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DESCRIPCION
Composiciones enzimaticas orales para administracion intestinal
ANTECEDENTES
(a) Sector

El objeto dado a conocer se refiere generalmente a composiciones enzimaticas orales para el tratamiento de
diversas enfermedades intestinales.

(b) Técnica anterior relacionada

La diamino oxidasa (EC 1.4.3.6), también denominada histaminasa, cataliza la desaminacién oxidativa de histamina
y otras aminas biégenas, con la liberacion de los aldehidos correspondientes, per6xido de hidrégeno (H202) y
amoniaco (NHs). Como se demostr6 anteriormente con otras oxidasas de cobre, tales como la ceruloplasmina y la
amino oxidasa en suero bovino, con propiedades antioxidantes, la diamino oxidasa (DAO) de origen vegetal (DAOV),
con una actividad enzimatica superior que la DAO de origen animal, presenta algunos efectos beneficiosos en la
isquemia y las lesiones por reperfusion. La histaminasa vegetal también muestra un efecto beneficioso en una
respuesta anafilactica. Ademas, también se propuso para el tratamiento de la reacciéon similar al asma.
Recientemente, se demostré que la DAO de plantulas de guisante administrada por via parenteral puede ejercer
efectos protectores sobre la isquemia intestinal, al reducir la inflamacién tisular local mediante la aceleracién del
catabolismo histaminico y al prevenir la lesién tisular mediada por radicales libres, con una disminucion significativa
de los niveles tisulares de productos de peroxidacion y nitracién, de dafos en el ADN y de apoptosis de células
ileales.

La DAO es también la principal enzima degradante de histamina que actia predominantemente en el tracto
intestinal. La presencia de DAO en la mucosa intestinal puede inducir una proteccién contra la histamina enddgena o
exdgena (alimenticia). EI aumento del contenido de histamina en seres humanos podria deberse a diversos factores.
La histaminosis inducida por alimentos puede generar la elevacidon de histamina en plasma y alteraciones
hemodinamicas, particularmente cuando se asocia a una baja actividad de la DAO. Un alto contenido de histamina
en algunos alimentos puede volverse toxico, especialmente en ciertos alimentos orientales. El contenido elevado de
histamina en alimentos y bebidas también puede asociarse a la contaminacion microbiana. El mecanismo de las
reacciones pseudoalérgicas de la histamina causadas por alimentos parece atribuirse principalmente a una
hiperpermeabilidad intestinal (ocasionada por especies irritantes tales como el alcohol) o a la disminucion de la
actividad enzimatica de la DAO. Dado que la DAO es una enzima catabodlica importante para la histamina en seres
humanos, su nivel mucoso inferior en los sitios de inflamacion generaria una acumulacién de la histamina liberada,
lo que puede contribuir a la induccion y mejora de las respuestas inflamatorias agudas. Por lo tanto, en la patogenia
de las enfermedades inflamatorias intestinales (Ell), las alteraciones de la mucosa se reflejan con frecuencia en
cambios de la actividad de DAO de la mucosa vy, respectivamente, en el contenido de histamina de la mucosa. Se
encontraron niveles mas bajos de actividad de DAO en tejidos con inflamacién macroscopica en Ell que en tejidos
normales. La secrecién yeyunal de histamina se registré6 como superior en la enfermedad de Crohn y se correlacion6
significativamente con el indice de actividad de la enfermedad de Crohn. También se encontr6 un alto contenido de
histamina en neoplasias experimentales, tales como carcinomas de colon.

Otro factor implicado en la patogenia de la inflamacién intestinal es el estrés oxidativo que puede amplificar la
inflamacién intestinal aumentando la permeabilidad de la mucosa y vascular, y mediante el reclutamiento y la
activacion de mas neutrdfilos, con mayor liberaciéon de radicales libres y especies prooxidantes. Un componente
importante de la defensa endbégena contra el estrés oxidativo estéd representado por enzimas antioxidantes, tales
como superoxido dismutasa intracelular, catalasa, glutation peroxidasa o ceruloplasmina circulatoria. La disminucién
de las actividades enzimaticas antioxidantes o una expresion desequilibrada de una de estas enzimas puede
aumentar la vulnerabilidad de las células ante las especies de oxigeno reactivo, lo que dificulta la recuperacion de la
mucosa, como se manifestd en Ell (Buffinton y Doe, Free Radic Biol Med 1995; 19: 911-918). Por lo tanto, para
compensar la pérdida de defensa antioxidante, se solicitan tratamientos con antioxidantes.

Con respecto a los efectos terapéuticos de la DAO en Ell, Fogel y Lewinski (Inflamm Res 2006; 55: S63-S64)
demostraron un posible efecto terapéutico de la DAO de rifidn de cerdo, administrada por via intraperitoneal, en un
modelo de colitis ulcerosa (CU) en rata, con una disminucion de la reaccion inflamatoria. La disminucion de los
niveles de histamina y la prevencion del estrés oxidativo en la inflamacién intestinal podria constituir una estrategia
terapéutica bifuncional prometedora para un mejor tratamiento de las Ell. En cuanto a la mayoria de las oxidasas, un
subproducto de la reaccién enzimatica de la DAO es el H20O, un agente prooxidante que puede presentar efectos
bactericidas deseables y efectos oxidativos perjudiciales no deseables. La catalasa (EC 1.11.1.6) es una enzima
antioxidante que cataliza especificamente la descomposicion de H>O,. Debido a su capacidad para descomponer
H>O., se propuso la utilizaciébn de la catalasa en lesiones por reperfusion postisquémica en accidentes
cardiovasculares e infartos de miocardio, quemaduras, traumatismos, trasplantes de rifidon, sindrome de dificultad
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respiratoria y displasia broncopulmonar (patente de EE. UU. 5.334.382 a Phillips y Snow) como formulaciones
parenterales de la enzima unida covalentemente a polietilenglicol.

La administracién de agentes bioactivos al intestino superior y/o al colon sin degradacion gastrica o intestinal durante
el transito gastrointestinal de las dosis orales representa un desafio importante. En este contexto, el disefio de
sistemas de administracién intestinal biodegradables de agentes bioactivos para diferentes enfermedades, tales
como el cancer de colon, las Ell, incluida la enfermedad de Crohn y la colitis ulcerosa, adquirié6 un creciente interés.
Tales formas terapéuticas que se dirigen a sitios intestinales podrian mejorar el tratamiento de estas enfermedades.
Como la microflora colénica produce un gran nimero de enzimas degradantes, se investigaron varios polisacaridos
naturales de algas (alginatos), plantas (pectina, goma guar), microbianos (dextranos, goma xantana) o de origen
animal (condroitina) como vehiculos para la administracién de farmacos especificos para el colon. Ademas, se pudo
lograr la administracion colénica mediante matrices dependientes del pH o sistemas controlados por hinchamiento.
Sin embargo, cuando se administran por via oral, las proteinas terapéuticas para el direccionamiento intestinal son
susceptibles de degradacion durante el transito gastrico e intestinal. En el estémago, las proteinas se ven afectadas
por la degradacién acida y pepsinolitica, mientras que en el intestino superior, las proteasas pancreaticas e
intestinales también generan una degradacién masiva de las proteinas. La técnica anterior describe diversos
recubrimientos funcionales basados en Eudragit® o en excipientes de pectina formulados como perlas o granulados.
Por ejemplo, en la patente de EE. UU. 20080124279, se propone una administracion col6nica con perlas de
Zn/pectina protegidas con un recubrimiento funcional. Por ejemplo, en la patente de EE. UU. 20080193491, se
proponen microgranulos resistentes a jugos gastricos con DOA. Existe una necesidad continua de formular y
administrar por via oral proteinas terapéuticas dirigidas a tratar disfunciones relacionadas con la histamina.

CARACTERISTICAS

Segun una realizacién, se da a conocer una forma farmacéutica solida gastrorresistente para la administracion oral
de enzimas terapéuticas con administracion intestinal que comprende:

e un polimero catiénico seleccionado entre un quitosano, un copolimero metacrilico de aminoetilo o una
combinacion de los mismos, y

un polimero anidnico seleccionado entre carboximetilalmidén, un succinato acetato de hidroxipropilmetilcelulosa o
una combinacion de los mismos, y

* una enzima histaminasa y una enzima catalasa, en una proporciéon de 9:1 a 1:9.

La forma farmacéutica sélida oral comprende una combinacion de un polimero catiénico y un polimero aniénico.

La histaminasa puede ser una histaminasa vegetal.

La histaminasa vegetal se puede seleccionar entre histaminasa de Pisum sativum L., histaminasa de Lens culinaris,
histaminasa de Cicer arietinum, histaminasa de Lathyrus sativus y mezclas de las mismas.

La histaminasa vegetal puede ser una DAO de plantulas de guisante.

La forma farmacéutica sélida oral también puede comprender un polimero aniénico seleccionado entre
carboximetilcelulosa, un alginato, una pectina, un sulfato de dextrano, un copolimero metacrilico que porta grupos
carboxilicos, un ftalato de hidroxipropilmetilcelulosa o combinaciones de los mismos.

La forma farmacéutica sélida oral también puede comprender un polimero catidnico seleccionado entre un derivado
de quitosano, polilisina 0 combinaciones de los mismos.

El derivado de quitosano puede comprender aminoetilquitosano, trimetilaminoquitosano o combinaciones de los
mismos.

La forma farmacéutica oral puede comprender ademas un polimero neutro.
El polimero neutro puede comprender un polimero polihidroxilico.

El polimero polihidroxilico se puede seleccionar entre hidroxipropilmetilcelulosa, etilcelulosa, 6xido de polietileno, un
éter de celulosa o combinaciones de los mismos.

La forma farmacéutica sélida oral puede ser sin recubrimiento.
La forma farmacéutica sélida oral puede ser con recubrimiento.

El polimero cationico y el polimero anidénico pueden estar presentes en una proporcién de aproximadamente 1:9 a
aproximadamente 9:1.
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El polimero catidnico y el polimero anidnico pueden estar presentes en una proporcion de aproximadamente 1:1.
La forma farmacéutica sélida oral puede comprender ademas, como minimo, un agente bioactivo.

El, como minimo, agente bioactivo puede ser, como minimo, uno de una proteina, una asociacion de proteinas, un
péptido, un farmaco, un profarmaco, un antioxidante, un antitumoral, un antiinflamatorio, una bacteria, un probiético
0 combinaciones de los mismos.

La cantidad total de la enzima en la forma farmacéutica es de aproximadamente el 3,3% a aproximadamente el 90%.

La histaminasa y la enzima antioxidante estan presentes en una proporcion de aproximadamente 1:1 a
aproximadamente 2:1.

El farmaco puede ser un antiinflamatorio no esteroideo (AINE).

El farmaco antiinflamatorio no esteroideo (AINE) se puede seleccionar entre ibuprofeno, naproxeno, benoxaprofeno,
flurbiprofeno, fenoprofeno, fenbuprofeno, ketoprofeno, loxoprofeno, pranoprofeno, carprofeno, oxoprofeno,
microprofeno, tioxaprofeno, suproprofeno, alminoprofeno, fluprofeno, aspirina, diflunisal, salsalato, olsalazina,
sulfasalazina, indometacina, sulindaco, etodolaco, ketorolaco, diclofenaco, acido mefenamico, acido meclofenamico,
acido flufenamico, acido tolfenamico, celecoxib, valdecoxib, rofecoxib, etoricoxib o la combinacién de los mismos.

El farmaco puede ser un antagonista de histamina (antihistaminico).

El antagonista de histamina se puede seleccionar entre un antagonista del receptor Hi, un antagonista del receptor
Hz 0 una combinacion de los mismos.

El antagonista del receptor Hi se puede seleccionar entre cetirizina, clorfenamina, clemastina, desloratadina,
dexclorfeniramina, dimenhidrinato, dimetindeno, difenihidramina, doxilamina, ebastina, embramina, fexofenadina,
levocetirizina, loratadina, meclozina, olopatadina, feniramina, prometazina, quetiapina o combinaciones de los
mismos.

El antagonista del receptor Hz se selecciona entre cimetidina, famotidina, lafutidina, nizatidina, ranitidina y roxatidina.
Los profarmacos pueden ser prednisona, olsalazina y sulfasalazina.

El antioxidante se puede seleccionar entre vitamina C, vitamina E, un carotenoide, astaxantina o combinaciones de
los mismos.

Las bacterias se pueden seleccionar entre Lactobacillus sp. y Bifidobacterium sp.

Segun otra realizacion, se da a conocer una forma farmacéutica oral para su utilizaciéon en el tratamiento de un
problema de salud seleccionado entre enfermedades entéricas, tales como colitis isquémica, colitis por desviacién,
enfermedad de Behget, colitis indeterminada, una enfermedad inflamatoria, un cancer, una intolerancia a la
histamina, una alergia, una enfermedad pseudoalérgica o una combinacion de las mismas.

El presente texto también describe un procedimiento para tratar una enfermedad inflamatoria intestinal que
comprende la administracién a un sujeto que lo necesite de una forma farmacéutica solida oral, segun la presente
invencién.

La enfermedad inflamatoria intestinal puede ser la enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, colitis colagena, colitis
linfocitica, colitis isquémica, colitis por desviacion, enfermedad de Behget, colitis indeterminada o una combinacion
de las mismas.

El cancer puede ser intestinal y/o colorrectal.

La alergia puede ser alimentaria.

El presente texto también describe una composicion de administracion intestinal para tratar o aliviar la inflamacion
intestinal, que comprende:

* una cantidad terapéuticamente eficaz de una enzima histaminasa y una enzima catalasa, en asociacién con una
formulacion farmacéutica de administracion intestinal aceptable que comprende, como minimo, un excipiente, como
un formador de matriz.

La composicién puede ser una forma farmacéutica oral.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2703513 T3

El excipiente puede comprender un polimero catiénico, un polimero aniénico, un polimero neutro o una combinacion
de los mismos.

El polimero aniénico se puede seleccionar entre carboximetilcelulosa, carboximetilalmidon, un alginato, una pectina,
un sulfato de dextrano, un copolimero metacrilico que porta grupos carboxilicos, un ftalato de
hidroxipropilmetilcelulosa, un succinato acetato de hidroxipropilmetilcelulosa o combinaciones de los mismos.

El polimero cati6nico se puede seleccionar entre un quitosano, un derivado de quitosano, polilisina, un copolimero
metacrilico de aminoetilo o combinaciones de los mismos.

El derivado de quitosano puede comprender aminoetilquitosano, trimetilaminoquitosano o combinaciones de los
mismos.

El polimero neutro puede comprender un polimero polihidroxilico.

El polimero polihidroxilico se puede seleccionar entre hidroxipropilmetilcelulosa, etilcelulosa, 6xido de polietileno, un
éter de celulosa o combinaciones de los mismos.

El polimero catiénico y el polimero ani6nico estan presentes en una proporcién de aproximadamente 1:9 a
aproximadamente 9:1.

El polimero catidnico y el polimero aniénico estan presentes en una proporcién de aproximadamente 1:1.
La composicién de administracién intestinal puede comprender ademas un recubrimiento.

El recubrimiento puede comprender un compuesto seleccionado entre ftalato de hidroxipropilmetilcelulosa, succinato
acetato de hidroxipropilmetilcelulosa, etilcelulosa y un derivado de polimetacrilato.

El derivado de polimetacrilato puede comprender un copolimero de metacrilato con grupos carboxilicos.
La histaminasa puede ser una histaminasa vegetal.

La histaminasa vegetal se puede seleccionar entre histaminasa de Pisum sativum L., histaminasa de Lens culinaris,
histaminasa de Cicer arietinum, histaminasa de Lathyrus sativus y mezclas de las mismas.

La histaminasa vegetal puede ser una DAO de plantulas de guisante.

La enzima histaminasa y la enzima catalasa pueden estar presentes en una proporcion de aproximadamente 9:1 a
aproximadamente 1:9.

La enzima histaminasa y la enzima catalasa pueden estar presentes en una proporcion de aproximadamente 1:1 a
aproximadamente 2:1.

Segun ofra realizacion, la forma farmacéutica soélida gastrorresistente segln la presente invencion puede estar
destinada para su utilizacion en el tratamiento de inflamacién intestinal.

A continuacion se definen los siguientes términos.

La expresién “agente bioactivo” pretende significar un agente implicado en el tratamiento de una enfermedad,
afeccion o problema de salud, y este puede ser cualquier tipo de agente bioactivo. Entre los ejemplos se incluyen,
sin limitacion: proteinas, farmacos, tales como farmacos antiinflamatorios u otros, profarmacos, bacterias,
probidticos, antioxidantes y antihistaminicos.

El término “monolitico” pretende significar un sistema con una estructura inalterable y uniforme sin cambios
individuales.

El término “histaminasa” pretende significar una enzima que cataliza la desaminacién oxidativa de histamina y otras
aminas bidgenas. También se denomina diamino oxidasa (DAO).

La expresion “administracion intestinal” pretende significar la administracién de agentes bioactivos al intestino, que
esta formado por el duodeno, el yeyuno, el ileon, el ciego, el colon, el recto y el canal anal, que componen los
intestinos delgado y grueso.

La expresion “forma farmacéutica sélida” pretende significar cualquier forma fisica adecuada de una dosis e incluye
comprimidos, pildoras, perlitas, granulos, microgranulos, perlas y multiparticulados.
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La expresion “comprimido monolitico sin recubrimiento” pretende significar un comprimido con una estructura
uniforme e inalterable (obtenida mediante compresion directa) que no permite la variacién individual y no comprende
un recubrimiento adicional (tal como un recubrimiento entérico).

Las caracteristicas y ventajas del objeto del presente documento resultaran mas evidentes a la luz de la siguiente
descripcion detallada de realizaciones seleccionadas, como se ilustra en las figuras adjuntas. Tal como se
entenderd, el objeto dado a conocer y reivindicado es susceptible de modificaciones en diversos aspectos, todo ello
sin alejarse del alcance de las reivindicaciones. En consecuencia, los dibujos y la descripcion deben considerarse
de caracter ilustrativo, no restrictivo, y el alcance completo del objeto se establece en las reivindicaciones.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Otras caracteristicas y ventajas de la presente divulgacién resultaran mas evidentes mediante la siguiente
descripcion detallada, tomada en combinacion con los dibujos adjuntos, en los que:

La figura 1 ilustra la estabilidad del pH de las formulaciones enzimaticas basadas en carboximetilalmidén:quitosano
(CMA:quitosano). Comprimidos monoliticos basados en CMA:quitosano (1:1) con el 0% y el 50% de (a) extracto
vegetal de diamino oxidasa (DAOV) o (b) catalasa, que contienen verde de bromocresol (indicador de pH).
Comprimidos sin tratar (aire) o incubados durante 60 minutos en fluido gastrico simulado que contiene pepsina, a 50
rom y 37 °C (secciones enteras y transversales de comprimidos). El color azul indica proteccion frente a la acidez
gastrica.

La figura 2 ilustra la estabilidad gastrica in vitro de DAO vegetal (DAOV) en diferentes formulaciones. Se incubaron
comprimidos monoliticos basados en CMA, CMA:quitosano (1:1) o quitosano que contenian un 30% de DAQOV hasta
120 minutos en fluido gastrico simulado (FGS con pepsina). La actividad enzimatica restante de DAO (%) dentro de
los comprimidos se determiné al cabo de diferentes periodos de tratamiento con FGS. La actividad de DAO se
expresa en porcentajes, considerando como 100% los valores determinados en 50 ml de tampoén de fosfato a 0
minutos: para DAO formulada con CMA, el 100% fue 0,45+0,032 UE/ml de muestra original, para CMA:quitosano,
0,41+0,019 UE/ml de muestra original, y para quitosano, 0,40+0,03 UE/mI de muestra original (n=3).

La figura 3 ilustra la estabilidad gastrica in vitro de DAO vegetal (DAOV) en diferentes formulaciones. Se incubaron
comprimidos monoliticos basados en CMA, CMA:quitosano (1:1) o quitosano que contenian un 30% de DAQOV hasta
120 minutos en fluido géastrico simulado (FGS con pepsina). La liberacién de DAO (%) de comprimidos monoliticos
en fluido intestinal simulado (FIS con pancreatina) después de 0 minutos (a), 30 minutos (b), 60 minutos (c) y 120
minutos (d) en incubaciéon en FGS (50 rpm y 37 °C). La actividad de DAO se expresa en porcentajes, considerando
como 100% los valores determinados en 50 ml de tampdn de fosfato a 0 minutos: para DAO formulada con CMA, el
100% fue 0,45+0,032 UE/mI de muestra original, para CMA:quitosano, 0,410,019 UE/mI de muestra original, y para
quitosano, 0,40+0,03 UE/mI de muestra original (n=3).

La figura 4 ilustra la estabilidad géastrica y la liberacion intestinal de diferentes cargas de catalasa formuladas con
CMA:quitosano. Se incubaron comprimidos monoliticos de CMA:quitosano (1:1) con carga creciente de catalasa y de
100% de catalasa (libre de excipientes) durante 60 minutos en fluido gastrico simulado (FGS con pepsina) a 50 rpm
y 37 °C. La actividad enzimatica de catalasa (%) se evalu6 después de 60 minutos de incubacién géstrica de
comprimidos (a) y durante la liberacion en fluido intestinal simulado (que contiene pancreatina), después de un
tratamiento previo de FGS de 60 minutos (b). La actividad enzimatica de catalasa se expresa en porcentajes,
considerando para cada carga, como el 100%, la actividad de catalasa formulada con CMA:quitosano, determinada
en 50 ml de tampdn de fosfato a 0 minutos (n=3).

La figura 5 ilustra formulaciones monoenzimaticas y bienzimaticas de CMA:quitosano que contienen extracto vegetal
de DAO (DAQV) y/o catalasa. Estabilidad gastrica en fluido gastrico simulado que contiene pepsina (0 y 60 minutos)
de (a) DAQOV y (b) catalasa como formulaciones monoenzimaticas y bienzimaticas basadas en CMA:quitosano (1:1)
y su liberacién en fluido intestinal simulado que contiene pancreatina (c, d), al cabo de 60 minutos de incubacién de
comprimidos en medio géstrico. La actividad enzimatica de DAO (20% de carga: 0,39+0,0011 UE/m| de muestra
original) y de catalasa (10% y 20% de carga), formulada como comprimidos monoenzimaticos y bienzimaticos de
CMA:quitosano y determinada en 50 ml de tampén de fosfato (0 minutos), se considerd como el 100% (n=3).

La figura 6 ilustra esquematicamente las reacciones enzimaticas acopladas de DAO. La catalasa descompone el
subproducto H20> de DAO y mejora el oxigeno disponible. Esto puede contribuir a un cambio de equilibrio de la
reaccion de DAO.

DESCRIPCION DETALLADA DE LAS REALIZACIONES PREFERENTES
En realizaciones se da a conocer una composicién bienzimatica para el tratamiento de enfermedades intestinales.
Segun una realizacion, el CMA y el quitosano se utilizan como coexcipientes para formar matrices hidrofilas

(mediante compresién directa) para la formulacién de composiciones y formas farmacéuticas para la administracion
de enzimas. Segun otra realizacion, las composiciones son para la administracion de enzimas en aplicaciones
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bucales, vaginales o intestinales. Preferentemente, la composicion y/o forma farmacéutica estan destinadas para la
administracién col6nica de enzimas.

Las enzimas preferentes son las histaminasas, tales como DAOV, y/o enzimas antioxidantes, tales como enzimas
catalasas, que pueden tener un papel terapéutico potencial en el tratamiento de enfermedades intestinales.

Segun una realizacion, se da a conocer una terapia enzimatica oral basada en la asociacion de diamino oxidasa
vegetal (DAQV) con catalasa para el tratamiento de diversas enfermedades intestinales. La DAOV controlaria los
niveles de histamina y tendria algunos efectos antioxidantes. Cuando las dos enzimas estén asociadas, la catalasa
eliminara el H2O; (subproducto de DAO), evitando el estrés oxidativo intestinal local. De esta manera, se propone la
asociacion de catalasa para descomponer el H>O; producido a partir de la actividad enzimatica de DAO o de otras
reacciones inflamatorias. La catalasa generara mas oxigeno (O2), un sustrato de DAOV, mejorando asi su eficacia
(figura 6).

La mucosa colbnica se puede someter a un estrés oxidativo significativo durante la inflamacién relacionada o no con
la histamina. Se cree que podria existir un interés en nuevos tratamientos antioxidantes para las Ell. Ademas de
reducir la inflamacién tisular local a través de la descomposicién de histamina proinflamatoria, la DAO también
presenta algunas propiedades antioxidantes, como se demostré anteriormente con otras oxidasas de cobre
(Mateescu y otros, J Physiol Pharmacol 1997; 48 (Suppl. 2): 110-121; Mondovi y otros, Curr Top Med Chem 1997; 2:
31-43; Mateescu y Nadeau, en: Floris G, Mondovi B, eds. Copper amine oxidases: structures, catalytic mechanisms,
and role in pathophysiology. CRC Press, 2009: 253-260), contribuyendo asi a contrarrestar la lesion tisular mediada
por radicales libres. En este contexto, la DAO es una proteina bifuncional: histaminasa con una actividad de amina
oxidasa que controla el nivel de aminas biégenas, que descompone la histamina proinflamatoria, y antioxidante, que
depura la especie oxidativa prooxidante. La histaminasa vegetal (DAOV) puede ser una preparacion a partir de
plantulas de Pisum sativum L., Lens culinaris, Cicer arietinum, Lathyrus sativus y mezclas de las mismas.

La catalasa, incorporada en las formulaciones monoenzimaticas y bienzimaticas de CMA:quitosano, reduce la
cantidad de H>O peligroso, un prooxidante producido a partir de la actividad de DAO o de otras reacciones
inflamatorias. Segun otra realizacién, la formulacion monoenzimatica de DAOV se puede utilizar para la terapia de
cancer colorrectal. Segun otra realizacion, las formulaciones bienzimaticas de DAOV:catalasa se pueden utilizar
como tratamiento para un mejor control de la inflamacion y los efectos perjudiciales relacionados que se producen
en las Ell.

A fin de probar la capacidad del sistema bienzimatico de la presente invencion para producir y descomponer HzOo,
se emplearon los dos ensayos enzimaticos para la actividad enzimatica de DAO (deteccién de H202 y NH3) de las
formulaciones de CMA:quitosano con la proporcion 2:1 de DAOV:catalasa o 1:1 de DAOV:catalasa (figura 6). Las
proporciones de DAOV:atalasa que varian de aproximadamente 9:1 a 1:9 también serian adecuadas. La
disminucion aparente de la actividad enzimatica medida de DAO que se observé en las formulaciones bienzimaticas
de CMA:quitosano cuando se determiné mediante el ensayo de peroxidasa y H>O., se debe a la descomposicion de
H>O. por catalasa, que se libera de los comprimidos casi al mismo tiempo que la DAO. Cuando la formulacion
bienzimatica se administra in vivo, la DAO liberada puede degradar la histamina (enddégena de reacciones
inflamatorias intestinales o exégena de los alimentos) y producir H2O2, un prooxidante con efectos perjudiciales. Por
lo tanto, la catalasa puede ser beneficiosa, particularmente cuando se libera casi al mismo tiempo que la DAO, para
descomponer el H>O; del catabolismo histaminico o de otras reacciones inflamatorias.

Segun otra realizacion de la presente invencion, la enzima DAO vegetal presenta una alta especificidad para la
histamina y las diaminas primarias, catalizando su oxidacién al aldehido correspondiente, H.O> y NH3. Cuando la
catalasa también esta presente (se pueden utilizar diferentes proporciones de DAOV:catalasa), parte del HxO;
producido por la DAO se descompone mediante la generacion de catalasa, y por lo tanto, parte del O;
complementario, lo que se espera que mejore el indice de oxidacién del sustrato (histamina, putrescina) y cambie el
equilibrio a favor de los productos de reaccién. Asi pues, la accién de las dos enzimas puede considerarse
complementaria. A partir de la aparente disminucién de la actividad enzimatica medida de DAO en presencia de
catalasa, es posible determinar la cantidad de micromoles de H>O.» descompuestos por catalasa. La asociacion de la
catalasa a la DAO puede ser terapéuticamente beneficiosa en el tratamiento de Ell, ya que el fluido disponible en el
colon se reduce y la disponibilidad de O, es escasa. Por lo tanto, se cree que el O, adicional puede ser eficaz para la
actividad de DAO.

Sin animo de quedar ligado a ninguna teoria, un posible papel de los antioxidantes en el tratamiento de Ell hipotetiza
que la eficiencia de los tratamientos actuales de Ell también puede estar relacionada con sus propiedades
antioxidantes. Por lo tanto, el 5-aminosalicilato reduce la produccion de especies oxidativas de la mucosa mediante
la biopsia colorrectal humana inflamada (Simmonds y otros, Gastroenterology 1992; 103: 186-196) y la peroxidacion
lipidica (Ahnfelt-Ronne y otros, Gastroenterology 1990; 98: 1162-1169). Una combinacién de superdxido dismutasa y
desferrioxamina puede ser eficaz en el tratamiento de la enfermedad de Crohn (Emerit y otros, Free Radic Res
Commun 1991; 12: 563-569). También se describié un efecto antioxidante de la catalasa en muestras de biopsia
colénica de un modelo de colitis en rata (Millar y otros, Gut 1996; 39: 407-415). Por lo tanto, se cree que la
administracion oral de catalasa puede presentar un interés terapéutico.
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Tanto la histaminasa como la catalasa presentan un alto potencial terapéutico en el tratamiento de la isquemia
intestinal, enfermedades inflamatorias, tales como la enfermedad de Crohn y la colitis ulcerosa, o el cancer colénico.

Segun otra realizacion, la catalasa, cuando se comprime como comprimido libre de excipientes (100% de carga de
catalasa), presenta estabilidad gastrica (63% de actividad restante dentro del comprimido) debido a posibles
asociaciones de proteinas intra e intercadenas, generando una capa de gel protector externo, evitando asi el acceso
de fluido gastrico al comprimido y manteniendo seco el ndcleo de los comprimidos. Sin embargo, la catalasa libre (en
solucioén, no formulada) se degrada casi totalmente en las mismas condiciones, lo que muestra el papel esencial de
la formulacién. La proporcidon entre catalasa y excipientes poliméricos (CMA y quitosano) se puede optimizar para
proteger mejor y retrasar la administracion de catalasa durante 480 minutos en FIS, tanto para formulaciones de
DAOQOV:catalasa monoenzimaticas como bienzimaticas. Segun otra realizacién de la presente invencion, la
formulacion de CMA:quitosano que contiene una proporcién DAOV:catalasa de 2:1 libera mas catalasa que la
formulacion bienzimatica que contiene una proporcién DAOV:catalasa de 1:1. Se cree que las interacciones
proteina-proteina son probablemente mas representativas en una proporcion mas alta de catalasa. Aunque el
almiddn utilizado en la formulacion se modifica (CMA), puede seguir siendo un sustrato potencial para la alfa-amilasa
presente en pancreatina y puede contribuir a la liberacion de enzima terapéutica, lo cual es una ventaja importante
del CMA.

Por lo tanto, la combinacion de DAOV y catalasa, ambas formuladas como comprimidos monoliticos con
coexcipientes de quitosano y CMA, puede mejorar el tratamiento de enfermedades entéricas inflamatorias (o
enfermedades inflamatorias intestinales) mediante la reduccion de la inflamacion local a través de la aceleracion del
catabolismo histaminico y contrarrestando la lesién de tejido mediada por radicales libres. Entre estas enfermedades
inflamatorias intestinales se incluyen la enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, colitis colagena, colitis linfocitica,
colitis isquémica, colitis por desviacion, enfermedad de Behget, colitis indeterminada o una combinacion de las
mismas.

Segun otra realizacion, otro posible efecto terapéutico de la DAO puede ser la alergia (por ejemplo, una alergia
alimentaria) o enfermedades pseudoalérgicas por la eliminacién de exceso de histamina en el intestino. Las
pseudoalergias son reacciones no inmunolégicas, similares a la anafilaxia de inicio repentino, asociadas a la
ingestion de alimentos. Pueden deberse a una reaccién anafilactoide, intolerancia (por ejemplo, respuestas
psicégenas), anomalia metabdlica (por ejemplo, deficiencia enzimatica), reaccion a la tiramina o toxicidad (por
ejemplo, tetrodotoxina).

Segun otra realizacion, otra posible via terapéutica puede ser el tratamiento de cancer y tumores intestinales, tales
como el cancer de colon y/o colorrectal, gracias a las propiedades antineoplasicas de las amino oxidasas (Toninello
y otros, Biochim Biophys Acta 2006; 1765: 1-13).

Segun otra realizacion, una posible via terapéutica puede ser el tratamiento de la intolerancia a la histamina
(histaminosa) que se produce por un desequilibrio de la histamina acumulada y la capacidad de degradacion de la
misma. La intolerancia a la histamina se refiere a una reaccién a alimentos que contienen altos niveles de histamina
de origen natural; en contraste, durante una reaccion alérgica normal, el propio cuerpo produce altos niveles de
histamina en respuesta a un alérgeno alimentario que se percibe como un agente invasor. Las personas con
intolerancia a la histamina suelen tener bajos niveles de cualquiera de las dos enzimas; la diamino oxidasa (DAO) y
la histamina-N-metiltransferasa (HNMT) que se unen a la histamina y la metabolizan. En estas personas, la
histamina puede acumularse a lo largo del tiempo y causar sintomas en todo el cuerpo. Los sintomas mas comunes
de intolerancia a la histamina son dolores de cabeza por migrafa, sintomas gastrointestinales (tales como diarrea),
sofoco, urticaria, eccema vy rinitis alérgica. La intolerancia a la histamina también puede provocar sintomas mas
graves. Puede desencadenar ataques de asma o choque anafilactico, puede causar arritmia y puede estar
relacionado con afecciones crénicas graves tales como la enfermedad de Crohn.

La actividad antiinflamatoria de la DAOV asociada a la catalasa (que tiene la capacidad de eliminar el per6xido de
hidrégeno prooxidante) representa un nuevo concepto para el tratamiento de las disfunciones intestinales.

Cuando se administran por via oral, las enzimas para el direccionamiento intestinal son susceptibles de degradacion
durante el transito gastrico e intestinal. En el estomago, las enzimas pueden verse afectadas por la degradacion
acida y pepsinolitica, mientras que en el intestino superior, las proteasas pancreaticas e intestinales también
generan una degradacién masiva de las enzimas. Por lo tanto, existe una necesidad de formular las enzimas con
excipientes que proporcionen proteccién gastrica e intestinal.

Generalmente, los sistemas propuestos actualmente como Utiles para la administracion colénica se basan en i)
profarmacos donde la liberacién de la forma activa se basa en la capacidad de las enzimas producidas por la flora
colénica para actuar en polisacaridos o ii) recubrimientos funcionales que rodean matrices monoliticas y garantizan
el transporte de la forma farmacéutica al sitio de accién. Sin embargo, estos sistemas no consideran la
administracion colénica de enzimas terapéuticas mediante una forma farmacéutica oral obtenida mediante
compresion directa sin recubrimientos funcionales. El sistema de la presente invencion es un sistema diferente que
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comprende comprimidos monoliticos sin recubrimiento obtenidos mediante compresion directa de polvos secos de
excipientes de CMA y quitosano mezclados con proteinas liofilizadas (por ejemplo, enzimas).

Las formulaciones propuestas representan un enfoque terapéutico enzimatico bifuncional innovador y no téxico para
las enfermedades intestinales y brindan una solucién para necesidades insatisfechas.

Las formas farmacéuticas orales se pueden obtener mediante la compresién directa de polvos secos activos
mezclados con excipientes seleccionados: es decir, derivados de celulosa, metacrilatos, quitosano,
carboximetilalmidon (CMA) o sus mezclas. Se pueden administrar como comprimidos, capsulas que contienen
multiparticulados y/o polvos.

Segun otra realizacion de la presente invencion, las dosis propuestas se pueden formular con excipientes
farmacéuticos con o sin dependencia del pH. Para los excipientes seleccionados, las dosis orales presentan efectos
protectores en funcion de la estructura de tipo gel formada después de su exposicién a fluido gastrico simulado.

La carga de proteinas también juega un papel que se correlaciona con los fendmenos de autoensamblaje.

El quitosano, un polisacarido que consiste en 2-amino-2-desoxi-D-glucosa unida a 3-(1,4) que todavia presenta un
cierto nimero de unidades de 2-acetamido-2-desoxi-D-glucosa, es insoluble en el pH de los fluidos intestinales.
Puede ser un excipiente interesante para la administracion especifica del sitio al colon debido a su susceptibilidad a
la hidrélisis glucosidica por enzimas microbianas en el colon.

Entre otros polimeros catiénicos adecuados se incluyen derivados de quitosano, tales como aminoetilquitosano y
trimetilaminoquitosano, polilisina o un copolimero metacrilico de aminoetilo, o combinaciones de los mismos. Por
ejemplo, los copolimeros catidnicos de metacrilato que portan grupos funcionales de dimetilaminoetilo incluyen, sin
limitacion, EUDRAGIT® E PO (polvo). El polimero catiénico preferente es el quitosano.

La asociacién de quitosano catidnico con otros polimeros biodegradables, tales como polimeros anidnicos que
incluyen, sin limitacion, carboximetilcelulosa, carboximetilalmidéon (CMA), alginatos, pectinas, sulfatos de dextrano,
un copolimero metacrilico que porta grupos carboxilicos, un ftalato de hidroxipropilmetilcelulosa, un succinato
acetato de hidroxipropilmetilcelulosa y combinaciones de los mismos pueden ser una manera interesante de
administrar agentes bioactivos al colon. El polimero aniénico preferente es el carboximetilalmidén (CMA). Los
copolimeros metacrilicos anionicos que portan grupos funcionales carboxilicos incluyen, por ejemplo, EUDRAGIT® L
100/S 100/L 100-55 (polvos).

Segun otra realizacién, la asociacién de polimeros catiénicos y/o polimeros anidnicos con otros polimeros
biodegradables también puede incluir polimeros seleccionados entre materiales independientes del pH (es decir,
polimeros neutros) tales como éteres de celulosa neutros (grados de methocel y ethocel), poli(oxietileno); diversos
grados de ex Polyox o ésteres de copolimeros de metacrilato neutros (Eudragit RL/RS PO). Segln una realizacién,
el polimero neutro puede comprender un polimero polihidroxilico. Entre los ejemplos de dicho polimero
polihidroxilico se incluyen hidroxipropilmetilcelulosa, etilcelulosa, éxido de polietileno, un éster de copolimero de
metacrilato neutro, un éter de celulosa o combinaciones de los mismos.

Los ésteres de copolimeros de metacrilato neutros, tales como EUDRAGIT® RL o RL/RS, son independientes del
pH y garantizan una administracion intestinal mediante el control de la liberacion del farmaco a través de su
permeabilidad.

Methocel® es un derivado no i6nico utilizado como matriz para liberacién controlada. Entre los grados de formacion
de matriz METHOCEL® se incluyen E50LV, K100LV, K100LV CR K4M, K15M, K100M, E4M, E10M, K4MCR,
K15MCR, K100MCR, E4MCR, E10MCR, que presentan una hidratacién rapida y propiedades formadoras de gel.

El Polyox o el éxido de polietileno son polimeros que forman matrices, los cuales son polimeros de poli(oxietileno) no
i6nicos de alto peso molecular solubles en agua. Los pesos moleculares varian de 100.000 a aproximadamente
8.000.000. Presentan muchas propiedades que son tipicas de otras clases de polimeros solubles en agua -
lubricidad, unién, retencién de agua, espesamiento y formacion de peliculas. Los grados adecuados incluyen WSR
N-10, N-80, N-205, N-750, N-3000, N-303, N-308.

Segun otra realizacién, el comprimido de la presente invencién puede estar recubierto o no recubierto. Segun una
realizacién, el recubrimiento puede comprender, por ejemplo, compuestos tales como ftalato de
hidroxipropilmetilcelulosa, succinato acetato de hidroxipropilmetilcelulosa, etilcelulosa y un derivado de
polimetacrilato, tales como copolimeros de metacrilato con grupos carboxilicos (serie de Eudragit L y S), tales como
Eudragit L 30 D-55/FS 30 D (dispersiones acuosas al 30%), Eudragit L 12.5/S 12.5 (solucién organica al 12,5%). El
ftalato de hidroxipropilmetilcelulosa es un material de recubrimiento de pelicula entérica o un aglutinante de matriz
utilizado en formas farmacéuticas solidas. Se utiliza como agente de control de viscosidad, agente gelificante,
formador de pelicula, estabilizante, dispersante, lubricante, aglutinante, agentes emulsionantes y agente de
suspensioén. El succinato acetato de hidroxipropilmetilcelulosa es un material de recubrimiento de pelicula entérica.
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La etilcelulosa es un polimero formador de pelicula y matriz. Eudragit NE 30 D, RURS 12.5 también son polimeros
formadores de pelicula independientes del pH.

Segun otra realizaciéon, el comprimido de la presente invencion también puede comprender cualquiera de los
agentes bioactivos adecuados. Segun otra realizacion de la presente invencion, el agente bioactivo puede ser, como
minimo, uno de una proteina, un farmaco, un profarmaco (por ejemplo, tal como prednisona) y un antioxidante (por
ejemplo, vitaminas C y E, y carotenoides, tal como betacaroteno), una bacteria (por ejemplo, tal como Lactobacillus
sp., Bifidobacterium sp.), o combinaciones de los mismos. La proteina puede ser cualquier proteina adecuada. Las
proteinas pueden ser otras enzimas. Segun una realizacion, la cantidad total de enzima puede ser de
aproximadamente el 3,3% a aproximadamente el 10%, o de aproximadamente el 3,3% a aproximadamente el 20%,
o de aproximadamente el 3,3% a aproximadamente el 30%, o de aproximadamente el 3,3% a aproximadamente el
40%, o de aproximadamente el 3,3% a aproximadamente el 50%, o de aproximadamente el 3,3% a
aproximadamente el 60%, o de aproximadamente el 3,3% a aproximadamente el 70%, o de aproximadamente el
3,3% a aproximadamente el 80%, o de aproximadamente el 3,3% a aproximadamente el 90%.

Los agentes bioactivos de interés incluyen cualquier farmaco adecuado, por ejemplo, farmacos antiinflamatorios no
esteroideos (AINE) seleccionados entre ibuprofeno, naproxeno, benoxaprofeno, flurbiprofeno, fenoprofeno,
fenbuprofeno, ketoprofeno, loxoprofeno, pranoprofeno, carprofeno, oxoprofeno, microprofeno, tioxaprofeno,
suproprofeno, alminoprofeno, fluprofeno, aspirina, diflunisal, salsalato, olsalazina, sulfasalazina, mesalamina,
indometacina, sulindaco, etodolaco, ketorolaco, diclofenaco, acido mefenamico, acido meclofenamico, acido
flufenamico, acido tolfenamico, celecoxib, valdecoxib, rofecoxib, etoricoxib o la combinacién de los mismos. Los
farmacos también incluyen antagonistas de histamina (antihistaminicos), tales como antagonistas del receptor H;
seleccionados entre cetirizina, clorfenamina, clemastina, desloratadina, dexclorfeniramina, dimenhidrinato,
dimetindeno, difenihidramina, doxilamina, ebastina, embramina, fexofenadina, levocetirizina, loratadina, meclozina,
olopatadina, feniramina, prometazina, quetiapina o combinaciones de los mismos, y/o una antagonista del receptor
H> seleccionado entre cimetidina, famotidina, lafutidina, nizatidina, ranitidina y roxatidina.

Segun otra realizacién, se da a conocer una composicion de administracién intestinal para tratar o aliviar la
inflamacién intestinal, que incluye una cantidad terapéuticamente eficaz de una enzima histaminasa y una enzima
catalasa, en relacion con una formulacion farmacéutica de administracién intestinal aceptable que comprende, como
minimo, un excipiente como un formador de matriz. Preferentemente, la composicion es una forma farmacéutica
oral.

Segun una realizacion, la histaminasa es una histaminasa vegetal, tal como la histaminasa de Pisum sativum L.,
histaminasa de Lens culinaris, histaminasa de Cicer arietinum, histaminasa de Lathyrus sativus y mezclas de las
mismas. Preferentemente, la histaminasa vegetal es DAO de plantulas de guisante.

Segun otra realizacion, la proporcién de enzima histaminasa y enzima catalasa presentes en la composicién puede
ser de aproximadamente 9:1 a aproximadamente 1:9. Preferentemente, la proporcion es de aproximadamente 1:1 a
aproximadamente 2:1.

Segun una realizacion, el excipiente puede incluir un polimero catiénico o un polimero aniénico, o una combinacién
de un polimero cationico y un polimero anibnico. Entre los ejemplos no limitantes de polimeros aniénicos se incluyen
carboximetilcelulosa, carboximetilalmidén, un alginato, una pectina, un sulfato de dextrano, un copolimero
metacrilico que porta grupos carboxilicos, un ftalato de hidroxipropilmetilcelulosa, un succinato acetato de
hidroxipropilmetilcelulosa o combinaciones de los mismos. Los copolimeros metacrilicos aniénicos que portan tipos
de grupos funcionales carboxilicos incluyen, por ejemplo, EUDRAGIT® L 100/S 100/L 100-55 (polvos) con
propiedades gastrorresistentes.

Entre los ejemplos no limitantes de polimeros catidénicos se incluyen un quitosano, un derivado de quitosano, una
polilisina, un copolimero metacrilico de aminoetilo o combinaciones de los mismos. Por ejemplo, los copolimeros
cationicos de metacrilato que portan grupos funcionales de dimetilaminoetilo incluyen, sin limitacion, EUDRAGIT® E
PO (polvo).

Segun una realizacién de la presente invencion, la proporcion del polimero catiénico y el polimero aniénico
presentes en la composicién puede ser de aproximadamente 1:9 a aproximadamente 9:1, y preferentemente de 1:1.

Segun otra realizacidn, la asociacién de polimeros catidnicos y/o polimeros anidnicos con otros polimeros
biodegradables también puede incluir polimeros seleccionados entre materiales independientes del pH (es decir,
polimeros neutros) tales como éteres de celulosa neutros (grados de methocel y ethocel), poli(oxietileno); diversos
grados de ex Polyox o ésteres de copolimeros de metacrilato neutros (Eudragit RURS PO). Segln una realizacién,
el polimero neutro puede comprender un polimero polihidroxilico. Entre los ejemplos no limitantes de dicho polimero
polihidroxilico se incluyen hidroxipropilmetilcelulosa, etilcelulosa, éxido de polietileno, un éster de copolimero de
metacrilato neutro, un éter de celulosa o combinaciones de los mismos.
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Los ésteres de copolimeros de metacrilato neutros, tales como EUDRAGIT® RL o RL/RS, son independientes del
pH y garantizan una administracién intestinal mediante el control de la liberacion del farmaco a través de su
permeabilidad.

Methocel® es un derivado no iénico utilizado como matriz para liberacién controlada. Entre los grados de formacion
de matriz METHOCEL® se incluyen E50LV, K100LV, K100LV CR K4M, K15M, K100M, E4M, E10M, K4MCR,
K15MCR, K100MCR, E4MCR y E10MCR, que presentan una hidratacién rapida y propiedades formadoras de gel.

El Polyox o el 6xido de polietileno son polimeros que forman matrices, los cuales son polimeros poli(oxietileno) no
i6nicos de alto peso molecular solubles en agua. Los pesos moleculares varian de 100.000 a aproximadamente
8.000.000. Presentan muchas propiedades que son tipicas de otras clases de polimeros solubles en agua -
lubricidad, unién, retencién de agua, espesamiento y formacién de peliculas. Entre los grados adecuados se
incluyen, aunque sin limitarse a los mismos, WSR N-10, N-80, N-205, N-750, N-3000, N-303, N-308.

Segun una realizacién, la composicion de administracién intestinal de la presente invencion puede comprender
ademas un recubrimiento, que puede incluir, por ejemplo, compuestos tales como ftalato de
hidroxipropilmetilcelulosa, succinato acetato de hidroxipropilmetilcelulosa, etilcelulosa y un derivado de
polimetacrilato, tales como copolimeros de metacrilato con grupos carboxilicos (serie de Eudragit L y S). El ftalato de
hidroxipropilmetilcelulosa es un material de recubrimiento de pelicula entérica o un aglutinante de matriz utilizado en
formas farmacéuticas sélidas. Se utiliza como agente de control de viscosidad, agente gelificante, formador de
pelicula, estabilizante, dispersante, lubricante, aglutinante, agentes emulsionantes y agente de suspensién. El
succinato acetato de hidroxipropilmetilcelulosa es un material de recubrimiento de pelicula entérica. La etilcelulosa
es un polimero formador de pelicula y matriz, que es independiente del pH. Eudragit NE 30 D, RURS 12.5 también
son polimeros formadores de pelicula independientes del pH.

Segun oftra realizacion, se da a conocer un procedimiento para tratar la inflamacién intestinal que consiste en
administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicién segun la presente invencion.

La presente invencion se entendera mas facilmente haciendo referencia a los siguientes ejemplos que se ofrecen
para ilustrar la presente invencién en lugar de limitar su alcance.

EJEMPLO 1

PREPARACION DE EXTRACTO VEGETAL DE DIAMINO OXIDASA A PARTIR DE PLANTULAS DE LATHYRUS
SATIVUS (GUISANTE DE HIERBA)

Se obtiene una preparacion vegetal a partir de plantulas de guisantes de hierba (DAOV) a partir de 500 g de brotes
recién recogidos de plantulas de L. sativus etioladas que se homogeneizan en un mezclador Waring con 11 de
NaH2PO4 30 mM (pH final 4,4) y, a continuacién, se filtran. El residuo sélido esta constituido principalmente por
paredes celulares y fibras vasculares, y se lavo con el mismo tampdn. La enzima finalmente se eluy6 del residuo
sélido con tampdn de fosfato sédico 0,1 M y, a continuacion, se centrifug6. El sobrenadante que contenia DAO se
liofilizo, obteniendo el polvo de extracto vegetal de DAO, en lo sucesivo denominado DAQOV.

EJEMPLO 2
EXCIPIENTES PROPUESTOS
Sintesis de carboximetilalmidon

El excipiente de CMA se sintetizO mediante el tratamiento del almidén con acido monocloroacético en un medio
alcalino, como se describi6 anteriormente (Calinescu y otros, Int J Pharm 2007; 343: 18-25). Practicamente, se
suspendi6 una cantidad de 70 g de almidon de alta amilosa (Hylon VII) en 170 ml de agua destilada y se calent6 a
50 °C bajo agitacion continua en un agitador planetario Hobart™. Se afiadié un volumen de 235 ml de una solucién
acuosa de NaOH 1,45 M y el medio de reaccién se homogeneizé durante 20 minutos a 50 °C para gelatinizacion.
Para transformar el almidén en una forma de alcoxido mas reactiva (y por lo tanto favoreciendo la sustitucion
nucledfila de almidén), también se afiadieron 55 ml de solucion de NaOH 10 M al medio de reaccién. A continuacion,
se anadieron 45,5 g de &cido monocloroacético, disuelto en un volumen minimo de agua, al almidén y el medio de
reaccion se mantuvo durante 1 h a 50 °C para la reaccion de sustitucion. Al cabo de 1 h de reaccién (50 °C), la
suspension de gel se neutraliz6 con una solucién de acido acético y se precipitd con acetona, y los iones de sales se
retiraron mediante varios lavados con acetona/agua (60:40, v/v). Finalmente, la suspension de gel de CMA se seco
con acetona y se mantuvo durante la noche a temperatura ambiente.

Preparacion de excipiente de quitosano

El polvo de quitosano se prepar6 como se describié anteriormente (Calinescu y Mateescu, Eur J Pharm Biopharm
2008; 70: 582-589), disolviendo el quitosano en una soluciéon de &cido acético (2%), seguido de su filtracion y
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tratamiento con NaOH (1 M) hasta un pH de 6,5. La suspension de gel se precipité con acetona al 100%, se lavd
bien con agua destilada y finalmente se secd a temperatura ambiente.

Se tamizaron los polvos de polimero y se conservaron particulas con granulometria inferior a 300 um para la
preparacion de comprimidos monoliticos.

EJEMPLO 3
COMPRIMIDOS MONOLITICOS DE DIAMINO OXIDASA VEGETAL

Los polvos de excipientes de quitosano y/o CMA se mezclaron bien con los agentes bioactivos hasta la
homogeneizacién. Los comprimidos (300 mg), obtenidos mediante compresién directa (2,5 T) de las mezclas en
polvo mediante un conjunto de cilindros de 9 mm y una prensa Carver (Wabash, IN, EE. UU.), se formularon con
polvo de DAOV (30% de carga), como principio activo (PA) y CMA solo, CMA:quitosano (1:1, p/p) o quitosano solo,
como excipientes.

EJEMPLO 4
COMPRIMIDOS MONOLITICOS DE CATALASA (no en el alcance de las reivindicaciones)

Los polvos de excipientes de quitosano y/o CMA se mezclaron bien con los agentes bioactivos hasta la
homogeneizacién. También se obtuvieron comprimidos de catalasa de 300 mg mediante compresién directa (2,5 T)
de las mezclas en polvo mediante un conjunto de cilindros de 9 mm y una prensa Carver (Wabash, IN, EE. UU.). Se
obtuvieron diversas cargas enzimaticas del 3,3%, 10%, 20% al 50% mediante CMA:quitosano (1:1, p/p).

EJEMPLO 5
COMPRIMIDOS MONOLITICOS BIENZIMATICOS

Los polvos de excipientes de quitosano y/o CMA se mezclaron bien con los agentes bioactivos hasta la
homogeneizacién. También se obtuvieron comprimidos de 300 mg y 9 mm de diametro, basados en CMA:quitosano
(1:1, p/p), que contienen DAOV o proporciones variables de DAOV:catalasa (es decir, 1:1y 2:1),a2,5T.

EJEMPLO 6
COMPORTAMIENTO DE COMPRIMIDOS MONOLITICOS EN FLUIDO GASTRICO SIMULADO

Este es un ejemplo de la presente invencion con respecto al comportamiento de los comprimidos monoliticos en el
fluido gastrico simulado (FGS). Se prepararon los comprimidos de 300 mg, basados en CMA:quitosano (1:1) con una
carga enzimatica del 0% y el 50% y en el 100% de enzima, todos con contenido del 5% de verde de bromocresol
(indicador de pH de 15mg por comprimido), como se describié anteriormente en los ejemplos 3 y 4. Cada
comprimido se incubd 60 minutos en 50 ml de FGS (pH 1,2) a 37 °C y 50 rpm (agitador de incubadora - serie 25D,
New Brunswick Scientific Co., NY, EE. UU.). La integridad del comprimido y las modificaciones de color se
observaron en todas sus formas y en comprimidos cortados transversalmente (figuras 1a, b).

Este ensayo indica en qué medida los excipientes propuestos pueden impedir la penetracion de fluido acido en el
comprimido observando el cambio de color del indicador de pH de azul (por encima de pH 5,4) a amarillo-naranja
(por debajo de pH 3,8). Antes de la incubacién en FGS, los comprimidos secos basados en CMA:quitosano (1:1)
descargados (0%) y cargados con un 50% de DAQOV o con catalasa, presentaron algunos puntos azules en la
superficie externa, provenientes del indicador de pH (figuras 1a, b). La superficie de los comprimidos enteros
basados en excipientes de CMA:quitosano (con un 0% y un 50% de carga de enzimas) fue azul durante los 60
minutos de incubacion &cida (FGS), lo que demuestra una proteccién proporcionada por la formulacién. En la
superficie de los comprimidos enteros, también se detectaron algunas pequefas regiones naranjas, que se
corresponden con la presencia de acidez (en su mayoria limitada a la capa mas externa). Cuando los comprimidos
se seccionaron transversalmente, el nicleo de los mismos estaba seco, sin fluido gastrico en su interior y, en
consecuencia, sin solubilizacién de las particulas del verde de bromocresol. Ademas, se encontré una capa azul
periférica (pH mayor que 5,4) cerca de la superficie de los comprimidos (figuras 1a, b), lo que indica que los
comprimidos formaron una barrera de gel en la superficie, ofreciendo asi una proteccion contra la acidez gastrica, a
pesar del hecho de que los comprimidos no estan recubiertos con materiales gastroprotectores. La presencia de alta
carga de catalasa en las formulaciones también puede contribuir a la proteccion gastrica de los comprimidos
propuestos.
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EJEMPLO 7
ESTABILIDAD DE LAS FORMULACIONES DE HISTAMINASA EN FLUIDO GASTRICO SIMULADO

Los comprimidos basados en CMA solo, CMA:quitosano (1:1) o quitosano solo, que contienen un 30% de DAQV, se
incubaron durante 0, 30, 60 y 120 minutos en 50 ml de fluido gastrico simulado (FGS) con pepsina (USP, 2.000), a
37 °C y 50 rpm. Las actividades enzimaticas restantes se determinaron en comprimidos triturados después de los
tiempos de incubacién indicados anteriormente en 50 ml de tampé6n de fosfato de potasio (50 mM, pH 7,0). Las
formulaciones basadas en CMA, CMA:quitosano (1:1) o quitosano que contenian un 30% de DAQV presentaron una
cierta estabilidad en las condiciones de FGS (pH 1,2, pepsina) durante todos los periodos de incubacidon. Después
de 60 minutos de tratamiento gastrico, las formulaciones de CMA:quitosano (1:1) y quitosano garantizaron una
proteccion similar de DAOV conservando una actividad del 75% (figura 2). Finalmente, después de 120 minutos de
incubacién, la matriz de CMA:quitosano presentd una mejor eficacia en términos de proteccién de DAOV, con una
actividad restante de DAOV del 55,5% que se encontré dentro del comprimido.

EJEMPLO 8
ADMINISTRACION DE HISTAMINASA EN FLUIDO INTESTINAL SIMULADO

Los comprimidos de DAOV también se incubaron en fluido intestinal simulado (FIS) solo, sin incubacién previa en
FGS. Por lo tanto, cuando se incuba directamente en FIS, la ausencia del gel externo de quitosano genera una
liberacion mas rapida de DAQV para las formulaciones de CMA:quitosano y quitosano (figura 3a) en comparacion
con las mismas formulaciones previamente incubadas en FGS (30, 60, 120 min), donde el gel externo retraso la
administracion de DAOV (figuras 3b-d). La liberacion mas prolongada del quitosano solo puede estar relacionada
con una reorganizacion del quitosano en medio acido (Leonida y Mateescu, Transactions of the 33" Annual Meeting
of the Controlled Release Society, 2006). La formulacién basada en CMA:quitosano (1:1) presenté una mejor
administracion de DAOV que la formulacion de quitosano (figuras 3a-d), probablemente debido al hecho de que el
tiempo de liberacion también se puede modular mediante alfa-amilasa de pancreatina, actuando sobre el excipiente
de CMA y acelerando asi la administracion de DAQOV. Los comprimidos basados en CMA solo no son adecuados
para la administracion al colon debido a su rapida disolucién en medio FIS que contiene pancreatina.

EJEMPLO 9
COMPORTAMIENTO DE LOS COMPRIMIDOS MONOLITICOS DE CATALASA EN FGS Y FIS

La catalasa, se formuld con CMA:quitosano (1:1) en diferentes cargas segin se describe en el ejemplo 4. Al
aumentar la carga de catalasa del 3,3% al 50%, la actividad enzimatica residual encontrada dentro del comprimido
permanecio relativamente constante (mas del 80%) después de 60 minutos de incubacion en FGS, lo que sugiere
que la catalasa puede someterse a un tipo de autoproteccion mediante posibles interacciones proteina-proteina
ademas de la proteccion relativa proporcionada por los excipientes (figura 4a). La formulacion de comprimidos de
100% de catalasa (libres de excipientes) presentd una estabilidad relativamente buena en el medio géastrico (60
minutos), con una actividad enzimatica de catalasa restante del 63% por comprimido (figura 4a). Sin embargo, la
presencia de excipientes poliméricos es beneficiosa (mas del 80% de actividad residual). Una carga mas alta en
catalasa por comprimido no produjo porcentajes mas altos de catalasa en el medio FIS (figura 4b). Solo la
formulacion de CMA:quitosano que contenia un 10% de catalasa liber6 mas de un 50% de catalasa (actividad
enzimatica) después de 480 minutos de incubacién en FIS. El ensamblaje de proteina-proteina en el caso de la
catalasa puede explicar la menor liberacién al aumentar la carga.

EJEMPLO 10
COMPRIMIDOS MONOLITICOS BIENZIMATICOS

Las formulaciones de comprimidos que contienen las dos enzimas se incubaron en FGS en las mismas condiciones
de incubacion que se indicaron anteriormente. Después de la incubacion, los comprimidos se transfirieron
individualmente a 50 ml de FIS, pH 6,8, con pancreatina (USP, 2000) y se incubaron a 37 °C y 50 rpm (tiempo de
disolucién total de 24 h). Se tomé una muestra de 1 ml de volumen de FIS después de intervalos regulares de
tiempo, se filtr6 y se determinaron las actividades enziméticas de DAO y catalasa. La presencia de catalasa en la
formulacion de DAOV disminuyé la actividad enzimatica restante de DAO determinada dentro del comprimido
después de 60 minutos de incubacién en FGS, tanto para el 10% como el 20% de catalasa (figura 5a). También se
observo una reduccion de la actividad de la catalasa restante después de 60 minutos en SGF, en las formulaciones
que contenian DAQV (figura 5b). En las formulaciones bienzimaticas con CMA:quitosano, la presencia del 10% o el
20% de catalasa no modifica significativamente la liberacién de DAO (figura 5c). De forma diferente, para las mismas
formulaciones, la presencia de un 20% de preparacion de DAOV aumenté la catalasa liberada en el medio FIS
(figura 5d) debido a la presencia de sales de fosfato en polvo de DAOV. Este aumento fue méas acentuado en la
formulacion que contenia un 20% de DAOV:10% de catalasa que en la formulacion que contenia un 20% de
DAOV:20% de catalasa.

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2703513 T3

EJEMPLO 11
DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE DAO
Ensayo enzimatico de DAO con la reaccion acoplada de peroxidasa (especifico para H20: liberado).

La actividad enzimatica de DAO se analiz6 espectrofotométricamente con una reaccion acoplada de peroxidasa: la
mezcla de reaccion que contenia 640 ul de tampdn de fosfato de potasio 50 mM (pH 7,0), 10 pl de solucién de
peroxidasa (0,1 mg/ml), 50 pl de solucion de OPDA 30 mM y 200 pl de solucién de putrescina 30 mM se incub6
durante 5 minutos a 37 °C y, a continuacion, se anadieron 100 uL de muestra de DAO para iniciar la dosificacion.
Las reacciones enzimaticas se llevaron a cabo a 37 °C durante 10 minutos. Seguidamente, se afiadieron 100 pl de
HCI (4 M) y la absorbancia final se ley6 a 484 nm con un espectrofotometro Beckman DU®-6. La curva estandar se
prepard con concentraciones sucesivas de HoO» de 0 a 68 uM.

Ensayo enzimatico de DAO con la reaccion acoplada de L-glutamato deshidrogenasa (GDH) (especifico para NH3).

En el caso de la asociacion de DAO a catalasa, el ensayo de DAO mediante peroxidasa no se puede aplicar debido
a la descomposicion de H2O; por la catalasa asociada. Para estos casos, la actividad enzimatica de DAO también se
evalla mediante un kit de ensayo de amoniaco (Sigma-Aldrich), donde el NHs liberado del sustrato de putrescina
(bajo catalizacion de DAO) reacciona con acido alfa-cetoglutarico (aCG) y nicotinamida adenina dinucleétido fosfato
(NADPH) reducido, en presencia de GDH. La mezcla de reaccion que contiene 1 ml de reactivo de kit de ensayo
(aCG y NADPH), 200 pl de solucién de putrescina 30 mM y 10 ul de GDH (reactivo de kit) se incuba durante 5
minutos a 37 °C y, finalmente, se afadieron 100 pl de muestra de DAO (que contenia o0 no catalasa). Las reacciones
enzimaticas se llevan a cabo a 37 2C durante 10 minutos, controlando la disminucion de la absorcién a 340 nm.
Debido a que la catalasa también se une con fuerza a la NADPH en su centro activo, la interferencia de la catalasa
se sustrae de cada determinacion de actividad enzimatica de DAO.

Una unidad enzimatica (UE) de DAO se define como la cantidad de enzima que cataliza la oxidacién de 1,0 umol de
putrescina por 10 minutos a pH 7,0 y 37 °C.

Para las formulaciones de CMA, CMA:quitosano (1:1) y quitosano que contenian un 30% de DAQV solo, la actividad
enzimatica de DAO se determiné mediante el ensayo acoplado de peroxidasa.

Para las formulaciones basadas en CMA:quitosano (1:1) que contenian un 20% de DAOV vy diferentes cargas en
catalasa (0%, 10% y 20%), la actividad enzimatica de DAO se determina mediante el ensayo acoplado de
peroxidasa y mediante el ensayo acoplado de GDH.

La actividad enzimatica de DAO del polvo de extracto vegetal (DAQV) y de diferentes relaciones en peso de polvos
de DAOV:catalasa, también se evalta por las dos reacciones enzimaticas, como se propuso anteriormente.

Utilizando el ensayo acoplado de peroxidasa, se obtiene una disminucién aparente de la actividad enzimatica de
DAO en presencia de catalasa en funcion de las proporciones de DAOV:catalasa, debido a la disminucién del H20-
liberado (sustrato para catalasa). Utilizando el ensayo acoplado de GDH, la actividad enzimatica de DAO se
encuentra constante para las mismas proporciones de DAOV:catalasa, debido a que el ensayo mide
especificamente el NHz y no el H2Oz, lo que demuestra que la actividad enzimatica de DAO no se ve afectada por la
presencia de catalasa.

La liberacion de DAO en FIS a partir de los comprimidos bienzimaticos de CMA:quitosano de DAOV:catalasa
evaluados con el ensayo acoplado de peroxidasa, muestra una reduccion aparente de la actividad medida de DAO
liberada mas acentuada en la formulacién que contiene una mayor carga de catalasa (20% de DAOV:20% de
catalasa) en comparaciéon con la formulacién monoenzimatica que contiene un 20% de DAOV solo. Cuando la
liberacion de DAO en FIS se determind mediante el ensayo acoplado de GDH (especifico para el NHs liberado), no
se obtienen diferencias significativas entre la formulacion de DAOV monoenzimatica y las formulaciones
bienzimaticas que contenian un 10% o un 20% de catalasa.

EJEMPLO 12

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE CATALASA

La actividad enzimatica de catalasa se determina espectrofotométricamente (Beckman DU®-6) mediante el control a
240 nm de la disminucién de H2O, durante la catalisis. El medio de reaccién contenia: 2,9 ml de H2O; (0,036%)

preparado en tampdn de fosfato de potasio 50 mM (pH 7,0) y 0,1 ml de muestra filtrada que contenia catalasa.

Una unidad enzimatica (UE) de catalasa se defini6 como la cantidad de enzima que descompone 1,0 umol de H20>
por minuto a pH 7,0 y 21 °C, mientras que la concentracion de H>O, desciende de 10,3 mM a 9,2 mM.
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Las concentraciones de proteinas de polvos de DAOV y catalasa se determinaron mediante el método de Lowry con
albumina de suero bovino como estandar.

Si bien las realizaciones preferentes se describieron anteriormente y se ilustraron en los dibujos adjuntos, los

expertos en la materia sabran que se pueden realizar modificaciones sin alejarse del alcance de las reivindicaciones.
Dichas modificaciones se consideran como posibles variantes comprendidas en el alcance de las reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Forma farmacéutica solida gastrorresistente para la administracion oral de enzimas terapéuticas con
administracién intestinal, que comprende:

e un polimero catiénico seleccionado entre un quitosano, un copolimero metacrilico de aminoetilo o una
combinacion de los mismos, y

un polimero aniénico seleccionado entre carboximetilalmidén, un succinato acetato de hidroxipropilmetilcelulosa o
una combinacion de los mismos, y

e una enzima histaminasa y una enzima catalasa, en una proporciéon de 9:1 a 1:9.

2. Forma farmacéutica sélida oral, segun la reivindicacién 1, en la que dicha enzima histaminasa es una histaminasa
vegetal.

3. Forma farmacéutica soélida oral, segun cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en la que dicho polimero catiénico
es un quitosano y dicho polimero aniénico es carboximetilalmidon.

4. Forma farmacéutica oral, segin cualquiera de las reivindicaciones 1-3, que comprende ademas un polimero
neutro.

5. Forma farmacéutica oral, segun la reivindicacion 4, en la que dicho polimero neutro comprende un polimero
polihidroxilico seleccionado entre hidroxipropilmetilcelulosa, etilcelulosa, 6xido de polietileno, éter de celulosa o
combinaciones de los mismos.

6. Forma farmacéutica sdlida oral, segun cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en la que dicho polimero catiénico y
dicho polimero aniénico estan presentes en una relacién de 1:9 a 9:1 y preferentemente 1:1.

7. Forma farmacéutica solida oral, segun cualquiera de las reivindicaciones 1-6, que comprende ademas, como
minimo, un agente bioactivo seleccionado entre una proteina, una asociacion de proteinas, un péptido, un farmaco,
un profarmaco, un antioxidante, un antitumoral, un antiinflamatorio, una bacteria, un probidtico o combinaciones de
los mismos.

8. Forma farmacéutica soélida oral, segun cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en la que la cantidad total de dicha
enzima en dicha forma farmacéutica es del 3,3% a 90%.

9. Forma farmacéutica sélida oral, segun la reivindicaciéon 1, en la que dicha histaminasa y dicha enzima catalasa
estan presentes en una proporcion de 1:1 a 2:1.

10. Forma farmacéutica solida oral, segun la reivindicacién 7, en la que dicho farmaco es un farmaco antiinflamatorio
no esteroideo (AINE) y/o un antagonista de histamina (antihistaminico).

11. Forma farmacéutica sélida oral, segun la reivindicacion 10, en la que dicho farmaco antiinflamatorio no
esteroideo (AINE) se selecciona entre ibuprofeno, naproxeno, benoxaprofeno, flurbiprofeno, fenoprofeno,
fenbuprofeno, ketoprofeno, loxoprofeno, pranoprofeno, carprofeno, oxoprofeno, microprofeno, tioxaprofeno,
suproprofeno, alminoprofeno, fluprofeno, aspirina, diflunisal, salsalato, olsalazina, sulfasalazina, indometacina,
sulindaco, etodolaco, ketorolaco, diclofenaco, acido mefenamico, acido meclofenamico, acido flufenamico, acido
tolfenamico, celecoxib, valdecoxib, rofecoxib, etoricoxib o la combinacién de los mismos, y dicho antagonista de
histamina (antihistaminico) es un antagonista del receptor H1 seleccionado entre cetirizina, clorfenamina, clemastina,
desloratadina, dexclorfeniramina, dimenhidrinato, dimetindeno, difenihidramina, doxilamina, ebastina, embramina,
fexofenadina, levocetirizina, loratadina, meclozina, olopatadina, feniramina, prometazina, quetiapina o
combinaciones de los mismos y/o un antagonista del receptor H2 seleccionado entre cimetidina, famotidina,
lafutidina, nizatidina, ranitidina y roxatidina.

12. Forma farmacéutica sélida oral, segin cualquiera de las reivindicaciones 1-11, para utilizaciéon en el tratamiento
de un problema de salud seleccionado entre una enfermedad entérica, una colitis isquémica, enfermedad de Crohn,
colitis ulcerosa, colitis colagena, colitis linfocitica, colitis isquémica, colitis por desviacion, enfermedad de Behget,
colitis indeterminada, una enfermedad inflamatoria, un cancer, una intolerancia a la histamina, una alergia, una
enfermedad pseudoalérgica o una combinacion de las mismas.

13. Composicién de administracion intestinal que comprende la forma farmacéutica solida gastrorresistente, segun la
reivindicacién 1, para utilizacion en el tratamiento de la inflamacién intestinal.

14. Composicién de administracion intestinal, para utilizaciéon, segun la reivindicacién 13, que comprende ademas un
recubrimiento.
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15. Composicién de administracion intestinal, para utilizacion, segun la reivindicacion 14, en la que dicho
recubrimiento comprende un compuesto seleccionado entre ftalato de hidroxipropilmetilcelulosa, succinato acetato
de hidroxipropilmetilcelulosa, etilcelulosa, un derivado de polimetacrilato y un copolimero de metacrilato con grupos

carboxilicos.
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