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DESCRIPCION
Métodos y composiciones que emplean compuestos de acido 4-aminofenilacético
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a composiciones que emplean compuestos de 4-APAA en terapias de combinacion
para trastornos que implican la inflamacién del sistema digestivo y/o los tejidos de la mucosa.

Antecedentes de la invencion

Una amplia variedad de enfermedades intestinales esta relacionada con los procesos inflamatorios. Dos de las
afecciones inflamatorias mas importantes son la colitis ulcerosa (UC) y la enfermedad de Crohn (CD). La UC es una
afeccion inflamatoria crénica del revestimiento interno del colon. Se extiende desde el recto y puede afectar a todo el
colon. La CD puede afectar todo el tracto gastrointestinal (Gl), pero generalmente se limita al intestino delgado y grueso.
La CD se puede extender a través de la pared intestinal y ocasionar otras complicaciones. Aproximadamente el 20% de
los pacientes con CD tienen una enfermedad aislada del colon. Tanto la UC como la CD son afecciones cronicas, y el
tratamiento generalmente sigue un enfoque de tratamiento de dos fases: la induccion y luego el mantenimiento de la
remision. La UC y la CD se caracterizan por dolor abdominal, diarrea sanguinolenta e inflamacion de la pared intestinal.
Para muchos pacientes, la enfermedad es episddica, que ocurre como un ciclo de erupciones y remisiones con una
morbilidad considerable. Los sintomas pueden ser leves o muy graves e incapacitantes. Pueden desarrollarse
gradualmente o tener un inicio repentino.

Aproximadamente un millén de estadounidenses padecen de ya sea UC o CD. En Europa occidental y los Estados
Unidos, la prevalencia de UC es de 70 a 150 por 100,000, mientras que la prevalencia de CD es de 40 a 100 por
100,000. Estas enfermedades pueden afectar a personas de cualquier edad, pero son mas comunes en la segunda y
tercera décadas. Los hombres y las mujeres se ven igualmente afectados. El riesgo de enfermedad es mas alto en
algunos grupos étnicos que en otros. En general, la incidencia de UC parece estabilizarse, pero la incidencia de CD esta
aumentando, especialmente entre los jovenes.

Se desconocen las causas de la UC y la CD, aunque se sospecha que la predisposicion genética, los agentes
infecciosos bacterianos y virales, asi como los factores ambientales, juegan un papel. Recientes estudios
experimentales y clinicos sugieren que la iniciacion y la patogénesis de CD y UC son multifactoriales, que implican
interacciones entre factores genéticos, ambientales e inmunes. Independientemente de cémo estas interacciones
promueven la inflamacién intestinal crénica, cada vez es mas evidente que el sistema inmunitario desempefia un papel
fundamental en la patogénesis de la enfermedad.

Las terapias actuales para las enfermedades inflamatorias del intestino se dividen en 4 clases: 1) corticosteroides 2)
aminosalicilatos, 3) inmunomoduladores y 4) antibiodticos. Los farmacos aminosalicilatos tales como la sulfasalazina o la
mesalamina son la base del tratamiento para la enfermedad leve a moderada. Los agentes inmunomoduladores tales
como azatioprina y 6-mercaptopurina se usan como agentes ahorradores de esteroides pero tienen una variedad de
efectos secundarios adversos, que a menudo impiden su uso en muchos pacientes. Los inmunomoduladores
adicionales, tales como los anticuerpos monoclonales contra el factor a. de necrosis tumoral (anti-TNPa) son eficaces en
algunos pacientes con enfermedad de Crohn.

Después de la introduccion en la medicina clinica para el tratamiento de la artritis reumatoide hace 40 afos, los
aminosalicilatos (por ejemplo, 5-ASA) se han convertido en el tratamiento primario para la colitis ulcerosa (UC). Los
aminosalicilatos (por ejemplo, 5-ASA) son agentes de induccion de primera linea para el tratamiento de la enfermedad
leve a moderadamente activa, asi como la terapia de mantenimiento primaria para la UC remitida, y se usan junto con
corticosteroides durante la transicion de terapia inductiva a terapia de mantenimiento.

La sulfasalazina fue el prototipo original de aminosalicilato y se disefié con el concepto de combinar un agente
antibacteriano (sulfapiridina) y un agente antiinflamatorio (5-ASA):
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Aunque el modo de accién de la sulfasalazina no se entiende claramente, multiples estudios clinicos indican que la

accion terapéutica principal reside en la unidad estructural 5-ASA. La principal limitacion de la sulfasalazina es la tasa

significativa de eventos adversos relacionados con la unidad estructural de sulfapiridina, lo que compromete la utilidad

clinica de la sulfasalazina. Hasta 30 a 40 por ciento de los pacientes no pueden tolerar las dosis requeridas para
5 proporcionar beneficios de tratamiento éptimos.

Los productos comercialmente disponibles (mesalamina, ASACOL®, PENTASA®, ROWASA®) usan diversos medios
de administracién de 5-ASA a la mucosa intestinal inflamada. Todos estos compuestos administran 5-ASA sin el
componente sulfapiridina de la sulfasalazina que causa la mayoria de las reacciones adversas.

La olsalazina, que tiene la siguiente féormula, se ha usado para tratar la colitis ulcerosa.
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Ademas de ser relativamente costoso de hacer, la olsalazina puede tener efectos secundarios adversos, que incluyen
diarrea.
Se sabe que usar azatioprina (6-(1-metil-4-nitroimidazol-5-iltio)purina) en el tratamiento de la enfermedad inflamatoria
intestinal. La azatioprina tiene la siguiente estructura quimica:
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También se sabe que usar 6-mercaptopurina, un metabolito de azatioprina, para tratar la enfermedad inflamatoria
intestinal. La 6-mercaptopurina tiene la siguiente estructura quimica:
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El metotrexato (acido L-4-amino-N'0-metilpteroil-glutamico) también se ha usado para tratar la enfermedad inflamatoria
20 intestinal. El metotrexato tiene la siguiente estructura quimica:
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El actarit (acido 4-acetilaminofenilacético) es un farmaco inmunomodulador aprobado en Japdn en 1994 para su uso en

el tratamiento de la artritis reumatoide. El acido 4-aminofenilacético (4-APAA) es un original de actarit y los estudios in

vivo demuestran que 4-APAA se acetila para formar actarit. Tanto el actarit como el 4-APAA poseen actividad
5 inmunomoduladora.

El documento WO-A-02/18324 describe compuestos que tienen la formula (1),
R1
P 3
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R

donde R', R® y R* son independientemente hidrégeno o alquilo C1 a C4, y R? es (Il),
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10 donde R® se selecciona del grupo que consiste en hidrogeno y alquilo C1 a Ca, o (lll),
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donde R®, R’ y R® son independientemente hidrogeno o alquilo C1 a C4; 0 los ésteres o sales farmacoldgicamente
aceptables de los mismos. Los compuestos se pueden utilizar para la profilaxis o el tratamiento de diversas
enfermedades, particularmente afecciones inflamatorias del tracto Gl. También se describen métodos de tratamiento de

15 afecciones inflamatorias del tracto Gl, tales como enfermedad inflamatoria intestinal, usando compuestos que tienen la
férmula (1V).
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donde R®, Ry R" se seleccionan independientemente del grupo que consiste en hidrégeno y alquilo Cs a C4, y R'? se
selecciona del grupo que consiste en hidrogeno y -C(O)R'3, donde R'3 es un alquilo C1 a C6 o un grupo arilo.

El polipéptido ciclosporina, que tradicionalmente se ha administrado a pacientes trasplantados para evitar el rechazo de
organos, también se ha usado para tratar la enfermedad inflamatoria intestinal. El uso de ciclosporina para tratar la IBD
puede verse limitado, sin embargo, por los diversos efectos secundarios asociados con este medicamento. Estos
efectos secundarios incluyen presion arterial alta, dafio renal, temblores, dolores de cabeza, convulsiones, crecimiento
excesivo de vello, crecimiento excesivo de encias, confusion, coma y gota.

Breve descripcion de los dibujos
Las figuras 1y 2 ilustran realizaciones de rutas de sintesis para compuestos APAZA™ usados en la presente invencion.

La figura 3 ilustra la reduccién promedio en el colon: peso corporal [% BW] usando realizaciones de la presente
invencion (4-APAA/DNBS y Mezcla/DNBS) en comparacion con los resultados obtenidos por 5-ASA/DNBS y control
(Vehiculo/DNBS).

La figura 4 ilustra las puntuaciones de adhesion de colitis por DNBS conseguidas usando realizaciones de la presente
invencion (4-APAA/DNBS y Mezcla/DNBS) en comparacion con los resultados obtenidos por 5-ASA/DNBS y control
(Vehiculo/DNBS y Vehiculo/Simulacion).

Las figuras 5 A-F muestran cambios histologicos en animales, después de la administracion del compuesto APAZA™,
tratamientos con sulfasalazina y placebo en animales que reciben sodio sulfato de dextrano (DSS) frente a agua
destilada.

Las figuras 6 A-C muestran secciones de colon que muestran los efectos del tratamiento crénico con el dimero de 4-
APAA sobre el dafio estructural del colon inducido por la toxina A. Se prepararon secciones tefiidas con H&E de colon
de rata después de que las ratas se trataron durante cinco dias con agua potable que contenia vehiculo

(DW; A), vehiculo seguido en el quinto dia con tratamiento agudo con 10 pg de toxina A (B) o 100 mg/kg-dia de 4-APAA
seguido en el quinto dia con tratamiento agudo con 10 ug de toxina A (C). Barra de escala = 100 um.

Las figuras 7 A-C muestran secciones de colon que muestran los efectos del tratamiento crénico con 4-APAA sobre el
dafio estructural del colon inducido por la toxina A. Se prepararon secciones tefiidas con H&E de colon de rata después
de que las ratas se trataron durante cinco dias con agua potable que contenia vehiculo (DW; A), vehiculo (DW) seguido
el quinto dia con tratamiento agudo con 10 ug de toxina A (B) o 100 mg/kg-dia de 4-APAA seguido en el quinto dia con
tratamiento agudo con 10 pg de toxina A (C). Barra de escala = 100 um.

Las figuras 8 A-E ilustran los efectos del tratamiento crénico con APAZA™ sobre el dafio estructural del colon inducido
por la toxina A, segun se evalua mediante tincion con H&E del tejido fijado.

Las figuras 9 A-E ilustran los efectos del tratamiento cronico con sulfasalazina sobre el dafio estructural del colon
inducido por la toxina A, segun se evalia mediante tincién con H&E del tejido fijado.

Las figuras 10 A-B ilustran los efectos del tratamiento crénico con tres dosis cada una de sulfasalazina y APAZA™
sobre la colitis inducida por la toxina A segun se evalla mediante la acumulacion del fluido luminal y el contenido de
MPO en el tejido.

Las figuras 11 A-F ilustran los fuertes efectos protectores de APAZA™ administrado en el agua potable durante cinco
dias sobre la integridad estructural del colon de rata frente a los efectos dafiinos de la toxina A a la dosis de 1
mg/kg-dia.

Las figuras 12 A-B ilustran los efectos del tratamiento cronico con APAZA™ a estas dosis mas bajas sobre la colitis
inducida por la toxina A, evaluada por la acumulacion del fluido luminal y el contenido de MPO en el tejido.

Las figuras 13 A-C ilustran los efectos del tratamiento cronico con 4-APAA a la dosis de 100 mg/kg-dia sobre el dafio
estructural inducido por toxina del colon segun se evalia mediante tincion con H&E del tejido fijado.

Las figuras 14 A-B ilustran los efectos del tratamiento crénico con 4-APAA sobre la colitis inducida por la toxina A como
se evalla mediante la acumulacion del fluido luminal y el contenido de MPO en el tejido.

Las figuras 15 A-D ilustran los efectos del pretratamiento agudo con 4-APAA sobre el dafio estructural del colon inducido
por la toxina A, segun se evalua mediante tincion con H&E del tejido fijado.
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Las figuras 16 A-B ilustran los efectos del pretratamiento agudo con 4-APAA sobre la colitis inducida por la toxina A,
segun se evalla por la acumulacion del fluido luminal y el contenido de MPO en el tejido.

Las figuras 17 A-D ilustran los efectos de la toxina A sobre la histologia del colon y la inhibicion de estos efectos
mediante el tratamiento con 4-APAA a cuatro dosis. Se prepararon secciones tefiidas con H&E de colon de rata
después de que las ratas se trataron durante tres horas con toxina A (10 nug) después de un pretratamiento de 30
minutos con 4-APAA. (A) Pretratamiento con 0.01 pg de 4-APAA. (B) Pretratamiento con. 0.1 pug de 4-APAA. (C)
Pretratamiento con 1.0 pug de 4-APAA. (D) Pretratamiento con 10 ug de 4-APAA. Barra de escala = 100 pm.

La figura 18 muestra los efectos de cuatro dosis de 4-APAA sobre la acumulacion del fluido luminal colénico inducida
por la toxina A (10 ug) y la actividad de MPO.

Las figuras 19 A-D muestran los efectos de la toxina A sobre la histologia del colon y la inhibicién de estos efectos
mediante el tratamiento con 5-ASA a cuatro dosis. Se prepararon secciones tefiidas con H&E de colon de rata después
de que las ratas se trataron durante tres horas con toxina A (10 ug) después de un pretratamiento de 30 minutos con 5-
ASA. (A) Pretratamiento con 0.01 pug de 5-ASA. (B) Pretratamiento con 0.1 pg de 5-ASA-(C) Pretratamiento con 1.0 ug
de 5-ASA. (D) Pretratamiento con 10 pug de 5-ASA. Barra de escala = 100 um.

La figura 20 muestra los efectos de cuatro dosis de 5-ASA sobre la acumulacioén del fluido luminal colénico inducida por
la toxina A (10 pg) y la actividad de MPO. La toxina A estimuld significativamente la acumulacion del fluido luminal y la
actividad de MPO y la acumulacion del fluido luminal inducida por la toxina A se inhibi6é significativamente por el
tratamiento con 5-ASA en las tres dosis mas altas probadas. La actividad de MPO inducida por la toxina A se inhibio
significativamente por el tratamiento con 5-ASA solo a las dosis de 1.0 y 10 ug de 5-ASA, pero no a las dosis de 5-ASA
de 0.01 y 0.1 pg. Los valores mostrados son la media + SEM; N = 3. * P <0.01 frente a la toxina AV5-ASA 0; ** P <0.001
frente a la toxina A75-ASA 0; # P <0.01 frente a la toxina A+/5-ASA 0; # P <0.001 frente a la toxina A+/5-ASA 0.

Las figuras 21 A-C muestran los efectos de la toxina A sobre la histologia del colon y la inhibicién de estos efectos
mediante el tratamiento con 4-APAA, 5-ASA y una combinacion de 4-APAA y 5-ASA. Se prepararon secciones tefiidas
con H&E de colon de rata después de que las ratas se trataron durante tres horas con toxina A (10 ug) después de un
pretratamiento de 30 minutos con 4-APAA, 5-ASA o ambas. (A) Pretratamiento con 10 ng de 4-APAA. (B)
Pretratamiento con 10 ng de 5-ASA. (C) Pretratamiento con 10 ng de 4-APAA mas 10 ng de 5-ASA. Barra de escala =
100 pum.

Las figuras 22 A-B muestran los efectos de dosis bajas de 4-APAA, 5-ASA y ambos compuestos sobre la acumulacion
del fluido luminal coldnico inducida por la toxina A (10 ng) y la actividad de MPO. La toxina A estimul6 significativamente
la acumulacion del fluido luminal y la actividad de MPO y esta fue inhibida significativamente por ambos compuestos
individualmente y por la combinacién de ambos compuestos. Sin embargo, la combinacion de ambos compuestos
inhibi6é significativamente mas la acumulacion del fluido luminal inducida por la toxina A que cualquiera de los
compuestos solos. La actividad de MPO inducida por la toxina A se inhibié significativamente solo por la combinacion de
ambos 4-APAA y 5-ASA. Los valores mostrados son la media + SEM; N = 3. * P <0.01 frente a la toxina A-/4-APAA-/5-
ASA-; ** P <0.001 frente a la toxina A-/4-APAA-/5-ASA-; # P <0.05 frente a la toxina A+; # P <0.01 frente a la toxina A+;
## P <0.001 frente a la toxina A+; @ P <0.01 frente a la toxina A+/5-ASA+; & P <0.05 frente a la toxina A+/4-APAA+; & P
<0.01 frente a la toxina A+/4-APAA+.

Descripcion detallada de la invencion

La invencion esta definida por las reivindicaciones adjuntas. Cualquier tema que no esté dentro del alcance de las
reivindicaciones se contempla solo a titulo informativo.

La invenciéon proporciona composiciones que usan los compuestos de 4-APAA en terapias de combinacion para
trastornos que implican la inflamaciéon del sistema digestivo o tejidos de la mucosa.

Como se usa en este documento, los siguientes términos tienen los significados indicados:
Las formas singulares "un", "uno" y "el" pretenden incluir también las formas plurales, a menos que el contexto indique
claramente lo contrario.

El término "compuestos relacionados” incluye analogos, derivados y compuestos que comprenden las caracteristicas
estructurales basicas que son responsables de la actividad terapéutica del compuesto.

El término "sistema digestivo" como se usa en este documento se define ampliamente como los 6rganos que son
responsables de introducir y sacar los alimentos del cuerpo y de usar los alimentos para mantener el cuerpo sano,
incluyendo la boca, el es6fago, el estdbmago, higado, vesicula biliar, pancreas, intestino delgado, colon y recto.
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"Entre" debe interpretarse para incluir los puntos finales. El término "hasta" debe interpretarse para incluir el limite
superior.

"Cantidad eficaz" se refiere a una cantidad de un compuesto o composiciéon que es suficiente para producir un efecto
deseado, que puede ser un efecto terapéutico. La cantidad eficaz variara con la edad, el estado general del sujeto, la
gravedad de la afeccion que se esta tratando, el agente bioldgicamente activo particular administrado, la duracion del
tratamiento, la naturaleza de cualquier tratamiento concurrente, el portador farmacéuticamente aceptable usado y
factores similares dentro del conocimiento y experiencia de los expertos en el arte. Segun corresponda, una "cantidad
eficaz" en cualquier caso individual puede ser determinada por un experto en el arte por referencia a los textos y
literatura pertinentes y/o usando experimentacion rutinaria. (Véase, por ejemplo, Remington, The Science And Practice
of Pharmacy (20th ed. 2000).

"Hidrolizable" se refiere a enlaces que se hidrolizan en condiciones fisioldgicas.
"Solubilidad" se refiere a la tendencia de una sustancia a mezclarse uniformemente con otra.

"Estabilidad quimica" se refiere a la estabilidad de un compuesto dado en entornos fisioldgicos. Por ejemplo, la
estabilidad quimica se refiere a la estabilidad del agente biolégicamente activo o profarmaco en entornos caracterizados
por condiciones tales como, pero no limitando a, la presencia de plasma, la presencia de proteasas, la presencia de
homogenato de higado, la presencia de condiciones acidas y la presencia de condiciones basicas.

Un componente "farmacéuticamente aceptable" tal como una sal, portador, excipiente o diluyente de una composicion
de acuerdo con la presente invencién es un componente que (i) es compatible con los otros ingredientes de la
composicion porque se puede combinar con los profarmacos de la presente invencién sin hacer que el profarmaco sea
inadecuado para su fin previsto, y (ii) es apropiado para su uso con sujetos como se proporciona en este documento sin
efectos secundarios adversos indebidos (tales como toxicidad, irritacion y respuesta alérgica). Los efectos secundarios
son "indebidos" cuando su riesgo supera el beneficio proporcionado por la composiciéon farmacéutica. Los ejemplos no
limitantes de componentes farmacéuticamente aceptables incluyen, sin limitacion, cualquiera de los portadores
farmacéuticos estandar tales como soluciones salinas reguladas con fosfato, agua, emulsiones tales como emulsion
aceite/agua, microemulsiones y diversos tipos de agentes humectantes.

Las "sales farmacéuticamente aceptables” son sales que retienen la actividad biolégica deseada del compuesto original
y no imparten efectos toxicoldgicos indeseados. Ejemplos de tales sales son (a) sales de adicién de acido formadas con
acidos inorganicos, por ejemplo acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido sulfdrico, acido fosférico, acido nitrico y
similares; y sales formadas con acidos organicos tales como, por ejemplo, acido acético, acido oxalico, acido tartarico,
acido succinico, acido maleico, acido fumarico, acido glucoénico, acido citrico, acido malico, acido ascorbico, acido
benzoico, acido tanico, acido palmitico, acido alginico, acido poliglutamico, acido naftalensulfénico, acido
metanosulfénico, acido p-toluenosulfonico, acido naftalendisulfonico, acido poligalacturénico y similares; y (b) sales
formadas a partir de aniones elementales tales como cloro, bromo y yodo.

El término "agente terapéutico”, como se usa en este documento para describir un compuesto, esta destinado a cubrir
diversas formas del compuesto, que incluyen sus ésteres y sales farmacéuticamente aceptables.

"Derivado funcional" se usa para describir un derivado de un compuesto original que tiene la misma o sustancialmente
similar actividad farmacolégica que el compuesto original.

"Tratar" o "tratamiento" se refiere a cualquier tipo de tratamiento que imparta un efecto modulador, que, por ejemplo,
puede ser un efecto beneficioso para un sujeto afectado por un trastorno, enfermedad o dolencia, incluida la mejora en
la condicion del sujeto (p. €j., en uno o mas sintomas), retraso en la progresion de la afeccién y/o prevencion o retraso
del inicio del trastorno, cambio en los parametros clinicos, enfermedad o dolencia, etc.

"Enfermedad inflamatoria del intestino" incluye colitis ulcerosa y enfermedad de Crohn.

"Antibiético no absorbible" significa un compuesto que tiene actividad antibacteriana, que, cuando se administra por via
oral, da como resultado que menos del 2 por ciento del compuesto se excreta en la orina del sujeto.

El término "compuestos de 4-APAA" como se usa en este documento se define ampliamente para incluir acido 4-
aminofenilacético y compuestos relacionados y compuestos que reaccionan en condiciones fisiolégicas para formar o
liberar acido 4-aminofenilacético y compuestos relacionados, que tienen eficacia en el tratamiento de afecciones
inflamatorias del sistema digestivo o tejidos de la mucosa, tales como las afecciones inflamatorias del intestino. La
abreviatura "4-aceAPAA" se refiere a 4-APAA acetilado.
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El término "compuestos de 5-ASA" como se usa en este documento se define ampliamente para incluir acido 5-
aminosalicilico y compuestos relacionados y compuestos que reaccionan en condiciones fisiolégicas para formar o
liberar acido 5-aminosalicilico y compuestos relacionados, que tienen eficacia en el tratamiento de afecciones
inflamatorias del sistema digestivo o tejidos de la mucosa, tales como las afecciones inflamatorias del intestino. La
abreviatura "5-aceASA" se refiere a 5-ASA acetilado.

Compuestos de 4-APAA
En una realizacién, la invencién se refiere a compuestos de 4-APAA para uso en el tratamiento de afecciones

intestinales. Una clase de compuestos de 4-APAA dtiles en la invencion incluye compuestos de 4-APAA que no estan
unidos con azo a una molécula portadora. Los ejemplos de tales compuestos de 4-APAA no unidos con azo incluyen:

0
_/<
H,C —{: :h— NH,

acido (4-aminofenil)-acético:

acido (4-acetilamino-fenil)-acético:

//Cr
HD—C\
/ ]
HsC .
derivados del acido 4-aminofenilacético, tales como:
0 R
R*OC NH,
R” (Farmula 1),

R' R? y R? son independientemente hidrogeno o alquilo Cs a Cq.

Otra clase de compuestos de 4-APAA Uutiles en la invencion incluye compuestos de 4-APAA que estan unidos con azo a
una molécula portadora. Los ejemplos de compuestos de 4-APAA unidos con azo descritos pero no reivindicados en
este documento incluyen:

el dimero unido al acido 4-aminofenilacético azo, acido [4-(4-carboximetil-fenilazo)-fenil]-acético:

o]
—‘/;/ M H.
TN <_> / N
H.C M C—0
/
HO
8
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acido 4-aminofenilacético acoplado a un compuesto de 5-ASA o acoplado a un derivado del acido 4-aminofenilacético,
tal como compuestos unidos por diazo que tienen la siguiente formula:

i1
R'OC NR

R~ (Farmula Il)

donde R', R? y R3 son independientemente hidrégeno o alquilo C1 a C4, y R* es:

5

COR

O

donde R® se selecciona del grupo que consiste en hidrogeno y alquilo C1 a Cs, 0

donde R®, R’ y R® son independientemente hidrogeno o alquilo C1 a C4. Como con todos los agentes terapéuticos
descritos en este documento, la divulgacion incluye los ésteres o sales farmacéuticamente aceptables de los
10 compuestos de formula Il

El compuesto de 4-APAA unido con azo de la invencién es el compuesto APAZA™ (Nobex Corp., Durham NC), acido 5-
(4-carboximetil-fenilazo)-2-hidroxi-benzoico:

J/N CH;

HO M C—=0
HO
o—C

OH

En algunos ejemplos, la divulgacion emplea un compuesto de 4-APAA pero excluye el compuesto APAZA™ y/o excluye
15 los compuestos de formula Il anterior en la que R* es
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COR”

o

La molécula portadora puede ser activa o inactiva. Las moléculas portadoras generalmente incluyen una unidad
estructural de fenilamina de nucleo:

Las moléculas portadoras inactivas preferidas son aquellas que presentan poca o ninguna toxicidad; sin embargo, se
apreciara que el grado de toxicidad permitido se debe equilibrar con el beneficio del farmaco. En una realizacion, las
moléculas portadoras se eligen de manera que no se absorban facilmente en el torrente sanguineo después de la
escision del enlace azo en el intestino, de modo que una cantidad sustancial de la molécula portadora abandona el
cuerpo con las heces. Se apreciara que se puede emplear una amplia gama de estructuras conocidas como moléculas
portadoras.

Como se analiza con mas detalle a continuacion, las composiciones de la invencion emplean un compuesto de 4-APAA
que esta unido con azo a una molécula portadora y un compuesto de 4-APAA que no esta unido con azo a una
molécula portadora.

Compuestos de 4-APAA y compuestos de 5-ASA

La invencién hace uso de terapias de combinacion que emplean compuestos de 4-APAA y compuestos de 5-ASA en el
tratamiento de trastornos que implican inflamacion del sistema digestivo o tejidos de la mucosa, tales como afecciones
inflamatorias del intestino. Como se demuestra en los ejemplos expuestos en este documento, esta combinacion puede
ser sinérgica con relacion a cualquiera de los componentes solos. En algunos casos, la combinaciéon de compuestos de
4-APAA con compuestos de 5-ASA puede ser aditiva.

Una clase de compuestos de 5-ASA descritos pero no reivindicados en este documento incluye compuestos de 5-ASA
que no estan unidos con azo a una molécula portadora. Ejemplos incluyen:

mesalamina (acido 5-aminosalicilico o acido 5-amino-2-hidroxi-benzoico):

0

/

HO—C
HO NH;

NO-mesalamina (acido 5-amino-2-hidroxibenzoico 4-nitroxibutiléster);

derivados del acido 5-aminosalicilico, tales como:

10
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COR’
O (Farmula IlI).

Una clase de compuestos de 5-ASA (Utiles en la invencion incluyen compuestos de 5-ASA que estan unidos con azo a
una molécula portadora. Los ejemplos descritos pero no reivindicados en este documento incluyen:

el dimero del acido 5-aminosalicilico (olsalazina):

CI

NaD—'—C

-

D

sulfasalazina (5-ASA acoplado quimicamente a través de un grupo azo a sulfapiridina);

balsalazida (sal disddica del acido (E)-5-[[- 4-[[(2-carboxietil) amino] carbonil] fenilJazo]-2-hidroxibenzoicoo):

NED—C

z > I
—@—c NH-CH,CH,CONa

Se apreciara que el compuesto APAZA™ descrito anteriormente, y los compuestos de formula |l descritos anteriormente
10 en los que R* es
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incluyen componentes de 5-ASA y componentes de 4-APAA vy, por lo tanto, se consideran compuestos de 5-ASA, asi
como compuestos de 4-APAA. Los compuestos que son tanto compuestos de 5-ASA como compuestos de 4-APAA se
pueden excluir especificamente de ciertas realizaciones de la invencion.

La molécula portadora puede ser activa o inactiva. Las moléculas portadoras generalmente incluyen una unidad
estructural de fenilamina de nucleo:

Las moléculas portadoras inactivas preferidas son aquellas que presentan poca o ninguna toxicidad; sin embargo, se
apreciara que el grado de toxicidad permitido se debe equilibrar con el beneficio del farmaco. En una realizacion, las
moléculas portadoras se eligen de manera que no se absorban facilmente en el torrente sanguineo después de la
escision del enlace azo en el intestino, de modo que una cantidad sustancial de la molécula portadora abandona el
cuerpo con las heces. Se apreciara que se puede emplear una amplia gama de estructuras conocidas como moléculas
portadoras.

Como se analiza con mas detalle a continuacion, las composiciones de la invenciéon emplean un compuesto de 5-ASA
que esta unido con azo a una molécula portadora y un compuesto de 5-ASA que no esta unido con azo a una molécula
portadora.

Otros agentes terapéuticos

Ademas de combinaciones de compuestos de 4-APAA con compuestos de 5-ASA descritos anteriormente, algunos
aspectos de la invencidon hacen uso de otros agentes terapéuticos para uso en métodos de tratamiento y/o
composiciones farmacéuticas para el tratamiento de trastornos que implican inflamacion del sistema digestivo o tejidos
de la mucosa. Los ejemplos incluyen antibidticos, esteroides, inmunomoduladores, suavizantes de heces,
endurecedores de heces, nutracéuticos, agentes y organismos probioticos, y agentes nicotinicos.

Antibidticos. Las composiciones de la invencién pueden incluir antibioticos. Los ejemplos incluyen los antibiéticos
usados rutinariamente para el tratamiento de afecciones inflamatorias o ulcerosas del intestino. Los ejemplos preferidos
incluyen metronidazol (FLAGYL™), ciprofloxacina (CIPRO™) y rifaximina (fabricado por Salix Pharmaceuticals, Inc.,
Raleigh, NC).

Esteroides. Las composiciones de la invencién pueden incluir esteroides, tales como esteroides rutinariamente usados
para el tratamiento de afecciones ulcerosas del intestino. Los ejemplos de esteroides apropiados incluyen prednisona,
prednisolona, hidrocortisona y budesonida.

Moduladores inmunes y/o supresores. Las composiciones de la invencion pueden incluir moduladores inmunes. Los
ejemplos incluyen inmunomoduladores rutinariamente usados para el tratamiento de afecciones inflamatorias o
ulcerosas del intestino. Los inmunomoduladores preferidos incluyen inmunomoduladores de anticuerpos monoclonales,
especialmente moduladores inmunes anti-TNF, tales como infliximab (REMICADE™), enteracep (ENBREL™), anakinra
KINERET™), adalimumab (HUMIRA™). Otros moduladores inmunes apropiados incluyen azatioprina, mercaptopurina
(por ejemplo, 6-mercaptopurina), 6-tioguanina y metotrexato. Los ejemplos de compuestos inmunosupresores
apropiados incluyen ciclosporina y tacrolimus (PROGRAF ™).

Agentes y organismos probidticos y nutracéuticos. Las composiciones de la invencion pueden incluir diversos agentes y
organismos probioticos y nutracéuticos para tratar afecciones intestinales. Los ejemplos incluyen bacterias y/o nutrientes
usados para tratar afecciones intestinales descritas en este documento, tales como enfermedad de Crohn, colitis
ulcerosa, enteritis por radiacion, pouchitis, enteritis de derivacion, diarrea aguda, diarrea del viajero, diarrea asociada a
antibioticos, infeccion por Helicobacter pylori'y diarrea asociada con la inmunosupresion (por ejemplo, diarrea asociada
al SIDA). Los ejemplos de agentes probiéticos apropiados incluyen los usados para promover la induccion enzimatica de
la actividad disacaridasa, los efectos tréficos sobre la mucosa intestinal, el bloqueo de toxinas bacterianas o la induccién
de respuesta inmunoldgica. Los ejemplos de organismos probidticos apropiados incluyen Lactobacillus, Bifidobacterium
and Saccharomyces boulardii (véase, por ejemplo, Penna et al., "Up-to-date clinical and experimental basis for the use
of probiotics," J Pediatr (Rio J). 76(Suppl. 1):S209-17 (2000).

Agentes nicotinicos. Las composiciones de la invencién pueden incluir diversos agentes y tratamientos nicotinicos, tales
como nicotina, en el tratamiento de afecciones inflamatorias de esta invencion (véase, por ejemplo, Guslandi et al.,
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"Distal ulcerative colitis refractory to rectal mesalamine: role of transdermal nicotine versus oral mesalamine", Can J
Gastroenterol. 16(5):293-6 (2002).

Métodos de tratamiento y composiciones farmacéuticas

La invencién proporciona composiciones farmacéuticas para tratar trastornos que implican inflamacién del sistema
digestivo o tejidos de la mucosa. Los ejemplos de afecciones adecuadamente tratadas usando las composiciones de la
invencion incluyen afecciones inflamatorias de la boca tales como mucositis, enfermedades infecciosas (por ejemplo,
enfermedades viricas, bacterianas y fungicas) y enfermedad de Crohn; afecciones inflamatorias del eséfago tales como
esofagitis, afecciones que resultan de una lesién quimica (por ejemplo, ingestién de lejia), enfermedad por reflujo
gastroesofagico, reflujo de acidos biliares, eso6fago de Barrett, enfermedad de Crohn y estenosis esofagica; afecciones
inflamatorias del estdmago, tales como gastritis (por ejemplo, infeccion por Helicobacter pylori, enfermedad acidoptica y
gastritis atrofica), enfermedad ulcerosa péptica, lesiones precancerosas del estémago, dispepsia no ulcerosa vy
enfermedad de Crohn; afecciones inflamatorias del intestino, tales como enfermedad celiaca, enfermedad de Crohn,
colon espastico, sobrecrecimiento bacteriano, desequilibrio de levadura, enfermedad de Ulcera péptica y fisuras del
intestino, diarrea del viajero, pouchitis, enfermedad inflamatoria intestinal ("IBD", por ejemplo, ulcerativa colitis y
enfermedad de Crohn), y diversas formas de colitis, tales como colitis por derivacion, colitis no especifica, colitis
ulcerativa, colitis infecciosa (por ejemplo, colitis pseudomembranosa tal como colitis por Clostridium difficile, enteritis por
salmonela, infecciones por shigella, yersiniosis, criptosporidiosis, infecciones microsporidiales e infecciones virales),
colitis inducida por radiacion, colitis en el huésped inmunocomprometido (por ejemplo, fiflitis), condiciones
precancerosas del colon (por ejemplo, displasia, afecciones inflamatorias del intestino y polipos de colon), proctitis,
inflamacién asociada con hemorroides, proctalgia fugax y fisuras rectales; afecciones del higado, la vesicula biliar y/o
las vias bilaterales, tales como hepatitis, colangitis, colangitis esclerosante, cirrosis biliares primarias y colecistitis; y
absceso intestinal Las composiciones de la invencion también son Utiles en el tratamiento del sindrome del intestino
irritable.

Métodos de tratamiento

De acuerdo con otras realizaciones de la presente divulgacion, los métodos de tratamiento de a un sujeto que necesita
tal tratamiento incluyen administrar una cantidad eficaz de una composicidon de esta invencion al sujeto y/o administrar
una cantidad eficaz de una composicion de esta invencion al sistema digestivo y/o los tejidos de la mucosa de un sujeto.
La cantidad eficaz variara algo de la composicion a la composicion, y estara sujeta al sujeto, y dependera de factores
tales como la edad, la especie, el género y/o la condicion del sujeto y la ruta y el modo de administracion. Tales
dosificaciones se pueden determinar de acuerdo con procedimientos farmacolégicos de rutina conocidos por los
expertos en el arte. En algunos ejemplos, una dosis desde aproximadamente 100 ug a aproximadamente 100 mg/kg
tendra eficacia, con todos los pesos calculados en base al peso de la composicion y/o ingrediente activo (por ejemplo,
compuesto de 4-APAA). Se puede emplear una dosificacion desde aproximadamente 10 mg/kg a aproximadamente 50
mg/kg para administracion oral. Por lo general, se puede emplear una dosificacion desde aproximadamente 0.5 mg/kg a
5 mg/kg para inyeccién intramuscular. La frecuencia de administracion puede ser de una, dos o tres veces por
dia/semana/mes/afio o segun sea necesario para tratar la afeccion. La duracion del tratamiento depende del tipo de
afeccion que se trate y puede durar tanto como la vida del paciente.

Los sujetos apropiados para ser tratados de acuerdo con la presente divulgacion incluyen, pero no se limitan a, sujetos
de mamiferos y aves, y son preferiblemente mamiferos. Los mamiferos de la presente invencién incluyen, pero no se
limitan a, caninos, felinos, bovinos, caprinos, equinos, ovinos, porcinos, roedores (por ejemplo, ratas y ratones),
lagomorfos, primates, humanos y similares, y mamiferos en el utero. Cualquier sujeto mamifero que necesite ser tratado
de acuerdo con la presente divulgacion es apropiado. Se prefieren sujetos humanos. Los sujetos humanos de ambos
sexos y en cualquier etapa de desarrollo (esto es, neonato, infante, juvenil, adolescente, adulto) se pueden tratar de
acuerdo con la presente divulgacion. Las aves ilustrativas de la presente divulgacion incluyen pollos, patos, pavos,
gansos, codornices, faisan, ratites (por ejemplo, avestruz) y aves domesticadas (por ejemplo, loros y canarios) y aves in
ovo.

La presente divulgacion se refiere principalmente al tratamiento de sujetos humanos, pero la invencion también se
puede llevar a cabo en sujetos animales, particularmente mamiferos tales como ratones, ratas, perros, gatos, ganado y
caballos con fines veterinarios, y para cribado de farmacos y fines de desarrollo de farmacos.

El método descrito generalmente implica la administracién de una cantidad eficaz de un compuesto de 4-APAA, solo o
en combinacion con otros compuestos como se describe en este documento, a un sujeto que tiene un trastorno que
implica inflamacion del sistema digestivo y/o tejidos de la mucosa. En ciertas realizaciones, el trastorno es una afeccion
intestinal, y el compuesto de 4-APAA se administra como un componente de una formulacion que libera el compuesto
de 4-APAA en el lumen del intestino de una manera que lo pone en contacto con un sitio de enfermedad, tales como
tejido inflamado o ulcerado (véase, por ejemplo, Chourasia et al., "Pharmaceutical Approaches to Colon Targeted Drug
Delivery Systems," J Pharm Pharmaceut Sci 6(1):33-66 (2003).
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El compuesto de 4-APAA se puede administrar como una monoterapia. Alternativamente, el compuesto de 4-APAA se
puede administrar como un componente de un régimen de terapia de combinacién que emplea al menos un compuesto
de 4-APAA y uno o mas de otros compuestos. Cuando se usa una terapia de combinacion, los diversos compuestos
terapéuticos pueden administrarse por separado o juntos como componentes de una Unica formulacion. La siguiente

tabla proporciona ejemplos ilustrativos:

No | Compuesto 1 Compuesto 2 Otros compuestos
1 compuesto 4-APAA unido con azo | compuesto de 5-ASA no unido con | Opcional
azo
2 compuesto 4-APAA no unido con | compuesto de 5-ASA unido con azo | Opcional
azo
3 compuesto 4-APAA unido con azo | compuesto 4-APAA no unido con | Opcional
azo
4 compuesto de 5-ASA unido con | compuesto de 5-ASA no unido con | Opcional
azo azo
5 compuesto APAZA™ compuesto de 5-ASA no unido con | Opcional
azo
6 compuesto APAZA™ compuesto 4-APAA no unido con | Opcional
azo
7 compuesto APAZA™ compuesto de 5-ASA no unido con | compuesto 4-APAA no unido con azo
azo
8 compuesto 4-APAA no unido con | compuesto de 5-ASA unido con azo | Esteroide  local (por  ejemplo,
azo budesonida)
9 compuesto 4-APAA no unido con | compuesto de 5-ASA unido con azo | Antibiodtico
azo

Dependiendo de la afeccion especifica o estado de enfermedad que se va a tratar, se administran a los sujetos
compuestos de la presente invencion en cualquier dosificacion terapéuticamente eficaz y segura apropiada, como puede
determinarse facilmente dentro de la experiencia en la técnica y sin excesiva experimentacion a la luz de la presente
divulgacion. Por ejemplo, el compuesto de 4-APAA se administra adecuadamente en una cantidad que varia desde
aproximadamente 0.001 mg/kg-dia a aproximadamente 500 mg/kg-dia, desde aproximadamente 0.01 mg/kg-dia a
aproximadamente 100 mg/kg-dia, desde aproximadamente 0.1 mg/kg-dia a aproximadamente 10 mg/kg-dia, o
aproximadamente 1 mg/kg-dia.

Los compuestos de 4-APAA, compuestos de 5-ASA y otros compuestos usados en las composiciones de la invencion
se pueden administrar o suministrar per se asi como en forma de ésteres, sales y otros derivados fisiol6gicamente
funcionales farmacéuticamente aceptables de los mismos y/o en un portador farmacéuticamente aceptable.

Formulaciones

La invencion proporciona composiciones de formulacion farmacéutica para uso en los métodos de la divulgacion. Las
formulaciones farmacéuticas se seleccionan para facilitar la administracion de un compuesto de 4-APAA a un sujeto. El
compuesto de 4-APAA se puede administrar solo o con uno o mas compuestos terapéuticos adicionales, tales como un
segundo compuesto de 4-APAA, un compuesto de 5-ASA y/o cualquier compuesto como se describe en este
documento.

En la fabricacion de una composicion farmacéutica segun las realizaciones de la presente invencion, el (los) agente (s)
terapéutico (s) se mezclan por lo general con, entre otros, un portador farmacéuticamente aceptable. El portador debe,
por supuesto, ser aceptable en el sentido de ser compatible con cualquier otro ingrediente en la composicion
farmacéutica y no debe ser perjudicial para el sujeto. El portador puede ser un sdlido o un liquido, o ambos, y se formula
preferiblemente con el (los) agente (s) terapéutico (s) como una formulacién de dosis unitaria, por ejemplo, un
comprimido, que puede contener desde aproximadamente 0.01 o0 0.5% a aproximadamente 95% o 99% en peso del (de
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los) agente (s) terapéutico (s). Las composiciones farmacéuticas se pueden preparar mediante cualquiera de las
técnicas de farmacia bien conocidas, que incluyen, pero no se limitan a, mezclar los componentes, que incluyen
opcionalmente uno o mas ingredientes accesorios. El (los) agente (s) terapéutico (s) se proporcionan en una cantidad
eficaz para lograr el efecto farmacolégico deseado, como se describié anteriormente, y en una cantidad apropiada para
alcanzar la dosis diaria deseada.

En ciertas realizaciones, las composiciones de la invencion estan disefiadas para administrar el (los) agente (s)
terapéutico (s) al sitio de la enfermedad. Por ejemplo, cuando la afeccion es la enfermedad de Crohn, se puede formular
una composicion oral para administrar el (los) agente (s) terapéutico (s) al tejido ulcerado o inflamado en el intestino
grueso Yy/o el colon, liberando el (los) agente (s) terapéutico (s) a lo largo del intestino delgado y el colon, y/o a lo largo
de la porcion distal del intestino delgado y en el colon. De manera similar, cuando la enfermedad es una colitis ulcerosa,
se puede formular una composicion oral para liberar el (los) agente (s) terapéutico (s) a lo largo de la porcion distal del
intestino delgado y en el colon, o a lo largo del colon. Ademas, cuando el sitio de la enfermedad esta en el colon (por
ejemplo, colitis ulcerosa), el (los) agente (s) terapéutico (s) se pueden formular como un supositorio o un enema.

Otras formulaciones apropiadas incluyen, por ejemplo, composiciones orales tales como lavados bucales para el
tratamiento de afecciones inflamatorias de la cavidad oral o garganta; composiciones vaginales para el tratamiento de
afecciones inflamatorias de la cavidad o abertura vaginal; formulaciones intrauterinas para afecciones inflamatorias del
utero; formulaciones oculares, tales como gotas para los ojos o pomadas para el tratamiento de afecciones inflamatorias
del ojo o la conjuntiva; asi como formulaciones tépicas para la aplicacion dérmica para tratar afecciones inflamatorias de
la piel.

Las formulaciones de la presente invencién apropiadas para administracion oral se pueden presentar como unidades de
dosificacién discretas tales como capsulas, sellos, comprimidos o comprimidos para deshacer en la boca, conteniendo
cada una cantidad predeterminada de un compuesto de 4-APAA, opcionalmente con un compuesto de 5-ASA, un
segundo compuesto de 4-APAA y/u otro compuesto terapéutico. EI componente de agente terapéutico de la formulacion
puede, por ejemplo, tomar la forma de un polvo o granulos. Los granulos se pueden recubrir ellos mismos, por ejemplo,
recubiertos entéricamente. Las formulaciones también se pueden proporcionar de manera apropiada como
suspensiones, por ejemplo, en un licor acuoso o un liquido no acuoso, tal como un jarabe, un elixir, una emulsién o una
pocion.

Las formulaciones orales para el tratamiento de condiciones intestinales son preferiblemente formas de dosificacion
soélidas y pueden incluir cualquiera de una amplia variedad de componentes conocidos para ayudar a los agentes
terapéuticos a pasar a través del estdmago y liberarse en el intestino, tales como en el intestino delgado proximal,
intestino delgado distal, y/o en el colon. Ademas, las composiciones se pueden preparar para liberar un primer agente
en el estbmago y uno o mas agentes adicionales en el intestino delgado o colon. Ejemplos de tales estrategias se
describen en la siguiente tabla:

No. Estdbmago Intestino delgado Intestino delgado distal Colon

1 compuesto de 5- | Ninguno compuesto de 5-ASA y compuesto | compuesto de 5-ASA
ASA de 4-APAA compuesto de 4-APAA

2 compuesto de 5- | compuesto de 5- | compuesto de 5-ASA y compuesto | compuesto de  5-ASA
ASA ASA de 4-APAA compuesto de 4-APAA

3 compuesto de 5- | Ninguno Ninguno compuesto de 5-ASA
ASA compuesto de 4-APAA

4 compuesto de 5- | compuesto de 5- | Ninguno compuesto de 5-ASA
ASA ASA compuesto de 4-APAA

5 compuesto de 4- | Ninguno compuesto de 5-ASA y compuesto | compuesto de 5-ASA
APAA de 4-APAA compuesto de 4-APAA

6 compuesto de 4- | compuesto de 4- | compuesto de 5-ASA y compuesto | compuesto de 5-ASA y 4-
APAA APAA de 4-APAA APAA Compuesto

7 compuesto de 4- | Ninguno Ninguno compuesto de 5-ASA
APAA compuesto de 4-APAA
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8 compuesto de 4- | compuesto de 4- | Ninguno compuesto de 5-ASA
APAA APAA compuesto de 4-APAA

9 Ninguno Ninguno compuesto de 5-ASA y compuesto | compuesto de 5-ASA
de 4-APAA compuesto de 4-APAA

10 Ninguno compuesto de 5- | compuesto de 5-ASA y compuesto | compuesto de  5-ASA
ASA de 4-APAA compuesto de 4-APAA

11 Ninguno Ninguno Ninguno compuesto de 5-ASA
compuesto de 4-APAA

12 Ninguno compuesto de 5- | Ninguno compuesto de 5-ASA
ASA compuesto de 4-APAA

13 Ninguno Ninguno compuesto de 5-ASA y compuesto | compuesto de 5-ASA
de 4-APAA compuesto de 4-APAA

14 Ninguno compuesto de 4- | compuesto de 5-ASA y compuesto | compuesto de  5-ASA
APAA de 4-APAA compuesto de 4-APAA

15 Ninguno Ninguno Ninguno compuesto de 5-ASA
compuesto de 4-APAA

15 Ninguno compuesto de 4- | Ninguno compuesto de 5-ASA
APAA compuesto de 4-APAA

Los componentes preferidos para composiciones para administracion oral para la administracion del agente terapéutico
a un sitio de enfermedad en el intestino delgado o colon incluyen los siguientes: uno o una combinacion de
componentes seleccionados del grupo que consiste en: recubrimientos unidos con AZO, recubrimientos entéricos,
recubrimientos sensibles al pH, recubrimientos que se disuelven en un intervalo de pH de aproximadamente 5.5 a
aproximadamente 7, polimeros metacrilicos, recubrimientos de liberacion prolongada, microcapsulas, recubrimientos
biodegradables y recubrimientos sensibles a la reduccion.

Métodos de sintesis

Los agentes terapéuticos de la presente invencion estan disponibles comercialmente o se pueden preparar segun los
métodos de la divulgacion usando materiales de partida y reactivos conocidos. Por ejemplo, las rutas de sintesis
ilustradas en las figuras 1y 2 son utiles para preparar el agente terapéutico APAZA™ y compuestos relacionados. Las
variaciones en los métodos de sintesis generales descritos seran facilmente evidentes para los expertos en el arte.

Ahora se describiran aspectos particulares de la presente invencion con referencia a los siguientes ejemplos. Debe
apreciarse que estos ejemplos tienen el propdsito de ilustrar aspectos de la presente invencion, y no limitan el alcance
de la invencion.

Ejemplos
Sintesis de compuestos de la presente invencion

Se tomaron puntos de fusiéon en un aparato de punto de fusiéon capilar Mel-Temp |l de Laboratory Devices y no se
corrigieron. Los espectros 'THRMN se obtuvieron en un espectrometro Varian Unity 600 MHz. Los cambios quimicos (8)
se informan como partes por millén (ppm) en relacién con el estandar interno tetrametilsilano. Los espectros ultravioleta
y visible se obtuvieron con un espectrofotémetro Beckman DU 640i. La espectroscopia infrarroja se obtuvo en un Nicolet
Impact 410 y los datos de espectroscopia de masas por bombardeo rapido de atomos (FAB) se obtuvieron por M-Scan
Inc. Todos los reactivos se usaron tal como se recibié de Aldrich Chemical Co.

Sintesis del acido 5- [4-(1-carboxi-etil)-fenilazo] -2-hidroxi-benzoico

Acido 2-(4-amino-fenil)-propiénico. Un matraz de tres bocas, secado al horno, de 500 mL, equipado con una barra de
agitacion, se cargd con acido (R, S) 2-(4-nitrofenil) propionico (5.00 g, 25.6 mmol), alcohol etilico absoluto (200 mL) y
paladio (10% en peso sobre carbono activado, 0.27 g, 2.56 mmol). Se introdujo un entorno de hidrégeno en el matraz y
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la mezcla se agité luego a temperatura ambiente durante 6 horas. La mezcla de reaccion en bruto se filtré a través de
Celite y el alcohol etilico se elimind a presion reducida. El producto en bruto se sec6 a vacio durante la noche dando
como resultado un soélido de color amarillo claro (70% de rendimiento, 2.98 g): mp 125-129 °C, 'H RMN (DMSO-ds): d
1.24 (3H, s), 1.26 (3H, s), 3.41 (1H, s), 3.43 (2H, s), 6.46 (2H, d, J= 7.6 Hz), 6.91 (2H, d, J= 7.6 Hz); IR (KBr) 2596,
2189, 1630, 1581, 1441, 1375, 1277, 1192, 1052, 876 cm™'; FAB-MS (NBA) m/z 165 (M+H)*.

Acido 5-[4-(1-carboxi-etil)-fenilazo]-2-hidroxi-benzoico. Como se prepard en el procedimiento anterior, el acido 2-(4-
aminofenil)-propionico (3.90 g, 23.6 mmol) disuelto en una solucién acuosa de HCI (75 mL, 36.5- 38.0% de HCl en 8 mL
de H;0) se colocd en un vaso de precipitados de 200 mL y enfriado a 0 °C en un bafio de hielo. Cuando la solucién se
estabilizé a 0 °C, se afiadid gota a gota nitrito de sodio (1.79 g, 26.0 mmol) en agua (2 mL). La temperatura se mantuvo
a 0-5 °C y la solucion de sal de diazonio resultante se agité durante 15 min.

Mientras se agitaba la solucion de sal de diazonio, se cargd un vaso de precipitados de 800 mL equipado con una barra
de agitacion, termometro y sonda de pH (modelo 420A de Orién con sonda de pH semimicro Orion) con sal sddica de
acido salicilico (11.3 g, 20.8 mmol) disuelta en hidréxido de sodio (4.25 g, 106 mmol) y H,O (100 mL). Usando un bafio
de hielo, la solucion de acido salicilico se enfrio a 17 °C y la soluciéon de sal de diazonio se afiadié lentamente en
porciones de 10 mL. Durante toda la adicion, el pH se mantuvo a 13.2-13.3 con la adicién de hidréxido de sodio acuoso,
y la temperatura se mantuvo entre 17-18 °C con la adicion de hielo. Una vez completada la adicion, la solucién roja
oscura resultante se dejo calentar a temperatura ambiente y se continud la agitacion durante 90 minutos. Tras la
acidificacion a pH 3.5 con HCI concentrado (~20 mL, 36.5-38%), se precipitd un sdlido de color rojo oscuro y se recogio
por filtracién al vacio.

El producto en bruto (8.49 g, 27.0 mmol) se suspendié en H>O (300 mL) y se calent6 a 70 °C, durante 30 minutos. para
eliminar el exceso de acido salicilico. La suspension se enfrio a 50 °C y se recogié un soélido mediante filtracion por
succion. El sélido recogido se purificd después por cromatografia instantanea (SiO.: acetato de etilo/hexanos, 1:1). Se
cargd el producto en bruto (2.50 g, 7.95 mmol) en DMF (~ 4.5 mL) y se recogieron fracciones de color amarillo, se
combinaron y se concentraron a presion reducida. Después de secar al vacio, el producto purificado se obtuvo como un
solido de color naranja con un rendimiento del 55% (1.38 g): mp 147 °C, '"H RMN (DMSO-dg): d 1.38 (3H, s), 1.39 (3H,
s), 3.76 (1H, s), 3.78 (1H, s), 7.11 (1H, d, J=8.4 Hz), 7.46 (2H, d, J=7.8 Hz), 7.80 (2H, d, J=8.4 Hz), 8.03 (1H, d, J=9.0
Hz), 8.30 (1H, s); IR (KBr) 2973, 1921, 1708, 1652, 1577, 1477, 1339, 1289, 1226, 1164, 1101, 1013, 857, 663 cm™"; UV-
Vis (MeOH) ?max = 355 nm, e = 23,700 mol-'cm-'L; FAB-MS (NBA) m/z 313 (M)~

Sintesis del acido 5-(4-carboximetil-fenilazo)-2-hidroxi-benzoico [agente terapéutico APAZA™].

Se coloco acido 4-aminofenilacético (10.0 g, 66.2 mmol) disuelto en una solucién acuosa de HCI (20 mL, 36.5-38.0% de
HCI en 200 mL de H>O) en un vaso de precipitados de 500 mL y se enfri6 a 0 °C en un bafio de hielo. Cuando la
solucion se estabilizé a 0 °C, se afiadio nitrito de sodio (5.02 g, 72.8 mmol) en agua (50 mL) lentamente en porciones de
5 mL. La temperatura se mantuvo a 0-5 °C y la solucion de sal de diazonio resultante se agité durante 15 minutos.

Mientras se agitaba la solucion de sal de diazonio, se cargd un vaso de precipitados de 2 L con una barra de agitacion,
termoémetro y sonda de pH (modelo 420A de Orién con sonda de pH semimicro Orion) con sal sédica de acido salicilico
(31.8 g, 198 mmol) en hidréxido de sodio (11.9 g, 230 mmol) y agua (200 mL). Usando un bario de hielo, la solucién de
acido salicilico se enfrid a 17 °C y la solucion de sal de diazonio se afiadié lentamente en porciones de 25 mL. Durante
la adicion, el pH se mantuvo en 13.2-13.3 con la adiciéon de hidréxido de sodio acuoso, y la temperatura se mantuvo
entre 17-18 °C con la adicion de hielo. Después de que se completara la adicion, la solucién de color rojo oscuro
resultante se dejo calentar a temperatura ambiente y se continud la agitacion durante 30 minutos adicionales. Tras la
acidificacion a pH 3 con HCI concentrado (~50 mL, 36.5-38%), precipité un soélido de color marrén y se recogié mediante
filtracion por succion.

El producto en bruto se purificd por cromatografia instantanea (SiO;: acetato de etilo/hexanos, 1:1). En una columna
rellena con malla 70-230, gel de silice de 60A con area de superficie BET de ~ 500 m2/g y volumen de poro de 0.75
cm?/g, el producto en bruto (11.5 g, 38.2 mmol) en DMF (~12 mL) fue cargado. Las fracciones fueron recolectadas y
combinadas en base al color. La primera banda era de color amarillo y contenia exceso de acido salicilico, asi como
trazas del producto deseado. La segunda banda era de color naranja y contenia el producto deseado, y la tercera banda
era de color rojo y contenia impurezas desconocidas. Todas las fracciones se combinaron y se concentraron a presion
reducida y se secaron al vacio.

El producto purificado se obtuvo como un sélido de color naranja con un rendimiento del 28% (2.75 g): mp 204 °C;
(2.75g): mp 204°C; '"H RMN (DMSO-ds) d 3.67 (2H, s), 7.11 (1H, d, J= 9.0 Hz), 7.44 (2H, d, J=8.4 Hz), 7.79 (2H, d, J=8.4
Hz), 8.02 (1H, d of d, J= 2.4 Hz, 9.0 Hz), 8.29 (1H, s); IR (KBr) 3098,1696, 1614, 1458, 1345, 1195, 838 cm-1; UV-Vis
(MeOH) ?max = 350 nm, e = 25,700 mol' cm™ L; FAB-MS (NBA) positiva m/z 301 (M+H)*, FAB-MS(NBA) negativa m/z
299 (M)-.
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Sintesis del acido 4-(4-carboximetil-fenilazo)-fenilacético

Se suspendid el acido 4-aminofenilacético (3.75 g, 24.8 mmol) en agua (75 mL) y se afadié acido clorhidrico
concentrado (8 mL). La solucion se enfrié a 0 °C en un bafio de hielo con agitacion rapida. Se afadié nitrito de sodio
(1.80 g, 26.1 mmol) en agua (20 mL) gota a gota a la solucién de acido 4-aminofenilacético con agitacion rapida. Se tuvo
cuidado de mantener la temperatura entre 0-5 °C en todo momento, especialmente durante la adiciéon de NaNO.. La
reaccion se agité durante 20 min adicionales. Mientras tanto, se disolvié acido fenilacético (10.1 g, 74.4 mmol) en una
solucion acuosa de NaOH (4.50 g, 113 mmol de NaOH en 100 mL de H;0). La solucion se agité vigorosamente a 17 °C
y a pH 13.3. La solucion de sal de diazonio se afadié gota a gota a la solucion de acido fenilacético. Es de suma
importancia mantener la temperatura de la solucién de acido fenilacético entre 17-18 °C y el pH entre 13.2-13.3 en todo
momento, especialmente durante la adicion de sal de diazonio. La temperatura se regulé mediante la adicion de hielo y
el pH se regulé mediante la adicion de NaOH 8 M. Después de que se completara la adicion, la solucion se dejo calentar
a temperatura ambiente y se agité durante 30 minutos adicionales. La mezcla de reaccion se filtré por succion para
eliminar cualquier particula no disuelta o productos secundarios no deseados. El filtrado se acidificd con HCI acuoso (10
mL de HCI concentrado en 20 mL de H»O), que produjo un precipitado de color rojo oscuro. El precipitado se recogio
mediante filtracién por succion y se lavd varias veces con H,O fria, hasta que el filtrado fue transparente. El sélido
recogido se seco al aire durante la noche para dar el compuesto deseado en forma de un sélido de color rojo con un
rendimiento del 37%: IR (KBr) 3030 (br), 1696,1658, 1452, 1414, 1201, 850, 675 cm™' FABMS m/z 299 (M + H)*, 320 (M
+ Na); "H RMN (DMSO-dg) d 3.47 (s, 4H), 7.33 (4H, d, J= 8.1 Hz), 7.84 (4H, d, J= 8.4 Hz).

Metabolismo de APAZA™ después de la administracién oral

La degradacion del agente terapéutico APAZA™ (acido 5-(4-carboximetil-fenilazo)-2-hidroxi-benzoico) y sulfasalazina
(usada como control) y la generacion de sus metabolitos cuando estos compuestos se dosificaron por via oral a las
ratas se les midi6 para poder confirmar que tanto el agente terapéutico APAZA™ como la sulfasalazina experimentan
reduccién azo bacteriana y producen sus metabolitos acido 5-aminosalicilico (5-ASA) y sulfapiridina para sulfasalazina,
acido 5-aminosalicilico (5-ASA) y acido 4-aminofenil acético (4-APAA) para el agente terapéutico APAZA™.

Este experimento se realizé para confirmar que un compuesto azo, el agente terapéutico APAZA™, se somete a un
proceso de reduccidon bacteriana y produce sus metabolitos en el metabolismo in vivo. La cuantificacion de sus
metabolitos también se llevé a cabo. La sulfasalazina, que no forma parte de la presente invencién, se usé como control
ya que se produce una escision del enlace azo similar por parte de las bacterias con ella, lo que da como resultado el
acido 5-aminosalicilico y la sulfapiridina como sus metabolitos. Tanto el agente terapéutico APAZA™ como la
sulfasalazina se degradaron y sus metabolitos se produjeron como se esperaba.

Para la orina, los compuestos parentales y sus metabolitos se detectaron solo con la recoleccion del dia 1. El resto de
las recolecciones no mostraron ningun compuesto. Para las heces, los compuestos fueron detectables hasta la
recoleccion del dia 2.

Las ratas que se dosificaron con el agente terapéutico APAZA™ (rata 1, 2 y 3) mostraron el agente terapéutico
APAZA™  4-APAA, actarit y 5-ASA acetilado en orina. Las ratas con dosis de sulfasalazina (rata 4, 5 y 6) mostraron
sulfasalazina, sulfapiridina y 5-ASA acetilado en la orina. Solo se detectd 5-ASA acetilado en las heces,
independientemente de los compuestos administrados. El 5-ASA se convirtié rapidamente en 5-ASA acetilado.

Es interesante observar que mientras que las ratas dosificadas con sulfasalazina producian sus metabolitos, 5-ASA (5-
ASA acetilado en este caso) y sulfapiridina, en proporcion 1:1, las ratas con la dosificacion del agente terapéutico
APAZA™ produjeron de 7 a 10 veces mas de 4-APAA que 5-ASA acetilado.

Se cree que la mayoria de la sulfasalazina ingerida viaja por el intestino delgado hacia el colon y experimenta una
reduccion azo bacteriana para liberar sulfapiridina y compuestos de 5-ASA. Los resultados de este estudio confirman
esta creencia y muestran que el agente terapéutico APAZA™ se somete a una reduccion azo bacteriana similar.

Se usaron un total de 8 ratas para el experimento y se us6 metilcelulosa como un vehiculo. La cantidad de dosificacion
fue de 100 mg/kg por rata. Se dosificaron tres ratas con el agente terapéutico APAZA™ y se dosificaron las otras tres
ratas con sulfasalazina. Se usaron dos ratas como control y se dosificaron con metilcelulosa. Tanto la orina como las
heces se recogieron durante 4 dias y se analizaron por HPLC.

Se recogi6 orina todos los dias y se centrifugaron 300 uL de alicuota de cada muestra durante 10 minutos a 5000 g. Se
inyectaron 80 uL de sobrenadante para su analisis. Las heces también se recogieron cada dia y se homogeneizaron
con una mezcla 1:1 de agua y acetonitrilo. Esta mezcla se centrifugé luego durante 20 minutos a 5000 g. Se inyectaron
80 uL de sobrenadante para su analisis.

Se us6 un HPLC Waters 2690 para el analisis de muestras de la siguiente manera:
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Programacion de fase movil:

Fase movil:
Velocidad de flujo:
Columna:

Configuracion de PDA:

Tiempo de analisis/muestra:
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Gradiente

A =agua + 0.1% de TFA; B = Acetonitrilo + 0.1% de TFA

1 mL/min.

Phenomenex Max RP, 80 A, 4.6 mm x 250 mm

Espectro recogido: 210-400nm; cromatograma extraido: 280 y/u otro

Aproximadamente 50 min.

Tiempo Vel(cr):]:iLcj?nc:nc:ﬁc:‘;ujo % Fase movil A % Fase movil B
- 1 100 0
40 1 50 50
43 1 5 95
44 1 95 5
50 1 95 5

El 5-ASA se convirtié rapidamente en 5-ASA acetilado (5-aceASA). Se generd la misma cantidad de 5-ASA acetilado
tanto del agente terapéutico APAZA™ como de la sulfasalazina en la orina. El 5-ASA acetilado y la sulfapiridina se
produjeron en una proporcion 1:1 a partir de orina de rata dosificada con sulfasalazina. Se produjo aproximadamente de
7 a 10 veces mas de 4-APAA que 5-ASA acetilado de la orina de rata dosificada con el agente terapéutico APAZA™.
Solo se detectd 5-ASA acetilado de las heces independientemente del compuesto dosificado. Se detecté mas 5-ASA
acetilado en las heces que en la orina.

Dia 1 el agente terapéutico APAZA™ dosificado
Dosis el agente terapéutico SASA
total(mg) APAZA™ (mg) 4APAA (mg) | Actarit (mg) aczar:]llg)do
Orina Rata 1 22.0 0.48 3.456 0.0717 0.299
Rata 2 235 0.3546 3.177 0.422
Rata 3 225 0.4707 4.674 0.298
Sulfasalazina
dosificada
Dosis Sulfasalazina (mg) Sulfapiridina | 5ASA
total(mg) (mg) acetilado
(mg)
Rata 4 21 0.00882 0.337 0.288
Rata 5 225 0.01279 0.305 0.328
Rata 6 21 0.01092 0.41 0.39
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el agente terapéutico APAZA™ dosificado
Heces Dosis total(mg) 5ASA acetilado (mg)
Rata 1 22 1.9254
Rata 2 235 1.9519
Rata 3 22.5 1.2437
Sulfasalazina dosificada
Dosis total(mg) 5ASA acetilado (mg)
Rata 4 21 1.2158
Rata 5 225 1.3708
Rata 6 21 0.9033
Dia 2 el agente terapéutico APAZA™ dosificado
Heces Dosis total(mg) 5ASA acetilado (mg)
Rata 1 22 0.2562
Rata 2 235 0.7755
Rata 3 22,5 0.1827
Sulfasalazina dosificada
Dosis total(mg) 5ASA acetilado (mg)
Rata 4 21 0.2
Rata 5 225 0.2584
Rata 6 21 0.1458

Efectos biolégicos de los compuestos de la presente invencion

El objetivo de este estudio fue evaluar histolégicamente y comparar los efectos de tres agentes terapéuticos diferentes
administrados por via intrarrectal (dos veces al dia durante cuatro dias) a ratas macho Lewis después de la
administracion intrarrectal de acido dinitrobenceno sulfénico (DNBS). DNBS indujo colitis en ratas segun un modelo
experimental establecido (véase, por ejemplo, Bertran et al., "Intracolonic administration of zileuton, a selective 5-
lipoxygenase inhibitor, accelerates healing in a rat model of chronic colitis”, Gut. 38(6):899-904 (1996), y Blau et al.,
"Relation between colonic inflammation severity and total low-molecular-weight antioxidant profiles in experimental
colitis", Dig Dis Sci. 45(6): 1180-1187 (2000), cuyas divulgaciones completas se incorporan en este documento como
referencia). Los grupos Simulado y DNBS sirvieron como controles negativos y positivos, respectivamente. La
distribucion de los animales a cada grupo se presenta en la tabla 1:

GRUPO NUMERO DE ANIMALES
Simulado 6
DNBS 5
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5-ASA 6
4-APAA 6
Mezcla de 5-ASA y 4-APAA 4

Se analizaron especimenes recortados de colon de 27 ratas macho, que incluyen micrétomo y tincién con hematoxilina
y eosina. Los 27 portaobjetos resultantes (1 seccion transversal por portaobjetos) se examinaron por microscopio.
Excepto por una rata del grupo Simulado y una rata del grupo DNBS, todas las diapositivas tenian sus etiquetas
pegadas para facilitar la lectura a ciegas. Las lesiones se clasificaron en una escala de 1-5 (1 = minimo, 2 = leve, 3 =
moderado, 4 = moderadamente grave, 5 = grave).

El cambio histomorfolégico principal observado en las secciones de colon de todas las ratas tratadas con DNBS
(independientemente de cualquier tratamiento adicional) fue de necrosis de tipo coagulante de longitud total a espesor
completo. No se observé necrosis en las ratas tratadas con solucién salina/metilcelulosa (grupo Simulado). En todos los
casos, las areas necréticas se caracterizaron por una pérdida dramatica de detalles celulares y afinidad de tincion; en
tales areas, solo se conservaron los contornos "fantasmas" de la arquitectura del colon. Ocasionalmente, el colapso
segmentario o "desercion" de una capa de tejido intestinal era evidente. Los tejidos necroticos fueron fuertemente
invadidos por tipos mixtos de bacterias. En las secciones que no estaban completamente necréticas, el patron de
necrosis tendia a ser laminar, afectando por lo general a la mucosa y la submucosa a la vez que conservaba partes de
la muscularis externa y/o adventitia (serosa y mesenterio adyacente). En estas secciones, una zona densa de
neutrofilos cariorrécticos dividié las capas internas necréticas de las capas externas menos afectadas. Se observd
vasculitis necrotizante fibrinoide de los vasos sanguineos submucosos en todas las ratas tratadas con DNBS. Se
observo vasculitis tanto en regiones necréticas como no necréticas, a menudo acompafadas de trombosis (trombos
fibrinosos, fibrinocelulares y/o bacterianos) y hemorragia submucosa de minima a moderada (con o sin acumulacion de
fibrina). Algunos sitios hemorragicos contenian macrofagos cargados de pigmento (sideréfagos, no diagnosticados por
separado). En todas las secciones de ratas tratadas con DNBS, la serosa y el mesenterio adyacente se expandieron
mediante proliferacion fibrovascular leve a moderadamente grave (tejido de granulacion precoz). Las secciones de dos
ratas (#4 y #11, mezcla de grupo 5-ASA y 4-APAA), cada una contenia un segmento Unico, corto y claramente
demarcado de mucosa no necrética y no ulcerada. Los cambios dentro de estos segmentos de la mucosa
comparativamente no afectados se limitaron a hiperplasia epitelial de la cripta de minima a leve, minima dilatacién de la
cripta e infiltracion neutrofilica minima.

La puntuacion de gravedad de la necrosis colonica se baso en el grado de afectacion tisular; sin embargo, el grado 5
(grave) se reservo para lesiones en las que la necrosis daba como resultado una pérdida extensa de tejido. Debido a
que el patrén de necrosis a menudo variaba de una seccion a otra, las capas intestinales individuales se puntuaron por
separado. En general, las puntuaciones promedio de gravedad para la necrosis fueron comparables entre los cuatro
grupos de ratas tratadas con DNBS, que se muestran en la siguiente tabla:

Grupo Simulado | DNBS | 5-ASA | 4-APAA | Mezcla 5-ASA & 4-APAA
No. de animales (6) (5) (6) (6) (4)

Mucosa 0.00 4.20 4.50 4.33 3.50
Submucosa 0.00 4.20 417 4.00 4.25
Muscularis 0.00 3.60 3.5 3.17 3.00
Adventitia 0.00 1.40 1.67 1.67 1.50

El puntaje promedio para la necrosis de la mucosa en el grupo de mezcla de 5-ASA y 4-APAA fue menor que las
puntuaciones en los otros grupos de ratas tratadas con DNBS debido a las areas de mucosa no afectadas en dos
animales de la mezcla de grupo 5 ASA y 4-APAA.

El cambio histomorfolégico principal observado en las secciones de colon de todas las ratas tratadas con DNBS
(independientemente de cualquier tratamiento adicional) fue de necrosis de tipo coagulante de longitud completa a
espesor parcial a completo. Los cambios asociados incluyeron invasion bacteriana masiva del tejido necroético, vasculitis
fibrinoide necrosante con trombosis y hemorragia e infiltracion pesada de neutréfilos. No se observé necrosis en las
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ratas tratadas con soluciéon salina/metilcelulosa (grupo Simulado). La gravedad (extension) de la necrosis fue
comparable entre los cuatro grupos de ratas tratadas con DNBS (DNBS, 5-ASA, 4-APAA y mezcla de 5-ASA y 4-APAA),
excepto que segmentos individuales de la mucosa no se afectaron comparativamente en 2/4 ratas del grupo mezcla de
5-ASAy 4-APAA.

Actividad antiinflamatoria de la mezcla de farmacos

Se indujo colitis con acido dinitrobenceno sulfonico (DNBS) (sin anestesia con éter) en 4 grupos de 6 ratas Lewis cada
uno. Un grupo de DNBS se dosificéd con vehiculo (0.7% de metilcelulosa) asi como un grupo simulado adicional de 6
animales que recibieron un enema de solucién salina en lugar de DNBS. La dosificacion intrarrectal (ir) se realizdé en
animales conscientes b.i.d. por 4 dias. Los tratamientos farmacoldgicos fueron los siguientes:

Acido 5-aminosalicilico (5-ASA): 50 mg/kg
Acido 4-aminofenilacético (4-APAA): 49.5 mg/kg (equimolar a 5-ASA)
Mezcla: 5-ASA+ 4-APAA: 50 mg/kg + 49.5 mg/kg

Los farmacos se suspendieron en el vehiculo mencionado anteriormente y el personal cegé a los grupos de farmacos.
Se registraron los pesos diarios y las puntuaciones de diarrea. En el 5° dia se sacrificaron las ratas postirritantes, se
realizaron laparotomias y se puntuaron para adherencias y estenosis intestinales; se registraron los pesos colectémicos
y del colon, los dos puntos se abrieron longitudinalmente y las inflamaciones/ulceraciones se puntuaron.

Los resultados ilustrados en las figuras 3 y 4 indicaron que 5-ASA, 4-APAA y la mezcla producen una actividad
antiinflamatoria similar (~31% de reduccioén en el colon: peso corporal [% BW]). La gravedad de la inflamacion se acerco
al maximo. Es posible que la gravedad se pueda ajustar mediante la reduccion de la dosis de DNBS y se realizdé un
pequefio estudio para probar esta hipotesis. Es posible que con un insulto mas leve haya evidencia de una mayor
separacion de los efectos del tratamiento.

Se indujo colitis por DNBS en 6 ratas Lewis (3 a 30 mg por rata y 3 a 15 mg por DNBS en rata) y se dejé desarrollar
durante 5 dias sin tratamiento para determinar la gravedad de la inflamacion. Se observé diarrea los dias 1-4 y las ratas
se sacrificaron el dia 5, se puntuaron y se determiné el peso corporal del colon. Los resultados indican que 15 mg por
DNBS de rata produce una inflamacién mas leve pero incoherente en comparacion con 30 mg por rata. El resultado de
30 mg de DNBS fue consistente con el visto previamente.

Estudios farmacocinéticos

Los estudios farmacocinéticos iniciales de dosis Unica con el compuesto APAZA™ se han llevado a cabo en perros y
ratones. Se completé un estudio para determinar la farmacocinética del plasma y la eliminacion del compuesto
APAZA™ y sus metabolitos (5-ASA, 4-APAA, 5-aceASA y 4-aceAPAA) después de la administracion de dosis orales
Unicas a ratones CD-1 machos. Para APAZA™ los valores de Cmax, AUC. y ty, fueron de 5.93 ng/mL, 7.43 pg/mL-h y
3.34 h. Cuando se normalizaron a valores molares, los valores de Cnax para todos los metabolitos APAZA™ fueron
menores que APAZA™; los valores variaron de 2.68 a 13.8 uM. Sin embargo, el valor normalizado APAZA™ AUC.. no
fue mayor que todos los demas metabolitos; estos valores variaron de 11.2 a 111 pg/M-h. Con la excepcion del 5-ASA
acetilado, los valores ty, para los metabolitos oscilaron entre 1.06-3.34 horas. El valor ty, para 5-ASA acetilado fue de
11.27 horas. Las concentraciones plasmaticas de APAZA™, 4-APAA, 5-aceASA y 4-aceAPAA estaban por debajo del
limite de deteccién a las 24 horas. Los valores de Tmax para APAZA™ y sus metabolitos fueron de 1 hora y 4 horas,
respectivamente. APAZA™ y sus metabolitos se eliminaron a través de vias fecales y urinarias con un 44.5% de la dosis
recuperada como APAZA™, 5-ASA, 4-APAA, 5-aceASA o 4-aceAPAA a las 24 horas.

Los niveles en plasma de APAZA™ aumentaron de una manera relacionada con la dosis en el intervalo de dosis de 100
a 1000 mg/kg cuando se administra como una dosis oral Unica a perros Beagle. La administracion oral de una dosis
Unica de 1000 mg/kg a perros dio como resultado una concentracion media de APAZA™ maxima en plasma (Cmax) de
9.78 ug/mL en hombres y 2.64 ug/mL en mujeres, tiempo hasta la concentracion en plasma maxima (tmax) de 15.0 y 24.0
horas en hombres y mujeres, respectivamente, area bajo la curva de concentracion en plasma-tiempo (AUCy.) de 95.4
ug-h/mL y 40.8 pg-h/mL para perros machos y hembras, respectivamente.

Los efectos del agente terapéutico 5-ASA, 4-APAA y APAZA™ se compararon en estudios usando acido 2, 4-
dinitrobencenosulfénico (DNBS), sodio sulfato de dextrano (DSS) y modelos de colitis con toxina A en ratas. En un
modelo de colitis cronica con DSS, el compuesto APAZA™ conservaba la estructura histolégica del colon normal y
evitaba un aumento en la proporcion del peso himedo del colon: peso corporal; ambos, si son anormales, son
indicadores de colitis. Los efectos después de la administracién de dosis equimolares de ambos compuestos APAZA™
y sulfasalazina oral y rectal en un modelo de colitis por DNBS indican que ambos compuestos tienen cierta actividad.
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Los resultados de los estudios completados en los modelos de colitis aguda con toxina A apuntan a la conclusion de que
el 4-APAA administrado a ratas ya sea por via oral en agua potable o por administracion tdpica al colon redujo
sustancialmente la inflamacion intestinal como lo demuestra la extravasacion plasmatica reducida, infiltracion de
neutrdfilos y preservacion de histoarquitectura normal. Ademas, el compuesto APAZA™ redujo la colitis inducida por la
toxina A concentraciones 10-100 veces mas bajas que las de la sulfasalazina. En conjunto, estos efectos beneficiosos
del compuesto APAZA™ y sus componentes en estos 3 modelos de colitis conducen a la conclusion de que APAZA™
es un agente util en el tratamiento de la colitis. Estudios posteriores indican efectos sinérgicos de 5-ASA unido con azo a
4-APAA para formar el compuesto APAZA™.

Efectos de las dosis rectales equimolares de 5-ASA, 4-APAA y una mezcla de 5-ASA y 4-APAA en la colitis por DNBS
en la rata

Se evaluaron los efectos antiinflamatorios de las dosis rectales equimolares de 5-ASA y 4-APAA administradas por
separado o como una mezcla en un modelo de colitis por DNBS en ratas.

Se compararon los efectos antiinflamatorios de 3 tratamientos diferentes en un modelo de colitis por DNBS en 30 ratas
Lewis macho que pesaban entre 218 y 260 gramos.

Los animales se dividieron en 5 grupos de 6 animales en cada grupo:

0.7% de metilcelulosa (vehiculo) + solucion salina normal

0.7% de metilcelulosa (vehiculo) + solucion etandlica de acido 2,4-dinitrobencenosulfénico (DNBS) 30 mg
5-ASA a 100 mg/kg-dia + 30 mg de DNBS/por via rectal

4-APAA a 99 mg/kg-dia + 30 mg de DNBS/por via rectal

Mezcla 5-ASA+ 4-APAA (APAZA™) a 199 mg/kg-dia + 30 mg de DNBS/por via rectal

Se indujo colitis experimental bajo anestesia leve (ketamina/xilazina) en 4 de 5 grupos instilando DNBS (30 mg) por via
rectal a un volumen de 0.5 mL a ratas en ayunas. Cada grupo de animales recibi6 dosis rectales dos veces al dia (dos
veces) de ya sea vehiculo (0.7% metilcelulosa) o compuestos de prueba (5-ASA, 4-APAA o APAZA™) durante 4 dias
comenzando 24 horas después de que ya se ha instilado la solucién salina normal o el irritante DNBS. El peso corporal
y la incidencia de diarrea se registraron diariamente. Cada animal en los 4 grupos DNBS y en el grupo salino paralelo
Unico se sacrifico 5 dias después de la irritacion. Se realizaron laparotomias y colectomias y los animales se puntuaron
para determinar la presencia y la gravedad de las adherencias intestinales, las estenosis, la inflamacion y la ulceracion.
Colon: se determinaron las proporciones de peso corporal y se examino el tejido histolégicamente.

Se observé inflamacion severa en todos los grupos tratados con DNBS como se evidencia por adherencias intestinales,
ulceraciones, aumento del peso del colon, necrosis tisular y signos clinicos de pérdida de peso y diarrea. No hubo
diferencias estadisticas entre los grupos en ninguno de los parametros observados.

Las proporciones de colon neto: peso corporal se redujeron en ~ 30% en los 3 grupos de tratamiento activos (4-APAA,
5-ASA y mezcla de 4-APAA + 5-ASA). Ademas, no se observaron diferencias en la media de los pesos del tejido seco
humedo colénico para los animales tratados con DNBS.

Comparacion del tratamiento con vehiculo con el DNBS, las puntuaciones de adhesién se redujeron ~25%, 17% y 38%
en los grupos 4-APAA, 5-ASA y 5-ASA+ 4-APAA, respectivamente. Ademas, las puntuaciones de necrosis tisular fueron
mas bajas en el grupo 5-ASA+ 4-APAA debido a las areas no afectadas en 2 de 4 animales en relacidon con otros
animales DNBS que recibieron tratamiento activo.

La administracion de DNBS rectal produjo inflamacion local de colon con destruccién, engrosamiento y adherencias de
tejido segmentario. Las tendencias hacia la mejora en los 3 grupos de tratamiento no discriminaron la efectividad de la
mezcla 5-ASA + 4-APAA de los componentes individuales.

Efectos de las dosis equimolares de APAZA™ vy sulfasalazina en la colitis por DNBS en la rata

El estudio AA-PH-003 se disefié para evaluar la eficacia antiinflamatoria de dosis orales y rectales de APAZA™ y
sulfasalazina en el modelo de colitis por DNBS en ratas.

Durante este estudio, se administraron los siguientes compuestos: vehiculo (0.7% de metilcelulosa, 30 mg de DNBS,
agua desionizada, 200 mg/kg-dia de APAZA™ y 265.6 mg/kg-dia de sulfasalazina.
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Se estudiaron 35 ratas Lewis macho adultas (peso corporal 200-250 g). Los animales se dividieron en 7 grupos con 5
animales en cada grupo.

Vehiculo (0.7% de metilcelulosa)/por via rectal + solucion salina normal/por via rectal

Vehiculo/por via rectal + 30 mg de DNBS/por via rectal

Vehiculo/por via oral (sonda nasogastrica) + 30 mg de DNBS/por via rectal

200 mg/kg/por via rectal de APAZA™ + 30 mg de DNBS/por via rectal

200 mg/kg/por via oral (sonda nasogastrica) de APAZA™ + 30 mg de DNBS/por via rectal

265.6 mg/kg/por via rectal de sulfasalazina + 30 mg de DNBS/por via rectal

265.6 mg/kg/por via oral (sonda nasogastrica) de sulfasalazina + 30 mg de DNBS/por via rectal

Se indujo colitis experimental en 6 de los 7 grupos; y los 7 grupos recibieron dosis dos veces ya sea por via rectal u oral
(por sonda nasogastrica) de ya sea vehiculo o compuestos de prueba durante los 4 dias posteriores a la induccion de la
colitis. El peso corporal de los animales y la incidencia de diarrea se registraron diariamente. Se recogieron la orina y las
heces los dias 1 y 3 para la determinacion de APAZA™ vy sus metabolitos (5-ASA, 4-APAA, 4-aceAPAA y 5-aceASA).
Los animales en los grupos DNBS y el grupo de agua desionizada paralela se sacrificaron el dia 5. Se realizaron
laparotomias y colectomias y los animales se puntuaron para determinar la presencia y la gravedad de las adherencias
intestinales, estenosis, inflamacion y ulceracion. Se determinaron las proporciones de colon:peso corporal y se realizé

una histopatologia de colon.

La siguiente tabla proporciona un resumen de los datos usados para determinar la eficacia de las dosis oral y rectal de
APAZA™ y sulfasalazina en un modelo de colitis por DNBS en ratas.

Media de
Proporcion | Puntuaciones la Longitud de | Puntuacion Media Histopatologia
colon de longitud | inflamacion | de diarrea | del peso del colon (#
neto:peso inflamacioén del colon colonica promedio corporal lesiones
Grupo corporal colénica* (cm) (cm) Dia 3 (9) graves)

Vehiculo  (0.7% No se 0 14.8 0 0 227.8 No se realizd
de realizd
metilcelulosa)/por
via rectal +
Solucion  salina
normal/por  via
rectal
Vehiculo/por via 0.2087 1.5 12.8 1.7 2 215.2 No se realiz6
rectal + 30 mg de
DNBS
Vehiculo/por via 0.3023 14 12.3 25 2.6 209.2 13
oral + 30 mg de
DNBS
200  mg/kg/por 0.1983 1.3 12.4 1.6 2 218.6 No se realizé
via rectal de
APAZA™ + 30
mg de DNBS
200  mg/kg/por 0.2309 1.4 12.3 2.5 2 213.8 2
via oral de
APAZA™ + 30
mg de DNBS
265.6 mg/kg/por 0.179 1 12.8 1.8 2 217.0 No se realizé
via rectal de
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sulfasalazina +
30 mg de DNBS

265.6 mg/kg/ por 0.1862 1.4 12.9 2.3 2.4 215.4 8
via oral de
sulfasalazina +
30 mg de DNBS

* Escala de puntuacién de inflamacién colénica: 0 = sin inflamacién macroscopica; 1 = evidencia macroscopica leve
(enrojecimiento minimo de la mucosa, edema) 2 = evidencia macroscopica severa (enrojecimiento pronunciado de la
mucosa, edema y/o ulceracion)

En base a los datos resumidos proporcionados en la tabla anterior:

Se observé una reduccion del 38.4% y del 23.8% en relacion con el control en la proporcion de colon neto:peso corporal
(%BW) en los grupos de sulfasalazina y APAZA™ oral, respectivamente. No se observd significacion estadistica entre
los grupos.

Las puntuaciones de inflamacién coldnica, la media de las longitudes del colon, la longitud de la inflamacién del colon,
las puntuaciones promedio de diarrea y la media de los pesos corporales fueron similares cuando los animales se
trataron por via oral con APAZA™, sulfasalazina o placebo.

Mientras que la incidencia de Ulceras mucosas fue similar entre todos los grupos, las Ulceras fueron menos graves en
los tejidos de las ratas tratadas con APAZA™ en comparacion con los tejidos de los animales tratados con placebo y
con sulfasalazina.

Se observo una reduccién minima en las proporciones de colon neto:peso corporal (%BW), puntuaciones de inflamacion
coldnica similares, media de longitudes de colon similares, ninguna diferencia en las puntuaciones promedio de diarrea
y media de pesos corporales similares en los grupos APAZA™ vy sulfasalazina rectales paralelos. No se observo
significacion estadistica para ninguno de los parametros de eficacia definidos.

Aunque equivocos, los resultados de las proporciones de colon neto:peso corporal (%BW) en las puntaciones de
inflamacioén son indicativos de que el APAZA™ vy la sulfasalazina oral y rectal tenian cierta actividad en un modelo de
colitis por DNBS en ratas. Ademas, los hallazgos histologicos llevan a la conclusion de que APAZA™ reduce la
gravedad de la ulceracion y la consiguiente fibrosis en la colitis por DNBS.

Efectos de APAZA™ y sulfasalazina en colitis por sodio sulfato de dextrano en la Rata

Se determind la eficacia de APAZA™ vy sulfasalazina en la mejora de la inflamacion intestinal en un modelo de colitis
inducida por sodio sulfato de dextrano (DSS) en ratas Sprague-Dawley.

Se estudiaron treinta y seis ratas macho Sprague-Dawley que tenian 7-8 semanas de edad y pesaban 240-260 g. Los
animales se dividieron en 6 grupos con 6 animales en cada grupo:

Placebo (0.7% de metilcelulosa) dos veces por via oral (sonda nasogastrica), agua destilada (DW) como agua potable
100 mg/kg/dos veces por via oral (sonda nasogastrica) de APAZA™, DW como agua potable

133 mg/kg/dos veces por via oral (sonda nasogastrica) de sulfasalazina, DW como agua potable

Placebo (0.7% de metilcelulosa) dos veces oral (por sonda nasogastrica), 5% de DSS como agua potable

100 mg/kg/dos veces por via oral (sonda nasogastrica) de APAZA™, 5% de DSS como agua potable

133 mg/kg/dos veces por via oral (sonda nasogastrica) de sulfasalazina, 5% de DSS como agua potable

Se indujo colitis experimental administrando una solucion al 5% de DSS en agua potable durante 10 dias con un solo
grupo de control de ratas que recibian solo DW. Un dia antes de la administracion de DSS y continuando durante un
total de 11 dias consecutivos, cada grupo de ratas se traté dos veces al dia con APAZA™, sulfasalazina o placebo.
Después de completar el periodo de tratamiento, se sacrificaron las ratas y se evalud la eficacia de los farmacos de

prueba en la inhibicion de la colitis mediante lo siguiente:
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Puntuacioén del indice de actividad de la enfermedad:

Puntuacion Pérdida de peso Consistencia de las heces Hemorragia rectal
0 Ninguno Normal Ninguno
1 1-5%
2 5-10% Suelta Hemoccult +
3 10-20%
4 >20% Diarrea Sangrado intenso

Peso corporal

Proporciones peso humedo de colon: peso corporal
Actividad de mieloperoxidasa colénica (MPO)
Cambios histopatoldgicos del colon

En ambas las ratas tratadas con APAZA™ y placebo que tomaron DSS, la puntacién DAI estuvo entre 0-1, lo que indica
un embotamiento de los sintomas (pérdida de peso, diarrea y hemorragia rectal) asociados con la colitis por DSS. En las
ratas tratadas con sulfasalazina que bebieron DSS, la puntacion DAI fue significativamente mayor que la puntacion DAI
de las ratas tratadas con sulfasalazina que tomaron DW el dia 2 y en los dias 5-10, lo que indica un aumento en la
gravedad de los sintomas asociados con la colitis por DSS.

Todos los animales que bebian DW ganaron peso durante el periodo de tratamiento de 11 dias, mientras que todas las
ratas que bebieron la solucion de DSS perdieron peso. Sin embargo, las Unicas diferencias estadisticamente
significativas en los pesos corporales entre las ratas que bebieron DW frente a DSS se encontraron en las ratas tratadas
con sulfasalazina los dias 10 y 11.

No hubo una diferencia estadisticamente significativa entre la proporcion de peso himedo del colon: peso corporal en
ratas tratadas con APAZA™ y tomando ya sea DW o DSS. Las proporciones de peso humedo del colon: peso corporal
en ratas que bebieron DSS y se trataron con sulfasalazina o placebo aumentaron en comparacion con las ratas que
bebieron DW.

La mieloperoxidasa (MPO) es un marcador enzimatico Util para cuantificar el grado de inflamacion y para estimar la
infiltracion de neutréfilos en el tejido. La actividad MPO colodnica fue similar después de la administracion oral de
APAZA™ o placebo a ratas que recibieron DSS, en las ratas tratadas con sulfasalazina que bebieron DSS se observo
un aumento significativo en la actividad MPO tisular. Este hallazgo bioquimico confirma la observacion histolégica de la
infiltracion intensa de células inflamatorias, incluidos los neutrdéfilos, en el colon de ratas que beben DSS y se tratan con
sulfasalazina.

Se evaluaron los cambios histolégicos en animales, después de la administracion de APAZA™, sulfasalazina y
tratamientos con placebo, en animales que recibieron DSS frente a DW, como se muestra en la figura 5. El DSS caus6
colitis severa con pérdida de criptas, edema vascular e infiltracién intensa de células inflamatorias en ratas tratadas con
placebo (f) o sulfasalazina (d). Las ratas tratadas con placebo tuvieron menos dafio colénico que las que recibieron
sulfasalazina, pero aun tenian algo de acortamiento de criptas e infiltracion de células inflamatorias en la mucosa. Por el
contrario, las ratas DSS tratadas con APAZA™ (b) estaban ampliamente protegidas contra los efectos perjudiciales para
los tejidos del DSS, siendo la histologia del colon casi normal.

En conclusién, APAZA™ inhibié la colitis inducida por DSS mas eficazmente que sulfasalazina o placebo en términos de
puntuaciones mas bajas de DAI (menos sintomas observados asociados con colitis), prevencion del aumento proporcion
de peso humedo en el colon: peso corporal, una disminucidon en la actividad MPO y preservacion de la estructura
histolégica normal. Los resultados sorprendentes en los animales tratados con sulfasalazina/DSS no pudieron explicarse
por ningun error metodoldgico especifico durante la realizacion del experimento.

Administracion oral de la inhibicién del dimero de 4-APAA de la colitis inducida por la toxina A en ratas anestesiadas
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Dieciocho ratas macho Sprague-Dawley adultas, con un peso de 175-225 gramos, se dividieron en 3 grupos, cada uno
de los cuales consistia en 6 animales:

100 mg/kg-dia por via oral del dimero de 4-APAA (AA-013) + Toxina A (10 ng) inyectada en el lumen del colon
Vehiculo (DW) por via oral + Toxina A (10 pg) inyectada en el lumen del colon
Vehiculo (DW) por via oral

Después de 5 dias de administracion del dimero de 4-APAA en agua potable, se administraron tanto ketamina (67
mg/kg) como xilazina (33 mg/kg), se creé quirirgicamente un segmento de colon aislado y 10 pug de toxina A de
Clostridium difficile se inyectd en el lumen del colon. Después de 3 horas, se sacrificaron las ratas y se evalu6 la
inflamacién coldnica cuantificando la acumulacion del fluido luminal y el contenido de mieloperoxidasa (MPO) en el
tejido del colon. Ademas, se completo la evaluacion histologica de los segmentos de colon tratados.

Los efectos del tratamiento crénico con 4-APAA sobre la colitis inducida por la toxina A se evaluaron mediante
acumulacion del fluido luminal y contenido de MPO en tejido. La respuesta al dimero de 4-APAA se comparé sobre la
base del porcentaje de inhibicion de las respuestas a la toxina A sola. El dimero de 4-APAA inhibio 21 + 8% de la
acumulacion del fluido luminal inducida por la toxina A 'y 60 + 9% de la actividad MPO inducida por la toxina A

Los efectos del tratamiento crénico con el dimero de 4-APAA sobre el dafo estructural inducido por toxina A del colon
se muestran en la figura 6. La toxina A causé dafio generalizado a la integridad estructural del colon (pérdida de
plegamiento de la mucosa, ulceracion de la superficie epitelial, la pérdida de células caliciformes y la infiltracién de
células del sistema inmunitario). El tratamiento crénico con el dimero de 4-APAA oral (mg/kg-dia) inhibio parcialmente la
inflamacioén coldnica inducida después de una inyeccion de toxina A en el colon de ratas. El dimero de 4-APAA inhibio
significativamente la actividad de MPO inducida por la toxina A pero no inhibié ni el dafio estructural ni la acumulacion
del fluido luminal causada por la toxina A.

Administracion oral crénica de la inhibicion de 4-APAA de la colitis inducida por la toxina A en ratas anestesiadas

Dieciocho ratas Sprague-Dawley machos adultas que pesaban 175-222 gramos se dividieron en 3 grupos, cada uno de
los cuales consistia en 6 animales:

100 mg/kg por via oral de 4-APAA (AA-002) + Toxina A (10 ug) inyectada en el lumen del colon
Vehiculo (DW) por via oral + Toxina A (10 pg) inyectada en el lumen del colon
Vehiculo (DW) por via oral

Después de 5 dias de administracion de 4-APAA en agua potable, se administraron tanto ketamina (67 mg/kg) como
xilazina (33 mg/kg), se cred quirirgicamente un segmento colénico aislado y 10 ug de toxina A de Clostridium difficile.
fue inyectado en el lumen del colon. Después de 3 horas, se sacrificaron las ratas y se evalud la inflamacion colénica
cuantificando la acumulacién del fluido luminal y el contenido de mieloperoxidasa (MPO) en el tejido del colon. Ademas,
se completo la evaluacion histologica de los segmentos de colon tratados.

Los efectos del tratamiento crénico con 4-APAA sobre la colitis inducida por la toxina A se evaluaron mediante
acumulacion del fluido luminal y contenido de MPO en tejido. La administracion oral cronica de 4-APAA antes de la
administracion de la toxina A inhibié significativamente la acumulacién del fluido luminal inducida por la toxina A y la
actividad de MPO. Las respuestas a 4-APAA se compararon sobre la base del porcentaje de inhibicion en comparacion
con la respuesta a la toxina A sola. Se inhibio la acumulacién de fluido luminal de toxina 84 + 6% y la actividad de MPO
se redujo en 89 £ 8% después de la administracion de 4-APAA.

Los efectos del tratamiento crénico con 4-APAA sobre el dafio estructural del colon inducido por la toxina A se evaluaron
histolégicamente, como se muestra en la figura 7. Se puede ver que la toxina A causa dafio generalizado a la integridad
estructural de la del colon, incluida la pérdida del plegamiento de la mucosa, la ulceracion de la superficie epitelial, la
pérdida de células caliciformes y la infiltracion de células del sistema inmunitario, incluidos neutréfilos. La administracion
oral de 4-APAA durante 5 dias protegio la integridad estructural del colon contra los efectos dafinos de la toxina A.

Los resultados de la parte 2 de este estudio son indicativos de que el tratamiento con 4-APAA es un inhibidor eficaz de
la inflamacion colénica aguda inducida por la toxina A en ratas Sprague-Dawley.

Inhibicién de colitis inducida por la toxina A de Clostridium difficile en ratas por APAZA™ y 4-APAA
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Se ensayod el compuesto APAZA™ [molécula de acido 5-aminosalicilico (5-ASA) unido a una molécula del acido 4-
aminofenilacético (4-APAA) mediante un enlace azo] por su capacidad para inhibir la colitis aguda en ratas causadas
por la toxina A de Clostridium difficile. Cuando se administra crénicamente durante 5 dias en agua potable, APAZA™
inhibié significativamente la actividad de la mieloperoxidasa inducida por la toxina A (MPO), la acumulacién del fluido
luminal y el dafo estructural al colon a dosis de 1-100 mg/kg-dia. Para comparacioén, se administré sulfasalazina en
dosis idénticas y se descubrié que inhibia significativamente la colitis inducida por la toxina A solo a la dosis de 100
mg/kg-dia. Cuando 4-APAA solo se administré de forma crénica en agua potable, también inhibid la inflamacion coldnica
inducida por la toxina A a una dosis de 100 mg/kg-dia.

Para determinar si 4-APAA tiene un efecto antiinflamatorio directo sobre el colon en lugar de un efecto sistémico, se
administréo 4-APAA de forma aguda a segmentos coldnicos aislados preparados quirdrgicamente mediante inyeccion
intraluminal en ratas anestesiadas 30 minutos antes de inyectar la toxina A. 4-APAA inhibio fuerte y significativamente la
colitis inducida por la toxina A en este experimento a dosis tan bajas como 10 ug/segmento. Se concluye que APAZA™
es un potente inhibidor de la inflamacién coldnica inducida por la toxina A en ratas y que su constituyente, 4-APAA, es
responsable de esta mayor proteccion contra la colitis en comparacion con el componente 5-ASA de la sulfasalazina.

Materiales. La sulfasalazina y 4-APAA se adquirieron en Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). La toxina A se adquirié de
TechLab, Inc. (Blacksburg, VA). APAZA™ se sintetiz6 como se describe en la Patente de los Estados Unidos No.
6,583,128. Las ratas se compraron de Charles River Laboratories, Inc. (Wilmington, MA).

Administracion de farmacos. En estudios que utilizaron administracion crénica, se administraron sulfasalazina, APAZA™
y 4-APAA en el agua potable a dosis que oscilaban entre 0.1 - 100 mg/kg-d, durante 5 dias. La sulfasalazina y APAZA™
se disolvieron inicialmente en NaOH 0.1 N a 30 veces la concentracion final deseada y luego el pH se ajusto a 8.5 con
HCI 1 N y la solucién se diluyé 30 veces con agua destilada. 4-APAA se disolvio en agua. El quinto dia, las ratas se
dejaron en ayunas durante la noche (con acceso a agua potable * sulfasalazina, APAZA™, o 4-APAA ad lib), se
anestesiaron y se crearon segmentos de colon aislados quirirgicamente como se describe a continuacion. En estudios
que utilizaron administracion aguda, las ratas se pretrataron mediante inyeccion de 4-APAA a dosis de 10 o 100 pg en
200 pL de PBS (pH 7.4) en el lumen del segmento coldnico usando una aguja de jeringa 27 ga. La toxina A (10 ug) en
200 pL de PBS (pH 7.4) se analizo solo o se inyectd en el lumen del segmento colénico 30 minutos después de 4-APAA
usando una aguja de jeringa 27 ga.

Cirugia. Se crearon segmentos de colon aislados en ratas macho Sprague-Dawley (150-175 g) como se describio
previamente para segmentos ileales aislados (véase, Gastroenterol. 111:1272-1280 (1996) y Proc. Natl. Acad. Sci. USA
91: 947-951 (1994). Ratas en ayunas durante la noche con acceso libre al agua potable fueron anestesiadas por
inyeccion intramuscular de 67 mg/kg de ketamina: 33 mg/kg de xilazina. Se realizd una incision abdominal en la linea
media y segmentos de colon de 5 cm de longitud se hicieron por unién con suturas de seda 4-0, teniendo cuidado de no
alterar el suministro vascular. Se inyecto6 la toxina A (10 ug) en 400 uL de PBS (pH 7.4) en el lumen del segmento del
colon usando una aguja de jeringa 27 ga. Las ratas de control se preparan de manera similar y sus segmentos de colon
fueron inyectados con los vehiculos. La incision de la linea media se cerrd luego con una sutura continua, y las ratas se
colocaron en una almohadilla térmica a 37 °C, durante 3 horas. Después de 3 horas, las ratas fueron sacrificadas y las
muestras de los segmentos de colon tratados se tomaron para el analisis in vitro.

Histopatologia. La gravedad del dafio histologico del colon se evalu6 usando secciones fijadas con formalina,
embebidas en parafina, tefiidas con H&E.

Acumulacion del fluido luminal. La acumulacion del fluido luminal se midié gravimétricamente. Después de 3 horas de
tratamiento, los segmentos colénicos aislados se retiraron, se pesaron y se midieron sus longitudes. La acumulacion del
fluido luminal se expresa como mg de peso humedo por cm de longitud.

Actividad de mieloperoxidasa. La actividad mieloperoxidasa (MPO) se midi6 como se describié previamente (véase, J.
Invest. Dermatol. 78: 206-209 (1982)). Brevemente, trozos de control y segmentos de colon tratados se homogeneizaron
en bromuro de hexadeciltrimetilamonio al 0.5% en KH2P04 50 mM (pH 6), se congelaron/descongelaron tres veces, se
centrifugaron a 4 °C, durante 2 minutos y luego se ley6 la absorbancia de cada sobrenadante a 460 nm a los 0, 30 y 60
segundos después de la adicion de 2.9 ml de diclorhidrato de o-dianisidina a 0.1 ml de sobrenadante. El cambio maximo
en la absorbancia por minuto se usé para calcular las unidades de actividad de MPO basadas en el indice de
absorbancia molar de la o-dianisidina oxidada de 1.13 x 104 M"" cm. Los resultados se expresan como unidades de
actividad MPO por mg de peso humedo del tejido.
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Anadlisis estadistico. Los resultados se expresan como la media + SEM. Las diferencias entre los grupos de tres o mas
fueron examinadas por ANOVA de una via con la prueba posterior Tukey-Kramer. Las diferencias entre las medias de
dos grupos se analizaron mediante la prueba t no aparejada. P <0.05 se considerd significativo. Todas las pruebas se
realizaron con GraphPad Instat, version 3.05 para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA).

Resultados. Los efectos del tratamiento crénico con APAZA™ sobre el daio estructural del colon inducido por la toxina
A, segun se evallia mediante tincion H&E del tejido fijado se muestran en la figura 8. APAZA™ se administra en el agua
potable en las tres dosis (1, 10 y 100 mg/kg-dia) protegié fuertemente la integridad estructural del colon de rata frente a
los efectos dafiinos de la toxina A. El grado de proteccién proporcionado por APAZA™ parecié ser practicamente
completo en las tres dosis, por lo que hubo poca evidencia de un efecto relacionado con la dosis. Ademas, hubo poca
variabilidad entre las diversas preparaciones histologicas para los efectos de APAZA™ a diferencia de lo que se
observo para la dosis mas alta de sulfasalazina que se describe a continuacion.

También se evaluaron los efectos de la sulfasalazina sobre la colitis inducida por la toxina A en ratas. La sulfasalazina
es un inhibidor bien establecido de la inflamacion intestinal crénica, por lo que fue Util establecer su potencia y eficacia
en el modelo de colitis aguda por toxina A de rata para evaluar los efectos relativos de APAZA™. Los efectos del
tratamiento crénico con sulfasalazina sobre el dafio estructural del colon inducido por la toxina A evaluado por la tincion
con H&E del tejido fijado se muestran en la figura 9. La toxina A causa dafio generalizado a la integridad estructural del
colon de la rata. Lo mas notable es la pérdida de plegamiento de la mucosa, que puede ser una funcion del musculo liso
de la muscularis mucosa. Ademas, la toxina A parece causar ulceracion de la superficie epitelial, pérdida de células
caliciformes e infiltracion de células del sistema inmunitario, incluidos neutrdéfilos. La sulfasalazina administrada en el
agua potable a dosis de 1 y 10 mg/kg-dia tuvo poco efecto sobre la integridad estructural del colon de rata frente a los
efectos dafinos de la toxina A. La figura 9 muestra que la sulfasalazina en estas dosis no evitd la pérdida de
plegamiento de la mucosa, la pérdida de células caliciformes o la infiltracion de células del sistema inmunitario causada
por la toxina A. Sin embargo, a la dosis de 100 mg/kg-dia de sulfasalazina inhibié el dafio histolégico inducido por la
toxina A (figura 9, panel E). Curiosamente, parece haber una variabilidad significativa en la proteccion histolégica
proporcionada por la sulfasalazina a la dosis de 100 mg/kg-dia.

Los efectos del tratamiento cronico con tres dosis cada una de sulfasalazina y APAZA™ sobre la colitis inducida por la
toxina A, segun se evalla por la acumulacién del fluido luminal y el contenido de MPO en el tejido se muestran en la
figura 10. La acumulacion del fluido luminal y actividad de MPO fuertemente estimulada por la toxina A en la rata de
colon. El tratamiento crénico de las ratas con 1 mg/kg-dia de sulfasalazina antes de la administracion de la toxina A no
inhibio significativamente la acumulacién del fluido luminal inducida por la toxina A ni la actividad de MPO inducida por la
toxina A. A una dosis de 10 mg/kg-dia, la sulfasalazina inhibié significativamente la acumulaciéon del fluido luminal
inducida por la toxina A, pero no la actividad MPO estimulada por la toxina A. En la dosis de 100 mg/kg-dia, la
sulfasalazina inhibio significativamente tanto la acumulacién del fluido luminal y la actividad MPO inducida por la toxina
A. En contraste, el tratamiento cronico con APAZA™ inhibié significativamente la acumulacion del fluido luminal y la
actividad MPO inducida por la toxina A en las tres dosis probadas (1, 10 y 100 mg/kg-dia). El grado de inhibicion con la
dosis mas baja de APAZA™ probada, 1 mg/kg-dia, fue equivalente al grado de inhibicion observado en respuesta a la
dosis mas alta de sulfasalazina probada, 100 mg/kg-dia.

Para determinar la potencia de APAZA™ para la inhibicién de la colitis inducida por la toxina A en ratas, se realizé un
estudio adicional usando dosis mas bajas de APAZA™. Como se muestra en la figura 11, APAZA™ administrado en el
agua potable durante 5 dias protege fuertemente la integridad estructural del colon de rata contra los efectos dafiinos de
la toxina A a la dosis de 1 mg/kg-dia, confirmando el resultado anterior. A la dosis de 0.5 mg/kg-dia, APAZA™ protegio
parcialmente la integridad estructural del colon de la rata contra la toxina A. A esta dosis, APAZA™ pareci6 proporcionar
una proteccion casi completa contra la ulceracion de la mucosa superficial pero no contra la pérdida de plegamiento de
la mucosa o infiltracion de células inmunitarias inducidas por la toxina A. APAZA™ parecia tener poco o ningun efecto
protector contra los efectos estructuralmente dafinos de la toxina A a la dosis de 0.1 mg/kg-dia. De este modo, la curva
dosis-respuesta completa para APAZA™ para inhibir la colitis en este modelo parece ocurrir entre dosis de 0.1 y 1
mg/kg-dia. La sulfasalazina en una dosis de 1 mg/kg-dia tuvo poco efecto sobre la colitis por toxina A, confirmando el
resultado anterior.

Los efectos del tratamiento crénico con APAZA™ a estas dosis mas bajas de colitis inducida por la toxina A, segun se
evalta por la acumulacion del fluido luminal y contenido de MPO en tejido se muestran en la figura 12. El tratamiento
cronico de las ratas con 1 mg/kg-dia de la sulfasalazina no inhibié significativamente la acumulacion del fluido luminal
inducida por la toxina A o la actividad de MPO inducida por la toxina A, como antes. Por el contrario, el tratamiento
cronico con APAZA™ inhibid significativamente la acumulacion del fluido luminal inducida por la toxina A a las dosis de
0.5y 1 mg/kg-dia y la actividad de MPO a 1 mg/kg-dia. De este modo, APAZA™ parecia ser al menos 10-20 veces mas
potente que la sulfasalazina en estas acciones. La potencia de APAZA™ para la inhibiciéon de la acumulacién del fluido
luminal inducida por la toxina A y la actividad de MPO se correspondia estrechamente con su potencia para la inhibicion
del dafio estructural inducido por toxina A.
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Se realiz6 la administracion crénica de 4-APAA solo en el agua potable con el fin de determinar si la unidad estructural
4-APAA de APAZA™ por si mismo inhibe la colitis por toxina A. Los efectos del tratamiento crénico con 4-APAA a la
dosis de 100 mg/kg-d sobre el dafio estructural del colon inducido por la toxina A, segun se evalia mediante tinciéon con
H&E del tejido fijado se muestran en la figura 13. 4-APAA administrado en el agua potable protegié fuertemente la
integridad estructural del colon de rata contra los efectos dafiinos de la toxina A. La figura 13 muestra que el
plegamiento de la mucosa normal se conserva cuando las ratas se tratan crénicamente con 4-APAA antes de la
administracion de la toxina A. Ademas, 4-APAA inhibié fuertemente la ulceracién de la superficie epitelial inducida por la
toxina A, preservo las células caliciformes e inhibi6 la infiltracion de células inmunes en el colon.

Los efectos del tratamiento crénico con 4-APAA en la colitis inducida por la toxina A, segun se evalia por la
acumulacion del fluido luminal y el contenido de MPO en tejido se muestran en la figura 14. El tratamiento crénico de las
ratas con 4-APAA antes de la administracion de la toxina A inhibio tanto la acumulacién del fluido luminal inducida por la
toxina A como la actividad de MPO. El fluido luminal y las respuestas de MPO a 4-APAA se compararon sobre la base
del porcentaje de inhibicidon de las respuestas a la toxina A sola. 4-APAA inhibio 84 + 6% de la acumulacién del fluido
luminal inducida por la toxina A'y 89 + 8% de la actividad de MPO inducida por la toxina A (P = 0.63). De este modo, 4-
APAA inhibi6 por igual estos dos indices de inflamacion colénica.

El tratamiento agudo del colon inyectando 4-APAA intraluminalmente 30 minutos antes de la administracion de la toxina
A se uso6 para determinar si 4-APAA inhibe la colitis por toxina A por via topica en el colon a dosis muy bajas. Los
efectos del pretratamiento agudo con 4-APAA sobre el dafio estructural del colon inducido por la toxina A segun se
evalta por tincién con H&E del tejido fijado se muestran en la figura 15. 4-APAA a ambas dosis de 10 y 100 pg
protegieron fuertemente la integridad estructural del colon de rata contra los efectos perjudiciales de la toxina A. La
figura 15 muestra que el plegamiento de la mucosa normal se conserva cuando el colon se pretrata durante 30 minutos
con 4-APAA antes de la administracion de la toxina A. Ademas, 4-APAA inhibi6 fuertemente la ulceracion de la
superficie epitelial inducida por la toxina A, preservé las células caliciformes, e inhibié la infiltracién de células inmunes
en el colon. La dosis de 100 ng de 4-APAA parecié inhibir los efectos inflamatorios de la toxina A ligeramente mejor que
la dosis de 10 pg de 4-APAA.

Los efectos del pretratamiento agudo con 4-APAA sobre colitis inducida por la toxina A segun se evalia por
acumulacion del fluido luminal y contenido de MPO de tejido se muestran en la figura 16. El pretratamiento del colon con
10 0 100 pg de 4-APAA 30 minutos antes de la administracion de toxina A inhibio significativamente la acumulacion del
fluido luminal y la actividad de MPO inducida por la toxina A. La inhibicion de 4-APAA de la acumulacion del fluido
luminal fue parcial, pero la inhibicién de la actividad de MPO estuvo casi completa. La dosis de 100 ug de 4-APAA fue
mas eficaz que la dosis de 10 pg para inhibir la acumulacién del fluido luminal, pero las dos dosis inhibieron la actividad
de MPO de manera similar. Las respuestas a las dos dosis de 4-APAA se compararon sobre la base del porcentaje de
inhibicion de las respuestas a la toxina A sola. Para la inhibicién de la acumulacién del fluido luminal inducida por la
toxina A, 100 pg de 4-APAA fue significativamente mas potente que 10 ng (80 + 5% de inhibicién frente a 52 + 4% de
inhibicién, P <0.001). Sin embargo, las respuestas de MPO a las dos dosis de 4-APAA no fueron significativamente
diferentes (91 £ 8% de inhibicidn para dosis de 10 ng y 89 + 10% de inhibicion para dosis de 100 pg; p = 0.87).

Los principales hallazgos del presente estudio son que 4-APAA solo y APAZA™ (5-ASA + 4-APAA) son inhibidores
eficaces de la colitis experimental en un modelo de rata y que APAZA™ es mas potente que la sulfasalazina. Esta
también es aparentemente la primera demostracién de que la sulfasalazina inhibe fuertemente la colitis inducida por la
toxina A de Clostridium difficile en ratas. Después de demostrar que la administracion oral de sulfasalazina durante 5
dias en el agua potable inhibi6 significativamente todos los indices de inflamacién de colon, se demostré que dosis mas
bajas de APAZA™ administradas de manera idéntica eran igualmente eficaces. Para demostrar que la unidad
estructural 4-APAA de APAZA™ era responsable del aumento de la potencia de APAZA™ sobre la sulfasalazina, se
demostré que 4-APAA solo administrado crénicamente en el agua potable de la misma manera también inhibia
significativamente la colitis inducida por la toxina A experimental en ratas Este resultado demuestra que la distribucion
sistémica de 4-APAA puede inhibir la colitis porque es probable que el 4-APAA administrado por via oral se absorba en
el cuerpo en el intestino delgado. Finalmente, este estudio muestra que la actividad inhibidora de la inflamacion de 4-
APAA también se produce por un efecto topico local en el colon al demostrar que la inyeccion aguda de dosis muy
pequefias de 4-APAA directamente en el lumen de segmentos de colon quirirgicamente aislados 30 minutos antes la
administracion de toxina A también inhibié fuertemente la colitis. Tan poco como 10 pug de 4-APAA probado de esta
manera fue eficaz.

La potencia aumentada de APAZA™ frente a sulfasalazina puede deberse a la inclusion de dos unidades estructurales
activos diferentes en APAZA™ 5-ASA y 4-APAA, frente a sulfasalazina, que solo contiene 5-ASA como ingrediente
activo. Los estudios de dosis-respuesta mostraron que APAZA™ era aproximadamente 10-20 veces mas potente que la
sulfasalazina en la inhibiciéon de la colitis inducida por la toxina A en ratas. Esta diferencia en la potencia podria
explicarse si 5-ASA y 4-APAA inhiben la inflamacion intestinal por diferentes mecanismos y tienen efectos sinérgicos
cuando se administran juntos en un compuesto tal como APAZA™.
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Potencias relativas de 4-APAA frente a 5-ASA para la inhibicién de la colitis inducida por la toxina A en ratas.

Se adquirieron ratas macho Sprague-Dawley adultas (175-225 gramos de peso corporal) de Charles River Labs
(Raleigh, NC). 4-APAA y 5-ASA se inyectaron por separado en el lumen de un segmento aislado del colon de la rata a
dosis de 0.01, 0.1, 1 y 10 ug (en volimenes de 200 uL) 30 minutos antes de la inyeccion de 10 ug de la toxina A de
Clostridium difficile. En un estudio de seguimiento, se inyectd una dosis combinada de 10 ng (0.01 pg) cada una de 4-
APAA y 5-ASA antes de la toxina A.

La duracién de la dosificacion fue de cinco dias. La inflamacion coldnica se evalu6 cuantificando la acumulacién del
fluido luminal y el contenido de mieloperoxidasa en el tejido del segmento coldnico, y mediante el examen del dafio
estructural colonico usando secciones tefiidas con hematoxilina y eosina del segmento colonico tratado.

Cirugia. Las ratas en ayunas durante la noche con acceso libre al agua se anestesiaron mediante una inyeccién de 67
mg/kg de ketamina: 33 mg/kg de xilazina. Se realizd una incision abdominal en la linea media y se construyeron
segmentos colénicos de 5 cm de longitud por uniéon con suturas de seda 4-0, teniendo cuidado de no alterar el
suministro vascular. Las ratas se trataron previamente mediante inyeccion de 4-APAA o 5-ASA a dosis de 0.01, 0.1, 1, 0
10 pg, o una dosis combinada de 4-APAA mas 5-ASA a 0.01 pg cada una, en 200 plL de PBS ( pH 7.4) en el lumen del
segmento colénico usando una aguja de jeringa 27 ga. Se inyecto la toxina A (10 ug) en 200 uL de PBS (pH 7.4) en el
lumen del segmento coldénico 30 minutos después de 4-APAA o 5-ASA usando una aguja de jeringa 27 ga. La incision
de la linea media se cerré luego con una sutura continua, y las ratas se colocaron en una almohadilla térmica a 37 °C,
durante 3 horas.

Acumulacion del fluido luminal. La acumulacion del fluido luminal se midié gravimétricamente. Después de 3 horas de
tratamiento, los segmentos colénicos aislados se retiraron, se pesaron y se midieron sus longitudes. La acumulacion del
fluido luminal se expresa como mg de peso humedo por cm de longitud.

Actividad de mieloperoxidasa. Se homogeneizaron trozos de control y segmentos de colon tratados en bromuro de
hexadeciltrimetilamonio al 0.5% en KH2PO4 50 mM (pH 6), se congelaron/descongelaron tres veces, se centrifugaron a
4°C durante 2 minutos y luego se ley6 la absorbancia de cada sobrenadante a 460 nm a los 0, 30 y 60 segundos
después de la adicion de 2.9 ml de diclorhidrato de o-dianisidina a 0.1 ml de sobrenadante. EI cambio maximo en la
absorbancia por minuto se usé para calcular las unidades de actividad de MPO basadas en el indice de absorbancia
molar de la o-dianisidina oxidada de 1.13 x 10* M-' cm™'. Los resultados se expresan como unidades de actividad MPO
por mg de peso humedo del tejido.

Histologia. La gravedad del dafio histoloégico de la mucosa se evalué usando secciones fijadas con formol, embebidas
en parafina y tefiidas con H&E.

Métodos estadisticos. Los resultados se expresan como media + SEM. Las diferencias entre los grupos se examinaron
mediante ANOVA de una via con la prueba posterior de Tukey-Kramer. P <0.05 se consider6 significativo. Todas las
pruebas se realizaron con GraphPad Instat, version 3.05 para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA).

Los efectos del tratamiento agudo con 4-APAA en varias dosis sobre el dafio estructural del colon inducido por la toxina
A, segun se evallia mediante tincion H&E del tejido fijado se muestran en la figura 17. Se puede ver que 4-APAA en la
dosis de 0.01 pg no evité la pérdida de plegamiento de la mucosa, ulceracion superficial, pérdida de células caliciformes
o infiltracién de células del sistema inmunitario causada por la toxina A. Hubo una correlacion entre una mayor
proteccion del colon y una dosis creciente de 4-APAA de manera que 4-APAA a dosis de 0.1 y 1.0 ug de plegamiento de
la mucosa preservado (figura 17B y C) y la ulceracion superficial también estuvieron ausentes en gran parte a la dosis
de 4-APAA de 1.0 ug (figura 17C). A la dosis de 4-APAA de 10 pg, el colon estaba virtualmente completamente
protegido contra el dafio estructural causado por la toxina A (figura 17D).

Los efectos del tratamiento con cuatro dosis de 4-APAA sobre colitis inducida por la toxina A, segin se evalua por la
acumulacion del fluido luminal y el contenido de MPO en tejido se muestran en la figura 18. La toxina A estimula fuerte y
significativamente la acumulacion del fluido luminal y la actividad de MPO en el colon de rata. El pretratamiento agudo
de las ratas con las cuatro dosis de 4-APAA analizadas inhibi6 significativamente la acumulacion del fluido luminal
inducida por la toxina A.

La figura 19 muestra los efectos de cuatro dosis de 4-APAA sobre la acumulacion del fluido luminal colénico y la
actividad de MPO inducida por la toxina A (10 pg). La toxina A estimuld significativamente la acumulacion del fluido
luminal y la actividad de MPO y la acumulacion del fluido luminal inducida por la toxina A se inhibid significativamente
por el tratamiento con 4-APAA a todas las dosis probadas. La actividad de MPO inducida por la toxina A se inhibié
significativamente con el tratamiento con 4-APAA solo a dosis de 1.0 y 10 ug de 4-APAA, pero no a las dosis de 4-APAA
de 0.01 y 0.1 ug. Los valores mostrados son la media + SEM; N = 3. * P <0.05 frente a la toxina A-/4-APAA 0; ** P <0.01

31



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 687039 T3

frente a la toxina A-/4-APAA 0; *** P <0.001 frente a la toxina A-/4-APAA 0; # P <0.05 frente a la toxina A+/4-APAA 0; #*
P <0.01 frente a la toxina A+/4-APAA 0; ## P <0.001 frente a la toxina A+/4-APAA 0.

En contraste, el 4-APAA solo inhibié significativamente los aumentos en la actividad de MPO inducidos por la toxina A
en las dos dosis mas altas probadas, 1.0 y 10 ug. En general, los efectos de 4-APAA sobre la actividad de MPO se
correlacionaron mas estrechamente con los efectos de 4-APAA sobre la estructura del colon que con los efectos de 4-
APAA sobre la acumulacion del fluido luminal.

Los efectos del tratamiento agudo con 5-ASA a varias dosis sobre el dafio estructural del colon inducido por la toxina A,
segun se evallia mediante tincion con H&E del tejido fijado se muestran en la figura 20. Se puede ver que el 5-ASA en la
dosis de 0.01 pg no evito la pérdida del plegamiento de la mucosa, ulceracion superficial, pérdida de células caliciformes
o infiltracién de células del sistema inmunitario causada por la toxina A. Hubo una correlacion entre una mayor
proteccion del colon y una dosis creciente de 5-ASA de tal manera que el 5-ASA a las dosis de 0.1 pg de ulceracion
superficial parcialmente conservada (figura 18B) y el plegamiento de la mucosa también se conservaron en gran parte a
la dosis de 5-ASA de 1.0 nug (figura 18C). A la dosis de 5-ASA de 10 pg, el colon estaba virtualmente completamente
protegido contra el dafio estructural causado por la toxina A (figura 18D).

Los efectos del tratamiento con cuatro dosis de 5-ASA sobre la colitis inducida por la toxina A, segun se evalta por la
acumulacion del fluido luminal y el contenido de MPO en tejido se muestran en la figura 21. La toxina A estimula intensa
y significativamente la acumulacion del fluido luminal y la actividad de MPO en el colon de rata. El pretratamiento agudo
de las ratas con 5-ASA a las dosis de 0.1, 1.0 y 10 ng inhibi6 significativamente la acumulacion del fluido luminal
inducida por la toxina A. Por el contrario, el 5-ASA solo inhibid significativamente los aumentos de la actividad de MPO
inducidos por la toxina A en las dos dosis mas altas probadas, 1.0 y 10 pg.

Para determinar si una combinacion de dosis bajas de 4-APAA y 5-ASA inhibe la colitis por toxina A en ratas, 10 ng (=
0.01 pg) cada uno de los dos compuestos se inyecto intraluminalmente en segmentos aislados del colon de la rata 30
minutos antes de la administracion de la toxina A. La figura 20 muestra que la combinacion de 4-APAA y 5-ASA inhibio
significativamente el dafio estructural inducido por toxina A del colon de rata a dosis que por separado tuvieron poco
efecto (véanse las figuras 16 y 18).

Los efectos del tratamiento con 10 ng de cada uno de 4-APAA, 5-ASA, o ambos 4-APAA y 5-ASA en la colitis inducida
por la toxina A, segun se evalla por la acumulacion del fluido luminal y el contenido de MPO en tejido se muestran en la
figura 22. La toxina A estimula fuerte y significativamente la acumulacion del fluido luminal y la actividad MPO en el
colon de la rata. El pretratamiento agudo de las ratas con 10 ng de 4-APAA o 5-ASA inhibié significativamente la
acumulacién del fluido luminal inducida por la toxina A, pero la combinacion de ambos compuestos a la misma dosis
inhibié ain mas fuertemente este efecto de la toxina A y esta inhibicion fue significativamente diferente de la inhibicion
causada por cada compuesto solo. La actividad de MPO estimulada por toxina A no se inhibi6 significativamente por 4-
APAA o 5-ASA a la dosis de 10 ng, pero la combinacion de los dos compuestos a esta dosis inhibi6 fuerte y
significativamente este efecto inflamatorio de la toxina.

Los resultados muestran que 4-APAA y 5-ASA son aproximadamente equipotentes para la inhibicion de colitis inducida
por la toxina A aguda en ratas cuando se administran solos, pero cuando se administran juntos parecen inhibir mas la
colitis por toxina A que la aditiva. La dosis mas baja de 4-APAA y 5-ASA probada, 10 ng, no inhibio significativamente el
dafo estructural o la actividad de MPO inducidos por la toxina A, cuando los compuestos se analizaron solos, pero
cuando los dos compuestos se administraron juntos a esta dosis, inhibieron fuerte y significativamente estos indices de
inflamacién colénica. Si bien los inventores no desean vincularse a ninguna teoria particular, estas observaciones
sugieren que 4-APAA y 5-ASA pueden inhibir la inflamacion intestinal por diferentes mecanismos. También se pueden
realizar estudios para probar dosis de combinacién mas bajas de los dos compuestos para determinar la curva dosis-
respuesta completa de estos efectos con el fin de determinar la dosis mas baja totalmente eficaz.

Las siguientes patentes de los Estados Unidos y solicitudes de patente se refieren a compuestos de 4-APAA,
compuestos de 5-ASA y compuestos de 4-APAA unidos con azo a compuestos de 5-ASA: la Patente de los Estados
Unidos 6,583,128, Immunoregulatory compounds and derivatives and methods of treating diseases therewith,
presentada el 29 de agosto, 2001; Solicitud de Patente de los Estados Unidos No. 60/228,683, Immunoregulatory
compounds and derivatives and methods of treating diseases therewith, presentada el 29 de agosto, 2000, y la Solicitud
de Patente de los Estados Unidos No. 10/967,736, Immunoregulatory compounds and derivatives and methods of
treating diseases therewith, presentada el 18 de octubre, 2004, y Solicitud de Patente de los Estados Unidos No.
60/555,551, titulada Methods and Compositions employing 4-aminophenylacetic acid compounds, presentada el 23 de
marzo, 2004.
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REIVINDICACIONES
1. Una composicién farmacéutica para administraciéon oral que comprende:
(a) un compuesto de acido 4-aminofenilacético (4-APAA) no unido con azo para administracion en el intestino delgado; y

(b) un compuesto de 4-APAA unido con azo a un compuesto de acido 5-aminosalicilico (5-ASA) para administracion al
intestino delgado distal y/o colon, el compuesto azo que tiene la siguiente estructura:

HC
=

OH

2. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 1, que comprende ademas un tercer agente terapéutico
seleccionado del grupo que consiste en: esteroides, antibidticos, moduladores inmunitarios, suavizantes de heces,
endurecedores de heces, nutracéuticos, agentes y organismos probioticos, y agentes nicotinicos.

3. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 1 o 2 formulada para administrar los agentes terapéuticos al
intestino delgado y al colon.

4. Una composicion farmacéutica de la reivindicacién 1 o 2 para usar como una formulacién oral en el tratamiento de
una afeccion gastrointestinal inflamatoria.

5. La composiciéon farmacéutica de la reivindicacion 1, en la que el compuesto de 4-APAA no unido con azo tiene la
siguiente estructura:

/

HO—C

H-C MNHz

33



ES 2 687039 T3

i &
B _coor? B roop? | S
B R s . RooC 1 N ! oo’
CHyCOOH g R
HM H,N r! =/ gt
polvo de zinc
13 (3
R coor? R coor”
HN 18]

FIGURA 1.

34



ES 2 687039 T3

H;

R _coor? L
K _coor®
N e R R’M—b@—mﬂ—@—l—c&oﬂ
' ND/Q ¢ *

COONa

FIGURA 2

35



Colon: peso corporal (%BW)

ES 2 687039 T3

Colitis DNBS promedio colon neto: peso corporal
(%BW)

0.3 -

FIGURA 3

36



Media puntuaciones de adherencias

2.5 1

ES 2 687039 T3

Puntuacion adherencias Colitis por DNBS

Los valores son la media * SE

Escala de puntuacion:
Q=sin adherencias
{=adherencias minimas

2=adherencias que implican varios lcops del intestino

(- Sin adherencias-]

40
e g
!

FIGURA 4

37



ES 2 687039 T3

FIGURA 5

38



ES 2 687039 T3

FIGURA 6

39



ES 2 687039 T3

FIGURA 7

40



ES 2 687039 T3

FIGURA 8

41



ES 2 687039 T3

FIGURA 9

42



ES 2 687039 T3

300+
5 |
E’ T
— 200~ #
o
E i i g
3 100-
o
k=
S
TR
3..
la *k
Bl
o) -
=
e # %
14 1
S W ﬁ i
= =
g
0
- 1 10 100 - - - Ssulfasalazina {mg/kgsdia)
- - - - 1 10 100 APAZA (mglkgsdia)
+ + + + + + + ToxinaA{10 ng)

FIGURA 10

43



ES 2 687039 T3

i
]

3w Y =]
gy Py P it

FIGURA 11

44



ES 2 687039 T3

L
e .T'
F
W el #
-
23

)
5
e
__i

- 0 + + + + Toxina A (10 ug)
ﬂ 0 G 1.6 Sulfasalazina (mgﬁ@‘dia}

0 0 01 05 10 0 APAZA (mghkg=dia)

=
=

FIGURA 12

45



ES 2 687039 T3

FIGURA 13

46



200~

{mglcm)
8 ¢

2

Fluido luminal
m .
g 3
[ 1]

ES 2 687039 T3

(=]

Actividad MPO {LUimg)
o - =
o g iy

=
=

FIGURA 14

47

Toxina A (10 ug)
4-APAA (100 mgfkgedia)



ES 2 687039 T3

FIGURA 15

48



ES 2 687039 T3

§F § £ »°

(usyBsiy [euIwn] opin|4

X

w
-

Toxina A {10 pf)

A4-APAA (155}

nl .

m

T T
= n =]
- =] =

W1k OdIN PEPIAROY

100

10

FIGURA 16

49



ES 2 687039 T3

FIGURA 17

50



Fluido Luminal {(mg/em)

Actividad MPO (U/mg)

g

:

ES 2 687039 T3

-

% 7%

s E:

i

1

- i

-

0

0 001 01 10

+ + + +

FIGURA 18

51

10 4-APAA (ug)
+  Toxina A (10 pg)



ES 2 687039 T3

FIGURA 19

52



Fluido Luminal (mg/cm}

ES 2 687039 T3

= 20w
> &

=
tn

doke
1
*
—_ 4 W
-
it
o
'
*
1T
# %
1
4 T

Actividad MPO (U/mg)

o
o

0 0 001 01 1.0 10 5-ASA(ug)
- + + + + 4+ ToxinaA(10 pg)

FIGURA 20

53



ES 2 687039 T3

FIGURA 21

54



ES 2 687039 T3

250 **
= A 1 #
g 200+ * i
-E e *
= @&
— 150
© i
£ —
E 100+
=3
a
o 504
=)
=)
TH 0
2.(]"‘ 4R
— B - ek
EI ek
£ 1.5 -
5 1T
(o]
- @ &8
% 1.0 e
o =
1]
o 0.5{ I
=
0
< 0.0
- + + + + Toxina A(10 pg)
- - + - + 5-ASA (10 ng)

- - - + + 4-APAA (10 ng)

FIGURA 22

55



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

