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DESCRIPCION
Tratamiento topico de la enfermedad inflamatoria intestinal usando anticuerpos y fragmentos de los mismos
Campo de la invencién

La presente invencion se refiere al uso terapéutico de composiciones que contienen moléculas de anticuerpos y
fragmentos funcionales de las mismas, por ejemplo, moléculas de anticuerpos y fragmentos funcionales capaces de
unirse al factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), en el tratamiento tdpico de enfermedades inflamatorias intestinales,
incluyendo la enfermedad de Crohn y la colitis ulcerosa.

Antecedentes

Enfermedad inflamatoria intestinal (Ell) es la expresion colectiva para una serie de trastornos crénicos del tracto
gastrointestinal, incluyendo la enfermedad de Crohn (EC) y la ulcerosa (CU). La EC y la CU, aunque constituyen
afecciones distintas, comparten varios sintomas, incluyendo episodios recurrentes de inflamacién de la pared
gastrointestinal. Estos ciclos de inflamacién se caracterizan por niveles elevados de formas solubles y unidas a
membrana de la citocina proinflamatoria factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) en el tejido afectado. El TNFa es
liberado por las células del sistema inmunitario e interactla con ellas y se considera un factor clave en la cascada de
sefializaciéon que da como resultado la inflamacién. El uso de anticuerpos especificos de TNFa para la neutralizacién
de moléculas de TNFa es un tratamiento establecido para la enfermedad de Crohn y la colitis ulcerosa como se analiza,
por ejemplo, en Talley et al. (The American Journal of GASTROENTEROLOGY, 106, Suplemento 1, 2011), Feldman
et al. (Transplantation Proceedings, 30, 4126-4127, 1998) y Adorini et al. (Trends in Immunology Today, 18, 209-211,
1997).

En la técnica anterior se han descrito varios anticuerpos monoclonales contra el TNFa. Meager et al. (Hybridoma, 6,
305-311, 1987) describen anticuerpos monoclonales murinos contra el TNFa recombinante. Fendly et al. (Hybridoma,
6, 359-370, 1987) describen el uso de anticuerpos monoclonales murinos contra el TNFa recombinante para definir
epitopos neutralizantes en el TNF. Ademas, en la solicitud de patente internacional WO 92/11383, se desvelan
anticuerpos recombinantes, incluyendo anticuerpos injertados con CDR, especificos para TNFa. La patente de los
EE.UU. N.° 5.919.452 desvela anticuerpos quiméricos anti-TNFa y su uso en el tratamiento de patologias asociadas
a la presencia de TNFa. Se desvelan otros anticuerpos anti-TNFa en Stephens et al. (Immunology, 85, 668-674, 1995),
el documento GB-A-2 246 570, el documento GB-A-2 297 145, el documento US 8673310, el documento US
2014/0193400, el documento EP 2 390 267 B1, el documento US 8293235, el documento US 8697074, el documento
WO 2009/155723 A2 y el documento WO 2006/131013 A2.

Los bioterdpicos anti-TNFa actualmente aprobados incluyen (i) infliximab, un anticuerpo monoclonal anti-TNF humano
IgG quimérico (Remicade®); (ii) etanercept, una proteina de fusién dimérica TNFR2, con un Fc de IgG1 (Enbrel®); (iii)
adalimumab, un anticuerpo monoclonal (mAb) totalmente humano (Humira®), (iv) certolizumab, un fragmento Fab
PEGilado (Cimzia®) y (v) Golimumab, un anticuerpo monoclonal IgGIK humano (Simponi®). Por otra parte, se estan
desarrollando diversos biosimilares y ya se ha aprobado en Europa un mimético de infliximab conocido como
Remsima.

En la actualidad, la terapia de referencia para el tratamiento de enfermedades inflamatorias intestinales como la EC o
la CU usando anticuerpos especificos de TNFa implica la administracién sistémica regular de un anticuerpo contra
TNFa mediante infusién intravenosa o inyeccién subcutanea. La administraciéon intravenosa puede dar lugar a
complicaciones que incluyen reaccién aguda a la perfusién, hipersensibilidad y choque anafilactico. Por otra parte,
esta aplicacién sistémica de un inmunosupresor conlleva una multitud de riesgos asociados a la inhibicién sistémica
de la funcién de defensa inmunitaria del TNFa en el paciente, incluyendo, por ejemplo, complicaciones infecciosas.
Por ultimo, se sabe que la aplicaciéon sistémica conduce a la acumulacién de anticuerpos especificos contra el
anticuerpo anti-TNFa en el cuerpo del paciente, dando como resultado una pérdida de respuesta al tratamiento. En la
actualidad, no existen terapias comerciales disponibles que impliquen la administracién oral o rectal de una
composicién que contenga un anticuerpo especifico de TNFa para la aplicacién tépica.

Deborah S. Hartmann et al. (2016) Journal of Crohn's disease and colitis, Vol. 20, N.° 8, paginas 641-649 explora los
efectos de un anticuerpo anti-TNF-alfa novedoso sobre biomarcadores tisulares en pacientes con colitis ulcerosa
activa.

Bhol et al. (2013) Inflamm Bowe! Dis. Vol. 19, N.° 11, paginas 2273-2281, describen la administraciéon oral de
anticuerpos anti-TNF a ratones antes o después de la induccidén de colitis. El documento US 8.647.626 B2 desvela
composiciones que comprenden anticuerpos especificos de TNF para la administracién oral. El documento WO
2011/047328 describe terapias con anticuerpos con actividad local en el tracto digestivo.

Yadav et al. (2016) International Journal of Pharmaceutics, Vol. 502, N.° 1, paginas 181-187, investigan la estabilidad
gastrointestinal de los anticuerpos IgG1.
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Rodewald et al. (1976) The journal of cell biology, Vol. 71, N.° 2, paginas 666-669, investigan la unién dependiente del
pH de anticuerpos en células intestinales de ratas neonatas. Existe la necesidad de un tratamiento alternativo de
enfermedades inflamatorias intestinales tales como la EC o la CU con anticuerpos anti-TNFa o fragmentos funcionales
de los mismos, permitiendo un mejor direccionamiento a los tejidos inflamados en el tracto gastrointestinal. El
tratamiento deberia permitir particularmente la penetracién eficaz del anticuerpo o fragmento del mismo dentro de la
pared gastrointestinal inflamada.

Sumario de la invencién

Sorprendentemente, los presentes inventores han descubierto que proporcionar un anticuerpo contra TNFa o un
fragmento funcional del mismo al lado luminal de la pared del intestino grueso a un pH inferior al normal da como
resultado su permeacién eficaz a través de la pared del intestino grueso. Se ha descubierto que un pH mas bajo, de
aproximadamente 6, da como resultado una captacion aumentada de anticuerpos contra TNFa o fragmentos
funcionales de los mismos a través de la capa epitelial y dentro de la capa mucosa de la pared del intestino grueso,
asi como una penetracion més profunda en la capa submucosa de la pared del intestino grueso, que un pH superior
de aproximadamente 7,4. Los presentes inventores también han descubierto que la concentracién local del anticuerpo
contra TNFa o fragmento funcional del mismo se correlaciona directamente con la cantidad del anticuerpo contra TNFa
o fragmento funcional del mismo captado por la pared del intestino grueso. Cuando la capa mucosa protectora de la
pared gastrointestinal esta alterada, el anticuerpo contra TNFa o fragmento funcional del mismo es captado mas
rapidamente y penetra mas profundamente dentro de la pared gastrointestinal, dando como resultado niveles
superiores del anticuerpo contra TNFa o fragmento funcional del mismo. Por UGltimo, se ha descubierto que el
anticuerpo contra TNFa o fragmento funcional del mismo captado por la pared del intestino grueso queda retenido alli
eficazmente.

En un primer aspecto, la invencion se refiere a una composicién que comprende un agente activo seleccionado del
grupo que consiste en anticuerpos especificos contra el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) y fragmentos
funcionales de los mismos y al menos un aditivo seleccionado de acidificantes, para su uso en el tratamiento tépico
de una enfermedad inflamatoria intestinal, en donde dicho tratamiento da como resultado una disminucién del pH en
la luz del intestino grueso de un paciente humano, en donde la luz del intestino grueso es el interior combinado y
continuo del intestino grueso y el ileon terminal del intestino delgado, en donde dicho tratamiento da como resultado
un pH en la luz del intestino grueso de 5,5 a 6,5, en donde el fragmento funcional especifico contra TNFa es un
fragmento Fab, un fragmento F(ab')2, un fragmento Fab', un scFv, un dsFv, un VHH, un diacuerpo, un triacuerpo, un
tetracuerpo, una proteina de fusién Fc o un minicuerpo, en donde dicha composicién reduce el pH de un microambiente
local del anticuerpo o fragmento funcional del mismo en la luz del intestino grueso y la disminucién del pH en la luz del
intestino grueso facilita la captacién y/o penetracién del agente activo dentro de la pared gastrointestinal.

En una realizacién, dicho tratamiento da como resultado un pH en la luz del intestino grueso de 5,7 a 6,3,
preferentemente de 5,9 a 6,1, mas preferentemente de aproximadamente 6,0.

En otra realizacidn, la composicién para su uso de acuerdo con el primer aspecto comprende al menos un aditivo
seleccionado de agentes tampon.

En una realizacién, el al menos un aditivo es un acidificante seleccionado del grupo que consiste en acido acético,
acido adipico, acido ascérbico, acido citrico, acido fumarico, acido itacdnico, acido lactico, acido maleico, &cido malico,
acido fosférico, &cido propibdnico, &cido succinico, acido sérbico y acido tartarico.

En una realizacién, dicho paciente humano que padece una enfermedad inflamatoria intestinal, estd en remisién o
padece una forma leve o moderada de la enfermedad inflamatoria intestinal.

En otra realizacién, dicho tratamiento proporciona ademés una concentracién del anticuerpo anti-TNFa o fragmento
funcional del mismo en la luz del intestino grueso de un paciente humano en el intervalo de 0,02 a 1 mg/ml,
preferentemente de 0,2 a 0,8 mg/ml.

En una realizacién adicional, dicho tratamiento comprende la administracién oral de la composicién.

En otra realizacion, la composicién es una forma farmacéutica sélida en forma de un microgrénulo, granulo,
microparticula, nanoparticula, minicomprimido, capsula o comprimido recubierto con un material de recubrimiento que
evita la liberacién del agente activo antes de entrar en la regién ileocolénica del intestino.

En otra realizacién, el material de recubrimiento se selecciona del grupo que consiste en materiales que se disgregan
de manera dependiente del pH, materiales que se disgregan de manera dependiente del tiempo, materiales que se
disgregan debido a desencadenantes enzimaticos en el ambiente del intestino grueso y combinaciones de los mismos.

En una realizacién, dicho tratamiento comprende la administracién rectal de la composicién y/o en donde la
composicién es un enema, un gel, una espuma o un supositorio.
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En una realizacién adicional, el pH en la luz del intestino grueso del paciente humano antes del tratamiento es superior
abb.

Breve descripcién de los dibujos
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Figura 1: Estabilidad de A) infliximab, B) adalimumab en inéculo fecal modelo de colon humano y C) gel de SDS-
PAGE que confirma la conversidn de adalimumab en fragmentos F(ab')2, Fab y Fc, detectada mediante tincién con
plata en el punto temporal de incubacién de 1 h. La fragmentacién de infliximab se confirmé de manera similar
mediante SEC y SDS-PAGE (datos no mostrados). Cada valor representa la media + D.T. (n = 3). Calle 1, patrén
de peso molecular de proteinas; Calle 2, mAb intacto adalimumab detectado en el modelo de colon en 1 h; Calle
3, formacién de F(ab')2 de adalimumab detectada en el modelo de colon en 1 h; Calle 4, formacién de Fc y Fab de
adalimumab detectada en el modelo de colon en 1 h.

Figura 2: Datos de SE-HPLC de infliximab y adalimumab en el compartimento apical y basolateral de la cdmara de
Ussing en puntos temporales diferentes, respectivamente. A) Porcentaje de anticuerpos, restante en el lado apical
de un segmento de tejido de colon ascendente de rata fijado en un sistema de cdmara de Ussing, aplicado a una
concentraciéon de 2 mg/ml y cuantificado en puntos temporales diferentes, usando A) infliximab o B) adalimumab.
La cuantificacién de los anticuerpos restantes en el lado apical y basolateral se realizé mediante cromatografia de
liquidos de alta resolucién de exclusion por tamafio (SE-HPLC, por sus siglas en inglés). Cada valor representa la
media * desviacién tipica (D.T.) (n = 3).

Figura 3: Microscopia de barrido laser confocal (CLSM, por sus siglas en inglés) de la penetracién de infliximab en
tejido de colon ascendente a una concentracién apical de 2 mg/ml (n = 3). El infliximab se tifié de color rojo con
anticuerpo secundario de cabra anti-lgG humana, los componentes de las células se tifieron de color verde y los
nlcleos se tifieron de color azul con DAPI. A) Penetracion de infliximab en el tejido de colon (resolucién 10x). B)
Tejido de colon sin exposicién a infliximab como control negativo (resoluciéon 10x). C) Penetracidn de infliximab en
la regién mucosa a una resolucidén de 40x. D) Regién mucosa del tejido de colon sin exposiciéon a infliximab
(resolucidn 40x).

Figura 4: CLSM de la penetracién de adalimumab en tejido de colon ascendente a una concentracién apical de
2 mg/ml (n = 3). El adalimumab se tifié de color rojo con anticuerpo secundario anti-lgG humana, los componentes
de las células se tifieron de color verde y los nlcleos se tifieron de color azul con DAPI. A) Adalimumab en el tejido
de colon (resolucién 10x). B) Tejido de colon sin exposiciéon a adalimumab como control negativo (resolucién 10x).
C) Penetracién de adalimumab en la regién mucosa a una resoluciéon de 40x. D) Regién mucosa del tejido de colon
sin exposicién a adalimumab (resolucién 40x).

Figura 5: A) Datos de SE-HPLC de infliximab y adalimumab en el compartimento apical y basolateral en puntos
temporales diferentes, respectivamente. Porcentaje de anticuerpos, restante en el lado apical de un segmento de
tejido de colon ascendente de rata fijjado en un sistema de cdmara de Ussing, aplicado a una concentracién de
0,8 mg/ml y cuantificado en puntos temporales diferentes, usando A) infliximab o B) adalimumab. Cada valor
representa la media £ D.T. (n = 3).

Figura 6: CLSM de secciones de tejido de colon de rata ascendente, al final del experimento de incubacién en
camara de Ussing con anticuerpos 0,8 mg/ml, después de la crioseccidn y la tincidn. El infliximab y el adalimumab
se tifieron de color rojo con anticuerpo secundario anti-lgG humana, los componentes celulares se tifieron de color
verde y los nlcleos se tifieron de color azul con DAPI. A) Penetracién de infliximab dentro del tejido de colon. B)
Tejido de colon sin incubacidén con infliximab. C) Penetracién de adalimumab en el tejido de colon. D) Tejido de
colon sin incubacién con adalimumab.

Figura 7: A) Datos de SE-HPLC de infliximab y adalimumab en el compartimento apical y basolateral en puntos
temporales diferentes, respectivamente. Porcentaje de anticuerpos restante en el lado apical de un segmento de
tejido de colon ascendente de rata fijado en un sistema de cdmara de Ussing, aplicado a una concentracién de
0,2 mg/ml y cuantificado en puntos temporales diferentes, usando A) infliximab o B) adalimumab.

Figura 8: CLSM de secciones de tejido de colon de rata ascendente, al final del experimento de incubacién en
camara de Ussing con anticuerpos 0,2 mg/ml, después de la crioseccidn y la tincidn. El infliximab y el adalimumab
se tifieron de color rojo con anticuerpo secundario anti-lIgG humana, los componentes celulares se tifieron de color
verde y los nucleos se tifieron de color azul con DAPI. A) y B) Penetracion de infliximab dentro del tejido de colon.
C) y D) Penetracién de adalimumab dentro del tejido de colon. Ambos estudios de incubacién se realizaron por
triplicado.

Figura 9: Representacién esquemética del proceso de digestién de infliximab y adalimumab.
Figura 10: A)-C) Penetracién del fragmento Fab de infliximab en el segmento de tejido de colon ascendente de rata

a una concentracién apical de 0,8 mg/ml. D) Tejido de control sin exposicidn al fragmento Fab de infliximab, pero
tefiido con anticuerpo secundario que no muestra sefial de fondo. El estudio se realizé por triplicado.
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Figura 11: A)-C) Penetracion del fragmento Fab de adalimumab en el segmento de tejido de colon ascendente de
rata a una concentracion apical de 0,8 mg/ml en segmentos de tejido de colon ascendente de rata fijados en un
sistema de cdmara de Ussing. D) Tejido de control sin exposicién al fragmento Fab de adalimumab, pero teflido
con anticuerpo secundario que no muestra sefial de fondo. El estudio se realiz por triplicado.

Figura 12: A) y B) Penetracién de fragmentos Fab de infliximab y adalimumab a una concentracién apical de
0,2 mg/ml en segmentos de tejido de colon ascendente de rata fijados en un sistema de cdmara de Ussing. C)
Tejido de control sin exposicién al fragmento Fab de infliximab/adalimumab, pero teflido con anticuerpo secundario
que no muestra sefial de fondo. El estudio se realiz6 por triplicado.

Figura 13: A) y B) Penetracion de infliximab en tejido de colon ascendente y descendente de rata, respectivamente,
con capa mucosa alterada en un sistema de cadmara de Ussing. C) y D) Penetracion de adalimumab en tejido de
colon ascendente y descendente, respectivamente, con capa mucosa alterada.

Figura 14: CLSM de secciones de tejido de colon de rata ascendente incubadas con anticuerpos infliximab
0,2mg/ml a pH 6 o 7,4. Sélo se muestra la sefial de anticuerpos. A) y B) Penetracién de infliximab en tejido de
colon ascendente de rata a pH 6 apical. C) y D) Penetracién de infliximab en tejido de colon ascendente de rata a
pH 7,4 apical (n = 3).

Figura 15: CLSM de secciones de tejido de colon ascendente de rata incubadas con 0,2 mg/ml de anticuerpos de
adalimumab a pH 6 o 7,4. S6lo se muestra la sefial de anticuerpos. A) y B) Penetracién de adalimumab en tejido
de colon ascendente de rata a pH 6 apical. C) y D) Penetracién de adalimumab en tejido de colon ascendente de
rata a pH 7,4 apical.

Figura 16: % de dosis de A) infliximab y B) adalimumab restante en el compartimento apical al final de 2 h de
incubacién en la cAmara de Ussing con muestra de tejido colénico humano.

Figura 17: A) y B) Localizacion de infliximab en la mucosa de colon humano y en la regién de la lamina propia. C)
Control de mucosa de colon humano expuesto a anticuerpo secundario sin exposicién a infliximab.

Descripcion detallada

La presente invencion se describe a continuacién con respecto a anticuerpos especificos contra el factor de necrosis
tumoral alfa (TNFa) y fragmentos funcionales del mismo.

La presente invencion se refiere a una composicién que comprende un agente activo seleccionado del grupo que
consiste en anticuerpos especificos contra el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) y fragmentos funcionales
especificos contra TNFa y al menos un aditivo seleccionado de acidificantes, para su uso en el tratamiento topico de
una enfermedad inflamatoria intestinal, en donde dicho tratamiento da como resultado una disminucién del pH en la
luz del intestino grueso de un paciente humano.

En el contexto de la presente solicitud, el término "anticuerpo" se usa como sinénimo de "inmunoglobulina” (1g), que
se define como una proteina que pertenece a la clase 19G, IgM, IgE, IgA o IgD (o cualquier subclase de las mismas)
e incluye todos los anticuerpos y fragmentos de los mismos conocidos convencionalmente. En el contexto de la
presente invencién, un "fragmento funcional" de un anticuerpo/inmunoglobulina se define como un fragmento de unién
a antigeno u otro derivado de un anticuerpo parental que esencialmente mantiene las propiedades de un anticuerpo
parental de este tipo.

Un "fragmento de unién a antigeno" de un anticuerpo/inmunoglobulina se define como un fragmento (por ejemplo, una
regién variable de una IgG) que retiene la regién de unidn a antigeno. Una "regién de unién a antigeno" de un
anticuerpo se encuentra normalmente en una o més regién o regiones hipervariables de un anticuerpo, es decir, las
regiones CDR-1, CDR-2 y/o CDR-3; Los "fragmentos de unién a antigeno" de la invencién incluyen el dominio de un
fragmento F(ab')2 y un fragmento Fab. Los "fragmentos funcionales" de la invencién incluyen fragmento Fab,
fragmento F(ab')2, fragmento Fab', scFv, dsFv, VHH, diacuerpo, triacuerpo, tetracuerpo, proteina de fusién Fc y
minicuerpo. El dominio F(ab")2 o Fab puede modificarse por ingenieria genética para minimizar o eliminar totalmente
las interacciones de disulfuro intermoleculares que existen entre los dominios CH1 y CL. Los anticuerpos o fragmentos
funcionales de la presente invencién pueden ser parte de construcciones bi o multifuncionales.

Los fragmentos funcionales preferidos especificos contra TNFa de la presente invencién son fragmentos Fab,
fragmentos F(ab')2, fragmentos Fab', scFv y diacuerpos.

Los fragmentos Fab pueden obtenerse como productos de digestién purificados después de la digestién de un
anticuerpo especifico de TNFa con una cisteina proteinasa como la papaina (EC 3.4.22.2). Los fragmentos F(ab')2
pueden obtenerse como productos de digestion purificados después de la digestion de un anticuerpo especifico de
TNFa con pepsina (EC 3.4.23.1) o IdeS (enzima de degradaciéon de inmunoglobulinas de Streptococcus pyogenes;
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EC 3.4.22). Los fragmentos Fab' pueden obtenerse a partir de fragmentos F(ab')2 en condiciones reductoras suaves,
por lo que cada molécula F(ab')2 da lugar a dos fragmentos Fab'.

Un scFv es un fragmento Fv monocatenario en el que los dominios ligero variable ("VI") y pesado variable ("Vh") estan
unidos por un puente peptidico.

Un "diacuerpo” es un dimero que consiste en dos fragmentos, cada uno de los cuales tiene regiones variables unidas
entre si a través de un enlazador o similar (en lo sucesivo en el presente documento denominadas fragmentos
formadores de diacuerpos), y normalmente contienen dos V. y dos V. Los fragmentos formadores de diacuerpos
incluyen aquellos que consisten en VL y Vi, VLY Vi, Vuy Vi, etc., preferentemente Vy y V. En fragmentos formadores
de diacuerpos, el enlazador que une regiones variables no est4 limitado especificamente, pero preferentemente es lo
suficientemente corto para evitar enlaces no covalentes entre regiones variables en el mismo fragmento. La longitud
de un enlazador de este tipo puede determinarse seglin sea apropiado por los expertos en la materia, pero
normalmente se usan 2-14 aminoacidos, preferentemente 3-9 aminoacidos, especialmente 4-6 aminoacidos. En este
caso, el V| y el Vy codificados en el mismo fragmento se unen a través de un enlazador lo suficientemente corto para
evitar enlaces no covalentes entre el V. y el Vi en la misma cadena y para evitar la formacién de fragmentos de regién
variable monocatenarios de manera que puedan formarse dimeros con otro fragmento. Los dimeros pueden formarse
mediante enlaces covalentes o no covalentes o ambos entre fragmentos formadores de diacuerpos.

Por otra parte, los fragmentos formadores de diacuerpos pueden unirse a través de un enlazador o similar para formar
diacuerpos monocatenarios (sc(Fv)2). Mediante la unién de fragmentos formadores de diacuerpos usando un
enlazador largo de aproximadamente 15-20 aminoacidos, pueden formarse enlaces no covalentes entre fragmentos
formadores de diacuerpos existentes en la misma cadena para formar dimeros. Basandose en el mismo principio que
para preparar diacuerpos, también pueden prepararse anticuerpos polimerizados tales como trimeros o tetrdmeros
mediante la unién de tres o més fragmentos formadores de diacuerpos.

De acuerdo con el primer aspecto de la invencidn, el anticuerpo o fragmento funcional de la invencién se une
especificamente a TNFa. Las expresiones "anticuerpo anti-TNFa", "anticuerpo contra TNFa" y "anticuerpo especifico
contra TNFa", como se usan en el presente documento, son intercambiables. En su forma més general (y cuando no
se menciona ninguna referencia definida), "unién especifica" se refiere a la capacidad del anticuerpo o fragmento
funcional para discriminar entre TNFa humano y una biomolécula no relacionada, como se determina, por ejemplo, de
acuerdo con métodos de ensayo de especificidad conocidos en la técnica. Dichos métodos comprenden, pero sin
limitacion, transferencias Western y pruebas de ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA). Por ejemplo,
puede realizarse un ensayo ELISA convencional. Normalmente, la determinacién de la especificidad de unidén se
realiza usando no sélo una Unica biomolécula de referencia, sino un conjunto de entre tres y cinco biomoléculas no
relacionadas, tales como leche en polvo, BSA, transferrina o similares. En una realizacién, la unién especifica se
refiere a la capacidad del anticuerpo o fragmento para discriminar entre TNFa humano y TNFB humano. En una
realizacién preferida de la presente invencién, el anticuerpo contra TNFa o fragmento funcional del mismo es un
anticuerpo contra TNFa. En una realizacidn preferida alternativa de la presente invencidn, el anticuerpo contra TNFa
o fragmento funcional del mismo es un fragmento funcional de un anticuerpo contra TNFa.

La expresion "tratamiento tépico” en el contexto de la presente solicitud, se usa para describir la aplicacién local de la
composicién, a diferencia de la aplicacién sistémica de una composicién que contiene anticuerpo contra TNFa, por
ejemplo, mediante infusién intravenosa o inyeccién subcutanea, utilizada en productos comerciales. Sin embargo, el
tratamiento tdpico en la luz intestinal no esté limitado por la forma de administraciéon de la composicién. El término
"administracion" en este contexto se refiere a la manera y forma en la que la composicién entra en primer contacto
con el cuerpo de un paciente. Esto significa que la composicién en una forma adecuada puede administrarse por via
oral, por via rectal o de cualquier otra manera que dé como resultado la acumulacién de la composicién en el sitio de
aplicacion local.

En la presente invencion, la expresién "luz del intestino grueso" se usa para el interior combinado y continuo del
intestino grueso y el ileon terminal del intestino delgado. El intestino grueso es la penultima seccién del tracto
gastrointestinal y puede subdividirse en ciego, colon y recto. El colon puede subdividirse en colon ascendente,
transverso y descendente. El ileon terminal del intestino delgado es la pendltima seccién del intestino delgado y esta
directamente adyacente al ciego. En una realizacién, la expresion "luz del intestino grueso" se refiere al interior
continuo del intestino grueso. La expresién "tracto gastrointestinal", como se usa en el presente documento, describe
el sistema de érganos del cuerpo humano, que incluye todas las estructuras entre la boca y el ano, formando un pasaje
continuo, y es responsable de digerir el material ingerido, absorber nutrientes y expulsar heces.

El tratamiento topico con la composicidn de la presente invencién da como resultado una disminucién del pH en la luz
del intestino grueso de un paciente humano. Sorprendentemente, los presentes inventores han descubierto que la
captacién y penetraciéon de anticuerpos anti-TNFa dentro de la pared del intestino grueso es particularmente eficaz si
el pH en el colon es débilmente acido. En particular, se ha descubierto que la captaciéon y penetracion dentro de la
pared del intestino grueso es mas eficaz a un pH débilmente acido, por ejemplo, un pH de 6, que a un pH neutro o
débilmente bésico, por ejemplo, un pH de 7,4. Por lo tanto, en una realizacién de la presente invencidn, la disminucién
del pH en la luz del intestino grueso facilita la captaciéon y/o penetracién del agente activo dentro de la pared
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gastrointestinal.

En la presente invencidn, la expresion "pared del intestino grueso” se usa para definir el tejido multicapa que rodea la
luz del intestino grueso y forma una barrera entre la luz del intestino grueso y el resto del cuerpo. En el contexto de la
presente invencién, en su definicibn méas amplia, la pared del intestino grueso también incluye la pared gastrointestinal
del ileon terminal. Esta barrera permite la absorcidén activa y pasiva de un conjunto definido de nutrientes y otras
moléculas, incluyendo anticuerpos y fragmentos de los mismos. La pared del intestino grueso esta formada por varias
capas. Estas incluyen, comenzando con la capa orientada hacia la luz del intestino grueso, una capa mucosa o mucosa
seguida de una capa submucosa o submucosa. La mucosa puede subdividirse adicionalmente, comenzando desde el
lado orientado hacia el lumen, dentro de un epitelio, una lamina propia y una mucosa muscular. En el lado luminal, la
capa mucosa esta protegida por una "capa mucosa”, que es un gel proteico viscoso con glicoproteinas de la familia
de las mucinas como componentes principales. La pared del intestino grueso es parte de la pared gastrointestinal.

La pared gastrointestinal corresponde al tejido que rodea el tracto gastrointestinal y forma una barrera entre el tracto
gastrointestinal y el resto del cuerpo.

El término "captacién", como se usa en el presente documento en su definicibn mas amplia, se refiere a la absorcion
de moléculas, como anticuerpos o fragmentos funcionales de los mismos, dentro de la pared gastrointestinal. En una
definicibn més especifica, la captacién puede referirse a la fraccion de la dosis total de anticuerpos anti-TNFa o
fragmentos funcionales de los mismos en la luz del intestino grueso, o en un subvolumen de la luz del intestino grueso,
que se transfiere dentro de la pared del intestino grueso, o puede referirse a la cantidad de anticuerpos anti-TNFa o
fragmentos funcionales de los mismos que se transfiere dentro de una cantidad definida de tejido de la pared del
intestino grueso. El término "penetracién", como se usa en el presente documento, puede referirse a la profundidad a
la que los anticuerpos anti-TNFa o fragmentos funcionales de los mismos pasan dentro de la pared del intestino grueso.
De acuerdo con esta definicidn, la capa submucosa se ubica mas profundamente dentro de la pared del intestino
grueso que la capa mucosa.

En la técnica anterior, se han informado valores de pH en el colon humano en el rango de 6,5 a 7,5. Se ha informado
que el pH de la superficie in vivo de la mucosa de colon humano varia entre 7,1y 7,5 y es consistentemente mas alto
en todos los segmentos anatémicos que el pH luminal (McDougall et al., Dig. Dis. Sci. 1993; 38:542-5). A la luz de
esto, de acuerdo con los hallazgos anteriores de los presentes inventores, disminuir el pH en la luz del intestino grueso
en el sitio donde los anticuerpos anti-TNFa o fragmentos funcionales de los mismos se liberan de la composicién, es
importante garantizar una captaciéon y una penetracién éptimas de los anticuerpos anti-TNFa o fragmentos funcionales
de los mismos dentro de la pared del intestino grueso. Por lo tanto, la composicién de la presente invencion se
proporciona en una forma que da como resultado una disminucién del pH en la luz del intestino grueso de un paciente
humano durante el tratamiento con el anticuerpo anti-TNFa o fragmento funcional del mismo. Se entiende que esta
disminucion del pH se refiere a una disminucién de al menos parte de la luz del intestino grueso, por ejemplo, en una
seccidn o subvolumen de la luz del intestino grueso, o en el microambiente local del anticuerpo anti-TNFa o fragmento
funcional del mismo liberado de la composicién. Por otra parte, en una realizacién, se entiende que esta disminucién
del pH en la luz del intestino grueso, se refiere preferentemente a una disminucién en o cerca de la pared
gastrointestinal en el lado luminal (a diferencia del lado seroso de la pared gastrointestinal) en lugar de una disminucién
general en la propia luz. En una realizacién alternativa de la presente invencidn, el tratamiento con la composicidén de
la presente invencién da como resultado una disminucién del pH en la luz del colon de un paciente humano. En otra
realizacion alternativa, el tratamiento con la composicién de la presente invenciéon da como resultado una disminucién
del pH en la luz del colon ascendente de un paciente humano. En otra realizacion alternativa més, el tratamiento con
la composicidn de la presente invencion da como resultado una disminucién del pH en la luz del colon transverso de
un paciente humano. En una realizacién alternativa adicional, el tratamiento con la composicién de la presente
invenciéon da como resultado una disminucién del pH en la luz del colon descendente de un paciente humano. En una
realizacion alternativa adicional, el tratamiento con la composiciéon de la presente invencién da como resultado una
disminucién del pH en la luz del colon proximal de un paciente humano. En una realizacién alternativa adicional, el
tratamiento con la composicién de la presente invencién da como resultado una disminucién del pH en la luz del colon
distal de un paciente humano.

En la técnica se conocen medios para medir el pH en la luz del intestino grueso. El pH en la luz del intestino grueso
puede medirse, por ejemplo, usando una capsula de radiotelemetria, por ejemplo, una capsula de motilidad
inalambrica (WMC, por sus siglas en inglés), un electrodo sensible al pH pasado por via oral o el sistema IntelliCap®
(Medimetrics).

De acuerdo con la presente invencién, la composicién es capaz de reducir el pH de un microambiente local del
anticuerpo o fragmento funcional en la luz del intestino grueso. Los microambientes son espacios, en donde se
controlan y mantienen condiciones especificas con el fin de obtener efectos terapéuticos especificos, es decir,
mediante el suministro de una composicién de medicamento personalizada en un area diana de un cuerpo vivo para
un efecto terapéutico. En una realizacién, el término "microambiente", como se usa en el presente documento, se
refiere al sitio o subvolumen en la luz del intestino grueso, que se caracteriza por un pH disminuido para promover la
liberacion controlada del anticuerpo anti-TNFa o fragmento del mismo de la composicién. En otra realizacién, el
microambiente local del anticuerpo o fragmento funcional del mismo, se refiere al sitio o subvolumen en la luz intestinal,
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en el que los anticuerpos o fragmentos funcionales de los mismos se liberan de la composicién.

De acuerdo con una realizacién de la presente invencién, el tratamiento tépico con la composicién da como resultado
un pH en la luz del intestino grueso inferior a 6,5, méas preferentemente inferior a 6,3, incluso mas preferentemente
aproximadamente 6. De acuerdo con el primer aspecto, el tratamiento tépico da como resultado un pH en la luz del
intestino grueso, preferentemente, la luz del colon, de 5,5 a 6,5, preferentemente de 5,6 a 6,4, mas preferentemente
de 5,7 a 6,3, incluso mas preferentemente de 5,8 a 6,2, mucho mas preferentemente de 5,9 a 6,1, por ejemplo,
aproximadamente 6,0. La expresidén "da como resultado un pH en la luz del intestino grueso inferior @" seguido de un
valor especifico, por ejemplo, 7, 6,5, etc., no ha de entenderse que significa que el tratamiento da como resultado un
pH luminal inferior a dicho valor en toda la luz del intestino grueso, sino que significa que da como resultado un pH
luminal en parte de la luz del intestino grueso, por ejemplo, en una seccidén o subvolumen de la luz del intestino grueso
o en el microambiente local de los anticuerpos anti-TNFa o fragmentos funcionales de los mismos liberados de la
composicién.

En la técnica se conocen medios adecuados para reducir el pH, por ejemplo, en la luz del intestino grueso. Los medios
adecuados para reducir el pH luminal para que esté dentro de un intervalo deseado incluyen, por ejemplo, agentes
tampén y/o acidificantes. El término "acidificante”, como se usa en el presente documento, se refiere a una sustancia
o agente que directa o indirectamente provoca acidificacién. Un acidificante, por ejemplo, es una sustancia orgénica o
inorganica que es, se convierte o produce, acidos. En una realizacién preferida de la presente invencion, la
composicibn comprende como aditivo al menos un agente tampén y/o acidificante. En la técnica se conocen
acidificantes adecuados para la ingestién humana. Son ejemplos de acidificantes adecuados para la composicién de
la presente invencion &cido acético, 4cido adipico, acido ascérbico, &cido citrico, acido fumarico, acido itacénico, acido
lactico, &cido maleico, acido malico, &cido fosférico, acido propidnico, acido sérbico, &cido succinico y acido tartarico.
Los ejemplos de agentes tamp6n adecuados incluyen, pero sin limitacion, tampén de Tris-citrato (Tris + acido citrico
+ citrato de sodio), tampén de citrato (acido citrico + citrato de sodio), tampén de citrato y fosfato (fosfato de sodio
dibasico + acido citrico), tampdn de fosfato (fosfato de sodio monobésico + fosfato de sodio dibasico).

De acuerdo con la presente invencién, la composicién puede estar en cualquier forma que, tras la administracién,
permita el tratamiento tépico en la luz del intestino grueso de un paciente humano. La composicién puede ser una
forma farmacéutica sélida en forma de microgranulos, granulos, microparticulas, nanoparticulas, minicomprimidos,
capsulas o comprimidos y similares. Se sabe en la técnica cémo fabricar formas farmacéuticas sélidas, por ejemplo,
se puede hacer referencia a "Aulton's Pharmaceutics: The Design and Manufacture of Medicines", titulo de Churchill
Livingstone, 4.2 edicién revisada, 2013 (ISBN: 978-0-7020-4290-4). El anticuerpo anti-TNFa o fragmento funcional del
mismo y el al menos un aditivo pueden ser parte del mismo compartimento o capa de la forma farmacéutica sélida, o
pueden ser parte de compartimentos o capas separados. En una realizacién de la presente invencion, el aditivo es
parte de un compartimento o capa y esta en una matriz con el anticuerpo anti-TNFa o fragmento funcional del mismo.
Un "compartimento” de una forma farmacéutica sélida, como se usa en el presente documento, es una seccién de la
forma farmacéutica sélida completa que forma una subunidad distinta de la forma farmacéutica sélida, separable de
los compartimentos vecinos de la forma farmacéutica sélida por sus propiedades fisicoquimicas. Los compartimentos
pueden estar en forma de granulos, particulas, microparticulas, nanoparticulas, microgranulos, minicapsulas o
minicomprimidos y similares, que se combinan en la forma farmacéutica sélida. Una "capa" de una forma farmacéutica
sélida, como se usa en el presente documento es, por ejemplo, una pelicula o recubrimiento de espesor definido, que
se aplica a un nucleo inerte o a otra capa ya aplicada a un nuUcleo inerte, y que es separable del nlcleo de la forma
farmacéutica sélida u otras capas por sus propiedades fisicoquimicas. En la técnica se sabe cémo aplicar una capa a
un nucleo inerte o encima de otra capa. Dependiendo de los constituyentes del nlcleo inerte y de la una o mas capas
de la forma farmacéutica sélida, tras la exposicién a un medio acuoso, las diferentes capas pueden disolverse
secuencialmente, con la capa mas externa en primer lugar, seguida de la capa justo por debajo, etc.; parcialmente de
forma secuencial comenzando en primer lugar con la mas externa, pero comenzando a disolverse la capa inferior
antes de que la capa mas externa se disuelva totalmente; o esencialmente simultaneamente, opcionalmente con el
apoyo de la rapida disgregacidn del nucleo inerte, por ejemplo, debido a la presencia de disgregantes.

Si el anticuerpo anti-TNFa o fragmento funcional del mismo y el al menos un aditivo seleccionado de acidificantes son
parte de diferentes compartimentos de la forma farmacéutica sélida, pueden liberarse simultanea o secuencialmente,
preferentemente simultaneamente, en analogia con la liberacién de diferentes capas como se ha descrito
anteriormente. Si el anticuerpo anti-TNFa o fragmento funcional del mismo y el al menos un aditivo son parte de
diferentes compartimentos y se liberan de forma secuencial o parcialmente secuencial, preferentemente, se libera en
primer lugar el al menos un aditivo.

Si el anticuerpo anti-TNFa o fragmento funcional del mismo y el al menos un aditivo son parte de diferentes capas de
la forma farmacéutica sdélida, las capas pueden estar separadas por una 0 mas capas intermedias. Si el anticuerpo
anti-TNFa o fragmento funcional del mismo y el al menos un aditivo son parte de diferentes capas y se liberan de
forma secuencial o parcialmente secuencial, preferentemente, se libera en primer lugar el al menos un aditivo.

El nlcleo, las capas y/o los compartimentos de la forma farmacéutica sélida pueden comprender aditivos adicionales,
como aglutinantes hidréfilos, cargas, disgregantes, plastificantes, agentes antiadherentes y lubricantes. Los expertos
en la materia conocen aglutinantes hidréfilos, cargas, disgregantes, plastificantes, agentes antiadherentes y
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lubricantes adecuados. Los ejemplos de aglutinantes hidréfilos incluyen copovidona, hidroxipropilmetilcelulosa,
polivinilpirrolidona e hidroxipropilcelulosa. Los ejemplos de cargas incluyen lactosa, maltodextrina, manitol, celulosa
microcristalina, almiddn pregelatinizado y ésteres de sacarosa. Los ejemplos de disgregantes incluyen crospovidona,
croscarmelosa de sodio, glicolato de almiddén de sodio, celulosa microcristalina y almiddén pregelatinizado. Los
ejemplos de agentes antiadherentes incluyen diéxido de silicio coloidal, talco, estearato de magnesio, monoestearato
de glicerilo. Los ejemplos de lubricantes incluyen estearato de magnesio, estearato de calcio, monoestearato de
glicerilo, aceite de ricino hidrogenado, laurilsulfato de sodio, estearil fumarato de sodio, 4cido esteérico, estearato de
cinc, talco y ésteres de sacarosa.

En una realizacién de la presente invencién, la composicién en forma de una forma farmacéutica sélida comprende
de aproximadamente el 0,1 a aproximadamente el 50 % en peso, basandose en la forma farmacéutica total
(preferentemente de aproximadamente el 1 a aproximadamente el 30 % en peso basandose en la forma farmacéutica
total), de un anticuerpo anti-TNFa o fragmento funcional del mismo o una combinacién de anticuerpos anti-TNFa y/o
fragmentos funcionales de los mismos; de aproximadamente el 1 a aproximadamente el 60 % en peso, basandose en
la forma farmacéutica total (preferentemente de aproximadamente el 5 a aproximadamente el 50 % en peso
basandose en la forma farmacéutica total), de al menos un aditivo seleccionado de agentes tampén, acidificantes y
combinaciones de los mismos; y de aproximadamente el 0 a aproximadamente el 95 % en peso de la forma
farmacéutica total de otros aditivos.

En una realizacién en la que al menos un aditivo seleccionado de acidificantes en la forma farmacéutica sélida es parte
de un compartimento o capa separada del compartimento o capa que comprende el anticuerpo anti-TNFa o fragmento
funcional del mismo, el compartimento o capa que comprende al menos un aditivo puede comprender el 1-80 %,
preferentemente el 2-65 %, mas preferentemente el 5-50 %, incluso mas preferentemente el 10-40 % de aditivo, con
respecto al peso total del compartimento o capa, y puede comprender ademéas polimeros hidréfilos, cargas,
disgregantes, agentes antiadherentes y lubricantes.

De acuerdo con la presente invencién, la concentracién en la luz del intestino grueso del anticuerpo contra TNFa o
fragmento funcional del mismo tras la administracién de la composicién inventiva no esta limitada particularmente. En
una realizacién de la presente invencién, la concentracién del anticuerpo anti-TNFa o fragmento funcional del mismo
en la luz del intestino grueso tras la administraciéon de la composicién inventiva esta en el intervalo de 0,02 mg/ml a
2 mg/ml, preferentemente de 0,2 mg/ml a 1 mg/ml, mas preferentemente de 0,2 mg/ml a 0,8 mg/ml.

Los presentes inventores han descubierto que mediante el aumento de la concentracion del anticuerpo anti-TNFa o
fragmento funcional del mismo en el lado luminal de la pared del intestino grueso, por ejemplo, de 0,02 mg/ml
progresivamente a 2 mg/ml, también aumenta la captacién de anticuerpos dentro de la pared gastrointestinal en un
periodo de tiempo determinado. Por lo tanto, en una realizacién de la presente invencién, la composicién para su uso
en el tratamiento tépico en la luz del intestino grueso de un paciente humano, proporciona una concentracién del
anticuerpo anti-TNFa o fragmento funcional del mismo en la luz del intestino grueso, que se correlaciona directamente
con el nivel tisular del anticuerpo anti-TNFa o fragmento funcional del mismo captado dentro de la pared del intestino
grueso. El nivel/extensién de la inflamacién gastrointestinal debido a la enfermedad inflamatoria intestinal puede variar
entre pacientes asi como para un paciente determinado en puntos temporales diferentes. En la técnica se sabe cémo
determinar el nivel/lextension de la inflamacién gastrointestinal debida a la enfermedad inflamatoria intestinal. El
nivel/extension de la inflamacidén gastrointestinal debida a la enfermedad inflamatoria intestinal puede determinarse,
por ejemplo, midiendo el nivel de un biomarcador fecal o serolégico de inflamacién gastrointestinal en muestras de
heces o sangre, respectivamente, de un paciente, preferentemente un biomarcador fecal. Los biomarcadores fecales
de inflamacién gastrointestinal incluyen calprotectina, lactoferrina, S100A12 o TNFa y se pueden determinar mediante
el uso de técnicas inmunoquimicas.

De acuerdo con el hallazgo anterior, la dosis de anticuerpo anti-TNFa o fragmento funcional del mismo proporcionada
a un paciente puede adaptarse a las necesidades individuales de cada paciente.

Por lo tanto, en otra realizacion de la presente invencién, la composicién proporciona ademas una concentracion del
anticuerpo anti-TNFa o fragmento funcional del mismo, en la luz del intestino grueso que se adapta al nivel de
inflamacién en el intestino grueso del paciente humano, de manera que a un paciente con un nivel alto de inflamacién
gastrointestinal en el intestino grueso se le proporciona una mayor concentracién de anticuerpo anti-TNFa o fragmento
funcional del mismo en la luz del intestino grueso, dando como resultado un mayor nivel de anticuerpo anti-TNFa o
fragmento funcional del mismo captado por la pared del intestino grueso diana, que un paciente con un nivel de
inflamaciéon més bajo.

Por otra parte, los presentes inventores descubrieron que ya una concentracién relativamente baja de anticuerpo anti-
TNFa o fragmento funcional del mismo en el lado luminal de la pared del intestino grueso, por ejemplo, de
aproximadamente 0,2 mg/ml, es captada répida y eficazmente dentro de la pared del intestino grueso y penetra
eficazmente en la capa submucosa a las 2 h de la primera exposicion. Por lo tanto, en una realizacién adicional de la
presente invencidn, la composicién proporciona una concentracién de anticuerpo anti-TNFa o fragmento funcional del
mismo en la luz del intestino grueso de aproximadamente 0,2 mg/ml, para pacientes humanos con niveles bajos a
moderados de inflamacién gastrointestinal. Los pacientes pueden tener niveles bajos a moderados de inflamacion
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gastrointestinal, debido a una forma menos grave de enfermedad inflamatoria intestinal (es decir, una forma leve o
moderada de enfermedad inflamatoria intestinal), o debido al hecho de que estan en remision.

Las concentraciones dentro de los intervalos anteriores en la luz del intestino grueso pueden conseguirse mediante
una acumulacién selectiva de anticuerpos anti-TNFa o fragmentos funcionales de los mismos. La forma y los medios
de acumulacién dirigida en la luz del intestino grueso no estan particularmente limitados y pueden conseguirse
mediante métodos conocidos en la técnica. Estos incluyen aprovechar los procesos innatos del tracto gastrointestinal
que dan como resultado, por ejemplo, diferencias de pH y microflora y tiempos de residencia especificos de los
materiales ingeridos en diferentes secciones del tracto gastrointestinal. Se conocen en la técnica métodos para
muestrear concentraciones de proteinas especificas, incluyendo anticuerpos especificos en la luz del intestino grueso.
Las muestras pueden recogerse, por ejemplo, de las heces expulsadas o usando un tubo flexible insertado a través
del ano dentro del intestino grueso. La concentracién de anticuerpos contra TNFa puede determinarse entonces
usando ELISA o transferencias Western u otras técnicas inmunoquimicas, de manera similar a lo que se ha descrito
para la medicién de la concentraciéon de TNFa fecal en Nicholls et al. (J Clin Pathol. agosto de 1993; 46(8): 757-760),
con un anticuerpo especifico contra el anticuerpo anti-TNF o fragmento funcional del mismo utilizado en la
composicién.

Se ha descubierto que, si la capa mucosa de la pared del intestino grueso esta dafiada, la captacion de anticuerpos
anti-TNFa o fragmentos funcionales de los mismos dentro de la pared del intestino grueso aumenta notablemente. Por
otra parte, si la capa mucosa de la pared del intestino grueso esta dafiada, los anticuerpos anti-TNFa o fragmentos
funcionales de los mismos son captados mas rapidamente; de manera que, por ejemplo, ya 30 minutos después de la
exposicion inicial a anticuerpos anti-TNFa o fragmentos funcionales de los mismos, en la mucosa colénica pueden
encontrarse significativamente més anticuerpos anti-TNFa o fragmentos funcionales de los mismos, si la capa mucosa
esta alterada. Por Ultimo, en caso de alteracién de la capa mucosa, esto da como resultado una penetracién rapida de
una fracciébn considerable, de los anticuerpos anti-TNFa o fragmentos funcionales de los mismos captados,
profundamente en la capa submucosa.

La alteracién de la capa mucosa intestinal se considera un rasgo caracteristico de la Ell y se cree que provoca una
inflamacion intestinal crénica del area afectada de la pared gastrointestinal. Las é&reas afectadas de la pared
gastrointestinal, por ejemplo, la pared del intestino grueso, de dicha inflamacién intestinal crénica son los sitios de
inflamacién. Particularmente en la patogenia de la CU, la alteracién de la capa mucosa se considera un factor
importante. La expresiéon "alteracién de la capa mucosa', como se usa en el presente documento, se refiere a la
pérdida parcial o completa de la capa mucosa de la capa epitelial més externa de la mucosa.

Por lo tanto, en una realizaciéon de la presente invencién, el tratamiento tépico da como resultado una captacion
aumentada del anticuerpo anti-TNFa o fragmento funcional del mismo dentro de la pared del intestino grueso en los
sitios de inflamacién. En otra realizaciéon de la presente invencién, el tratamiento tépico da como resultado una
absorcién més rapida del anticuerpo anti-TNFa o fragmento funcional del mismo dentro de la pared gastrointestinal en
los sitios de inflamacién. En ofra realizacién més de la presente invencién, el tratamiento tépico da como resultado
una penetracién mas rapida del anticuerpo especifico contra TNFa o fragmento funcional del mismo dentro de la capa
submucosa més profunda de la pared gastrointestinal en los sitios de inflamacién. En una realizacién preferida, es el
anticuerpo anti-TNFa, para el que la captacién aumenta o es mas rapida, o para el que la penetracién es més profunda
en el sitio de inflamacién.

Los presentes inventores descubrieron que, tras la incubacién de anticuerpos anti-TNFa o fragmentos funcionales de
los mismos con el tejido colénico, aunque son captados eficientemente en el lado luminal, ningln anticuerpo anti-TNFa
o fragmento funcional del mismo habia abandonado la pared del intestino grueso en el lado opuesto después de 2 h
de incubacién, lo que indica que los anticuerpos contra TNFa o fragmentos funcionales de los mismos quedan
retenidos eficazmente en el tejido colénico. Por lo tanto, en otra realizacién mas de la presente invencién, el tratamiento
tépico con la composicién inventiva da como resultado una retencién del anticuerpo anti-TNFa o fragmento funcional
del mismo en la pared gastrointestinal, con sélo una liberacién sistémica menor al resto del cuerpo.

En una realizacién de la presente invencién, la composicidén para su uso en el tratamiento tépico de las enfermedades
inflamatorias intestinales proporciona una concentracién de anticuerpo anti-TNFa o fragmento funcional del mismo en
la luz del intestino grueso de 0,02 mg/ml a 0,4 mg/ml. Concentraciones preferidas adicionales en la luz del intestino
grueso de acuerdo con esta realizacién son de 0,05 mg/ml a 0,35 mg/ml, més preferentemente de 0,1 mg/ml a
0,3 mg/ml, mucho mas preferentemente de 0,15 mg/ml a 0,25 mg/ml, por ejemplo, aproximadamente 0,2 mg/ml. En
otra realizacién de la presente invencién, la composicién para su uso en el tratamiento tépico de las enfermedades
inflamatorias intestinales proporciona una concentracién de anticuerpo anti-TNFa o fragmento funcional del mismo en
la luz del intestino grueso de 0,4 a 1 mg/ml. Concentraciones preferidas adicionales en la luz del intestino grueso de
acuerdo con esta realizacion son de 0,5 mg/ml a 0,95 mg/ml, mas preferentemente de 0,6 mg/ml a 0,9 mg/ml, mucho
méas preferentemente de 0,75 mg/ml a 0,85 mg/ml, por ejemplo, aproximadamente 0,8 mg/ml.

En una realizacién alternativa, el uso de la composiciéon inventiva da como resultado una disminucién del pH, de

acuerdo con los valores de pH como se definen en una cualquiera de las realizaciones anteriores, en el ileon terminal
del intestino delgado de un paciente humano. En otra realizacién alternativa, el uso de la composicién inventiva
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proporciona una concentracién del anticuerpo anti-TNFa o fragmento funcional del mismo, de acuerdo con las
concentraciones como se definen en una cualquiera de las realizaciones anteriores, en el ileon terminal del intestino
delgado de un paciente humano. Una disminucién de este tipo del pH luminal y dichas concentraciones en el ileon
terminal son particularmente beneficiosas para pacientes que padecen la enfermedad de Crohn. Por lo tanto, para
estas realizaciones alternativas, el paciente humano es preferentemente un paciente que padece la enfermedad de
Crohn.

De acuerdo con la presente invencidn, puede usarse un fragmento funcional de un anticuerpo especifico de TNFa en
la composicién para su uso en el tratamiento de enfermedades inflamatorias intestinales. Como se muestra para el
fragmento Fab del ejemplo 6, el uso de dicho fragmento funcional permite la absorcién aumentada dentro de la pared
del intestino grueso y puede conducir a la acumulacién del fragmento funcional en la mucosa y en la submucosa. El
fragmento funcional especifico contra TNFa de la presente invencién es un fragmento Fab, un fragmento F(ab')2, un
fragmento Fab', un scFv, un dsFv, un VHH, un diacuerpo, un triacuerpo, un tetracuerpo, una proteina de fusién Fc o
un minicuerpo.

En una realizacién de la presente invencién, la composicidén para su uso en el tratamiento tépico de las enfermedades
inflamatorias intestinales se administra por via oral. La administraciéon oral en el contexto de la presente invencion
significa la introduccién de la composicidn en el tracto gastrointestinal a través de la boca. En una realizacién preferida
de la presente invencién, la composicién es una forma farmacéutica sélida, preferentemente en forma de microgranulo,
granulo, microparticula, nanoparticula, minicomprimido, céapsula o comprimido recubierto con un material de
recubrimiento que impide la liberacién de la composicién antes de la regién ileocolénica del intestino. La regién
ileocolénica es la regién del tracto gastrointestinal donde el intestino delgado se fusiona con el intestino grueso, es
decir, el ileon terminal.

Se conocen en la técnica materiales de recubrimiento para la liberacién dirigida de una composicién en la luz del
intestino grueso. Se pueden subdividir en materiales de recubrimiento que se disgregan por encima de un pH
especifico, materiales de recubrimiento que se disgregan después de un tiempo de residencia especifico en el tracto
gastrointestinal y materiales de recubrimiento que se disgregan debido a desencadenantes enziméticos especificos
de la microflora del intestino grueso. Se han revisado materiales de recubrimiento de estas tres categorias diferentes
para dirigirse al intestino grueso, por ejemplo, en Bansal. et al. (Polim. Med. 2014, 44, 2109-118). Estos usos de dichos
materiales de recubrimiento también se han descrito, por ejemplo, en el documento WO2007/122374A2, el documento
WO0176562A1, el documento WO03068196A1 y el documento GB2367002A.

Los materiales de recubrimiento preferidos de la presente invencién son ftalato de acetato de polivinilo, trimelitato de
acetato de celulosa, ftalato de hidroxipropilmetilcelulosa HP-50, ftalato de hidroxipropilmetilcelulosa HP-55, ftalato de
hidroxipropilmetilcelulosa HP-55S, succinato de acetato de hidroxipropilmetilcelulosa, ftalato de acetato de celulosa,
copolimero de acido acrilico, Eudragit L100-55, Eudragit L30D-55, Eudragit L-100, Eudragit L12.5, Eudragit S- 100,
Eudragit S12,5, Eudragit FS30D, ftalato de hidroxipropiletilcelulosa, PEG 6000, Ac-di-sol, talco, succinato de acetato
de  hidroxipropilmetilcelulosa  (HPMCAS), hidroximetilcelulosa,  etilcelulosa, celulosa  microcristalina,
hidroxipropilmetilcelulosa, sulfato de condroitina, pectina, goma guar, quitosano, lactosa, maltosa, celobiosa, inulina,
ciclodextrina, lactulosa, rafinosa, estaquiosa, alginato, dextrano, goma xantana, goma guar, almidén, tragacanto, goma
garrofin, celulosa, arabinogalactano, amilosa y combinaciones de los mismos.

En una realizacidén diferente de la presente invencién, la composicién para su uso en el tratamiento tépico de las
enfermedades inflamatorias intestinales se administra por via rectal. La administracion rectal en el contexto de la
presente invencidn significa la introduccién de la composicién dentro del tracto gastrointestinal a través del ano. En
una realizacién preferida de la presente invencién, la composicién se usa en forma de un enema, un gel, una espuma
0 un supositorio.

Una dosis unitaria de la composicibn puede comprender una cantidad de agente activo en el intervalo de
aproximadamente 0,1 mg a aproximadamente 100 mg, o de aproximadamente 1 mg a aproximadamente 80 mg, o de
aproximadamente 10 mg a aproximadamente 50 mg.

La composicién de la presente invencién se administra preferentemente al paciente de una a tres veces al dia. En una
realizacién, la composicion se administra dos veces al dia. En otra realizacién, la composicion se administra tres veces
al dia. Mucho més preferentemente, la composicién se administra una vez al dia.

La composicién descrita en el presente documento puede usarse en un método para prevenir una fase aguda de la
enfermedad inflamatoria intestinal. La composicién descrita en el presente documento puede usarse en un método
para prevenir los brotes en un paciente que tiene enfermedad inflamatoria intestinal en remisién.

Cualquier referencia en la descripcién a métodos de tratamiento se refiere a los compuestos, las composiciones

farmacéuticas y los medicamentos de la presente invencion para su uso en un método para el tratamiento del cuerpo
humano (o animal) mediante terapia.
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Ejemplos

Materiales y métodos aplicados en los ejemplos
Modelo de colon humano

Se usé un modelo de colon basado en un inéculo fecal mixto para imitar el ambiente luminal del intestino grueso
humano. El modelo se instalé dentro de una estacion de trabajo anaerébica (estacién de trabajo Electrotek 500TG,
Electrotek, West Yorkshire, Reino Unido) se mantuvo a 37 °C y una humedad relativa del aire del 70 %. A tres
voluntarios humanos sanos se les entregaron recipientes de plastico previamente pesados en los que se recogieron
muestras fecales. Los voluntarios no tomaban medicacidén y no habian tomado antibiéticos durante al menos los seis
meses anteriores. La materia fecal se transfirié en la estacién de trabajo anaerébico y se diluyé con medio basal recién
preparado (como se describe en Hughes et al,, 2008, FEMS Microbiol Ecol 64(3). 482-493) para obtener una
suspensién al 15 % p/p mediante homogeneizaciéon usando un homogeneizador Ultra Turrax® (IKA T18 Basic) a una
velocidad de 18.000 rpm. El medio bacteriano homogeneizado se tamizd a través de un tejido de malla abierta
(SefarNitex®, tamafio de poro 350 ym) para eliminar cualquier material fibroso no homogeneizado. El pH y la
capacidad tamponante de la suspensién fecal humana fueron 6,8 y 28,3 mM/l/unidad de pH respectivamente, que
concuerdan estrechamente con los valores del colon ascendente humano descritos en la técnica anterior. EI modelo
se ha usado ampliamente para evaluar la estabilidad de moléculas pequefias y péptidos en el colon. Por otra parte,
Tannergren et al. (2008 Eur J Pharm Sci 57: 200-206), quienes lograron una buena correlacién entre la degradacién
del farmaco en el colon y la fraccién absorbida en el colon, han demostrado la relevancia in vivo de este tipo de modelo
de colon.

Cromatografia de exclusién por tamafio (SEC)

El anélisis de la muestra se realizé usando un sistema de cromatografia de liquidos de alto rendimiento (HPLC) (Agilent
Technologies, 1260 Infinity) equipado con una bomba (modelo G1311C), un muestreador automético (modelo
G1329B) y un detector UV de matriz de diodos (modelo G1314B). Se usé una columna de cromatografia de exclusién
por tamafio (SE, por sus siglas en inglés) Biosep de 600 x 7,8 mm de 5 ym SEC-s3000 de 400 A (Phenomenex,de
Torrance, CA) para la separacién de muestras usando solucién salina de tampén de fosfato (pH 7,3) preparada en
agua estéril de calidad HPLC como fase movil para la elucién, a un caudal de 1 ml/min. El andlisis se realizd a
temperatura ambiente y la longitud de onda de deteccién de UV se ajusté a 280 nm. Cada muestra se analizd durante
40 minutos para permitir la elucién completa de las proteinas de la muestra y reducir el exceso. El tiempo de retencidn
del anticuerpo 1gG1, los fragmentos F(ab')2 y Fab/Fc fue de 17, 18,2 y 20,3 minutos, respectivamente.

SDS-PAGE y tincién con plata

Después de la separacién en el sistema de SE-HPLC, las muestras se retiraron en sus respectivos tiempos de
retencién y se analizaron para su identificacién a través de determinacién del peso molecular mediante SDS-PAGE
usando un tanque de electroforesis XCell SureLock® Mini-Cell (ThermoFisher Scientific) y un gel prefabricado
Novex®Bis-Tris al 4-12 % (ThermoFisher Scientific). Se afiadieron 6 pl de tampén de muestra LDS a 20 ul de solucién
de muestra y se afladieron 20 pl de esta mezcla a los pocillos del gel junto con 3 pl de patrén de proteina. Se afiadi6é
una solucién tampén de ejecucidn recién preparada diluida 10 veces y el gel se ejecut6 a 200 V durante 50 minutos.
Al final de la operacién, el gel se retiré con cuidado y se afladié a 20 ml de colorante de color azul de Coomassie
durante al menos 1 hora con agitacion suave. Debido a la baja concentracion del anticuerpo intacto y de los fragmentos
formados, la tincién con azul de Coomassie no fue suficiente para visualizar claramente las bandas de proteinas. Por
lo tanto, se realiz6é una tincién con plata en el mismo gel después de cada analisis debido a la alta sensibilidad del
método. El gel se lavé dos veces con agua durante 5 minutos. El gel se fijé en etanol al 30 %: &cido acético al 10 %:
agua al 60 %, dos veces durante 15 minutos con agitacién suave. El gel se lavé con etanol al 10 %, dos veces durante
5 minutos seguido de agua usando el mismo ciclo. Después de esto, el gel se sensibilizd durante 1 minuto con solucién
sensibilizadora y después se lavd con agua dos veces durante 1 minuto cada una. Después, la tincion del gel se realizé
durante 30 minutos en la solucién de tincién seguido de lavado dos veces durante 20 segundos cada uno con agua.
Después, el gel se incubd en una solucién reveladora (25 ml/gel) durante 2-3 minutos hasta que las bandas empezaron
a aparecer claramente. La accidén se detuvo afiadiendo una solucidén de acido acético al 5 % durante 10 minutos.

Muestras de tejido

Todos los experimentos que usaron muestras de tejido de rata fueron aprobados por el comité de revisidn ética de la
Facultad de Farmacia de la University College London (UCL) y se realizaron de acuerdo con las normas de la oficina
central del Reino Unido a tenor de la Ley de Animales (Procedimientos Cientificos), 1986. Se usaron ratas Wistar
macho de 6 a 8 semanas de edad (Harlan UK Ltd, Oxfordshire, Reino Unido) que pesaban de 200 a 250 g. Los
animales se alojaron a temperaturas controladas con ciclos de luz y oscuridad, fueron alimentados con granulos de
pienso para ratones convencionales, tuvieron acceso a agua corriente embotellada y se aclimataron antes de ser
estudiados. Las ratas se sacrificaron colocando al animal en una camara de CO2 durante 5 minutos.

Uso en la céamara de Ussing
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El segmento de tejido se recogié del colon ascendente de una rata wistar macho y se transfirié a una solucién enfriada
con hielo de solucién Ringer de bicarbonato de Krebs (KBr) de pH 7,4. El tejido se abrié transversalmente y se lavd
con solucién de KBr para eliminar el contenido luminal y se monté en cadmaras de Ussing (Harvard Apparatus,
Cambridge, Reino Unido). El sistema consiste en una cdmara apical que representa el lado luminal (de la mucosa) del
tejido y una cdmara basolateral que representa el lado sanguineo (de la serosa). El 4rea de tejido expuesto a cada
lado de la camara fue de 0,29 cm? y la regién de montaje del tejido fue de 4 x 8 mm. El volumen de KBr en cada
camara fue de 3 ml y el pH se mantuvo en 7,4. El sistema de trabajo consiste en un conjunto con capacidad para un
maximo de seis camaras verticales, un colector de gas para purga de carbono (O2 al 95 %, CO2 al 5 %) y un bloque
calentador para mantener la temperatura de las cdmaras a 37 °C durante los experimentos con el uso de un bafio de
agua circulante.

El tejido se incubd con KBr durante 20 minutos antes de la adicién del fArmaco. Las concentraciones de infliximab
(anticuerpo monoclonal [mAb] anti-TNFa IgGl:k-quimérico de ratén-humano disponible en el mercado) y adalimumab
(anticuerpo monoclonal anti-TNFa IgG1 humano disponible en el mercado) probadas durante los experimentos de
permeacidén fueron de 2 mg/ml, 0,8 mg/ml y 0,2 mg/ml. Las concentraciones de fragmentos Fab de infliximab y
adalimumab probadas durante los experimentos de permeacién fueron de 0,2 mg/mly 0,8 mg/ml. Los anticuerpos y
los fragmentos Fab se afiadieron en la cdmara apical del sistema de camara de Ussing frente al lado luminal (de la
mucosa) del tejido y se incubaron durante 2 horas, a menos que se especifique otra cosa para diferentes estudios de
puntos temporales. El tejido sin farmaco se incubé en paralelo durante el mismo tiempo que actudé como control. Las
camaras se purgaron con O al 95 %, CO; al 5 % y se mantuvieron a 37 °C mediante camisas de agua durante la
incubacion. Se retiraron muestras (150 pl) de ambos compartimentos en puntos temporales cada hora y se afiadieron
a un céctel inhibidor de proteasa (450 pl) para cuantificar la cantidad de 19G o fragmento Fab que habia penetrado en
el tejido desde la camara apical. La resistencia eléctrica transepitelial (TEER, por sus siglas en ingles) se control6
continuamente durante el experimento para confirmar la viabilidad e integridad del tejido. Los tejidos con un valor
TEER inferior a 200 no se usaron para los experimentos de permeacion.

Crioseccion, tincién secundaria de anticuerpos y microscopia de barrido laser confocal (CLSM, por sus siglas en inglés)

La seccién de tejido expuesta a los anticuerpos o fragmentos Fab se corté suavemente al final del experimento y se
transfiri6 inmediatamente a un criostato (Leica CM3050, Leica Microsystems, Milton Keynes, Reino Unido) a -20 °C.
El tejido se dejé congelar durante 15-20 minutos. Después de congelar el tejido, se cortaron secciones delgadas de
tejido (10 pm) y se montaron en portaobjetos de microscopio adherentes (SuperFrost® Plus, VWR International,
Leuven, Bélgica). Se cortaron hasta 6 secciones del tejido expuesto al farmaco y 2 secciones del tejido de control sin
farmaco. Los portaobjetos se mantuvieron a temperatura ambiente durante 15 minutos antes de iniciar el
procedimiento de tincién. Las secciones de tejido se fijaron en paraformaldehido al 4 % (Sigma-Aldrich, Reino Unido)
durante 10 minutos, seguido de una incubacidén con tensioactivo Triton X-100 al 0,1 % (Sigma-Aldrich, Reino Unido)
durante 5 minutos para abrir las uniones estrechas. Después, las secciones se incubaron con albumina sérica bovina
(BSA) al 1 % (Sigma-Aldrich, Reino Unido) durante 30 minutos para evitar la unién no especifica. Se incluyeron etapas
de lavado en cada fase usando solucién salina tamponada con fosfato (PBS). Después, las secciones se tifieron con
anticuerpo secundario, 10 pug/ml, (Rojo) (anti-lgG humana de cabra, Alexa Fluor® 633, Molecular Probes, Reino Unido)
durante 1 hora. A esto le siguié la tincién con tincién de membrana plasmatica de color verde CellMask (Verde)
(Molecular Probes, Reino Unido) (soluciéon 0,5 X en PBS) a 37 °C durante 1 minuto para tefiir los componentes
celulares, incluyendo la membrana celular y el citoplasma. Después, las secciones se tifieron con medio de montaje
vectashield® Hard Set con DAPI (Azul) (Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA, EE. UU.) para tefiir los nucleos
celulares. Los portaobjetos se almacenaron a 2-8 °C en la oscuridad hasta el analisis mediante CLSM (LSM 710,
Zeiss, Cambridge, Reino Unido). Las imagenes se procesaron y analizaron mediante el software de formacién de
imagenes Zen 2012 (Carl Zeiss Ltd., Cambridge, Reino Unido).

Alteracién de la capa mucosa colbnica

Se expusieron muestras de tejido de rata Wistar macho recién extirpadas del colon ascendente y descendente a una
solucién mucolitica de N-acetil-L-cisteina (NAC) al 10 % p/v (Sigma-Aldrich, Reino Unido) durante 10 minutos a
temperatura ambiente en una placa de Petri. La solucién de NAC se prepard en PBS y se disolvi6 calentando a 40 °C.
Después de la exposicién a NAC, el tejido de colon imita un estado de barrera mucosa lesionado/comprometido y
actia como un modelo local de disfuncién de la barrera mucosa. La concentracién de NAC utilizada y el tiempo de
incubacién con las muestras de tejido se basaron en estudios anteriores realizados por Qin y sus colegas que
demostraron que una concentracién del 10 % y 10 minutos de tiempo de exposicién eran suficientes para dafiar la
capa mucosa y reducir la hidrofobia de la mucosa (Qin et al., 2008, Shock 29(3). 372-376). El modelo actual no es
invasivo y previene cualquier dafio morfoldgico potencial al epitelio que pueda ser provocado por el raspado fisico o
el método de succién para eliminar la capa mucosa, permitiendo la investigacién de la capa mucosa como barrera.

Digestién de anticuerpos
Se digirié infliximab o adalimumab proteoliticamente usando papaina inmovilizada (Thermo Fisher Scientific, N.° de

catalogo 20341). En la Figura 9 se muestra una representacion esquemética del proceso de Markforged. El tampén
de digestién consisti6 en fosfato de sodio monobasico (Sigma Aldrich, n.° de catalogo S8282-500G), acido
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etilendiaminotetraacético, dihidrato (EDTA, Fisher Scientific, n.° de cat. BP120-500) y monohidrato de clorhidrato de
L-cisteina (Fluka, n.° de cat. 30129). El pH del tampén se ajustd usando una solucién de hidréxido de sodio (1,0 M,
Merck, n.® de cat. HC267016) o &cido clorhidrico (1,0 M, Fisher Scientific, n.° de cat. J/4320/15). La purificacién de los
anticuerpos digeridos se realizé usando una columna de centrifugacién de proteina A NAbTM (Pierce, n.° de cat.
81956). Los fragmentos Fab y Fc de anticuerpos se eluyeron usando proteina A. Tampén de unién a IgG (tampén Tris
1,0 M con EDTA, pH 8,0, Thermo Scientific, n.° de cat. 21007) y tampén de elucién de 1gG (tampén Tris 1,0 M, pH 8,5;
Thermo Scientific, n.° de cat. 21004). Tampén neutralizante (tampén Tris 1,0 M, pH 8,5, Thermo Scientific).

Recogida de tejido humano

Se recogié una muestra de biopsia de un paciente con cancer de colon sometido a reseccién quirdrgica. El sujeto
habia firmado un formulario de consentimiento por escrito para permitir el uso de la muestra de tejido con fines de
investigacién. La biopsia se tomé de la regién alrededor del tumor en el segmento del colon ascendente que no era
patolégica y se consideré una muestra de mucosa intestinal histolégicamente normal. La cirugia se realiz6é en el Royal
London Hospital, Universidad Queen Mary de Londres, y la muestra de tejido se us6 inmediatamente para el estudio
de incubacién en cdmara de Ussing realizado en el Instituto Wingate de Neurogastroenterologia.

Resultados
Ejemplo 1

Se probaron infliximab y adalimumab (mAb) en presencia de bacterias del colon humano que imitaban el intestino
grueso humano. La estabilidad de infliximab y adalimumab en condiciones del colon humano se muestra en la Figura
1. Después de 1 hora, se detectd el 75 % de la dosis de infliximab. Después de 2 horas, casi el 40 % de la dosis de
infliximab estaba intacta (t1/2 = 96,08 + 7,60 min). En el caso del adalimumab, el 50 % de la dosis se fragmentd
después de 1 hora mientras que el 20 % de la dosis permanecié sin cambios después de 2 horas (11/2 = 54,35 *
0,18 min). Una proporcién de ambos mAb se habia fragmentado en fragmentos F(ab')2, Fab y Fc. Estos resultados
muestran que en el modelo de colon humano se puede esperar que infliximab y adalimumab tengan una estabilidad
alta en el colon humano, donde la degradacién de la estructura intacta se debe principalmente a la formacién de
fragmentos F(ab')2 y Fab y sélo en menor medida a la degradacién en péptidos mas pequefios terapéuticamente
inactivos.

Ejemplo 2
Penetracién de infliximab y adalimumab en tejido de colon ascendente de rata a 2 mg/ml

La capacidad de la IgG1 quimérica infliximab y de la IgG1 humana adalimumab para penetrar el tejido colénico a una
concentracion de incubacion de 2 mg/ml se investigé usando un segmento de tejido colénico ascendente de rata fijado
en un sistema de camara de Ussing. Después de la incubacién, crioseccion y tincién con el anticuerpo secundario, las
secciones de tejido se analizaron mediante microscopia confocal. Se seleccioné la concentracién de 2 mg/ml para
estudiar el efecto de una concentracién alta de mAb sobre la capacidad de penetrar en el tejido de colon. Usando SE-
HPLC, la cantidad de dosis de infliximab y adalimumab que penetr6 en el tejido se estimé cuantitativamente midiendo
la cantidad de mAb que abandoné el lado apical del sistema de camara de Ussing, penetrando en el tejido, en puntos
temporales diferentes durante la incubacion (Figura 2).

Se redujo aproximadamente el 10 % (0,2 mg/ml) y el 6 % (0,12 mg/ml) de la concentracién de incubacién de infliximab
y adalimumab, respectivamente, en el compartimento apical al final de las 2 h de incubacién. No se detect6 farmaco
en el lado basolateral al final de las 2 h de incubacidén. Esto muestra que los anticuerpos quedaron potencialmente
retenidos en el tejido de colon durante al menos 2 h sin permeacién hacia el lado basolateral. El andlisis de las
imagenes de CLSM de las secciones de tejido al final del experimento de incubacién en la cdmara de Ussing reveld
la ubicacion de los mAb en el tejido de colon ascendente (Figura 3A, C). Se demostrd que una proporcién significativa
de la dosis de infliximab quedé atrapada en la capa mucosa que recubre las células epiteliales. Sin embargo, las
imagenes confocales también mostraron que una proporciéon de la dosis fue capaz de penetrar a través de la capa
mucosa mas profundamente en las células epiteliales de la mucosa y una proporcién de la dosis también pudo alcanzar
la regién submucosa del tejido colénico. El tejido de control que se fij6 en el sistema de camara de Ussing sin
exposicidbn a mAb se tifié con el mismo procedimiento que el tejido expuesto al farmaco y mostré algo de sefal de
fondo, aunque muy poca, debido a la unién no especifica del anticuerpo secundario con los componentes del tejido
(Figura 3B, D). Se observé una tendencia similar con adalimumab con una sefial alta observada en las regiones
mucosa y submucosa (Figura 4A, C) en comparacién con el control (Figura 4B, D).

Ejemplo 3
Penetracién de infliximab y adalimumab en tejido de colon ascendente de rata a 0,8 mg/ml
La capacidad de los mAb infliximab y adalimumab para penetrar el tejido coldénico a una concentracién de 0,8 mg/ml

se investigd usando la misma configuracién experimental que en el ejemplo 2. Se redujo aproximadamente el 14 %
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(0,11 mg/ml) y el 5 % (0,04 mg/ml) de la concentracién de incubacién de infliximab y adalimumab en el compartimento
apical, respectivamente, al final de 2 horas (Figura 5). Para correlacionar los datos de SE-HPLC con niveles tisulares
cualitativos de infliximab y adalimumab, las secciones de tejido se analizaron mediante CLSM de las secciones de
tejido (Figura 6). El infliximab logré penetrar en la mucosa y también se detectd una fraccién de la dosis en la regidon
submucosa del tejido de colon. También se detectd sefial de adalimumab en la capa mucosa, indicando la penetracién
del farmaco dentro del tejido de colon. Sin embargo, en comparacién con la concentracién apical mas alta (2 mg/ml),
la concentracién actual mostré una sefial de farmaco mas baja en los segmentos de tejido de colon. A pesar de una
mayor reduccién de la dosis de infliximab en el compartimento apical en comparacién con adalimumab, no se
observaron diferencias cualitativas en los niveles y la ubicacién del farmaco mediante microscopia de barrido laser
confocal. Se observé una sefial de fondo minima con las muestras de tejido de control negativo cuando se tifieron con
el anticuerpo secundario (Figura 6B y D).

Ejemplo 4
Penetracién de infliximab y adalimumab en tejido de colon ascendente de rata a 0,2 mg/ml

La capacidad de infliximab y adalimumab para penetrar dentro del tejido coldnico a una concentracion de incubacion
de 0,2 mg/ml se investigé usando un segmento de tejido de colon ascendente de rata fijado en el sistema de camara
de Ussing usando la misma configuracién experimental que en los ejemplos 2 y 3. Se redujo aproximadamente el 14 %
(0,03 mg/ml) y el 6% (0,01 mg/ml) de la dosis de infliximab y adalimumab en el compartimento apical,
respectivamente, al final de 2 h (Figura 7). Para determinar la correlacién de la reduccién de la concentracién apical
con la sefial cualitativa del farmaco en el tejido, se realizé un analisis de microscopia de barrido laser confocal. Las
imagenes de CSLM de las secciones de tejido se muestran en la Figura 8. Curiosamente, se detectaron tanto infliximab
como adalimumab en las regiones mucosas y submucosas del tejido de colon sin diferencias en la sefial del farmaco
o la ubicacién regional entre los dos anticuerpos. El tejido de control sin exposicién al farmaco mostré una sefial de
fondo minima con el anticuerpo secundario (datos no mostrados). Los datos actuales mostraron que, a pesar de que
los mAb son de naturaleza altamente hidréfila, son capaces de permear las capas mucosas hidréfobas externa e
interna para penetrar mas profundamente en las regiones mucosas y submucosas del tejido de colon a las tres
concentraciones probadas.

Ejemplo 5
Penetracién de infliximab y adalimumab en tejido de colon ascendente de rata a 0,02 mg/ml

La concentracién mas baja de mAb evaluada en el conjunto actual de estudios de concentracién apical fue de
0,02 mg/ml. Sin embargo, a esta concentracidn, se descubrié que la SE-HPLC no era un método preciso para predecir
indirectamente la penetracion de anticuerpos dentro del tejido midiendo la reduccién de la concentracién de
anticuerpos en el compartimento apical. Las imagenes de CLSM de la penetracién de infliximab y adalimumab en el
tejido de colon mostraron para ambos mAb una sefial significativamente menor en los estudios de penetracién a la
concentracibn mas baja en comparacién con las concentraciones apicales mas altas (datos no mostrados). Se
demostré que infliximab penetra a niveles bajos en las regiones mucosa y submucosa del tejido de colon. Sin embargo,
el adalimumab mostré poca o ninguna sefial detectable en ambas regiones del tejido de colon. El tejido de control sin
exposicion a los mAb no mostrd ninguna sefial.

Ejemplo 6
Penetracién tisular del fragmento Fab de infliximab

Se digirié infliximab mediante digestién mediada por papaina para obtener fragmentos Fab purificados del mAb (Figura
9). Se probd la pureza de los fragmentos Fab mediante SDS-PAGE y SE-HPLC y la afinidad de unién al anticuerpo
secundario mediante transferencia puntual para determinar su ubicacién en el tejido mediante microscopia confocal.
Se probd la penetracién de los fragmentos Fab de infliximab y adalimumab en el segmento de tejido de colon
ascendente de rata a concentraciones apicales de 0,8 mg/ml y 0,2 mg/ml, respectivamente. Los tejidos de colon
conservaron su integridad de las uniones estrechas durante la incubacién con fragmentos Fab de infliximab y
adalimumab a ambas concentraciones apicales. A una concentracién apical de 0,8 mg/ml, ambos anticuerpos Fab
mostraron la capacidad de penetrar a través de la capa mucosa en el tejido de colon con una sefial alta observada
tanto en las regiones mucosas como submucosas (Figuras 10 y 11). Se observé una sefial de fondo minima en las
muestras de tejido de control sin exposicién a los Fab. A una concentracién apical de 0,2 mg/ml, se detectd una sefial
méas baja para los fragmentos Fab de infliximab y adalimumab en el tejido de colon, aunque también a esta
concentracién ambos anticuerpos penetraron tanto en la regién mucosa como en la submucosa (Figura 12). La alta
penetracidn tisular de los fragmentos Fab tiene una posible relevancia terapéutica puesto que Fab es la regién de
unién a antigeno que puede unirse al epitopo del TNFq, evitando la interaccién del TNFa con su receptor, lo que podria
provocar una respuesta antiinflamatoria. A ambas concentraciones apicales, no se observd ninguna permeacion de
fragmentos Fab a través del tejido hacia el compartimento basolateral que se confirmé mediante SEC (datos no
mostrados).
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Ejemplo 7

Barrera mucosa alterada en comparacidén con barrera mucosa intacta en colon ascendente frente a descendente. La
Figura 13 muestra la penetracién de los mAb infliximab y adalimumab en muestras de tejido de colon ascendente y
descendente con una capa mucosa alterada después del tratamiento con solucién de NAC. Ambos mAb se probaron
en regiones de colon ascendente y descendente del mismo animal para una comparacién directa de las diferencias
regionales (n = 3). La concentracidén apical de mAb se seleccion6 para que fuera de 0,2 mg/ml puesto que a esta
concentracién. Curiosamente, la sefial del farmaco fue significativamente mayor en las regiones del colon ascendente
y descendente con una capa mucosa alterada en comparacién con el tejido de colon con una capa mucosa intacta.
Esta tendencia fue similar en las tres ratas con la capa mucosa alterada en comparacién con las tres ratas con la capa
mucosa intacta, confirmando que los mAb son capaces de penetrar tanto en las regiones proximales como en las
distales del intestino grueso, y que en ambas regiones la capa mucosa alterada da como resultado una captacién
aumentada de los mAb. Se observaron resultados similares cuando ambos anticuerpos se probaron en tejido de colon
de la misma rata. Por otra parte, no se observd permeacién de mAb a través del tejido de colon hacia el compartimento
basolateral al realizar SEC, mostrando retenciéon de farmaco en el tejido con capa mucosa alterada. El experimento
se repitié6 con fragmentos Fab de infliximab y adalimumab. Para ello, se incubé tejido de colon ascendente a una
concentracién apical de los Fab de 0,2 mg/ml en presencia y ausencia de una capa mucosa intacta. También en este
caso se observd una tendencia similar, con mayor captaciéon en el tejido de colon con capa mucosa alterada en
comparacién con la capa mucosa intacta, aunque el efecto fue menos pronunciado (datos no mostrados).

Ejemplo 8
Tiempo necesario para la penetracién de mAb en el tejido de colon

En ejemplos anteriores, se evalud la penetracion de los mAb infliximab y adalimumab en el tejido de colon al final de
2 h de incubacidn en el sistema de camara de Ussing. En el presente ejemplo, el nivel de penetracién en el tejido de
colon ascendente después de 30 minutos, 1 h'y 2 h de tiempo de incubacién a una concentracién apical de mAb de
0,2 mg/ml. Con el fin de tomar muestras para el anélisis por microscopia confocal, se realizaron tres incubaciones en
camara de Ussing en paralelo que se detuvieron a los 30 minutos, 1 h 'y 2 h, respectivamente. Se tomd una muestra
de tejido de colon para las tres incubaciones del mismo animal para comparar directamente la penetracién del
anticuerpo después de los 3 puntos temporales diferentes. El estudio se realizd en un total de 3 ratas. En todos los
estudios se demostrd que infliximab penetra consistentemente en la regién mucosa del tejido de colon a los 30 minutos
de la incubacion. En estudios de incubacién de 1 h, el infliximab mostré una penetracién més profunda en el tejido de
colon con sefial de fArmaco detectada en la mucosa y submucosa. Esta penetraciéon se potencié a medida que el
tiempo de incubacién aumentd a 2 h. No se observé permeacién de infliximab al compartimento basolateral, como se
mide mediante SEC. Se usé el mismo disefio de estudio para investigar el tiempo que tarda el anticuerpo en penetrar
el tejido de colon ascendente con una barrera mucosa alterada después del tratamiento con NAC. Se observé una
sefial alta del farmaco en el tejido de colon ascendente después de 30 minutos de incubacidén en toda la regién mucosa
y submucosa (datos no mostrados). Esto fue significativamente mayor que la penetracién de infliximab observada en
el tejido de colon con la capa mucosa intacta después del mismo punto temporal.

Ejemplo 9

Efecto del pH 6 luminal acido sobre el transporte de infliximab y adalimumab en el tejido colénico. En el presente
ejemplo, se exploré el efecto del pH luminal acido sobre el transporte de infliximab y adalimumab a una concentracién
de 0,2 mg/ml a un pH 6y 7,4 apical, respectivamente, en tejido de colon ascendente de rata montado en el sistema
de camara de Ussing. Después de la incubacion, crioseccién y tincién con el anticuerpo secundario, las secciones de
tejido se analizaron mediante microscopia confocal. Las Figuras 14 y 15 muestran el transporte de infliximab y
adalimumab a pH 6 apical en comparacién con pH 7,4. Tanto para infliximab (Figura 14) como para adalimumab
(Figura 15), la sefial del farmaco fue significativamente mayor en la mucosa del tejido de colon a pH 6 apical en
comparacién con un pH 7,4. El analisis por SEC de muestras del compartimento basolateral revelé que ningln farmaco
penetr6 a través del tejido de colon dentro del compartimento basolateral. Por lo tanto, un pH luminal que es acido (pH
~ B) parece potenciar la penetracién y ubicacién de infliximab y adalimumab en muestras de tejido de colon
ascendente, en comparacién con un pH neutro ~7,4.

Ejemplo 10

En el presente ejemplo se investigd la captacion y penetracién de infliximab y adalimumab en muestras de tejido
humano. Los estudios de captacidén y penetracion de infliximab y adalimumab se realizaron montando muestras de
tejido humano en un sistema de cdmara de Ussing y la ubicacidén se analizé cualitativamente usando el método de
deteccién de anticuerpos secundarios anti-lgG humana y un analisis adicional mediante microscopia de barrido laser
confocal como se us6 anteriormente en modelos de roedores. La penetracidén de infliximab y adalimumab se probé a
una concentracién apical de 0,2 mg/ml y pH 7,4 durante 2 h. Los datos de SE-HPLC revelaron que los niveles de
anticuerpo

restantes en el compartimento apical al final de 2 h de incubacién en la cdmara de Ussing. Tanto para infliximab como
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para adalimumab, quedaba el 35 % de la dosis al final de las 2 h (Figura 16). No se detecté ningun farmaco mediante
SE-HPLC en el compartimento basal al final de la incubacion. La CLSM después del experimento de la camara de
Ussing revelé que la sefial de infliximab se detecté tanto en la mucosa colénica como en la regién de la lamina propia
(Figura 17), mientras que adalimumab mostrd una sefial mas débil en la regidén de la mucosa (datos no mostrados).
La muestra de tejido de control sin exposicidén a los mAb no mostré una alta interferencia con el anticuerpo secundario
anti-humano.

Ejemplo 11

Ejemplo de formulacién: Enema (Adalimumab en comprimido, para reconstituir en vehiculo) en dos concentraciones
diferentes (100 mg y 80 mg de adalimumab, respectivamente).

Tabla 1.
Componentes Cantidad Cantidad Funcién
Comprimido
Adalimumab (liofilizado) 100 | mg 80 | mg Principio activo
Celulosa microcristalina 372,5|mg |392,5| mg Aglutinante
Polividona 25| mg 25| mg Disgregante
Estearato de magnesio 2,5/ mg 2,5/ mg Lubricante
Liquido para reconstitucion
Citrato de sodio 600|mg | 600|mg Mod'f'gzdorde'
Acido citrico 1130 |mg | 1130 | mg Mod'f'gzd”de'
Tris 2190|mg | 2190 | mg Mod'f'gzd”de'
Parahldroxmgnzoato de 80 | mg 80 | mg Conservante
metilo
Parahldroxmgnzoato de 20 | mg 20 | mg Conservante
propilo
Cloruro de sodio 900 | mg 900 | mg | Para isotonicidad
Agua purificada 100 | mi 100 | mi Diluyente

Este enema consiste en dos componentes: un comprimido dispersable y un vehiculo. El enema de Adalimumab se
reconstituye antes de su uso. El volumen del enema reconstituido es de aproximadamente 115 ml.

Las cantidades anteriores se refieren a una unidad. Un tamafio de lote adecuado para la fabricacién es, por ejemplo,
1.000 unidades.

Instrucciones de fabricacién:
Comprimido:
Etapa 1: Preparacién de la premezcla

Se mezclan adalimumab y celulosa microcristalina en un mezclador planetario durante aproximadamente 10 minutos.
Se afiade estearato de magnesio a través de un tamiz de 0,5 mm y se continla mezclando durante 2 minutos.

Etapa 2: Mezcla final

Se afiade la premezcla a través de un tamiz de 1,0 mm a un mezclador y se mezcla durante 20 minutos a alta
velocidad. Se afiade polividona reticulada a través de un tamiz de 0,75 mm. Se continta mezclando durante otros 10
minutos a la misma velocidad. La mezcla se transfiere a un recipiente hermético.

Etapa 3: Compresién

La formacién de comprimidos se realiza en una prensa rotativa a una humedad relativa <30 %. Los comprimidos se
muestrean para el control durante el proceso del peso, la disgregacion, la friabilidad, la resistencia al aplastamiento y
la altura de los comprimidos.

Liquido para reconstitucién

Se carga agua purificada en un recipiente. Se afiaden parahidroxibenzoato de metilo y parahidroxibenzoato de propilo

y se disuelven mientras se agita continuamente. Se afiade cloruro de sodio y se disuelve durante la agitacién continua
hasta que la solucién se vuelve homogénea. La solucién a granel se filtra y se carga en frascos.
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Ejemplo 12

Ejemplo de formulacion: Enema (tampén de fosfato) listo para usar en dos concentraciones diferentes (100 mgy 80 mg
de Adalimumab, respectivamente).

Tabla 2.

Componentes Cantidad Cantidad Funcién
Adalimumab 100 | mg 80 | mg Principio activo

Goma xantana 650 | mg 650 | mg Estabilizante/Agente de suspensién
Acido citrico 300 | mg 300 | mg Modificador del pH

Fosfato de sodio, dibasico 980 | mg 980 | mg Modificador del pH
Benzoato de sodio 100 | mg 100 | mg Conservante
Agua purificada 97,95 | ml 100 | ml Diluyente

Las cantidades anteriores se refieren a una unidad. Un tamafio de lote adecuado para la fabricacién es, por ejemplo,
1.000 unidades.

Fabricacién de la mezcla a granel (aplicable también a otros sistemas de tampén):

Carga y adicién de los ingredientes:

El agua purificada se carga en un recipiente de acero inoxidable adecuado equipado con un agitador/homogeneizador.
Se afladen benzoato de sodio y las sales tampén y la mezcla se agita y se homogeneiza. Se afiade adalimumab a la
solucién agitada y homogeneizada. Se afiade goma xantana, se agita y se homogeneiza. La mezcla se agita, se
homogeneiza y se gasea con nitrégeno.

Carga:

La suspension se carga desde el recipiente (a través de una tolva de llenado) a frascos por medio de presién de
nitrégeno, se carga hasta el peso objetivo y se cierra con una tapa. La carga y el cierre se realizan con gasificacion
con nitrégeno.

Ejemplo 13

Ejemplo de formulacién: Gel listo para usar (tampén Tris) en dos concentraciones diferentes (100 mg y 80 mg de
Adalimumab, respectivamente).

Tabla 3.

Componentes Cantidad Cantidad Funcién

Adalimumab 100 | mg 80 | mg Principio activo
Goma xantana 2000 | mg 2000 | mg Estabilizante/Agente de suspensién
Citrato de sodio 600 | mg 600 | mg Modificador del pH

Acido citrico 1130 | mg 1130 | mg Modificador del pH

Tris 2190 | mg 2190 | mg Modificador del pH
Benzoato de sodio 100 | mg 100 | mg Conservante

Agua purificada 97,95 | ml 100 | ml Diluyente

Las cantidades anteriores se refieren a una unidad. Un tamafio de lote adecuado para la fabricacién es, por ejemplo,
1.000 unidades.

Fabricacién de la mezcla a granel (aplicable también a otros sistemas de tampén):

Carga y adicién de los ingredientes:

El agua purificada se carga en un recipiente de acero inoxidable adecuado equipado con un agitador/homogeneizador.
Se afladen benzoato de sodio y las sales tampén y la mezcla se agita y se homogeneiza. Se afiade adalimumab a la
solucién agitada y homogeneizada. La mezcla se agita, se homogeneiza y se gasea con nitrégeno. Se afiade goma
xantana, después se agita y homogeneizaa hasta gelificar. La mezcla se gasea nuevamente con nitrégeno.

Carga:

La suspension se carga desde el recipiente (a través de una tolva de llenado) a frascos por medio de presién de

nitrégeno, se carga hasta el peso objetivo y se cierra con una tapa. La carga y el cierre se realizan con gasificacion
con nitrégeno.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién que comprende un agente activo seleccionado del grupo que consiste en anticuerpos especificos
contra el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) y fragmentos funcionales de los mismos y al menos un aditivo
seleccionado de acidificantes, para su uso en el tratamiento tépico de una enfermedad inflamatoria intestinal, en donde
dicho tratamiento da como resultado una disminucién del pH en la luz del intestino grueso de un paciente humano, en
donde la luz del intestino grueso es el interior combinado y continuo del intestino grueso y el ileon terminal del intestino
delgado, en donde dicho tratamiento da como resultado un pH en la luz del intestino grueso de 5,5 a 6,5, en donde el
fragmento funcional especifico contra TNFa es un fragmento Fab, un fragmento F(ab')2, un fragmento Fab', un scFv,
un dsFv, un VHH, un diacuerpo, un triacuerpo, un tetracuerpo, una proteina de fusién Fc o un minicuerpo, en donde
dicha composicién reduce el pH de un microambiente local del anticuerpo o fragmento funcional del mismo en la luz
del intestino grueso y la disminucién del pH en la luz del intestino grueso facilita la captacién y/o penetracién del agente
activo dentro de la pared gastrointestinal.

2. La composicidn para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde dicho tratamiento da como resultado un
pH en la luz del intestino grueso de 5,7 a 6,3, preferentemente de 5,9 a 6,1, mas preferentemente de aproximadamente
6,0.

3. La composicién para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 0 2, que comprende al menos un
aditivo seleccionado de agentes tampén.

4. La composicién para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el al menos un
aditivo es un acidificante seleccionado del grupo que consiste en acido acético, acido adipico, acido ascérbico, acido
citrico, acido fumarico, acido itacénico, acido lactico, acido maleico, 4cido malico, acido fosférico, acido propiénico,
acido succinico, &cido sérbico y acido tartéarico.

5. La composicién para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde dicho paciente
humano que padece una enfermedad inflamatoria intestinal, esta en remisién o padece una forma leve 0 moderada
de la enfermedad inflamatoria intestinal.

6. La composicién para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde dicho tratamiento
proporciona ademas una concentracién del anticuerpo anti-TNFa o fragmento funcional del mismo en la luz del
intestino grueso de un paciente humano en el intervalo de 0,02 a 1 mg/ml, preferentemente de 0,2 a 0,8 mg/ml.

7. La composicién para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicho
tratamiento comprende la administracién oral de la composicion.

8. La composicidn para su uso de acuerdo con la reivindicacion 7, en donde la composicién es una forma farmacéutica
sélida en forma de un microgrénulo, granulo, microparticula, nanoparticula, minicomprimido, capsula o comprimido
recubierto con un material de recubrimiento que evita la liberacién del agente activo antes de entrar en la regidén
ileocolénica del intestino.

9. La composicidn para su uso de acuerdo con la reivindicacién 8, en donde el material de recubrimiento se selecciona
del grupo que consiste en materiales que se disgregan de manera dependiente del pH, materiales que se disgregan
de manera dependiente del tiempo, materiales que se disgregan debido a desencadenantes enziméticos en el
ambiente del intestino grueso y combinaciones de los mismos.

10. La composicién para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde dicho
tratamiento comprende la administracién rectal de la composicién y/o en donde la composicién es un enema, un gel,
una espuma o un supositorio.

11. La composicién para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el pH en
la luz del intestino grueso del paciente humano antes del tratamiento es superior a 6,5.
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