos solidos de farmacos ionizables se pueden preparar
algunas veces mediante el método de neutralizacion en el que el farmaco se disuelve en una solucion acuosa de
ciclodextrina acida (para farmacos basicos) o basica (para farmacos acidos). La solubilidad del farmaco se reduce a
continuacion mediante ajustes de pH apropiados (esto es, la formacién del farmaco sin unién) para expulsar el complejo
de la solucion. Finalmente, se pueden formar complejos de farmaco-ciclodextrina sélidos mediante el triturado de una
mezcla fisica del farmaco y ciclodextrina y luego calentar la mezcla en un recipiente sellado a 60 a 90 °C.

Resumen de la invencion

En un aspecto, la invencién es un método de estabilizacién de sulforafano. EI método incluye poner en contacto el
sulforafano y W6 (alfa) ciclodextrina para formar un complejo entre el sulforafano y la W6 (alfa) ciclodextrina, en el que
la etapa de contacto del sulforafano y la W6 (alfa) ciclodextrina comprende afiadir sulforafano a una solucion saturada
de W6 (alfa) ciclodextrina en agua y permitir que el complejo de sulforafano y W6 (alfa) ciclodextrina precipite de la
solucion.

También se describe en este documento, una composicion que incluye un complejo de sulforafano y una ciclodextrina.

También se describe en este documento, una composicién que incluye un complejo de un analogo de sulforafano y una
ciclodextrina.

También se describe en este documento una composicion farmacéutica. La composicién farmacéutica incluye un
complejo de ciclodextrina y sulforafano, o un analogo de sulforafano, y un excipiente.

También se describe en este documento una composicidon nutracéutica. La composicion nutracéutica incluye un
complejo de ciclodextrina y sulforafano, o un analogo de sulforafano, y un excipiente.

Breve descripcion de los dibujos
La figura 1 es un esquema de reaccion representativo segun la presente invencion.
La figura 2 es un esquema de reaccion representativo segun la presente invencion.

La figura 3 es una tabla que muestra datos de estabilizacion de formulaciones formadas segun la presente invencion y
almacenadas a temperatura ambiente.

La figura 4 es una tabla que muestra datos de estabilizacion de formulaciones formadas segun la presente invencion y
almacenadas en recipientes abiertos a 40 °C.
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La figura 5 es una tabla que muestra datos de estabilizacion de formulaciones formadas segun la presente invencion y
almacenadas en un congelador.

La figura 6 es una tabla que muestra datos de estabilizacién a largo plazo de composiciones de alfaB segun la presente
invencion.

La figura 7 es una tabla que muestra datos de estabilizacion a largo plazo de composiciones de alfaC segun la presente
invencion.

La figura 8 es una tabla que muestra datos de estabilizacion a largo plazo de composiciones de betaB segun la presente
invencion.

Descripcion detallada de varias realizaciones

La figura 1 representa un método mejorado para formar sulforafano. En una realizacion, la ftalimida de potasio y el
dibromuro de tetrametileno se pueden combinar para formar bromobutilftalimida (Intermedio A). La bromobutilftalimida
se puede combinar entonces con metil mercaptano (MeSH) en presencia de metanol y sodio para formar el intermedio
B. Después del secado, el intermedio B se puede combinar con peroxido de hidrégeno y metil tert-butil éter (MTBE) para
formar una mezcla racémica del intermedio C.

Para formar un intermedio C enantioméricamente rico (Figura 2), y finalmente un sulforafano enantioméricamente rico,
la reaccion de oxidacion asimétrica (Sharpless modificada) puede incluir la adicion de un reactivo Sharpless, tal como
una mezcla 1: 1: 2 de isopropoéxido de titanio (IV), tartrato de dietilo e hidroperéxido de t-butilo. En otra realizacion, el
reactivo Sharpless puede ser una mezcla 1: 2: 1: 1 de isopropoxido de titanio (IV), tartrato de dietilo, agua e
hidroperéxido de t-butilo a -20°C en un solvente, tal como diclorometano. Los expertos en el arte reconoceran que el
tartrato de dietilo se debe usar en una forma enantioméricamente pura para producir el sulforafano enantioméricamente
rico. De acuerdo con lo anterior, se debe elegir el isomero (+) o (-), dependiendo de la quiralidad deseada del
sulforafano. La oxidacion se realiza por lo general a temperatura reducida (esto es, inferior a aproximadamente 0 °C) en
diclorometano.

El intermedio C (ya sea la mezcla racémica o la version enantioméricamente pura, dependiendo del sulforafano
deseado) se puede combinar luego con metilamina en etanol para formar el intermedio D. Finalmente, el intermedio D
se puede combinar con cloroformo, hidroxido de sodio y tiofosgeno para formar sulforafano

También se describe en este documento una composicién que incluye un complejo de sulforafano, o un analogo del
mismo, y una ciclodextrina. En un aspecto, las ciclodextrinas apropiadas se pueden seleccionar de una o mas de W6
(alfa) ciclodextrina (una molécula de anillo de seis azucares), W7 (beta) ciclodextrina (una molécula de siete anillos de
azucar), W8 (gamma) ciclodextrina (una molécula de ocho anillos de azucar), y mezclas de los mismos.

En una realizacion, el sulforafano puede ser un sulforafano enantioméricamente rico. En otra realizacion, el sulforafano
puede ser una mezcla racémica. En otra realizacion mas, cualquier proporciéon de enantiomeros de sulforafano puede
estar presente en el complejo.

En aspectos que utilizan analogos de sulforafano, los analogos apropiados incluyen, pero no se limitan a, 6-
isotiocianato-2-hexanona, exo-2-acetil-6-isotiocianatonorbornano, exo-2-isotiocianato-6-metilsulfonilnorbornano, 6-
isotiocianato-2-hexanol, 1-isotiocianato-4-dimetilfosfonilbutano, exo-2-(1'-hidroxietil)-5-isotiocianatonorbornano, exo-2-
acetil-5-isotiocianatonorbornano, 1-isotiocianato-5-metilsulfonilpentano 'y cis- o trans-3-  (metilsulfonil)
ciclohexilmetilisotiocianato, y mezclas de los mismos.

En otro aspecto mas, las composiciones pueden incluir complejos de ciclodextrina con sulforafano y analogos de
sulforafano.

En otro aspecto, la invencion es un método de estabilizacién de sulforafano y analogos del mismo. El método incluye
poner en contacto el sulforafano, o un analogo del mismo, y al menos una ciclodextrina para formar un complejo entre el
sulforafano, o analogo del mismo, y la ciclodextrina.

La etapa de contacto del sulforafano, o un analogo del mismo, con al menos una ciclodextrina puede incluir Se disuelve
o suspender la ciclodextrina en un solvente o mezcla de solventes para formar una primera solucién o suspensiéon. De
forma similar, el sulforafano, o un analogo del mismo, se puede Se disuelve o suspender en el mismo o diferente
solvente o mezcla de solventes para formar una segunda solucién o suspension. La primera solucion o suspension se
puede combinar luego para formar el presente complejo entre sulforafano, o un analogo del mismo, y la al menos una
ciclodextrina. El complejo luego se puede separar de la solucion y opcionalmente purificar, dando como resultado un
complejo de sulforafano estabilizado.

La etapa de contacto del sulforafano, o un analogo del mismo, con al menos una ciclodextrina puede incluir
alternativamente Se disuelve o suspender al menos una ciclodextrina en un solvente o mezcla de solventes para formar
una solucion o suspension, y luego afiadir sulforafano, o un analogo del mismo, a la solucién o suspensién para formar
el presente complejo.
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Adicionalmente, la etapa de contacto del sulforafano, o un analogo del mismo, con al menos una ciclodextrina se puede
realizar por otros métodos. Por ejemplo, se puede utilizar un solvente que Se disuelve completamente tanto el
sulforafano, o analogo del mismo, como la ciclodextrina. En otra realizacion, la ciclodextrina se puede Se disuelve o
suspender en un solvente o mezcla de solventes y luego colocarse en el rotavapor. El sulforafano, o analogo del mismo,
se puede pulverizar luego directamente en la solucion o suspension, ya sea como una forma pura o como una solucién
0 suspension de sulforafano, o un analogo del mismo, en un solvente o mezcla de solventes.

La etapa de contacto también se puede realizar mediante el uso de un sistema de solvente bifasico. Por ejemplo, el
sulforafano, o analogo del mismo, se puede combinar en solventes separados inmiscibles (ya sea como suspensiones o
en solucidén). A continuacion, los solventes inmiscibles se pueden mezclar a fondo hasta que se forme un complejo. El
complejo puede luego aislarse a través de una de las técnicas de aislamiento discutidas en este documento.

Puede ser deseable llevar a cabo la etapa de contacto en ausencia de solventes. Por ejemplo, en una técnica de secado
por pulverizacion, una neblina de sulforafano, o un analogo del mismo, se puede pulverizar o empafiar sobre
ciclodextrina pura para producir el presente complejo.

En una realizacién o aspecto descrito en este documento, la etapa de Se disuelve o suspender ciclodextrina incluye Se
disuelve o suspender una ciclodextrina seleccionada de una o mas de W6 (alfa) ciclodextrina, W7 (beta) ciclodextrina,
W8 (gamma) ciclodextrina y combinaciones de las mismas. La etapa de Se disuelve o suspender una ciclodextrina
también puede incluir Se disuelve o suspender una o mas de otras ciclodextrinas conocidas en la técnica.

Adicionalmente, la etapa de disolucién o suspensién de ciclodextrina puede incluir Se disuelve o suspender la
ciclodextrina en un solvente seleccionado del grupo que incluye solventes débilmente no polares a polares. Los
solventes apropiados contemplados como Utiles segun la presente invencion incluyen uno o mas de agua, metanol,
etanol, n-propanol, iso-propanol, n-butanol, sec-butanol, iso-butanol, tert-butanol, alcoholes de alto peso molecular,
dimetilformamida, dietilformamida, etilenglicol, trietilenglicol, glicerina, polietilenglicol, acido férmico, acido acético,
formamida, acetona, tetrahidrofurano, dioxano, metiletilcetona, cetonas de alto peso molecular, acetato de etilo,
acetonitrilo, N, N-dimetilacetimida, dimetilsulféxido, disulfuro de carbono, hexano, isémeros de hexano, ciclohexano,
heptano, isémeros de heptano, solventes Cs-C16, aceite mineral, éter dietilico, metil tert-butil éter, cloruro de metileno,
cloroformo, tetracloruro de carbono, benceno, nitrobenceno, tolueno y mezclas de los mismos

Los solventes que tienen una constante dieléctrica superior a aproximadamente 5.0 se consideran Utiles segun la
presente invencion para formar suspensiones. Los solventes que tienen una constante dieléctrica superior a
aproximadamente 20.0 se consideran Utiles segun la presente invencién para formar soluciones. Sin estar limitados por
la teoria, se cree que los solventes mas utiles son solventes débilmente no polares, tales como acetato de etilo y
diclorometano.

Los analogos de sulforafano y sulforafano contemplados como utiles para formar los presentes complejos incluyen uno
o mas de sulforafano, 6-isotiocianato-2-hexanona, exo-2-acetil-6-isotiocianatonorbornano, exo-2-isotiocianato-6-
metilsulfonilnorbornano,  6-isotiocianato-2-hexanol,  1-isotiocianato-4-dimetilfosfonilbutano,  exo-2-(1'-hidroxietil)-5-
isotiocianatonorbornano, exo-2-acetil-5-isotiocianoatonorbornano, 1-isotiocianato-5-metilsulfonilpentano, y cis o trans-3-
(metilsulfonil) ciclohexilmetilisotiocianato, y mezclas de los mismos.

La etapa opcional de eliminar el complejo de la solucién se puede realizar por procedimientos conocidos en la técnica
como Uutiles en técnicas de separacion. Las técnicas de separacion contempladas como Utiles en la presente invencion
pueden incluir una o mas de precipitacion, filtracion, evacuacion, liofilizacion (deshidratacion por congelacion), secado
por pulverizacion y destilacion. En una realizacion, el complejo se puede precipitar de la solucién afiadiendo un alcohol,
tal como etanol, a la solucion.

En otra realizacion, el sulforafano se puede pulverizar sobre ciclodextrina en un secador de tambor giratorio. En esta
realizacion, el sulforafano pulverizado puede ser puro o en solucién. De forma similar, la ciclodextrina puede ser pura o
puede estar en solucion.

Cada etapa de disolucion se puede realizar a temperaturas apropiadas para el solvente seleccionado. Por ejemplo, la
solubilidad de ciclodextrina y sulforafano en algunos solventes puede requerir temperaturas elevadas, mientras que la
solubilidad de ciclodextrina y sulforafano en otros solventes puede requerir temperaturas mas bajas. En algunas
realizaciones, la solubilidad de ciclodextrina y sulforafano puede permitir la disolucion a temperatura ambiente. Los
expertos en el arte reconoceran la relacion entre la ciclodextrina y el sulforafano y los solventes seleccionados, y seran
capaces de realizar una determinacién de la temperatura en funcién de la relacién reconocida.

El sulforafano estabilizado formado segun la presente invenciéon se puede almacenar a temperatura ambiente, a
temperaturas elevadas, o a temperaturas por debajo de la temperatura ambiente. El sulforafano estabilizado
almacenado a temperaturas por debajo de aproximadamente la temperatura ambiente demostré la mayor estabilidad
(como se ve en la figura 5), pero el sulforafano estabilizado mostré una estabilidad mejorada sobre el sulforafano no
estabilizado a todas las temperaturas.
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El sulforafano, como la mayoria de los isotiocianatos, se conoce en la técnica como una molécula hidrofila. De acuerdo
con lo anterior, los expertos en el arte esperarian que un complejo de sulforafano y ciclodextrina fuera mas soluble en
agua que la ciclodextrina sola. Inesperadamente, los presentes inventores descubrieron que un complejo de sulforafano
y ciclodextrina es realmente menos soluble que la ciclodextrina sola. La solubilidad reducida permite ademas la
separacion del complejo de la solucién, permaneciendo en la solucion la ciclodextrina no complejada.

Sin estar limitados por la teoria, se cree que el sulforafano, aunque es una molécula hidréfila, en realidad es hidréfobo
con respecto a la ciclodextrina. Dicho de otra manera, el sulforafano y analogos del mismo parecen ser menos
hidrofilicos que otros isotiocianatos. De acuerdo con lo anterior, cuando se forman complejos en el centro relativamente
hidréfobo de las ciclodextrinas, el complejo global pierde solubilidad en agua, permitiendo la separacion.

En otro aspecto, se describe en este documento sulforafano estabilizado para usar en proporcionar tratamientos
anticancerosos y/o antimicrobianos a un sujeto que necesita tal tratamiento.

Para facilitar la referencia, la presente invencion se describira con referencia a la administracion a sujetos humanos. Se
entendera, sin embargo, que tales descripciones no estan limitadas a la administracién a seres humanos, sino que
también incluiran la administracion a otros animales, tales como mamiferos, a menos que se indique explicitamente lo
contrario. Por ejemplo, ademas de ser Utiles para el tratamiento humano, estas combinaciones también son utiles para
el tratamiento de mamiferos, incluidos caballos, perros, gatos, ratas, ratones, ovejas, cerdos, etc.

Un primer componente del uso es sulforafano, o un analogo del mismo, estabilizado segin los métodos discutidos
anteriormente. Los componentes pueden ser de cualquier pureza o grado, siempre que la preparacion sea de una
calidad y estabilidad apropiadas para uso farmacéutico. Los componentes se pueden proporcionar en forma pura, o
pueden estar acompafiados con impurezas o compuestos comunmente asociados que no afectan su actividad
fisiolégica o seguridad.

El uso puede incluir ademas la administracion de otros componentes farmacéuticamente aceptables. El término
"farmacéuticamente aceptable" se usa adjetivamente en este documento para significar que el nombre modificado es
apropiado para uso en un producto farmacéutico.

Cuando el presente sulforafano estabilizado se suministra junto con un portador farmacéuticamente aceptable, se forma
una composicion farmacéutica.

En este documento se describe una composicion farmacéutica para uso en la prevencion o el tratamiento de los
trastornos descritos en este documento. La composicién farmacéutica comprende sulforafano estabilizado, o un analogo
del mismo, y al menos un portador farmacéuticamente aceptable, o excipiente farmacéuticamente aceptable, cuyos
términos se pueden usar indistintamente en este documento.

Los portadores y excipientes farmacéuticamente aceptables se eligen de modo que los efectos secundarios del (de los)
compuesto (s) farmacéutico (s) se minimicen y el rendimiento del (de los) compuesto (s) no se cancele ni se inhiba
hasta el punto de que el tratamiento sea ineficaz.

El portador farmacéuticamente aceptable también se puede seleccionar sobre la base de la ruta de administracion
deseada del compuesto o compuestos. La ruta de administracion deseada puede ser una o mas de administracién oral,
enteral, parenteral, inyectable, bucal y topica. Por ejemplo, en un aspecto, el portador es apropiado para la
administracion oral. En algunos aspectos, la composicion incluye un portador o agente adicional que es apropiado para
promover la administracion del (de los) compuesto (s) al tracto gastrointestinal o intestinal.

El portador debe ser aceptable en el sentido de ser compatible con los otros ingredientes de la composiciéon y no ser
perjudicial para el receptor. El portador puede ser un soélido o un liquido, o ambos, y se formula preferiblemente con el
(los) compuesto (s) como una composicion de dosis unitaria, por ejemplo, un comprimido, que puede contener de 0.01%
a 95% en peso del (los) compuesto (s) activo (s).

Las composiciones farmacéuticas descritas en este documento se pueden preparar mediante cualquiera de las técnicas
de farmacia bien conocidas, por ejemplo, mezclando los componentes.

Ya sea que los compuestos terapéuticos descritos en este documento se administren enteral o parenteralmente, por
separado o juntos, cada compuesto terapéutico puede estar contenido en una formulacion farmacéutica apropiada de
cualquiera de los excipientes, diluyentes u otros componentes de formulaciones farmacéuticamente aceptables
descritos en este documento.

Los portadores farmacéuticamente aceptables incluyen, pero no se limitan a, solucién salina fisioldgica, solucion de
fosfato de Ringer o soluciéon reguladora, soluciéon salina regulada y otros portadores conocidos en la técnica. Las
composiciones farmacéuticas también pueden incluir estabilizantes, antioxidantes, colorantes y diluyentes. Los
portadores y aditivos farmacéuticamente aceptables se eligen de modo que los efectos secundarios del compuesto
farmacéutico se minimizan y el rendimiento del compuesto no se cancela o inhibe hasta el punto de que el tratamiento
es ineficaz. El término "cantidad farmacolégicamente eficaz" significa la cantidad de un farmaco o agente farmacéutico
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que provocara la respuesta bioldgica o médica de un tejido, sistema, animal o humano que esta siendo buscado por un
investigador o médico. Esta cantidad puede ser una cantidad terapéuticamente eficaz.

Las presentes composiciones farmacéuticas se pueden administrar por via enteral y/o parenteral. La administracion
parenteral incluye métodos administrativos subcutaneos, intramusculares, intradérmicos, intravenosos y otros conocidos
en la técnica. La administracion enteral incluye solucion, comprimidos, capsulas de liberacion sostenida, capsulas con
cubierta entérica, jarabes, bebidas, alimentos y otros suplementos nutricionales. Cuando se administra, la presente
composicion farmacéutica puede estar en o cerca de la temperatura corporal.

En particular, las composiciones farmacéuticas descritas en este documento, o las composiciones en las que estan
incluidas, se pueden administrar por via oral, por ejemplo, como comprimidos, comprimidos recubiertos, grageas,
trociscos, comprimidos para deshacer en la boca, suspensiones acuosas u oleosas, polvos o granulos dispersables,
emulsiones, capsulas duras o blandas, o jarabes o elixires. Las composiciones destinadas a uso oral se pueden
preparar segun cualquier método conocido en la técnica para la fabricaciéon de composiciones farmacéuticas y tales
composiciones pueden contener uno o mas agentes seleccionados del grupo que consiste en agentes edulcorantes,
agentes aromatizantes, agentes colorantes y agentes conservantes para proporcionar preparaciones farmacéuticamente
atrayentes y paladeables. Los comprimidos contienen el ingrediente activo en mezcla con excipientes
farmacéuticamente aceptables no téxicos que son apropiados para la fabricacion de comprimidos. Estos excipientes
pueden ser, por ejemplo, diluyentes inertes, tales como carbonato de calcio, carbonato de sodio, lactosa, fosfato de
calcio o fosfato de sodio; agentes de granulacion y desintegracion, por ejemplo, almidén de maiz o acido alginico;
agentes aglutinantes, por ejemplo almidén, gelatina o goma arabiga, y agentes lubricantes, por ejemplo estearato de
magnesio, acido estearico o talco. Los comprimidos pueden estar sin recubrir o pueden estar recubiertas por técnicas
conocidas para retrasar la desintegracion y la adsorcion en el tracto gastrointestinal y, por consiguiente, proporcionan
una accioén sostenida durante un periodo mas prolongado. Por ejemplo, se puede emplear un material de retardo tal
como monoestearato de glicerilo o diestearato de glicerilo.

Las formulaciones para uso oral también se pueden presentar como capsulas de gelatina dura en las que los
ingredientes activos se mezclan con un diluyente soélido inerte, por ejemplo, carbonato de calcio, fosfato de calcio o
caolin, o como capsulas de gelatina blanda en las que los ingredientes activos estan presentes como tal, o mezclado
con agua o un medio de aceite, por ejemplo, aceite de mani, parafina liquida, cualquiera de una variedad de extractos
de hierbas, leche o aceite de oliva.

Se pueden producir suspensiones acuosas que contienen los materiales activos en mezcla con excipientes apropiados
para la fabricacion de suspensiones acuosas. Tales excipientes son agentes de suspension, por ejemplo,
carboximetilcelulosa de sodio, metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, alginato de sodio, polivinilpirrolidona, goma de
tragacanto y goma arabiga; agentes dispersantes o humectantes pueden ser fosfatidos de origen natural, por ejemplo
lecitina, o productos de condensacion de un o6xido de alquileno con acidos grasos, por ejemplo estearato de
polioxietileno, o productos de condensacion de 6xido de etileno con alcoholes alifaticos de cadena larga, por ejemplo
heptadecaetilenoxicetanol o productos de condensacién de 6xido de etileno con ésteres parciales derivados de acidos
grasos y un hexitol tal como monooleato de polioxietilen sorbitol, o productos de condensacion de 6xido de etileno con
ésteres parciales derivados de acidos grasos y anhidridos de hexitol, por ejemplo monooleato de polioxietilensorbitan.

Las suspensiones acuosas también pueden contener uno o mas conservantes, por ejemplo, p-hidroxibenzoato de etilo o
n-propilo, uno o mas agentes colorantes, uno o mas agentes aromatizantes, o uno o mas agentes edulcorantes, tales
COmMo sacarosa o sacarina.

Las suspensiones oleosas se pueden formular suspendiendo los ingredientes activos en un acido graso omega-3, un
aceite vegetal, por ejemplo aceite de cacahuete, aceite de oliva, aceite de sésamo o aceite de coco, o en un aceite
mineral tal como parafina liquida. Las suspensiones oleosas pueden contener un agente espesante, por ejemplo, cera
de abejas, parafina dura o alcohol cetilico.

Se pueden afiadir agentes edulcorantes, tales como los expuestos anteriormente, y agentes aromatizantes para
proporcionar una preparacion oral paladeable. Estas composiciones se pueden conservar mediante la adicion de un
antioxidante tal como acido ascérbico.

Los polvos y granulos dispersables apropiados para la preparacion de una suspension acuosa mediante la adicion de
agua proporcionan el ingrediente activo en mezcla con un agente dispersante o humectante, un agente de suspension y
uno o mas conservantes. Los agentes dispersantes o humectantes y los agentes de suspension apropiados se
ejemplifican por los ya mencionados anteriormente. También pueden estar presentes los excipientes adicionales, por
ejemplo edulcorantes, aromatizantes y colorantes.

Los jarabes y elixires que contienen la presente terapia de combinacion se pueden formular con agentes edulcorantes,
por ejemplo, glicerol, sorbitol o sacarosa. Tales formulaciones también pueden contener un emoliente, un conservante y
agentes aromatizantes y colorantes.

El presente método y las composiciones en las que se puede utilizar también se pueden administrar por via parenteral,
ya sea por via subcutanea, intravenosa, intramuscular o intraesternal, o mediante técnicas de infusion, en forma de
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suspensiones acuosas u oleaginosas inyectables estériles, o por via topica. Tales suspensiones se pueden formular
segun la técnica conocida usando los agentes dispersantes o humectantes apropiados y agentes de suspension que se
han mencionado anteriormente, u otros agentes aceptables. La preparacion inyectable estéril también puede ser una
solucion o suspension inyectable estéril en un diluyente o solvente no tdxico parenteralmente aceptable, por ejemplo
como una solucién en 1,3-butanodiol. Entre los vehiculos y solventes aceptables que se pueden emplear estan el agua,
la solucion de Ringer y la solucién isotonica de cloruro de sodio. Ademas, los aceites fijos estériles se emplean
convencionalmente como un solvente o medio de suspension. Para este propésito, se puede emplear cualquier aceite
fijo suave que incluya mono o diglicéridos sintéticos. Ademas, los acidos grasos poliinsaturados n-3 se pueden usar en
la preparacion de inyectables;

En muchos casos, la ruta de administracion preferida es enteral (por ejemplo, por via oral). La administracion oral
incluye soluciéon, comprimidos, capsulas de liberacion sostenida, capsulas con cubierta entérica y jarabes. La
composicion farmacéutica se puede administrar en formulaciones de unidades de dosificaciébn que contienen
portadores, adyuvantes y vehiculos farmacéuticamente aceptables no tdxicos convencionales segun se desee.

Las composiciones destinadas para uso oral se pueden preparar segun cualquier método conocido en la técnica para la
fabricacion de composiciones farmacéuticas y tales composiciones pueden contener uno o mas agentes seleccionados
del grupo que consiste en agentes edulcorantes, agentes aromatizantes, agentes colorantes y agentes conservantes
para proporcionar preparaciones farmacéuticamente atrayentes y paladeables.

El portador farmacéuticamente aceptable también se puede seleccionar sobre la base de la ruta de administracion
deseada del (de los) compuesto (s). Por ejemplo, en una realizacion preferida, el portador es apropiado para
administracion oral. En algunos aspectos, la composicion incluye un portador o agente adicional que es apropiado para
promover la administracion del (de los) compuesto (s) al tracto gastrointestinal o intestinal.

El portador deberia ser aceptable en el sentido de ser compatible con los otros ingredientes de la composicion y no ser
perjudicial para el receptor. El portador puede ser un soélido o un liquido, o ambos, y se formula preferiblemente con el
(los) compuesto (s) como una composicion de dosis unitaria, por ejemplo, un comprimido, que puede contener desde
0.01% a 95% en peso del (los) compuesto (s) activo (s).

Las composiciones farmacéuticas descritas en este documento se pueden preparar mediante cualquiera de las técnicas
de farmacia bien conocidas, por ejemplo, mezclando los componentes.

Los comprimidos contienen el ingrediente activo en mezcla con excipientes farmacéuticamente aceptables no toxicos,
que son apropiados para la fabricacién de comprimidos. Estos excipientes pueden ser, por ejemplo, diluyentes inertes,
tales como carbonato de calcio, carbonato de sodio, lactosa, fosfato de calcio o fosfato de sodio, agentes de granulacion
y desintegracion, por ejemplo, almidén de maiz o acido alginico, agentes aglutinantes, por ejemplo almidén, gelatina o
goma arabiga, y agentes lubricantes, por ejemplo estearato de magnesio, acido estearico o talco.

Las composiciones farmacéuticas apropiadas para administracion oral se pueden presentar en unidades discretas que
contienen cada una cantidad predeterminada de al menos un compuesto terapéutico Util en la presente invencién; como
polvo o granulos; como una solucidon o una suspensiéon en un liquido acuoso o no acuoso; o como una emulsion de
aceite en agua o agua en aceite. Como se indico, tales composiciones se pueden preparar mediante cualquier método
de farmacia apropiado, que incluye la etapa de poner en asociacion el (los) compuesto (s) activo (s) y el portador (que
puede constituir uno o mas ingredientes accesorios). En general, las composiciones se preparan mezclando uniforme e
intimamente el compuesto activo con un portador sélido liquido o finamente dividido, o ambos, y luego, si es necesario,
dando forma al producto.

Por ejemplo, un comprimido se puede preparar comprimiendo o moldeando un polvo o granulos del compuesto,
opcionalmente con uno o mas ingredientes accesorios. Los comprimidos se pueden preparar comprimiendo, en una
magquina apropiada, el compuesto en una forma de flujo libre, tal como un polvo o granulos opcionalmente mezclados
con un aglutinante, lubricante, diluyente inerte y/o agente (s) de superficie activa (s)/dispersante (s). Los comprimidos
moldeados se pueden preparar moldeando, en una maquina apropiada, el compuesto en polvo humedecido con un
diluyente liquido inerte.

La administraciéon oral de las combinaciones descritas en este documento puede incluir formulaciones, como es bien
sabido en la técnica, para proporcionar la liberacién prolongada o sostenida del farmaco en el tracto gastrointestinal y/o
intestinal por cualquier nimero de mecanismos. Estos incluyen, pero no se limitan a, liberacion sensible al pH de la
forma de dosificacion basada en el pH cambiante del intestino delgado, erosion lenta de un comprimido o capsula,
retencion en el estdmago basada en las propiedades fisicas de la formulacion, bioadherencia de la forma de dosificacion
al revestimiento de la mucosa del tracto intestinal, o liberacién enzimatica del farmaco activo a partir de la forma de
dosificacion. Para algunos de los compuestos terapéuticos utiles en los métodos, combinaciones y composiciones de la
presente invencion, el efecto deseado es extender el periodo de tiempo durante el cual la molécula de farmaco activa se
administra al sitio de accién mediante la manipulacion de la forma de dosificacion. De este modo, las formulaciones de
liberacion controlada recubiertas entéricamente y recubiertas entéricamente estan dentro del alcance de la presente
invencion. Los recubrimientos entéricos apropiados incluyen ftalato de acetato de celulosa, ftalato de polivinilacetato,
ftalato de hidroxipropilmetilcelulosa y polimeros anionicos de acido metacrilico y éster metilico de acido metacrilico.
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En ciertos aspectos, la composicién farmacéutica puede comprender comprimidos que pueden estar sin recubrir o
pueden recubrirse mediante técnicas conocidas para retrasar la desintegracion y la absorcion en el tracto
gastrointestinal y por consiguiente proporcionar una accién retardada durante un periodo mas largo. Por ejemplo, se
puede emplear un material de retraso del tiempo tal como monoestearato de glicerilo o diestearato de glicerilo.

Los jarabes y elixires que contienen el sulforafano estabilizado, o un analogo del mismo, se pueden formular con
agentes edulcorantes, por ejemplo, glicerol, sorbitol o sacarosa. Tales formulaciones también pueden contener un
emoliente, un conservante y agentes aromatizantes y colorantes. Las formas de dosificacion liquidas para la
administracion oral pueden incluir emulsiones, soluciones, suspensiones, jarabes y elixires farmacéuticamente
aceptables que contienen diluyentes inertes cominmente usados en la técnica, tales como agua. Tales composiciones
también pueden comprender adyuvantes, tales como agentes humectantes, agentes emulsionantes y de suspension, y
agentes edulcorantes, aromatizantes y perfumantes.

Los polvos y granulos dispersables apropiados para la preparacion de una suspension acuosa mediante la adicion de
agua proporcionan el ingrediente activo en mezcla con un agente dispersante o humectante, un agente de suspension y
uno o mas conservantes. Los agentes dispersantes o humectantes y los agentes de suspension apropiados se
ejemplifican por los ya mencionados anteriormente.

También se describe en este documento la administraciéon bucal o "sublingual”, que incluye comprimidos para deshacer
en la boca o una goma masticable que comprende los compuestos, expuestos en este documento. Los compuestos se
pueden depositar en una base aromatizada, normalmente sacarosa, y goma arabiga o tragacanto, y pastillas que
comprenden los compuestos en una base inerte tal como gelatina y glicerina o sacarosa y goma arabiga.

El método descrito para prescribir uno o mas de sulforafano estabilizado, analogos estabilizados de sulforafano y
composiciones que lo comprenden también se puede administrar por via parenteral, por ejemplo, por via subcutanea o
intravenosa, o intramuscular o intraesternal o por técnicas de infusion, en forma de suspensiones acuosas u oleaginosas
estériles inyectables. Tales suspensiones se pueden formular segun la técnica conocida usando aquellas dispersiones
apropiadas de agentes humectantes y agentes de suspension, que se han mencionado anteriormente, u otros agentes
aceptables. La preparacion inyectable estéril también puede ser una solucién o suspension inyectable estéril en un
diluyente o solvente no téxico parenteralmente aceptable, por ejemplo como una solucidon en 1,3-butanodiol. Entre los
vehiculos y solventes aceptables que pueden emplearse estan el agua, la solucion de Ringer y la solucion isoténica de
cloruro de sodio. Ademas, los aceites fijos estériles se emplean convencionalmente como un solvente o medio de
suspension. Para este fin, se puede emplear cualquier aceite fijo suave, incluidos mono o diglicéridos sintéticos.
Ademas, los acidos grasos poliinsaturados n-3 pueden usarse en la preparacion de inyectables.

Las composiciones farmacéuticas apropiadas para administracion parenteral pueden comprender convenientemente
preparaciones acuosas estériles de un compuesto de la presente invencién. Estas preparaciones se administran
preferiblemente por via intravenosa, aunque la administracién también puede efectuarse por inyeccion subcutanea,
intramuscular o intradérmica o por infusion. Tales preparaciones se pueden preparar convenientemente mezclando el
compuesto con agua y haciendo que la solucidn resultante sea estéril e isotdnica con la sangre. Las composiciones
inyectables segun la invencidon generalmente contendran de 0.01 a 10% p/p de un compuesto descrito en este
documento.

Las preparaciones inyectables, por ejemplo, suspensiones acuosas u oleaginosas inyectables estériles se pueden
formular segun la técnica conocida usando agentes dispersantes o de fraguado y agentes de suspension apropiados. La
preparacion inyectable estéril también puede ser una solucion o suspension inyectable estéril en un diluyente o solvente
no téxico parenteralmente aceptable, por ejemplo, como una solucién en 1,3-butanodiol. Entre los vehiculos y solventes
aceptables que se pueden emplear se encuentran el agua, la solucidon de Ringer y la solucion isoténica de cloruro de
sodio. Ademas, los aceites fijos estériles se emplean convencionalmente como un solvente o medio de suspension.
Para este proposito, se puede emplear cualquier aceite fijo suave que incluya mono o diglicéridos sintéticos. Ademas,
los acidos grasos tales como el acido oleico encuentran uso en la preparacion de inyectables.

Los ingredientes activos también se pueden administrar por inyeccion como una composicion en la que, por ejemplo, se
puede usar solucidon salina, dextrosa o agua como un portador apropiado. Una dosis diaria apropiada de cada
compuesto terapéutico activo es aquella que alcanza el mismo nivel de suero sanguineo que se produce por
administracion oral como se describié anteriormente.

Las composiciones farmacéuticas apropiadas para aplicacion topica a la piel preferiblemente toman la forma de
unglientos, cremas, lociones, pastas, geles, pulverizadores, polvos, gelatinas, colirios, soluciones o suspensiones,
aerosoles o aceites. Los portadores, que se pueden usar, incluyen vaselina (por ejemplo, Vaseline®), lanolina,
polietilenglicoles, alcoholes y combinaciones de dos o mas de los mismos. El compuesto o compuestos activos
generalmente estan presentes a una concentracion desde 0.01 a 50% p/p de la composicion, por ejemplo, desde 0.01 a
2%.

Las composiciones descritas también pueden incluir cantidades seguras y efectivas de agentes de isotonicidad, por
ejemplo, sales, tales como cloruro de sodio, y mas preferiblemente agentes de isotonicidad no electroliticos tales como
sorbitol y manitol.
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La solubilidad de los componentes de las presentes composiciones se puede mejorar mediante un surfactante u otro
cosolvente apropiado en la composicion. Tales cosolventes incluyen polisorbato 20, 60 y 80, surfactantes de
polioxietileno/polioxipropileno (por ejemplo, Pluronic F-68, F-84 y P-103), ciclodextrina u otros agentes conocidos por los
expertos en el arte. Por lo general, tales cosolventes se emplean a un nivel desde 0.01% a 2% en peso.

Los excipientes y portadores farmacéuticamente aceptables abarcan todo lo anterior y similares. Las consideraciones
anteriores con respecto a formulaciones eficaces y procedimientos de administracion son bien conocidas en la técnica y
se describen en libros de texto patron. Véase por ejemplo, Gennaro, A. R., Remington: The Science and Practice of
Pharmacy, 20th Edition, (Lippincott, Williams and Wilkins), 2000; Hoover, John E., Remington’s Pharmaceutical
Sciences, Mack Publishing Co., Easton, Pennsylvania, 1975; Liberman, et al., Eds., Pharmaceutical Dosage Forms,
Marcel Decker, New York, N.Y., 1980; y Kibbe, et al., Eds., Handbook of Pharmaceutical Excipients (3rd Ed.), American
Pharmaceutical Association, Washington, 1999.

En el método descrito en este documento, un sujeto que necesita tratamiento y/o prevencion de los trastornos descritos
en este documento y/o afecciones relacionadas se puede tratar con una cantidad del presente sulforafano estabilizado
y/o analogos estabilizados de sulforafano, donde la cantidad de los componentes individuales proporciona una
dosificacién o cantidad que es suficiente para constituir una cantidad eficaz de tratamiento o prevencion.

Como se usa en este documento, una "cantidad eficaz" significa la dosis o cantidad de la presente terapia de
combinacién que se administrara a un sujeto y la frecuencia de administracion al sujeto que se determina facilmente por
un experto en el arte, mediante el uso de técnicas conocidas y mediante la observacion de resultados obtenidos en
circunstancias analogas y tiene alguna accion terapéutica. La dosis o cantidad eficaz que se va a administrar a un sujeto
y la frecuencia de administracion al sujeto se pueden determinar facilmente por un experto en el arte mediante el uso de
técnicas conocidas y observando los resultados obtenidos en circunstancias analogas.

La frase "terapéuticamente eficaz" y "eficaz para el tratamiento, prevenciéon o inhibicion" tiene por objeto calificar la
cantidad de cada agente para su uso en la terapia que alcanzara el objetivo de proporcionar un anticancer,
quimiopreventivo, antibacterial, y/u otra terapia medicinal.

La cantidad de los presentes compuestos estabilizados que se requiere para lograr el efecto biolégico deseado
dependera, por supuesto, de un nimero de factores tales como el compuesto especifico elegido, el uso para el que esta
destinado, el modo de administracion, y el huésped a ser tratado y la condicion clinica del receptor.

Se considera aliviado o mejorado un sintoma carcinogénico, tumorigénico o antibacteriano si se logra algun beneficio,
sin importar cuan leve sea.

Una "cantidad terapéuticamente eficaz" pretende calificar la cantidad de sulforafano estabilizado requerido para tratar,
prevenir o inhibir carcinogénesis, tumorigénesis y afecciones inducidas por bacterias, tales como Ulceras.

Como se usa en este documento, los términos "profilacticamente eficaces" se refieren a una cantidad de sulforafano
estabilizado que causa una disminucién en la frecuencia de incidencia de canceres o afecciones inducidas por
bacterias, tales como Ulceras. El término "profilactico" se refiere a la prevencion de canceres y afecciones inducidas por
bacterias, mientras que el término "terapéutico" se refiere al tratamiento eficaz de un cancer existente o afeccion
inducida por bacterias.

Como se usa en este documento, una "cantidad eficaz" significa la dosis o cantidad que se administrara a un sujeto y la
frecuencia de administracion al sujeto, que se determina facilmente por un experto en el arte, mediante el uso de
conocidos técnicas y observando los resultados obtenidos en circunstancias analogas.

Las dosificaciones para las presentes composiciones y métodos proporcionados en este documento se pueden
determinar y ajustar basandose en la eficacia demostrada al proporcionar un resultado quimioprotector o
quimiopreventivo. Ademas, un experto en el arte sabra como medir y cuantificar la presencia o ausencia de sintomas de
carcinogénesis o tumorigénesis.

Las dosificaciones preferidas para las composiciones son aquellas que son eficaces para proporcionar un efecto
quimioprotector, quimiopreventivo y/o antibacteriano.

Los expertos en el arte apreciaran que las dosificaciones también se pueden determinar con la orientacion desde
Goodman & Gilman’s The Pharmacological Basis of Therapeutics, Ninth Edition (1996), Appendix Il, pp. 1707-1711.

En los ejemplos, todos los porcentajes se dan en peso a menos que se indique lo contrario.
Ejemplos
Ejemplo 1

Este ejemplo ilustra un método para formar una mezcla racémica de sulforafano. La ruta de reaccion se ilustra como la
figura 1.
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Intermedio A:

Se combinaron ftalimida de potasio (65 g, 350 mmol, 1.00 eq.) y dibromuro de tetrametileno (200 g, 930 mmol, 2.66 eq.)
(puro) y se calent6 durante 12 horas. El exceso de dibromuro de tetrametileno se eliminé mediante evaporacion rotatoria
(rotovap). El residuo resultante se digirié con etanol y se filtr6. El material que cristalizé al dejar reposar se filtrd, se lavo
con etanol y se seco al vacio. Se obtuvo una segunda cosecha por concentracion de filirado combinado y lavados. La
masa combinada de cultivos fue 60.5 g (61% de rendimiento).

Intermedio B:

Se seco todo el material de vidrio (corriente de Ny/pistola de calor). Un matraz de fondo redondo de 2 L, equipado con
una barra de agitacion, se cargé con 300 mL de metanol anhidro. Se afiadi6é cuidadosamente sodio (6.48 g, 281.8 mmol,
1.06 eq.). A temperatura ambiente, se cargé metil mercaptano (MeSH, 13.56 g, 281.8 mmol, 1.06 eq) mediante una
jeringa en una porcién. [MeSH (gaseoso) se atrap6 en un matraz de fondo redondo de multiples bocas separado en un
bafio de hielo seco/acetona equipado con una trampa para dedos fria de hielo seco/acetona y se transfiri6 en una
jeringa enfriada/congelada]. Se suspendié bromobutilftalimida (75.0 g, 265.8 mmol, 1.00 eq.) en 300 mL de metanol
anhidro y se carg6 en la reaccion. La reaccion se dejo en agitacion a temperatura ambiente durante la noche bajo
nitrégeno. Una alicuota de reaccion analizada por cromatografia de gases confirmé que la reaccion se completd. A
continuacion, se afiadieron 300 mL de agua a la reaccion y el alcohol se eliminé mediante destilacion en rotavapor, en
cuyo momento el producto precipitd fuera de la solucién. El producto (sélido de color blanco) se separo6 por filtracion y se
lavé con 2 x 150 ml de agua fria. El producto se secd en un horno de vacio a 40°C durante la noche para dar 65.2 g
(98% de rendimiento) de un sdlido de color blanco que era 98.4% puro mediante cromatografia de gases. El producto se
almacend bajo nitrégeno.

Este procedimiento se adapté a partir de un procedimiento informado en Helvetica Chimica Acta. 1948: 31;6: 1497-1505.
El procedimiento actual diferia del procedimiento informado en varios aspectos. Primero, el procedimiento de informe
utilizé un solvente de reaccion que era alcohol absoluto (EtOH). También, después de permitir que la reaccion se agite
durante la noche a temperatura ambiente, el procedimiento descrito incluia la etapa adicional de someter a reflujo la
mezcla durante varias horas. La referencia original también resolvié la reaccion de manera diferente. Por ejemplo, el
NaBr se separd por filtracion del alcohol y el filtrado se concentré para dar un residuo. El residuo se disolvié a
continuacién en una mezcla de disulfuro de carbono-éter y se lavd con agua y solucion de bicarbonato de sodio. El
rendimiento de papel en tres experimentos estuvo entre aproximadamente 82 y 92%.

Los expertos en el arte reconoceran que el presente procedimiento incluye menos etapas, reduciendo el tiempo de
reaccion global, y da como resultado rendimientos mas altos que los del procedimiento descrito anteriormente.

Intermedio C:

Se suspendio6 el intermedio B (45.0 g, 180.5 mmol, 1.00 eq.) (no completamente disuelto) en 580 mL de una mezcla 1: 1
de acido aceético y etanol. La suspension se enfrié sobre un bafio de hielo/salmuera. Se afiadié una solucion de perdxido
de hidrégeno (120.014 M AQ, previamente titulada, 15.02 mL, 180.5 mmol, 1.00 eq.) y la reaccion se dejo en agitacion,
calentandose a temperatura ambiente durante la noche. El material se disolvié durante el procedimiento para dar una
solucién de color amarillo claro. Se verificd una alicuota mediante cromatografia en capa fina (EtOAc puro) para
confirmar la finalizacién de la reaccion. La reaccion se concentrd a través de rotavapor (no completamente, ~ 90% del
solvente eliminado) y se diluyé con 400 mL de metil tert-butil éter (MTBE) en cuyo momento el producto (sélido de color
amarillo claro) precipité de la solucién. El sélido se separd por filtracion y se lavé con 100 mL adicionales de MTBE. Se
recolecté un segundo cultivo del filtrado de MTBE. La masa combinada de ambos cultivos (después de un secado
adicional) fue de 44.5 g (95% de rendimiento) con una pureza de HPLC de ~95%. La RMN mostr6é acido acético
residual. El material no se purificé mas.

Este procedimiento se adapté del procedimiento informado mencionado anteriormente. El procedimiento reportado
proporcioné dos procedimientos diferentes. El primero us6 acetona anhidra como solvente, sin acido, y la reaccion se
mantuvo a temperatura ambiente durante cinco dias. El segundo procedimiento requeria acido acético glacial y
enfriamiento de la reaccién para moderar la exotermia. El tratamiento de referencia es la precipitacion del producto
usando éter absoluto.

Los expertos en el arte reconoceran que el presente procedimiento da como resultado tiempos de reaccion reducidos y
se puede llevar a cabo en condiciones de reaccién ambiente.

Intermedio D:

Se carg6 un matraz de fondo redondo seco de 500 mL (corriente de Na/pistola de calor), equipado con una barra
agitadora, con intermedio C (35.34 g, 133.19 mmol, 1.0 eq.). Se cargé metilamina (solucién al 33% en peso en etanol,
175 mL, ~ 10 eq.) en el matraz de fondo redondo. El sélido intermedio C entr6 lentamente en solucion durante
aproximadamente 45 minutos. Después de una hora adicional, el sélido comenzd a precipitar fuera de la solucion
(presumiblemente metil ftalimida). La reaccion se dejé en agitacion, bien sellada, a temperatura ambiente durante la
noche. La reaccioén se diluyé con 50 mL de etanol (parte del solido se disolvid) y se filtré para eliminar el subproducto de
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metilftalimida. El subproducto sélido se lavé con un etanol adicional de 2 x 25 mL. El filtrado se concentré mediante
rotovap (temperatura del bafio inferior a aproximadamente 30 °C). El residuo se adsorbid sobre 50 g de silice y se paso
por una columna de 50 g de silice. Tres volumenes de columna de diclorometano fueron suficientes para eliminar el
subproducto de metilftalimida residual. El producto se eluyé usando 40% de metanol: hidréxido de amonio 9: 1 en
diclorometano. Se recogieron 19.1 g de un aceite de color amarillo claro que era puro a través de GC pero contenia
agua e hidroxido de amonio por RMN. El aceite se destilé por kugelrhor a un 1 mbar y una temperatura de 185 °C de
bafo de aire para dar 11.80 g de un aceite de color amarillo (65.5% de rendimiento) que tenia una pureza superior al
99% a través de GC. El residuo del recipiente pesé 3.14 g, lo que indica una posible degradacioén térmica.

Sulforafano:

Se carg6 un matraz de fondo redondo de un litro equipado con una barra de agitacion con el intermedio D (10.8 g, 79.9
mmol, 1.00 eq.), 300 mL de cloroformo y 133 mL de soluciéon de NaOH 1 N (acuosa) (132.8 mmol), 1.66 eq.). A la
solucion bifasica, se le cargd tiofosgeno (13.78 g, 119.8 mmol, 1.50 eq.). La reaccién se agité vigorosamente durante
una hora antes de comprobar una alicuota mediante cromatografia en capa fina. La mezcla se diluy6 con ~ 300 mL de
cloroformo y 200 mL de salmuera. Los compuestos organicos se eliminaron y se volvieron a extraer en forma acuosa
con 2 x 500 mL de cloroformo. Los compuestos organicos se combinaron, se secaron sobre sulfato de sodio y se
concentraron. El residuo se adsorbié sobre 20 g de silice y se paso por una columna de 50 g de silice, eluyendo con 0 a
4% de metanol en cloroformo. Se recogieron 12.14 gramos (85.7% de rendimiento) del producto deseado como un
aceite de color amarillo claro.

Estabilizacion de sulforafano:

El sulforafano se formuld con tres tipos de ciclodextrinas: W6 (alfa), W7 (beta) y W8 (gamma). Estas ciclodextrinas se
compraron de Wacker Chemie AG (marca CAVAMAX ™ ya sea de calidad alimentaria o de calidad farmacéutica).

El sulforafano se formulé usando tres condiciones/procedimientos diferentes:

Tipo A: Se disuelve todo (ciclodextrina/sulforafano) en agua burbujeada con nitrégeno (eliminar el COz). Se deja agitar
durante la noche a temperatura ambiente. Se seca hasta peso constante al vacio (mantener el bafio a menos de 30 °C).
(La recuperacion es tedricamente cuantitativa. Hay pérdida de masa debido al secado de la ciclodextrina, que
generalmente es de 5 a 10% humedecida con agua). Las cargas tipicas fueron ~1% p/p de sulforafano a ciclodextrina.
La carga tedrica se calcula a partir de la cantidad de sulforafano que pasa a las formulaciones dividido por la masa final
de secado.

Tipo B: a una suspension de ciclodextrina en acetato de etilo, se le afiade sulforafano. Se deja agitar durante la noche a
temperatura ambiente Se seca hasta peso constante al vacio (mantener el bafio a menos de 30 °C). (La recuperacion
es tedricamente cuantitativa. Hay una pérdida de masa debida al secado de la ciclodextrina que generalmente esta
entre el 5 y el 10% humedecida con agua). Las cargas tipicas fueron ~1 a 5% p/p de sulforafano a ciclodextrina. La
carga tedrica se calcula a partir de la cantidad de sulforafano que pasa a la formulacion dividida por la masa final de
secado. Tipo C: a una solucion saturada de ciclodextrina en agua, se le afade sulforafano. Se deja que la solucién se
quede toda la noche. Se recolecta el precipitado por filtracion. Si no se forma precipitado, se enfria a -4 °C durante la
noche. Se seca hasta un peso constante al vacio (mantener el bafio a menos de 30 °C). La recuperacion es
generalmente deficiente: 28% con alfa ciclodextrina, 26% con beta ciclodextrina y 62% con gamma ciclodextrina. La
carga tedrica se calcula usando el analisis de RMN de la formulacion seca y por lo general esta entre 7 y 13%
dependiendo de la ciclodextrina usada.

La tabla 1 incluye una lista de cada una de las formulaciones preparadas segun los procedimientos de tipo A, tipo B y
tipo C descritos anteriormente.

Tabla 1: Formulaciones producidas

Clave de la muestra | Ciclodextrina | Tipo de formulaciéon | Carga tedrica
alfaB alfa CD B 4.73%
alfaC alfa CD C 7.1%
betaB beta CD B 5.15%
betaC beta CD C 13.3%
gammaA gamma CD A 1.01%
gammaB gamma CD B 0.94%
gammaC gamma cd C 9.8%
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Resumen del andlisis de estabilidad

Descripcion general del analisis: Las formulaciones de sulforafano se analizaron mediante HPLC (deteccion UV a 254
nm) usando un método patrén interno (DEET). Se supone que el sulforafano se disocia por completo desde la
ciclodextrina en las condiciones cromatograficas. Se usa un patron de sulforafano (almacenado en un congelador) para
determinar el factor de respuesta para cada analisis. El trabajo inicial demostro la linealidad de la respuesta frente a la
concentracion de este patron. El factor de respuesta (RF) de todas las inyecciones patron a lo largo de todos los analisis
se ha mantenido estable, lo que demuestra la estabilidad del patron en el congelador.

Condiciones de almacenamiento: Las muestras se almacenaron en tres condiciones: Tapadas y a temperatura
ambiente, tapadas y almacenadas en el congelador

(-30 °C), y abiertas y almacenadas en un horno a 40 °C. Estas muestras se analizaron para determinar la carga de
sulforafano a lo largo del tiempo. La estabilizacion de las diferentes muestras y las diferentes condiciones de
almacenamiento se puede ver en las figuras 3-5.

Ejemplo de preparacion de la muestra: una muestra de formulacion de 20 mg a 50 mg (pesada cuidadosamente) se
disuelve en 1 mL de solucion de patron interno (DEET en DMF). La cantidad de solucién de ISTD también se mide
cuidadosamente. La muestra se diluye adicionalmente con 1 mL de agua desionizada burbujeada con nitrégeno. Las
muestras se someten a ultrasonidos durante aproximadamente diez minutos y se filtran a través de un filtro de nylon de
0.45 um. A continuacion, las muestras se analizaron mediante HPLC con deteccion UV a 254 nm.

Condiciones cromatograficas
Columna: Agilent Eclipse XDB-C18, 5 um, 250 x 4.6 mm a 30 °C
Solvente A:  Acido férmico al 0.1% en agua
Solvente B: MeCN
Gradiente: 5% a 100% de solvente B en solvente A, durante mas de 30 minutos
Flujo: 1.5 mL/minuto
Detector: UV 254 nm, ESI-MS (pos/neg) para confirmacion
Retencion:  Sulforafano: 9.2 min. DEET: 15.5 min.

Resultados del analisis: los resultados se presentan como porcentaje de la carga tedrica frente al tiempo (el calculo
tedrico se describio anteriormente).

La figura 3 demuestra los datos de estabilizacion de las formulaciones almacenadas a temperatura ambiente durante
150 dias. Como puede verse en la figura 3, la muestra de alfaB mantuvo el mayor porcentaje de carga tedrica después
de 150 dias a temperatura ambiente. La muestra gammacC perdid el mayor porcentaje de carga tedrica durante el mismo
periodo de tiempo.

La figura 4 demuestra los datos de estabilizacion de las formulaciones almacenadas en un recipiente abierto en un
horno a 40 °C durante hasta aproximadamente 150 dias. Varias muestras fueron eliminadas antes de 150 dias. La
muestra de alfaC mostré la velocidad de degradacion mas lenta durante aproximadamente los primeros 40 dias.
Después de 150 dias, la muestra de betaB mantuvo el 40% de la carga tedrica original de sulforafano y la muestra de
alfaB mantuvo aproximadamente el 45% de la carga tedrica original.

La figura 5 demuestra los datos de estabilizacion de las formulaciones almacenadas en un congelador. Las muestras
alfaB y betaB permanecieron en el congelador durante aproximadamente 150 dias. Las otras muestras permanecieron
en el congelador durante aproximadamente 40 dias. Después de 40 dias, cada muestra ain mantenia mas del 80% de
sus cargas teoricas originales. Después de 150 dias, cada uno de alfaB y betaB mantuvo aproximadamente el 90% de
sus cargas tedricas originales.

Ejemplo 2

Este ejemplo demuestra estudios de estabilidad prolongados para las presentes composiciones de sulforafano
estabilizadas.

Se volvid a sintetizar sulforafano usando el procedimiento descrito anteriormente en una escala aumentada. La sintesis
dio como resultado aproximadamente 94 gramos del producto. Se reprodujeron tres formulaciones, el alfaB, alfaC y
betaB, como se muestra en la tabla 2:
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Tabla 2: Descripciones de la muestra

Muestra Ciclodextrina | Método de la formulacion Resultado

Tipo B: se anadieron 20.15 gramos de
sulforafano a una suspension de 380.0 gramos | Masa seca final 370 gramos.

AlfaB de alfa CD en 9.1 litros de EtOAc. La mezcla | Porcentaje de recuperacion:
(ID de la muestra: W6 (Alfa) se agitd durante la noche a temperatura | Cantidad Carga tedrica =
122PAL31) ambiente. La mezcla se secd hasta peso | 5.44%. Carga experimental
constante a vacio (a una temperatura del bafio | (andlisis T-Zero) = 4.91%
<30 °C).

Tipo C: se afadieron 25.10 gramos de

sulforafano a una solucién saturada con )
Masa seca final 89.7

AlfaC (ID de la agitacion de CD en H0O. La mezcla se dejo en ;
muestra: agitacion durante tres horas a temperatura ?;33;25 ci éﬁorc;;)}f\ JeCargz
122PAL33) W6 (Alfa) ambiente y luego se colocé en un refrigerador tedrica = N/A. Carga

durante la noche. El precipitado se recogi6 por
filtracion y se sec6 adicionalmente a peso
constante a vacio (mantenimiento del bafio a
<30°C).

experimental (andlisis T-
Zero) = 6.42%

Tipo B: se afadieron 17.50 gramos de
sulforafano a una suspension de 332.5 gramos | Masa seca final 334 gramos.
de beta CD en 8.9 litros de EtOAc. La mezcla | Porcentaje de recuperacion:
W7 (Beta) | se agitd durante la noche a temperatura | Cantidad Carga tedrica =
ambiente. La mezcla se secdé hasta peso | 5.24%. Carga experimental
constante a vacio (a una temperatura del bafio | (andlisis T-Zero) = 5.19%

<30 °C).

BetaB (ID de la
muestra:122PAL35)

Las formulaciones de sulforafano se analizaron mediante HPLC (deteccion UV a 254 nm) usando un método patron
interno (DEET). Se us6 un patrén de sulforafano (almacenado en un congelador) para determinar el factor de respuesta
para cada analisis. El trabajo inicial demostro la linealidad de la respuesta frente a la concentracion de este patréon. El
factor de respuesta (RF) de todas las inyecciones patrén a lo largo de todos los analisis se ha mantenido estable, lo que
demuestra la estabilidad del patrén en el congelador.

Preparacién de la muestra:

Se disolvié una muestra de formulacién de aproximadamente 300 mg (pesada cuidadosamente) en 8 mL de solucién de
patron interno (DEET en DMF, aproximadamente 2 mg/mL). La cantidad de solucién de ISTD también se peso
cuidadosamente. La muestra se diluyo adicionalmente con 8 mL de agua DI burbujeada con nitrégeno. Las muestras se
sonicaron durante ~10 minutos y se filtraron a través de un filtro de nylon de 0.45 um. Las muestras se analizaron luego
mediante HPLC con deteccion UV a 254 nm.

Condiciones cromatograficas:

Columna: Agilent Eclipse XDB-C18, 5 um, 250x4.6 mm @ 30 °C solvente A: Acido férmico al 0.1% en H,O
Solvente B: MeCN

Gradiente: 5% a 100% de solvente B en Solvente A durante 30 minutos Velocidad de flujo: 1.5 mL/minuto
Detector: UV 254 nm, ESI-MS (pos/neg) para confirmacion

Tiempos de retencion: sulforafano: 9.2 minutos DEET: 15.5 minutos

Resultados del analisis: los resultados se presentan como porcentaje de la carga de "tiempo cero” frente al tiempo. Los
resultados del estudio de estabilizacién de la muestra de alfaB se muestran en la figura 6. Como se puede observar, la
muestra de alfaB (descrita en la tabla 2 anterior) mantuvo su integridad durante 7 meses a temperatura ambiente y a
temperaturas reducidas, mientras que se degradaba aproximadamente un 50% en un ambiente de temperatura elevada
(40 °C).

La figura 7 demuestra los datos de estabilidad generados por la muestra de alfaC (descritos en la tabla 2 anterior).
Como puede verse, la estabilidad del complejo alfaC se mantuvo durante un periodo de siete meses a temperaturas
reducidas, a temperatura ambiente y a temperaturas elevadas.
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La figura 8 demuestra los datos de estabilidad generados por la muestra de betaB (descrita en la tabla 2 anterior). Como
se puede ver, la estabilidad del complejo betaB disminuyd ligeramente durante un periodo de cuatro meses a
temperaturas reducidas y a temperatura ambiente, antes de estabilizarse durante los tres meses restantes del estudio.
La muestra de temperatura elevada del complejo betaB mostré mas degradacion, pero aun asi demostro una estabilidad
mejorada mas alla de lo que se esperaria para una muestra de sulforafano no estabilizado.

Estos ejemplos demuestran que los presentes complejos de sulforafano proporcionan estabilidad mejorada para
sulforafano. De acuerdo con lo anterior, el sulforafano se puede fabricar y distribuir mas facilmente como un agente para
tratamientos contra el cancer, tratamientos antimicrobianos y otros usos. Ademas, estos datos de estabilidad
demuestran que las composiciones de sulforafano se pueden almacenar durante periodos de tiempo mas largos antes
del tratamiento.
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REIVINDICACIONES
1. Un método de estabilizacion de sulforafano, el método que comprende:

poner en contacto el sulforafano y W6 (alfa) ciclodextrina para formar un complejo entre el sulforafano y la W6 (alfa)
ciclodextrina

en el que la etapa de contacto del sulforafano y la W6 (alfa) ciclodextrina comprende:

afadir sulforafano a una solucion saturada de W6 (alfa) ciclodextrina en agua y permitir que el complejo de sulforafano y
W6 (alfa) ciclodextrina precipite de la solucion.

2. Un método segun la reivindicacion 1, en el que el precipitado se recoge por filtracion.
3. Un método segun las reivindicaciones 1 o0 2, en el que el precipitado se seca a un peso constante a vacio.

4. Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la solucién de sulforafano y ciclodextrina en
agua se equilibra durante la noche para permitir que el complejo de sulforafano y W6 (alfa) ciclodextrina precipite de la
solucion.

5. Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el complejo se fuerza a precipitar por
enfriamiento a -4 °C.
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