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DESCRIPCION
Composiciones y métodos para suministro de agentes terapéuticos en el colon
Investigacion patrocinada por el gobierno federal

Esta invencion se realizé con el apoyo del gobierno conforme al contrato DK0O07056 otorgado por los Institutos
Nacionales de la Salud. El gobierno tiene determinados derechos en la invencion.

Campo de la invencion

La invencién se refiere a composiciones de enema que contienen corticosteroides o derivados de acido salicilico.
Las composiciones son liquidas a temperatura ambiente pero se transforman en geles a temperatura corporal.
Resultan utiles para tratamiento de enfermedades intestinales inflamatorias.

Antecedentes de la invencion

La enfermedad intestinal inflamatoria (IBD) es un trastorno crénico incurable que segun se piensa se debe a una
respuesta inmunoldgica exagerada a los microbios intestinales en una persona genéticamente predispuesta.
Aproximadamente 1,5 millones de norteamericanos sufren de enfermedad intestinal inflamatoria (IBD) — ya sea, la
enfermedad de Crohn (CD) o colitis ulcerosa (UC) — y la prevalencia se encuentra en aumento a nivel mundial.
Ambas enfermedades son afecciones recurrentes, permanentes que requieren induccion continuando con terapia de
mantenimiento. Los pacientes con IBD sufren frecuentemente de muchos sintomas debilitantes, tales como diarrea
sanguinolenta y dolor abdominal, y se encuentran en riesgo cada vez mayor de contraer cancer colorrectal,
particularmente con una enfermedad no controlada.

Las terapias sistémicas y topicas (que se aplican directamente a la mucosa coldnica) existen. Las terapias
sistémicas actuales tales como agentes anti-TNF, inmunomoduladores, y esteroides, mientras que resultan
efectivos, tienen muchos efectos secundarios potenciales y conocidos, incluyendo riesgo de infecciones aumentado
y neoplasias. Las terapias tépicas que se suministran de manera rectal se recomiendan como tratamientos de
primera linea, dada su eficacia y efectos secundarios reducidos en comparacion con los farmacos sistémicos. Las
terapias topicas son efectivas para el tratamiento de brotes agudos asi como para el mantenimiento de la remision
en muchos pacientes. De hecho, aproximadamente la mitad de pacientes con IBD pueden beneficiarse de la terapia
tépica por si sola, ya que el 66% de pacientes con UC y el 14% de pacientes con CD tienen la enfermedad
solamente en el colon distal y el recto, respectivamente.

La base de la terapia tépica es el enema. A pesar de sus ventajas, los pacientes con colitis distal activa (aquellos
que mas se beneficiarian) son frecuentemente incapaces de tolerar enemas debido a la urgencia/espasmo y la
incapacidad asociada con la retencién de una solucién liquida para la dosis recomendada y el marco de tiempo (una
o dos veces por dia, retenciéon durante 1-3 horas). Como un vehiculo para agentes terapéuticos, los enemas liquidos
son efectivos para alcanzar todas las areas del colon donde se puede presentar inflamacion. Sin embargo, los
enemas liquidos presentan la mayor dificultad de retencién en el tiempo para el paciente, dada la urgencia casi
inmediata de tener un movimiento intestinal una vez que se presenta el liquido. La retencién del liquido es
importante con el fin de maximizar el tiempo del agente terapéutico para difundir el liquido del enema vehicular a la
pared de mucosa del tracto digestivo. El intervalo de tiempo requiere normalmente varias horas, mientras que la
urgencia de evacuar el propio intestino durante un enema liquido es normalmente inmediata (5-10 minutos). Las
alternativas con respecto a los enemas para terapia topica incluyen preparaciones de espuma o de supositorios.
Estas opciones tienden a facilitar la retencidon pero tienen la desventaja marcada de resultar incapaces de alcanzar
areas proximales del colon izquierdo que resultan accesibles con un enema. A pesar de la eficacia de terapias
tépicas, la adherencia permanece extremadamente baja debido a la inconveniencia e incomodidad que se asocian
con las opciones existentes. Los tratamientos actuales para pacientes con IBD, mientras que son ciertamente
beneficiosos, dejan escapar oportunidades de mejora significativas, particularmente para terapias topicas que son
tan efectivas como los enemas para colitis que incluyen el colon proximal, pero que son mas tolerables y mantienen
los efectos secundarios sistémicos a nivel bajo.

Se hace referencia a estos documentos de la técnica anterior:

- US 2004/191276 A1

- KIM, DW ET AL.: "The Influence of Bile Salt on the Chemotherapeutic Response of Docetaxel-Loaded
Thermosensitive Nanomicelles.", INTERNATIONAL JOURNAL OF NANOMEDICINE., vol. 9, nro. 1, 8 de agosto,
2014 (2014-08-08), paginas 3816-3824, XP055329473.

Sumario de la invencién

En un aspecto, la invencion se refiere a una composicion de enema que comprende:
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a. un copolimero en bloque no iénico o mezcla de polimeros que consiste en bloques de polietilenglicol y
polipropilenglicol;

b. un fosfolipido o mezcla de fosfolipidos;
C. un corticosteroide; y
d. agua;

en la que la concentracion del copolimero en bloque no iénico o mezcla de polimeros es de 200 a 400 g/l, la
concentracion del fosfolipido o mezcla de fosfolipidos es de 0,04 a 4 g/l; la concentracion del corticosteroide es de
0,05 a 5 g/l (todo en base a la composicion total); y el resto del volumen comprende agua;

de manera tal que un gel que comprende los componentes a-d exhibe una temperatura de transicion de gel de entre
32y 38 grados C.

En un segundo aspecto, la invencion se refiere a la composicion de enema que comprende:

a. un copolimero en bloque no iénico o mezcla de polimeros que consiste en bloques de polietilenglicol y
polipropilenglicol;

b. un fosfolipido o mezcla de fosfolipidos;
c. un derivado de acido salicilico; y
d. agua;

en la que la concentracion de dicho copolimero en bloque no iénico o mezcla de polimeros es de 100 a 300 g/l de
dicha composicion, la concentracion de dicho fosfolipido o mezcla de fosfolipidos es de 4 a 40 g/l; la concentracion
de dicho derivado de acido salicilico es de 50 a 100 g/l; y el resto del volumen comprende agua;

de manera tal que un gel que comprende dichos componentes a-d exhibe una temperatura de transicion de gel de
entre 32 y 38 grados C.

En otro aspecto, la invencién se refiere a un método para tratar la enfermedad intestinal inflamatoria que comprende
la administracion de una composiciéon de enema segun se describe anteriormente.

Descripcion detallada de la invencion

Dadas las cuestiones que se conocen en cuanto a la retencién de enemas liquidos y las limitaciones de supositorios
y espumas, se ha desarrollado una composicion de enema termosensible que tiene las ventajas del enema liquido
(mayor suministro proximal) pero sin las cuestiones de retencidon que se asocian con liquidos. Brevemente, esto se
cumple mediante una composiciéon que es un liquido a temperaturas mas frias, cercanas a la temperatura ambiente
(23 °C) vy, que se transforma luego en un gel viscoso a temperatura mas cercana a la corporal (37 °C). Un
componente de la composiciéon es un copolimero tensioactivo no idnico que consiste en polietilenglicol hidréfilo y
bloques de polipropilenglicol hidréfobo. A medida que la temperatura aumenta, los copolimeros forman micelas y a
mayores temperaturas, se forma una matriz de gel polimérica.

La composicion de enema que se describe anteriormente en algunas realizaciones contiene ya sea un copolimero
tribloque de polietilenglicol y polipropilenglicol que tiene una masa molecular de polioxipropileno de
aproximadamente 4.000 g/mol y aproximadamente 70% de contenido de polioxietileno o que tiene una masa
molecular de polioxipropileno de aproximadamente 1.800 g/mol y aproximadamente 80% de contenido de
polioxietileno. Los ejemplos que se disponen comercialmente de tales copolimeros en bloque de PEO/PPO son

Poloxamero Peso molecular promedio | % en peso de oxietileno | No saturacion, mEq/g
124 2090 a 2360 46,7+1,9 0,020 + 0,008
188 7680 a 9510 81,8+1,9 0,026 + 0,008
237 6840 a 8830 724+1,9 0,034 + 0,008
338 12700 a 17400 83,1+1,7 0,031 + 0,008
407 9840 a 14600 732+1,7 0,048 £ 0,017
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Los materiales que se disponen comercialmente pueden contener un antioxidante adecuado de manera adicional. La
tabla anterior se extrae de http://www.new druginfo.com/pharmacopeia/usp28/v28230/usp28nf23s0_m66210.htm.
Debido a que los copolimeros son mezclas complejas, estos se describen normalmente como que tienen un peso
molecular promedio de “aproximadamente” x o una masa molecular de “aproximadamente” y g/mol o un contenido
de PEG de “aproximadamente” 70%. Las personas expertas en la técnica reconocen que una mayor precision no es
simplemente practica, y el uso del término “aproximadamente” en este contexto no es indefinido. Si se debe asignar
un valor numérico, la mayoria de las personas expertas se encontrarian probablemente satisfechas (en base a las
cifras anteriores) con + 40% para el peso molecular promedio o masa molecular, y + 5% para el porcentaje de
contenido de monédmero. El poloxamero 407 es un copolimero tribloque (PEO-PPO-PEO) con un peso molecular
promedio de aproximadamente 12,5 kDa y una proporcion PEO/PPO de aproximadamente 2:1 (Bohorquez et al., J
Colloid Interface Sci 1999; 216:34-40).

En las realizaciones mas convenientes, a saber, aquellas que no requieren refrigeracion, el limite practico mas bajo
para una temperatura de transicion es de aproximadamente 25 °C, siendo posibles otras temperaturas de transicion
de 26°C, 27°C, 28°C, 29°C, 30°C, 31°C, 32°C, 33°C, 34°C, 35°C o 36°C. De manera 6ptima, la composicién cambia
a un gel viscoso cerca de los 37 °C. La temperatura de transicion para la formacion de gel parece ser en alguna
medida dependiente del sistema de medicién que se usa para determinarla. La medicién oscilatoria (por ejemplo,
HAAKE RheoStress 6000, Thermo Fisher Scientific) proporciona una temperatura ligeramente mas baja y una curva
mas definida en comparacion con los métodos giratorios, debido a que la evaluacion giratoria puede aumentar la
temperatura de transicion aparente si la rotacion interrumpe la formacion del gel. Se ha usado un redmetro de placas
paralelas para nuestros estudios, pero la temperatura que define la transicion de gel para el propdsito de las
reivindicaciones deberia determinarse mediante medicion oscilatoria. La temperatura de transicion sol-gel se
determina mediante la realizacion de mediciones oscilatorias a 1 rad.s-1 mientras que la temperatura se aumenta a
2 °C.min-1. La temperatura de transicion sol-gel se determina mediante trazado de modulos de almacenamiento (G’)
como una funcion de la temperatura. Para el propdsito de la invencion inmediata, se definira la temperatura de
transicién de gel como la temperatura en la que la pendiente de una curva de médulo de almacenamiento versus
temperatura, que se mide a 1 Hz, excede 5 kPa por grado Celsius.

En algunas realizaciones, la composicion de enema comprende de 100 a 400 g/l de copolimero. En otras
realizaciones, la composicion de enema comprende de 100 a 300 g/l del copolimero. En otras realizaciones, la
composicion de enema comprende de 200-400 g/I, 150-250 g/, 250-350 g/I, 100-200 g/I, 200-300 g/I, 300-400 g/,
100-150 g/l, 150-200 g/l, 200-250 g/I, 250-300 g/I, 300-350 g/l o 350-400 g/I.

En algunas realizaciones el fosfolipido o mezcla de fosfolipidos es uno o ambos de dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC)
y 1,2-diestearoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DSPC). Fosfolipidos preferidos son glicerofosfolipidos, tales como acido
fosfatidico, fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina (lecitinas), fosfatidilserina y fosfoinositidas. Las fosfatidilcolinas son
particularmente preferidas.

En algunas realizaciones, el corticosteroide se elige a partir de budesonida, dexametasona, hidrocortisona,
metilprednisolona, prednisolona y prednisona. En algunas, el corticosteroide se elige a partir de budesonida e
hidrocortisona. En los ejemplos a continuacion, el corticosteroide es budesonida.

En una realizacion, la composicién de enema se administra al menos a 30 grados C. En otra realizacion, la
composicion de enema se administra al menos a 25 grados C.

En una muy especifica realizacion, la composiciéon de enema consiste esencialmente en:

a. de 250 a 350 g/l de un copolimero tribloque de polietilenglicol y polipropilenglicol que tiene una masa molecular
de polioxipropileno de aproximadamente 4.000 g/mol y aproximadamente 70% de contenido de polioxietileno;

b. de 0,1 a 1 g/l de una mezcla 1:1 de dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) y 1,2-diestearoil-sn-glicero-3-fosfocolina
(DSPC);

c. de 0,05 a 0,2 g/l de budesonida; y

d. el resto, agua.

En algunas realizaciones, el derivado de acido salicilico se elige a partir de mesalazina, sulfasalazina, olsalazina y
balsalazida Se prefiere la mesalazina. La mesalazina (INN, BAN) se conoce también como mesalamina (USAN) o
acido 5-aminosalicilico (5-ASA).

En una realizacién muy especifica, la composiciéon de enema consiste esencialmente en:

a. de 150 a 250 g/l de un copolimero tribloque de polietilenglicol y polipropilenglicol que tiene una masa molecular
de polioxipropileno de aproximadamente 4.000 g/mol y aproximadamente 70% de contenido de polioxietileno;
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b. de 5 a 20 g/l de una mezcla 1:1 de dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) y 1,2-diestearoil-sn-glicero-3-fosfocolina
(DSPC);

c. de 60 a 80 g/l de mesalazina; y
d. el resto, agua.

Debido a que las composiciones de la invencion son geles, se encuentran libres de propulsores (por ejemplo, gases
de hidrocarburos) y libres de ingredientes que son necesarios para las espumas pero innecesarios para los geles.
Normalmente, las composiciones que se describen en la presente se encuentran libres de estabilizadores de
espuma y agentes espumantes tales como laurilsulfato de sodio, acido laurico, acido miristico, acido palmitico, acido
estearico, aceite de coco, carragenano, monoetanolamina estearica, goma tragacanto, alginato, gelatina, CMC de
sodio, polivinilglicol, glicerol, sorbitol, aceite de ricino hidrogenado, polisorbato 20, cocamidopropil betaina y
glicéridos caprilicos/capricos. La mayor comodidad y la capacidad de colocar un volumen mayor en comparacion
con otras modalidades puede proporcionar de manera adicional un cronograma de dosis menos frecuente.

Para evaluar la capacidad de las composiciones de enema para retencion en el colon, se agregd 3% de azul de
metileno a una formulacién segun se describe en la presente, y los enemas se administraron a ratones C57BL/6. Las
composiciones de realizacion de la invencidon que contienen azul de metileno mostraron claramente mejor retencion
en comparacion con el azul de metileno en soluciones de enema liquidos convencionales.

Se prepard una composicion con budesonida (denominada "BPL" para budesonida, polimero, lipido) de acuerdo con
la invencion. Contenidos: Budesonida 10 mg (0,1 mg/ml), poloxamero 407 30 g (solucion al 30%), DSPC 20 mg (0,2
mg/ml) y DPPC 20 mg (0,2 mg/ml). Método: DSPC (1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfocolina) (20 mg), DPPC (1,2-
dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina) (20 mg) y budesonida (10 mg) se disolvieron en 5 ml de etanol en un matraz de
fondo redondo. El disolvente se evaporé en un evaporador rotatorio para formar una pelicula delgada en la superficie
interna del matraz. La pelicula se suspendié en agua (20 ml) y se sometié a sonicacidon durante 30 minutos para
obtener una solucién de liposoma. A esta se agregaron 30 g de poloxamero y el volumen se completé hasta 100 ml
con agua a 4 °C. Esto se agité durante 30 minutos, las burbujas de aire atrapado se retiraron por centrifugacion, y la
agitacion continué hasta que se obtuvo una solucion homogénea. La budesonida se disolvié en suficiente solucion
para obtener una concentracion de 0,1 mg/mL.

Se preparé ademas una composicidon con mesalazina (denominada "MPL" para mesalazina, polimero, lipido)
Método: Fosfolipidos 1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DSPC) (50 mg), (CordenPharma), 1,2-dipalmitoil-sn-
glicero-3-fosfocolina (DPPC) (50 mg), (CordenPharma), y mesalazina (667 mg), (AK Scientific), se disolvieron en 30
ml de etanol en un matraz de fondo redondo. El etanol se evapor6é en un evaporador rotatorio para formar una
pelicula delgada en la superficie interna de un matraz. La pelicula se suspendié en agua (3,5 ml) y se someti6 a
sonicacion durante 30 minutos para obtener una solucion liposomal homogénea. Se agregd luego una solucién que
contenia 2 g de poloxamero en 5 ml de agua a los liposomas a 4 °C. La mezcla se agité durante 30 minutos y las
burbujas de aire atrapado se retiraron por centrifugacién a 600 x g en centrifuga Heraeus Labofuge — 400. Se agregd
agua (~1 ml) a 4 °C para que el volumen final de 10 ml obtuviera la concentracion de 67 mg/ml. La agitacion se
continud a 4 °C hasta que se obtuvo una solucién homogénea (mesalazina-poloxamero-lipido, MPL). La solucién
final contenia mesalazina (67 mg/ml), fosfolipidos (10 mg/ml) y poloxamero (20% p/v) en agua.

Los fosfolipidos 1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DSPC) (50 mg), (CordenPharma), 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-
fosfocolina (DPPC) (50 mg), (CordenPharma), y mesalazina (667 mg), (AK Scientific), se disolvieron en 30 ml de
etanol en un matraz de fondo redondo. El etanol se evaporé en un evaporador rotatorio para formar una pelicula
delgada en la superficie interna de un matraz. La pelicula se suspendié en agua (3,5 ml) y se sometioé a sonicacion
durante 30 minutos para obtener una solucion liposomal homogénea. Se agregd luego una solucién que contenia 2
g de poloxamero en 5 ml de agua a los liposomas a 4 °C. La mezcla se agité durante 30 minutos y las burbujas de
aire atrapado se retiraron por centrifugacion a 600 x g en centrifuga Heraeus Labofuge — 400. Se agregé agua (~1
ml) a 4 °C para que el volumen final de 10 ml obtuviera la concentracion de 67 mg/ml. La agitacion se continué a 4
°C hasta que se obtuvo una solucién homogénea (mesalazina-poloxamero-lipido, MPL). La solucién final contenia
mesalazina (67 mg/ml), fosfolipidos (10 mg/ml) y poloxamero (20% p/v) en agua.

Se prepar6 ademas otra composicion de mesalazina con 6,6% de mesalazina en un volumen total de 60 ml. Método:
diez gramos de poloxamero 407 (0,79 mmol) se fundieron a 60 °C en estado puro y se agregaron 0,3 g de DSPC
(0,77 mmol) continuando con 0,3 g de DPPC (0,4 mmol). La mezcla se agitd y se anadieron 4 g de acido 5-
aminosalicilico (26,12 mmol). La mezcla se agité con agitacion mecanica durante aproximadamente 1 hora, luego se
enfrié a 4 °C. Se anadieron sesenta ml de agua desionizada y la mezcla se agité a 4 °C durante la noche. El liquido
resultante exhibié una temperatura de transicién de 32-33 °C.

La formulacién anterior puede expandirse a un volumen total de 100 ml con la misma masa total de farmaco (4 g
para mesalazina, 6 mg para budesonida). Las concentraciones son, por supuesto, mas bajas en las soluciones de
volumen de 100 ml, pero contintan siendo efectivas Para la mesalazina, la concentracién seria de 40 mg/ml, y para
la budesonida, seria de 0,06 mg/ml.
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Se realizaron estudios en animales de BPL en un modelo de colitis bien establecido, sulfato sédico de dextrano
(DSS) (que se administra oralmente), en ratones C57BL/6. Se agregé DSS al agua potable y se suministrd
diariamente a partir del dia 0. Los ratones recibieron tratamientos con enema el dia 4 y el dia 6. Se registraron los
pesos diarios, ya que el peso es una de las métricas mas comunmente usadas para determinar la respuesta al
tratamiento en modelos de colitis. El grupo BPL demostré mejoras versus controles de agua y polimero, y también
con respecto a la budesonida liquida (BL), segun se evidencia por una menor pérdida de peso en comparacion con
el peso corporal original. Estos resultados se replicaron en dos experimentos adicionales en un total de cincuenta
ratones. Ademas del peso, se midié también la longitud del colon después del tratamiento para todos los ratones.
Los ratones que se trataron con BPL tenian célones mas largos (con heces endurecidas bien formadas) en
comparacién con otros grupos de tratamiento y de control. La histopatologia de secciones de cdélones extraidos de
ratones mostré infiltrado de leucocitos reducido y una arquitectura epitelial mas conservada en ratones BPL en
comparacion con otros grupos.

A continuacion, se realizaron experimentos para establecer la cinética de retencion y la distribucion proximal de BPL
en comparacion con un enema de tratamiento liquido convencional (BL). Para confirmar que los enemas con BPL
tendran una distribucién proximal similar a BL, se suministraron enemas normalizados con contraste de bario a
ratones tanto sanos como con colitis inducida por DSS. Los ratones se visualizaron luego con tomografia
computarizada a intervalos predeterminados (a 0,5, 1,5 y 3 horas) para evaluar la distancia retrégrada maxima
alcanzada por el enema. Se demostré que BPL tiene una mejor distribucién retrograda en comparacién con BL tanto
en ratones sanos como en ratones con colitis. De manera adicional, para determinar la posible mucoadhesividad de
BPL versus BL se utilizé software de imagenes 3-D para evaluar el volumen de enema retenido en los mismos
intervalos predeterminados. Nuevamente, el volumen de enema retenido en todos los puntos de tiempo medidos fue
sustancialmente mayor para BPL en comparacion con BL tanto en ratones sanos como en ratones con colitis.

De manera similar a los experimentos con BPL, la formulacion de MPL demostré6 mejora versus los controles de
agua y polimero y también con respecto a la mesalazina liquida (ML) seguin se evidencia por una menor pérdida de
peso en comparacion con el peso corporal original. Estos resultados se replicaron en un experimento adicional con
un total de 33 ratones. Los ratones que se trataron con MPL tenian célones mas largos en comparacién con otros
grupos de tratamiento y de control. La histopatologia de secciones de célones extraidos de ratones mostré mucosa
mas saludable en ratones MPL en comparacién con otros grupos.

Para evaluar la solidez de la terapia en el tratamiento de la colitis de manera adicional, otro modelo de colitis IBD
comunmente usado — modelo de colitis inducida por acido trinitrobencenosulfénico (TNBS), se us6 también para
evaluar las composiciones que se describen en la presente en ratones Balb/c. Se evaluaron BPL vs. BL y control de
agua. Nuevamente, el grupo BPL recuperd peso mas rapido en comparacion con los otros dos grupos después de
recibir enema de TNBS continuando con un solo tratamiento o enema de agua. Este experimento se repitié con
resultados consistentes.

Deberia comprenderse que ademas de los ingredientes que se mencionan anteriormente en particular, las
formulaciones de esta invencion pueden incluir otros agentes convencionales en la técnica de geles farmacéuticos.
Segun se usa en la presente, las expresiones “tratamiento” “que trata”, o “paliativo” o “que mejora” se refieren a un
enfoque para obtener resultados beneficiosos o convenientes incluyendo pero sin limitacion un beneficio terapéutico
y/o un beneficio profilactico. Un beneficio terapéutico se alcanza con la erradicacion o mejora de uno o mas de los
sintomas fisiolégicos que se asocian con el trastorno subyacente de manera tal que se observa una mejora en el
paciente, pese a que el paciente puede continuar afectado por el trastorno subyacente. Las composiciones pueden
administrarse a un paciente si se informa que presenta uno o mas de los sistemas fisiolédgicos de enfermedad
intestinal inflamatoria, aunque no se haya realizado un diagnéstico de esta enfermedad.

Materiales y métodos

Los ratones C57BL/6 se compraron de Taconic (Hudson, NY) y se alojaron durante una semana antes de los
experimentos. Los ratones Balb/c se compraron de Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME) y se criaron internamente
para estudios de colitis TNBS. El cuidado y el uso de animales se realizaron de acuerdo con las pautas de los
Institutos Nacionales de Salud y fueron aprobados por los comités institucionales para el cuidado y el uso de
animales de la Universidad de Stanford.

El médulo de cizalla y la viscosidad de termogeles de copolimero se midieron con un reémetro Ares® (Rheometric
Scientific®) equipado con un horno para control preciso de la temperatura en una geometria de placas paralelas. Se
realizaron mediciones de barrido de frecuencia (0,5 - 200 rad/s) para cada temperatura, manteniendo una tension
constante del 1%.

Los ratones C57BL/6 recibieron sal de sodio de sulfato de dextrano al 2% (p/v) (36,000-50,000 M.W.; MP
Biomedicals, LLC; Solon, OH) en agua potable durante la duracion del experimento. Los ratones se pesaron
diariamente y se evaluaron en cuanto a la presencia de heces sanguinolentas, diarrea y salud general. Se
administraron enemas de tratamiento (BPL, BL) y de control (agua, polimero solamente) el dia 4 y el dia 6. Los
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ratones anestesiados con isoflurano recibieron rectalmente 150 ul de solucion indicada a través de una jeringa con
cierre Luer de 1 ml que se fija a la aguja 23G y entubado de polietileno (O.D. 0,048 pulgadas), con tubo insertado ~2
cm. Los animales se sacrificaron en el dia 9 o antes si se encontraban moribundos o si su pérdida de peso superaba
el 20%.

Los ratones Balb/c se anestesiaron con ketamina y se trataron rectalmente con 2 mg de acido picrilsulfonico
(solucion de &cido 2,4,6-trinitrobencenosulfénico; Sigma-Aldrich; St. Louis, MO) en un volumen de 100 pl, segun se
describe anteriormente para inducir colitis TNBS. Los ratones de control recibieron 100 pl de vehiculo (etanol al
40%). Al dia siguiente (dia 1) los ratones se anestesiaron con isoflurano y recibieron enemas de tratamiento o de
control de 150 pl, como con el modelo de colitis DSS. Los animales se pesaron y se evaluaron diariamente y se
sacrificaron en caso de pérdida del 20% de peso corporal o antes.

Para la evaluacién histologica, los segmentos de colon de 1 cm mas distales se fijaron en parafina integrada
regulada con formalina al 10%, y se seccionaron para tincién con hematoxilina y eosina. La histopatologia se calificd
de forma ciega segun se describe por Ostanin et al. "T cell transfer model of chronic colitis: concepts, considerations,
and tricks of the trade." Am. J. Physiology. Gastrointestinal and liver physiology 296, G135-146 (2009).

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando software Prism (GraphPad Software; San Diego, CA) y las pruebas
estadisticas que se emplearon se indican en las figuras, con valores p <0,05 considerados como significativos.

Para la obtencion de imagenes de CT, los ratones C57BL/6 recibieron agua que contenia DSS al 2% (p/v) y el dia 6
(cuando aparecen heces sanguinolentas) recibieron la administracion de 150 yl de enemas BPL o BL que contenian
suspensién de sulfato de bario al 5% (v/v) (E-Z-EM, Inc.; Lake Success, Nueva York). El tubo de enema se insertd
de manera normalizada con insercion entre 0,5 y 1,0 cm. Los animales fueron fotografiados en el Inveon PET-CT
con escaner CT de campo grande (Siemens Medical Solutions USA, Inc.; Hoffman Estates, IL) en el Stanford Center
for Innovation in In-Vivo Imaging (Stanford, CA). Se calcularon la distancia retrégrada y el volumen de enema.

Los estudios en animales sugieren que los inhibidores que se aplican topicamente del factor de necrosis tumoral
(TNF)-a mejoran la severidad de la colitis en modelos animales. Las concentraciones adecuadas de (TNF)-a podrian
formularse de manera anéloga a las de budesonida y mesalazina.

A pesar de que esta invencion es susceptible de realizacion en muchas formas diferentes, se muestran las
realizaciones preferidas de la invencion. Sin embargo, deberia comprenderse que la presente divulgacion debe
considerarse como un ejemplo de los principios de esta invencion y no pretende limitar la invencién a las
realizaciones que se ilustran.
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REIVINDICACIONES
1. Una composicién de enema que comprende:

a. un copolimero en bloque no idnico o mezcla de polimeros que consiste en bloques de polietilenglicol y
polipropilenglicol;

b. un fosfolipido 0 mezcla de fosfolipidos;
C. un corticosteroide; y
d. agua;

en la que

la concentracién de dicho copolimero en bloque no iénico o mezcla de polimeros es de 200 a 400 g/l, de manera
ventajosa, de 250 a 350 g/l;

la concentracién de dicho fosfolipido o mezcla de fosfolipidos es de 0,04 a 4 g/l; la concentracion de dicho
corticosteroide es de 0,05 a 5 g/l;

y el resto del volumen comprende agua;

de manera tal que un gel que comprende dichos componentes a-d exhibe una temperatura de transiciéon de gel de
entre 32 y 38 grados C.

2. Una composiciéon de enema que comprende:

a. un copolimero en bloque no iénico o mezcla de polimeros que consiste en bloques de polietilenglicol y
polipropilenglicol;

b. un fosfolipido o mezcla de fosfolipidos;
c. un derivado de acido salicilico; y
d. agua;

en la que

la concentracion de dicho copolimero en bloque no iénico o mezcla de polimeros es de 100 a 300 g/l, de manera
ventajosa de 150 a 250 g/I;

la concentracion de dicho fosfolipido o mezcla de fosfolipidos es de 4 a 40 g/;

la concentracién de dicho derivado de acido salicilico es de 50 a 100 g/l;

y el resto del volumen comprende agua;

de manera tal que un gel que comprende dichos componentes a-d exhibe una temperatura de transicion de gel de
entre 32 y 38 grados C.

3. Una composicién de enema de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, en la que al menos dicho
copolimero en bloque es un copolimero tribloque de polietilenglicol y polipropilenglicol que tiene una masa molecular
de polioxipropileno de aproximadamente 4.000 g/mol y aproximadamente 70% de contenido de polioxietileno

4. Una composicion de enema de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, en la que al menos dicho
copolimero en bloque es un copolimero tribloque de polietilenglicol y polipropilenglicol que tiene una masa molecular
de polioxipropileno de aproximadamente 1.800 g/mol y aproximadamente 80% de contenido de polioxietileno.

5. Una composicién de enema de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2, en la que dicho fosfolipido 0 mezcla de
fosfolipidos es uno o ambos de dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) y 1,2-diestearoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DSPC)

6. Una composicion de enema de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que dicho corticosteroide se elige a partir de
budesonida, dexametasona, hidrocortisona, metilprednisolona, prednisolona y prednisona, de manera ventajosa, a
partir de budesonida e hidrocortisona.

7. Una composicion de enema de acuerdo con la reivindicacion 6, en la que dicho corticosteroide es budesonida.

8. Una composicién de enema de acuerdo con la reivindicacion 7 que consiste en:

a. de 250 a 350 g/l de un copolimero tribloque de polietilenglicol y polipropilenglicol que tiene una masa molecular
de polioxipropileno de aproximadamente 4.000 g/mol y aproximadamente 70% de contenido de polioxietileno;

b. de 0,1 a 1 g/l de una mezcla 1:1 de dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) y 1,2-diestearoil-sn-glicero-3-fosfocolina
(DSPC);
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c. de 0,05 a 0,2 g/l de budesonida; y
d. el resto, agua.

9. Una composicion de enema de acuerdo con la reivindicacion 2, en la que dicho derivado de acido salicilico se
elige a partir de mesalazina, sulfasalazina, olsalazina, y balsalazida.

10. Una composicion de enema de acuerdo con la reivindicacion 9, en la que dicho derivado de acido salicilico es
mesalazina.

11. Una composiciéon de enema de acuerdo con la reivindicacion 10, que consiste en:

a. de 150 a 250 g/L de un copolimero tribloque de polietilenglicol y polipropilenglicol que tiene una masa molecular
de polioxipropileno de aproximadamente 4.000 g/mol y aproximadamente 70% de contenido de polioxietileno;

b. de 5 a 20 g/L de una mezcla 1:1 de dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) y 1,2-diestearoil-sn-glicero-3-fosfocolina
(DSPC);

c. de 60 a 80 g/L de mesalazina; y
d. el resto, agua.
12. Una composicion de enema de acuerdo con las reivindicaciones 8 u 11 de 60 ml a 100 ml de volumen total.

13. Una composicién de enema de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2 para su uso en el tratamiento de
enfermedad intestinal inflamatoria.

14. Una composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacion 13, en la que dicha composiciéon de enema se
administra a una temperatura por debajo de la temperatura de gel de la composicion.

15. Una composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacion 14, en la que dicha composicion de enema se
encuentra a menos de 30 grados C cuando se administra.



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones

