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DESCRIPCION
Composiciones y métodos para tratar diarrea
Antecedentes de la invencion

La infeccion por Rotavirus es la causa principal de enfermedades diarreicas graves y deshidratacion en bebés y nifios
pequefios a través del mundo. Los sintomas de la infeccion por rotavirus incluyen diarrea acuosa, deshidratacion
grave, fiebre, y vomito. La infeccién por rotavirus también puede resultar en las lesiones del yeyuno produciéndose el
dafio maximo en el dia tres post-inoculacion, y en algunos casos, provocando una reduccion del area superficial de la
vellosidad del 30 % al 50 % de lo normal (Rhoads et al. (1996) J. Diarrhoeal Dis. Res. 14(3):175-181).

El mecanismo fisiopatoldgico por el cual el rotavirus induce diarrea es a través de la accién de una proteina-4 no
especifica a enterotoxina (NSP4) en las células epiteliales del intestino delgado. La NSP4 moviliza el Ca?* intracelular
en el epitelio de la cripta tanto del intestino delgado como del grueso para imitar los efectos secretores del carbacol
agonista colinérgico (CCh) en potenciar la secrecion de fluido dependiente de AMPc.

Se sabe que el aumento en el AMPc intracelular ([AMPc]) y Ca?* ([Ca?*]imedian la secrecién de Cl- y/o HCOs en la
diarrea asociada con las condiciones tanto infectivas como inflamatorias (Zhang et al. (2007) J Physiol 581(3):1221-
1233). El gradiente osmético generado por la secrecién de cloruro tiene como resultado un movimiento pasivo de agua
en el lumen intestinal, provocando asi una hez acuosa. La secrecion de CI- con movimiento pasivo de agua se produce
en menor cantidad durante la digestion y absorcién normal, lo que es esencial para un adecuado mezclado, agitacion
y propulsion suave a través del lumen intestinal. En un intestino delgado normal absorbente, hay un equilibrio fino
entre la absorcion que ocurre en la region de la célula vellosa y la secrecion de las células de cripta. Un desequilibrio
que resulta de una absorcién disminuida, secrecion aumentada, o un efecto combinado pueden tener como resultado
la diarrea.

Los canales de cloruro activados con calcio (CaCC) participan en procesos fisioldgicos importantes. La transfeccion
de células epiteliales con pequefio ARN de interferencia especifico contra cada una de las proteinas de membrana
que son reguladas por IL-4 revela que el TMEM16A, un miembro de una familia de proteina putativa de membrana de
plasma con una funcién desconocida, esta asociada con la corriente de cloruro dependiente de calcio (Caputo et al.
(2008) Science 322(5901):590-594). EIl TMEM16A se expresa ampliamente en tejidos de mamiferos, incluyendo
epitelios traqueales, intestinales y glandulares, células de musculo liso, y células intersticiales de Cajal en el tracto
gastrointestinal (Namkung et al., J. Biol. Chem. 286(3):2365-2374).

La absorcion de la glucosa luminal por los enterocitos en el intestino delgado sigue al transporte activo secundario
(Hediger et al. (1994) Physiol. Rev. 74(4):993-1026; Wright et al. (2004) Physiology (Bethesda) 19:370-376). El
transportador de sodio-glucosa (SGLT-1) tiene una estequiometria de 2:1, transportando asi dos iones de sodio por
una molécula de glucosa a través de la membrana luminal (Chen et al. (1995) Biophys. J. 69(6):2405-2414). El
transporte de sodio glucosa fuertemente acoplado esta impulsado por el gradiente electroquimico de Na* formado por
la actividad de Na-K-ATPasa. La absorcion de Na* electrogénico, mediada por SGLT-1 provoca un arrastre de
disolvente, llevando asi a una absorcion pasiva de agua desde el lumen.

El mantenimiento de la hidratacién es un elemento critico en el tratamiento de las enfermedades diarreicas incluyendo
la diarrea inducida por rotavirus. Actualmente, la diarrea secretora se trata con una bebida oral de rehidratacion (ORD)
- una solucién salina que contiene sodio y una cantidad significativa de glucosa y otras moléculas de azucar. La
glucosa siempre ha sido un sostén principal tanto en los fluidos enterales como parenterales para corregir los defectos
de absorcion de electrolitos y nutrientes asociados con las condiciones de la enfermedad. Las ORD se disefian para
corregir la pérdida de liquidos y electrolitos en la diarrea secretora, basandose en la teoria de que con la captacion
activa y asociada de sodio y glucosa en el intestino delgado, hay una entrada subsiguiente de agua que sigue el
movimiento del estado absorbido.

Aunque las ORD proporcionen un adelanto significativo en el tratamiento de cdlera y otras condiciones diarreicas, hay
una necesidad de mejorar su eficiencia. La formulacién mejorada se necesita debido a la baja velocidad de
rehidratacion proporcionada por las formulaciones de ORD existentes. La velocidad de rehidratacion en pacientes
diarreicos no esta al paso con la velocidad de pérdida de electrolitos. Las formulaciones existentes de ORD han
demostrado ser ineficaces en el tratamiento de diarrea inducida por rotavirus, mientras que permanece desconocida
la causa exacta de la ineficacia. Por consiguiente, existe una necesidad de formulaciones mejoradas de ORD para el
tratamiento de diarrea.

El documento US2012/077748A1 (Vidyasagar Sadasivan et al.) desvela composiciones terapéuticas que se dice que
son de uso en el tratamiento o la mejora de lesiones a la mucosa del intestino delgado. En realizaciones preferidas, la
composicion comprende uno 0 mas nutrientes y/o electrolitos que adquieren o retienen capacidad de absorcién
considerable.

Gutiérrez C. et al. (Journal of Health, Population and Nutrition, vol. 25, n.° 3, 2007, paginas 278-284) describen un
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estudio que investiga si una solucion de rehidratacion oral (ORS) en la cual la glucosa se reemplaza por L-glutamina
(L-glutamina ORS) es mas eficaz que la solucion de rehidratacion basada en glucosa convencional recomendada por
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS-ORS) en la reduccion del volumen de heces y el tiempo a rehidratar en
diarrea aguda.

Haider R. et al. (BMJ, vol. 308, 1994, paginas 624-626) describe un estudio que evalla el riesgo de hiperglicemia con
dos soluciones de rehidratacién oral convencionales que contienen carbohidratos en comparacion con una solucion
sin carbohidratos durante la rehidratacién de pacientes diabéticos con diarrea aguda. El estudio concluye que las
soluciones de rehidratacion orales que contienen glucosa, polvo de arroz o glicina pueden administrarse de forma
segura a pacientes diabéticos con diarrea aguda y algo de deshidratacion.

Breve sumario

La presente invencién proporciona composiciones y métodos terapéuticos para su uso en métodos para diarrea, para
proporcionar rehidratacion, para corregir desequilibrios de electrolitos y fluidos, y/o para mejorar la funcién del intestino
delgado.

En una realizacién de la divulgacién se proporciona una composicién formulada para la administraciéon enteral, en
donde la composicion no contiene glucosa. En una realizacion preferida, la composicién se formula como una bebida
de rehidratacién oral (ORD). En otra realizacion preferida, la composicién estd en una forma de polvo, y puede ser
reconstituida en agua para uso como una ORD.

En una realizacion, la composicion de la presente divulgacion comprende uno 0 mas ingredientes seleccionados de
aminoacidos libres; electrolitos; di-péptidos y/u oligo-péptidos; vitaminas; y opcionalmente, agua, vehiculos
terapéuticamente aceptables, excipientes, agentes tamponantes, agentes saborizantes, colorantes y/o conservantes.
En una realizacion, la osmolaridad total de la composicion es de aproximadamente 100 mosm a 250 mosm. En una
realizacioén, la composicion tiene un pH de aproximadamente 2,9 a 7,3.

En otra realizacion, la presente divulgacion proporciona un tratamiento que comprende administrar, a través de una
via enteral, a un sujeto en necesidad de tal tratamiento, una cantidad eficaz de una composicién de la divulgacién. La
composicion puede administrarse una vez o muchas veces cada dia. En una realizacion preferida, la composicion se
administra por via oral.

En una realizacion preferida, la presente invencion proporciona tratamiento de diarrea inducida por la infeccién por
rotavirus y/o NSP4. En otra realizacion preferida, la presente divulgacién da como resultado una disminucién de la
secrecién de CI y/o HCOs™ y/o una absorcion mejorada de fluidos.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra la cinética de saturacion para el transporte de glucosa acoplada a Na*y 3-O-metilglucosa
acoplada a Na* (3-OMG). (A) El aumento en la concentracion de glucosa en el lumen da como resultado un
aumento dependiente de la concentracion en Isc. El ajuste no lineal de la curva con el modelo de Michaelis-Menten
para la cinética de la enzima muestra Vmax = 3,3 £ 0,19 peqg-h—t-cm=2y Km = 0,24 + 0,06 mM. (B) El aumento de la
concentracion en lumen de 3-OMG da como resultado un aumento dependiente de la concentracion en Isc con un
Vmax = 1,9 + 0,13 peq-h™t-cm=2y Km = 0,22 + 0,07 mM. Aumentar la concentracion de 3-OMG en tejidos pretratados
con H-89 da como resultado una disminucidn significativa en lsc, cuando se compara con esa de los tejidos no
pretratados con H-89. (C) La adicidén de concentraciones aumentadas de 3-OMG en tejidos pretratados con florizina
no mostré respuesta a la glucosa. Los valores se obtienen de n = 6 tejidos.

La Figura 2 muestra un flujo unidireccional y neto de Na* (A) y CI' (B). (A) La incubacion de tejidos de intestino
delgado con glucosa a una concentracion de 0, 0,6, 0 6 mM da como resultado una diferencia no significativa en
JmsCl. La glucosa induce un aumento en JsmCl en el intestino delgado. Especificamente, JsmCl es
significativamente mayor en la presencia de glucosa 0,6 y 6 mM, cuando se compara con el de glucosa 0 mM. A
glucosa 0 mM, se observa una absorcién significativa de Cl- (cuando se compara con el nivel de absorcién de Cl-
a glucosa 0,6 mM y 6 mM), mientras que a glucosa 0,6 mM y 6 mM, se observa secrecion de ClI-. (B). A glucosa 0
mM, se observa la absorcion neta de Na* en los tejidos del intestino delgado. Se observa una minima absorcién
de Na* a glucosa 0,6 mM, mientras que se observa una absorcion significativa de Na* a glucosa 6 mM. Los flujos
unidireccionales (Jms ¥ Jsm) N0 muestran una diferencia significativa a glucosa 0, 0,6 o 6 mM. Los valores se
obtienen de n = 8 tejidos.

La Figura 3 muestra los efectos de glucosa y 3-O-metil-glucosa en los niveles intracelulares de AMPc en la fraccion
celular vellosa, de cripta y entera del ileon. (A) El tratamiento con forskolina aumenta significativamente los niveles
intracelulares de AMPc en las células de cripta y vellosas de una manera similar. (B) La incubacién de las células
con glucosa 8 mM tiene como resultado un aumento significativo de los niveles intracelulares de AMPc en las
células vellosas, pero no en las células de cripta. (C) La incubacién del raspado mucoso que consiste tanto de
células epiteliales vellosas como de cripta con glucosa y 3-O-metil-glucosa, respectivamente, tiene como resultado
un aumento significativo en los niveles intracelulares de AMPc. La incubacién de células con 3-O-metil-glucosa a
6 mM tiene como resultado un aumento pequefio pero significativo en los niveles intracelulares de AMPc. La
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incubacién de células con diferentes concentraciones de glucosa produces efectos similares en los niveles
intracelulares de AMPc. Las columnas representan los valores medios y las barras muestran la S.E.M. Los valores
son obtenidos de n=4 diferentes ratones repetidos por triplicado. Los niveles de AMPc se normalizan a niveles de
proteina de las respectivas fracciones y se expresan como pmol (mg de proteina)™. * P < 0,001 en comparacion
con el grupo después de la adicion de forskolina o glucosa; #P < 0,01 en comparacién entre células vellosas
tratadas con salina y tratadas con glucosa. NS = no significativo (comparaciones multiples de Bonferroni).

La Figura 4 muestra los efectos de la glucosa y 3-O-metil-glucosa en los niveles intracelulares de Ca?* en células
Caco-2. (A) La incubacion de células Caco-2 con glucosa 0,6 mM tiene como resultado un aumento en la
fluorescencia, cuando se compara con el control. La incubacién con glucosa 6 mM tiene como resultado un
aumento significativo en la fluorescencia, cuando se compara con ese del control y glucosa 0,6 mM. En células
preincubadas (por un periodo de 45 minutos) con acido 1,2-bis(o-aminofenoxi)etano-N,N,N',N'-tetraacético)
(BAPTA-AM), la glucosa no puede estimular un aumento en el nivel intracelular de Ca?*. La incubacion con 3-OMG
tiene como resultado un aumento significativamente menor estimulado por glucosa en los niveles intracelulares de
Ca?* que ese de la glucosa a concentraciones similares. (B) Graficos representativos que muestran un aumento
en los niveles intracelulares de Ca?* estimulados por glucosa a una concentracién de 0,6 mMy 6 mM.

La Figura 5 muestra los resultados de experimentos de pH estat que muestran la secrecion de HCOs™ dependiente
de CI e independiente de CI. (A) En ausencia de glucosa, hay un nivel minimo de secrecién de HCOs"
independiente de CI.. En presencia de glucosa 6 mM, la retirada de CI- del lumen no tiene como resultado una
disminucion significativa en la secrecion de HCOs'. (B) Efecto del inhibidor de intercambio de anion y bloqueador
del canal de anién en la secrecion de HCOs'. Los experimentos se realizaron en presencia de Cl- del lumen. En
ausencia de glucosa, la adicién de &cido 4,4'-diisotiociano-2,2'-estilbenodisulfénico (DIDS) 100 uM elimina la
secrecion de HCOs mientras que acido 5-nitro-2-(3-fenilpropilamino)-benzoico (NPPB) 10 uM no tiene ningun
efecto inhibidor en la secrecion de HCOs". En presencia de glucosa 6 mM, el NPPB, pero no el DIDS, inhibe la
secrecién de HCOs. Los valores se obtienen de n = 6 tejidos de diferentes ratones. P < 0,001.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencién proporciona composiciones terapéuticas para su uso en meétodos para tratar diarrea, para
proporcionar rehidratacion, para corregir desequilibrios de electrolitos y fluidos, y/o para mejorar la funcién del intestino
delgado.

En una realizacion, la presente divulgacién proporciona una composicion formulada para la administracion enteral, en
donde la composicion no contiene glucosa. En una realizacion preferida, la composicién se formula como una bebida
oral de rehidratacion (ORD). En otra realizacion preferida, la composicion estd en forma de polvo, y puede
reconstituirse en agua para uso como una ORD.

En una realizacion, la composicion de la presente divulgacion comprende uno 0 mas ingredientes seleccionados de
aminoéacidos libres; electrolitos; di-péptidos y/u oligo-péptidos; vitaminas; y opcionalmente, agua, vehiculos
terapéuticamente aceptables, excipientes, agentes tamponantes, agentes saborizantes, colorantes, y/o conservantes.
En una realizacion, la osmolaridad total de la composicion es de aproximadamente 100 mosm a 250 mosm. En una
realizacién, la composicion tiene un pH de aproximadamente 2,9 a 7,3. En una realizacion, la presente divulgacion
proporciona un tratamiento que comprende administrar, a través de una via enteral, a un paciente o sujeto necesitado
de tal tratamiento, una cantidad eficaz de una composicion de la divulgacion. La composicion puede administrarse una
vez 0 muchas veces cada dia. En una realizacion preferida, la composicion se administra por via oral.

En una realizacion preferida, la presente invencion proporciona tratamiento de diarrea inducida por la infeccién por
rotavirus y/o NSP4. En otra realizacion preferida, la presente divulgacion da como resultado una disminucion de la
secrecién de CI y/o HCOs™ y/o una absorcion mejorada de fluidos.

Induccién de Secrecién de Anién por Glucosa

De acuerdo con la presente divulgacion, se ha descubierto que la glucosa de lumen induce una secrecion idnica neta
en el intestino delgado. Especificamente, la glucosa induce una secrecion de cloruro activo mediado por un aumento
en los niveles intracelulares de AMPc y Ca?*. También, el transporte neto de Na* en el intestino delgado es absorbente
a altas concentraciones de glucosa. Ademas, la glucosa tiene como resultado la secrecion de bicarbonato en el
intestino delgado.

Los inventores presentes han demostrado que un aumento en el nivel intracelular de AMPc media la secrecion de CI-
y/o HCOs". La secrecién de CI- y/o HCOs estd mediada en gran medida por los canales i6nicos del regulador de
conductancia de transmembrana de fibrosis quistica (CFTR), que tienen muchos sitios de fosforilacién potencial de
serina y treonina (~ 20). La proteina quinasa A (PKA) y la proteina quinasa C (PKC) son conocidas por activar los
canales de anién de CFTR. En estudios de fijacion de membranas, ha sido mostrado que los canales de CFTR son
desactivados ("desacelerados") rapidamente a menos que sean continuamente activados por PKA, significando la
importancia del PKA en la activacion de CFTR. Coherente con esta observacion, el pretratamiento de las células de
intestino delgado con un potente inhibidor de PKA, H89, tiene como resultado una reduccidn significativa en el aumento
neto estimulado por glucosa en Isc.
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Los antagonistas de PKA han demostrado inhibir la expresion de la proteina SGLT1 después de la exposicion a
glucosa (Dyer et al. (2003) Eur. J. Biochem. 270(16):3377-3388). Los canales de CFTR se activan por la proteina
guinasa dependiente de AMPc (PKA), llevando a la secrecién de anion. El aumento estimulado por glucosa en Isc en
el intestino delgado esta mediado parcialmente por el transporte i6nico mediado por CFTR.

Los agonistas de glucosa asi como de PKA (tal como AMPc) han demostrado aumentar el trafico de SGLT1 a la
membrana de borde del cepillo (Wright et al. (1997) J. Exp. Biol. 200(Pt 2):287-293; Dyer et al. (2003) Eur. J. Biochem.
270(16):3377-3388). La disminucion en Vmax indica una disminucién total en la corriente, lo que representa una
disminucion en el transporte de glucosa. La disminucion en Vmax podria resultar de una reduccion del nGmero total
de SGTL1 de transportador de glucosa, que se encuentra en su mayor parte en las células epiteliales vellosas. La
pérdida de vellosidad tiene como resultado una pérdida significativa de transportador disponible para tomar glucosa
en las células.

Se ha descubierto que incubar enterocitos con glucosa aumenta los niveles intracelulares de AMPc. Se observa un
aumento mas grande en el nivel de AMPc intracelular inducido por glucosa en células vellosas mas que en células de
cripta. Incubando enterocitos con forskolina aumentan los niveles intracelulares de AMPc tanto en las células de cripta
como en las vellosas (figura 3A). El transporte de glucosa mediado por SGLT1 se produce principalmente en las
células vellosas en lugar de en las células de cripta, porque un mayor nimero de SGLT-1 esta ubicado en la region
de vellosidad més que en la region de cripta (Knickelbein et al. (1988) J. Clin. Invest. 82(6):2158-2163). Por
consiguiente, aumentar las concentraciones de glucosa en las células de cripta no tiene como resultado un aumento
en la respuesta de AMPc (figura 3B).

Incluso a baja concentracion (por ejemplo, glucosa 0,6 mM que es aproximadamente la mitad de su Vmax), la glucosa
de lumen induce la secreciéon neta de anién. A mayores concentraciones de glucosa, la absorcién de sodio es
predominante. Una concentracién aumentada de glucosa de lumen aumenta los niveles intracelulares de AMPcy Ca?*.
Estudios previos han demostrado que la Km para el transporte de glucosa acoplado a Na* est4 en el intervalo de 0,2
a 0,7 mM (Lo & Silverman (1998) J. Biol. Chem. 273(45):29341-29351).

La presencia de un aumento residual mediado por glucosa en Isc en células pretratadas con H-89 indica que existen
rutas independientes de PKA en la secrecién de anién inducida por glucosa. La secrecién de anion electrogénico a
través del intestino delgado estd mediada por los canales idnicos, que pueden ser clasificados basandose en sus
mecanismos de activacién, tal como la activacién por AMPc, Ca?*, volumen celular y potencial de membrana.

También se ha encontrado que la glucosa del lumen induce un aumento en los niveles intracelulares de Ca?*. También,
la secrecién de CI- inducida por glucosa es mediada por las rutas dependientes de PKA asi como independientes de
PKA. Esto indica que, ademas de CFTR, los canales de cloruro activados con calcio (CaCC) también juegan un papel
en la secrecion de anion inducida por glucosa.

Ademaés, la glucosa estimula la secrecion electrogénica de HCOgs'. Las células del intestino delgado incubadas con
glucosa exhiben un mayor nivel de secrecion de HCOs en solucién que contiene CI- de lumen que en una solucién
libre de CI- de lumen (figuras 4A y 4B). Estos resultados indican que los canales de anién median la secrecion de
HCOs en la presencia de glucosa. También, la adicion de glucosa tiene como resultado una ligera disminucion en el
intercambio de CI-HCOs", cuando se compara con las células sin adicion de glucosa. Esta disminucién puede ser
secundaria a un aumento en el nivel intracelular de AMPc con glucosa. Esto también indica que la glucosa induce la
secrecién mediada por el canal de anién e inhibe el intercambio electroneutro de CI-HCOs'.

Ademas, las células de intestino delgado fueron incubadas con un bloqueador del canal aniénico (NPPB 100 mM) y
un inhibidor de intercambio aniénico (DIDS 100 mM), respectivamente. Hubo una inhibicion significativa de la secrecion
de HCOs inducida por glucosa, mediada por el canal de anién por NPPB (100 mM) (4,2 + 0,7 frente a 7,6 + 1,5 mEq.h"
1lcm?),

En presencia de inhibidores de canal aniénico, la secrecion residual de HCO3s™ aln se observa. Esto indica que esta
presente el intercambio de CI-HCOs en la secrecién mediada por glucosa. Esto también indica que un nivel intracelular
elevado de calcio podria inhibir la actividad del intercambiador 3 de sodio-hidrégeno (NHE3) durante la funcion
digestiva normal asi como en ciertas condiciones de la enfermedad. Esto también indica que la SGLT1 juega un papel
doble en la regulacién de la absorcién de sodio y, en un algin momento, estimulando un defecto secretor y/o de
absorcion.

El descubrimiento del mecanismo secretor inducido por glucosa puede usarse en el tratamiento de enfermedades
gastrointestinales incluyendo diarrea. Los pacientes con enfermedades diarreicas agudas tienen comdnmente una
absorcion de glucosa deteriorada que se produce en el tracto gastrointestinal superior. La presencia de carbohidratos
no absorbidos puede ejercer un efecto osmético en el intestino, llevando a la diarrea. Ademas, la glucosa aumenta los
niveles intracelulares de Ca%* y/o AMPc e induce la secrecion de aniones. El efecto secretor de la glucosa ha sido
anteriormente sub-estudiado o enmascarado por la concurrente absorcion de Na*-glucosa. También, debido a sus
efectos secretores, la administracion de glucosa particularmente exacerba las enfermedades gastrointestinales con
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una absorcién deteriorada de Na*-glucosa, tal como la enfermedad de Crohn y la enteritis inducida por irradiacién o
quimioterapia que se asocian con un acortamiento de las vellosidades, y por lo tanto, una absorcién extremadamente
comprometida.

Durante la infeccion por rotavirus, aunque hay una absorcién predominante de Na* acoplada a glucosa a través del
co-transportador de glucosa dependiente de sodio (SGLT-1) que se expresa principalmente en las células vellosas,
hay una significativa secrecion de Cl- activada por calcio a través del canal de cloruro activado por calcio (CaCC o
TMEM-16a) en el intestino delgado. Ademas, la glucosa intracelular activa el cloruro activado por calcio y la secrecion
de fluidos. La proteina no estructural (NSP4) es una entero-toxina producida por rotavirus. Se ha descubierto que la
glucosa y NSP4, cuando se administran juntos, tienen como resultado una secrecién sostenida de cloruro en las
células. Como resultado, las formulaciones existentes de ORD que contienen una cantidad significativa de glucosa
aumentan ademas la secrecion de cloruro estimulada por calcio, empeorando asi la diarrea inducida por el rotavirus.

Composiciones terapéuticas

En un aspecto, la presente invencion proporciona composiciones terapéuticas para su uso en métodos para tratar
diarrea, para proporcionar rehidratacion, para corregir los desequilibrios de electrolitos y fluidos, y/o para mejorar la
funcién del intestino delgado.

En una realizacién de la divulgacion, la composicion se formula para la administracion enteral y no contiene glucosa.
En una realizacion preferida, la composicion se formula como una bebida oral de rehidratacion. En otra realizacion
preferida, la composicion esta en una forma de polvo y puede reconstituirse en agua para su uso como una bebida
oral de rehidratacion.

En una realizacién adicional, la composicién no contiene ningun sustrato de transportadores de glucosa. En una
realizacién especifica mas, la composicién no contiene agonistas de co-transportador de glucosa dependiente de sodio
(SGLT-1) incluyendo, pero no limitado a, analogos de glucosa (por ejemplo, agonistas de glucosa no metabolizables
para SGLT-1) y otros carbohidratos (tales como azucares).

Diversos sustratos de SGLT-1 son conocidos en la técnica incluyendo, pero no limitados a, analogos de glucosa no
metabolizables tales como a-metil-D-glucopiranésido (AMG), 3-O-metilglucosa (3-OMG), desoxi-D-glucosa y a-metil-
D-glucosa; y galactosa. Los sustratos de los transportadores de glucosa (por ejemplo, SGLT-1) pueden ser
seleccionarse basandose en ensayos de agonista como se conoce en la técnica. También, pueden hacerse
modificaciones estructurales de la glucosa y otros carbohidratos (tales como azucares) para obtener sustratos de
transportadores de glucosa (por ejemplo, SGLT-1).

En una realizacion, la composicidon no contiene glucosa. En una realizacién adicional, la composicién no contiene
carbohidratos (tales como di-, oligo-, o polisacéridos) u otros compuestos que pueden ser hidrolizados en glucosa o
un sustrato de transportadores de glucosa (por ejemplo, SGLT-1).

En una realizacion de la divulgacion, la composicion comprende, consiste esencialmente en, o consiste en, uno 0 mas
ingredientes seleccionados de aminoacidos libres; electrolitos; di-péptidos y/u oligo-péptidos; vitaminas; y
opcionalmente, agua, vehiculos terapéuticamente aceptables, excipientes, agentes tamponantes, agentes
saborizantes, colorantes, y/o conservantes.

En otra realizacion alternativa de la divulgacion, la composicién comprende, consiste esencialmente en, o consiste en,
uno o mas ingredientes seleccionados de aminoéacidos libres; electrolitos; di-péptidos y/u oligo-péptidos; vitaminas; y,
opcionalmente agua, vehiculos terapéuticamente aceptables, excipientes, agentes tamponantes, agentes
saborizantes, colorantes, y/o conservantes;

en donde los sustratos de transportadores de glucosa (por ejemplo, SGLT-1) (tales como, glucosa, analogos de
glucosa) y/o compuestos (tales como carbohidratos) que pueden ser hidrolizados en un sustrato de transportadores
de glucosa (por ejemplo, SGLT-1), si estan presentes en la composicion, estan presentes en una concentracion total
menor que 0,05 mM o cualquier concentracién menor que 0,05 mM incluyendo, pero no limitado a, menor que 0,04,
0,03, 0,02, 0,01, 0,008, 0,005, 0,003, 0,001, 0,0005, 0,0003, 0,0001, 10°, 10, o 107 mM. En una realizacion, la
composicion anti-diarrea no contiene azucar. En otra realizacion, la composicion anti-diarrea no contiene sustratos
transportadores de glucosa (por ejemplo, SGLT-1) (tales como, glucosa, analogos de glucosa) y/o compuestos (tales
como carbohidratos) que pueden ser hidrolizados en un sustrato de transportadores de glucosa (por ejemplo, SGLT-
1).

Los aminoacidos Utiles para la composicion anti-diarrea de la divulgacion incluyen, pero no se limitan a, alanina,
asparagina, acido aspartico, cisteina, acido aspartico, acido glutamico, fenilalanina, glicina, histidina, isoleucina, lisina,
leucina, metionina, prolina, glutamina, arginina, serina, treonina, valina, triptéfano y tirosina.

En una realizacién, la divulgacion objeto proporciona una composicion anti-diarrea, en donde la composicion
comprende, consiste esencialmente en, o consiste en los aminoacidos libres lisina, glicina, treonina, valina, tirosina,
acido aspartico, isoleucina, triptéfano, y serina; y opcionalmente, dipéptidos u oligopéptidos hechos de uno o mas
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aminoacidos libres seleccionados de lisina, glicina, treonina, valina, tirosina, acido aspartico, isoleucina, triptéfano, y
serina, vehiculos terapéuticamente aceptables, electrolitos, agentes tamponantes, conservantes, y agentes
saborizantes.

En una realizacion, los aminoacidos contenidos en la composicién anti-diarrea estan en la forma L. En una realizacion,
los aminoécidos libres contenidos en la composicién terapéutica pueden estar presentes en formas neutras o de sal.

En una realizacion, la composicion terapéutica comprende ademas uno 0 mas electrolitos seleccionados de Na*, K*,
Ca?*, HCOz, y CI. En una realizacion, la composicion terapéutica comprende cloruro de sodio, bicarbonato de sodio,
cloruro de calcio, y/o cloruro de potasio.

En ciertas realizaciones, cada aminoacido libre puede estar presente en una concentraciéon de 4 mM a 40 mM, o a
cualquier valor entre los mismos, en donde la osmolaridad total de la compaosicion es de aproximadamente 100 mosm
a 250 mosm. La expresion "consiste esencialmente en”, como se usa en el presente documento, limita el alcance de
los ingredientes y etapas a los materiales o etapas especificados y a ésos que no afectan sustancialmente las
caracteristicas basicas y novedosas de la presente invencion, por ejemplo, las composiciones y los métodos para el
tratamiento de enfermedades y afecciones gastrointestinales (que, en ciertas realizaciones, es el tratamiento de
diarrea, tal como diarrea inducida por rotavirus), para proporcionar rehidratacion, para corregir desequilibrios de
electrolitos y fluidos, y/o para mejorar la funcién del intestino delgado. Por ejemplo al usar "consiste esencialmente
en", la composicién terapéutica no contiene ningln ingrediente inespecifico incluyendo, pero no limitado a,
aminoécidos libres inespecificos, di-, oligo-, o polipéptidos ni las proteinas; mono-, di-, oligo-, ni los polisacaridos; ni
los carbohidratos que tienen un efecto directo beneficioso o adverso terapéutico en el tratamiento de enfermedades y
condiciones gastrointestinales (que, en ciertas realizaciones, es el tratamiento de diarrea, tal como diarrea inducida
por rotavirus) para proporcionar rehidratacion, para corregir el desequilibrio de electrolitos y fluidos y/o para mejorar la
funcién del intestino delgado.

También, al usar la expresion "consiste esencialmente en”, la composicion puede comprender sustancias que no
tienen efectos terapéuticos en el tratamiento de enfermedades y condiciones gastrointestinales (que, en ciertas
realizaciones, es el tratamiento de diarrea, tal como diarrea inducida por rotavirus) para proporcionar rehidratacion,
para corregir desequilibrios de electrolitos y fluidos y/o para mejorar la funcion del intestino delgado; tales ingredientes
incluyen vehiculos, excipientes, agentes saborizantes, colorantes, y conservantes etc. que no afectan al tratamiento
de enfermedades y afecciones gastrointestinales (que, en una realizacién, es el tratamiento de diarrea), para
proporcionar rehidratacién, para corregir desequilibrios de electrolitos y/o para mejorar la funcion del intestino delgado.

El término "oligopéptido”, como se usa en el presente documento, se refiere a un péptido que consiste de tres a veinte
aminoacidos.

El término "oligosacarido”, como se usa en el presente documento, se refiere a un sacarido que consiste de tres a
veinte monosacaridos. El término "carbohidratos", como se usa en el presente documento, se refiere a compuestos
que tienen la férmula general de Cn(H20)n, en donde n es un nimero entero que comienza a partir de 1; e incluye
monosacaridos, disacaridos, oligosacaridos y polisacaridos.

La osmolaridad total de la composicion es de aproximadamente 100 mosm a 250 mosm, o cualquier valor entre los
mismos incluyendo, pero no limitado a, 120 mosm a 220 mosm, 150 mosm a 200 mosm, y a 130 mosm a 180 mosm.

En otra realizacién de la divulgacion, la osmolaridad total de la composicion es de aproximadamente 230 mosm a 280
mosm, o cualquier valor entre los mismos. En una realizacién de la divulgacion, la osmolaridad total es de
aproximadamente 250 a 260 mosm. En otra realizacion de la divulgacion, la composicién tiene una osmolaridad total
gue es cualquier valor méas bajo que 280 mosm.

En ciertas realizaciones, la composicion tiene un pH de aproximadamente 2,9 a 7,3, o cualquier valor entre los mismos
incluyendo, pero no limitado a, un pH de 3,3 a6,5,3,5a5,5,y4,0a5,0.

En ciertas realizaciones, la composicién tiene un pH de aproximadamente 7,1 a 7,9, o cualquier valor entre los mismos.
Preferentemente, la composicién tiene un pH de aproximadamente 7,3 a 7,5, mas preferentemente, de
aproximadamente 7,2 a 7,4, o mas preferentemente, de aproximadamente 7,2.

En ciertas realizaciones de la divulgacion, la composiciéon no contiene uno o méas de los ingredientes seleccionados
del oligo-, polisacaridos y carbohidratos; oligo-, o polipéptidos o proteinas; lipidos; acidos grasos de cadena pequefia,
media o larga; y/o alimentos que contienen uno o mas de los nutrientes antes mencionados.

Tratamiento de Enfermedades y Afecciones Gastrointestinales
Otro aspecto de la presente divulgacion proporciona métodos para el tratamiento de enfermedades y afecciones

gastrointestinales. En ciertas realizaciones, la presente invencion puede usarse para tratar diarrea, para proporcionar
rehidratacion, para corregir desequilibrios de electrolitos y fluidos y/o para mejorar la funcién del intestino delgado. En
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una realizacion preferida, la presente invencién proporciona tratamiento de diarrea inducida por rotavirus. En otra
realizacién preferida, la presente invencién proporciona tratamiento de diarrea inducida por NSP4.

En una realizaciéon de la divulgacion, el método comprende administrar, a través de una ruta enteral, a un sujeto
necesitado de tal tratamiento, una cantidad eficaz de una composicion de la divulgacion. La composicion puede
administrarse una vez o muchas veces cada dia. En una realizacién, la composicion se administra por via oral.

En una realizacion preferida, la presente divulgacién proporciona una secrecién disminuida de Cl- y/o HCOs" y/o una
absorcion mejorada de fluidos.

El término "tratamiento” o cualquier variacion gramatical del mismo (por ejemplo, tratar, tratando, y tratamiento etc.),
como se usan en el presente documento, incluyen pero no se limitan a, aliviar o mejorar un sintoma de una enfermedad
o afeccion; y/o reducir la gravedad de una enfermedad o afeccion. En ciertas realizaciones, el tratamiento incluye uno
0 mas de lo siguiente: aliviar o mejorar la diarrea, reducir la gravedad de la diarrea, reducir la duracion de la diarrea,
promover la curacion intestinal, proporcionar rehidratacién, corregir desequilibrios de electrolitos, mejorar la curacion
de la mucosa del intestino delgado, y aumentar la altura de las vellosidades en un sujeto que tiene diarrea.

La expresion "cantidad eficaz" como se usa en el presente documento, se refiere a una cantidad que es capaz de
tratar o mejorar una enfermedad o afeccion, o de otro modo, es capaz de producir un efecto terapéutico pretendido.

El término "sujeto” o "paciente”, como se usa en el presente documento, describe un organismo, incluyendo mamiferos
tales como primates, a los que puede ser proporcionado el tratamiento con las composiciones segun la presente
invencién. Las especies de mamiferos que puede beneficiarse de los métodos desvelados de tratamiento incluyen,
pero no se limitan a, monos, chimpancés, orangutanes, humanos, monos; animales domesticados tales como perros,
gatos; ganado vivo tal como caballos, ganado, cerdos, ovejas, cabras, pollos; y animales tales como ratones, ratas,
conejillos de indias y hamsteres.

En una realizacion, el sujeto humano es un bebé de menos de un afio de edad, o de cualquier edad mas joven de un
afio de edad, tal como de 10 meses de edad, 6 meses de edad, y 4 meses de edad. En otra realizacion, el sujeto
humano es un nifio de menos de cinco afios de edad, o de cualquier edad més joven que de cinco afios de edad, tal
como de cuatro afios de edad, de tres afios de edad, y de dos afios de edad. En una realizacién de la divulgacion, el
sujeto necesitado de tratamiento de la presente divulgacién padece diarrea.

La presente invencién puede usarse para tratar diarrea. En ciertas realizaciones, la presente invencion puede usarse
para tratar diarrea provocada por infecciones patogénicas incluyendo, pero no limitadas a, infecciones por virus,
incluyendo, pero no limitados a, rotavirus, virus de Norwalk, citomegalovirus, y hepatitis; bacterias incluyendo, pero no
limitadas a, Campylobacter, Salmonella, Shigella, Vibrio cholerae y Escherichia coli; parasitos incluyendo, pero no
limitados a, Giardia lamblia y Cryptosporidium. En una realizacién preferida, la presente invencion puede usarse para
tratar diarrea inducida por rotavirus.

En ciertas realizaciones, la presente invencién puede usarse para tratar diarrea provocada por lesion en el intestino
delgado provocada por, por ejemplo, infeccién, toxinas, sustancias quimicas, alcohol, inflamacion, enfermedades
autoinmunitarias, cancer, quimio-, radiacion, terapia de protén, y cirugia gastrointestinal.

En ciertas realizaciones, la presente invencion puede usarse en el tratamiento de diarrea provocada por enfermedades
incluyendo, pero no limitadas a, las enfermedades inflamatorias de intestinos (IBD) incluyendo la enfermedad de Crohn
y colitis ulcerativa; sindrome de intestino irritable (IBS); enteropatia autoinmunitaria; enterocolitis; y las enfermedades
celiacas.

En ciertas realizaciones, la presente invencion puede usarse en el tratamiento de diarrea provocada por cirugia
gastrointestinal; reseccion gastrointestinal; trasplante de intestino delgado; trauma post-quirirgico; y la enteritis
inducida por terapia de radiacion, de quimio, y de proton.

En otra realizacion, la presente invencion puede usarse para tratar diarrea relacionada con alcohol. En otra realizacion,
la presente invencion puede ser utilizada para tratar la diarrea de viajero y/o diarrea provocada por intoxicacion
alimenticia.

En ciertas realizaciones, la presente invencion puede usarse en el tratamiento de diarrea provocada por lesion a la
mucosa del intestino delgado, por ejemplo, condiciones diarreicas en las cuales hay una reduccién en la altura de la
vellosidad, disminucién en las areas superficiales de la mucosa en el intestino delgado, y atrofia de las vellosidades,
por ejemplo, desgaste parcial o total de la regién vellosa y borde del cepillo. En ciertas realizaciones, la presente
invenciéon puede usarse en el tratamiento de diarrea provocada por lesién a las células epiteliales de la mucosa del
intestino delgado, incluyendo la capa de mucosa del duodeno, del yeyuno, y del ileon.

En una realizacion, la presente invencién puede usarse para tratar diarrea secretora. En ciertas realizaciones, la
presente invencion puede usarse para tratar diarrea secretora mediada a través de los canales de CFTR y/o los
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canales de CaCC (por ejemplo, TMEM-16a). En una realizacion, la presente invencion puede usarse para tratar diarrea
aguda y/o cronica.

En una realizacion, la presente invencion puede usarse para tratar diarrea provocada por mala absorcién de nutrientes.
En una realizacion, la presente invencion puede usarse para tratar diarrea secretora provocada por un nivel reducido
o actividad funcional de transportadores de glucosa tal como SGLT-1.

Como se usa en el presente documento, el término "diarrea" se refiere a una afeccién en la que tres 0 mas
defecaciones sin formar, sueltas o aguadas se producen dentro de un periodo de 24 horas. La "diarrea aguda" se
refiere a condiciones diarreicas que no duran mas de cuatro semanas. La "diarrea crénica" se refiere a condiciones
diarreicas que duran mas de cuatro semanas.

En una realizacion, la presente divulgacion no implica la administracién de uno o mas de los siguientes ingredientes
seleccionados de glucosa, analogos de glucosa, sustratos de transportadores de glucosa (por ejemplo, SGLT-1), di-,
oligo-, o polisacaridos; carbohidratos; o moléculas que pueden ser hidrolizadas en glucosa o un sustrato de
transportadores de glucosa (por ejemplo, SGLT-1).

En ciertas realizaciones alternativas, la presente divulgacion comprende administrar uno o mas ingredientes
seleccionados de glucosa; analogos de glucosa; sustratos de transportadores de glucosa (por ejemplo, SGLT-1); di-,
oligo-, o polisacaridos; carbohidratos; o moléculas que pueden ser hidrolizadas en glucosa o un sustrato de
transportadores de glucosa (por ejemplo, SGLT-1), en donde la concentracion total de estos ingredientes es menor
que 0,05 mM o cualquier concentracién menor que 0,05 mM incluyendo, pero no limitado a, menor que 0,04, 0,03,
0,02, 0,01, 0,008, 0,005, 0,003, 0,001, 0,0005, 0,0003, 0,0001, 10®, 106, 0 10" mM.

Formulaciones y Administracion

La presente divulgacion proporciona composiciones terapéuticas o farmacéuticas que comprenden una cantidad
terapéuticamente eficaz de la composicidn objeto y, opcionalmente, un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Tales
vehiculos farmacéuticos pueden ser liquidos estériles, tales como agua. La composicién terapéutica también puede
comprender excipientes, agentes saborizantes, colorantes, y conservantes etc. que no afectan tratamiento de
enfermedades y afecciones gastrointestinales (que, en una realizacion, es el tratamiento de diarrea), para proporcionar
rehidratacion, para corregir desequilibrios de electrolitos y fluidos, y/o para mejorar la funcion del intestino delgado.

En una realizacion, la composicion terapéutica y todos los ingredientes contenidos en la misma son estériles. En ciertas
realizaciones preferidas, la composicion se formula como una bebida, o la composicién esta en una forma de polvo y
puede reconstituirse en agua para su uso como una bebida.

El término "vehiculo" se refiere a un diluyente, adyuvante, excipiente, o vehiculo con el que se administra el compuesto.
Ejemplos de vehiculos farmacéuticas adecuadas se describen en "Remington's Pharmaceutical Sciences" por E. W.
Martin. Tales composiciones contienen una cantidad terapéuticamente eficaz de la composicion terapéutica, junto con
una cantidad conveniente de vehiculo para proporcionar la forma para la administracion apropiada al paciente. La
formulacion debe adaptarse al modo enteral de administracion.

La invencién también proporciona un paquete o kit farmacéutico como se especifica en las reivindicaciones que
comprende uno o mas recipientes rellenos de uno o mas de los ingredientes, por ejemplo, compuesto, vehiculo, o las
composiciones farmacéuticas de la invencién. Los ingredientes de la composicion pueden envasarse separadamente
0 pueden mezclarse juntos. El kit puede comprender ademas instrucciones para administrar la composicién a un
paciente.

Materiales y métodos
Preparacion de animales

Ratones macho, alimentados de forma normal, de 8 semanas de edad, NIH suizos, se sacrifican por inhalacion de
COz2, seguido de dislocacion cervical. El intestino delgado se retira suavemente, y el segmento se lava y se limpia en
solucion de Ringer enfriada en hielo. Después la mucosa se separa de la serosa y las capas musculares pelando a
través del plano submucoso como se describié anteriormente (Zhang et al. (2007) J Physiol 581(3):1221-1233).
Después de la exsanguinaciones, la mucosa ileal es obtenida de un segmento de 10 cm cercano al ciego. Todos los
experimentos son aprobados por el Institutional Animal Care and Use Committee de la Universidad de Florida.

Mediciones Bio-eléctricas

Los estudios de transporte idnico se realizan sobre laminas ileales. Después los tejidos se montan entre dos mitades
de una camara Ussing tipo Lucite con 0,3 cm? de areas superficiales expuestas (P2304, Physiologic Instruments, San
Diego, CA, EE.UU.). Se usa solucion normal de Ringer (NaCl 115 mM, NaHCOz3 25 mM, K2HPO4 4,8 mM, KH2PO4 2,4
mM, MgClz 1,2 mM y CaClz 1,2 mM) burbujeado con 95 % de O2: 5 % de CO: bilateralmente como una solucion de
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bafio para los tejidos y la temperatura se mantiene constante a 37 °C. Las camaras son equilibradas para eliminar las
fuerzas osméticas e hidrostaticas. La resistencia debido al fluido también es compensada. Los tejidos se dejan
estabilizar. La corriente basal de corto circuito (Isc) y la conductancia (G) correspondiente se registran usando un
dispositivo de sujecion de voltaje/corriente controlada por computadora (VCC MC-8, Physiologic Instruments).

Estudios de flujo

Se usa un is6topo de sodio, ?°Na, para estudiar el flujo de Na a través de la mucosa en condiciones basales seguido
de adicién de glucosa. Los tejidos pareados a la conductancia se disefian para estudiar el flujo seroso a mucoso (Jsm)
que representa la funcién secretora, y el flujo mucoso a seroso (Jms) que representa la funcion absorbente. 2Na se
afiade en el lado disefiado del tejido y muestras de 500l son recolectadas cada 15 minutos desde el otro lado. En un
conjunto separado de tejidos 36Cl se afiade a cualquiera del lado seroso o mucoso. Se afiade glucosa de concentracion
8 mM en la camara para estimulacion completa, y se registran los cambios correspondientes en lIsc y en la
conductancia. La conductividad se registra basandose en la ley de Ohm.

Se recogen tres muestras en cada condicion. Se cuenta la radioactividad utilizando un contador gamma. Los tejidos
con conductancia menor que 10 % de cambio se igualan y se calcula el promedio Jnet = Jms - Jsm.

Estudios de inhibidor de proteina quinasa A (PKA)

Los tejidos apareados con una conductancia y corriente similar son tratados con o sin H-89 100 puM (Santa Cruz
Biotechnology, Inc, Santa Cruz, CA), un inhibidor irreversible de la proteina quinasa A (PKA). Los tejidos son incubados
con H-89 durante 30 minutos. Se afiaden concentraciones en aumento de glucosa (0,015 — 8 mM) cada 5 minutos y
se anota el pico de la corriente. Se calcula la constante de saturacién cinética para el correspondiente Km y Vmax para
los tejidos tratados y sin tratar.

Cultivo celular de Caco-2

Las células de Caco-2 se diferencian post-confluencia en células con caracteristicas funcionales del epitelio ileal fetal.
Las células Caco-2 producen microvellosidades y tienen una expresion aumentada de proteinas de transporte
especificas del intestino delgado incluyendo SGLT1 y por lo tanto se usan ampliamente como un sistema modelo para
estudiar la funcion de enterocitos.

Las células Caco-2 se obtienen de ATTC y se cultivan en medio de Eagle modificado de Dulbecco suplementado con
suero bovino fetal al 10 % (FCS) y aminoacidos no esenciales al 1 % a 37 °C y 5 % de CO.. Las células Caco-2 son
pasadas 20-25 veces y sembradas (2 x 10° células/placa) en placas de Petri de 5 cm y cultivadas hasta el 80 % de
confluencia, cuando la concentracién de FCS cambia al 5 %. Las células se cultivan durante otros 10 dias antes de
que sean utilizadas para los estudios funcionales.

Microscopia de fluorescencia confocal de Ca?*

Las células Caco?2 cultivadas en cubreobjetos redondos de 25 mm se montan en la camara de bafio RC-21BR
conectado a un adaptador de fase serie 20 (Warner Instruments, CT EE.UU.). Las células se mantienen a 37 °C
usando un controlador de calentamiento de tablero de un solo canal (TC-324B, Warner Instruments, CT EE.UU.). Las
células se cargan con el tinte indicador de calcio fluorescente Fluo-8 AM (n.° de Cat 0203, TEFLab, Inc., Austin, TX
EE.UU.) a una concentracién de 0,5 uM a temperatura ambiente y se incubaron durante 45 minutos. La microscopia
de exploracion de laser confocal se realiza usando un microscopio invertido Fluoview 1000 1X81 (Olympus, Tokio,
Japdn) y un objetivo U Plan S-Apo 20x. La fluorescencia se registra por laseres de argon con excitacion a 488 nmy
emisién a 515 nm. Las iméagenes fluorescentes se recogen con microscopio de exploracion confocal. Las soluciones
ya sea de Ringer, solucién de Ringer que contiene glucosa o solucion de glucosa-Ringer que contiene BAPTA-AM se
afaden al bafio usando un sistema de perfusion de multi-valvula (VC-8, Warner instruments, Hamden CT, EE.UU.)
controlado usando un controlador de valvula VC-8 (Warner instruments, Hamden CT, EE.UU.). Se registraron los
cambios y se midi6 la fluorescencia para diversas células. Las células se lavaron con solucién de Ringer y el
experimento se repitié con el uso de 3-O-metilglucosa y carbecol (control positivo).

Mediciones de AMPc colorimétricas

Raspados frescos de mucosa aislada de células epiteliales ileales se lavaron tres veces en solucion de Ringer
conteniendo Ca?* 1,2 mM a 37 °C. Las células lavadas después se dividieron en dos grupos y se trataron ya sea con
solucién salina o glucosa 6 mM y se incubaron durante 45 minutos. Las células se trataron con HCI 0,1 M para detener
la actividad de fosfodiesterasa endégena. Los lisados se usaron después para el ensayo de AMPc usando el kit de
inmunoensayo directo de AMPc (Calbiochem, EE.UU.).

El ensayo cuantitativo de AMPc usa un anticuerpo policlonal a AMPc que se une al AMPc en las muestras en una

manera competitiva. Después de una incubacion simultanea a temperatura ambiente, los reactivos en exceso se
lavaron y se afiadieron los sustratos. Después de un corto tiempo de incubacion, la reaccién se detuvo y el color
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amarillo generado se ley6 a 405 nm. La intensidad del color es inversamente proporcional a la concentracién de AMPc
en patrones y muestras. Los niveles de AMPc se normalizan a los niveles de proteina de fracciones respectivas y se
expresan en pmol (mg de proteina)™.

Las células tratadas con forskolina se usan como control positivo. Las células tratadas con glucosa y forskolina se
incuban durante 45 minutos. Todos los ensayos se realizan por triplicado y se repitieron hasta n = 4 ratones diferentes.

EJEMPLOS

A continuacion estan los ejemplos que ilustran procedimientos y realizaciones para practicar la invencion. Todos los
porcentajes son en peso, y todas las proporciones de mezcla de disolventes son por volumen a menos que se indique
lo contrario.

EJEMPLO 1 - AUMENTO ESTIMULADO POR GLUCOSA EN Isc EN EL ILEON

Este Ejemplo muestra que la glucosa estimula un aumento en Isc en el ileon de raton. Especificamente, la adicion de
glucosa (8 mM) al lado del lumen tiene como resultado un aumento significativo en Isc cuando se compara con su nivel
basal (3,4 £ 0,2 frente a 1,1 £ 0,1 yEq.h"t.cm?). El Isc obtenido usando los estudios de caAmara de Ussing es una suma
del movimiento neto iénico a través del epitelio (Isc = JnetNa* + JnetCl" + Jnet HCO3™ - JnetK*).

No hay mecanismos de absorcion de Na* (mediados por ENaC) o secretores de Na* conocidos en el intestino delgado.
El tratamiento del lado mucoso del intestino delgado con amilorida 10 yM, un inhibidor de canal de sodio epitelial, no
produce efecto en Isc.

Por lo tanto, el Isc basal de 1,1 + 0,1 yEg.ht.cm™ se debe principalmente a la actividad del regulador de conductancia
de transmembrana de fibrosis quistica (CFTR) de la corriente de la cripta y secretora de K*.

Para determinar la cinética de saturacion del transporte de glucosa acoplado a Na*, se afiaden concentraciones en
aumento de glucosa de hasta 8 mM al lado del lumen en la presencia de Na* 140 mM. Las concentraciones en aumento
de glucosa tienen como resultado una velocidad mejorada pero saturable de Isc (Fig. 1A), con un Kn de 0,24 + 0,03
mM y una Vmax de 3,6 + 0,19 peqg-h-t.cm= para glucosa. A concentraciones de glucosa que varian de 0,5 a 0,7 mM,
la cinética de saturacion de la glucosa muestra signos tempranos de saturacién; sin embargo, un aumento continuo
en las concentraciones de glucosa da como resultado un aumento continuo en lsc, produciendo de esta manera un
corte en la curva de saturacion de glucosa a concentraciones de 0,5 a 0,7 mM.

EJEMPLO 2 - AUMENTO ESTIMULADO POR 3-O-METIL-GLUCOSA EN Isc

Este Ejemplo investiga si las cinéticas de saturacion de glucosa observadas en el Ejemplo 1 se deben al transporte
mediado por SGLT1 pero no debido al metabolismo de glucosa en las células epiteliales. Especificamente, la 3-O-
metil-glucosa (3-OMG), una forma deficientemente metabolizada de la glucosa, se afiade al lado del lumen para
estudiar la cinética de saturacion del transporte de glucosa acoplado a Na*.

La Figura 1B muestra la cinética de saturacion de 3-OMG, con una Vmax de 2,3 = 0,13 peg-h~t-cm=2 y una Km de 0,22
+ 0,07 mM). La adicién de 3-OMG tiene como resultado una disminucion significativa en Vimax (2,3 + 0,13 peq-h=t-cm-
2 frente a 3,4 + 0,2 peg-h~t-cm2) sin un cambio en Km en el transporte de glucosa acoplado a Na*, cuando se compara
con ese de la glucosa. Similar a la glucosa, se observa un corte con 3-OMG a concentraciones 0,5 a 0,7 mM (figura
1B).

EJEMPLO 3 - Isc ESTIMULADO CON GLUCOSA EN PRESENCIA DE H-89

Basandose en los mecanismos de transporte actualmente conocidos, el aumento estimulado por glucosa en Isc puede
resultar de la secrecién de anidn electrogénica o absorcién de Na* electrogénica.

La proteina quinasa A (PKA), también conocida como la proteina quinasa dependiente de AMPc, se requiere en la
activacion de los canales de CFTR. Para estudiar la funcién para la PKA en el aumento inducido por glucosa en lIsc,
los tejidos se montan en camaras Ussing y se incuban con H-89, un inhibidor de PKA, durante 45 minutos.
Posteriormente, los tejidos se usan para estudiar la cinética de saturacion de la glucosa.

En presencia de H-89, la glucosa muestra una Vmax de 0, 8 = 0,06 yEq.cm?.h"! y una Km de 0,58 + 0,08 mM. El corte
en la curva de saturacion de glucosa (observado cuando los tejidos ileales se incuban con glucosa a concentraciones
que varian de 0,5 a 0,7 mM) desaparece junto con las células ileales son pretratadas con H-89, con un cambio de la
curva de saturacion a la derecha (figura 1C). Los resultados indican la inhibicion de los procesos de transporte
dependientes de PKA a bajas concentraciones de glucosa.

Similar a la curva de saturacion de glucosa, la 3-OMG también muestra una corriente sensible a PKA. La curva de
saturacion de 3-OMG (con incubacion H-89) no es significativamente diferente de aquella observada con glucosa (con
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incubacién de H-89) (figuras 1Ay B).

Tabla 1 Cambios en la cinética de saturacion en glucosa y 3-O-metil-glucosa en presencia y ausencia de H-89 - un
inhibidor de PKA

Vmax Km Vmax Km
Inhibidores de PKA | - - H-89 H-89
Glucosa 3,6+0,2 0,2+0,1 16+0,1 0,5+0,1
3-OMG 27+01 0,2+0,1 14+0,1 06+0,1
*Parte de la corriente estimulada por glucosa y 3-OMG se elimina en presencia de PKA. Los resultados son
de n= 8 tejidos.

Los resultados indican que la corriente que se inhibe por la PKA (mostrada en la Tabla 1) resultada del transporte de
glucosa acoplado a Na*, en lugar de otros metabolismos intracelulares que implican glucosa (Tabla 1).

La PKA juega un papel significativo en la secrecién de aniones mediada por AMPc y la absorcion de glucosa y Na*
mediada por SGLT1. La presencia de corriente insensible a H-89 indica que la glucosa estimula la secrecion de
aniones no mediada por PKA (tal como la secrecién mediada por Ca?* intracelular).

EJEMPLO 4 - ELIMINACION DEL AUMENTO EN Isc ESTIMULADO POR GLUCOSA EN PRESENCIA DE FLORIZINA

Para investigar si la inhibicién del transporte de glucosa elimina la corriente sensible a PKA, se realizaron experimentos
usando florizina (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Santa Cruz, CA, EE.UU.), un inhibidor reversible competitivo de
SGLT1. Especificamente, tejidos ileales montados en una cdmara Ussing son tratados con florizina 100 uM del lado
del lumen vy se realizaron estudios de saturacion de glucosa.

Los resultados muestran que el aumento en Isc estimulado por glucosa y/o por 3-OMG se elimina completamente en
presencia de florizina (figura 1C). Los resultados indican que la actividad del transportador de glucosa a través de
SGLT1 es esencial para la corriente sensible e insensible a PKA.

EJEMPLO 5 - EFECTO DE LA GLUCOSA EN EL FLUJO UNIDIRECCIONAL Y NETO DE SODIO

Las mediciones isotopicas de Na* se realizan usando #?Na a una velocidad de estado estacionario de transferencia de
cualquiera de la mucosa a serosa Jms 0 serosa a mucosa Jsm. El flujo neto de Na* se calcula usando la ecuacion: Jnet
= Jms - Jsm. + Jnet indica la absorcidn neta; mientras que -Jnet indica la secrecién neta.

En ausencia de glucosa (0 mM), los tejidos del intestino delgado muestran la absorcién neta de sodio (1,8 + 0,3 mEqg.h
1.cm). La absorcion de Na* se elimina en presencia de glucosa 0,6 mM. Sin embargo, la adicién de glucosa 6 mM
tiene como resultado un aumento significativo en Jnet Na* (3,2 + 0,5 yEqg.h-t.cm), indicando la absorcién neta de
sodio. Los flujos unidireccionales de Na* no muestran diferencia significativa a glucosa 0, 0,6 y 6 mM (figura 2B).

EJEMPLO 6 - EFECTO DE LA GLUCOSA EN EL FLUJO UNIDIRECCIONAL Y NETO DE CLORURO

El cambio en Isc a glucosa 0,6 mM se calcula como 1,1 yEq.h't.cm? (2,2 £ 0,3 - 1,1 + 0,1 yEg.h"t.cm?) y el cambio en
Isc a glucosa 6 mM se calcula como 2,2 yEg.ht.cm? (3,4 + 0,2 - 1,1 + 0,1 yEg.h"t.cm?). El aumento en Isc con
concentraciones en aumento de glucosa no puede explicarse completamente basandose en los valores de Jnet Na*
(basados en los valores a glucosa 0,6 y 6 mM).

Las mediciones de flujo isotdpico para Cl- se realizan usando 36Cl para determinar si el flujo de CI- cuenta para una
porcion del Isc que no puede atribuirse a JnetNa*. El JnetCl- calculado en ausencia de glucosa muestra la absorcion de
CI (2 £0,3 yEqg.ht.cm?). El nivel de absorcion de sodio (1,8 + 0,3 yEg.ht.cm2) es comparable a aquel del cloruro (2,0
+ 0,3 yEqg.ht.cm?) en ausencia de glucosa, indicando la absorcion de Na* y CI- electroneutro.

La adicion de glucosa 0,6 mM o 6 mM en el lado de la mucosa tiene como resultado una secrecion neta de CI- (figura
2A). El JneCl a glucosa 0,6 mM (-3,6 + 0,8 pEq.ht.cm?) y glucosa 6 mM (-4,0 + 1,4 uEg.ht.cm?) no son
significativamente diferentes.

Los resultados muestran que hay un aumento significativo en JsmCl- en presencia de glucosa (a glucosa 0,6 y 6 mM)
(JIsmCl- 16,9 + 0,7 yEqg.h't.cm?y 17 + 0,7 yEqg.h"1.cm, respectivamente), cuando se compara con JsmCl- en ausencia
de glucosa (11,9 * 0,4 pyEg.ht.cm?) (figura 2A). Los resultados indican que se produce una secrecion de CI-
significativa a una concentracion de glucosa tan baja como 0,6 mM. El aumento en la concentracién de glucosa no
tiene como resultado un aumento en la secrecién de CI-.

EJEMPLO 7 - SECRECION DE HCO3s EN EL iLEON EN AUSENCIA DE GLUCOSA DE LUMEN

Las mediciones eléctricas transepiteliales y los estudios de flujo muestran que la adicién de glucosa a los tejidos ileales
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induce una secrecion significativa de Cl-. Aunque JnetCl- a 0,6 y glucosa 6 mM muestra una secrecion significativa de
aniones, esto no justifica todos los cambios en lsc, especialmente en vista de las diferencias significativas entre los
valores de Isc a glucosa 6 mM, 6 uEq.ht.cm?(7,5+0,4 - 1,5+ 0,1 uyEg.h"t.cm?) y 0,6 mM.

Los estudios de pH estat se realizan para determinar si la secrecion de HCO3s™ contribuye a la porcién no justificada de
Isc. Almenos dos modos de secrecion de HCOs en el intestino delgado de raton han sido identificados por los presentes
inventores: 1) Intercambio de CI'-HCOzs" electroneutro, dependiente de Cl, y 2) secrecion de HCOs™ electrogénico,
independiente de CI-.

Los resultados muestran que la secrecion de HCOsz enddgeno no contribuye a la secrecién neta de HCOs.
Especificamente, se afiade una solucion débilmente tamponada libre de HCOs™ a ambos lados de los tejidos montados
en una camara Ussing y ambos lados de los tejidos se burbujean con 100 % O2. La secrecién de HCOs” minima (0,1
+ 0,01 mEq.ht.cm, n=12) se registra bajo tales condiciones. La adicion posterior de solucién tamponada que contiene
HCOs al lado basolateral y burbujeando con 95 % de O2y 5 % de CO: en ese lado tiene como resultado una secrecion
significativa de HCO3" 3,8 + 0,2 mEqg.h"t.cm™ (n =9).

Para determinar si la secrecion de HCOs™ independiente de CI- juega un papel en la secrecion de HCOz™ (en ausencia
de glucosa de lumen), se realizaron experimentos de pH estat en ausencia de Cl- de lumen. En la ausencia de ClI- de
lumen, se registr6 una secrecién minima de HCOs™ (0,4 + 0,1 yEq.h't.cm?) (figura 5A). Los resultados indican que la
secrecién de HCOz3™ basal en la ausencia de glucosa de lumen se debe principalmente al intercambio de CI-HCOz
electroneutro dependiente de ClI-.

EJEMPLO 8 - EFECTO DE LA GLUCOSA DE LUMEN EN LA SECRECION DE HCO3s EN EL ILEON

Se realizaron experimentos de pH estat para determinar el efecto de la glucosa en la secrecién de HCOs™ dependiente
de CI. En presencia de CI- de lumen, la adicién de glucosa al lado del lumen tiene como resultado una secrecion
significativa de HCOz3™ (7,6 + uEq.ht.cm™).

La secrecion de HCOs™ en presencia de glucosa puede deberse al intercambio CI-HCOz3™ electroneutro dependiente de
Cl-de lumen o ala secrecion de HCO3™ mediada por el canal de anién independiente de CI-. Para evaluar el mecanismo
de la secrecién de HCOs™ estimulada por glucosa, se afiade glucosa al lado mucoso. La retirada del CI- de lumen no
elimina la secrecién de HCOzs en tejidos incubados con glucosa 6 mM (3,2 = 0,6 pEg.ht.cm?) (figura 5A). Los
resultados indican que la secrecion de HCOs™ en la presencia de glucosa se debe principalmente a la secrecion
independiente de CI- de lumen, y estd mediada por el canal aniénico.

En otro experimento, acido 5-nitro-2-(3-fenilpropilamino)-benzoico 100 yM (NPPB), un bloqueador de canal aniénico
no especifico, se aflade al lado del lumen. El NPPB inhibe la secrecion de HCOs independiente de Cl- de lumen
detectado en presencia de glucosa 6 mM (figura 5B). Los resultados indican que la secrecion de HCO3z™ estimulada
por glucosa esta mediada a través del canal de anion.

Para investigar si la secrecion de HCOgs™ inducida por glucosa se produce a través de un canal de CFTR, se afiade
glibenclamida 100 uM al lado del lumen. La glibenclamida inhibe la secrecién de HCO3s" independiente de ClI-de lumen
estimulada por glucosa, indicando que los canales de CFTR median la secrecién de HCO3s™ estimulada por glucosa.

EJEMPLO 9 - EFECTO DEL METABOLISMO DE GLUCOSA EN LA SECRECION DE HCOs MEDIADA POR EL
CANAL ANIONICO

Para evaluar si el metabolismo de glucosa en el tejido del intestino delgado se atribuye a la secrecion de HCOs
estimulada por glucosa, los tejidos del intestino delgado se incuban con 3-OMG, una forma deficientemente
metabolizada de glucosa, en la ausencia de lumen y bafio de HCOs". La secrecién de HCOs (0,1 + 0,03 pEg.ht.cm)
se observa en presencia de 3-OMG (6 mM) y en ausencia del lumen y bafio de HCOs'.

EJEMPLO 10 - EFECTO DE LA GLUCOSA EN EL NIVEL DE AMPc INTRACELULAR EN EL ILEON

En ausencia de glucosa, los lisados celulares de las células vellosas muestran un mayor nivel de AMPc intracelular,
cuando se compara con el de las células de cripta. La incubacién con forskolina tiene como resultado un aumento
significativo en el nivel de [AMPc]ien las células vellosas y de cripta (figura 3A). Las células tratadas con forskolina se
usan como un control positivo.

Para estudiar el efecto de la glucosa en los niveles intracelulares de AMPc, las células vellosas y de cripta se incuban
con glucosa 6 mM. La incubacion de los lisados de las células vellosas con glucosa tiene como resultado un aumento
significativo en el nivel intracelular de AMPc, cuando se compara con el de las células de cripta (figura 3B). Los
resultados indican que el aumento del nivel intracelular de AMPc juega un papel en mediar la secrecidon aniénica
estimulada por glucosa. El aumento en [AMPc]i se observa en células vellosas pero no en células de cripta; esto indica
gue la maquinaria de transporte de glucosa soélo es necesaria en células epiteliales vellosas completamente maduras
y diferenciadas.
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Para determinar si el metabolismo de la glucosa tiene un efecto en el nivel intracelular de AMPc, el raspado mucoso
del ileon se pre-incubada con 3-OMG durante 45 minutos y después los lisados celulares se usan para medir el nivel
intracelular de AMPc.

Similar a la glucosa, la incubacién de las células vellosas con 3-OMG a concentraciones de 0,6 y 6 mM tiene como
resultado un aumento significativo en el nivel intracelular de AMPc (figura 3C). La incubacién de las células vellosas
con 3-OMG a 6 mM tiene como resultado un nivel intracelular de AMPc significativamente mayor, cuando se compara
con el de la glucosa 6 mM (P < 0,01) (figura 3C). Los resultados muestran que el aumento observado en el nivel
intracelular de AMPc no esta provocado por el metabolismo de glucosa en los tejidos del intestino delgado.

EJEMPLO 11 - EFECTO DE LA GLUCOSA EN CA?* INTRACELULAR EN LINEAS CELULARES Caco2

El inhibidor de PKA (H-89) inhibe tanto la secrecién de anién estimulada por AMPc como el transporte de glucosa
mediado por SGLT1. La presencia de Isc insensible a H-89 (figura 1A y B) indica que los mecanismos independientes
de PKA también contribuyen a la secrecién inducida por glucosa. Como el AMPc, el Ca?* intracelular es uno de los
segundos mensajeros jefe intracelulares implicados en la secreciéon de aniones.

Para determinar la funcién del Ca?* intracelular en el aumento estimulado por glucosa en Isc, el nivel intracelular de
Ca?* se mide en presencia de diferentes concentraciones de glucosa y 3-OMG, respectivamente, y en presencia de
BAPTA-AM (&cido 1,2-bis(o-aminofenoxi)etano-N,N,N',N'-tetraacético) - un quelante intracelular especifico del calcio.
Las respuestas del Ca?* a la glucosa y 3-OMG en las células cultivadas de Caco2 cargadas con el indicador de Ca?*
fluo 8 son vigiladas por microscopia confocal de exploracion con laser. La adicion de glucosa 0,6 mM al medio del
bafio inicia la oscilacién de Ca?* intracelular (figura 4B). La amplitud de las oscilaciones disminuye con el tiempo. La
amplitud pico media de la fluorescencia de calcio (F/Fo) con glucosa 0,6 mM se calcula siendo 1,32 £ 0,1 (n=10).

La oscilaciéon de Ca?* inducida por glucosa no esta relacionada con el metabolismo intracelular de la glucosa, ya que
la glucosa 0,6 mM 3-OMG induce una oscilacion similar de Ca?* (1,2 + 0,1 (n=10) (figura 4A). La oscilacion de Ca?*
estimulada por glucosa se elimina al pre-incubar las células con un quelante de Ca?* intracelular de BAPTA-AM durante
45 minutos (1 .01 £ 0,1) (n=10) (figura 4A).

La glucosa se afiade a mayor concentracion (6 mM) para determinar si el aumento en la concentracién de glucosa
aumenta la amplitud de la oscilacién de Ca?*. Las oscilaciones de Ca?* son significativamente mayores con la adicion
de glucosa (1,85 £ 0,2 frente a 1,32 £ 0,1) 0 3-OMG (1,5 £ 0,1 frente a 1,2 £ 0,2) a 6 mM al medio de bafio, cuando se
compara con las de la glucosa 0,6 mM o 3-OMG (figura 4A). El aumento estimulado por glucosa en las oscilaciones
de Ca?* se elimina completamente al pre-incubar las células con BAPTA-AM (figura 4A). Esto indica que el Ca?*
intracelular esta implicado en la secrecién de aniones inducida por glucosa.

EJEMPLO 12 - COMPOSICIONES TERAPEUTICAS PARA EL TRATAMIENTO DE DIARREA
En ciertas realizaciones, este Ejemplo proporciona formulaciones para el tratamiento de diarrea, tal como la diarrea

inducida por rotavirus. En una realizacion, la formulacion no comprende glucosa, analogos de glucosa, sustratos de
transportadores de glucosa, o moléculas de azucar.

FORMULACION 1
(Tamario de la porcion 1 botella (237 ml)

Cantidad por porcién | % del Valor Diario*
L-Valina 276 mg *
Acido L-aspértico 252 mg *
L-Serina 248 mg *
L-Isoleucina 248 mg *
L-Treonina 225 mg *
L-Lisina HCL 172 mg *
L-Glicina 141 mg *
L-Tirosina 51 mg*

Otros ingredientes: Agua, Electrolitos

FORMULACION 2
(Tamario de la porcién 1 botella (237 ml)

Cantidad por porcion

% del Valor Diario *
Grasa Total 0 g 0%
Sodio 440 mg 18%
Carbohidrato Total 0 g 0%
Proteina 2g

Ingredientes: Agua, Aminoacidos (L-Triptéfano, L-Valina, Acido L-aspartico, L-Serina, L-Isoleucina, L-
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Treonina, L-Lisina Clorhidrato, L-Glicina, L-Tirosina), Electrolitos

Aminoacido Cantidad mg/porcirt;)lr; de 1 botella (237
L-Lisina HCI 175
Acido L-aspartico 255
L-Glicina 144
L-Isoleucina 251
L-Treonina 228
L-Tirosina 52
L-Valina 281
L-Triptéfano 392
L-Serina 252

Los términos "un"y "una"y "el/la" y referencias similares en el contexto para describir la invencién deben construirse
para cubrir tanto la forma singular como la plural, a menos de que se indique de otra forma o claramente se contradiga
por el contexto.

La mencion de las escalas de valores en la presente se destina solamente para servir como un método abreviado para
mencionar individualmente cada valor por separado que esté dentro de la escala, a menos que se indique de otra
forma en el presente documento, y cada valor separado se incorpora en la memoria descriptiva como si se mencionara
individualmente en el presente documento. A menos que se indique de otra manera, todos los valores exactos
proporcionados en el presente documento son representativos de valores correspondientes aproximados (por ejemplo,
todos los valores exactos ilustrativos proporcionados con respecto a un factor o medicidon particular pueden
considerarse proporcionando también una medicién aproximada correspondiente, modificada por "aproximadamente"”,
donde sea apropiado).

El uso de cualquier y todos los ejemplos o lenguaje de ejemplo (por ejemplo, "tal como") proporcionados en el presente
documento, pretenden meramente esclarecer la invencion. Ningln lenguaje en la memoria descriptiva debe
construirse como si indicara que cualquier elemento es esencial para la practica de la invencién a no ser que se
mencione explicitamente.

La descripcion en el presente documento de cualquier aspecto o realizacion de la invencién usando expresiones como

"que comprende”, "que tiene", "que incluye" o "que contiene" con referencia a un elemento o elementos esta provista
para sustentar un aspecto o realizacion de la invencion similar que "consiste en", "cosiste esencialmente en" o
"comprende sustancialmente" ese elemento o esos elementos en particular, a menos de que se mencione lo contrario
0 se contradiga claramente por contexto (por ejemplo, una composicidon descrita en el presente documento que
comprende un elemento en particular debe entenderse como la que describe una composicion que consiste en ese

elemento, a menos que se mencione otra cosa o0 se contradiga claramente por contexto).

Debe entenderse que los ejemplos y las realizaciones descritos en el presente documento son Unicamente para fines
ilustrativos.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion terapéutica estéril para su uso en un método para el tratamiento de diarrea en un sujeto, en donde
la composicion se formula para administracion enteral y tiene una osmolaridad total de 100 mosm a 250 mosm,
en donde la composicion comprende:

uno o mas aminoacidos libres seleccionados de lisina, glicina, treonina, valina, tirosina, acido aspartico, isoleucina,
triptéfano y serina; electrolitos y agua;

y en donde un sustrato de un transportador de glucosa y/o un compuesto que puede ser hidrolizado en un sustrato
de un transportador de glucosa, si esta presente en dicha composicion, estd presente a una concentracion de
menos de 0,05 mM; y,

en donde dicho sustrato de un transportador de glucosa es glucosa, a-metil-D-glucopiranésido (AMG), 3-O-
metilglucosa (3-OMG), desoxi-D-glucosa o a-metil-D-glucosa,

y en donde el sujeto es un humano de cinco afios de edad o mas joven.

2. La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde la diarrea es diarrea inducida por rotavirus.

3. La composicién para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en donde la composicién no contiene ningun
carbohidrato.

4. La composicidn para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la composicion tiene un pH de 2,9 a 7,3.
5. La composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la composicion se administra por via oral.

6. La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el medicamento no contiene glucosa, a-
metil-D-glucopiranésido (AMG), 3-O-metilglucosa (3-OMG), desoxi-D-glucosa, o a-metil-D-glucosa.

7. La composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde la composiciébn comprende uno o mas
electrolitos seleccionados de Na*, K*, HCOz,, COs%,y CI-.

8. La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde la composicién consiste esencialmente
en

uno o mas aminoacidos libres seleccionados de acido aspartico, glicina, isoleucina, lisina, serina, treonina, valina,
triptéfano y tirosina, preferentemente lisina, acido aspartico, glicina, isoleucina, treonina, tirosina, valina y serina;

uno o mas electrolitos seleccionados de Na*, K*, HCO3s", CO3%, y CI;

agua;y,

opcionalmente, uno o mas vehiculos, agentes tamponantes, conservantes y/o agentes saborizantes.

9. Un envase que contiene la composicion de la reivindicacién 1, o un polvo que, cuando se combina con una cantidad
especificada de agua, forma una composicion de la reivindicacion 1 para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1.

10. La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la composicion comprende uno o mas
aminoacidos libres seleccionados de lisina, acido aspartico, glicina, isoleucina, treonina, tirosina, valina y serina.

11. La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 8, en donde la composicién consiste esencialmente
en

acido aspartico, glicina, isoleucina, lisina, serina, treonina, valina, triptéfano y tirosina;

uno o mas electrolitos seleccionados de Na*, K*, HCOs", CO3%, y Cl;

agua;y,

opcionalmente, uno o mas vehiculos, agentes tamponantes, conservantes y/o agentes saborizantes.

12. La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 8, en donde la composicion consiste esencialmente
en

lisina, 4cido aspétrtico, glicina, isoleucina, treonina, tirosina, valina y serina,;

uno o mas electrolitos seleccionados de Na*, K*, HCOs", COs%, y Cl;

agua;y,

opcionalmente, uno o mas vehiculos, agentes tamponantes, conservantes y/o agentes saborizantes.

13. Una composicion terapéutica estéril para su uso en un método para el tratamiento de diarrea en un sujeto, en
donde la composicion se formula para administracion enteral,
en donde la composicion comprende:

uno o mas aminoacidos libres seleccionados de lisina, glicina, treonina, valina, tirosina, acido aspartico, isoleucina,
triptéfano y serina; y electrolitos;

y en donde un sustrato de un transportador de glucosa y/o un compuesto que puede ser hidrolizado en un sustrato
de un transportador de glucosa, si esta presente en dicha composicion, esta presente a una concentracion de
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menos de 0,05 mM; y,
en donde dicho sustrato de un transportador de glucosa es glucosa, a-metil-D-glucopiranésido (AMG), 3-O-

metilglucosa (3-OMG), desoxi-D-glucosa o a-metil-D-glucosa,
y en donde el sujeto es un humano de cinco afios de edad o mas joven,

en donde, cuando la composicién se reconstituye en agua para su uso en dicho método, la composicién tiene una
osmolaridad total de 100 mosm a 250 mosm.
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