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VIRAL HEPATITIS TREATMENT
GOVERNMENT RIGHTS
[0001) The U.S. Government has certain rights in this invention pursuant to Contract

No. NO1-AI-30046 awarded by the NIAID.

CROSS-REFERENCE TO RELATED APPLICATIONS
{0002] This application claims priority under 35 U.S.C. §119 to Provisional United
States Patent Application Serial No. 60/757,036, filed January 9, 2006, the disclosure of

which is incorporated by reference herein.

TECHNICAL FIELD

[0003] The present disclosure relates to methods for treating viral hepatitis,
compounds useful in the treatment of viral hepatitis, and pharmaceutical compositions

comprising such compounds.

BACKGROUND

[0004] Hepatitis refers to a variety of conditions that involve inflammation of the

liver. Viral hepatitis, of which there are several types (e.g., hepatitis A, B, C, D, and E), is an '

inflammation of the liver due to a viral infection. Each type of viral hepatitis may exhibit
different symptoms and may be characterized by different approaches to treatment and
prevention. For example, vaccines have been developed for hepatitis A and B, but not for
hepatitis C or E.

[0005} The main goal of treatment of chronic hepatitis C is to eliminate detectable
viral RNA from the blood. Patients lacking detectable hepatitis C virus RNA in the blood 24
weeks after completing therapy typically have a favorable prognosis and may be considered
to be cured of the virus. Such a condition is known as a sustained virologic response. For
patients not achieving a sustained virologic response, there may be other more subtle benefits
of treatment, such as slowing the progression of liver scarring (fibrosis).

[0006] Treatment of hepatitis C virus (HCV) commonly involves administration of
injectable interferon (or injectable pegylated interferon), ribavirin, or a combination thereof.

Interferon alpha is a naturally occurring glycoprotein that is secreted by cells in response to
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viral infections. It exerts its effects by binding to a membrane receptor. Receptor binding
initiates a series of mlracellular signaling events that ultlmately leads to enhanced expression
of certain genes. This leads to the enhancement and induction of certain cellular activities
including augmentation of target cell killing by lymphocytes and inhibition of virus
replication in infected cells. Ribavirin? isa synthf!etic nucleoside that has activity against a
broad spectrum of viruses. | | |

[0007] Interferon alph?a, with or without Iribavirin, is associated with may side effects.
Flu-like symptoms, depressio:n, rashes, other unusual reactions and abnormal blood counts
are common examples of SUC];J. side effects. Ribavirin is associated with a significant risk of
abnormal fetal development. Aecordlngly, women who are potentially pregnant should not
begin therapy until a report of a negatrve pregnancy test has been obtained. Fernale patients
are advised to avoid becommg pregnant during treatment. Patients using mterferon alpha and
ribavirin are advised to have blood tests approx:lmately once a month, and somewhat more
frequently at the beginning of treatment. Certain groups of patients cannot take ribavirin, for
example those with anemia, heart disease or kjdney disease. In such cases, pegylated
interferon alpha is typically prescrxbed alone. Some patients with hepatitis C (e.g., patients
also having advanced liver dl]SCaSC) are advised not to take interferon alpha or pegylated
interferon alpha because of the risk of serious srde effects. For such patients, no previously

available method of treatment is recogmzed as bemg effective and safe for treating hepatitis
C. | L ‘ ‘

{0008} There is therefore a need in the art to develop an effective method of treatment
of hepatitis C. An ideal method of treatment would achieve a sustained virologic response in
a wide range of patients. Such a treatrnent would employ readily available active agelnts and
would have minimal side effeets When co-admxmstratlon of interferon alpha is emp]oyed an
ideal method of treatment would require reduced amounts of mterferon alpha (i.e,, reduced
frequency of administration, reduced amount per adrmmsu'atlon or both) as compared with

tradmonal methods of treahnent . |
l 1

| { |

| ! o

! SUMMARY OF THE DISCLOSURE L

|

1
{0009 The present i mlventron is dlrected' at addressing one or more of the

abovementioned drawbacks of known methods for treating vrral hepatitis C.

| . . H
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[00010] In one embodiment, then, the disclosure describes a method of trealingl a
patient suffering from hepatiti? C. The method comprises administering to the 1pat.ient!a
therapeutically effective amount of a compound selected from nitazoxanide, tilzoxa.ni(%e,
derivatives of nitazoxanide, and derivatives of tizoxanide. : ;
[00011] In another embodiment, the disclosure describes a method for txtfe_:afing a
patient suffering from viral hepatitis. The method comprises administering to the jpatié:nt a
therapeutically effective amo | t of a first compound having the structure of formula I
R1-NHCO-R2. In formula I, R1 and R2 are independently selected from moieties that
provide improved stability of the NHCO group in biological fluid and tissue. In one aspect of
the embodiment, the first comtpound is neither mtazoxamde nor tizoxanide. i }
(00012} In yet another elmbodlment the dlsclosure describes an unprovemont ina
method for treating a patient suffermg from hepatltls C comprising admlmstermg to, 'the
patient a therapeutically effective amount of mtazoxamde tizoxanide, or mlxtures thercof
[00013] In yet another embodunent, the dlsclosure describes a method of u'eatmg a
patient suffering from hepatm!s C. The method comprises pretroatmg the patlent by
administering to the patient fo*r a predetermmed penod of time a first composmon compnsmg
a therapeutically effective amount of a compound selected from nitazoxanide, tlzoxamde
derivatives of nitazoxanide, arlxd denvzlmves of tlzoxamde or mixtures thcreof Thc method
further comprises adrmmstermg to the patient, aﬂer the predetermlned period of tlme,
therapeutically effective amount of a second composmon compnsmg an active agent
[00014] In yet another embodlrnent the disclosure describes a composmon i
comprising: (a) one or more compounds selected from nitazoxanide, tlzoxamde, dcrwatwes
of nitazoxanide, and denvatwes of nzoxamde (b) an interferon; and (c) an antx—dlabetes
agent. | 1 ; ' : t |
[00015] In yet another embodlment the dlsclosure descrlbes composmons effectlve in
the methods of treatment dlsclosed herem ; '!
i
v

0
H

l
l : t

I _ .
BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS

[00016] Figures 1a and' 1b are graphs 1llustratmg the synergistic activity of

nitazoxanide with interferon alpha—2b or 2’-C methyl cytidine against HCV rephcatlon in an

HCYV replicon containing cell|hne
|
!

i i
! . !
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[00017] Figures 2a and 2b are graphs illustrating synergistic act1v1ty when an HCV

replicon-containing cell line is treated first with nitazoxanide and then with nitazoxanide plus
interferon alpha-2b, ‘ Co

[00018] Figure 3 isa patient dlSpOSltlon chart showing the selection of participants for
the experiment described in Example 5. :

[00019] Figure 4, desc[nbed in Example 3, is a graph showing mean quantxtanve serum
HCV RNA levels over time for dlfferent treatment groups.

[00020] Figure 5, desched in Example 5 is a graph showing quantitative serum HCV
RNA levels over time for dlfferent patients. ‘

1
!

[00021} Figure 6is a patlent disposition chart showing the selection of pamcxpa.nts for

the experiment described in Example!G : oy

[00022] Figure 7, descn’nbed in Example 6 is a graph showmg platelet count versus
time for patients adxmmstered pegylated mterferon alpha-2b plus either Alinia® or a placebo
[00023] Figure 8, descnbed in Example 6 is a graph showing neutrophll count Versus

time for patients adrmmsterec pegylated mterferon alpha-2b plus either Almla ora placebo

P

1 l

i ! ! | i
: _ ) ‘ |
|

I

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION :

’ .
DEFINITIONS AND N OMENCLATURE: ) ' : ; o ;

[00024) Before descnblng the present mvientlon in detml itis to be understood that

unless otherwxse indicated, this invention i is not lumted to particular dosages, formulatlons or
methods of use, as such may vary. It is also to be understood that the termmology used herein

is for the purpose of descnbmg parncular embodiments only, and 1s not mtended to be

limiting. ' | ‘ N

i : !
[00025)

{
It must be noted that, as used in tlns spemﬁcation and the appended clalms

the singular forms "a," "an" and "the" mc]ude plural referents un!ess the context clearly
dictates otherwise, Thus, for e'xample, "a dosage form" refers not only toa smgle dosage

form but also to a combmauon of two or more dlfferent dosage forms, "an active agent"
refers to a combination of acti.

[00026)

Ive agents as well as to a single active agent, and the Jike,
As used in the speclﬁcatxon and the appended claims, the terms “for example,”
“for instance,” “such as,” “including” ; and the hke are meant to introduce examples that

further clarify more general subject matter. Unless otherwise specified, these examples are
l
|
i
]



+WO 2007/081974 PCT/US2007/000574

-5-

-

provided only as an aid for understandmg the invention, and are not meant to be hrmtmg n
!

any fashion. | , ' |
[00027] Unless deﬁneci otherwise, all technical and scieﬁtiﬁc terms use'd herein have
the meaning commonly unde’rstood by one of ordinary skill in the art to which the inYention
pertains. Although any metholds and materials similar or equivalent to those describe.c:i herein
may be useful in the practice or tesﬁng of the present invention‘ preferred methods and
materials are described belovs‘r Spemﬁc terminology of particular importance to the
description of the present mventlon is defined below.
[00028] When referrmg to a compound of the invention, and unless otherwise
specified, the term "compound" is intended to encompass not only the specified molecular
entity but also its pharmaceutlcally acceptable pharmacologlcally active analogs, mcludmg,
but not limited to, salts, polymorphs esters, amides, prodrugs, adducts conjugates, active
metabolites, and the like, where such modlﬁcatxons to the molecular entity are appropnate
[00029] The terms "treatmg" and "treatment" as used herein refer to reduction j in
severity and/or frequency of slympton{s ehrmnatlon of Symptoms and/or underlymg cause,
prevention of the occurrence of symptoms and/or their underlymg cause (e.g., prophylactlc
| therapy), improvement or remedlatmn of damage or reduction in intensity of mfectmn
[00030] By the terms "effecnve amount" and "therapeutlca]]y effective amount" of a
compound of the invention isimeant a{nontoxw but sufficient amount of the drug or agent to
provide the desired effect. | ! | '
[00031] By "pharmaceutically acceptable"” is meant a material that is not bxologlcally
or otherwise undesirable, i.e. ,lthe rnatenai may be incorporated into a pharmaceuncal-
composition administered to a patient |W1thout causmg any undesuable biological effects or
interacting in a deleterious manner with any of the other components of the composmion in
which it is contained. When the term “pharmaceuncally acceptable” is used to refer to a
pharmaceutical carrier or exc:plent it is implied that the carrier or excipient has met the
required standards of toxwologlcal and manufacturing testing or that it is mcluded on'the

Inactive Ingredient Guide prepared by the U.S. F 0od and Drug administration.| l

[00032] By “patient,” or “subject” is meant any animal for which treatment is

desirable. Patients may be malnma]s and typlcally, as used herein, a patjent is a hurn
individual. ' 3 ;

1
t
t
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1 !
! ! ! i

|

i
an

|

i

|

|

!

b




WO 2007/081974 PCT/USZQ07/090574 /O

-6-

[00033] The present dxsclosure includes compounds of formula I: R1-NHCO-R2, as
well as their use in the treatment of hepatitis, particularly hepatitis C, and pharmaceutical

compositions comprising them. I |

[00034] In one embodlment of formula I, R1 and R2 are independently selected from

moieties that stabilize (i.e. prov1de improved stability of) the NHCO group. By, “stabxhze is

\
meant that the NHCO group 1s less prone to reaction in biological fluid and nssue as

compared with an unsubstltuted NHCO group (¢.g., NH,COH, R1 -NHCOH, NH2CO R2, and
the like), that is, as compared with the analogous compound having hydrogen as elther Rlor
R2. Such reactions include cleavage of the NHCO group (e.g., breakage of the mtrogen-
carbon bond), addition to the NHCO group, substxtutlon reactlons, hydrogenatlon reactlons

hydration reactions, ox1datxor11 reactlons, reductxon reactions, and the like. :
[00035) In one embodlment the compounds of formula I exclude mtazoxamde and

tizoxanide. In another embodxment the compounds of formula I include mtazoxamde and

tizaxanide, : d | ! !

| | o
[00036) In another embodlment Rl and R2 are each a substituted or unsubsututed

cyclic group. Such groups may be heterocychc groups ora carbocychc group such as an aryl
or cycloalkyl group. In one example R1i isa heterocychc ring and R2 is an aryl, optxonally
substituted by one to three substltuents Anothet example group of compounds of formula I

includes compounds wherem!Rl and R2 are both benzene, each optionally subshtuted by one
to three substituents. o

i ' , !
[00037] In yet another embodiment R1 is selected from thiazole and tluadlazole

substituted by one to three substltuents and R2 is benzene substituted by one to three
substituents. ! ‘ SR

b 4 t

! ' ' o I
[00038] Examples of substltuents for R1 and R2 include OH, alkoxy, halo, alkyl

fluoroalkyl, ester, thioalkyl, and funcuonal groups, Specific examples include ﬂuoro,
OAc, CHs, CF3, NO,, CHoCO,Et, SCH, OCH; and the like. SR

i
b | 1

[00039] Examples of the heterocychc groups for R1 and R2 include aromatic .
heterocyclic groups or saturatEd or unéaturated non-

bromo,

-aromatic heterocychc groups. (ahcychc
heterocyclic group). Such groiups contam besides carbon atoms, at least one heteroatom

(preferably 1 to 4 heteroatom(s) more preferably, l1to2 heteroatom(s)), and mayl contain

from 1 to 3 different kind of heteroatoms (preferably 1 to 2 kinds of heteroatom(s)). As used

l
t
|
L
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herein, the term “heteroatom}’ is meant to include oxygen atoms, sulfur atoms, and nitrogen
atoms. } 3 E

[00040] Examples of the "aromatic heterocyclic group" include an aromatic
monocyclic heterocyclic group suchasa3 or 6-membered aromatic monoyclic heterocychc
group (e.g., furyl, thienyl, pyrrolyl oxazolyl, isooxazoly!, thiazoly], thladlazolyl isothiazolyl,
imidazolyl, pyrazolyl, 1,2,3- oxadxazolyl 1,2,4-oxadiazoly}, 1 3 4-oxad1azolyl furazanyl
1,2,3-thiadiazolyl, 1,2 4-th1ad1azolyl 1,3 4-thiadiazolyl, 1,2,3- tnazolyl 1,2,4-triazolyl,
tetrazolyl, pyridyl, pyndazmyl pyrimidinyl, pyrazinyl, triazinyl, etc. ); an aromatic fused
heterocyclic group such as a 8 to 12-membered aromatic fused heterocyclic group (e g,
benzofuranyl, 1sobenzofuranyl benzotluenyl indolyl, 1somdoly1 1H-indazolyl,
benzindazolyl, benzoxazolyl,, 1 2—benzo:sooxaz.olyl benzothiazolyl, benzopyranyl 1 2=
benzoisothiazolyl, lH-benzotlnazolyl quinolyl, isoquinolyl, cmnolmyl qumazohnyl
quinoxalinyl, phthalazinyl, naphthyhdmyl punnyl pteridinyl, carbazolyl, alpha-carbohnyl
beta-carbolinyl, gamma—carbolmyl acridinyl, phenoxazlnyl phenothlazmyl phenazmyl
phenoxathinyl, thianthrenyl, phenanthndmyl phenanthrolinyl, indolizinyl, pyrrolo[l'Z-
b]pyridazinyl, pyrazolo[1, S-a]pyr:dyl mndazo[l ,2-ajpyridyl, imidazof1,5- a]pyndyl'
imidazo[1,2-b]pyridazinyl, m(ndazo[l »2-a]pyrimidinyl, 1,2,4-triazolo[4, 3-a]pyndyl, 1,2 4-
triazolo{4,3-b]pyridaizinyl); ;!)referably, a heterocychc group consisting of the above-
mentioned 5- or 6-membered‘aromat1c monocychc heterocyclic group fused with a benzene
ring or heterocyclic group conmstmg of the above-mentioned 5- or 6-membered aromatic
monocyclic heterocyclic group fused with the same or different above-mentioned 5- or 6-

membered aromatic monocydlic hetefocyclic group. 1

!

[00041] Examples of the "non-aromatic heterocyclic group“ inclhude a 3 to 8-membered

(preferably 5 or 6- membercd) saturated or unsaturated (preferably saturated) non-aro]mat:c

heterocyclic group (aliphatic heterocychc group) such as oxiranyl, azetidinyl, oxetanyl,
thiethanyl, pyrrolidinyl, tetralilydrofury] thiolanyl, piperidinyl, tetrahydropyranyl,

 morpholinyl, thlomorpholmyl p1perazmyl

[00042] In one embodxment of ¢ compounds having the structure of formula I, Rl is
heterocyclic. In another embo1d1ment Rl is heterocyclic comprising 2 or 3 heteroatoms In

yet another embodiment, R ] 1}5 subsntuted heterocyclic and comprises 2 or 3 heteroatoms In
yet another embodiment, R 1 1s heterocychc substituted with 1, -2, or 3 groups selected from

hydroxide, halogen (i.e., 1odoi chloro, bromo or ﬂuoro) alkoxy (e.g., OCHj), ﬂuoroe‘tlkyl

i
i i

i
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(e.g., CF3), ester (e.g., CH>CO,Et), thioalkyl (e.g., SCH3), OAc, and alkyl (e.g., CH3) For
example, R1 is thiazole or substituted thiazole.

[00043] In one embodiment of compounds having the structure of formula I, R2 is
aryl. In another embodiment, IR2 1S substltutcd aryl. In yet another embodlment R2 is aryl
that comprises 2, 3, or 4 substltucnts In another embodiment, R2 is aryl and compnses
substituents in the ortho and meta posmons (relative to the point of attachment of thci aryl
group to the carbony! group of formula I}. In still another embodiment, R2 is aryl compnsmg
2 or more substituents selected from hydrox1de, halogen (i.c., iodo, chloro, bromo or fluoro),
alkoxy (e.g., OCHj), ﬂuoroalkyl (e. g., CF3), ester (e.g., CH2COzEY), thioalkyl (e g. SCH;),
OAc, and alkyl (e.g., CH3). [ | 5 .

[00044) In one embodxment of the compounds having the structure of formulal the
reactivity of the NHCO group in the compound is reduced toward cleavage reactlons
compared with the reactivity of the analogous compound having hydrogen as either Rl or R2.
[00045] In another cmbodlrnent Rl and R2 are independently selected from :
substituted cyclic groups, unsubstltuted cychc groups, substituted heterocychc groups and
unsubstituted heterocyclic grioups whcrem either R1, R2, or both R1 and R2 are optlonally
aromatic. In yet another embodlment R1 and R2 are selected from aryl, substltuted aryl,
heteroaryl, substituted heteroaryl ahcychc substxtutcd allcychc heterocychc and substltuted
heterocyclic. In yet another embodlment R1 and R2 are each substxtutcd wnth from one to
three substituents 1ndepcndently sclected from OH, NO,, alkoxy (such as mcthoxy), halo
(such as F and Br), alkyl (such as methyl), fluoroalkyl (such as ﬂuoromethyl) ester (such as
OAc, and CHzCOZEt) and thloalkyl (such as tlnomethyl) In a still further embodlmcnt at
least one of R1 and R2 is heterocychc In a still further embodlment at least one of Rl and
R2 comprises between 1 and1 3 hcteroatoms In yet another embodlment at least one of R1
and R2 comprises a heterocychc group selected from aromatlc monocyclic heterocycles
aromatic fused heterocycles,,and non-aromatlc heterocycles In a still ﬁ.u'ther embodlment at
least one of R1 and R2 complnses a heterocycllc group selected from furyl, thJenyI pyrrolyl
oxazolyl, iscoxazolyl, thiazolyl, thiadiazolyl, isothiazolyl, imidazolyl, pyrazolyl 1 2 3=
oxadiazolyl, 1,2 »4-oxadiazolyl, 1,3 4-oxad1azoly1 furazanyl, 1,2 3-tluad1azolyl 1 2 4-
thiadiazolyl, 1,3 4—t1uad1azolyl 1,2 B-mazolyl 1,2 ,4-triazolyl, tetrazolyl, pyrldyl pyndazmyl
pyrimidinyl, pyrazinyl, tnazmyl benzofuranyl 1sobenzofuranyl benzothlenyl mdolyl

isoindolyl, 1H-indazolyl, benzmdazolyl benzoxazolyl 12-ben201sooxazoly1 benzothlazolyl

I
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benzopyranyl, 1,2-benzoisothiazolyl, 1H-benzotriazolyl, quinolyl, isoquinolyl, cinnolinyl,
quinazolinyl, quinoxalinyl, phthalazinyl, naphthylidinyl, purinyl, pteridinyl, carbazolyl,
alpha-carbolinyl, beta-carbolinyl, gamma-carbolinyl, acridinyl, phenoxazinyl, phenothiazinyl,
phenazinyl, phenoxathinyl, thianthrenyl, phenanthridinyl, phenanthrolinyl, indolizinyl,
pyrrolo[1,2-b]pyridazinyl, pyrazolo[1,5-a]pyridyl, imidazo[1,2-a]pyridyl, imidazo[1,5-
a)pyridyl, imidazo{1,2-b]pyridazinyl, imidazo[},2-a]pyrimidinyl, 1,2,4-triazolo{4,3-a]pyridyl,
1,2,4-triazolo[4,3-b]pyridaizinyl), oxiranyl, azetidinyl, oxetanyl, thiethanyl, pyrrolidinyl,
tetrahydrofuryl, thiolanyl, piperidinyl, tetrahydropyranyl, morpholinyl, thiomorpholinyl, and
piperazinyl, any of which may be optionally substituted with 1 to 3 substituents. In another
embodiment, R1 is a heterocyclic group optionally substituted with 1 to 3 substituents and R2
is aryl optiohally substituted with 1 to 3 substituents. In yet another embodiment, R1 is
thiazole or thiadiazole optionally substituted with 1 to 3 substituents. In a still further
embodiment, R2 is phenyl optionally substituted with 1 to 3 substituents. In a still further
embodiment, R1 and R2 are both aryl, each optionally substituted with 1 to 3 substituents.
(00046} Examples of compounds that have the structure of formula I include
nitazoxanide, tizoxanide, RM-4803, RM-4819, RM-4832, and RM-4850, wherein
nitazoxanide, tizoxanidé, RM-4819, RM-4832, and RM-4850 are particularly preferred. The

structures of these compounds are shown in the féllowing list:
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U.S. Pat. No. 3,950,351, and WO 95/28393, respectively. Synthetic methods for the
preparation of analogues and cllerivatives of laand 1b, as well asi other compounds having
structures that fall within the scope of formula I, employ known procedures that will be
apparent to the skilled artisan. | _

[00049] Pha.rmaceutmal' compositions according to this disclosure compnse a E
compound having the structunla of fonnulaI as described herein. Such phm—mace:utu:ali

compositions may also compqse. 48] one or more additional compounds havmg the structure

of formula (I); (2) one or more pharmaceutically .‘acceptable carriers as disclosed hereih; and
(3) one or more additional con(lponents' as described herein. The compositions may contain
from 0.05% to 95% by welght of the active agent(s), with the pharmaceutically acceptable
carrier(s) and any additional components fonmng the 5% to 99. 95% by weight that remams
(00050} One or more add1t1onal active agents may be mcluded in the phaxmaeeutlcal
compositions and methods of treatment described herein. In one embodlment the addmonal
active agent is effective in treatmg hepatitis. For example, the compositions may mclude one
or more additional therapeutlc agents useful in treating hepatitis C such as nbavmn and
immune-stimulating agents such as interferons, mcludmg interferon a-2b, a derlvanve of
interferon a-2b such as a polyethylene glycol—conjugated form of interferon o.-2b j mteirferon
a-2a, or interferon alfacon-1. Spemﬁc examples also include Omega IFN (BloMedlcmes Inc.,
Emeryville, CA); BILN- 2061/ i(Boehringer Ingelheim Pharma KG, Ingelheim, Germany);
Summetrel (Endo Pharmaceuticals Holdmgs Inc:, Chadds Ford, PA); Roferon A, Pegasys,
Pegasys and Ribavirin, and CéllCept (F. Hoffmann-La Roche LTD, Basel, Switzerland);
Wellferon (GlaxoSmithKline plc, Uxbridge, UK) Albuferon-a (Human Genome Sciences
Inc., Rockville, MD); Levovirin (ICN Pharmaceuticals, Costa Mesa, CA); IDN-6556 (fdun
Pharmaceuticals Inc., San Diego, CA); IP-501 (Indevus Pharmaceuticals Inc., Lexingfon,
MA); Actimmune (InterMune Inc., Brisbane, CA); Infergen A (InterMune Pharmaceuticals
Inc., Brisbane, CA); ISIS 14803 (ISIS Pharmaceuticals Inc, Carlsbad, CA/Elan
Phamaceuticals Inc., New York, NY); JTK-003 (Japan Tobacco Inc., Tokyo, Japan); |
Ceplene, Pegasys and Ceplene (Maxim Pharmaceuticals Inc., San Diego, CA); Civacir
(Biopharmaceuticals Inc., Boca Raton, FL); Intron A and Zadaxin (RegeneRx
Biopharmiceuticals Inc., Bethesda, MD/ SciClone Pharmaceuticals Inc, San Mateo, CA);
Levovirin, Viramidine (Ribapharm Inc., Costa Mesa, CA); Heptazyme (Ribozyme
Pharmaceuticals Inc., Boulder, CO); Intron A, PEG-Intron, Rebetron, Ribavirin, PEG-

i
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Intron/Ribavirin (Schering-Plough Corporation, Kenilworth, NJ); Zadazim (SciClone
Pharmaceuticals Inc., San Mateo, CA); Rebif (Serono, Geneva, Switzerland); IFN-B and
EMZ701 (Transition Thcrapeuucs Inc., Ontario, Canada); T67 (Tularik Inc., South San
Francisco, CA); VX-497 (Vertex Pharmaceutlcals Inc., Cambridge, MA); VX—950/LY-
570310 (Vertex Pharmacqucals Inc., Cambndge MA/ Eli Lilly and Co. Inc,, Indlanapolxs

IN); Omniferon (Viragen Inc. Plantatxon FL); and XTL-002 (Blophannaceuncals Ltd
Rehovot, Isreal). } ; :
[00051] In addition to or instead of anti-hepatitis agents, pharmaceutical compositions
and methods described herein 1§1ay cornprise one or more additional active agent as
appropriate. Additional active z;xgents include those effective in treating disorders of the
endocrine system such as dlabetes and hypennsulmemna Examples of anti-diabetes agents
. include insulin, pramlintide, ex}enatlde _sulfonylureas (e.g., chlorpropa.mlde gllplzldc, ;
glyburide, glimepiride) , meglitinides (e.g., repaglinide, nateghmdc), biguanides (e g. !
metformin), thiazolidinediones (e.g., rosiglitazone, troglitazone, pioglitazone), and -
glucosidase inhibitors (e.g., acarbose meglitol). Such active agents may be admtmstered
either prior to or concurrently w1th adrmmstratlon of the compounds disclosed herein in order
to regulate plasma levels of msulm When admm1stered concurrently, such addltlcinal actwe
agents may be administered as paxt of the same formulation with the compounds dlsclosed
herein, or they may be admlmstered ina separate formulation. Similarly, other active agents
such as those effective in treatfxng diseases of the‘llvcr may also be used with the compounds
disclosed herein.
[00052) Pharmaceutical compo.?itions comprising the compounds of the dislclosure that
are suitable for the uses described herein may also comprise a pharmaceutically apcep;table
. carrier. Appropriate pharmaceiutical carriers may. depend, for example, on the method of

f .
administration of the compositions, as will be appreciated by one of skill in the art.
; .

{00053} Pharmaceuticalkly acceptable carrilers may be solid or liquid, or mixtures thereof.

Pharmaceutically acceptable carriers are materials such as binders, lubricants, dlsmtegrants

fillers, surfactants, emuls1ﬁers1 colonng agents, and the like. Blnders are used to 1mpart

cohesive qualities, and thus ensure that the composition remains intact (e.g., as an unplant or

tablet). Suitable binder matenals mclude, but are not limited to, polymer matnces hydrogels,
starch (including corn starch and pregelatuuzed starch), gelatm sugars (mcludmg sucrose,

glucose, dextrose, and lactosa) polyet’hylene glycol waxes, and natural and synthenc gums,
r | ! |
| ! |

!
l
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e.g., acacia sodium alginate, polyvinylpyrrolidone, cellulosic polymers (including
hydroxypropyl cellutose, hydroxypropyl methylceliulose, methyl cellulose, mlcrocrystallme
cellulose, ethyl cellulose, hydroxyethyl cellulose and the like), and Veegum. Lubncants are
used to facilitate manufacture, promotmg powder flow and preventing particle cappmg (i.e,
particle breakage) when pressurle is re11eved Useful lubricants are magnesium stearate,
calcium stearate, and stearic acid. Dlsm|tegrants are used to facﬂxtate dlsmtegranon of the
composition, and are generally _starches; clays, celluloses, algins, gums, or crosslinked
polymers. Fillers include, for example, materials such as silicon dioxide, titanium dioxlde,
alumina, talc, kaolin, powdered cellulose, and mierocrystalline cellulose, as well as soluble
materials such as mannitol, urea, sucrose, lactose, dextrose, sodixlm chloride, and sorbitol.
Surfactants are wetting agents, :and may include ionic materials such as fatty acid salfsiand
‘ non-ionic materials such as PL:URONICSTM (such as F-127, L-122, L-101, L-92, L-81, and
L-61). | | - .
[00054] For example, the pharmaceuucally acceptable carrler for the composmons
disclosed herein may compnsei one or more bxocompauble polymer By “bxocompanble
meant a material that does not illicit an adverse response when sub jected to a blologxcal
environment such as by implantation or injection in vivo. Furthe}-more, in one em?oql?xent,
biocompatible materials do not illicit an immune response when.administered in vivo. Unless

otherwise stated, biocompatible materials include materials that are bioerodible, - |

L}

blodegradable and bloresorbab'lc j
[00055] Polymer carner's such as blocompattble polymers may be homopolymers or
copolymers of any of the monomer umts described berein. Furthermore, copolymers are not
limited to any specific archltecture and may cons1st of random, alternating, block (mcludmg
. multiblock), star, comb, graft, and dendnmer-type copolymers, as well as combmatxons

thereof. Blends of more than one bloerodlble polymer are also within the scope of this
disclosure. It will be apprecxath that crossllnked and crosslmkable polymers may be used as
long as such crosslinking does not adversely affect the material’s ability to form the ;

i
compositions described hereml (eg., the materlal’s ability to bloerode) For example,

reversible crosslinks (wherein the crosslmks compnse non-covalent and/or weakly COValent

intermolecular bonds) may be| present pnor to adrmmstra’uon of the compo'smons1 or such

bonds may form in vivo.

{ ' ? o {
| ! ! |
|
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[00056] Suitable bioerodible polymers may comprise poly(orthoester)s, poly(lactone)s
such as poly(e-caprolactone) and poly(y-caprolactone), poly(lactide)s, poly(lactic acid),
poly(glycolide)s, poly(glycolic acid)i poly(ethylene terephthalate), poly(but)‘rricI acicl),
poly(valeric acid), polymers of anhydrides, poly(vinyl alcohol), poly(ethylene vmyl acetate),
polymers of a—hydroxycarboxyhc acid and derivatives thereof, albumin, collagen ‘gelatin,
hyaluronic acid, starch, cellulose and cellulose derivatives (e.g., methylcellulose, |
hydroxypropylicellulose, hy(_iroxypmpylmethylcellu.lose, carboxymethylcellulose, cellulose
acetate phthalate, cellulose ziicetate succinate, hydroxypropylmethylcellulose phthalate),
casein, dextrans, polysacchandes ﬁbnnogen poly(ether ester) multiblock copolymers
poly(ether)s such as poly(ethylene glycol) and poly(butylene’ terephthalate) tyrosme—denved
polycarbonates, poly(hydroxyl acids), poly(hydroxybutyrate), polydioxanone,
poly(alkylcarbonate), poly(hydroxyvalenc acid), polydmxanone degradable polyesters
poly(malic acid), poly(tartromc acrdl) poly(acrylamides), polyphosphazenes, poly(ammo
acids), poly(alkylene ox1de) poly(ester) block copolymers, poly(hydroxybutyric acid),
poly(beta-butyrolactone), poly(gannna—butyro]actone), poly(gannna—valerolactone) poly(d-
decanolactone), poly(tnmethylene carbonate), poly(l 4~dloxane 2-one) or poly(1,5+ dloxepan-

2-one), or combinations thereof (.e.; copolymers of the constltuent monomer u‘mts lblends
etc.). ! : ‘ | E :
[00057} Examples of biodegradable poljmers include synthetic polymers such as
polymers of lactic acid and élycolic acid, polyanhydrides, poly(ortho)esters, polyurethanes,
poly(butyric acid), poly(valeric acid), and poly(lactide- -co-caprolactone), and natura'l
polymers such as alginate and other polysaccharides including dextran and cellulose
collagen, chemical denvatwes thercof (substitutions, additions of chemical groups for
example, alkyl, alkylene, hydroxylatlons oxidations, and other modifications routlnely made
by those skilled in the art), albumm and other hydrophilic proteins, zein and. other prolammes
and hydrophobic proteins, cti)polymers and mixtures thereof. In general, these matenals

degrade either by enzymanc hydrolysrs or exposure to water in vivo, by surface or bulk

erosion i 1 ! ; .

[00058] The cornponents of a composmon may be distributed homogeneously
|
throughout the phannaceutlca]ly acceptable camer or localized regions of concentratxon

gradients may exist. By “homogeneous dlstnbutlon is meant to included mstances of

molecular homogeneity as well as bulk or macroscopic homogenelty For example the active

t
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agent may be homogeneously distributed on a molecular level (as for a solute homogeneousl_y
distributed within a solvent) or on a macroscopic level (as for discrete particles of active
agent homogeneously distributed throughout the carrier). Components of a composition may
be attached (covalently or otherwise, including physisorbed, ionically associated, and the
like) to the pharmaceutically acceptable carrier.

[00059] For compositions administered as aqueous or other solvent-based dosage
forms (e.g., for parenteral administration), a variety of liquid carriers may be used. Aqueous
solutions may include salts, buffers, and the like. Non aqueous liquid carriers include, for
example, fatty oils, such as olive oil and comn oil, synthetic fatty acid esters, such as ethyl
‘oleate or triglycerides, low molecular weight alcohols such as propylene glycol, synthetic
hydrophilic polymers such as polyethylene glycol, liposomes, and the like

[00060] In addition to one or more pharmaceutically acceptable carrier, pharmaceutical
compositions comprising one or more of the compounds disclosed herein and suitable for the
uses described herein may also comprise one or more additional components. Additional
components include, for example, salts, buffers, penetration enhancers, absorption
accelerants, gel forming materials such as polymers, visualization aids, dispersing agents,
stabilizers, excipients, and plasticizers,

[00061] Buffers are compounds or solutions that are employed to aid in maintaining
the concentration of an analyte within a desired range. For example, pharmaceutically
acceptable pH buffers are used to maintain the acidity or basicity of a solution within a
pharmaceutically acceptable range. Buffers for use in the compositions disclosed herein may
be any known or hereafter discovered buffer.

[00062] Penetration enhancers include compounds that enable or enhance permeation
of compositions across boundaries such as membranes, Examples of penetration enhancers
may be found in the relevant literature (e.8., Percutaneous Penetration Enhancers, Smith and
Maibach, eds., CRC Press, New York NY, 2005) and include cyclohexanone derivatives,
cyclic monoterpenes, pyrrolidones, dioxolanes, 1-dodecylazacycloheptan-2-one (Azone),
dimethylsulfoxide (DMSO), and limonene.

[00063) Gel forming materials may be polymers or non-polymers, and are generally
able to form a gelatinous network. In one embodiment, gel forming materials are able to form
gels in vivo, whereas in other embodiments, gel formation takes place ex vivo. Examples of

gel forming materials include collagen, chitosan, pectins, hyaluronic acid, and the like.
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[00064]) Dispersing agents are surfactants (for example, as described herein) in
combination with a solvent such as water. ]
[00065] Plasticizers are compounds used to plasticize (i.e., soften) plastic and other

materials, Examples include propylene glycol, acety! tributyl citrate, acetyl triethyl cxtrate P
tert-butylphenyl salicylate, butyl stearate, butylphthalyl butyl glycolate, dibutyl scbacate di-
(2-ethylhexyl) phthalate, dlethyl phthalate, diisobutyl adipate, diisooctyl phthalate, dlphcnyl-
2-ethylhexyl phosphate, epoxlldlzed soybean oil, ethylphthalyl ethyl glycolate, glycerol
monooleate, monoisopropyl cltrate mono, di-, and tristearyl citrate, triacetin (glycerol
triacetate), triethyl citrate, and 3-(2-Xenolyl)-1,2-epoxypropane.
[00066] Excipients are mactwe!mgredlents that may be employed in the composmons
described herein for a variety 1of reasons. A wide range of excipients are descnbed in thc
literature (e.g., Rowe et al_, Handbook of Pharmaceutical Excipients, McGraw Hill, 2006)
[00067] Visualization axds are compounds that aid visualization of the drug dchvcry
composition or any of the components thereof via a visualization method such as :
fluoroscopy, magnetic rcsona{nce unagmg (MRI) visible light, ultrasound, or radlography
Any visualization aids known in the art may be used in the compositions dlsclosed herein.
[00068] In one aspect, the compositions of the present disclosure include one or more
preservatives or bactenostat:c , agents, present in an effective amount to preservc the
composition and/or inhibit bactena] growth in the composition. Examples include bxsmuth
tribromophenate, methyl hydroxybenzoate bacitracin, ethyl hydroxybenzoate, propy}
hydroxybenzoate, crythromycm 5- ﬂuorourac:l methotrexate doxorubicin, mltoxantrone
rifamycin, chlorocresol, benzalkonium chlondes paraoxybenzoic acid esters, chlorobutanol
benzylalcohol, phenethyl alcoho] dehydroacetlc acid, sorbic acid, and the like.
[00069] Stabilizers include compounds such as antioxidants, and are used to mlubnt or
retard decomposition reactlons that mclude by way of example, oxidative reactlons ;
Examples of stabilizer mclude butylated hydroxytoluene (BHT), butylated hydroxyamsolc
(BHA), ascorbic acid, ethylene diamine tetraacetlc acid (EDTA), tocopherol-derived |

!
compounds such as alpha-tocopherol, sulﬁtcs tcn-butylhydroqumone, citric acid, aceitic acid,
and pectin. o

i : !
[00070] The composmons disclosed hcrem or the precursors thereof may further

!
contain porosifying agents that ach1eve greater surface area of, for example, an implant or

tablet. Examples of poros:fylpg agent1s include i 1|norgamc salts, sucrose, sm‘factar;ts,;small

i
]
1
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molecular weight polymers, fast degrading polymers, thermoreversible polymei- precipitates,
gas bubbles, and cavitation bubbles

[00071) The amount of actlve agent (as well as other active mgredlents when present)
in the compositions dlsclosed herem will depend on a number of factors and w1Il vary from
subject to subject. Such fact!ors will be apparent to one of ordinary skill in the art axfxd may
include the particular dlsorder or condmon being treated, the mode of admlmstratlon the

severity of the symptoms, the patient’s age, weight and general condition, and the _]udgment

of the prescribing physman1

[00072] In one embodxment a composition comprises a compound of formula Iasan
active agent and a pharmaceut1cally acceptable carrier. The carrier may be used in any
convenient amount relative to the active agent, and the welght ratio of the camer to active
agent can vary from about (.1 to 1 to about 100,000 to 1 dependmg upon the apphcatlon In
one example of this embodiment, the composition consists only of the actlve agent and a
pharmaceutically acceptablclz carrier. In another example, the composition compnses the
active agent, a carrier, and one or more addmonal components such as those descnbed herein.

In a still further example, the composmon compnses the active agent, a second actlve agent,

one or more carriers, and one or more addmonal components. ' ! !
[00073] Compounds ihang the structure of formula I as disclosed herein are. useful as
medicaments and as active %lgents in pharmaceutical compositions. In one embodixrient, such
compounds and compositio;ns are useful in the treatment of viral hepatitis. In particular, the

compounds and composmo|ns are useful in the treatment of patients suffermg from hepatitis
B virus (HBV) and hepatitis C virus (HCV). o

L 1

[00074] In another er!nbodlmel:nt the compounds descnbed herein are useful 1|n an
improved method of treatmg hepatitis C with an interferon, wherein the i lmprovement
comprises administering an! eﬁ‘ectwe amount of nitazoxanide, , tizoxanide, or mlxtures thereof
to a subject in need thereof | By way of this improvement, the percentage of subj ects
exhibiting reduced serum HCV RNA is mcreased in companson to a method of treatmg
hepatitis C with the 1nterfer0n or w1th a combmatlon of nbavmn and the mterferon In
addition, the amount of mterferon requ1red to achieve a sustained virologic response in the
patient may be reduced compared to the amount of interferon required to achleve a sustamed
virologic response in the pa{‘.lent W1thout administration of nitazoxanide, txzoxamde or

mixtures thereof. Furthermore, the amount of interferon required to achieve a sustained
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virologic response in the patient may be reduced compared to the amount of interferon
required to achieve a sustained virologic response in the patient when treated with a
combination of ribavirin and the interferon. In one embodiment, a method of treatment is
provided wherein a patient suffering from hepatitis C is pretreated using nitazoxanide and/or
tizoxanide prior to being treated with an interferon (such as any of the mterferons descnbed

herein). Specific examples of thxs and ‘other embodlments are described in more detaﬂ
H

hereinbelow. I ‘ - : (
[00075]) Nitazoxanide, ﬁzoxanide and mixtures thereof are particularly effecti\‘re in the
treatment of hepatitis C. By treatmg hepatltls C patients with mtazoxamde tizoxanide, or a
mixture thereof, it may be posszble to reduce the amount of interferon needed for: effectwe
treatment, although such reductlon 1 not necessary. It may also be possible to. avoid the use
of ribavirin completely, althmllgh this too is not’ necessary. These benefits may be‘ obtamed
while simultaneously i mcreasmg the percentage of subjects who respond favorably in terms of
a reduction of serum HCV RNA Thus, the present disclosure describes a method of treating
hepatitis C comprising admlmstermg to a subject in need thereof an effective amount of
nitazoxanide, tizoxanide, or a'mlxture 'thereof. Slmllarly, the present invention mcludes any
of the foregoing embodiments in whlch any compound of formula I or combu}aulon of such

compounds is used in place of mtazoxamde and tizoxanide. b

i

[00076] Admuustratlon of the composmons described herein may be carrled out using
any appropriate mode of admlmstratlon and dosage form. Thus, administration can be, for
example, oral, ocular, buccal, rectal toplcal parenteral transdermal, transmucosal, ;
sublingual, by inhalation (usmg exthen solid or liquid compositions), or via an nmplanted
reservoir in a dosage form. It will be appremated that the most suitable route in any gwen case
will depend on the nature and seventy of the condition being treated and on the nature of the
particular form of compound of formula I which is being used. The term "parenteral" as used
herein is intended to include, for example, subcutaneous, mtravenous, intradermal, and

intramuscular injection. The tenn “transmucosa]” as used herein is intended to include, for
example, rectal, vaginal, buccal sublmgual and pemle administration. The term ¢ mhalatlon”
as used herein is intended to include mhalatlon via the nose or the mouth, and mclludes
instances wherein absorption ]of the composntnon occurs in the lungs as well as for ex.l.unple
the mucosal membranes of the mouth,‘ nose, and throat. Administration via xmplants 1s meant

to include implants affixed anywhere on or posmoned anywhere inside the body, mcludmg
|

T

. 1
l [
1 |
|

|
|
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within body cavities (e.g., intraperitoneal implants, intraocular implants, implants in joints,

etc.), within organs, and suocutaneously.

t

[00077] Depending o;n the intended mode of administration, the pharr;nac:eutiéal
| .
composition may be a solid§ semi-solid, or liquid such as, for example, a tablet, a capsule a

caplet, an aerosol, a liquid, a suspension, an emulsion, a cream, a gel, a supposrtory, granules,
pellets, beads, a film, a powder a sponge, or the like. |

[00078] In one embodmlent the composition comprises a unit dosage form suitable for
single administration of a preclse dosage. In another embodiment, the composition compr:ses
a reservoir such as in an 1mplant capable of controlled delivery of the composrtlon over time.
{00079) Suitable pharmaceuttcal compositions and dosage forms may be prepared

using conventional methods known to those i in the field of pharmaceut:cal formulatlon and
described in the pertinent te'xts and l1terature e.g., in Remmgton The Science and Pracrtce of
Pharmacy (Easton, PA: Mack Publlshmg Co., 1995) A description of some but not all, of

|
'provxded infra. ' SR

the suitable dosage forms is|
[00080] Formulations sultable for oral administration may be presented as: drscrete units,
such as capsules, cachets, lozenges, or tablets, each containing a predetermmed amount ofa
compound of formula I; as alpowder or granules as a solution or a suspensmn in an acllueous or
non-aqueous liquid; or as an'oil-in—water or water-in-oil emulsion. Such formulations may be

- prepared by any suitable met.hod of pharmacy which includes the step of brmgmg mto

association the active compound and a suitable camer (which may contain one or more

! :
accessory ingredients). { | :

[00081] Tablets may ibe manufactured ulsmg standard tablet processing procedures and
equipment. In addition to reversine, ‘tablets will generally contain inactive, pharma‘ceuncally
acceptable carrier materials s described herein. Suitable capsules may be either hard or soft,
and are generally made of gelatm starch ora cellulosnc material, with gelatin capsules
preferred. Two-piece hard gelatin capsules are preferably sealed such as with gelatm bands
or the like. See, for example, Remington: The Science and Pracnce of Pharmacy, mted

supra, which describes materials and methods for preparing encapsulated ‘ ! i

pbarmaceuticals.Oral dosag‘e forms, whether tablets, capsules ‘caplets, or partlculelttes may, if

agent over
an extended time period. F ofr example as will be appreciated by those of ordmary sklll in the

desired, be formulated so as to prov1de for gradual, sustained release of the actwe

art, dosage forms may be forrnulated by dispersing the actrve ;agent within a matnx ofa
| l
[ l : r

'L
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gradually hydrolyzable matena.l such as a hydrophilic polymer, or by coating a sohd drug-
containing dosage form W1th such a material. One example of a preferred dosage form is
Alinia® (see Alinia® package insert and/or US Patent Nos. 5,387,598, 5,578, 621, 5,968,961,
5,856,348, 5,859,138, 5, 886 ,013, 5,965,590, 6,020,353, and 6,117,894). It is to be understood
that, unless otherwise Spec::ﬁed in the present disclosure (including the examples and claims)
dny references made to Alinja® are providing only as examples, and are not meant to be
limiting. Thus, such references are intended to apply equally to other formulatmns ‘
comprising nitazoxanide, tlzoxamde and/or compounds having the structure of formula I
[00082] Formulations/suitable for buccal (e g., Sub-lmgual) admlmstranon mclude
lozenges comprising a compound of formulaI in a flavored base usually Sucrose andi acacia or
tragacanth; and pastilles comlpnsmg the compound in an inert base such as gelatm and glycerin
or sucrose and acacia. g !,

[00083] Preparations ’accordmg to tlus disclosure suitable for parenteral admlmstratlon
include sterile aqueous and i nonaqueous solutions, suspensions, and emulsions. Such
preparations are preferably 1sotomc with the blood of the mtended recipient. Injectable aqueous
solutions may contain the active agent in water-soluble form, or may contam a suspensmn or
emulsion of the active agent. Examples of nonaqueous solvents or vehicles aretdescl:nbed
herein, Parenteral formulations may also contain adjuvants such as solubilizers,
preservatives, wetting agents emulsifiers, dlspersants and stablhzers and aqueous
suspensions may contain substances that increase the viscosity of the suspension, such as
sodium carboxymethyl cellulose sorbitol, and dextran. Injectable compositions may be
rendered sterile via, for example, incorporation of a sterilizing agent, filtration through a
bacteria-retaining filter, irradiation, or heat They can also be rnanufactured‘ usmg a sterile
injectable medium. Any actwe agents present in the compositions may also be in dned e.g.,
lyophilized, form that may be rehydrated with a suitable vehlcle immediately prior to
administration via injection! Parenteral preparations are preferably adrmmstered mu'avenously,
although administration may] also be effected by means of subcutaneous, 1ntramuscula:, or
intradermal injection. In one embodunent such preparations are prepared by adm1xmg the

compound with water or a glycine buffer and rendering the resulting solution stenle and isotonic
with the blood. ! o

| S |

[00084] The composmons chsclosed herein may also be administered through the skin
using conventional transdermal drug delivery systems wherein the active agent is contzuned
!

|
|
i
l
l
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within a laminated structure that serves as a drug delivery device to be affixed to the skin, In
such a structure, the active agent composition is contained in a tayer, or “reservoxr "
underlying an upper backing layer. The laminated structure may contain a single reservmr or
it may contain multiple reservoirs, In one embodiment, the reservoir comprises a polymenc
matrix of a pharmaceutically acceptable contact adhesive material that serves to afﬁx the
system to the skin during drug dehvery Alternatively, the actlve agent—contammg reservonr
and skin contact adhesive are present as separate and distinct layers, with the adhes:ve
underlying the reservoir which, in this case, may be either a polymenc matrix as described
above, or it may be a liquid or hydrogel reservoir, or may take some other form. Transdermal
drug delivery systems may m addition contain a'skm permeatlon enhancer. Formu[atlons for
transdermal administration may also bé delivered. by 10ntophoresxs (see, for example, | |
Pharmaceutical Research 3(6),| 318, (1986)) and smtable formulauons typically take the .form of
an optionally buffered aqerus solution of a Compound of formula I. Suitable formulatlons
comprise, for example, citrate Pr bls/tns buffer (_pH 6) or ethanol/water and contam ﬁ'om 0.1to
0.2M active ingredient. | : | . : . g

[00085] The compositions disclosed herem may also be administered toplcally using
!
conventional toplcal dosage forms, wherein the acnve agent is contained within a camer

Dosage forms suitable for top'tcal apphcatxon include, by way of example, cream|s, pastes
jellies, gels, ointments, llqmds aerosols oils, lOthTlS foams, suspensxons and emulsmns
Carriers which may be used mclude vasehne lanolme poiyethylene glycols, alcohols and
combinations of two or more thereof ' ,

[00086]) In addition to the formulatlons described previously, the compounds may also
be formulated as a depot preparatlon for controlled release of the active agent; preferably
sustained release over an extended tlme period. *These sustamed release dosage forms may be

administered by implantation| (e £., subcutaneously, intraperitoneal, mtramuscularly or by

5 - ‘Iw

[00087) Formulations smtable for rectal adrmmstratlon are preferably presented as unit

intramuscular injection).

I
dose suppositories. These may be prepared by adnuxmg a Compound of formula I W1th one or
more conventional solid carne1|~s for example, cocoa butter, and then shaping the resultmg
mixture. : | : i i
|

[00088] Although the compositions disclosed herein wnll generally be admuustered

orally, parenterally, transderrrla.lly, or wa an 1mpianted depot, other modes of admxmstratxon

! | .
' } |
i N . .

|
|
|
i
|
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are suitable as well. For example administration may be rectal or vaginal, preferably using a
suppository that contains, in addmon to an active agent, excipients such as a suppos:tory wax.
Formulations for nasal or sublmgual admmlstratron are also prepared with standard
excipients well known in the art. The pharmaceutrcal compositions of the i mventmn rrray also
be formulated for inhalation, e.g.,asa, solutton in saline, as a dry powder, or as an aerosol
[00089] It will be apprecrated that the composmons drsclosed herein may be prepared
and packaged as single dosage units, such as for oral admrmstratron (e.g., tablets) The
formulations may also be prepared and packaged as multiple dose formulations, or as dosages
suitable for long-term admmrs{tratron such as for topical adrmmstratlon (e.g., creams),
transmembrane admlmstratronl (eg., patches), or.1mplantatron ; |
[00090] The compounds dxsclosed herein may be admmrstered for any 1ength of time
suitable for the intended use. 1;\dm1mstratron of the compounds drsclosed hereln w111 typlcally
be carried out over a period of about 3. .days to about 104 weeks but may be carned out over
a period longer than 104 weeks and mz‘ty even be carried out mdeﬁmtely For exarnple

i

treatment of hepatitis C using the compounds drsclosed herein will typically mvolve l
‘administration of the compounds over a period of 12,24, 0r 48 weeks : ; R
{00091} Any approprlatle dosage and regimen may be useld for the compounds‘ !
disclosed herein and the pharrnaceuncal compositions compnsmg such compounds In one
embodiment, a compound havmg the structure of formula I is administered in conjunctron
with an additional active. agent| such as, for example an mterferon such as any of the
interferons described herein. The compound havmg the structure of formula I and the
additional active agent (e.g., an mterferon) may be admrmstered as part of the same
composition, or they may be admlmstered in separate composmons (1ncludmg in separate
compositions that vary in dosage form release proﬁles, and the like). | i
[00092] In one embodiment, a patlent suffenng from hepatitis C is first pretreat|ed with
mtazoxamde tizoxanide, or an'y of the compounds disclosed herem having the structure of
formula 1. The duration of the pretreatment penod may be between about 3 days and about 6
months, for example between about 1 week and about 12 weeks and as a further example
between about 1 week and about 4 weeks The pretreatment penod is followed subsequently
by a treatment period wherein the pretreated pattent is treated wrth either an 1nterferon alone
or an interferon plus mtazoxa.mde trzo‘xamde or any of the compounds havmg the structure

of formula 1. Any of the interferons described herein may be used during the treatment
| S : |
l : | ‘

|
i

|
i
!
|
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period. The duration of the treatment period will be any duration that is required to obtain the
desired response, and will typically be between about 1 day and about 12 months or longer.
For example, the treatment pe1|-iod may comprise weekly injections of an interferon, and may

involve a single week of treatrpent 2-4 weeks of treatment, 4~12 weeks of treatment or more
1 .

i {

[00093] Examples of regimens that are su:table for adrmmstratlon of the compounds

(such as 6 months, 1 year, 2 years or 1lndeﬁmtely)

disclosed herein include the followmg 24 weeks of administration of mtazoxamde followed
by 12 weeks of adm1mstrat10n ofa composﬂmn comprising nitazoxanide and mterferon o-2b
or pegylated interferon a-2b; 2—4 weeks of administration of nitazoxanide followed by 12
weeks of administration of a composmon comprising nitazoxanide and pegylated mt'e;'feron
0~2b; administration of a composmon comprising nitazoxanide + pegylated mterferon o-2b
for 12, 24, or 48 weeks; and 12 24, or 48 weeks of administration of mtazoxamde, ;
tizoxanide, or combinations thereof. It, wxll be appreciated that such regunens are prov1ded
only as examples, as suitable duratlons dosages, and orders of administration w111 vary

Appropriate regimens will typically be determmed bya physmlan | o
[00094] It will be appreclated that dosages may vary, and will typically be selected to
provide a therapeutically effecinve amount of the active agent to the patient. In one example,
a dosage may be in the range of about 100 mg to about 2000 mg, or in the range of about 250
mg to about 1000 mg, or preferably abOut 500 mg. In another specific example an
appropriate dosage is chosen to achleve and mamtam a blood level of active agent (eg.,
nitazoxanide) in the patient th&llt is between about 0.1 pg/m] and about 10 pug/ml, preferably
about 1 pg/ml. i . | | |

[00095] Methods of pre;i)araticn for the cornpositions disclosed herein will be apparent to
one of ordinary skill. In one embodlment, the formulations of the disclosure may be prepared by
uniformly and intimately admmng the actwe compound with a liquid or finely d1v1ded sohd
carrier, or both, and then, if necessary, shapmg the resulting mixture. For example a tablet may
be prepared by compressing or moldmg a coated or uncoated powder or coated or uncoated
granules containing the active c:ompound, optlonally with one or more accessory mgredlents
Compressed tablets may be prepared bylcompressmg, in a suitable machine, the Compolulld ina
free-flowing form, suchas a p0'|wder or granules optlonally mixed with a binder, lubncant, inert

diluent, and/or surface acuve/dlspersmglagent(s) Molded tablets may be made by moldmg, ina
1

|
|

suitable machine, the powdered! compound molstened with an mert liquid bmder
E b 0

i I
b ’ i



. WO 2007/081974 PCT/US2007/000574
' ‘
!

-24 -

[00096] The present disclosure also provides kits for accomplishing such treatment as
described herein. The kits compnse (1) an effective amount of a compound of formula I (u) one

or more pharmaceutically aeceptable carriers and/or additives; and (iii) mstruct:ons for use (eg,
1
in treating hepatitis). | . | ~ )

i

¥ ‘ f
[00097] As used herein,|the phrase "instructions for use" shall mean any FDA-ma!ndated

labelling, instructions, or package i msertis that relate to the administration of a compound of

Formula | for the purpose of treating viral hepatitis. For example, instructions for use may
include, but are not limited to, 1indlcatlons for the particular disease, identification of spec:1ﬁc
symptoms of the specific d1sease that can be ameliorated by the claimed compounds, and
recommended dosage amounts for sub_]ects suffering from the disease. The kit of the present

invention further compnses a ufmt dosage amount of the compound effective for ueatmg wral

hepatitis. | f . P

[00098] It is to be undertstood that while the invention has been described in

conjunction with the ].:)referredt specific embodiments thereof, the description above as well as

|
the examples that follow are mtended to 1llusu'ate and not limit the scope of the mven‘uon

Other aspects, advantages and!modlﬁcanons within the scope of the invention will be.

! |

apparent to those skilled in the art to Wthh the invention pertalns

v
[00099) All patents, patent apphcatlons and publications mentloned herem: are hereby
incorporated by reference i in their ent1ret1es However, where a patent patent appheanon or
publication containing express deﬁmtlons is incorporated by reference those express
definitions should be understood to apply to the incorporated patent, patent application, or
publication in which they are found and not to the remainder of the text of this apphcatlon in

particular the claims of this apphcatxon. ' . i I 5
i | t
- -
| . EXAMPLES 3 l '
| i EXAMPLE 1 : ,

= |

ACJTKV['I'Y AGAINST HCV REPLICATION ;
|

!

i
; \
o - |

[000100] Antiviral aet:vnty of nitazoxanide, tizoxanide, mterferon a, nbavmn a.n:d 2°-C-

methyl cytidine was assessed i m five different HCV replicon cell lines: (1) AVAS;a ]
subgenomic construct of genotype 1b (Blight et al , 2000, Sc:ence 290:1972- 1974) (2) H/FL-

, H
| . ! , .
' . ! ; !

i

|

|

| - ; .

i I
i

|

i

|
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Neo, a genotype 1a full length construct (Blight et al., 2003, Journal of Virology 77:3181-
3190); (3) JWT, a subgenomic construct of genotype 1b (Pfeiffer and Kirkegaard, 2005,
Journal of Virology, 79: 2346-!2355), 4) 4-3-10, a subgenomlc construct of gcnotype 1b

. developed by a protocol that involved senal passage of JWT cells in 100 uM for one month
followed by 400 puM ribavirin for two wecks (Pfeiffer and Kukegaard 2005, Joumal of
Virology, 79:2346-2355); and (5) RP7 a subgenomic construct of genotype lb (Elazar etal.,
2003, Journal of Virology 77:6055-6061). !' |

[000101) Antiviral activity for each test compound was determined as previéusl};
described (Okuse et al., 2005, Anttwral Research 65:23-34). Briefly, replicon cell lmes were
maintained as sub-confluent cultures on 96-well plates Compounds were added dallylfor
three days in fresh medium. Twenty-four hours after the last dose of compound antwual
activity was determined by blot hybndlzanon analysm of mtracellula: HCV RNA and
cytotoxicity was assessed by neutral red dye uptake ECso, ECgo, CCsp and selectnnty index
were calculated for each compound tested ina rephcon cell line. ECsg = drug concentratlon
producing a 50% reduction of 1ntracellular HCV RNA relative to the average levels i m
untreated cultures, ECgo = drug concentratlon producing a 90% reduction of mtracellular
HCV RNA relative to the average levels in untreated cultures. CC50 = drug concentratlon
praducing a 50% reduction of neutral red dye uptake relative to the average levels in .
untreated cultures. Selectivity index = CCsp d1v1ded by ECsp. ECsp, ECgg and CCso values (&
standard dev1at10ns [S.D.)) were calculated by lmear regression analysis using data combined
from all treated cultures. Median ECso and ECyq values were calculated for each compound

|
[000102] Nitazoxanide and tlzoxamde were provided by Romark Laboratories, L C.

based on the results for determined forl the five dlfferent replicon cell lines. -

(Tampa, FL USA). Recombinant mterferon o-2b was purchased from PBL Blomedlcal
Laboratories (Piscataway, NJ USA). Ribavirin was purchased from ngma—Aldnch (St
Louis, MO USA). 2’-C-methyl cytldme (Pxerra eral, 2005 Nucleoszdes Nucleondes Nucle:c
Acids, 24:767-770) was purchased from Moraveck Blochcmlcals Inc. (La Brea, CA USA)
Interferon o.-2b was solubilized and/or diluted in stenle phosphate-buﬁ'ercd saline (PBS)/ 1%
BSA as instructed by the manufacturcr R1bav1r1n, mtazoxamde tizoxanide and 2’-C—methyl
cytidine were solubilized in 100% tzssue culture grade DMSO (Sigma). Stock.solutlons were
stored (-70 °C for interferon a-2b, -20 °C for nitazoxanide, tizoxanide, ribavirin and 2 C-

methyl cytidine) in quantities sufﬁcxent fora smgle experiment and used only once. Daily
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|
aliquots of test compounds were made from the stock solutions i in mdlv1dual tubes and stored

|
at the appropriate temperatures. On cach day of treatment daily a_hquots of the test |

compounds were suspended mto culture medlum at room temperature, and 1m1:ned1atoly|

added to the cell cultures, thereby subjechng each aliquot of test compound to the same,
1 ' 1 ! {
limited, number of freeze-thaw cycles ' |

n
[000103] Nitazoxanide and tlzoxamde selectively reduced mtracellular HCV replication

in each of the five HCV genotype 1- denved replicon cell lines (Table 1). Medlan ECsgs were
0.13 pM and 0.15 uM for mtazoxamde and tlzoxamde respectlvely, compared to 0.86 IU/mL
for interferon a-2b, 69 uM for r'bavxnn and 2.1 p.I\l/I for 2’—C—methyl cytidine, o ‘

2
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Table 1. Relative potency of test compounds against HCV replication.
| Prug ; ‘
Cell line ECso (WM) ECgo (uM) CCsx(pM) S
Nitazoxanide ' ' -
AVAS ; 0.13£0.02 1.0+0.2 39+ 3, 9 300
H/FL-Neo 0.33+0.05 1.13+0.1 49+ 1.5 149
JWT I 0.11 £0.01 1.0+:02 39+ 110 ! © 354
4-3-10 0.10+0.03 0.87+0.16 34+£04 340
RP7 f 0.16 % 0.01 1240.1 3808 | 238
Median P O R -
Tizoxanide !
AVAS 012+ 0.01 0.77 £ 0.10 25+28 208
H/FL-Neo | 0.25+0.03 10%0.1 42402 ' 17
JWT I 0.16 £ 0.02 0.76 + 0.03 24+29 150
4-3-10 | 0.11£0.05 0.55 4+ 0.08 2111+ 191
RP7 ; 015:.*:001 : 094:*:010 25+£1.0 167
Median SR R e e R 7 !
Interferon a-2b (IU/ml)
AVAS 1.5+£02 8.2+0.8 >10000 >6667
H/FL-Neo | 2.1+02 9.4+0.9 >10000 >4762
JWT ©0.77+£0.03 2602 >10000 >12987
4-3-10 0.86 = 0.06 5.7+ 0.4 >10000 >11627
RP7 041 :tOOl 3 6:1:02 >10000 >24390
Median 2 VIR R S L e
Ribavirin
AVAS 220+ 34 84+47 1.2
H/FL-Neo
JWT 23122 62 +£1.7 89+75 3.9
4-3-10
RP7 T77+49 1.2
Median
2’.C-methyl cytidine
AVAS >300 >143
H/FL-Neo >1000 >556
JWT >300 >136
4-3-10 >300 >143
RP7 >300 >150
Mednan

30
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' EXAMPLE 2

SYNERGISTIC ACTIVITY OF NITAZOXANIDE AND TiZOXANIDE WITH OTHER ANTI-HCV DRUGS

[000104] Activity of combination treatments with nitazoxanide plus interferon o-2b,
tizoxanide plus interferon o~2b, nitazoxanide plus 2’-C—methyl cytidine and tizoxanide plus
2’-C-methyl cytidine against HCV rephcatmn were evaluated in the AVAS replicon cell line
using the methods previously descnbed (Okuse et al., 2005, Antiviral Research 65:23-34).
Analyses of interactions between compounds used in combination treatments were performed
using Calcusyn™ software (B%osoﬂ, Cambridge, UK).

[000105] Combinations of nitazoxanide with either interferon a-2b or 2’-C-methyl
cytidine and tizoxanide with enther 1nterfcron o-2b or 2’ -C-methyl cytidine CXhlbltEd
synergistic interactions agamst HCV rephcanon (Table 2, Figures la and 1b). In Figures la

and 1b analyses of i mteractlons between compounds in combination treatments are shown.

Table 2. Relative potency of combination treatments against HCV rephcatxon in AVAS cell
cultures.

Treatment ECso (uM)  ECy (nM) CCsy (pM) S.L’
Nitazoxanide (NTZ) - 021£0.03  093x0.11" 38418 181
Tizoxanide (TIZ) | 0.15£0.02 0.81+0.92" 15+1.2 100
IFNo-2b * 1.9+0.2? 8.9+ 0.97 >10000? >5263
2’-C-methyl cytidine . 1.6+£0.2 8.3%0.7 >300 >188
(2’CMeC) |
2°CMeC + IFNa-2b, 1:1 0.67+0.007 © 23+0.3 >300 >448
NTZ + IFNw-2b, 1:10 | 0.06+0.008  0.25+0.03 33+1.3 550
NTZ +2°CMeC, 1:10 | 0.07£0.005 ' 0.280.02 35%1.5 500

' TIZ + IFNo-2b, 1:10 | 0.07+001 . 022003 17+1.3 245
TI1Z + 2°CMeC, 1:10 1 0.06+0.004 © 0.19+0.02 18+ 1.1 300

''S1 = CCsy/ECs0. * Values for IFNGt-2b expressed in IU/mL

| \
[000106) Figure la presents CI-Fa (Combmatlon Index-Fraction (of virus) affected)

plots (Belen'kii and Schinazi, 11994 An‘tzvzral Research 25:11-18). For these plots, a
combination index {CI] greateri than 1 6 indicates antagonism and a CI less than 1.0 indicates
synergism. Evaluations of synelrgy, addmvny (summat:on) or antagomsm at dlfferent levels
of virus inhibition (e.g. 5%, or Fa“‘O 05 to 99%, or Fa=0.99) are prowded by the plotted lines
and points. Figure 1b shows conservatwe isobolograms. For these plots, ECsp, EC;ys, and ECyg

(50%, 75%, and 90% effective .antwu'al concentrations) values for the combination

!
|
1
§
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treatments are displayed as si'ngle points. Three lines radiating out from the axes denote the
expected (e.g. additive) ECsg, EC7s, and ECog values for drug combinations as calculated
from the monotherapies. ECso, ECys, and ECgg values for the combinations that plot to the left
(e.g. less than) of the correspondmg lines indicate synergy, and values plotting to thc right

(e.g. greater than) of the correspondmg lines indicate antagonism. b

- o
3 : EXAMPLE 3 o

ENHANCED ACTIVITY OF INTERFERON ALPHA +NITAZOXANIDE AFTER PRE—TREATMENT WITH

NITAZOXANIDE

[000107] @ To evaluate the leffect of pre-treating with nitazoxanide prior to treatment with
combination treatments, culturg:s were treated for either 3 or 6 days with mtazoxanldc,,
interferon o-2b, or 2’-C-'methy;l cytidine or comblinations of nita'zoxanide and either '
interferon a-2b or 2’-C—methyl cytxdme Alternatively, cultures were treated V\nth
nitazoxanide for 3 days, followed by an additional 3 days of treatment with a combmatnon of
nitazoxanide and either mterferon (x-2b or 2’-C-methyl cytidine. Antiviral actwuty and
cytotoxicity was determined 24 hours after the end of each respectxve treatment as descnbed

E f

previously. i | o . 5 ;

[000108] Pre-treatment Wlth mtazoxamde unprovcd the potency of combination -
treatment with nitazoxanide plll.lS 1nteferon a-2b by approxxmatcly 3-fold (Table 3 and;
Figures 2a and 2b). Pre-treatment did not however, affect the potency of combination
treatment with 2°-C-methyl cytidine (Table 4). Figures 2a and 2b show analyses of the effect
in cultures pre-treated with mtazoxa:udc before treatment with nitazoxanide plus interferon
a-2b. Analyses were performed using Calcusyn software (Biosoft, Cambridge, UK)? Two
types of evaluations are presented. Flgure 2a presents CI-Fa (Combination Index-Fraction (of
virus) affected) plots (Belen'kii and Scl}inazi, 1994). For these plots, a combinétion inocx
[CI] greater than 1.0 indicates s;:lntagonilsrn and a CI less than 1.0 indicates syne'rgism ;
Evaluations of synergy, addmvxty (sumimatxon) or antagonism at different levels of virus
inhibition (e.g. 5%, or Fa=0. 05 to 99%, ‘or F a—-O 99) are prov1ded by the plotted lines and
points. Dotted lines indicate 1 96 standellrd dev1anons (not shown'in Figure 1a for clarity).
Figure 2b presents conservatlve 1sobolograms For these plots, ECso, ECys, and ECgo (50%,

75%, and 90% effective antiviral conccntratxons) values for the combination treatments are
u

.
?&
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displayed as single points. Three lines radiating out from the axes denote the expected (e.g.
additive) ECsg, ECys, and ECyq values 1If'or drug combinations as calculated from the

monotherapies. ECsg, EC7s, and ECgg values for the combinations that plot to the lteft (é g.
less than) of the corrcspondmg lines md:cate synergy, and values plotting to the nght (e g.
greater than) of the correspondmg lmes indicate antagonism. , !

] i ' - o

. ! |
Table 3. Effect of NTZ Pretreatment on Activity of NTZ+IFNa Combination Treatment

Duration NTZ (uM) IFNo-2b (IU/mL)

Treatment (days) ECsp(uM) ECo (uM) _ ECsq (uM);  ECgp (uM)
IFNc 3 ‘ ‘ 1.9+03 83+09
IFN 6 17402 ' 7.8+08
NTZ 3 0. 22¢003 1.0£0.1 Lo
NTZ 6 020002 092+ 0.10 N
NTZ + IFNg, 1:10 3 0.08+0.010 027 0.03 0.82+0.07° '2.7+0.3
NTZ + IFN, 1:10 6 0.09 0.010 0.24 + 0.04 075ioo9J 2.4 %02
NTZ, then NTZ+IFNa 6 2003500057705 007 SR A 0HEE

|

|

: o
Table 4. Effect of NTZ Pretreatment on Act1v1ty. of NTZ+2’ CMeC Combination Treatment

Durat:on NTZ (uM) 2’CMeC (uM)
Treatment jdays) <EC5|) (}lND ECgo (;I,M) ECso (}I,IVD I EC90 (I.I.M)
2°CMeC 3: ‘ : 1.7+0,2 | 6.2+ 0.5
2’CMeC 6I ‘ ‘ 1302 | '58=%0.9
NTZ 3 022:l:003 1.0+ 0.1 o
NTZ 6 020:!:002 0.92+0.10 : ;
NTZ +2°CMeC, 1:10 3 0.05£0.006 0.16+0.02 0.57£007: 1.8:+02
NTZ +2’CMeC, 1:10 6 0.05 0. 007 0.17 £ 0.03 0.54 :0.06 1.9 0.2
NTZ, then 6 0.06£0.005 0.15%0.02 0.58 &= 0.08 { 1.7+0.3
NTZ+2’CMeC . '

I

.
!

1 | .
|
|

EXAMPLE 4 , =

NI'I‘AZOXANIDE OR TIZOXANIDE Co

[0600109] To evaluate the effect of' |m‘terferon alpha followmg pre-treatment wnh :
nitazoxanide or tizoxanide, a parental rephcon-contammg cell hne (RP-7) was senally |
passaged in increasing concentrations of mtazoxamde or tizoxanide. Antl-HCV' act1v1ty of
interferon alpha-2b was determined usmg the parental cell line and using the cell lines ’

| A

|
|
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{ t ] {
obtained after passage in mtazoxamde or tizoxanide. Anti-HCV activity was determmcd by

the methods described above.

[000110] The parental rcphcomcontammg cell line was estalbhshed by electroporaitlon

- of RNA transcribed in vitro off of the Sca-I—lmeanzed Bart 791 plasmid into Huh-7! cells
(Elazar et al., 2003). Bart791 en'codes fora second-generatlon high-efficiency bl-mstromc
sub-genomic replicon of genoty'{)e ib contalmng a single adaptive mutation (81 179I) in.the
NSS5A gene, and the neomycmphosphotransferase gene in the first cistron. The electroporated
cells were plated along with naive Huh-7 feeder cells and grown in medmm--DMEM 4.5 g/l
glucose, L-glutamine and sodnur:n pyruvate——Medlatech 10-013-CV), 10% fetal bovme
serum, 1% Penicillin-streptomycin, 1% L- glutamme (final concentratlon 2mM), 1x' ‘MEM
Non-Esseatial Amino Acids (100x) (Invztrogen)--and 1 mg/ml G4I 8. After 3 weeks, G418-
resistant colonies appeared. One of the resultmg colomes was isolated, expanded passaged in

700pg/ml G418, and termed RPL7. | | | |

I
[000111] RP-7 cells were sub_]ected toa remstance~promotmg regimen as follo|ws The
cells were grown in the medium descnbed above contammg 700pg/ml G418 (Inv:trogen), 1%

tissue culture grade DMSO (Sigma), and an initial ilow concentratmn of mtazoxamde or1

tizoxanide which was then steadily mcreased every week, with an intervening 2—day drug
holiday in between each dose mﬁrease On days 1 through 5 of each dose of drug, the medxa
was changed daily to provide a source of fresh drug No media changes were performed on
days 6 and 7 (the drug holiday). -The mmal concentranon of mtazoxamde or tlzoxamde was
0.02 pM, followed by 0.05 uM. 0 1 uM, !0 S5 pM, 1 pM and subsequent weekly i ?ncreascs of
1 uM. A final concentration of 11 nM was used for the cells passaged in nitazoxanide whlle
a final concentration of 8 uM was used for cells passaged in tizoxanide. The resulting cel!s
were subsequently passaged at this final concentratlon for at least 2 months prior to [bemg

used to test the anti-HCV act1V1t]y of mterferon alpha—2b ' | E g
[000112) Results are presented in Table 5. Senal passage of the parental cell hne in

" increasing concentrations of mtalzoxamde or tlzoxamde did not mduce resistance, to mterferon
alpha-2b. The cell lines passaged in mteuizoxamde olr tizoxanide were actually 2.5 to! 7.6-fold
more susceptible to interferon alpha-2b than the parental replicon-containing cell lme whlch
was not passaged in mtazoxamde or tlzoyjamde

+
i
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|
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Table 5. Potency of Interferon o-2b Against HCV Replication in RP7 Cells Before and
After Serial Passage in Increasing Concentrations of Nitazoxanide and Tizoxanide '

Cell line ECsp (uM) ECo (uM) CCsgp (M) SI

Parental cell line (RP-7) i 0.41 % 0.01 36£02 . >10000 {>24390
RP7 cells passaged in o 0.11£0.02 0.47+0.04 >10000 .>90909
nitazoxanide l ' . { : .
RP7 cells passaged in tizoxanide  0.16+0.01 0424004 >10000 | >62500

L \ o

. . Cob

| i

EXAMPLE 5

i
TREATMENT OF CHRONIC HEPATITIS C WITH A COMBINATION OF NITAZOXANIDE AND

! : TlZOXANIDE ! ’ ;
[000113) Fifty (50) patlents were emolled in a double-blind :study of Alinia® : i !
(pharmaceutical composition compnsmg 99% mtazoxamde and 1% tizoxanide as actwe
agents) administered orally as a|500 mg. tablet twice daily for 24 weeks compared to a
placebo in treating patients W1th chronic hepatitis C genotype 4. The 50 patients were |
enrolled at three study sites in Egypt 32 at Cairo, 12 at Alexandria and 6 at Tanta. Three
patients dropped out of the study lmmedlately after enrollment and did not return for any

l
post-treatment follow-up. One 1|'Jat1ent did not retum for follow—up after week 12, Each of

the remaining 46 patients completed the’ study See FIG. 3 fora Patlent Dlsposmon | 1
Flowchart. One patient was co-mfected mth hepantls B virus. The patient was HBeAg-
negative, and an exception was lnade to allow enrollment of this patient. The protoeol called
for use of an intent-to-treat population (all patlents randomized) for the primary efﬁcacy
-analysis. The three patients that dmpped out before receiving any medication werel excluded
from the efficacy analysis. The'patient who dropped out after week 12 was 1ncluded in the
efficacy analysis and analyzed o‘n the basis of last observatlon camed forward. Demogtaphtc

and disease-related charactenstlcs for the 47 panents included in the efficacy analys1s 1s
summarized by treatment group'in Table 6. ; : a

[000114) At each study VlSlt the patlents were questioned regarding treatment
compliance. With one CXCCptlon each of the patlents completing the study reported that they
had been compliant with taking t the medication, One patient completed the study but reported

sporadic noncompliance with ta.kmg medlcatlon due to abdominal pam

| ) .
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Table 6. Demographic and Disease-Related Characteristics
All Subjects Active | Placebo Pt

Race: ‘ i i ‘

Caucasian ! 47 23 24 | 1.0

Gender; ‘ ! ! |
Male/Female | 39/8 19/4 20/4 1.0

Age (years): ; ; ‘ i
Mean £SD 473293 49.7 +8.4 45096 .08
Median (Range) | 48 (27-67) 51 (35-67) 46 (27-64) . |

Weight (kgs): | } ' !
Mean =SD 86.2 +18.8 84.8 +£16.7 87.5£21.0 .62
Median (Range) 84 (64-143) 84 (64-130) 82 (65-143)

Body Mass Index: -
Mean *SD l : 29.4 455 29.0 £5.1 29.8 +6.0 .62
Median (Range) , 282 (21-47). 27.3 (22-47) 28.3 (21-46)

Viral load (logo IU/mL): o j'
Mean =SD 5.240.7 5.3+0.7 5.2 +0.8 43
Median (Range) l 53(3.5-6.5) 54(4.0-63) 53 (3.5-6.5)

Viral load >800,000 IU/mLi 10 6 4 49

Elevated ALT ‘ 31 13 18 23

Necroinflammatory score: | ; ,

Mean £SD : 6.0+£3.2 6.3 £33 S.7£2.7 51
Median (Range) : 5Q2-17) 5@3-17 5.5(2-11) i

Liver disease: : - ‘
No fibrosis LB 4 4 .95
Fibrous portal expansion { 18 [ 8 0. ,
Bridging fibrosis ! , 14 ‘ 7 7 b
Cirrhosis (compensated) | - -3 1 2
Cirrhosis (decompensated) 4 3 1

Previously treated with L5 3 2 .67

peginterferon/ribavirin - ' g

Diabetes mellitus i Co
Controlled 7 4 . 3 ! .70
Uncontrolled 3 ;! 2 1.0
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[000115] Virologic responses areisummarized by treatment group in Table 7. The
proportion of virologic responders in the active treatment group was significantly higher than
in the placebo treatment group (P=.0039). Virologic responses (undetectable serum HCV
RNA) were observed at weeks 4 (n=3); week 8 (h=3) and week 20 (n=1). Each ofthese

responses were maintained throughout the treatment period. l

, : S
Table 7. Virologic Responses by Treatment Group ‘
' Active Placebo P~

Responders/Total (%) - 7/23 (30.4%) 0/24 (0%) 0.0039
1 two-sided Fisher's exact test ; \ '
: | :
[000116] Demographic characteristics, baseline laboratory data, data from liver biopsies

and medical histories were evaluated to identify independent prédictors of virollogic response
within the active treatment group. Predictors of response are listed in Table 8./ The most
significant predictor of response was lower viral load at baseline. All responders had
baseline viral loads < 384,615 IU/mL. iLaboratciry values at baseline (platelet counts,
prothrombin time and alfa fetoprotein):also suggested that the responders had less severe

liver disease.

Table 8. Independent Predictors of Response

Predictors of Response . P
Lower viral load at baseline .0086
Indicators of less serious liver disease
- Higher platelet counts 0385
- Lower prothrombin time .0579
- Lower alfa fetoprotein . .0696
1 1
|
[000117) Further analysis of patients with complicating disease-related factors such as

high viral loads, cirrhosis, uncontrolled diabetes mellitus or hepatitis B co-infection showed
Very poor response rates in these subsets of patients (see Table 9). Fifteen (15) of the 16
Alinia® treatment failures had high viral load, advanced liver disease, uncontrolled diabetes
mellitus or hepatitis B virus co-infection. The Alinia® responders can, therefore, be described
as patients with low viral loads (<800,000 TU/mL) whose disease had not advanced to

cirrhosis and who did not have uncontrolled diabetes mellitus or hepatitis B virus co-
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infection. Two (2) virologic responders in the active treatment group had a prior history of
treatment with peginterferon/ribavirin. One was unable to tolerate peginteferon/ ribavirin and

discontinued therapy after 5 weeks. The other relapsed following completion of 48 we;:eks of
peginterferon/ribavirin. | : ' ‘

T T

'

Table 9. Response Rates in Patients with Compl!icaﬁng Disease-Related Factolrs .

Complicating disease-related factors Responders/Total
High viral load (>800,000 [U/mL) ~ 0/3
Advanced liver disease: - cirrhosis 0/3
Advanced liver disease: bridging fibrosis 3/5
Uncontrolled diabetes melhtus ‘ _ 0/3
Hepatitis B virus co-infection ! 0/1
High viral load and cirrhosis 0/1
High viral load and bridging fibrosis 01 ;
High viral load, uncontrolled diabetes and bridging fibrosis 0/1 !
® | | |
[000118] Sustained Vn‘olognc Response: The 7 virologic responders were followed up at

least 24 weeks after the end of treatment, and 5 of these patients had a sustained v:rologlc
response (undetectable serum HCV RNA) at follow—up Sustained virologic response rates
are presented by treatment group in Table 10. Two patients failed to maintain theLr vuologm
responses off-treatment. One pauent only completed 8 weeks of treatment. One panent
completed the study, but reported sporadic noncompliance with ta.kmg medlcauon due to

abdominal pain. Each of these two patients had advanced liver disease (bridging fibrosis).

Table 10. Sustained Virologic Responses by Treatment Group
B . Active Placebo P>

Responders/Total (%) 5123 (21.7%) 0/24 (0%) 0.0219
* two-sided Fisher’s e:iact test | ] ,

9 | |
[000119] Changes in Quantitative Serum HCV RNA (Viral Load): Mean quantitative
viral loads for the active ueatrrglent group, the placebo treatment group, active treattmen’t group

virologic responders, and activle treatment group virologic failures are presented 1o Table 11
and FIG. 4. Reduction of the mean quantitative viral load from baseline to end of treatment
was significantly greater for the active ]treatment group (reduction of 1,55 2. 34 logm IU/mL)
than for the placebo group (reductlon of 0.21 +0.98 loge JU/mL) observed for the placebo
treatment group (£=0.0166, t-test) The reduct:on in mean viral load observed for the actwe

| : 1
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treatment group was entirely attributed to the virologic responders. Changes in viral loads of

nonresponders were not significantly different than changes noted for the placebo treatment
| I
group. Actual quantitative vu'al loads for the 7 vuo]ogxc responders over time are presented

in Table 12 and FIG. 5.

Table 11. Mean Quantitative Serum HCV RNA over Time by Treatment Group aeld, ;
Virologic Response (Log;o IU/mL) e ]

: Week Week : Week
Baseline Week4 WeekS Week 12 16 20 24

Alinta Non- 55 | 5.21 3.21 5.23 5.54 5.61 5.42
responsders } ‘

Placebo 5.16 5.17 4.73 4.96 3.15 5.13 4.94
Alinia 5.33 4.53 3.87 39 4.02 ’ 3 9 3.77
Alinia 4.92 2.98 0.80 0.85 0.53 ; *
Responders |

* All values below lower limit of detection (10 TU/mL) ‘
!

|

Table 12. Quantitative SerumiHCV RNA over Time for Virologic Responders (Lpgm;

I0/mL) l
Patient Baseline Week4  Week 8 Week 12 Week 16 Week 20 Week 24
#1 4.37 *] LR - ¥k

#6 5.59 5.64 * * {* e
#15 5.22 5.43 557 598 3.74 o
#17 5.30 *{ o * * * * ) *
#21 5.00 4.23 * * * > Lok
#37 4_70 *I * * * * *
#40 4.25 5.56 * * * * *

* Below limit of detection (10 TU/mL) .

I
[000120] Changes in ALT Mean| changes in ALT from baseline to end of trf‘:atment
were not significantly dlfferent for the |two treatment groups (-3, 9 +32 for the actwe treatment
group and -1.3 £42 for the plai:ebo group, P=0. 82 t test). Categorical changes in ALT from
baseline to end of treatment arle summarized by treatment group,in Table 13. Three of the
virologic responders in the actlve treatment group had normal ALT values at baselme, which
remained normal at the end of |treatment One of the four v1rolog1c responders wntlh elevated
ALT at baseline had normal ALT at thé end of treatment while the ALT for the other 3
remained elevated. Four of thel five panents with sustained vnrologlc responses also had

normal ALT after 24 weeks off-treatment : i
| | S
i |
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Table 13. Change in ALT from Basehne to End of Treatment

, ! Active " Placebo
Normalized | | 3 f 2
Remained Normal ! 7 4
Remained Elevated 10 16
Normal to Elevated 3 2

v | !
[000121] Quantitative Hev RNA values were missing for one patient at week 24 and

for one patient at weeks 12, 16 20 and 24. End of treatment data for these patlents was
analyzed using the last data pomt avallable (last observation carried forward). An 1ntenm
analysis of end of treatment vqologlc response was conducted for the first 21 patlents

enrolled in the study. For purposes of t}ns report, no adjustments have been made to account

for multiple analyses. : : ' ' !

[000122) Virologic respo:nse rates are presented by treatment group by study: center in
Table 14. The higher response rate observed in the active treatment group for the Cairo study
center is attributed to disease-related characteristics of patients enrolled at the different sites.
Each of the 9 patients enrolled in the active treatrent group at the Alexandria and Tanta
centers had high viral loads (>800,000: IU/mL), advanced liver dlsease uncontrolled dxabetes

mellitus or hepatitis B virus co-mfect101n l | *
| .

I
1

Table 14. Virologic Response by Treatment Group and Study denter

Cairo Alexandria Tanta
Active C 714 (50%) 0/6 (0%) 0/3 (0%)
Placebo . 0/15 (0%) 0/6 (0%) 0/3 (0%)

P-T—0.0453, Cochran—Mantel-Haenszel test
i

(000123] A summary of response rates for the active treatment group by dlsease related

complications and study center is presented in Table 15. ; i
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Table 15. Response Rates for the Active Treatment Group by Complicating Disease-Related
Factors and Study Center

Study Center

Complicating factors : Cairo Alexandria  Tanta
High viral load l _ 0/1 0/2 _ -
Cirrhosis ‘ i ‘ 0/2 - 0/1
Bridging fibrosis | 3/4 - 0/1
Uncontrolled diabetes mellitus 0/1 0/2 -
Hepatitis B virus co»inft}:ction - 0/1 -
High viral load and cirrhosis - 0/1 -
High viral load + bridging fibrosis 0/1 - -
High viral load, diabetes, bndgmg - - 0/1
fibrosis | ‘
Patients without comphcatmg factors 4/5 - -

Totals | : 7/14 0/6 © 03

I ‘ .
. - '
. [000124] There were no s&gmﬁcant protocol deviations that would warrant an eﬂicacy

subset analysis. An analysis of the subset of patients with low viral loads and no cirrhosis,

uncontrolled diabetes or hepatms B virus co-mfectton is presented in Table 16.

Table 16. Virologic Responses by Trcatment Group, Subset of Patients with Low Viral
Loads and No Cirrhosis, Uncontrolled Diabetes or Hepatitis B Co-infection fd
| ' Active Placebo P*

Responders/Total (%6) 17/10.(70%) 0/15 (0%) 0.0002

* two-sided F‘isher’s exact test

i
l
|

[000125] The Alinia® tablets admmlstered 500 mg twice daily with food for 24 wecks
produced virologic responses (undetectable serum HCV RNA) in 7 of 23 patients (30.4%)
compared to zero of 25 patxents {0%) ﬁ'om the placebo group (P=0.0039).
{000126] The virologic responses occurred between 4 and 20 weeks of treatment (3 at
. week 4, 3 at week 8, 1 at week 20) and were maintained through the end of treatment with no
virological breakthroughs. i i :
[000127] Virologic I‘GSPOI'!ISC was sustaJ:ncd in5 of 23 patierlts in the Alinia® treatment
group at least 24 weeks after the end of treatment (P=0.0219). Each of the two patients that
relapsed following the end of treatment visit had advanced liver disease (bridging ﬁbros1s)
One dropped out of the study after 8 weeks of treatment, and the other reported sporadic

noncompliance with taking the study medication.
]

{
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[000128] Low viral load was the most 51gn1f1cant independent predictor of virologic
response (P=0.0086). None of the patients w1th cirrhosis, uncontrolled diabetes mellitus or
hepatitis B virus co-infection responded to treatment. ‘ ] |
[000129] ‘When patients with high viral loads, cirrhosis, uncontrolled diabetes or
hepatitis B co-infection were excluded from the efficacy analysi.s, virologic respoxilse rates
were 7/10 (70%) for the active treatrnent group and (/15 for the placebo gfoﬁp (PE=0.0002).
Two of the three Alinia®-treated failures included in this analysis had advanced lizver disease
with bridging fibrosis.

[000130] These results infdicate that 24 weeks of Alinia® monotherapy is effective in
achieving a sustained virologic response in patients with chronic hepatitis C genotype 4 when
the patients have low viral loac!ls and no other complicating factors such as cirrhosis,
uncontrolled diabetes or hepatltns B co-infection.

[000131] Safety measure?s were examined in patients receiving Alinia® compared to
patients receiving placebo tablfets. The extent of exposure is summarized in Table 17. Three
patients (2 randomized to the fi\linia@’ t.reatment group, 1 randomized to the placebo grloup)
dropped out of the study before returning for any follow-up visits. These patients did not
report taking any medication or experi%:ncing an)Ir adverse events, and they were excluLied

from the safety analyses. j - i
| : s |

Table 17. Extent of Exposure Co
Treatment/Exposure | ' No. of Patients

Alinia 500 mg twice daily x 24 weeks | 22
Alinia 500 mg twice daily x 12 weeks 1 |
Placebo twice daily x124 weeks 24 !

1

[000132] Sixteen patients (11 fror:n Alinia® group, 5 from placebo group)! repoftcd a
total of 33 adverse events. Thcfere were| two serious adverse events. One patient in thei
placebo group experienced sev“ere hematemesis and a patient in the Alinia® treatrﬁent group
experienced moderate melena Both events required hospitalization but resolved w1thout
discontinuing treatment. The remammg adverse !cvents were mild to moderate and transient
" in nature, none requiring modlﬁcatlon or discontinuation of treatment, Adverse eventsl. are
displayed by body system, standard term, severity and causality in Table 18 for the active

treatment group and in Table 19 for the placebo treatment group. The proportlons of patients
!

!
|
i
i

|

i
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reporting each adverse event were compared by treatment group. There were no significant

differences in the frequency or nature of adverse events reported by the two treatment groups.

Table 18. Adverse Events: Patlents Exposed to Alinia® (N‘—23) :

Adverse event Patients { Severity and Relationship to Use of the Drug”
(Affected system)’ Reporting AEs Mild Moderate .. Severe
Number %: |N U P PR{N UP PR{N U P PR
Jaundice (DIG) 2 87 (- 2 - - N
Anorexia (DIG) 1 l 43 | - -1 - - - - - - - -
Constipation (DIG) 1 43 (- 1 - - - - - - - - .
Diarthea (DIG) 1Y 43 - 1 - - |- - - ) oo
Flatulence (DIG) 1 43 | - 1 - - - - - - - - - A
GI Disorder (DIG) O I T
Melena (DIG) 1 ‘[ 43 { - -, - . |- B e
Nausia (DIG) 1 43 (- 1 - - - - = i- - - -
Asthenia (BODY) O b A N S e o
Pain Abdo (BODY) . N N U T I T TSR
Dysuria (UG) 2 | 4.3, 1 - - -1 - - - - - -
Epistaxis (RES) 1 a3 T T
Palpitation (CV) 1 | 43 | - 1 - - - - - - - - - -
Myalgia (MS) 1 43. | - - - - -1 - - -
Somnolence (NER) i 43 | - 1. - - R . -
Skin Discolor (SKIN) 1 43 | - 1 - - - - - - - A - .

' DIG = Digestive; BODY = Body as a whole or Nonspecific system; UG = Urogenital; RES = resplratory, cv
= Cardiovascular; MS = Muscuioskeletal NER = Nervous; SKIN = Skin. |

2 Relationship to use of the drug; N—]not related U—unllkely related, P= possibly related, PR= probably related
I
Table 19. Adverse Events: Patients Exposed to Placebo (N=24)

Adverse event Patients Severity and Relationship to Use of the Drug”
(Affected system)" Repc!:rting AEs Mild Moderate ) Severe
Number % |N U P PRINU P PRiIN U P PR

Jaundice (DIG) 1 42 t- 1 - - - - - - NI
Hematemesis (DIG) 1 42 1- - - - - - - - 1 - - -
Vomit (DIG) 1 42 |- 1 - S - - - -
Asthenia (BODY) 2 T e
Pain Abdo (BODY) 2 83 |- 2 - - l-, - - - - - .
Headache (BODY) 1 42 1- 1 - - - - - - - = -
Fever (BODY) ° 1 42 |- - - - -1 - . b
Urine Abnorm (UG) 1 42 (- L - - |- o - e -
Hemoptysis (RES) 1 L R T P R
Diabetes Mell (MAN) 1 42 (- & - - - - o . -

' DIG = Digestive; BODY = Body as a whole or Nonspeclﬁc system; UG = Urogenital; RES = respiratory;
MAN Metabolic and Nutritional, ! |
? Relationship to use of the drug: N=not refated, U=unlikely related, P= possibly related, PR= pro?ably related
. ! |
? ' ' i
! ' . ' : ‘
|
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: P
{000133) Changes in laboratory safety pa.rameters over time were analyzed by treatment
group using repeated measures analysis of variance for continuous data and F tsher s Exact
tests for categorical data. No significant changes in laboratory safety parameters were
observed,

i | ‘ o
[000134] No safety conclms were 1dent1ﬁed durmg the cm!use of this study. 'Thei
Alinia® tablets administered 500 mg twice daily with food in panents with chronic hepatms C
were safe and well tolerated. Adverse events reported for patients treated with Alinia® tablets
were similar to those reported fby patients treated with placebo.
1000135) In this study, Alinia® tablets administered 500 mg twice daily with food for 24
weeks produced virologic responses (undetectable serum HCV RNA)} in 7 of 23 patients
- (30.4%) compared to zero of 25 patients (0%) from the placebo group (P=0.0039). The
virologic responses occurred between 4 and 20 weeks of treatment (3 at week 4, 3 at week 8,

1 at week 20) and wére maintained through the end of treatment with no viroloigical

t

breakthroughs. Virologic response wa? sustained in 5 patients at least 24 weeks after the end’

of treatment.

[000136] Low viral load was the most 31gmﬁcant independent predictor of v:rologw
response (P=0.0086). None of the pattents w1th cirrhosis, uncontrolled dtabetes me]htus or-
hepatitis B virus co-infection reSponded to treatment. |

[000137] When patlents wrth hlgh viral loads, cirthosis, uncontrolled diabetes or -
hepatitis B co-infection were excluded from the efficacy analysis, virologic response rates
were 7/10 (70%) for the actwe{ treatment group and 0/15 for the placebo group (P—‘O 0002)
Two of the three Alinia® -treated faxluxes included in this analysis had advanced liver dlsease
with bridging fibrosis. ! I : '[

{000138) These results indicate that 24 weeks of Alinia monotherapy is effectwe in

achieving a sustained v1rologtc| response in patients with chronic hepatitis C genotype 4 when

|
the patients have low viral loads and no other comphcatmg factors such as Cll‘l‘hOSlS,
|

uncontrolled diabetes or hepatitis B co-mfectlon g ,
[000139] No safety concerns were identified during the course of the study Adverse
events reported for patients in the Allma treatment group were similar to those reported for
the placebo group. There were no stgmﬁcant changes in clinicalilaboratory values over the

24-weck course of treatment fo‘r the Ahma® treatment group compared to the placebo group

I .
|
| :

i

i
i

4l
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| i EXAMPLE 6 |

TREATMENT OF VIRAL HEPATITIS wm-{ ALl‘NIA AND PEGYLATED INTERFERON ALPHA 2B

[000140] Thirty-six (36) patlents were enrolled in a clinical study to evaluate the

effectiveness and safety of cornbmatlon therapy with Alinia® plus! pegylated mterferon alpha-
2b (PegIFN «-2b) compared to a placebo plus PegIFN o-2b in treating chronic hepatms C.

The patients were recruited as follows Upon completing the 24-week treatment phase of

study RMO01-3027 (see Example 4), a randoxmzed double-blind placebo-controlled study of
Alinia®, eighteen (i8) non—responders were offered the opportunity to participate i in this:
clinical trial. Two patients declmed enrollment due to the advanced stage of their dlsease and
unwillingness to be treated with |pegylated mterferon Sixteen (16) patients were enrolleld in
the study. These patients contmlued thelr blinded oral study medication along w1th 12 weekly
injections of PegIFN a-2b. Twenty (20) treatment-naive patients were recruited ffor the study

to initiate blinded study medlcatllon plus lPegIFN (x-2b at the same’ ‘time (first PegIFN
injection and first dose of oral blmded medlcatlon on the same day) See FIG. 6 for a Pauent

Disposition Flowchart. One patul-:nt was en.rolled with HCV genotype 2 (randomized to the

pre-treated active group). One patxent dropped out of the study immediately after recelvmg
his first dose of PegIFN and did not retum for any post-treatment follow-up. One patlent did
not return for follow-up after week 8. Each of the remaining 34 patients completed the study
An intent-to-treat population (all patIEDtS randomized) was used for the primary efficacy,

analysis with drop-outs being treated as fmlures Demographic data and dlsease-related |

‘characteristics are summarized by treatment group in Table 20. [ |

i : i i

| ! | \
i ' :

| ‘
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Table 20. Demographic and Disease-Related Characteristics
Pre-Treated Not Pre-Treated
Active | Placebo Active Placebo »
Race: ‘ i
Caucasian Y i 8 10 IO ‘ 1.0
Gender: ] " ' ; }
Male/Female 1 80 771 8/2 lO/O ' r .20
Age (years): j |
Mean +SD 451 £5.5 41.3 £10.1 46.0 9.1 39.1 +8.9 28
Median (Range) 4615 (38-52)  42.5(27-55)  48(26-56) 40 (21-49)
Weight (kgs): i . \
Mean £SD 77.8 6.6 84.0 £13.0 77.1£11.8 77.7%9.7 | 51
Median (Range) 7915 (68-86)  B6(67-105) 79.5(56-100) 75 (64-94)
Body Mass Index 1 3 ‘ .
Mean +SD 260423 1 28.3 #4.5 26.1 £3.4 26.8+3/8 | 54
: Median (Range) 26 '3 (21-29) 29.0(22-36)  27.0 (20-31)  25.7 (21-36) |
o Viral load (loge IU/mL)? 1 : . A
Mean =SD 5.5 i0.6 g 5.6+0.5 5.9+0.5 5.6+0.4 34
Median (Range) 5.6(4.3-6.1) 56965 59(@4. 9-6 6) 5.7(4.5-6.1) ‘
Viral foad >800,000 IU/mL 3 (33%) 2 (25%) 4 (40%) 1(10%) | .39
Elevated ALT 7 (88%) 7 (88%) 9 (90%) 8 (80%) 95
Advanced liver disease I ’
Cirrhosis 1 (13%) - - 1(10%) | 34
Bridging fibrosis 2(25%) ! 1 (13%) - {
Diabetes mellitus 3(38%) | 1(13%) 1 (10%) 1 (100@ | .42

! Chl -square test used for comparing propomons analysis of variance for means. [
? For pre-treated patients, viral loads are presented as determmed before the pre-treatment period.

H
|
|

[000141] Each of the wcekly pegint:erferon injections were administered by the

physicians. At each study visit, patients were questioned regarding compliance with

|
administration of the oral study medlcatxon (Alinia or placebo) Wxth the cxcepnon of one

patient who dropped out of the study durmg the first week and another patient who did not

return for evaluation at week 12 and was treated as a nonresponder, each of the patients J

reported that they had been comﬂliant with taking the medication. None of the patiénts '

!
returned unused medication. |

[000142] Virologic respons%s are summérizad‘ by treatment group in Table 21. The
response rate for the pre-treated acuve group (5/8, 63%) was higher than that of the pre-

treated placebo group (P=0. ]5’734), non-pretreated active group (F=0.08824), the non—

pretreated placebo group (P=0.3 1i859), the two placebo groups combined (P=0.16888) and
the three other groups combined (P=0.09102). '

i
]
!

/b



© WO 2007/081974 PCT/US2007/000574 L/ P
l

.44 -

Table 21. Virologic Responses by Treatment Group |

Pre-treated Not Pre-treated
Active Placebo Active Placebo

Responders/Total (%) 5/8 (63%) 2/8(25%) 2/10 (20%)  4/10 (40%)
P=0.26, chi-square test | S |

| :
) : : l 5 ! |
[000143] Logistic regression analyses identified lower fasted blood glucose asa

significant independent predictor of vuologrc response (P=0. 01&1) for the entlre population
of patients studied (n=36). The relatlonsh.lp between fasted blood glucose and v1rologlc ' t
response was most significant (P-0.00I 1} in the pre-treated active group where there were
three patients with uncontrolled diabetes mellitus

[600144] Given the relatmnsh:ps observed between vrrologrc response and fasted blood
glucose, the efficacy analysis vtlras repeated for a subset of patlents which excluded patients : ;
with uncontrolled diabetes mellitus. The results of this analysis are presented i in Table 5.1n |
this subset of non-diabetic patnlents the response rate for the pre-treated active group (5/5, i
100%) was higher than that of the pre-treated placebo group (P-—O 02652), non-pretreated ‘
active group (P=0.01049), the non-pretreated placebo group (P—O 06294), the two. placebo
groups combined (P=0.02270) ; a.nd the three other groups combined (P=0. 00903)
Demographic and dlsease-related characteristics of the subset of. non-diabetic patlents |

analyzed in Table 22 were compared by treatment group, and there were no srgmﬁcant
differences between groups. ! | | i {
I ! . i
| h
Table 22. Virologic Responses by Treatment Group, Excluding Patients with Uncontrolled ‘
Diabetes Mellitus

l | |

i
! Pre-Treated Not Pre-Treated :
’ Active Placebo Active Placebo :

Responders/Total (%) 5/5 ( 100%)  2/7 (29%)  2/9 (22%)  4/9 (44%)
F£=0.01, chi-square test 1 ’

o
| i A .
I

[000145] Each of the vuologtc responders m the preutreated Alinia® + pegIFN group ‘
had complicating disease- related factors that rmght ordinarily reduce the probablhty of

treatment success with pegIFN-nbavmn RESponse rates for subsets of patients w1th high

viral loads, advanced liver disease, and uncontrolled diabetes are presented by treatment
|
group in Table 23. !

I
| -

; ! ' : !
:

| . _
| , : i L
| .
!
|

!
!
E
i

t
|
I



" .»'WO 2007/081974 PCT/US2007/000574

-45 -

Table 23. Response Rates in Patlents w1th Complicating Disease-Related Factors
No. Responders/Total

1 ~ Pre-Treated Not Pre-Treated
' . Active Placebo Active Placebo
Viral load >800,000 JU/mL 2/2 0/1 1/3 l 01
Advanced liver disease; !
Cirrhosis , 1/1 - - -
Bridging fibrosis | | 1/1 1/1 - -
HBYV co-infection i 1/1 - - -
Uncontrolled diabetes! ' 0/2 - - R
- with high viral load (HV L) - 0/1 0/1 -
- with HVL and bndgmg fibrosis 0/1 - - V-
- with cirrhosis ] - - - 0/1
None of the above | : - /s 1/6 4/8

t
I
|
[000146] Two-log drop i m serum HCV RNA All patients with a 2-log drop in sérum

HCV RNA at the end of treatnlent also had undetectable serum HCV RNA. The results are,

therefore, the same as presented in Tables 21, 22} 'and 23, : : :

L o
[000147] Changes in ALT from baselme to week 12 are sulrnmanzed by t:reat:;mer'llt group
in Table 24. ’ : i o
1

ol
1

! {
Table 24. Changes in ALT by Treatment Group | , i :
| Pre-Treated Not Pre-Treated| |

l Active Placebo Active Placebo |
Normalized 3 | 2 2 ‘
Remained Elevated 4 -6 6 4
Remained Normat 1 o1 1 1
Normal to Elevated . - - - 1

Notz: 3 patients hot evalublé dus to missing ALT data at cither bascline oF énd of trcatment.
| : | | | = ‘ | |

[000148] Virologic responses by treatment group are presented for each of two study
centers in Table 25. The samel data is presented for the subset of patients wnhout
uncontrolled diabetes in Tablel26 In the overall analys:s, there was no si gmﬁcant dlfference
between the response rates observed for the two study centers. In the subset analysis, the
response rates were sxgmﬁcantly dlfferent because the second study center had two patlents
that responded on placebo + pegIFN These two patlents were 27 and 30 year-old males with
low viral loads and no complxclatmg dlsease-relatflzd conditions. The patient enrolled 1r1 the

non-pretreated active group w1th genotype 2 was a nonresponder. There were no other

significant protocol devxatlons i - ‘ » '
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Table 25. Virologic Responses by Study Site and Treatment Group
- No. Responders/Total

Pre-treated ‘Not Pre-treated . .
Active Placebo Active Placeﬂo
First study center \ 3/5 0/5 2/10 4( i 0!
Second study center | 2/3 2/3 - -

P=0.35, Coehran-Man!el-Haenszel test |
; |
Table 26. Virologic Responses by Study Site and Treatment Group, Patients thhout

Uncontrolied Diabetes Mellitus
|

| No. Responders/Total '
Pre-treated Not Pre-freated
. Active Placebo Active Placebo
First study center 373 | 0/4 2/9 4/9
Second study center | 22 C 23 - -

P=0.0465, Cochran-Mantel-Haenszel test i |
i ' :
[000149] _Administration of 24 weeks of Ahma followed by 12 weeks of Alinia plus
peglFN alfa-2b produced thhe:,r vnrologlc response rates (5/8, 63%) than elther pegIFN alfa-

2b plus placebo for 12 weeks (6/18 33%) or Alinia® plus pegIFN alfa-2b for 12 weeks

I
without pre-treatment (2/10, 20%) | o

!
I

[000150] When patients w1th uncontrolled diabetes mellitus were excluded, the response
rate for the pre-treated active group (5/5 100%) was higher than that of the pre—trealed
placebo group (2/7, 29%, P=0. 02652),,non—pretreated active group (2/9, 22%, @ 01049),
the non-pretreated placebo gr01|1p (4/9, 44%, P‘0.06294), the two placebo groups combined
(6/16, 38%, P=0.02270) and the three other groups combined (8725, 32%, P=0.00903).
[000151} Each of the S virologic responders : in the pre-treated active treatment group
had disease-related compllcanclns that might typically reduce the probablility of success with
peglFN-ribavirin therapy: 2 W1th viral load >800, 000 IU/mL, 2 with advanced iwer dlsease (1
cirrhosis, 1 bridging fibrosis) and 1 w:th hepat:txs B virus co—mfecnon ‘

[000152]) These results mdlcate that pre-treatment of patlents with Alinia® before ‘adding
peglFN potentiates the effect of pegIFN producmg response rates that are sngmﬁcantly
higher than those for pegIFN alone or Ahma plus pegIFN WIthout a pre-treatment penod
[000153]) Drug safety mea‘smes were exammed for patients treated with Ahma plus
peglFN and for those receiving; placebolplus pegIFN The extent iof exposure is lsur'nmanzed
in Table 27. ‘i ‘ [ - ! |

!
g i
1
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Table 27. Extent of Exposure ' j !

{ i _ | No. of
Treatment/Exposure ' .__Patients
Alinia 500 mg twice daily x 12 weelics + weekly peglFN injections | 18
Placebo twice daily x 24 weeks + weekly peglFN injections .17
One peginterferon injection (dropped out) f 1

!

o |
[000154] Four mild adverse events (AEs) were reported, three for patients in the

placebo treatment group and one for a-patient in the active treatment group. There were no
serious adverse events. None of t.he adverse events reqmred mod1ﬁcanon or dlsconunuatlon

of treatment. Adverse events are, drsplayed by body system, standard term, seventy and

. causality in Table 28 for the active treatment group and in Table 29 for the placebo treatment

group. The proportions of patlents reportmg each adverse event were compared by treatment
group. There were no sxgmﬁcant dlfferences in the frequency or nature of adverse events
reported by the two treatment groups No deaths, senous AEs, or other sngmﬁcant AEs were

reported. No laboratory adverse ¢ events were reported during the study :
1 ‘ ;

| i [
Table 28. Adverse Events: Patle‘nts Expclsed to Ahma (IN=18) ! i

Adverse event Patients |__Severity and Relationship to Use of the Drug”

(Affected system)' Reporting AEs Mild Moderate * Sevére
Number' | % NIU[P][PR N[U]PIPR NIU[PI‘PR

Depression (NER) 1 56 - - - - - -

NER = Nervous system
2 Relationship to use of the drug: N= not related,,U—unllkely related, P= possibly related, PR= probably related
| J

! )
Table 29. Adverse Events: Patients Ex olsed to Placebo (N=17) |

i
¢

Adverse event Patients Seventy\and Relationship to Use of the Drug”
(Affected Reporting AEs Mild' Moderate Severe’
system)’ Number || % lU}PJ!PR N|U[P{ PR [NJU[P[PR
Petechia (HAL) 1 5.8 l 1 - - - - o . T
Depression 1 T
(NER) i | S
Photosensitivity 1 5.8 ;- 1 - |- < - - o oL -
(BODY) i | i

HAL = Heme and Lymphatic System. NER = Nervous system. BODY = Body as a whole or Nonspecific
system i ]
? Relationship to use of the drug: N= not related, Uﬂmhkely related, P= possibly related, PR= probably tjellated
oan

i o
i
i

I
p
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|
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- [000155} Changes in laboratory safety parameters over time were analyzed by treatment
group using repeated measures analysis of variance for continuous data and Fisher’s Exact
tests for categorical data. S]gmﬁcant dxfferences were observed for two parameters: platelet
counts over time were higher for the patll:nts treated with Alinia + pegIFN than for patlents
treated with pegIFN + placebo (PuO 0138) as shown in FIG. 7; and absolute neutroplul |
counts over time were higher for! patients treated with Alinia + pegIFN than for pat:ents
treated with pegIFN + placebo (P—O 0205) as shown for FIG. 8. o
[000156] Values recorded for platelet counts and neutrophil counts mcreased from week
8 to week 12. A number of patlents had thelr week 12 serum sample collected 3 to 7 days
late (10 to 14 days after the last i m_)ectlon of peglFN), and their platelet and neutrophxl counts
had begun to recover. To elmunate the effect of data collected late at week 12, data from
baseline to week 8 was analyzedlseparately When the week 12 data point was ehmmated the
differences in platelet counts and absolute neutrop}ul counts over time remained 31gmﬁcant
(P=0.0044 for platelets, P=0. 0l01 for neutrophlls) ! f l
[000157] Analyses were conducted to evaluate the effect of VernglC response or pre-
treatment with Alinia on the change in platelet counts or neutrophzl counts over nme The
differences were not related to Vll'OlOglC response or pre-treatment with Alinia, o
[000158] Vital signs, phys:cal ﬁndlllgs and other observatxons related to safet)’/ |

| '
i !
I i

provided no significant findings. l l '
[000159] The admxmstratlon of Aluina tablets administered 500 mg twice dally thh

food along with weekly mjecnons of pcgylated interferon alfa-2b for 12 weeks in panents
with chronic hepatitis C was safe and well tolerated. i i
[000160] Reductions of pla?elet cou’nts and neutrophil counts typically assocmted vlnth

administration of pegIFN were sngmﬁcantly smaller In patients treated with Alinia (P—O 0044

and 0.0101, respectively).

l | |
l

[000161] Administration of 24 weeks of Almla followed by 12 weeks of Alxma plus

peglFN alfa-2b produced higher vnrologxc response rates (5/8, 63%) than either pegIFN alfa-

2b plus placebo for 12 weeks (6/ 18 33%) or Alinia plus peglFN alfa-2b for 12 weeks without
pre-treatment (2/10, 20%). ’ l , . ' l |

I
| i l

[000162] When patients W1th unconti:rol]ed diabetes mellitus were excluded theI response
rate for the pre-treated active grm[xp (5/5, 100%) was higher than that of the pre- treated

|
|
|
!
!
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placebo group (2/7, 29%, P=0. 02652), non-pretreated active group (2/9, 22%, P=0.01049),
the noo-pretreated placebo group (4/9, 44%, P=0.06294), the two placebo groups combined
(6/16, 38%, P=0.02270) and the three otﬁer groups combined (8/25, 32%, P=0. 00903) |
[000163] Each of the 5 virologic responders in the pre-treated active treatment group
had disease-related comphcatlonis that mlght typically reduce the probabllhty of ¢ success with
peglFN-ribavirin therapy: 2 w1th viral load >800,000 IU/mL, 2 with advanced 11ver dlsease (1
cirrhosis, 1 bridging fibrosis) and 1 with hepatms B virus co-infection.

{000164) The adrmmstratlon of Alinia along with pegIFN alfa-2b in patients with
chronic hepatitis C was safe and well tolerated No safety concerns were identified.

[000165) Reductions of plﬁtelet counts and neutrophil counts typically associated w:th

administration of pegIFN were sngmﬁcantly smaller in patients treated with Alinia (P-—O 0044
and 0.0101, respectively). | ! !

[000166] These results indicate thaf pre-treatment of patients with Alinia before adding
peglFN potentiates the effect of pegIFN iproducmg response rates Sngﬁcantly hxgher than
those for pegIFN alone or Ahma plus pegIFN without a pre-treatment period. Concomltant
administration of Alinia may ﬁn'lthermore reduce the hematologic toxicity of pegIFN

{
{
!
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CLAIMS:

!
i |

|
1. A method of treating a patient suffermg from hepatitis C comprising admlmstermg
to the patient a therapeutically effective amount of a compound selected from mtazoxamde,

|
tizoxanide, derivatives of mtazoylcamde and derivatives of nzoxamde or mlxtures thereof
]

! . b f
I i . ! ‘ |

2. The method of claim 1l wherem the compound is admmlstered in the form of a

composition further comprising a pharmaceutlcally acceptable carrier,
| i

‘
I

3. The method of claim 2, wherem the composmon compnses a mixture of

!
compounds selected from nitazoxanide, tlzoxamde, derivatives of nitazoxanide, and

J ! t N ' E
. derivatives of tizoxanide. ' ' o i

| j
| o
4. The method of claim 2, wherem the composmon further compnses one or-more

| . | !
1 .

addmonal biologically active agclnts. | :

| ! | o

i . | i ] !
| i

|
f
!
t
b
i

5. The method of claim 1 compnsmg admxmstermg the compound to thmpatxent fora

period of time between about 3 days and about 24 weeks, followed by admm:stermg thc

compound and an interferon to the pahent for a period of between about 1 week and about 48
weeks. ' ' ‘

6. The method of claim 1; compnsmg administering the compound to the patlent for a
period of between about 3 days and about 2 years.
3 s ,
7. The method of claim 1; further comprising administering one or more additional
active agents to the patient, |

]
8. The method of claim 7, wherein the one or more additional active agents comprises
A | ‘
an interferon. ;
!
9. The method of claim 8, wherein the interferon is administered to the patient
separately from the compound.
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10. The method of claim 8, wherein the interfc_ron is interferon a-2a, interferon a-2b,

or.a polyethylene glycol derivative of interferon a-2a or interferon a-2b.

1
! i

11. The method of clailin 8, wherein the interferon is administered to the patient for a
period of about 1 week to about 48 weeks. |

12. The method of claJm 11, wherein the mterferon is administered to the patlent for
a period of about 1 week to about 4-12 weeks

i
; | . %
13. The method of claini) 8, wherein the interferon is administered to the patient
d i
between 1 and 3 times each week. :
]
|

14. The method of claim 8, wherein administration of the interferon is initiated after

treating the patient with the corinpound for a predetermined period of time. ‘
!

15. The method of clairr:l 14, wherein the predetermined period of time is between

about 3 days and about 6 mOntlfls. l

i
¢

: \
16. The method of claim 15, wherein the predetermined period of time is between
about I week and about 4 weeks,
{ l
‘ i |
17. The method of clalm 1, wherein the compound is administered to the patlent one

to three times each day during é predetermined penod of treatment.

i 1 |
18. The method of claim 7, wherein the or{e or more additional active agents
, :

- - !
comprises an anti-diabetes agent.

i
, .

i

19. The method of claim 18, whlerein the anti-diabetes agent is administered

separately from the compound.;
|

|
|
i
!
{
i
i
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20, The method of claim 2, wherein the composition comprises the compound and

one or more additional active agents. - Co

1
|
21. The method of claim 20, wherein the composition further comprises an anti-

diabetes agent. | 1 i |
! f . )
| :

22. The method of claim 20, wherein the composition further comprises an interferon.

F , :
- 23. The method of claim 20, wherein the composition further comprises an interferon
and an anti-diabetes agent. 1 '

24. A method of treatmg a patient suffermg from hepatitis C comprising: (a)
pretreating the patient by adrmmstermg to the panent for a predetermined period of time a
first composition comprising a therapeutlcally effective amount of a compound, sclected from
nitazoxanide, tizoxanide, derlvatlves of nitazoxanide, and derivatives of tlzoxamde or
mixtures thereof; and (b) after the predétenmned period of time, administering to the patient

a therapeutically effective amount of a $econd composition comprising an active agent.

i ! oo
| ; ‘ !

25. The method of clain';a 24, wherein the p'redetermined period of time is between

about 3 days and about 3 months. ; |
L ;
26. The method of claim 25, wherein the predetermined period of time is between

about 1 week and about 4 weeks. | o

i ' S
27. The method of clalm 24, wherein the active agent is an interferon selected from

interferon a-2a, interferon a~2b and a polyethylene glycol denvanve of interferon u—2a or

‘ i

& ! ~

| i .

interferon o-2b. 1 |
28. The method of clalm 27, wherem the second composmon further comprises a

compound selected from mtazoxamde tlzoxamde derivatives of mtazoxamde and

derivatives of tizoxanide, or rm:;ctures thereof

!
!
i
i
¢
i
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l | ]
29. A method for treatmg a patlent suffering from viral hepatms comprising

administering to the patient a therapeutrcally effective amount of a first compound having the
formula R1-NHCO-R2, wherein R1 and R2 are mdependently selected from moieties that
provide improved stability of thef NHCO group in biological fluid and tissue, provided that

the compound is neither nitazoxanide nor tizoxanide.

1

30. The method of claim 29 wherein the reactivity of the NHCO group in the
compound 1s reduced toward cleavage reactlons compared with the reactivity of the
analogous compound having hydrogen as either R1 or R2,

31. The method of clalm 29 wherem R1 and R2 are independently selected from

‘ substituted cyclic groups, unsubstrtuted cychc groups substituted heterocyclic groups and

unsubstituted heterocyclic group% wherein either R1, R2, or both R1 and R2 are optlonally
aromatic. ! * , '

32. The method of claim 29, wherem the ﬁrst compound is m the form of a ;
I
composition, and wherein the composmon further comprises a pharmaceuncally acceptable

carrier. L
i
' |

33. The method of claim ?2 wherein the composition further comprises an additional

active agent selected from mterferon a—2a interferon a-2b, and a polyethyliene glycol

dernivative of interferon a-2a or mterferon o-2b. : .
I i o
‘ 34. The method of claim 29 wherem the first compound is administered to the patlent

~ for a period of between about one week and about two years. - E
i | ’
35. The method of claim 29 further compnsmg administering an interferon to the
patient for a period between about one week and about forty-cight weeks ‘
|
' |

i | f :
36. The method of claim 35, wherein the period of treatment with the interferon is

initiated 12 weeks after treatmentiwith the compound is initiated. - r
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37. The method of claim 29, wherein the viral hepatitis being treated is hepatitis C.

[ : < [
i .

38. In a method for treating a patient suffering from hepatitis C with a therapeutically
effective amount of an interferon, the inprovement comprises administering to the patient a

therapeutically effective amount of nitazoxanide, tizoxanide, or mixtures thereqf. L
: | _ L
| : o

39. The method of claim 38, wherein the amount of interferon required to achiéve a

sustained response in the panent is reduced compared to the amount of interferon requlred to

achieve a sustained response m the patient w1thout administration of nitazoxanide,

tizoxanide, or mixtures thereoﬁ :

40. The method of claun 38, wherein the amount of mterferon required to achxcve a
sustained response in the patxerllt is reduced comparcd to the amount of interferon requxred to

achieve a sustained response in the patient when treated with a combination of nbavmn and

] l

the interferon. : : : :

b

41. The method of clalrn 38, whcrem the method provides the patient with an

increased chance of having reduced serum HCV RNA after treatment as compared wnth a

method for treating hepatitis C tw1th a combmanon of ribavirin and the interferon.
42. The method of claim 38, whcrcin the method provides the patient with a similar

chance of having reduced serum HCV RNA after treatment as compared with a method for

t

treating hepatitis C with a combination of nbavmn and the interferon. '

|
'

| i
} .
I

43. The method of claim 38, wherem the method produces fewer side effects as
|

compared with a method for trelatmg hepatltls C with a combination of nbavmn and the

interferon. ;

t , b i

| { : ; L

i | I
44, A composition compnsmg (a) one or more compounds selected from . :
nitazoxanide, tizoxanide, denvatwcs of mtazoxamde and derwatwes of tizoxanide; (b) an
interferon; and (c) an anti- dlabqtes agent. ; ; ' b
o | o
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45. The composition of claim 44, wherein the interferon is selected from mterferon a-

i
|
i
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2a, interferon a-2b, and a polyethylene glycol derivative of mterferon a-2a or mterferon a-2b.
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TRATAMIENTO PARA LA HEPATITIS VIRAL

DERECHOS DEL GOBIERNO

[0001] EI Gobierno de los Estados Unidos tiene ciertos derechos en esta

invencion de acuerdo con el Contrato No. NO1-Al-30046 dado por el NIAID.
REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS

[0002] Esta solicitud reivindica prioridad bajo el 35 U.S.C. § 119 de la Solicitud

de Patente Provisional de los Estados Unidos Serie No. 60/757,036, presentado

en enero 9, 2006, cuya descripcién se incorpora aqui como referencia.

CAMPO TECNICO

[0003] La presente invencién se relaciona con métodos para tratar hepatitis
viral, compuestos Utiles en el tratamiento de hepatitis viral, y composiciones

farmacéuticas que comprenden tales compuestos.
ANTECEDENTES

[0004] La hepatitis se refiere a una variedad de condiciones que involucran la
inflamacién del higado. La hepatitis viral, de la cual hay varios tipos (por ejemplo,
hepatitis A, B, C, D y E), es una inflamacion del higado debido a una infeccion
viral. Cada tipo de hepatitis viral puede exhibir diferentes sintomas y se puede

caracterizar por diferentes aproximaciones al tratamiento y prevencion. Por
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ejemplo, se han desarrollado vacunas para la hepatitis A y B, pero no para la

hepatitis C o E.

[0005] La principal meta del tratamiento de la hepatitis C cronica es eliminar el
ARN viral detectable de la sangre. A los pacientes a los que les falta el ARN
detectable del virus de la hepatitis C en la sangre 24 semanas después de
completar la terapia tienen tipicamente una prognosis favorable y se pueden
considerar curados del virus. Tal condicién se conoce como respuesta virologica
sostenida. Para los pacientes .que no logran una respuesta virolégica sostenida,
puede haber otros beneficios mas sutiles del tratamiento, tal como hacer mas lenta

la progresién de cirrosis hepatica (fibrosis).

[0006] El tratamiento del virus de la hepatitis C (HCV) cominmente involucra la
administracion de interferon inyectable (o interferon pegilado inyectable),
ribavirina, 0 una combinacidon de ésta. El interferén alfa es una glicoproteina de
ocurrencia natural que se secreta por las células en respuesta a infecciones
virales. Este ejerce sus efectos al unirse a un receptor de membrana. La unién del
receptor inicia una serie de eventos de sefializacion intracelular que finalmente
conducen a la expresibn mejorada de ciertos genes. Esto conduce al
mejoramiento e induccién de ciertas actividades celulares que incluyen el aumento
de la muerte de la célula objetivo por los linfocitos y la inhibicion de la replicacion
del virus en células infectadas. La ribavirina es un nucledsido sintético que tiene

actividad contra un amplio espectro de virus.

[0007] El interferon alfa, con o sin ribavirina, esta asociado con muchos efectos
colaterales. Los sintomas similares al resfriado, depresién, enrojecimiento de la

cara, otras reacciones inusuales y conteos sanguineos anormales son ejemplos
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comunes de tales efectos colaterales. La ribavirina esta asociada con un riesgo
significativo de desarrollo fetal anormal. De acuerdo con esto, las mujeres que
pueden estar potencialmente embarazadas no deben iniciar terapia hasta que se
haya obtenido un reporte de prueba de embarazo negativc. A los pacientes
hembra se les aconseja evitar quedar embarazadas durante el tratamiento. A los
pacientes que utilizan interferén alfa y ribavirina se les aconseja tener pruebas de
sangre aproximadamente una vez al mes, y un poco mas frecuentemente al inicio
de! tratamiento. Ciertos grupos de pacientes no pueden tomar ribavirina, por
ejemplo, aquellos con anemia, enfermedad cardiaca o enfermedad renal. En tales
casos, se prescribe tipicamente solo el interferédn alfa pegilado. Algunos pacientes
con hepatitis C (por ejemplo, pacientes que tienen también enfermedad hepatica
avanzada) se les aconseja no tomar interferén alfa o interferén alfa pegilado en
razén al riesgo de serios efectos colaterales. Para tales pacientes, ningin método
previamente disponible de tratamiento se reconoce por ser efectivo y seguro para

el tratamiento de |a hepatitis C.

[0008] Existe por lo tanto una necesidad en la técnica de desarrollar un método
efectivo de tratamiento de la hepatitis C. Un método ideal de tratamiento lograria
una respuesta virolégica sostenida en un amplio rango de pacientes. Tal
tratamiento emplearia agentes activos facilmente disponibles y tendrian minimos
efectos colaterales. Cuando se emplea co-administracion del interferon alfa, un
método tdeal de tratamiento requeriria reducir las cantidades de interferén alfa (es
decir, frecuencia reducida de administracion, cantidad reducida por administracion,

0 ambos) comparado con los métodos tradicionales de tratamiento.

7
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RESUMEN DE LA INVENCION

[0009] La presente invencion estd dirigida a manejar uno o mas de los
inconvenientes anteriormente mencionados de los métodos conocidos para tratar

la hepatitis C viral.

[00010] En una modalidad, entonces, la descripcion describe un método para
tratar una paciente que sufre de hepatitis C. El método comprende administrar al
paciente una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto seleccionado

de nitazoxanida, tizoxanida, derivados de nitazoxanida, y derivados de tizoxanida.

[00011] En otra modalidad, la descripcién describe un método para tratar un
paciente que sufre de hepatitis viral. El método comprende administrar al paciente
una cantidad terapéuticamente efectiva de un primer compuesto que tiene la
estructura de férmula I: R1-NHCO-R2. En la formula I, R1 y R2 se seleccionan
independientemente de grupos funcionales que suministran Ié estabilidad
mejorada del grupo NHCO en fluido y tejido biolégico. En un aspecto de la
modalidad, el primer compuesto no es nitazoxanida ni tizoxanida.
:

[00012] En aun otra modalidad, la descripcibn describe una mejora en un
método para tratar un paciente que sufre de hepatitis C que comprende
administrar al paciente una cantidad terapéuticamente efectiva de nitazoxanida,

tizoxanida, o mezclas de éstas.

[00013] En aun otra modalidad, la descripcion describe un método para tratar un
paciente que sufre de hepatitis C. El método comprende pretratar el paciente al

administrarle al paciente durante un periodo de tiempo predeterminado una

7¢
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primera composicion que comprende una cantidad terapéuticamente efectiva de
un compuesto seleccionade de nitazoxanida, tizoxanida, derivados de
nitazoxanida, y derivados de tizoxanida, ¢ mezclas de éstas. El método ademas
comprende administrar al paciente, después del periodo de.  tiempo
predeterminado, una cantidad terapéuticamente efectiva de una segunda

composicién que comprende un agente activo.

[00014] En adan otra modalidad, la descripcion describe una composicién que
comprende: {a) uno o mas compuestos seleccionados de nitazoxanida, tizoxanida,
derivados de nitazoxanida, y derivados de tizoxanida; (b) un interferén; y (c) un

agente anti-diabetes.

[00015] En adan otra modalidad, la descripcién describe composiciones efectivas

en los métcdos de tratamiento descritos aqui.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[00016] Las Figuras 1a y 1b son graficas gue ilustran la actividad sinérgica de la
nitazoxanida con el interferén alfa 2b o 2’-C-metil citidina contra la replicacion de

HCV en un replicon de HCV que contiene la linea celular.

[00017] Las Figuras 2a y 2b son graficas que ilustran la actividad sinérgica
cuando la linea celular que contiene replicén de HCV se trata primerc con

nitazoxanida y luego con nitazoxanida mas interferén alfa 2b.

[00018] La Figura 3 es una grafica de disposicion del paciente que muestra la

seleccion de los participantes para el experimento descrito en el Ejemplo 5.

73
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[00019] La Figura 4, descrita en el Ejemplo 5, es una grafica que muestra los
niveles cuantitativos medios en el suero de ARN del HCV durante un tiempo para

diferentes grupos de tratamiento.

[00020] La Figura 5, descrita en el Ejemplo 5, es una grafica que muestra los
niveles cuantitativos en el suero del ARN del HCV durante un tiempo para

diferentes pacientes.

[00021] La Figura 6 es una grafica de disposicién del paciente que muestra la
seleccion de los participantes para el experimento descrito en el Ejemplo 6.

[00022] La Figura 7, descrita en el Ejemplo 6, es una grafica que muestra el
conteo de plaquetas versus el tiempo para pacientes a los que se les administro

interferén alfa-2b pegilado mas Alinia® o un placebo.
[00023] La Figura 8, descrita en el Ejemplo 6, es una grafica que muestra el
conteo de neutréfilos versus el tiempo para pacientes a los que se les administré

interferdn alfa 2b pegilado mas Alinia® o un placebo.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

DEFINICIONES Y NOMENCLATURA:

[00024] Antes de describir la presente invencién en detalle, se debe entender
que a menos que se indique otra cosa, esta invencién no se limita a dosis,

formulaciones 0 métodos de uso particulares, en razén a que tales pueden variar.
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Tambien se debe entender que la terminologia utilizada aqui es con el propésito

de describir solamente modalidades particulares, y no pretende ser limitante.

[0025] Se debe notar que, como se utiliza en esta especificacion y en las
reivindicaciones finales, las formas singulares “un”, “una” y “el” incluyen las
referentes plurales a menos que el contexto claramente dicte otra cosa. Asi, por
ejemplo, “una forma de dosis” se refiere no solamente a una forma de dosis Unica
sino también a una combinacién de dos o mas diferentes formas de dosis, “un
agente activo” se refiere a una combinacién de agentes activos asi como también

un agente activo Unico, y similares.

[00026] Como se utiliza en la especificacion y en las reivindicaciones finales, los
términos “por ejemplo”, “como tal”, “que incluye” y similares pretenden introducir
ejemplos que clarifiquen adicionalmente la materia objeto mas general. A menos
que se especifigue otra cosa, estos ejemplos se suministran solamente como una

ayuda para entender la invencion, y no pretenden limitarta de ninguna forma.

[00027] A menos que se defina de otra manera, todos los términos técnicos y
cientificos utilizados aqui tiene el significado cominmente entendido por un
experto en la técnica a la cual pertenece la invencidon. Aunque cualquier método y
material similar o eduivalente a aquellos descritos aqui puede ser Util en la practica
o prueba de la presente invencion, los métodos y materiales preferidos se
describen adelante. La terminologia especifica de particular importancia de la

descripcién de la presente invencion se define adelante.

[00028] Cuando se refiere a un compuesto de la invencion, y a menos que se

especifique otra cosa, el término “compuesto” pretende comprender no sclamente

75
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la entidad molecular especificada sin también sus analogos farmacéuticamente
aceptables, farmacolégicamente activos, que incluyen, pero no se limitan a, sales,
polimorfos, ésteres, amidas, pro-farmacos, aductos, conjugados, metabolitos

activos, y similares, donde tales modificaciones a la entidad molecular son

apropiadas.

[00029] Los términos “tratar” y “tratamiento” como se utiliza aqui se refieren a la
reduccion en ia severidad y/o la frecuencia de los sintomas, eliminacion de los
sintomas y/o causa subyacente, prevencion de la ocurrencia de los sintomas y/o
su causa subyacente (por ejemplo, terapia profilactica), mejora o remedio del

dafic, o reduccion en la intensidad de la infeccién.

[00030] Por los términos “cantidad efectiva” y “cantidad terapéuticamente
efectiva” de un compuesto de la invencién se entiende una cantidad no toxica pero

suficiente del farmaco o agente para suministrar el efecto deseado.

[00031] Por “farmacéuticamente aceptable” se significa un material que no es
bioldgicamente o de otra forma indeseable, es decir, el material se puede
incorporar en la composicién farmacéutica administrada al paciente sin originar
ningun efecto biolégico indeseable o que interactie de manera deletérea con
cualquiera de los otros componentes de la composicion en la cual esta contenida.
Cuando el término “farmacéuticamente aceptable” se utiliza para referirse a un
portador o excipiente farmacéutico, se implica que el portador o excipiente ha
cumplido los estandares requeridos para la prueba toxicologica y de fabricacion o
que esté incluido en ia Guia de Ingredientes Inactiva preparada por la

administracidén para Alimentos y Farmacos de los Estados Unidos.

%
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[00032] Por “paciente”, o “sujeto” se significa cualquier animal para el cual sea
deseable el tratamiento. Los pacientes pueden ser mamiferos, y tipicamente,

como se utiliza aqui, un paciente es un individuo humano.

[00033] La presente descripcion incluye compuestos de formula I: R1-NHCO-R2,
asi como también su uso en el tratamiento de hepatitis, particularmente la hepatitis

C, y las composiciones farmacéuticas que las comprenden.

[00034] En una modalidad de la férmula I, R1 y R2 se seleccionan
indepéndientemente de los grupos funcionales que estabilizan (es decir,
suministran estabilidad mejorada de) el grupo NHCO. Por “estabilizar” se significa
que el grupo NHCO es menos propenso a la reaccion en fluido y tejido biolégico
comparado con el grupo NHCO no sustituido {(por ejemplo, NH,COH, R1-NHCOH,
NH.CO-R2, y similares), esto es, comparado con el compuesto analogo que tiene
hidrégeno como cualquier R1 o R2. Tales reacciones incluyen el clivaje del grupo
NHCO (por ejemplo, ruptura del enlace nitrégeno-carbono), adicién al grupo
NHCO, reacciones de sustitucion, reacciones de hidrogenacion, reacciones de

hidratacion, reacciones de oxidacion, reacciones de reduccion, y similares.

[00035] En una modalidad, los compuestos de formula | excluyen nitazoxanida y
tizoxanida. En otra modalidad, los compuestos de formula | incluyen nitazoxanida

y tizaxanida.

[00036] En otra modalidad, R1 y R2 son cada uno un grupo ciclico sustituido o
no sustituido. Tales grupos pueden ser grupos heterociclicos o un grupo
carbociclico tal como un grupo arilo ¢ cicloalquilo. En un ejemplo, R1 es un anillo

heterociclico y R2 es un arilo, opcionalmente sustituido por uno a tres
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sustituyentes. Otro grupo de ejemplo de los compuestos de formula | inciuye
compuestos en donde R1 y R2 son ambos benceno, cada uno opcionalmente

sustituido por uno a tres sustituyentes.

[00037] En adn otra modalidad, R1 se selecciona de tiazo! y tiadiazol sustituido
por uno a tres sustituyentes, y R2 es benceno sustituido por uno a tres

sustituyentes.

[00038] Ejemplos de los sustituyentes para R1 y R2 incluyen OH, alcoxi, halo,
alquilo, fluoroalquilo, éster, tioalquilo, y grupos funcionales. Ejemplos especificos

incluyen flGor, bromo, OAc, CHs;, CF3, NO,, CH,CO;Et, SCH3, OCHj3; y similares.

[00039] Ejemplos de grupos heterociclicos para R1 y R2 incluyen grupos
heterociclicos aromaticos o grupos heterociclicos saturados o insaturados no
aromaticos (grupo heterociclico aliciclico). Tales grupos contienen, ademas de los
atomos de carbono, por lo menos un heteroatomo (preferiblemente 1 a 4
heteroatomo(s), mas preferiblemente 1 a 2 heteroatomo(s), y pueden contener de
1 a 3 diferentes clases de heteroatomos, (preferiblemente 1 a 2 heteroatomo(s)).
Como se utiliza aqui, el término “heteroatomo” pretende incluir atomos de oxigeno,

atomos de azufre, y atomos de nitrégeno.

[00040] Ejemplos del “grupo heterociclico aromatico” incluye un grupo
heterociclico monociclico aromatico tal como un grupo heterociclico monociclico
aromatico de 5 o 6 miembros (por ejemplo, furilo, tienilo, pirrolilo, oxazolilo,
isooxazolilo, tiazolilo, tiadiazolilo, isotiazolilo, imidazolilo, pirazolilo, 1,2,3-
oxadiazolilo, 1,2,4-oxadiazolilo, 1,3,4-oxadiazolilo, furazanilo, 1,2,3-tiadiazolilo,

1,2 4-tiadiazolilo, 1,3,4-tiadiazolilo, 1,2 ,3-triazolilo, 1,2 ,4-triazolilo, tetrazolilo,
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piridilo, piridazinilo, pirimidinilo, pirazinilo, triazinilo, etc.); un grupo heterociclico
fusionado aromatico tal como un grupo heterociclico fusionado aromatico de 8 a
12 miembros (por ejemplo, benzofuranilo, isobenzofuranilo, benzotienilo, indolilo,
isoindolilo, 1H-indazolilo, bencindazolilo, benzoxazolilo, 1,2-benzoisooxazolilo,
benzotiazolilo, benzopiranilo, 1,2-benzoisotiazolilo, 1H-benzotriazolilo, quinolilo,
isoquinolilo, cinolinilo, quinazolinilo, quinoxalinilo, ftalazinilo, naftilidinilo, purinilo,
pteridinilo, carbazolilo, alfa-carbolinilo, beta-carbolinilo, gama-carbonilino,
acridinilo, fenoxazinilo, fenotiazinilo, fenazinilo, fenoxatinilo, tiantrenilo,
fenantridinilo, fenantrolinilo, indolizinilo, pirrolo[1,2-b]piridazinilo, pirazolo[1,5-
apiridilo, imidazo[1,2-a]piridilo, imidazo[1,5-a]piridilo, imidazo[1,2-b]piridaziniio,
imidazo[1,2-a]pirimidinilo, 1,2 4-triazolo[4,3-a]piridilo, 1,2,4-triazolo[4,3-
b]piridaixzinilo); preferiblemente, un grupo heterociclico que consiste del grupo
heterociclico monociclico aromatico de 5 o 6 miembros anteriormente mencionado
fusionado con un grupo de anillo de benceno o heterociclico que consiste del
grupo heterociclico monociclico aromatico de 5 o 6 miembros fusionado con el
mismo o diferente grupo heterociclico monociclico aromatico de 5 0 6 miembros

anteriormente mencionado.

[00041] Ejemplos del “grupo heterociclico no aromatico” incluye un grupo
heterociclico no aromatico (grupo heterociclico alifatico) saturado o insaturado
(preferiblemente saturado) de 3 a 8 miembros (preferiblemente 5 o 6 miembros) tal
como oxiranile, azetidinilo, oxetanilo, tietanilo, pirrolidinilo, tetrahidrofurilo, tiolanilo,

piperidinilo, tetrahidropiranilo, morfolinilo, tiomorfolinilo, piperazinilo.

[00042] En una modalidad de los compuestos que tienen la estructura de
féormula |, R1 es heterociclico. En otra modalidad, R1 es heterociclico que

comprende 2 o 3 heteroatomos. En adn otra modalidad, R1 es heterociclico
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sustituido y comprende 2 o 3 heterodtomos. En aun otra modalidad, R1 es
heterociclico, sustituido con 1, 2, 0 3 grupos seleccionados de hidroxido, halégeno
(es decir, yodo, cloro, bromo, o fluor), alcoxi (por ejemplo, OCHa), fluoroalquito (por
ejemplo, CF3), éster (por ejemplo, CH.CO,EY), tioalquilo {(por ejemplo, SCH3), OAc,

y alquilo (por ejemplo, CHs3). Por ejemplo, R1 es tiazol o tiazol sustituido.

[00043] En una modalidad de los compuestos que tienen la estructura de
formula |, R2 es arilo. En otra modalidad, R2 es arilo sustituido. En aldn otra
modalidad, R2 es arilo que comprende 2, 3, o 4 sustituyentes. En otra modalidad,
R2 es arilo y comprende sustituyentes en las posiciones orto y meta (con relacion
al punto de unién del grupo arilo al grupo carbonilo de formula 1). En atn otra
modalidad, R2 es arilo que comprende 2 o mas sustituyentes seleccionados de
hidréxido, halégeno (es decir, yodo, cloro, bromo, o fluor), alcoxi (por ejemplo,
OCHas), fluoroalquilo (por ejemplo, CF3), éster (por ejemplo, CH,CO;EY), ticalquilo

(por ejemplo, SCH3), OAc, y alquilo (por ejemplo, CH3).

[00044] En una modalidad de los compuestos que tienen la estructura de
formula |, la reactividad del grupo NHCO del compuesto se reduce hacia las
reacciones de clivaje comparadas con la reactividad de los compuestos analogos

que tienen hidrégeno como R1 o R2.

[00045] En otra modalidad, R1 y R2 se seleccionan independientemente de los
grupos ciclicos sustituidos, grupos ciclicos no sustituidos, grupos heterociclicos
sustituidos, y grupos heterociclicos no sustituidos, en dende R1, R2, c ambos R1y
R2 son opcionalmente aromaticos. En aun otra modalidad, R1 y R2 se seleccionan
de arito, arilo sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, aliciclico, aliciclico

sustituido, heterociclico, y heterociclico sustituide. En aun otra modalidad, R1 y R2
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son cada uno sustituidos con de uno a tres sustituyentes independientemente
seleccionados de OH, NO,, alcoxi (tal como metoxi), halo (tal como F y Br), alquilo
(tal como metilo), fluoroalquilo (tal como fluorometilo), éster (tal como OAc, y
CH,COEY), y tioalquilo (tal como tiometilo). En una modalidad adn adicional, por lo
menos uno de R1 y R2 es heterociclico. En una modalidad aun adicional, por lo
menos uno de R1 y R2 comprende entre 1 y 3 hetercatomos. En aun otra
modalidad, por lo menos uno de R1 y R2 comprende un grupo heterociclico
seleccionado de heterociclos monociclicos aromaticos, heterociclos fusionados
aromaticos, y heterociclos no aromaticos. En una modalidad aun adicional, por lo
mencs uno de R1 y R2 comprende un grupo heterociclico seleccionado de furilo,
tienilo, pirrolilo, oxazolile, isooxazolilo, tiazolilo, tiadiazolilo, isotiazolilo, imidazolilo,
pirazolilo, 1,2,3-oxadiazolilo, 1,2,4-oxadiazolilo, 1,3,4-oxadiazolilo, furazanilo,
1,2,3-tiadiazolilo, 1,2,4-tiadiazolilo, 1,3,4-tiadiazolilo, 1,2,3-triazolilo, 1,2,4-triazolilo,
tetrazolilo, piridilo, piridazinilo, pirimidinilo, pir.azinilo, triazinilo, benzofuranilo,
isobenzofuranilo, benzotienilo, indolilo, isoindolilo, 1H-indazolilo, bencindazolilo,
benzoxazolilo, 1,2-benzoiscoxazolilo, benzotiazolile, benzopiranilo, 1,2-
benzoisotiazolilo, 1H-benzotriazolilo, quinolilo, isoquinolilo, cinolinilo, quinazolinilo,
quinoxalinilo, ftalazinilo, naftilidinilo, purinilo, pteridinilo, carbazolilo, alfa-carbolinilo,
beta-carbolinilo, gama-carbonilino, acridinilo, fenoxazinilo, fenotiazinilo, fenazinilo,
fenoxatinilo, tiantrenilo, fenantridinilo, fenantrofinilo, indolizinilo, pirrolo[1,2-
b]piridazinilo, pirazolo[1,5-a]piridilo, imidazo[1,2-a]piridilo, imidazo[i,S-a]piridiIo,
imidazo[1,2-b]piridazinilo, imidazo[1,2-a]pirimidinilo,  1,2,4-triazolc[4,3-a]piridilo,
1,2,4-triazolo[4,3-b]piridaixzinilo,  oxiranilo, asetidinilo, oxetanilo, tietanilo,
pirrolidinilo, tetrahidrofurilo, tiolanilo, piperidinilo, tetrahidropiranilo, morfolinilo,
tiomorfolinilo, y piperazinilo, cualquiera de los cuales se puede sustituir
opcionalmente con 1 a 3 sustituyentes. En otra modalidad, R1 es un grupo

heterociclico sustituido opcionalmente con 1 a 3 sustituyentes y R2 es arilo
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sustituido opcionalmente con 1 a 3 sustituyentes. En ain otra modalidad, R1 es
tiazol o tiadiazolo sustituido opcionalmente con 1 a 3 sustituyentes. En una
modalidad adn adicional, R2 es fenilo sustituido opcionalmente con 1 a 3
sustituyentes. En una modalidad auan adicional, R1 y R2 son ambos arilo, cada uno

sustituido opcionalmente con 1 a 3 sustituyentes.

[00046] Ejemplos de compuestos que tienen la estructura de la férmula |
incluyen nitazoxanida, tizoxanida, RM-4803, RM-4819, RM-4832, y RM-4850, en
donde se prefieren particularmente la nitazoxanida, tizoxanida, RM-4819, RM-

4832, y RM-4850. Las estructuras de estos compuestos se muestran en la

- siguiente lista:

o)
/lk OH 0 N
Hi¢” ™0 © N I\ N
/Q“Noz EE)LH/Q* o,
[j “N
| H .
Nitazoxanida Tizoxanida
ci "Cy o N
Hg o) © N N
Hsc\OjN QB{ Hacj(’j)l\”l’;\ Br
H
RM-4803 RM-4819
PR S PeS
t D s
N ® ;
RM-4832 CHy RM-4850

[00047] Como se describe adelante, las composiciones de la presente

descripcidon comprenden, como un agente activo, compuestos que tienen la
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estructura de formula | en una forma farmacéuticamente aceptable. Si se desea,
las composiciones pueden comprender ademas uno ¢ mas agentes activos
adicionales (también descritos en detalle adelante). Donde sea apropiado,
cualquiera’ de los agentes activos se pueden administrar en la forma del
compuesto per se, y/o en la forma de una sal, polimorfo, éster, amida, pro-
farmaco, derivado, o similar, siempre y cuando la sal, polimorfo, éster, amida, pro-
farmaco o derivado sea farmacol6gicamente adecuado. Donde sea apropiado, las
sales, ésteres, amidas, pro-farmacos y otros derivados de los agentes activos se
pueden preparar utilizando procedimientos estandar conocidos por aquellos
expertos en la técnica de quimica organica sintética y se describen, por ejemplo,
por J. March, Advanced Organic Chemistry: Reactions, Mechanisms and
Structure, 4th Ed. (New York: Wiley-Interscience, 1992). Para cualquiera de los
agentes activos que puedan existir en formas enantioméricas, el agente activo se
puede incorporar en las composiciones presentes como el racemato o en la forma

enantioméricamente enriquecida.

[00048] Los compuestos que tienen la estructura de férmula | se pueden
preparar de acuerdo con los métodos de la literatura. Por ejemplo, la preparacion
de los compuestos 1a y 1b se describe en la Patente U.S. No. 3,950,351, y WO
95/28393, respectivamente. Los métodos sintéticos para la preparacion de
analogos y derivados de la y |b, asi como también otros compuestos que tienen
estructuras que caen dentro del alcance de la formula |, emplean procedimientos

conocidos que seran evidentes para el experto en la técnica.

[00049] Las composiciones farmacéuticas de acuerdo con esta descripcion
comprenden un compuesto que tiene la estructura de la férmula I, como se

describe aqui. Tales composiciones farmacéuticas también pueden comprender:
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(1) uno o mas compuestos adicionales que tienen la estructura de la férmula (1),
(2) uno o mas portadores farmacéuticamente aceptables descritos aqui; y (3) uno
0 mas componentes adicionales descritos como se describen aqui. Las
composiciones pueden contender de 0.05% a 95% en peso de el o los agentes
acfivos, con el o los portadores farmacéuticamente aceptabies y cualquier

componente adicional que forma el 5% al 99.95% en peso del resto.

[00050] Uno o mas agentes activos adicionales se pueden incluir en las
composiciones farmacéuticas y los métodos de tratamiento descritos aqui. En una
m'odalidad, el agente activo adicional es efectivo para tratar hepatitis. Por ejemplo,
las composicioneé pueden incluir uno o mas agentes terapéuticos adicionales
Utiles para tratar la hepatitis C tal como ribavirina y agentes estimulantes inmunes
tales como interferones, que incluyen el interferén o-2b, un derivado de interferdn
o-2b tal como una forma conjugada de polietilenglicol de interferdn a-2b, interferén
a-2a, o interferon élfacon-1. Ejemplos especificos también incluyen Omega IFN
(BioMedicines Inc., Emeryville, CA); BILN-2061 (Boehringer Ingelheim Pharma
KG, Ingelheim, Alemania); Summetrel (Endo Pharmaceuticals Holdings Inc.,
Chadds Ford, PA); Roferon A, Pegasys, Pegasys y Ribavirina, y CellCept (F.
Hoffmann-La Roche LTD, Basel, Suiza); Wellferon (GalxoSmithKline plc, Uxbridge,
UK) Albuferén-a (Human Genome Sciences Inc., Rockville, MD); Leovirina (ICN
Pharmaceuticals, Costa Mesa, CA); IDN-6556 (ldun Pharmaceuticals Inc., San
Diego, CA); IP-501 (Indevus Pharmaceuticals Inc., Lexington, MA); Actinmune
(InterMune Inc., Brisbane, CA); Infergen A (InterMune Pharmaceuticals Inc.,
Brisbane, CA); ISIS 14803 (ISIS Phammaceuticals Inc, Carlsbad, CA/Elan
Pharmaceuticals Inc., New York, NY); JTK-003 (Japan Tobacco Inc., Tokio,
Japon); Ceplene, Pegasys y Ceplene (Maxim Pharmaceuticals Inc., San Diego

CA); Civacir (Biopharmaceuticals Inc., Boca Ratén, FL); Intrén A y Zadaxin
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(RegeneRx Biopharmaceuticals Inc., Bethseda, MD/SciClone Pharmaceuticals Inc,
San Mateo, CA); Leovirin, Viramidina (Ribapharm Inc., Costa Mesa, CA);
Heptazina (Ribozyme Pharmaceuticals Inc., Boulder, CO); Intrén A, PEG-Intron,
Rebetron, Ribavirin, PEG-Intrén/Ribavirin  (Schering-Plough  Corporation,
Kenilworth, NJ); Zadazim (SciClone Pharmaceuticals Inc., San Mateo CA); Rebif
(Serono, Ginebra, Suiza); IFB-B y EMZ701 (Transition Therapeutics Inc., Ontario,
Canada); T67 (Tularik Inc.,, South San Francisco, CA); VX-497 (Vertex
Pharmaceuticals Inc., Cambridge, MA); VX-950/LY-570310 (Vertex
Pharamaceuticals Inc., Cambridge, MA/ Eli Lilly y Co. Inc., Indianapolis, IN);
Ommiferon (Viragen Inc., Plantation, FL); y XTL-002 (Biopharmaceuticals Ltd.,

Rehovot, Israel).

[00051] Ademas o en lugar de los agentes anti-hepatitis, las composiciones
farmacéuticas y los métodos descritos aqui pueden comprender uno o mas
agentes activos adicionales segun sea apropiado. Los agentes activos adicionales
incluyen aquellos efectivos para tratar trastornos del sistema endocrino tal como
diabetes e hiperinsulinemia. Ejemplos de agentes anti-diabetes incluyen insulina,
pramlintida, exenatida, sulfonilureas (por ejemplo, clorpropamida, glipizida,
gliburida, glimepirida), meglitinidas (por ejemplo, repaglinida, nateglinida),
biguanidas (por ejemplo, metformina), tiazolidinodionas (por ejemplo, rosiglitazona,
troglitazona, pioglitazona), e inhibidores de a-glucosidasa (por ejemplo, acarbosa,
meglitol). Tales agentes activos se pueden administrar antes o concurrentemente
con la administracion de los compuestos descritos aqui con el fin de regular los
niveles de insulina en el plasma. Cuando se administran concurrentemente, tales
agentes activos adicionales se pueden administrar como parte de la misma
formulacion con los compuestos descritos aqui, 0 se pueden administrar en una

formulacion separada. De manera similar, otros agentes activos tales como
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aquellos efectivos para tratar enfermedades del higado también se pueden utilizar

con los compuestos descritos aqui.

[00052] Las composiciones farmacéuticas que comprenden los compuestos de
la descripcidn que son adecuados para los usos descritos aqui también pueden
comprender un portador farmacéuticamente aceptable. Los portadores
farmacéuticos apropiados pueden depender, por ejemplo, del método de
administraciéon de las composiciones, como se apreciard por un experto en la

técnica.

[00053] Los portadores farmacéuticamente aceptables pueden ser sodlidos o
liquidos, o mezclas de éstos. Los portadores farmacéuticamente aceptables son
materiales tales como ligadores, lubricantes, desintegrantes, rellenos,
tensoactivos, emulsificantes, agentes colorantes, y similares. Los ligadores se
utilizan para impartir cualidades cohesivas, y asegurar asi que la composicion
permaneée intacta (por ejemplo, como un implante o una tableta). Los materiales
de unién adecuados incluyen, pero no se limitan a, matrices de polimero,
hidrogeles, almidén (que incluye almidén de maiz y almidén pregelatinizado),
gelatina, azucares (que incluyen sacarosa, glucosa, dextrosa, y lactosa),
polietilenglicol, ceras, y gomas naturales y sintéticas, por ejemplo, alginato de
sodio de acacia, polivinilpirrolidona, polimeros celulésicos (que incluyen
hidroxipropil celulosa, hidroxipropil metilcelulosa, metil celulosa, celulosa
microcristalina, etil celulosa, hidroxietil celulosa, y similares), y Veegum. Los
lubricantes se utilizan para facilitar la elaboraciéon, promover €l flujo de polvo y
evitar el descabezado de particula (es decir, la ruptura de la particula) cuando se
alivia la presion. Los lubricantes utiles son estearato de magnesio, estearato de

calcio, y acido estearico. Los desintegrantes se utilizan para facilitar la
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deéintegraci_()n de la composicion, y son generalmente almidones, arcillas,
celulosas, alginas, gomas, o polimeros reticulados. Los rellenos incluyen, por
ejemplo, materiales tales como didxido de silicio, .diéxido de titanio, alumina, talco,
caolin, celulosa en polvo, y celulosa microcristalina, asi como también materiales
solubles tales como manitol, urea, sacarosé, lactosa, dextrosa, cloruro de sodio, y
sorbitol. Los tensocactivos son agentes humectantes, y pueden incluir materiales
ionicos tales como sales de acido graso y materiales no idnicos tales como

PLURONICS™ (tal como F-127, L-122, L-101, L-92, L-81, y L-61).

[00054] Por ejemplo, el portador farmacéuticamente aceptable para las
composiciones descritas aqui puede comprender uno o mas polimeros
biocompatibles. Por “biocompatible” se significa un material que no elicita una
respuesta adversa cuando se somete a un ambiente biologico tal como el impiante
o la inyeccién in vivo. Adicionalmente, en una modalidad, los materiales
biocompatibles no elicitan una respuesta inmune cuando se administran in vivo. A
menos que se establezca otra cosa, los materiales biccompatibles incluyen

materiales que son bioerosionables, biodegradables y bioreabsorbibles.

[00055] Los portadores de polimero tales como los polimeros biocompatibles
pueden ser homopolimeros 0 copolimeros de cualquiera de las unidades de
monomero descritas aqui. Adicionalmente, los copolimeros no estan limitados a
ninguna arquitectura especifica, y pueden consistir de copolimeros aleatorios,
alternantes, de bloque (incluyendo multibloque), de estrella, de peine, de injerto, y
tipo dehdrimero, asi como también combinaciones de éstos. Las mezclas de mas
de un polimero biocerosionable también estan dentro del alcance de esta
descripcion. Se apreciara que los polimeros reticulados y reticulables se pueden

utilizar en tanto tal reticuiacién no afecte adversamente la capacidad del material a
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3

formar las composiciones descritas aqui (por ejemplo, la capacidad del material a
bioerosionarse). Por ejemplo, reticulaciones reversibles (en donde las
reticulaciones comprenden enlaces intermoleculares no covalentes y/o débilmente
covalentes) pueden estar presentes antes de la administracion de las

composiciones, ¢ tales enlaces se pueden formar in vivo.

[00056] Los polimeros bioerosionables adecuados pueden comprender
poli{fortoéster)es, poli(lactona)s, tal como poli{e-caprolactona) y poli(y-
caprolactona), poli(lacturo)s, poli(acido lactico), poli(glicolido)s, poli(acido glicolico),
poli(etileno terftalato), poli(acido butirico), poli(acido valérico), pblimeros de
anhidridos, ‘poli(vinil alcohol), boli(etileno vinil acetato), polimeros.de acido o-
hidroxicarboxilico y derivados de éstos, albumina, colageno, gelatina, acido
hialurénico, almidén, celulosa y derivados de celulosa (por ejemplo, metilcelulosa,
hidroxipropilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, carboximetilcelulosa, ftalato de
acetato de celulosa, succinato de acetato de celulosa, ftalato de
hidroxpropilmetilcelulosa), caseina, dextrancs, polisacaridos, fibrindgeno,
copolimeros multibloque de poli{éter éster), poli(éter)es talcomo poli(etilenglicol), y
poli(butileno tereftalato), policarbonatos derivados de tirosina, poli(acidos
hidroxilo), poli(hidroxibutirato), polidioxanona, poli(alquilcarbonato), poli(acido
hidroxivalérico), polidioxanona, poliésteres degradables, poli(acido malico),
poli(acido tartronico), poli(archilamidas), polifosfazenos, poli(amino acidos),
poli(/c'indo de alquleno)-copolimeros de bloque de poli(éster), poli(acido
hidroxibutirico), poli(beta-butirolactona), poli(gama-butirolactona), poli(gama-
valerolactona), poli(d-decanolactona), poli(trimetileno carbonato), poli(1,4-dioxanc-
2-ona) o poli(1,5-dioxepan-2-ona), o combinaciones de éstos (es decir,

copolimeros de las unidades de monémero constituyentes, mezclas, etc.).
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[00057] Ejemplos de polimeros biodegradables incluyen polimeros sintéticos
tales como polimeros de acido lactico y acido glicélico, polianhidridos,
poli(orto)esteres, poliuretanos, poli(acido butirico), poli(acido valérico), y
poli(lacturo-co-caprolactona), y polimeros naturales tales como alginato y otros
polisacaridos que incluyen dextrano y celulosa, colageno, derivados quimicos de
estos (sustituciones, adiciones de grupos guimicos, por ejemplo, alquilo, alquileno,
hidroxilaciones, oxidaciones, y otras modificaciones de rutina hechas por aquellos
expertos en la técnica), albimina y otras proteinas hidréfilas, zeina y otras
prolaminas y proteinas hidréfobas, copolimeros y mezclas de éstos. En general,
estos materiales se degradan mediante hidrolisis enzimatica o la exposicion al

agua in vivo, mediante erosion superficial o de masa.

[00058] Los componentes de una composicidn se pueden distribuir
homogéneamente a través de un portador farmacéuticamente aceptable o pueden
existir regiones localizadas de gradientes de concentracion. Por “distribuciéon
homogénea” se pretende incluir casos de homogeneidad molecular asi como
también homogeneidad de masa o macroscopica. Por ejemplo, el agente activo
puede ser distribuido homogéneamente a nivel molecular (como para un soluto
distribuido homogéneamente dentro de un disolvente) o un nivel macroscopico
(como para particulas discretas del agente activo distribuido homogéneamente a
traves del portador). Los componentes de una composicion se pueden unir
(covalentemente o de otra manera, incluyendo fisiabsorbidos, idnicamente

asociados, y similar) al portador farmacéuticamente aceptable.

[00059] Para las composiciones administradas como formas de dosis basadas
en acuosos u otro disolvente (por ejemplo, para la administracién parenteral), se

puede utilizar una variedad de portadores liquidos. Las soluciones acuosas
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pueden incluir sales, amortiguadores, y similares. Los portadores liquidos no
acuosos, incluyen, por ejemplo, aceites grasos, tales como aceite de oliva y aceite
de maiz, ésteres de acido graso sintético, tales como etil oleato o triglicéridos,
alcoholes ‘de bajo peso molecular tal como propilenglicol, polimeros hidréfilos

sintéticos tales como polietilenglicol, liposomas, y similares.

[00060] Ademas de uno o mas portadores farmacéuticamente aceptables, las
composiciones farmacéuticas que comprenden uno o mas de los compuestos
descritas aqui y adecuadas para los usos descritos aqui también pueden
comprender uno ¢ mas componentes adicicnales. Los componentes adicionales
incluyen, por ejemplo, sales, amortiguadores, mejoradores de penetracion,
acelerantes de absorcién, materiales formadores de gel tales como polimeros,
ayudas de visualizacién, agentes de dispersion, estabilizadores, excipientes, y

plastificadores.

[00061] Los amortiguadores son compuestos o soluciones que se emplean para
ayudar a mantener la concentracion de un analito dentro del rango deseado. Por
ejemplo, los amortiguadores de pH farmacéuticamente aceptables se utilizan para
mantener la acidez o basicidad de wuna solucidn dentro de un rango
farmacéuticamente aceptable. Los amortiguadores para uso en las composiciones
descritas aqui pueden ser cualquier amortiguador conocido o descubierto

posteriormente.

[00062] Los mejoradores de penetracion incluyen compuestos que posibilitan o
mejoran la permeacion de las composiciones a través de limites tales como
membranas. Ejemplos de mejoradores de penetracion se pueden encontrar en la

literatura relevante (por ejemplo, Mejoradores de Penetracion Percutanea, Smith y
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Maibach, eds., CRC Press, New York NY, 2005) e incluyen derivados de
ciclohexancna, monoterpenos  ciclicos, pirrolidonas, dioxolanos, 1-

dodecilazacicloheptan-2-ona (Azona), dimetilsulféxido (DMSQO), y limoneno.

[00063] Los materiales formadores de gel pueden ser polimeros o no polimeros,
y son generalmente capaces de formar una red gelatinosa. En una modalidad, los
materiales formadores de gel son capaces de formar geles in vivo, mientras que
en otras modalidades, la formacién de gel tiene lugar ex vivo. Ejemplos de
materiales formadores de gel incluyen colageno, chitosan, pectinas, &acido

hialuronico, y similares.

[00064] Los agentes dispersantes son tensoactivos (por ejemplo, como se

describen aqui) en combinacion con un disolvente tal como agua.

[00065] Los plastificadores son compuestos utilizados para plastificar (es decir,
suavizar) el piéstico y otros materiales. Ejemplos incluyen propilenglicol, acetil
tributil citrato, acetil trietil citrato, p-terc-butiifenit salicilato, butil estearato, butilftalil
butil glicolato, dibutil sebacato, di(2-etilhexil) ftalato, dietil ftalato, diisobutil adipato,
diisooctil ftalato, difenil-2-etilhexil fosfato, aceites de soya epoxidizados, etilftalil etil
glicolato, glicerol monooleato, monoisopropil citrato, mono, di y triestearil citrato,

triacetin (glicerol triacetato), trietil citrato, y 3 (2-Xenolil)-1,2-epoxipropano.

[00066] Los excipientes son ingredientes inactivos que se pueden emplear en
las composicicnes descritas aqui por una variedad de razones. Un amplio rango
de excipientes se describe en la literatura (por ejemplo, Rowe et al, Handbook of

Pharmaceutical Excipients, McGraw Hill, 2006).
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[00067] Las ayudas de visualizaciéon son compuestos que ayudan a la
visualizacion de la composicidn de suministro de farmaco de bualquiera de los
componentes de éste por via de un métode de visualizacién tal como fluoroscopia,
imagenes de resonancia magnética (MRI), luz visible, ultrasonido, o radiografia.
Cualquier ayuda de visualizacién conocida en la técnica se puede utilizar en fas

composiciones descritas aqui.

[00068] En un aspecto, las composiciones de la presente invencion incluyen uno
o mas agentes preservantes o bacterioestaticos, presentes en una cantidad
efectiva para preservar la composicion y/o inhibir el crecimiento bacteriano en la
composiciéon. Ejemplos incluyen tribomofenato de bismuto, metil hidroxibenzoato,
bacitracin, etil hidroxibenzoato, propil hidroxibenzoato, eritromicina, 5-fluorouracilo,
metotrexato, doxorubicina, mitoxantrona, rifamicina, clorocresol, cloruros de
benzalconio, ésteres de acido paracxibenzéico, clorobutanol, bencilalcohol, fenetil

alcohol, acido deshidroacético, acido sérbico, y similares.

[00069] Los estabilizadores incluyen compuestos tales como antioxidantes, y se
utilizan para inhibif o retardar las reacciones de descomposicion que incluyen, por
via de ejemplo, reacciones oxidativas. Ejemplos del estabilizador incluyen
hidroxitolueno butilado (BHT), hidroxianisol butilado (BHA), 4cido ascérbico, acido
etileno diamiﬁa tetracético (EDTA), compuestos derivados de tocoferol tales como

alfa-tocoferol, sulfitos, terc-butilhidroquinona, acido citrico, acido acético y pectina.

{00070] Las composiciones descritas aqui o los precursores de éstos pueden
ademas contener agentes porosificantes que logran mayor area de superficie de,
por ejempio, un implante o tableta. Ejemplos de agentes porosificantes incluyen

sales inorganicas, sacarosa, tensoactivos, polimeros de peso molecular bajo,
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polimeros de rapida degradacion, precipitantes de polimero termoreversible,

burbujas de gas, y burbujas de cavitacién.

[00071] La cantidad de agente activo (asi como también otros ingredientes
activos, cuando estan presentes) en las composiciones descritas aqui dependeran
de un nimero de factores y variardn de sujeto a sujeto. Tales factores seran
evidentes para un experto en la técnica, y pueden incluir el trastornc o condicion
particular que se va a tratar, el modo de administracién, la severidad de los
sintomas, la edad del paciente, el peso y la condicion general, y el juicio del

médico que prescribe.

[00072] En una modalidad, una composicion comprende un compuesto de
formula | como un agente activo y un portador farmacéuticamente aceptable. El
portador se puede utilizar en cualquier cantidad conveniente con relacion al agente
activo, y la proporcion en peso del portador al agente activo puede variar desde
aproximadamente 0.1 a 1 a aproximadamente 100,000 a 1 dependiendo de la
aplicacién. En un ejemplo de esta modalidad, la composicidén consiste solamente
del agente activo y un portador farmacéuticamente aceptable. En otro ejemplo, la
composicién comprende el agente activo, un portador, y uno 0 mas componentes
adicionales tales como aquellos descritos aqui. En un ejemplo aun adicional, la
composicion comprende el agente activo, un segundo agente activo, uno o mas

portadores, y uno o mas componentes adicionales.

[00073] Los compuestos que tienen la estructura de !a formula | como se
describen aqui son utiles como medicamentos y como agentes activos en
composiciones farmacéuticas. En una modalidad, tales compuestos Yy

composiciones son utiles en el tratamiento de hepatitis viral. En particular, los
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compuestos y composiciones son utiles en el tratamiento de pacientes que sufren

del virus de la hepatitis B (HBV) y el virus de la hepatitis C (HCV).

[00074] En otra modalidad, los compuestos descritos aqui son utiles en un
método mejorado de tratar la hepatitis C con un interferén, en donde la mejora
comprende administrar una cantidad efectiva de nitazoxanida, tizoxanida, o

mezclas de éstos a un sujeto necesitado de éstas. Por via de esta mejora, el

porcentaje de sujetos que exhiben ARN del HCV reducido en el suero se

incrementan en comparacién con un método de tratar la hepatitis C con el
interferdn o con una combinacidn de ribavirina y el interferén. Ademas, la cantidad
de interferébn requerido para lograr una respuesta virologica sostenida en el
paciente se puede reducfr comparada con la cantidad de interferon requerida para
lograr una respuesta virolégica sostenida en el paciente sin administracion de
nitazoxanida, tizoxanida, o mezclas de éstas. Adicionalmente, la cantidad de
interferén requerido para lograr una respuesta viroldgica sostenida en el paciente
se puede reducir comparada con la cantidad de interferon requerido para logar
una respuesta virolégica sostenida en el paciente cuando se trata con una
combinaciéon de ribavirina y el interferébn. En una modalidad, un metodo de
tratamiento se suministra en donde un paciente que sufre de hepatitis C se
pretrata utilizando nitazoxanida y/o tizoxanida antes de que sea tratado con un
interferon (tal como cualquiera de los interferones descritos aqui). Ejemplos

especificos de esto y otras modalidades se describen con mas detalle adelante.

[00075] La nitazoxanida, tizoxanida, y mezclas de éstas son particularmente
efectivas en el tratamiento de la hepatitis C. Al tratar pacientes con hepatitis C con
nitazoxanida, tizoxanida, o una mezcla de éstas, puede ser posible reducir la

cantidad de interferdn necesaria para el tratamiento efectivo, aunque tal reduccion
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no es necesaria. También puede ser posible evitar el uso de ribavirina
completamente, aunque esfo tampoco es necesario. Estos beneficios se pueden
obtener aunque se incremente simultdneamente el porcentaje de sujetos que
responden favorablemente en términos de una reduccion del ARN de HCV en el
suero. Asi, la presente descripcién describe un método p.ara tratar la hepatitis C
que comprende administrar a un sujeto necesitado de ello una cantidad efectiva de
nitazoxanida, tizoxanida, 0 una mezcla de éstas. De manera similar, la presente
invencién incluye cualquiera de las modalidades anteriores en las cuales cualquier
compuesto de formula | o combinacién de tales compuestos se utilizan en lugar de

nitazoxanida y tizoxanida.

[00076] La administracion de las composiciones descritas aqui se puede llevar a
cabo utilizando cualquier modo de administracion y forma de dosis apropiado. Asi,
la administracién puede ser, por ejemplo, oral, ocular, bucal, rectal, tépica,
parenteral, transdérmica, transmucdsica, sublingual, mediante inhalacién
(utilizando composiciones soélidas o liquidas), o por via de un reservorio
implantado en una forma de dosis. Se apreciarda que la ruta mas adecuada en
cualquiera de los casos dados dependera de la naturaleza y la severidad de la
condicion que se trata y de la naturaleza de la forma particular del compuesto de
formula | que se esta utilizando. El término “parenteral” como se utiliza aqui
pretende incluir, por ejemplo, inyeccion subcutanea, intravenosa, intradérmica, e
intramuscular. El término “transmucosica” como se utiliza aqui pretende incluir, por
ejemplo, administracion rectal, vaginal, bucal, sublingual, y perianal. El término
“inhalacién” como se utiliza aqui pretende incluir inhalacion por via de la nariz o de
la boca, e incluye casos en donde la absorcion de la composicion ocurre en los
pulmones asi como también, por ejemplo, las membranas de mucosa de la boca,

nariz, y garganta. La administracion por via de los implantes pretende incluir
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implantes fijos en cualquier parte o ubicados en cualquier parte dentro del cuerpo,
gue incluyen dentro de las cavidades del cuerpo {(por ejemplo, implantes
intraperitoneales, implantes intraocutares, implantes en articulaciones, etc.), dentro

de organos, y subcutaneamente.

[00077] Dependiendo del modo pretendido de administracion, la composicion
farmacéutica puede ser un sélido, semi-solido, o liquido tal como, por ejemplo, una
tableta, una capsula, una capsuleta, un aerosol, un liquido, una suspension, una
emulsion, una crema, un gel, un supositorio, granulos, microesferas, glébulos, una

pelicula, un polvo, una esponja, o similar.

[00078] En una modalidad, la composicion comprende una forma de dosis
unitaria adecuada para la administracion Gnica de una dosis precisa. En otra
modalidad, la composicién comprende un reservorio tal como un implante capaz

del suministro controlado de la composicion durante el tiempo.

[00079] Las composiciones farmacéuticas y las formas de dosis adecuadas se
pueden preparar utilizando métodos convencionales conocidos por aguellos en el
campo de la formulacion farmacéutica y descrita en los textos pertinentes y la
literatura, por ejemplo, en Remington: The Science and Practice of Pharmacy
(Easton, PA: Mack Publishing Co., 1995). Se suministra infra una descripcién de

algunas, pero no todas, las formas de dosis adecuadas.

[00080] Las formulaciones adecuadas para la administracién oral pueden estar
presentes en unidades discretas, tales como capsulas, obleas, pastillas o tabletas,
que contienen cada una, una cantidad predeterminada del compuesto de formula

I; como un polvo o granulos; como una solucion o0 una suspension en un liquido
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acuoso 0 nNo acuoso; 0 como una emulsion de aceite en agua o de agua en aceite.
Tales formulaciones se pueden preparar mediante cualquier método adecuado de
farmacia que incluye la etapa de llevar en asocio el compuesto activo y un

portador adecuado (que puede contender uno o mas ingredientes accesorios).

[00081] Las tabletas se pueden elaborar utilizando procedimientos y equipo de
procesamiento de tableta estandar. Ademas de reversita, las tabletas
generalmente contendran matériales de portador farmacéuticamente aceptables
inactivos como se describen aqui. Las capsulas adecuadas pueden ser duras o
suaves, y en general estan hechas de gelatina, almidén, o material celuldsico, con
capsulas de gelatina preferidas. Capsulas de gelatina dura de dos piezas se sellan
preferiblemente, tal como bandas de gelatina o similar. Ver, por ejemplo,
Remington: The Science and Practice of Pharmacy, citada supra, que describe
materiales y métodos para preparar farmacéuticos encapsulados. Las formas de
dosis oral, sean de tabletas, capsulas, capsuletas, o particulados, pueden si se
desea, ser formuladas con el fin de suministrar una liberacién gradual, sostenida
del agente activo durante un periodo de tiempo extendidc. Por ejemplo, como se
apreciara por aquellos expertos en la técnica, las formas de dosis se pueden
formular al dispersar el agente activo dentro de una matriz de un material
gradualmente hidrolizable tal como un polimero hidréfilo, o al recubrir una forma
de dosis que contiene un farmaco sélida con tal material. Un ejemplo de una forma
de dosis preferida es Alinia® (ver el inserto de paquete Alinia® y/o las Patentes US
Nos. 5,387,598, 5,578,621, 5,968,961, 5,856,348, 5,859,138, 5,886,013,
5,965,590, 6,020,353, y 6,117,894). Se debe entender que, a menos que se
especifique otra cosa, en la presente descripcion (incluyendo los ejemplos y las
reivindicaciones) cualquier referencia hecha a Alinia® se suministra solamente

como ejemplos, y no pretende ser limitante. Asi, tales referencias se pretenden
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aplicar igualmente a otras formulaciones que comprenden nitazoxanida,

tizoxanida, y/o compuestos que tienen la estructura de la férmula [.

[00082] Las formulaciones adecuadas para la administraciéon bucal (por ejemplo,
sublingual} incluyen pastillas que comprenden un compuesto de férmula |, en una
base saborizada, usualmente de sacarosa y acacia o tragacanto; y pastillas que
comprenden el compuesto en una base inerte tal como gelatina y glicerina o

sacarosa y acacia.

[00083] Las preparaciones de acuerdo con la descripcién adecuadas para la
administracion parenteral incluyen soluciones acuosas y no acuosas estériles,
suspensiones, y emulsiones. Tales preparaciones son preferiblemente isotonicas
con la sangre del recipiente pretendida. Las soluciones acuosas inyectables
pueden contener el agente activo en forma soluble en agua, o pueden contener
una suspensién o emulsion del agente activo. Ejemplos de disolventes no acuosos
o portadores se describen aqui. Las formulaciones parenterales también pueden
contener adyuvantes tales como solubilizadores, preservantes, agentes
humectantes, emulsiﬁcadofes, dispersantes, y estabilizadores, y las suspensiones
acuosas pueden contener sustancias que incrementan la viscosidad de la
suspension, tal como carboximetilcelulosa de sodio, sorbitol, y dextrano. Las
composiciones inyectables pueden ser por via estéril, por ejemplo, incorporacion
de un agente esterilizante, filtracion a través de un filtro retenedor de bacterias,
irradiacién, o calor. Ellas también se pueden elaborar utilizando un medio
inyectable estéril. Cualquier agente activo presente en las composiciones también
puede estar en forma seca, por ejemplo, liofilizada, que se pueda rehidratar con un
portador adecuado inmediatamente antes de la administracion por via de

inyeccién. Las preparaciones parenterales se administran preferiblemente
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intravenosamente, aunque la administracién se puede efectuar por medio de
inyeccion subcutanea, intramuscular, o intradérmica. En una modalidad, tales
preparaciones se preparan al mezclar el compuesto con agua o un amortiguador

de glicerina y hacer la solucion resultante estéril e isotonica con la sangre.

[00084] Las composiciones descritas aqui también se pueden administrar a
través de la piel utilizando sistemas de suministro de farmaco transdérmico
convencional, en donde el agente activo estd contenido dentro de una estructura
laminada que sirve como un dispositivo de suministro de droga para ser fijado a la
piel. En tal una estructura, la composicién del agente activo esta contenido en una
capa, o ‘reservorio”, que subyace en una capa de respaldo superior. La estructura
laminada puede un Gnico reservorio, o esta puede contener multiples reservaorios.
En una modalidad, el reservorio comprende una matriz polimérica de un material
de contacto adhesivo farmacéuticamente aceptable que sirve para fijar el sistema
a la piel durante el suministro de droga. Alternativamente, el reservorio que
contiene el agente activo y el adhesivo de contacto a la piel estan presentes como
capas distintas y separadas, con el adhesivo que subyace al reservorio, que, en es
caso, puede ser una matriz polimérica como se describio anteriormente, o puede
ser un reservorio de hidroget o liquido, o puede tomar alguna otra forma. Los
sistemas de suministro de droga transdérmicos pueden en adicion contener un
;
mejorador de permeacion de la piel. Las formulaciones para administracion
transdérmica también se pueden suministrar por iontoféresis (ver, por ejemplo,
Pharmaceutical Research 3(6), 318, (1986)) y formulaciones adecuadas toman
tipicamente la forma de una solucién acuosa opcionalmente amortiguada de un
compuesto de la formula |. Las formulaciones adecuadas comprenden, por

ejemplo, citrato o amortiguador bis/tris (pH 6) o etanol/agua y contiene de 0.1 a 0.2

m de ingrediente activo.
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[00085] Las composiciones descritas aqui también se pueden administrar
tépicamente utilizando formas de dosificaciéon topica convencionales, en donde el
agente activo esta contenido dentrec de un portador. Las formas de dosificacion
adecuadas para aplicacion tépica incluyen, por via de ejemplo, cremas, pastas,
gelatinas, geles, unguentos, liquidos, aerosoles, aceites, lociones, espumas,
suspensiones, y emulsiones. Los portadores que se pueden utilizar incluyen
vaselina, lanolina, polietilenglicoles, alcoholes, y combinaciones de dos o mas de

estos.

[00086] En adicion a las formulaciones descritas previamente, los compuestos se
pueden formular como una preparacion de deposito para liberacion controlado del
agente activo, preferiblemente liberacién sostenida durante un periodo de tiempo
extendido. Estas formas de dosificacion de liberacion sostenida se pueden
administrar por implantacién (por ejemplo, subcutaneamente,

intraperitonealmente, intramuscular o por inyeccion intramuscular).

[00087] Las formulaciones adecuadas para administracion rectal se presentan
preferiblemente como supositorios de dosis unitaria. Estos se pueden preparar al
mezclar un compuesto de la féormula | con uno o mas portadores solidos
convencionales, por ejemplo, manteca de cacao, y luego dar forma a la mezcla

resultante. )

[00088] Aunque las composiciones descritas aqui se administraran generalmente
de forma oral, parenteralmente, transdérmicamente o por via de depbsitos
implantados, también son adecuadas otras formas de administracidn. Por ejemplo,

la administracién puede ser rectal o vaginal, preferiblemente utilizando un

100
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supositorio que contiene, en adicién a un agente activo, excipientes tales como
cera para supositorio. Las formulaciones para administracién nasal o sublingual
también se preparan con excipientes estandar bien conccidos en la técnica. Las
composiciones farmacéuticas de la invencién también se pueden formular para
inhalacién, por ejemplo, como una solucién en salina, como un polco seco, o0 como

un aerosol.

[00089] Se apreciara gue las composiciones descritas aqui se pueden preparar y
empacar como unidades de dosificacién unitaria, tal como para administracion cral
(por ejemplo, comprimidos). Las formulaciones también se pueden preparar y
empacar como formulaciones de dosis multiple, 0 como dosificaciones adecuadas
para administracién a largo plazo, tal como para administracion topica (por
ejemplo, cremas), administracion de transmembrana (por ejemplo, parches) o

implantacién.

[00090] Los compuestos descritos aqui se puedeﬁ administrar durante un tiempo
adecuado para el uso propuesto. La administracion de los compuestos descritos
aqui se llevara a cabo tipicamente durante un periodo de aproximadamente tres
dias a aproximadamente 104 semanas, pero se puede lievar a cabo durante un
periodo mayor de 104 semanas y aln se puede llevar a cabo indefinidamente. Por
ejemplo, el tratamiento de la hepatitis C utilizando los compuestos descritos aqui
involucrara tipicamente la administracion de los compuestos duranfe un peri.odo de

12, 24 0 48 semanas.

[00091] Cualquier régimen y dosificacion apropiados se pueden utilizar para los
compuestos descritos aqui y las composiciones farmacéuticas que comprenden

tales compuestos. En una modalidad, un compuesto gue tiene la estructura de la

0]
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formula | se administra en conjunto con un agente activo adicional tal como, por
ejemplo, un interferén tal como cualquiera'de los interferones descritos aqui. El
compuesto que tiene la estructura de la férmula | y el agente activo adicional {por
gjemplo un interferébn) se pueden administrar como parte de la misma
composicion, o ellos se pueden administrar en composiciones separadas {(que
incluyen composiciones separadas que varian en forma de dosificacion, perfiles de

liberacién, y similares).

[00092] En una modalidad, el paciente que sufre de hepatitis C se pre-trata
primero con nitazoxanida, tizoxanida, o cualquiera de los compuestos descritos
aqui que tienen la estructura de la Férmula |. La duracion del periodo de pre-
tratamiento puede estar entre aproximadamente 3 dias y aproximadamente 6
meses, por ejemplo entre aproximadamente una semana y aproximadamente 12
semanas, y como un ejemplo adicional entre aproximadamente 1 semana vy
aproximadamente 4 semanas. El periodo de pretratamiento es seguido
posteriormente por un periodo de tratamiento en donde el paciente pretratado con
un interferoén solo o un interferon mas nitazoxanida, tizoxanida, o cualquiera de los

compuestos que tienen la estructura de la férmula |. Cualquiera de los interferones

descritos aqui se pueden utilizar durante el periodo de tratamiento. La duracidn del

periodo de tratamiento sera cualquier duracién que se requiera para obtener la
respuesta deseada, y estara tipicamente entre aproximadamente un dia y
aproximadamente doce meses o mas. Por ejemplo, -el periodo de tratamiento
puede comprender inyecciones semanales de un interferén, y puede involucrar
una Unica semana de tratamiento, 2-4 semanas de tratamiento, 4-12 semanas de

tratamiento, o mas (tal como seis meses, un afio, dos afios, o indefinidamente).

02
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[00093] Ejemplos de regimenes que son adecuados para administracién de los
compuestos descritos aqui incluyen lo siguiente: 24 semanas de administracion de
nitazoxanida seguido por doce semanas de administracion de una composicion
que comprende nitazoxanida de interferén a-2b o interferén pegilado a-2b; 2-4
semanas de administracion de nitazoxanida seguido por doce semanas de
administracion de una composicién que comprende nitazoxanida e interferén a-2b
pegilado; administracién de una composicidn que comprende nitazoxanida mas
interferén a-2b pegilado para 12, 24, o 48 semanas; y 12, 24, o 48 semanas de
administracion de nitazoxanida, tizoxanida y combinaciones de estos. Se apreciara
que tales regimenes se proporcionan solo como ejemplos, tal como duraciones
adecuadas, dosificaciones, y las 6rdenes de administracion variaran. Los

regimenes apropiados se determinaran tipicamente por un médico.

[00094] Se apreciara que las dosificaciones pueden variar, y se seleccionaran
tipicamente para proporcionar una cantidad terapéuticamente efectiva del agente
activo al paciente. En una modalidad, una dosificacién puede estar en el rango de
aproximadamente 100 mg a aproximadamente 2000 mg, o en el rango de
aproximadamente 250 mg a aproximadamente 1000 mg, o preferiblemente
aproximadamente 500 mg. En otro ejemplo especifico, una dosificacién apropiada
se selecciona para lograr y mantener un nivel de sangre del agente activo (por
ejemplo nitazoxanida) en un paciente que esta entre aproximadamente 0.1 pyg/ml y

aproximadamente 10 pg/ml, preferiblemente aproximadamente 1 pg/ml.

[00095] Los métodos de preparacién para las composiciones descritas aqui
seran evidentes para el experto en la técnica. En una modalidad, las
formulaciones de la descripcion se pueden preparar la mezclar uniformemente e

intimamente el compuesto activo con un liquido o portador sélido finamente

)03
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dividido, o ambos, y luego, si es necesario, dar forma a la mezcla resultante. Por
ejemplo, un comprimido se puede preparar al comprimir o moldear un polvo
cubierto o no recubierto o granulos cubiertos 0 no recubiertos que contienen el
compuesto activo, opcionalmente con uno 0 mas ingredientes accesorios. Las
tabletas comprimidas se pueden preparar al comprimir, en una maquina
adecuada, el compuesto en una forma que fluye libre, tal como un polvo ©
granulos mezclados opcionalmente con un ligador, lubricante, diluyente inerte, y/o
agente de superficie activa/dispersante. Los comprimidos moldeados se pueden
hacer al moldear, en una maquina adecuada, el compuesto en polvo humedecido

con un ligador inerte liquido.

[00096] La presente descripcién también proporciona kits para Iogrér tal
tratamiento como se describe aqui. Los kits comprenden: (i) una cantidad efectiva
de un compuesto de la férmula [; (ii) uno o mas portadores farmacéuticamente
aceptables y/o aditivos; y (iii) instrucciones de uso (por ejemplo, en el tratamiento

de la hepatitis).

[00097] Como se utiliza aqui, la frase “instrucciones para uso” debe significar

cualquier etiqueta ordenada por la FDA, instrucciones o insertos de empaque que -

relacionan la administracién de un compuesto de la formula | para el propdsito de
tratar la hepatitis viral. Por ejemplo, las instrucciones para uso pueden incluir, pero
no limitarse a, indicaciones para la enfermedad particular, identificacion de
sintomas especificos de la enfermedad especifica que se puede aliviar mediante
los compuestos reivindicados, y cantidades de dosificacion recomendadas para
sujetos que sufren de la enfermedad. El kit de la presente invencion compren
adicionalmente una cantidad de dosificacion unitaria del compuesto efectivo para

tratar hepatitis viral.

JOY
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[00098] Se entiende que mientras la invencién se ha descrito en conjunto con
modalidades especificas preferidas de esta, la descripcidon anterior asi como
también los ejemplos que siguen estan destinados a ilustrar y no limitar el alcance
de la invencion. Otros aspectos, ventajas y modificaciones dentro del alcance de la
invencion seran evidentes para aquellos expertos en la técnica a la que pertenece

la invencion.

[00099] Todas las patentes, solicitudes de patente, y publicaciones mencionadas
aqui se incorporan como referencia en su totalidad. Sin embargo, como una
patente, solicitud de patente, o publicacién contiene definiciones expresas se
incorporan como referencia, aquellas' definiciones expresas se deben entender
que aplican a la patente incorporada, solicitud de patente, o publicacion en la que
ellas se encuentran, y no al restante del texto de esta solicitud, en particular las

reivindicaciones de esta solicitud.

EJEMPLOS

EJEMPLO

ACTIVIDAD CONTRA REPLICACION DE HCV

[000100] La actividad antiviral de la nitrazoxanida, tizoxanida, interferén a,
ribavirina y citidina 2'-C-metilo se evalia en 5 lineas celulares de réplicas
diferentes de HCV: (1) AVAS, una construcciéh subgendmica del genotipo 1b
(Blight et al., 2000, Sciencie 290:1972-1974); (2) H/FL-Neo, una construccion de

longitud completa de genotipo (Blight et al., 2003, journal of Virology 77:3181-

J05
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3190); (3) JWT, una construccion subgendémica de genotipo 1b (Pfeiffer and
Kirkegaard, 2005, Journal of Virology, 79:2346-2355); (4) 4-3-10, una construccién

subgendmico del genotipo 1b, desarrollada mediante un protocolo que involucra

pasaje en serie de células de JWT en 100 uM de un mes seguido por 400 pM de

ribavirina durante dos semanas (Pfeiffer and Kirkegaard, 2005, Journal of Virology,
79:2346-2355); (5) RP7, una construccion subgenémica de! fenotipo 1b (Elazar et

al., 2003, Journal of Virology 77.6055-6061).

[000101] La actividad antiviral para cada compuesto de prueba se determina como
se describié previamente (Opuse et al.,, 2005 Antiviral Research 65:23-34). En
resumen, las lineas celulares replicadas se mantienen como cultivos
subconfluentes en placas de 96 pozos. Los compuestos se agregan diariamente
durante tres dias en medio fresco. 24 horas después de la dltima dosis de
compuesto, se determina la actividad antivirai mediante analisis de hibridacién blot
de ARN HCV intracelular, y se evalla la citotoxicidad mediante la toma de tinte
rojo neutro. Se calcula el indice de selectividad y el ECsy, ECq9, CCs para cada
compuesto probado en una linea celular replicada. El ECso igual a concentracion
de droga que produce un 50% de reduccién de ARN HCV intracelular con relacién
a los niveles promedio en cultivos no tratados. ECgp = concentracion de droga que
produce un 90% de reduccion de ARN HCV intracelular con relacién a los niveles
promedio de cultivos no tratados. CCsp = concentracidn de droga que produce un
50% de reduccion de toma de tinte rojo neutro con relaciéon a los niveles promedio
en cultivos no tratados. indice de selectividad= CCs, dividido por ECsg. Los valores
ECso, ECoo ¥ CCsp ( *desviaciones estandar [D.E.]} se calculan mediante analisis
de regresion lineal utilizando datos combinados de todos los cultivos tratados. Los
valores ECso y ECgp medios se calculan para cada compuesto basado en los

resultados determinados para cinco lineas celulares de réplicas diferentes.
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[000102] Nitazoxanida y Tizoxanida se proporcionan por Romark Laboratorios,
L.C. (Tampa, FL USA). E! interferon a;2b recombinante se compra de PBL
Biomedical Laboratorios (Piscataway, NJ USA). La ribavirina se compra de Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO USA). Citidina 2’-C-metilo (Pierra, et al. 2005. Nucleosides
Nucleotides Nucleic Acids, 24:767-770) se compra de Moraveek Biochemicals, Inc
(La Brea, CA USA). El interferon a-2b se solubiliza y/o diluye en salina
amortiguada con fosfato estéril (PBS)/1% BSA como se instruye por el fabricante.
La rivabirina, nitazoxanida, trizoxanida y citidina 2’-C-metilo se solubilizan en 100%
de cultivo de tejido grado DMSO (Sigma). Las soluciones madre se almacenan (-
70°C para interferébn a-2b, -20° C, para nitazoxanida, tizoxanida, ribavirina y
citidina 2'-C-metilo) en cantidades suficientes durante un unico experimento y se
utilizan solo una vez. Las alicuotas diarias de los compuestos de prueba se hacen
de las soluciones madre en tubos individuales y se almacenan a las temperaturas

apropiadas. En cada dia de tratamiento, las alicuotas diarias de los compuestos

de prueba se suspenden en el medio de cultivo a temperatura ambiente, y se

agregan inmediatamente a los cultivos celulares, sometiende por lo tanto cada
alicuota y compuesto de prueba al mismo numero limitado de ciclos de

congelamiento-descongelamiento.

[000103] La nitazoxanida y tizoxanida reducén selectivamente la replicacion HCV
intracelular en cada una de las cinco lineas celulares de réplicas derivadas del
genotipo 1 HCV (tabla 1). EI ECsq medio es 0.13 ym y 0.15 ym para nitazoxanida y
tizoxanida, respectivamente, comparado con 0.86 1U/mL para interferon a-2b, 69

um para ribavirina y 2.1 ym para citidina 2'-C-metilo.

Tabla 1. Potencia relativa de los compuestos de prueba contra réplica HCV

07
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~_5roga
Linea celular ECs (uM) ECs (WMD) CCso (nM) s.1!
Nitazoxanida .
AVAS 013 £0.02 1.0£02 36+£3.9 300
H/FL-Neo 0.33£0.05 1.140.1 49+ 1.5 149
JWT 0.11+0.01 1.0+02 39+ 1.0 54
4-3-10 0.10x£0.03 087x0.16 3404 340
RP? 0.16 £ 0.01 1.2+0.1 I8+ 0.8 238
Media B YR e
Tizoxanida
AVAS 0.12£0.01 0.77%= 0,10 25+28 208
. ‘H/FL-Neo 0.25£0.03 1.0£0.1 42+02 17
JWT 0.16 4 0.02 0.76 = 0.03 24229 150
4-3-10¢ 0.1t £0.05 0.55=0.08 2lx11 191
RP7 , 25210 167
Media AU S
Interferon a-2b (IU/ml)
AVAS . >10000 >6667
H/FL-Neco >10000 >4762
JWT >10000 >12087
4.3-10 >10000 >11627
RP? >100C0 >24390
Media
Ribavirina
AVAS 70£0.5 220+ 34 84 %47 1.2
H/FL-Neo
JWT 23x22 62 1.7 89 %75 39
4-3-10
RP7 6944 1224 13 TT249 1.2
Media G e
Citidina 2'-C-metilo
AVAS >360 >143
H/FL-Neo >1000 >556
JWT >300 >136
4-3-10 >300 >143
RP7 >300 >150
Media

S.1. (indice de selectividad)= CCso/ECsg

EJEMPLO 2

ACTIVIDAD SINERGISTICA DE NITAZOXANIDA Y TIZOXANIDA CON OTRAS

DROGAS ANTI-HCV

[000104] La actividad de los tratamientos de combinacion con nitazoxanida mas
interferén a-2b, tizoxanida mas interferon a-2b, nitazoxanida mas citidina 2'-C-
metilo y tizoxanida mas citidina 2'-C-metilo contra réplicas HCV se evalua en la

linea celular de réplica AVAS5 utilizando tos métodos descritos previamente (Opuse
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et al., 2005, Antiviral Research 65:23-34). Los analisis de interacciones entre los
compuestos utilizados en tratamientos de combinacidn se desarrollan utilizando

software Calcusyn™ (Biosoft, Cambridge, UK).

[000105] Las combinaciones de nitazoxanida con interferén a-2b o citidina 2'-C-
metilo y tizoxanida con interferén a-2b o citidina 2’-C-metilo exhiben interacciones
sinergisticas contra réplicas HCV (tabla 2, figuras 1a y 1b). En las figuras 1ay 1b
se muestran los analisis de las interacciones entre los compuestos en tratamientos

de combinacién.

Tabla 2. Potencia relativa de tratamientos de combinacién contra réplicas HCV en

cultivos de células AVAS.

Tratamiento ECs (WM) ECoy (1M) CCss (M) S.1.'
Nitozoxanida (NTZ) 0.21 £ 0.03 0.93+£0.11 3Bt 1.8 181
Tizoxanida (TIZ) 0.15+£0.02 0.81£0.92 15+£1.2 100
IFNa-2b 1.9 022 8.9+ 0.9% >10000? >5263

Citidina 2'-C-metilo 1.6+ 0.2 83%0.7 >300 >188
(2'CMeC)

2°CMeC + IFNo2b, 1:1 0.67 = 0.007 23203 >300 >448
NTZ + IFNa-2b, 1:10 0.06 = 0.008 0.25+0.03 33x13 550
NTZ + 2°CMeC, 1:10 0.07 + 0.005 0.28 = 0.02 35+15 500
TIZ + IFNa-2b, 1:10 0.07 +£0.01 0.22+0.03 17+ 1.3 245
TIZ + 2'CMeC, 1:10 0.06 = 0.004 0.19 % 0.02 18+1.1 300

1SI= CCso/ECso. 2Valores para IFN a-2b expresados en [U/mL

[000106] La figura 1a presenta graficas Cl-Fa (combinacion indice-fraccion (de
virus) afectados) (Belen’Kii and Schinazi, 1994, Antiviral Research 25:11-18). Para
estas graficas, un indice de combinacién [Cl] mayor de 1.0 indica antagonismo y
un Cl menor de 1.0 indica sinergismo. Las evaluaciones de sinergia, aditividad
(suma), o antagonismo en niveles diferentes de inhibicién de virus (por ejemplo
5%, o Fa=0.05 a 99%, o Fa=0.99) se suministran por los puntos y lineas

graficados. La figura 1b muestra isobologramas conservadores. Para estas

%4
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graficas los valores ECsp, EC75 ¥ ECgq, (50%, 75% y 90% de concentracion
antiviral efectiva) para los tratamientos de combinacién se exhiben como puntos
sencillos. Las tres lineas que radian de los ejes denotan los valores ECso, EC75 y
ECqo esperados (por ejemplo aditivos) para las combinaciones de droga segun se
calcula de las monoterapias. Los valores ECsy, ECys y ECg para las
combinaciones que se grafican a la izquierda (por ejemplo menos que) de las
lineas correspondientes indican sinergia, y los valores graficados a la derecha (por

ejemplo mayor que) de las lineas correspondientes indican antagonismo

EJEMPLO 3

ACTIVIDAD MEJORADA DE INTERFERON ALFA MAS NITAZOXANIDA

DESPUES DE PRETRATAMIENTO CON NITAZOXANIDA

[000107] Para evaluar el efecto del pretratamiento con nitazoxanida antes de
tratamiento con tratamientos de combinacién, se tratan los cultivos durante 3 0 6
dias con nitazoxanida, interferén a-2b, o citidina 2'-C-metilo o combinaciones de
nitazoxanida e interferén a-2b o citidina 2'-C-metilo. Alternativamente, los cultivos
se tratan con nitazoxanida durante tres dias, seguido por tres dias adicionales de
tratamiento con una combinacién de nitazoxanida e interferén a-2b o citidina 2'-C-
metilo. La actividad antiviral y la citotoxicidad se determinan 24 horas después del

final de cada tratamiento respectivo como se describid previamente.

[000108] E! pretratamiento con nitazoxanida mejora la potencia del tratamiento de
combinacién con nitazoxanida mas interferén a-2b aproximadamente tres veces
(tabla 3 y figuras 2a y 2b). El pretratamiento, sin embargo, no afecta la potencia

del tratamiento de combinacioén con citidina 2'-C-metilo {tabla 4). Las figuras 2a y 2
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b muestran analisis del efecto en cultivos pretratados con nitazoxanida antes de
tratamiento con nitazoxanida mas interferébn a-2b. Se desarrollan analisis
utilizando software Calcusyn™ (Biosoft, Cambridge, UK). Se presentan dos tipos
de evaluaciones. La figura 2a presenta graficas Cl-Fa (indice de combinacién -
Ofraccién (de virus) afectado) (Belen’Kii and Schinazi, 1994). Para estas graficas,
un indice de combinacién [Cl] mayor de 1.0 indica antagonismo y un Cl menor de
1.0 indica sinergismo. Las evaluaciones de sinergia, aditividad (suma), o
antagonismo en niveles diferentes de inhibicidén de virus (por ejemplo 5%, o
Fa=0.05 a 99%, o Fa=0.99) se suministran por los puntos y lineas graficados. Las
lineas punteadas indican 1.96 desviaciones estandar (no mostrado en la figura 1a
para claridad). La figura 2b muestra isobologramas conservadores. Para estas
graficas los valores ECsp, EC75 ¥y ECgo, (50%, 75% y 90% de concentracion
antiviral efectiva) para los tratamientos de combinacién se exhiben como puntos
sencillos. Las tres lineas que radian de los ejes denotan los valores ECsg, EC75 y
ECg esperados (por ejemplo aditivos) para las combinaciones de droga segun se
calcula de las monoterapias. Los valores EC_so, ECy;s y ECgq para las
combinaciones que se grafican a la izquierda (por ejemplo menos que) de las
lineas correspondientes indican sinergia, y los valores graficados a la derecha (por

ejemplo mayor que) de las lineas correspondientes indican antagonismo

Tabla 3. Efecto de pretratamiento NTZ sobre la actividad del tratamiento de

combinaciéon NTZ+IFNa
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Duracién NIZ (M) TFNo-2b AU/mL)
Tratamiento {dias) ECso(pM) ECyp(uM) ECg (M) ECy (uM)
IFNa 3 1903 8309
IFNa 6 1.7+£02 7.8+0.8
NTZ 3 0224003 1001
NTZ 6 0204002 0921010
NTZ + IFNa, 1:10 3 0.08+0.010 0274003 0.82x0.07 2.7+03
NTZ + IFNa, 1:10 6 0.09+£0.010 0.24+0.04 0.75 + 0.09 24x02
NTZ, luego NTZ+HIFNa 6 B3SO0 des Ol 0 Bla 081 OO A IO B O 2

Tabla 4. Efecto de pretratamiento NTZ sobre la actividad del pretratamiento de

combinacion NTZ+2'CmeC

) Duracién NIZ (pM1)} 2:CMeC (VD
Tratamiento (dias) ECopmM) ECo(M) FCsn(pM) ECy (1M)
2'CMeC 3 17202 6.2+0.5
2°CMeC luego 6 1.3+02 5809

NTZ 3 0.22+0.03 1.0+0.1

NTZ 6 0204002 0.92:0.10

NTZ +2*CMeC, 1:10 3 00520006 0.16%0.02 0.57x007  1,8x02
NTZ +2'CMe(C, 1:10 6 0.05+£0007 0.17+£0.03 0.54 £ 0.06 1.9+:02
NTZ, luego 6 0.06+0005 0.15%0.02 0.58 = 0.08 i.7+03
NTZ+2'CMeC

EJEMPLO 4

ACTIVIDAD MEJORADA DEL INTERFERON ALFA DESPUES DE

PRETRATAMIENTO CON NITAZOXANIDA O TIZOXANIDA

- [000109] Para evaluar el efecto del interferén alfa luego de pretratamiento con

nitazoxanida o tizoxanida, se pasa en serie una linea celular que contiene une
réplica parental (RP-7) en concentraciones incrementadas de nitazoxanida o
tizoxanida. La actividad anti-HCV del interferon a-2b se determina utilizando la
linea celular parental y utilizando las lineas celulares obtenidas después del paso
de nitazoxanida o tizoxanida. La actividad anti- HCV se determina mediante los

métodos descritos anteriormente.

/13



10

15

20

25

W02007/081974 45 PCT/US2007/000574

[000110] La linea celular que contiene la replica parental se establece por
electroporacion de ARN transcrito in vitro del plasmido Sca-l-linearizado Bart 79I
en ceélulas Huh-7 (Elazar et al.,, 2003). El Bart 791 codifica para una segunda
generacion de réplicas subgenémica bi-cistrénica de alta eficiencia del genotipo 1b
que contiene una unica mutacion adaptada (S11791) en el gen NS5A, y el gen de
neomicinfosfotransferasa en el primer cistrén. Las células electroporadas se
grafican junto con las células alimentadores Huh-7 nativas y crecen en medio
DMEM (4.5 g/l gluoca, L-glutamina y piruvato de sodio-Mediatech 10-013-CV),
10% de suero bovino fetal, 1% de penicilina-estreptomicina, 1% de L-glutamina
(concentracion final 2 mM), 1x MEM aminoacidos no esenciales (100x)
(invitrogen)-- y 1 mg/mL G418. Después de tres semanas, aparecen las colonias
resistentes al G418. Una de las colonias resultantes se aisla, se expande, y se

hace pasar a 700 p/mL de G418, y se demoniza RP-7.

[000111] Las células RP-7 se someten a un régimen que promociona resistencia
como sigue. Se hacen crecer las células en el medio descrito anteriormente que
contiene 700 p/mL de G418 (invitrogen), 1% de cultivo de tejido grado DSMO
(Sigma), y una concentracion baja inicial de nitazoxanida o tizoxanida que se
incrementa constantemente luego cada semana, con una intervencion de un dia
festivo para droga de 2 dias entre cada incremento de dosis. En los dias 1 a 5 de
cada dosis de droga, se cambia el medio diariamente para proporcionar una
fuente de droga fresca. No se desarrollan cambios de medio en los dias 6 y 7 (el
festivo para la droga). La concentracion inicial de nitazoxanida y tizoxanida es 0.02
um, seguido por 0.05 pym, 0.1 pm, 0.5 pm, 1 pm e incrementos semanales
posteriores de 1 pym. Una concentracién final de 11 um se utiliza para que las

células pasen en nitazoxanida mientras que una concentracion final de 8 ym se
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utilizan para que las células pasen en tizoxanida. Las células resuitantes se pasan
posteriormente a esa concentracion final durante por lo menos dos meses antes

de ser utilizadas para probar la actividad anti-HCV del interferén a-2b.

[000112] Los resultados se presentan en la tabla 5. E! pasaje en serie de la linea
celular pariehte en concentraciones incrementadas de nitazoxanida o tizoxanida
no inducen resistencia al interferén a-2b. Las lineas celulares que pasan en
nitazoxanida o tizoxanida son actualmente 2.5 a 7.6 veces mas susceptibles al
interferén a-2b que la linea celular que contiene réplica pariente, que no se pasa

en nitazoxanida o tizoxanida.

Tabla 5. Potencia de interferén a-2b contra réplica HCV en células RP7 antes y
después de pasaje en serie en concentraciones:incrementadas de nitazoxanida y

tizoxanida

Linea celular EC ECo CCux SY
Linea celular pariente (RP-7) 041 % 0.01 3602 >10000 >24390
Células RP7 pasadas en 0112002 047004 >10000 >80909
Nitozoxanida
Células RPY pasadas enTizoxanida 0.16 2 0.01 .42+ 0.04 > 10000 >R2500
EJEMPLO 5

TRATAMIENTO DE HEPATITIS C CRONICA CON UNA COMBINACION DE

NITAZOXANIDA Y TIZOXANIDA

[000113] Se ingresan 50 pacientes en un estudio de doble ciego de Alinia®
(composicidn farmacéutica que comprende 99% nitazoxanida y 1% de tizoxanida
como agentes activos) administrado oralmente como un comprimido de 500 mg

dos veces al dia durante 24 semanas comparado con un placebo de pacientes en
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tratamiento con genotipo 4 de hepatitis C crénico. Los 50 pacientes se ingresan al
estudio en tres sitios de estudio en Egipto: 35 en Cairo, 12 en Alejandria y 6 en
Tanta. Tres pacientes salen del estudic inmediatamente después del ingreso y no
regresan para seguir ningan post-tratamiento. Un paciente no regresa después de
12 semanas. Cada uno de los 46 pacientes restantes completa el estudio. Ver
figura 3 para un diagrama de flujo de disposicién de paciente. Un paciente se co-
infecta con el virus de la hepatitis B. E! paciente es HBeag-negativo y se hace una
excepcion para permitir el ingreso de este paciente. el protocolo llamado para uso
de una poblacién de intento para tratar (fodos los pacientes aleatorizados) el
andlisis de eficacia primario. Los tres pacientes que se retiran que reciben antes
alguna medicacion se excluyen del andlisis de eficacia. Los pacientes que salen
después de 12 semanas se incluyen en el analisis de eficacia y se analizan sobre
la base de la ultima observacion llevada a cabo. Las caracteristicas demograficas
y relacionadas con la enfermedad para los 47 pacientes incluidos en el analisis de

eficacia se resumen en el grupo de tratamiento en la tabla 6.

[000114] En cada visita de estudio, los pacientes se interrogan con respecto al
cumplimiento del tratamiento. Con una excepcion, cada uno de los pacientes que
completan el estudio reportan que ellos han cumplido con la toma de la
medicacién. Un paciente completa el estudio pero reporta incumplimiento

esporadico con la toma de la medicacion debido a dolor abdominal.

Tabla 6. Caracteristicas demograficas y relacionadas con la enfermedad
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Todos los sujetos  Activo Placebo m
Raza:
Caucasico 47 23 24 1.0
‘Género:
Masculino/fFemenino 39/8 19/4 20/4 1.0
Edad (afios):
Media2DE 473493 49.7+84 45.0 £9.6 .08
Mediana (Rango) 48 (27-67) S1 (35-67) 46 (27-64)
Peso (kgs):
Media #DE 86.2 +18.8 84.8+16.7 B7.5421.0 52
) Mediana (Rango) 84 (64-143) 84 (64-130) 82 (65-143)
Indice de masa corporal:
Media2DE . 294 £5.5 29.0 5.1 29.8 26.0 62
Mediana (Rango) 2822147y 27.3(22-47)  28.3 (21-46)
Carga viral (log;e IU/mL): ‘
Media 2DE 5.240.7 5.3x0.7 5.240.8 43
Mediana (Rango) 53(3.5-65) 54(4.0-63) 5.3 (3.5-6.5)
Carga viral 800,000 TU/mL 10 6 4 49
ALT etevado 3 13 18 23
Clasificacion Necroinflamatoria:
Media2DE 6.0+32 63%33 57827 31
Mediana (Rango) 5217 53-17 5.5(2-11)
Enfermedad del higado:
Sin fibrosis 8 4 4 95
Expansién de portal fibroso 18 8 10
Fibrosis en puente 14 7 7
Cirrosis (compensada) : 3 i 2
Cirrosis (descompensada) 4 3 1
tratada previamente con s 3 2 .67
peginterferénfribavirina
Digbetes mellitas
Controlada 7 4 3 .70
No contgolada 3 1 2 1.0

'Prueba exacta de Fisher o prueba chi cuadrado para comparar proporciones,
prueba T para medias

[000115] Se resumen las respuestas virologicas por grupo de tratamiento en la
tabla 7. la proporcién de respondedores virolégicos en el grupo de tratamiento
activo es significativamente mayor que el grupo de tratamiento de placebo
(P=.0039). Las respuestas viroldgicas (ARN HCV de suero no detectable) se
observan en las semanas 4 (n=3), semana 8 (n= 3) y semana 20 (n=1). Cada una

de estas respuestas se mantiene a lo largo del periodo de tratamiento.

Tabla 7. Respuesta virolégica por grupo de tratamiento

7



10

15

20

W02007/081974 49 PCT/US2007/000574

- e . .

} —Retivo Placebo P
Qesp?nded_o_r 'Tglal ("_A) _ 7/23 (30.4%) 0/24 (0%) 0.0039

'Dos pruebas exactas de Fischer de dos lados

[000116] Las caracteristicas demograficas, los datos de laboratorio de linea base,
los datos de las biopsias de higado y las historias médicas se evaluan para
identificar predoctores independientes de respuesta viroldgica dentro del grupo de
tratamiento activo. Los predictores de respuesta se listan en la tabla 8. El predictor
mas significativo de respuesta es la menor carga viral en la linea base. Todos los
respondedores tienen cargas virales de linea base = 384,615 [U/mL. Los valores
de laboratorio en linea base (conteos de plaguetas, tiempo de protrombina y feto
proteina alfa) también sugieren que los respondedores tienen menos severa la

enfermedad del higado.

Tabla 8. Predictores de respuesta independientes

Predictores de respuesta P

Carga viral menor en linea base ' .0086
Indicadores de enfermedad de higado

menos serias

- Mayores conteos de plaqueta 0385
- Menor tiempo protrombina .0579
- Menor fetoproteina alfa .0696

[000117] Andlisis de pacientes adicionales con factores de complicacion
relacionados éon la enfermedad tal como altas cargas virales, cirrosis, diabetes
mellitus no controlada, o coinfeccién con hepatitis B mostraron tasas de
respuestas muy pobres en estos subconjuntos de pacientes (ver tabla 9). Quince

(15) de los 16 tratamientos Alinia® fallan en tener alta carga viral, enfermedad del
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higado avanzada, diabetes mellitus no controlada o coinfeccién del virus de la
hepatitis B. Los respondedores Alinia® pueden, por lo tanto, ser descritos como
pacientes con cargas virales bajas (<800,000 IU/mL) cuya enfermedad no ha
avanzado a cirrosis y que no han tenido diabetes mellitus no controlada o
coinfeccion de virus de las hepatitis B. Dos respondedores viroldgicos (2) en el
grupo de tratamiento activo tienen una historia anterior de tratamiento con
peginterferén/ribavirina. Uno es incapaz de tolerar el peginterferon/ribavirina y se
discontinia la terapia después de 5 semanas. El otro recae luego de la

terminacioén de 48 semanas de peginterferén/ribavirina.

Tabla 9. indices de respuesta en pacientes con complicacién de factores

relacionados con la enfermedad

Factores de complicacién relacionados con la Respondedores/Total
enfermedad

Alta carga viral (<800,000 1U/mL) 0/3
Enfermedad avanzada del higado:corrosis 0/3
Enfermedad avanzada del higado: fibrosis en puente 3/5
Diabetes mellitus no controlada 0/3
Coinfeccién por virus de la hepatitis B 0/1
Alta carga viral y cirrosis 0N
Alta carga viral y fibrosis en puente 0/1
Alta carga viral, diabetes no controlada y fibrosis en 0/1
puente

[000118] Respuesta virologica sostenida: los siete respondedores virolégicos es

. seguido por lo menos 24 semanas después del final del tratamiento, y 5 de estos

pacientes tienen una respuesta virolégica sostenida (ARN HCV en suero no
detectable). Los indices de respuesta virologica sostenida se presentan por grupo

de tratamiento en la tabla 10. Los pacientes fallan en mantener su respuesta
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virolégica sin tratamiento. Un paciente soloc completa ocho semanas de
tratamiento. Un paciente completa el estudio, pero reporta incumplimiento
esporadico con la toma de la medicacion debido a dolor abdominal. Cada uno de

estos pacientes tiene una enfermedad avanzada del higado (fibrosis en puente).

Tabla 10. Respuesta virolégica sostenida por grupo de tratamiento

Activo Placebo P*

Respondedores/Total (%) 523 (21.7%) 0124 (0%) 0.0219

*Prueba' exacta de fischer de dos lados

[000119] Cambios en ARN HCV de suero cuantitativo (carga viral): cargas virales
medias cuantitativas para el grupo de tratamiento activo, el grupo de tratamiento
de placebo, los respondedores viroldgicos del grupo de tratamiento activo, y las
fallas virolégicas del grupo de tratamiento activo se presentan en la tabla 11 y
figura 4. Reduccion de la carga viral media cuantitativa de la linea base al final del
tratamiento es significativamente mayor para el grupo de tratamiento activo
(reduccién de 1.55 + 2.34 log1o IU/mL) que para el grupo de placebo (reduccion de
0.21 £ 0.98 logse IU/mL) observado para el grupo de tratamiento de placebo
(p=0.0166, prueba T). La reduccion en la carga viral media observada para el
grupo de tratamiento activo se atribuye completamente a los respondedores
viroldgicos. Los cambios en las cargas virales de los no respondedores no son
significativamente diferentes que los cambios notados para el grupo de tratamiento
de placebo. Las cargas virales cuantitativas actuales para los siete respondedores

virolégicos durante el tiempo se presentan en la tabla 12 y figura 5.

[20
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Tabla 11. ARN HCV de suero cuantitativo medio durante el tiempo por grupo de

tratamiento y respuesta virolégico (Logio IU/mL)

Semana  Semana Semana

Linea base Semanad Semana8 Semanal2 16 20 24
Alinia ‘Sin 5.3 321 5.21 5.23 5.54 5.61 542
Respondedores
Placebo 516 5.17 473 4.96 5.15 5.13 494
Alinia 5.33 4.53 3.87 39 4.02 319 3.77
Alinia 4.92 298 0.80 0.85 0.53 * *
Respondedores

5 *Todos los valores estan por debajo del limite inferior de deteccion (10 IU/mL)

Tabla 12. ARN HCV en suero cuantitativo durante el tiempo para respondedores

virolégicos (Logqo 1U/mL)

Paciente Lineabase Semana4 oSemanag Semanaj} Semanag semanay Semanad

#1 4.37 - . - * - * »
#6 5.59 5.64 * * . . .
#i5 522 543 5.57 5.98 3.74 . .
#17 $.30 . . * » " »
#21 5.00 4,23 . . * * *
37 4.70 - . . * . .
#40 4.25 5.56 ¢ ¢ * * .

10 * Por debajo del limite de deteccion (10 ILW/mL)

[000120] Cambios en ALT: cambios medios en ALT de la linea base al final del
tratamiento no son significativamente diferentes para los dos grupos de
tratamiento (-3.9 + 32 para el grupo de tratamiento activo y -1.3 + 42 para el grupo
15 placebo, P=0.82, prueba T). Cambios categoricos en ALT de la linea base al final
del tratamiento se resumen mediante el grupo de tratamiento de la tabla 13. Tres
de los respondedores virologicos en el grupo de tratamiento activo tienen valores
ALT normales en linea base, que permanecen normales al final del tratamiento.
Uno de los 4 respondedores virolégicos con ALT elevado en linea base tienen ALT

20 normal al final del tratamiento mientras que el ALT para los otros tres permanecen
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elevados. Cuatro de los cinco pacientes con respuestas viroldgicas sostenidas

tiene también ALT normal después de 24 semanas sin tratamiento.

Tabla 13. Cambic en ALT de linea base al final de tratamiento

Activo Placebo
Normalizado 3 2
Permanece normal 7 4
Permanece elevado 10 16
Normal a elevado 3 2

[000121] Los valores ARN HCV cuantitativos se pierden para un paciente en la
semana 24 y para un paciente en la semana 12, 16, 20 y 24. Al final del
tratamiento los datos para estos pacientes se analizan utilizando los (ltimos
puntos de datos disponibles (dltima observacién llevada a cabo). Un analisis
interino para el final de la respuesta virolégica del tratamiento se conduce para los
primeros 21 pacientes ingresados en el estudio. Para propdsitos en este informe,

no se han hecho ajustes para contar multiples analisis.

[000122] El indice de respuesta, virologica se presenta por grupo de tratamiento
mediante el centro de estudio en la tabla 14. El mayor indice de respuesta
observado en el grupo de tratamiento activo para el centro dé estudio Cairo se
atribuye a caracteristicas relacionadas con la enfermedad de pacientes ingresados
en diferentes sitios. Cada uno de los 9 pacientes ingresados en el grupo de
tratamiento activo en los centros de Alejandria y Tanta tienen altas cargas virales
(>800,000 1U/mL), avanzada enfermedad del higado, diabetes mellitus no

controlada o coinfeccién de! virus de la hepatitis B.
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Tabla 14. Respuesta virolégica por grupo de tratamiento y centro de estudio

T "Cairo___Alexandria __ Tanta
Activo 7714 (50%) _ 0/6 (0%) 073 (0%)
Placebo  0/15(0%) _ 0/6 (0%) _ 0/3 (0%)

P=0.0453, Prueba Cochran Mantel- Haenszel

[000123] Un resumen de indices de respuesta para grupo de tratamiento activo
por complicaciones relacionadas con la enfermedad y centro de estudio se

presenta en la tabla 15.

Tabla 15. indice de respuesta para el grupo de tratamiento activo por factores

relacionados con complicacidon de la enfermedad y centro de estudio.

Factores de complicacion Centro de estudio
Cairo Alejandria Tanta

Alta carga viral : on 0/2 -
Cirrosis 0/2 - 0/1
fibrosis en puente 3/4 - 0/1
Diabetes mellitus no controlada 0/1 0/2 -
Coinfeccién por virus de la hepatitis - ' on -
B
Alta carga viral y cirrosis - 01 -
Alta carga viral y fibrosis en puente 0/1 - -
Alta carga viral, diabetes, fibrosis - - 0/1
en puente
Pacientes sin factores de 4/5 - -

complicacion

Totales 7/14 0/6 0/3
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[000124] No hubo desviaciones de protocolo significativas que pudieran garantizar
un analisis de subconjunto eficaz. Un analisis del subconjunto de pacientes con
bajas cargas virales y sin cirrosis, diabetes no centrolada o con infeccion del virus

de la hepatitis B se presenta en |a tabla 16.

Tabla 16. Respuesta viroldégica por grupo de tratamiento, subconjunto de
pacientes con baja carga viral y sin cirrosis, diabetes no controlada o con infeccion

por hepatitis B

Activo Placebo P*

Respondedores/Total (%) 7/10 (70%) 0/15 (0%) 0.0002

*Prueba exacta de Fisher de dos lados

[000125] Los comprimidos Alinia ® administrados 500 mg dos veces al dia con
alimento durante 24 semanas produce respuestas virolégicas (ARN HCV en suero
no detectable) en 7 de 23 pacientes (30.4%) comparado con 0 de 25 pacientes

(0%) del grupo placebo (P=0.0039).

[000126] Las respuestas virologicas ocurren entre 4 y 20 semanas de tratamiento
(3 en semana 4, 3 en la semana 8, 1 en la semana 20) y se mantienen a través del

final de tratamiento sin ruptura virologica.

[000127] La respuesta virologica se sostiene en 5 de 23 pacientes en el grupo de
tratamiento Alinio® durante 24 semanas después del final del tratamiento
(P=0.0219). Cada uno de los dos pacientes que recae luego del final de la visita de

tratamiento tiene avanzada enfermedad de higado (fibrosis en puente). Uno se

|2
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retira del estudio después de 8 semanas de tratamiento, y el otro reporta

incumplimiento esporadico con la toma de la medicacién de estudio.

[000128] La baja carga viral es el predictor independiente mas significativo de
respuesta viroldgica (P=0.0086). Ninguno de los pacientes con cirrosis, diabetes
mellitus no controlada o coinfeccidén con el virus de la hepatitis B responde al

tratamiento.

[000129] Cuando los pacientes con altas cargas virales, cirrosis,.diabetes no
controlada o coinfeccion por hepatitis B se excluye del analisis de eficacia, los
indices de respuesta virologico son 7/10 (70%) para el grupo de tratamiento activo
y 0/15 para el grupo de placebo (P=0.0002). Dos de las tres fallas tratadas con
Alinia® incluidas en este andlisis tienen avanzada enfermedad del higado con

fibrosis en puente.

[000130] Estos resultados indican que 24 semanas de monoterapia de Alinia® es
efectiva en alcanzar una respuesta virolégica sostenida en pacientes con genotipo
4 de hepatitis C cronica cuando los pacientes tienen bajas cargas virales y no
tienen otros factores de complicacion tal como cirrosis, diabetes no controlada o

coinfeccién por hepatitis B:

[000131] Se examinan las medidas de seguridad en pacientes que reciben Alinia®
comparado con pacientes que reciben comprimidos del placebo. El alcance de la
exposicion se resume en la tabla 17. Tres pacientes (dos aleatorizados para el
grupo de tratamiento Alinia®, uno aleatorizado para el grupo placebo) se retiran

del estudio antes de regresar para cualquier visita. Estos pacientes no reportan
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tomar alguna medicacion o experimentar algin evento adverso, y ellos se

excluyen de los analisis de seguridad.

Tabla 17. Alcance de la exposicion

Tratamiento/exposicion No. de pacientes
Alinia 500 mg dos veces al dia por 24 semanas 22
Alinia 500 mg dos veces al dia por 12 semanas 1
Placebo dos veces al dia por 24 semanas 24

[000132] 16 pacientes (11 del grupo Alinia®, 5 del grupo placebo) reportan un total
de 33 eventos adversos. Hubo dos eventos serios adversos. Un paciente en el
grupo de placebo experimento hematemesis severa y un paciente en el grupo de
tratamiento Alinia® experimenta melena moderada. Ambos eventos requieren
hospitalizacion pero se resuelven sin interrupcion del tratamiento. Los eventos
adversos restantes fueron suaves a moderados y de naturaleza transitoria,
ninguno requiere modificacién o interrupcién del tratamiento. Los eventos
adversos se exhiben por el sistema corporal, término estandar, severidad y
causalidad en la tabla 18 para grupo de tratamiento activo y en la tabla 19 para el
grupo de tratamiento plécebo. Las propofciones de pacientes que reportan cada
evento adverso se comparan por grupo de tratamiento. No hay diferencias
significativas en la frecuencia o naturaleza de los eventos adversos reportados por

los dos grupos de tratamiento.

Tabla 18. Eventos adversos: pacientes expuestos a Alinia® (n=23)
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Evento adverso Pacientes que " Severidad y relacién para uso de la droga*
(sistema afectado) | reportan AKs Suave Moderado Severe
Nomero %% |N U P PR|IN U P PR|N U P PR
Ictericia (DIQ) 2 8.7 - 2 - - - - = - - e = -
Anorexia (DIG) 1 43 { - - 1 =~ - - - = - - - -
Constipacion(DIG) 1 43 1 - 1 « - (- o o =l - - -
Diarrea (DIQ) 1 4.3 - 1 - - - = u - - = = -
Flatulencia(DIQ) ] 43 ]- 1 - - I
Trastorno G(DIG) 1 43 |- - - - 11 - - - 1- - - -
Melena{DIG) 1 4.3 - - . - -1 - - - - = -
Nausea(DIG) ! 43 t- 1 - - O
Astenia (CUERPO) 4 1724)« 4 ¢ < | « - <« |- ~ « -
DolorAbdo (CUERPO) 1 43 § - 1 - = | o o o |e - - =
Disuria (UG) 2 43 V- 1 - = | 1 « = | - - =
Epistaxis (RES) 1 4311 - - |- o = |- - «
Palpitacién {CV) 1 43 | « 1 . - e
Mialgia . (MS) 1 43 [ - - - -~ ]- 1 - -« |- = - -
SomnolenciaNER) 1 43 | - 1 - - - = “ a - 4
Decolorpiel  (PIEL) 1 4.3 - 1 = - - & - - . - = -
., 'DIG= digestivo; CUERPO= como todo o sistema no especifico; UG=Urogenital;
RES= respiratorio; CV=cardiovascular; MS=musculo esquelético; NER= nervioso,

PIEL=piel.
5 2Relacion para uso de la droga: N= no relacionado, U= relacionado poco probable,
P= posiblemente relacionado, PR= probablemente relacionado

Tabla 19. Eventos adversos: Paciente expuesto a placebo (N=24)

Evento adverso Pacientes Severidad y relacién para uso de la droga
(sistema afectado) aue reportan AR Suave Moderado: Severo
Nimerc - % |N U P PR|IN U P PR|N U P PR
Ietericia (DIG) 1 421~ 1 - =« }- « - - |- « - =«
Hematemesis (DIQ) i 42 |« o o -} 4 . . |
Yomilo (DIG) 1 42 1= 1 « o Je @ o o] o - -
. Astenia (CUERPO) 2 83 |- 2 - - - - - - - = e -
Dolor abdo. (CUERPO) 2 83 |- 2 » -] - « -« |- - - -
Jaqueca (CUERPO) 1 42 1< 1 « = | o o o ]e - - -
Fiebre(CUERPO) 1 42 |~ - - - - 1 . - - e e m
Orina anormal (UQ3) 1 42 |- 1 - - |- -« - <« ]~ - - =
Hemoptisis ; (RES) 1 42 |- 1 - - . - . - A e - -
Diabetes Mell  (MAN) ) 42 |« 1 =+ o feo « « o 1o o o =
10 T = -— - gy L2 - - T E R . 3= - g ry
'DIG= digestivo; CUERPO= como todo o sistema no especifico; UG=Urogenital;
RES= respiratorio; MAN=metabolico y nutricional+
2Relacién para uso de la droga: N= no relacionado, U= relacionado poco probable,
P= posiblemente relacionado, PR= probablemente relacionado
15

[000133] Los cambios en los parametros de seguridad de laboratorio durante el
tiempo se analizan por grupo de tratamiento utilizando analisis de medicion

repetida de varianza para datos continuos y prueba exacta de fisher para datos
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categoricos. No se observaron cambios significativos en los parametros de

seguridad de laboratorio.

[000134] No se identificd ninguna preocupacién relacionad con la seguridad
durante el curso de este estudio. Los comprimidos Alinia® administrados 500 mg
dos veces al dia con alimento en pacientes con hepatitis C crénica fue seguro y
bien tolerado. Eventos adversos reportados para pacientes tratados con
comprimidos Alinia® fue similar a aquellos reportados por pacientes tratados con

placebo.

[000135) En este estudio, los comprimidos Alinia® administrados 500 mg dos
veces al dia con alimento durante 24 semanas produce respuestas virologicas
(ARN HCV en suero no detectable) en 7 a 23 pacientes (30.4%) comparado con O
de 25 pacientes (0%) del grupo p|apebo (P=0.0039). Las respuestas viroldgicas
ocurren entre 4 y 20 semanas de tratamiento (3 en la semana 4, 3 en la semana 8,
1 en la semana 20) y se mantienen a través del final de tratamiento sin ruptura
virolégica. La respuesta viroldgica se sostiene en 5 pacientes por lo menos 24

semanas después del final del tratamiento.

[000136] La baja carga viral es el predictor independiente mas significativo de
respuesta virolégica (P=0.0086). Ninguno de los pacientes con cirrosis, diabetes
mellitus no controlada o coinfeccién con el virus de la hepatitis B responde al

tratamiento.

[000137] Cuando los pacientes con altas cargas virales, cirrosis, diabetes no
controlada o coinfeccién por hepatitis B se excluye del analisis de eficacia, los

indices de respuesta virolégica son 7/10 (70%) para el grupo de tratamiento activo

120
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y 0/15 para el grupo de placebo (P=0.0002). Dos de las tres fallas tratadas con
Alinia® incluidas en este andlisis tienen avanzada enfermedad del higado con

fibrosis en puente.

[000138] Estos resultados indican que 24 semanas de monoterapia de Alinia® es
efectiva en alcanzar una respuesta virolégica sostenida en pacientes con genotipo
4 de hepatitis C crénica cuando los pacientes tienen bajas cargas virales y no
tienen otros factores de complicacion tal como cirrosis, diabetes no controlada o

coinfeccion por hepatitis B:

[000139] No se identifico ninguna preocupacion relacionada con la seguridad
durante el curso del estudio. Los eventos adversos reportados para pacientes en
el grupo de tratamiento Alinia® es similar a aquellos reportados para el grupo de
placebo. No hubo cambios significativos en los valores clinicos de laboratorio
durante el curso de 24 semanas de tratamiento para el grupo de tratamiento

Alinia® comparado con el grupo de placebo.

EJEMPLO 6

TRATAMIENTO DE HEPATITIS VIRAL CON ALINIA Y INTERFERON ALFA-2B

PEGILADO

[000140] 36 pacientes (36) ingresados en el estudio clinico para evaluar la
efectividad y la seguridad de la terapia de combinacién con Alinia® mas interferén
a-2b pegilado (PeglFN a-2b) comparado con un placebo mas PeglFN a-2b en el
tratamiento de la hepatitis C cronica. Los pacientes se reclutaron como sigue:

luego de terminar la fase de tratamiento de 24 semanas del estudio RM01-3027
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(ver ejemplo 4), un estudio controlado de placebo doble ciego aleatorizado de
Alineia®, diez y ocho (18) no respondedores ofrecen la oportunidad de participar
en este ensayo critico. Dos pacientes reclutados declinan debido a la etapa
avanzada de su enfermedad vy la falta de voluntad para ser tratados con interferén
pegilado. Diez y seis pacientes (16) se ingresan en el estudio. Estos pacientes
continian su medicaciéon oral en estudio cegado junto con dos inyecciones
semanales de PeglFN o-2Zb. Veinte pacientes (20) de tratamiento nativo se
reclutan para el estudio para iniciar la medicacion del estudio cegado mas PeglFN
a-2b al mismo tiempo (primera inyeccion PeglFN y primera dosis de una
medicacion cegada oral el mismo dia. (Ver figura 6 para un diagrama de flujo de
disposicién del paciente). se ingresa un paciente con genotipo 2 HCV
(aleatorizado para el grupe activo pretratado). Un paciente se retira del estudio
inmediatamente después de recibir su primera dosis de PeglFN y no regresa para
ningun post-tratamiento. Un paciente no regresa después de la semana 8. Cada
uno de los 34 pacientes restantes completa el estudio. Una poblacion de intento
para tratamiento (todos los pacientes aleatorizados) se utiliza para el analisis de
eficacia principal con las salidas que se tratan como fallas. Los datos
demograficos y las caracteristicas relacionadas con la enfermedad se resumen por

grupo de tratamiento en la tabia 20.

Tabla 20. Caracteristicas demogréaficas y relacionadas con la enfermedad



10

15

w02007/081974 62 PCT/US2007/000574
Pre-tratadoe No pre-tratado
— Activo Placobo Activo Placobo Pt
Raza:
Caucasico 8 8 10 10 10
Género:
Masculino/Femenino 8/ n 82 10/0 .20
Edad (afios):
MediasDE 451 +3.5 41.3 =101 46,049,) 19,1 89 28
Mediana (Rango) 46.5 (38-52) 42.5(27-55) 48 (26-56) 40 (21-49)
Peso (kga):
Media+DE 77.816.6 840130 7714118 71.749.7 51
. Mediana (Rango) 79.5 (68-86) 86(67-105) 79.5 (56-100) 75 (64-94)
Indice de masa corporal:
Media+DE 26.0 2.3 283445 26.1234 26.8 ¢3.8 .54
Mediana {Rango) 263 (21-29) 29.0(22-36) 27.0(20-31) 25.7 (21-36)
Carga viral (togie IlU/mL)? )
MediasDE 5.5 0.6 5.6 £0.5 59405 56404 34
Mediana (Rango) 56(4.3.6.1) 5604965 59(1.966) 57(4546.1)
Carga viral 2800,000 iU/mL 3 (38%) 2 (25%) 4 (40%) 1 (10%) J9
ALT elevado 7 (BB%) T {BB%) 9 (90%) 8 (803%) 95
Enfermedad del higado avanzada
Cirrosis 1 (13%) . - 1(10%) 34
Fibrosis en puente 2 (25%) 1 (13%) . -
Diabetes mellitus_- 3(38%) 1 {13%) 1(10%) 1 (10%) A2

‘Prueba de chi cuadrado para comparar proporciones, analisis de varianza para
medias :

’para pacientes pretratados, se presentan las cargas virales como se determinan
antes del periodo de tratamiento.

[000141] Cada una de las inyecciones peg interferon semanales se administran
por los médicos. En cada visita de estudio, se pregunta a los pacientes con
respecto al cumplimiento con la administracion de la medicacién oral en estudio
(Alinia o placebo). Con excepcion de un paciente que se retira del estudio durante
la primera semana y otro paciente que no regresa para la evaluacion en la semana
12 y se trata como un no respondedor, cada uno de los pacientes reporta que ellos

han cumplido con la toma de la medicacién. Ninguno de los pacientes regresa la

medicacién sin utilizar.

[000142] Se resumen las respuestas virolégicas por grupo de tratamiento de la
tabla 21. El indice de respuesta para el grupo activo pretratado (5/8, 63%) es
mayor que aquel del grupo placebo pretratado (P=0.15734), grupo activo no

pretratado (P=0.08824), grupo placebo no pretratado (P=0.31859), los dos grupos

13/
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placebo combinados (P=0.16888) y los otros tres grupos combinados

(P=0.09102).

Tabla 21. Respuestas viroloégicas por grupo de tratamiento.

Pre-tratado No pre-tratado

Activo Placebo Activo Placebo

Respondedores/Total (%) 5/8 (63%) 218 (25%) 2/10(20%) 4/10 (40%)

P=0.26, prueba chi cuadrado

[000143] Analisis de regresion logistica identifican menor glucosa sanguinea en
ayunas como un predictor independiente significativo de respuesta virologica
(P=0.00101) para la poblacién completa de pacientes estudiados (n=36). La
relacion entre la glucosa sanguinea en ayunas y la respuesta virologica es mas
significativa (P=0.0011) en el grupo activo pretratado cuando hubo tres pacientes

con diabetes mellitus sin control.

[000144] Dada la relacién observada entre la respuesta virolégica y la glucosa
sanguinea en ayunas, el andlisis de la eficacia se repite para un subconjunto de
pacientes que excluyen pacientes con diabetes mellitus no controlada. Los
resultados de este analisis se presentan en la tabla 5. En este subconjuntc de
pacientes no diabéticos, el indice de respuesta para el grupo activo pretratado
(5/5, 100%) es mayor que aquel del grupo placebo pretratado (P=0.02652), grupo
activo no pretratado (P=0.01049), el grupo de placebo no pretratado (P=0.06294),
los dos grupos de placebc combinados (P50.02270) y los otros tres grupos
combinados (P=0.00903). Las caracteristicas demograficas y relacionadas con la

enfermedad del subconjunto de pacientes no diabéticos analizados en la tabla 22



10

15

W02007/081974 ‘ 64 PCT/US2007/000574

se comparan por el grupo de tratamiento, y no hay diferencias significativas entre

grupos.

Tabla 22. Respuesta virolégica por grupo de tratamiento, que excluye pacientes

con diabetes mellitus no controlada

Pre-tratado No pre-tratado

Activo Placebo Activo Placebo

Respondedores/Total (%) 5/5 (100%)  2/7 (100%)  2/9 (22%) 419 (44%)

P=0.26, prueba chi cuadrado

[000145] Cada uno de los respondedores virolégicos en el grupo Alinia®+peglFN
pretratados tiene factores de complicacién relacionados con la enfermedad que
pueden reducir ordinariamente la probabilidad de éxito del tratamiento con
peglFN-ribavirina. Los indices de respuesta para los subconjuntos de pacientes
con altas cargas virales, avanzada enfermedad del higado, y diabetes no

controlada se presentan por grupo de tratamiento en la tabla 23.

Tabla 23. indice de respuesta en pacientes con factores de complicacion

relacionados con la enfermedad.

No. de respondedores/Total

Pre-tratado No pre-tratado

Activo Placebo Activo Placgbo

Alta carga viral (<800,000 1U/mL) 2/2 01 1/3 0N
Enfermedad avanzada del higado:

cirrosis 171 - - -

fibrosis en puente 11 11 - -

/

)
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Coinfeccidon por HVB 171 - - -

Diabetes no controlada ‘ 0/2 - - -
- con alta carga viral (HVL) - 0/1 0/1 -
- Con HVL y fibrosis en puente 0/1 - - -
- Concirrosis - - - 0/1

Ninguno de los anteriores - 175 1/6 4/8

[000146] Caida de 2-log en ARN HCV de suero. Todos los pacientes con una
caida de 2-log en ARN HCV de suero en el final del tratamiento también tienen
ARN HCV de suero no detectable. Los resultados son, por lo tanto, los mismos

como se presentan en las tablas 21, 22, 23.

[000147] Los cambios en ALT de la linea base de la semana 12 se resumen por

grupo de tratamiento en la tabla 24.

Tabla 24. Cambios en ALT por grupo de tratamiento

Pre-tratado No pre-tratado

Activo Placebo Activo Placebo

Normalizado 3 1 2
Restante elevado 4 6 4
Restante normal 1 1
Normal a elevado - - - 1

Nota: tres pacientes no evaluables debido a la perdida de datos ALT en su linea

base o al final del tratamiento

[000148] Respuestas virolégicas por grupo de tratamiento se presentan para cada
uno de los dos centros de estudio en la tabla 25. Los mismos datos se presentan
para el subconjunto de pacientes sin diabetes no controlada en la tabla 26. En el

analisis general, no hubo diferencia significativa entre los indices de respuesta

[3¥
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observados para los dos centros de estudio. En el analisis de subconjunto, los
indices de respuesta son significativamente diferentes debido que el segundo
centro de estudio tiene dos pacientes que responden al placebo + peglFN. Estos
dos pacientes son machos de 27 y 30 afios de edad con bajas cargas virales y sin
condiciones de complicaciéon relacionadas con la enfermedad. Los pacientes
enrolados en el grupo activo no pretratado con el genotipo 2 es un no

respondedor. No hubo otras desviaciones de protocolo significativas.

Tabla 25. Respuestas virologicas por sitic de estudio y grupo de tratamiento

No. de respondedores/total

Pre-tratado No pre-tratado
Activo Placebo Activo Placebo
Primer centro de estudio 375 0/5 2/10 4/10
Segundo centro de estudio 2/3 2/3 - -

P= 0.35, prueba Cochran-mantel-Haenszel

Tabla 26. Respuestas virolégicas por sitio de estudio y grupo de tratamiento,

pacientes sin diabetes mellitus no controlada

No. de respondedores/total

Pre-tratado No pre-tratado
Activo Placebo Activo Placebo
Primer centro de estudio 3/3 0/4 2/9 4/9
Segundo centro de estudio 2/2 2/3 - -

P= 0.0465, prueba Cochran-mantel-Haenszel

[000149] Administracion de 24 semanas de Alinia® seguido por 12 semanas de

Alinia +peglFN a-2b produce mayores indices de respuesta virolégica (5/8, 63%)

'8
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que el peglFN a-2b mas placebo durante doce semanas (6/8, 33%) o Alinia® +

peglFN a-2b durante 12 semanas sin pretratamiento (2/10, 20%).

[600150] Cuando los pacientes con diabetes mellitus no controlada se excluyen, el
indice de respuesta para el grupo activo pretratado (5/5, 100%) es mayor que
aquel del grupo de placebo pretratado (2/7, 29%, P=0.02652), grupo activo no
pretratado (2/9, 22%, P= 0.01049), el grupo de placebo no pretratado (4/9, 44%,

P= 0.06294), los dos grupos de placebo combinados (6/16, 38%, P= 0.02270) y

los otros tres grupos combinados (8/25, 32%, P=0.00903).

[000151] Cada uno de los cinco respondedecres virologicos en el grupo de
tratamiento activo tiene complicaciones relacionadas con la enfermedad que

pueden reducir tipicamente la probabilidad de éxito con la terapia de peglFN-

ribavirina: dos con carga viral> 800,000 IU/mL, dos con enfermedad avanzada del

higado (1 cirrosis, 1 fibrosis de puente) y uno con coinfeccion por virus de la

hepatitis B.

[000152] Estos resultados indican que el pretratamiento de pacientes con Alinia®
antes de agregar peglFN potencia el efecto de peglFN, que produce indices de
respuesta que son significativamente mayores que aquellos del peglFN solo o

Alinia solo + peglFN sin un periodo de pretratamiento.
[000153] Se examinan las medidas de seguridad de la droga para pacientes
tratados con Alinia® + peglFN para aquellos que reciben placebo + peglFN. El

alcance de la exposicion se resume en la tabla 27.

Tabla 27. Alcance de la exposicion

)36
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Tratamiento/Exposicién No. de pacientes

Alinia 500 mg dos veces al dia por 12 semanas + 18
inyecciones peglFN semanales
Placebo dos veces al dia por 24 semanas + inyecciones 17

peglFN semanales

Una inyeccion peginterferon (retiro) 1

[000154] Se reportan cuatro eventos adversos suaves (AEs), tres para pacientes
en el grupo de tratamiento de placebo y uno para un paciente en el grupo de
tratamiento activo. No hubo eventos adversos serios. Ninguno de los eventos
adversos requiere modificacion o interrupcion del tratamiento. Los eventos
adversos se exhiben por el sistema corporal, término estandar, severidad y
causalidad en la tabla 28 para el grupo de tratamiento activo y en la tabla 29 para
el grupo de tratamiento de placebo. Las proporciones de pacientes ;que reportan
cada evento adverso se comparan por el grupo de tratamiento. No hubo
diferencias significativas en la frecuencia o naturaleza de los eventos adversos
reportados por los dos grupos de tratamiento. No se reportan muertes, AEs serios,
u otros AEs significativos. No se reportan evenfos adversos de laboratorio durante

el estudio.

Tabla 28. Eventos adversos: pacientes expuestos a Alinia (N=18)

Evento Pacientes que | Severidad y relacién con el uso de la
adverso reportan AEs droga2
(sistema
afectado)’ Suave moderado | Severo

Namero | % |N|U[P{PR|[N{U|P|PR N U P/ PR

Depresion 1 56 | -[1-] - |-[-1-| - {-{-|-1 -
(NER})
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'NER= sistema nervioso
2 relacidbn para uso de la droga: N= no relacionado, U= probablemente

relacionado, P= posiblemente relacionado, PR=probablemente relacionado

Tabla 29. Eventos adversos: pacientes expuestos a placebo (N=17)

Evento Pacientes que | Severidad y relaciéon con el uso de la

adverso reportan AEs droga?

(sistema

afectado)’ Suave moderado | Severo
Namero % N|U/PLPR|N|U|P|PR|NU P PR

Petechia 1 58 | -{1|-1 - |- -1 - -1l -

(HAL)

Depresién 1 58 | - |1/-1 - [-1-1-| - {-]-]-] -

(NER)

Fotosensibil 1 58 { - [1)-] - {-1-1-| - |-{-t-] -

idad

(CUERPO)

'HAL= sistema linfatico y circulatorio. NER= sistema nervioso. CUERPO= cuerpo

como un todo o sistema no especifico
2 relacién para uso de la droga: N= no relacionado, U= probablemente

relacionado, P= posiblemente relacionado, PR=probablemente relacionado

[000155] Los cambios en los parametros de seguridad de laboratorio durante el
tiempo se analizan por grupo de tratamiento utilizando analisis de mediciones
repetidas de varianza para datos continuos y prueba exacta de fisher para datos
categéricos. Se observan diferencias significativas para dos parametros: los
conteos de plaquetas durante el tiempo fue mayor para los pacientes tratados con
Alinia mas peglFN que para pacientes tratados con peglFN + placebo (P=0.b138),

como se muestra en la figura 7; y los conteos de neutréfilos durante el tiempo
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fueron mayores para pacientes tratados con Alinia + peglFN que para pacientes

tratados con peglFN + placebo (P=0.0205), como se muestra para la figura 8.

[000156] Los valores registrados para los conteos de plaquetas y conteos de
neutréfilos se incrementa de la semana 8 a la semana 12. Un ndmero de
pacientes tienen su muestra de suero de la semana 12 recolectada 3 a 7 dias
después (10 a 14 dias después de la altima inyeccion de peglFN), y sus conteos
de neutréfilos y plaguetas se ha comenzado a recuperar. Para eliminar el efecto
de los datos recolectados posteriormente en la semana 12, los datos de linea base
para la semana 8 se analizan separadamente. Cuando se elimina el punto de
datos de la semana 12 las diferencias en los conteos de plaguetas y los conteos
de neutréfilos absolutos durante el tiempo permaneces significativo (P=0.044 para

plaquetas, P= 0.0101 para neutréfilos).

[000157] Se conducen andlisis para evaluar el efecto de la respuesta virologica o
pretratamiento con Alinia en el cambio en conteos de plaquetas o conteos de
neutrdfilos durante el tiempo. Las diferencias no se relacionan con respuesta

virolégica o pretratamiento con Alinia.

[000158] Los signos vitales, hallazgos fisicos, y otras observaciones relacionadas

con la seguridad no suministran hallazgos significativos.

[000159] La administracion de compuestos de Alinia administrados 500 mg dos
veces al dia con alimento junto con inyecciones semanales de interferon a-2b
pegilado durante 12 semanas en pacientes con hepatitis C cronica fue segura y

bien tolerada.
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[000160] Las reducciones de conteos de plaquetas y conteos de neutréfilos
asociados tipicamente con la administracion de peglFN fue significativamente mas

pequefios en pacientes tratados con Alinia (P=0.0044 y 0.0101, respectivamente).

[000161] La administracion de 24 semanas de Alinia seguido por 12 semanas de
Alinia+peglFN a-2b produce mayores indices de respuesta virolégica (5/8, 63%)
que el peglFN a-2b +placebo durante 12 semanas (6/18, 33%) o Alinia + peglFN

a-2b durante 12 semanas sin pretratamiento (2/10, 20%).

[000162] Cuando se excluyen pacientes con diabetes mellitus no controlada, el
indice de respuesta para el grupo activo pretratado (5/5, 100%) es mayor que
aquel del grupo placebo pretratado (2/7, 29%. P= 0.02652), grupo activo no
pretratado (2/9, 22%, P= 0.01049), el grupo placebo no pretratado (4/9, 44%, P=
0.06294), los dos grupocs de placebo combinados (6/16, 38%, P= 0.02270) y los

otros tres grupos combinados (8/25, 32%, P=0.00903).

[000163] Cada uno de los 5 respondedores virolégicos en el grupo de tratamiento
activo pretratado tiene complicaciones relacionadas con la enfermedad que
pueden reducir tipi_camenté la probabilidad de éxito con la terapia de peglFN —
ribavirina: dos con carga viral > 800,000 IU/mL , dos con enfermedad avanzada
del higado (uno cirrosis, uno fibrosis de puente) y uno con coinfeccion por virus de

la hepatitis B.

[000164] La administracién de Alinia junto con peglFN a-2b en pacientes con
hepatitis C crénica es seguro y bien tolerado. No se identifican preocupaciones

relacionadas con la seguridad.
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[000165] La reduccién de los conteos de plaqueta y los conteos de neutrdfilos
asociados tipicamente con la administracion de peglFN fue significativamente mas

pequefio en pacientes tratados Alinia (P=0.0044 y 0.0101, respectivamente).

[000166] Estos resultados indican que el pretratamiento de pacientes con Alinia
antes de agregar peglFN potencia el efecto del peglFN, que produce indices de
respuesta significativamente mayores que aquellos para el peglFN solo Alinia +
peglFN sin un periodo de pretratamiento. La administracion concomitante de Alinia

puede reducir adicionalmente la toxicidad hematologica del peglFN.
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REIVINDICACIONES

Un metodo para tratar un paciente que sufre de hepatitis C que comprende
administrar al paciente una cantidad terapéuticamente efectiva de un
compuesto seleccionado de Nitézoxanida, tizoxanida,- derivados de

nitazoxanida, y derivados de tizoxanida, o mezcias de estos.

El método de la reivindicacién 1, en donde el compuesto se administra en la
forma de una composicion que comprende adicionalmente un portador

farmaceuticamente aceptable.

El método de la reivindicacion 2, en donde la composicidon comprende una
mezcla de compuestos seleccionados de Nitazoxanida, tizoxanida, derivados

de nitazoxanida y derivados de tizoxanida.

El método de la reivindicacidon 2, en donde la composicidon comprende

adicionalmente uno o mas agentes adicionales biolégicamente activos.

El método de la reivindicacion 1, que comprende administrar el compuesto al
paciente durante un periodo de tiempo entre aproximadamente tres dias y
aproximadamente 24 semanas, seguido por la administracion del compuesto
y un interferon al paciente durante un periodo entre aproximadamente 1

semana y aproximadamente 48 semanas.

El método de la reivindicaciéon 1, que comprende administrar el compuesto al
paciente durante un periodo entre aproximadamente tres dias y

aproximadamente dos afios.

(/2
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10.

11.

12.

13.

El método de la reivindicacién 1, que comprende adicionalmente administrar

uno 0 mas agentes activos adicionales al paciente.

El método de la reivindicacién 7, en donde uno o mas agentes activos

adicionales comprende un interferon.

El método de la reivindicacion 8, en donde el interferon se administra al

paciente separado del compuesto.

El método de la reivindicacion 8, en donde el interferén es interferdn a-2a,
interferén a-2b, o un derivado de polietilenglicol de interferbn a-2a o

interferén a-2b.

El método de la reivindicacion 8, en donde el interferédn se administra al
paciente durante un periodo de aproximadamente 1 semana a

aproximadamente 48 semanas.

El método de la reivindicacion 11, en donde el interferon se administra al
paciente durante un periodo de aproximadamente 1 semana a

aproximadamente 4-12 semanas.

El método de la reivindicacion 8, en donde el interferébn se administra al

paciente entre 1 y 3 veces cada semana.

43
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14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

El método de la reivindicacién 8, en donde la administraciéon del interferén se
inicia después de tratar el paciente con el compuesto durante un periodo de

tiempo predeterminado.

El metodo de la reivindicaciéon 14, en donde el periodo predeterminado de

tiempo es entre aproximadamente 3 dias y aproximadamente 6 meses.

El método de Ia reivindicacic')n 15, en donde el periodo de tiempo

predeterminado esta aproximadamente 1 semana y aproximadamente 4

semanas.

El método de la reivindicacién 1, en donde el compuesto se administra al
paciente 1 a 3 veces cada dia durante un periodo predeterminado de

tratamiento.

El método de la reivindicacion 7, en donde uno o mas agentes activos

adicionales comprende un agente anti diabetes.

El método de la reivindicacidon 18, en donde el agente anti diabetes se

administra separadamente del compuesto.

El método de la reivindicacion 2, en donde la composicion comprende el

compuesto y uno 0 mas agentes activos adicionales.

El método de ia reivindicacion 20, en donde la composicidn comprende

adicionalmente un agente anti diabetes.
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22.

23.

24.

25.

26.

27.

El método de la reivindicacion 20, en donde la composicion comprende

adicionalmente un interferén.

El método de la reivindicacion 20, en donde la composicion comprende

adicionalmente un interferén y un agente anti diabetes.

Un método para tratar un paciente que sufre de hepatitis C que comprende:
(a) pretratar el paciente al administrar al paciente durante un periodo de
tiempo predeterminado una primera composicion que comprende una
cantidad terapéuticamente efectiva de un compuestc seleccionado de
Nitazoxanida, tizoxanida, derivados de nitazoxanida y derivados de
tizoxanida o mezclas de estos; y (b) después del periodo de tiempo
predeterminado, administrar al paciente una cantidad terapéuticamente

efectiva de una segunda composicién que comprende un agente activo.

El' método de la reivindicacion 24, en donde el periodo de tiempo
predeterminado esta entre aproximadamente 3 dias y aproximadamente 3

meses.

El método de la reivindicacién 25, en donde el periodo de tiempo
predeterminado esta entre aproximadamente 1 semana y aproximadamente

4 semanas.

El método de la reivindicacion 24, en donde el agente active es un interferon
seleccionado de interferén a-2a, interferon o-2b, o un derivado de

polietilenglicol de interferén a-2a o interferon a-2b.

1%
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28.

5
29.

10
30.

15
31.

20
32.

25

El método de la reivindicacion 27, en donde ia segunda composicién
comprende adicionalmente un compuesto seleccionado de Nitazoxanida,
tizoxanida, derivados de nitazoxanida y derivados de tizoxanida o mezclas

de estos.

un método para tratar un paciente que sufre de hepatitis viral que comprende
administrar al paciente una cantidad terapéuticamente efectiva de un primer
compuesto que tiene la formula R1-NHCO-R2, en donde R1 y R2 se
seleccionan independientemente de las porciones que proporcionan
estabilidad mejorada del grupo NHCO en tejido y fluido biolégico, dado que

el compuesto no es Nitazoxanida ni tizoxanida.

El método de la reivindicacion 29, en deonde la reactividad del grupo NHCO
en el compuesto se reduce hacia reacciones de clivaje comparadas con la

reactividad del compuesto analogo que tiene hidrégeno como R1 0 R2.

El método de la reivindicacion 29, en donde R1 y R2 se seleccionan
independientemente de grupos ciclicos sustituidos, grupos ciclicos no
sustituidos, grupos heterociclicos sustituidos, y grupos heterociclicos no

sustituidos, en donde R1, R2, o R1 y R2 son opcionalmente aromaticos.

El método de la reivindicacion 29, en donde el primer compuestc esta en la

forma de una composicion, y en donde la composicidon comprende

" adicionalmente un portador farmacéuticamente aceptable.
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33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

El método de la reivindicacion 332, en donde la composicion comprende
adicionalmente un agente activo seleccionado de interferébn a-2a, interferén

a-2b, o un derivado de polietilenglicol de interferén a-2a o interferén a-2b.

El método de la reivindicacidn 29, en donde el primer compuesto se
administra al paciente durante un periodo entre aproximadamente una

semana y aproximadamente 2 arnos.

El método de la reivindicacién 29, que comprende adicionalmente
administrar un interferén al paciente durante un periodo entre

aproximadamente una semana y aproximadamente 48 semanas.

E! método de la reivindicacién 35, en donde el periodo de tratamiento con el
interferén se inicia doce semanas después que se inicia el tratamiento con el

compuesto.

El método de la reivindicacion 29, en donde la hepatitis viral qué se trata es

hepatitis C.

En un método para tratar un paciente que sufre de hepatitis C con una
cantidad terapéuticamente efectiva de un interferéon, la mejora comprende
administrar al paciente una cantidad terapéuticamente efectiva de

Nitazoxanida, tizoxanida, o mezclas de estos.

El método de la reivindicacién 38, en donde la cantidad de interferon
requerida para alcanzar una respuesta sostenida en el paciente se reduce

comparado con la cantidad de interferén requerida para alcanzar una
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40.

41.

42.

43.

44,

respuesta sostenida en el paciente sin la administracidén de Nitazoxanida,

tizoxanida o mezclas de estos.

El método de la reivindicacidén 38, en donde la cantidad de interferdn
requerida para alcanzar una respuesta sostenida en el paciente se reduce
comparado con la cantidad de interferbn requerida para alcanzar una
respuesta sostenida en el paciente cuandc se trata con una combinacion de

ribavirina y el interferén.

El método de la reivindicacion 38, en donde el método proporciona ai
paciente una oportunidad incrementada de tener ARN HCV de suero
reducido después de tratamiento segun se compara con un metodo para

tratar la hepatitis C con una combinacién de ribavirina y el interferon.

El método de la reivindicacion 38, en donde el método proporciona al
paciente una oportunidad similar de tener ARN HCV de suero reducido
después de tratamiento segun se compara con un método para tratar la

hepatitis C con una combinacién de ribavirina y el interferon.

El método de la reivindicacion 38, en donde el método produce menos
efectos colaterales segun se compara con un método para tratar la hepatitis

C con una combinacién de ribavirina y el interferén.

Una composicién que comprende: (a) uno o mas compuestos seleccionados
Nitazoxanida, tizoxanida, derivados de nitazoxanida y derivados de

tizoxanida; {(b) un interferén; y (c) un agente antidiabetes.

(4
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45. La composicion de la reivindicacion 44, en donde el interferon se selecciona
de interferén a-2a, interferon a-2b, y un derivado de polietilenglicol de

interferén a-2a o interferon a-2b.
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Doctor (a)
FERRERCO EMILIO

REFERENCIA Radicacidn No. 08 82042
Solicitud internacional PCT/US2007/000574
Fecha inicio fase nacional 09/08/2008
Tramite 11
Evento 378
Actuacidn 430

Oficio No. '.0888

Como resultade del examen de forma, realizado con fundamento en el articule 38 de
la Decigidn 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no c¢ontiene el poder debidamente otorgado, con el lleno de los
requisitos exigidos . por los articulos 63 y subsiguientes del Cddige de
Procedimiento Civil. Adicionalmente, deberad presentar el documento que acredita la
existencia y representacidén legal de la sociedad solicitante, cuando ésta fuere
persona juridica.

2. El1 solicitante debe presentar un nuevo titule que permita identificar la materia
de la cual trata la solicitud, ya gue el titulo relacionado nc se encuentra con la
precisién necesaria para identificar claramente el objetc de la solicitud de
patente. (Regla 4.3 PCT, Art 26-27 D-486, Circular Gnica 5.2.9)

3. La solicitud no contiene 1la copia del documentc en que consta la cesidn del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante, conforme a lo
establecido por el articulo 26 literal k) de la Decisidén 486 de la Comisidn de la
Comunidad Andina. Cuando se trate de documentos otorgades en el extranjero, estos
deberan legalizarse de conformidad con lo dispuesto por los articulos 259 y 260 del
cédigo de Procedimiento Civil. Cuando se trate de las declaraciones a que hace
referencia la Regla 4.17 ii} del Tratado de Cooperacidn en Materia de Patentes
PCT., el alcance de las tales declaraciones se determinard segin indiquen
claramente una cesidén de derechos del inventor al solicitante o su causante, de
conformidad con lo dispuesto en el numeral 5.2.15 del Capitulo Quinto, Titulo X ge
la Circular Unica de Superintendencia de Industria y Comercio.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisidn 486, se le
requiere para que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacién del presente oficio, complete los regquisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimientc, la sclicitud se
consideraréd abandonada y perdera su prelacidn.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal

Continua en la pigina siguiente...
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e), del capitulo quinto del titulec primero de la Circular Unica No.10 de 2001.
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