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P-2020/44705
Descripcion modificada para respuesta a Oficio No. 17621
7 de marzo de 2023

METODOS Y COMPOSICIONES PARA PREVENIR, REDUCIR O ERRADICAR LA TOXICIDAD
CAUSADA POR ACETAMINOFEN (APAP)

SOLICITUD RELACIONADA

Esta solicitud reclama prioridad a la Solicitud Provisional Estadounidense No. 62/630,489,
presentada el 14 de febrero del 2018, el contenido de la cual se incorpora aqui por referencia en su
totalidad.

CAMPO TECNICO

La presente invencion se refiere a métodos y composiciones para prevenir, reducir o erradicar la

toxicidad causada por acetaminofén (APAP).

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El acetaminofén (también conocido como Panadol) también se denomina paracetamol o N-acetil-
para-aminofenol (APAP) y es el farmaco mas ampliamente utilizado en el mercado para aliviar el dolor y
reducir la fiebre. Cada afio, se reportan humerosos casos de intoxicacién por farmacos o suicidio debido
al uso inapropiado de APAP y toxicidad, por ejemplo, hepatotoxicidad y nefrotoxicidad causadas por APAP,
es la causa principal de enfermedades severas y muerte. Un ndmero de estudios clinicos han demostrado
gue la hepatotoxicidad inducida por APAP se puede prevenir y el diagnéstico temprano junto con una
administracion en tiempo real del antidoto, N-acetilcisteina (NAC), pueden prevenir la ocurrencia de
hepatotoxicidad.

La deteccién temprana de sobredosis de acetaminofén es necesaria porque la mejor prognosis
puede lograrse si el antidoto se da dentro de las 8 horas después del envenenamiento. Los primeros
signos de intoxicacién por el farmaco incluyen malestar, nduseas y vémito. Sin embargo, algunos pacientes
pueden no mostrar signos de intoxicacion en la etapa temprana (etapa 1) adn si sus concentraciones de
acetaminofén en sangre estan a en los niveles de envenenamiento y su funcién anormal del higado es
aparentemente anormal. Los signos de hepatotoxicidad, tales como dolor abdominal, vomito persistente,
ictericia, dolor del cuadrante superior derecho, usualmente se hacen evidentes 24-48 horas después de la
ingestion de una cantidad significativa de acetaminofén (etapa 2). La aminotransferasa sérica usualmente
empieza a aumentar 16 horas después de la administracién con sintomas clinicos. La etapa 3 usualmente
ocurre 3-4 dias después de la administracion y el grado de dafio hepético, asi como la prognosis seran
bien pronosticadas en el momento. Los signos hepatotoxicidad progresan de sintomas moderados con

valores elevados de funcién del higado (AST > 1,0001U/L) a una hepatitis fulminante aguda acompafada

por acidosis metabdlica, ictericia, hiperglucemia, AST > 1,0001U/L, coagulacién anormal y lesiones
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hepéticas/cerebro. La etapa 4 ocasionara insuficiencia renal oliguria 0 muerte en casos severos.

Algunos pacientes con intoxicacion por acetaminofén solo muestran un dafio moderado del higado,
pero con una severa toxicidad renal que es principalmente causada por el metabolismo directo de APAP
en P-450s (citocromo P450s, CYPs) del tdbulo renal. Sin embargo, también puede presentarse
insuficiencia renal aguda a partir del sindrome hepatorrenal causado por insuficiencia renal aguda y la
excrecion fraccional de Na (FeNa) se puede utilizar para la diferenciacion del dafio renal primario (FeNa
>1) del sindrome hepatorrenal (FeNa>1). La férmula de célculo para FeNa (Sodio urinario + Creatinina
urinaria) + (sodio en plasma + creatinina en plasma) x 100.

La concentracion pico de acetaminofén en sangre se logra 1-2 horas después de la administracion
oral y una cantidad significativa es eliminada por el higado, méas del 90% se conjuga a glucurénido y sulfato
para formar metabolitos no téxicos y solo menos del 5% se elimina por diferentes CYPs, incluyendo
CYP2EL, CYP1A2 y CYP3A4, y entre los cuales CYP2E1 y CYP1A2 son las enzimas principales para el
metabolismo. El metabolito producido por estas enzimas, N-acetil-p-benzoquinoneimina (NAPQI) es un
electrofilo muy activo. Bajo condiciones normales, NAPQI reaccionard inmediatamente con glutationa en
la célula'y formara mercaptido no toxico. La sobredosis de acetaminofén hace que la velocidad de consumo
de la glutationa sea mayor que su velocidad de sintesis y cuando el nivel de glutationa de la célula es menor
que la escala normal del 30%, NAPQI se unira a las moléculas grandes o acidos nucleicos que contienen
cisteina y conduce a dafo del higado. A partir de cepas histoquimicas, NAPQI se unira al grupo tiol de
cisteina y formara un enlace covalente en areas centrilobulares antes de la ocurrencia de necrosis de célula
hepatica.

Los pacientes con enfermedad hepatica, adiccion al alcohol o quienes estan tomando farmacos
que pueden inducir la actividad de P450, tales como carbamazepina, etanol, Isoniazid, Fenobarbital (puede
ser otros barbituratos), Fenitoina, Sulfinpirazona, Sulfonilureas, Rifampin y Primidona son los grupos
susceptibles de desarrollar hepatotoxicidad severa causada por APAP y pueden facilmente morir si el
paciente también desarrolla complicaciones tales como sindrome de dificultad respiratoria en adultos,
edema cerebral, sangrado incontrolable, infeccién o sindrome de disfuncién de érgano multiple (MODS).
Tomar alcohol, por ejemplo, el alcohol principalmente se elimina a través de CYP2E1 del higado y su
mecanismo de intoxicacién por APAP se divide en tres etapas: en la primera etapa el alcohol compite los
receptores para CYP2E1 con APAP en el higado y la concentracion de NAPQI reducira durante la etapa,
en la segunda etapa el alcohol prolonga la vida media de CYP2E1 de 7 horas a 37 horas, lo cual incrementa
el nivel de CYP2EL1 en el higado y la concentracion de NAPQI se incrementara lentamente durante esta
etapa, y la tercera etapa, durante el retiro del alcohol, mas CYP2EL1 se encuentra en el higado para eliminar
el acetaminofén y consecuentemente los metabolitos toxicos del acetaminofén se incrementan
significativamente y conduce a dafio del higado. Estudios recientes han mostrado que el sulfuro de dialilo
puede, con eficacia, prevenir la hepatotoxicidad causada por el acetaminofén en ratones y ademas
demostraron que el sulfuro de dialilo puede inhibir la actividad de CYP2E1. Se especula que el mecanismo
de proteccion del sulfuro de dialilo contra la hepatotoxicidad inducida por acetaminofén es a través de la

inhibicion de la produccion del intermediario NAPQI del acetaminofén. Estudios previos han sugerido
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mediante la inhibicion del consumo de glutationa reducida en células hepaticas, activacién de oxidacion,
disfuncién mitocondrial y dafio al ADN causado por NAPQI se puede reducir y subsecuentemente minimizar
el dafio al higado inducido por acetaminofén. Por ejemplo, Panax notoginseng, adenosina y sus derivados,
monofosfato de adenosina, difosfato de adenosina y trifosfato de adenosina, pueden prevenir el dafio al
higado inducido por acetaminofén a través de este mecanismo de proteccion.

Sigue habiendo la necesidad de resolver la toxicidad de APAP y de proporcionar un enfoque

analgésico efectivo y una preparacion de APAP con toxicidad reducida o libre de toxicidad.

BRVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

A continuacién se muestra la modalidad que ilustra la presente invencién. Sin embargo, se debe
entender que la presente invencidn no esta limitada a la modalidad preferida mostrada. En el dibujo:

La Figura 1 muestra resultados de un examen histolégico en donde (Figura 1A) es la estructura
normal del rifién en un grupo de control normal; (Figura 1B) es la seccién tefiida del rifion de acetaminofén
1g/kg grupo. Se observaron necrosis severa, congestion y extravasacion de glébulos rojos; (Figura 1C)
seccibn tefida del rifion de acetaminofén 1g/kg y grupo NAC. Se observaron degeneraciones de leves a
moderadas; y (Figura 1D) seccidn tefiida del rifién de acetaminofén 1g/kg y grupo de compuesto de prueba,
una combinacién de Eudragit S100, sucralosa y Luteolin. Las estructuras del rifién fueron similares a las

del grupo de control normal. Hematoxilina y eosina. Amplificacion 200x.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

En un aspecto, la presente invencién proporciona un método para prevenir, reducir o disminuir o
erradicar la toxicidad causada por acetaminofén (APAP) o su derivado, que comprende administrar a un
sujeto, con la necesidad de esto, un compuesto seleccionado del grupo que consiste en Eudragit S100,
Pluronic F68, Nariagenin, Kaempferol, Manitol, Sucralosa, Luteolin, mentol, monolaurato de sorbitan de
polietilenglicol (Tween 20), Celulosa microcristalina, Brij 35, Sacarina, Cremophor RH40, Crospovidona,
Glicolato de almidén de sodio, Eudragit S100, Croscarmelosa sddica, Hidroxipropilcelulosa baja sustituida,
Almidoén pregelatinizado, Dextratos NF hidratados, Acido citrico, Cremophor EL, Aerosil 200, Myrj 52, Acido
sérbico, Aceite de limdén, Hidroxipropilcelulosa, Sorbitol, Acesulfamo potasico, Hidroxipropilmetilcelulosa,
Monohidrato de lactosa , Maltodextrina, Brij 58, Brij 76, Tween 80, Tween 40, PEG 400, PEG 4000, PEG
8000, Span 60, Benzoato de sodio, Hidroxietilmetilcelulosa, Metilcelulosa, Span 80, Ciclamato de sodio,
Gliceril behenato, Rojo 6xido, Monoestearato de glicerina, Copovidona K28, Acetato de almiddn, Estearato
de magnesio, Lauril sulfato de sodio, Providona K30, PEG 2000 y cualquier combinacién de los mismos,
en una cantidad efectiva para prevenir, reducir o erradicar la toxicidad causada por APAP.

En un aspecto, la presente invencion proporciona un método para prevenir, reducir o disminuir o
erradicar la toxicidad causada por acetaminofén (APAP) o su derivado, que comprende administrar a un

sujeto, con la necesidad de esto, un compuesto seleccionado del grupo que consiste en Eudragit S100,
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Pluronic F68, Nariagenin, Kaempferol, Manitol, Sucralosa, Luteolin y cualquier combinacién de los mismos,
en una cantidad efectiva para prevenir, reducir o erradicar la toxicidad causada por APAP.

En algunas modalidades, el compuesto incluye un primer compuesto seleccionado del grupo que
consiste en Eudragit S100, Pluronic F68, Nariagenin, Kaempferol y cualquier combinacién de los mismos.
En algunas modalidades, el compuesto incluye un segundo compuesto seleccionado del grupo que
consiste en Manitol, Sucralosa, Luteolin y cualquier combinacion de los mismos.

En un aspecto, la presente invencién proporciona un método para prevenir, reducir o disminuir o
erradicar la toxicidad causada por el acetaminofén (APAP) o su derivado, que comprende administrar a un
sujeto, con la necesidad de esto, un primer compuesto seleccionado del grupo que consiste de Eudragit
S100, Pluronic F68, Nariagenin, Kaempferol y cualquier combinacion de los mismos, en una cantidad
efectiva para prevenir, reducir o erradicar la toxicidad causada por APAP.

En algunas modalidades, la toxicidad es nefrotoxicidad y/o hepatotoxicidad.

En algunas modalidades, el primer compuesto incluye una combinacion de Eudragit S100, Pluronic
F68 y Nariagenin.

En algunas modalidades, el método de la presente invencion comprende ademas administrar al
sujeto un segundo compuesto seleccionado del grupo que consiste en Manitol, Sucralosa, Luteolin y
cualquier combinacién de los mismos.

En algunas modalidades, el primer compuesto y el segundo compuesto administrados al sujeto es
una combinacion seleccionada del grupo que consiste en:

0] una combinacion de Eudragit S100 y sucralosa;

(i) una combinacion de Pluronic F68 y sucralosa;

(iii) una combinacién de Eudragit S100 y manitol;

(iv) una combinacién de Pluronic F68 y manitol;

(V) una combinacién de Eudragit S100, sucralosa y Luteolin;
(vi)  una combinacion de Kaempferol, Manitol y Sucralosa; y
(v) una combinacion de Nariagenin, Manitol y Sucralosa.

También se proporciona el uso de un compuesto (un primer compuesto y/o un segundo compuesto
y/o cualquier combinacion de los mismos) como se describe aqui para la fabricacion de un medicamento
(por ejemplo, un antidoto) para prevenir, reducir o erradicar la toxicidad causada por acetaminofén (APAP)
0 su derivado (por ejemplo, como un preventivo o inhibidor de toxicidad). Ademas, se proporciona una
composicién para prevenir, reducir o erradicar la toxicidad causada por acetaminofén (APAP) o su derivado,
que comprende un compuesto (un primer compuesto y/o un segundo compuesto y/o cualquier combinacién
de los mismos) como aqui se describe. En particular, opcionalmente se utiliza un primer compuesto en
combinacion con un segundo compuesto como aqui se describe.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un método para prevenir, reducir o erradicar la
nefrotoxicidad causada por acetaminofén (APAP), que comprende administrar a un sujeto, con la necesidad
de esto, un compuesto (un primer compuesto y/o un segundo compuesto y/o cualquier combinacién de los

mismos), en una cantidad efectiva para prevenir, reducir o erradicar la nefrotoxicidad causada por APAP.
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En algunas modalidades, el compuesto incluye un primer compuesto seleccionado del grupo que
consiste en Eudragit S100, Pluronic F68, Nariagenin, Kaempferol y cualquier combinacién de los mismos.
En algunas modalidades, el compuesto incluye un segundo compuesto seleccionado del grupo que
consiste de un segundo compuesto seleccionado del grupo que consiste de Manitol, Sucralosa, Luteolin y
cualquier combinacion de los mismos.

También se proporciona un compuesto (un primer compuesto y/o un segundo compuesto y/o
cualquier combinacién de los mismos) como aqui se describe para fabricar un medicamento (un antidoto)
para prevenir, reducir o erradicar la nefrotoxicidad causada por acetaminofén (APAP) o su derivado (por
ejemplo, como un preventivo o inhibidor de toxicidad por acetaminofén). Ademas, se proporciona una
composicién para prevenir, reducir o erradicar la nefrotoxicidad causada por acetaminofén (APAP) que
comprende un compuesto (un primer compuesto y/o un segundo compuesto y/o cualquier combinacion de
los mismos) como aqui se describe.

En un aspecto mas, la presente invencién proporciona un método para administrar APAP para
tratar una condicién tratable mediante APAP en combinacién con uno o mas compuestos de antidoto como
aqui se describe. También se proporciona una combinaciéon de APAP en combinaciéon con uno o0 mas
compuestos de antidoto como aqui se describe.

Los detalles de una o mas modalidades de la invencion se establecen en la descripcion a
continuacion. Otros aspectos o ventajas de la presente invencién seran evidentes a partir de la siguiente

descripcion detallada de las varias modalidades y también de las reivindicaciones anexas.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

A menos que se defina de otra manera, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en la
presente tienen los mismos significados como comldnmente se entiende por un experto en la materia a la
cual pertenece esta invencion.

Como se utiliza en la presente, los articulos “un” y “una” se refieren a uno o mas de uno (es decir,
al menos uno) del objeto gramatical del articulo. A manera de ejemplo, “un elemento” significa un elemento
0 mas de un elemento.

El término “comprende” o “que comprende” generalmente se utiliza en el sentido de incluye/que
incluye, lo cual significa que permite la presencia de una o mas caracteristicas, ingredientes o
componentes. El término “comprende” o “que comprende” abarca el término “consiste en” o0 “que consiste
en’.

Como se utiliza en la presente, el término “alrededor de” o “aproximadamente” se refiere a un grado
de desviacion aceptable que sera entendido por expertos en la materia, que puede variar a cierto grado
dependiendo del contexto en el cual se usa. En general, “alrededor de” o “aproximadamente” puede
significar un valor numérico que tiene una escala de + 10% alrededor del valor citado.

La presente invencién describe que uno o mas de los compuestos, como aqui se describe, tienen

efectos para prevenir, reducir o erradicar la toxicidad causada por acetaminofén (APAP). De esta forma,
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la presente invencion proporciona el uso de uno o mas de los compuestos, como aqui se describe, para
fabricar un medicamento (por ejemplo, antidoto) para prevenir, reducir o erradicar la toxicidad causada por
APAP (por ejemplo, como un preventivo o inhibidor de toxicidad por acetaminofén). La presente invencion
también proporciona un método para prevenir, reducir o erradicar la toxicidad causada por APAP al
administrar a un sujeto, con la necesidad de esto, una cantidad efectiva de uno o més de los compuestos
como aqui se describe. La presente invencion proporciona ademas una composicion que comprende uno
0 mas de los compuestos como se describe en la presente para usarse para prevenir, reducir o erradicar
toxicidad causada por APAP.

Como se utiliza en la presente, el término “acetaminofén (APAP)” pretende incluir los derivados
guimicos de la estructura del acetaminofén teniendo el efecto farmacéutico equivalente.

Como se utiliza en la presente, la toxicidad causada por APAP puede incluir nefrotoxicidad y/o
hepatotoxicidad. La neurotoxicidad y la hepatotoxicidad pueden incluir tanto toxicidad funcional como
cambios histolégicos en el rifion e higado. Los dafios al higado pueden incluir lesiones, dafios o pérdida
de células o tejidos hepaticos, conduciendo a funciones anormales del higado o contenidos de proteinas
hepaticas. En algunas modalidades, las lesiones del higado, como aqui se describe, son lesiones agudas
del higado que representan lesiones del higado de inicio relativamente rapido, por ejemplo, menos de 12
semanas, particularmente menos de 6 semanas de duracién desde el momento del inicio de los sintomas.
En algunas modalidades, los pacientes con lesiones agudas del higado no tienen antecedentes de
enfermedades hepéticas cronicas. La funcion del higado puede determinarse a través de muchos ensayos
de rutina, tales como andlisis de alanina aminotransferasa (ALT) o aspartato transaminasa (AST) para
funcién del higado. Las lesiones en el rifién pueden incluir lesiones, dafios o pérdida de células o tejidos
renales, conduciendo a funciones renales anormales. Dichas lesiones renales pueden ser identificadas,
por ejemplo, a través de una disminucién en la velocidad de filtracién glomerular, una reduccion en la salida
de orina, un aumento de creatinina en suero, un aumento de cistatina C en suero, etc. En algunas
modalidades, las lesiones renales, como aqui se describe, son lesiones renales agudas, las cuales
representan una disminucion abrupta o rapida de la funcion de filtracién renal, por ejemplo, en 14 dias, de
preferencia en 7 dias, muy preferiblemente en 72 horas y de preferencia en 48 horas. La funcién renal
puede determinarse a través de muchos ensayos de rutina, tales como la medicidn de creatinina o nitrégeno
de urea en sangre (BUN).

Un nivel elevado de un indice o condicién de toxicidad se puede utilizar como un indicador de la
induccion u ocurrencia de la toxicidad (un estado téxico) que se compara con la referencia a un nivel de
control (o normal) de la misma. Como se utiliza en la presente, un “nivel normal” o “nivel de control” significa
un valor dentro de una escala aceptable de valores que un experto en la materia y/o un profesional médico,
por ejemplo, un doctor, esperaria que un individuo saludable o poblacion de caracteristicas fisicas similares
e historial médico pueda tener. Un nivel “reducido” de un indice o condicion de toxicidad se puede utilizar
como un indicador de reduccion o eliminacién de toxicidad cuando se compara con aquel de un estado
téxico. Especialmente, cuando un nivel reducido de un indice o condicién de toxicidad se acerca o aln se

hace mas bajo que un nivel normal o nivel de control, se puede considerar que la toxicidad se ha
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“erradicado”.

Como se utiliza en la presente, la toxicidad, tal como nefrotoxicidad y/o hepatotoxicidad, puede ser
causada por una sobredosis de APAP. La sobredosis puede referirse a la administracién de una dosis
mayor que una dosis (til o estandar que es una dosis efectiva aprobada por una autoridad reglamentaria
de farmacos, tal como la Administracion de Alimentos y Medicamentos, o prescrita por un médico para el
tratamiento o prevencion de una condicion de enfermedades o alivio de sus sintomas. Por ejemplo, las
tabletas de paracetamol son los farmacos de APAP actualmente aprobados en el mercado para
administracion oral, la dosis estandar de las cuales es de 500 mg a 1 g de paracetamol que se toma cada
4-6 horas segun sea requerido, hasta un maximo de 4 g al dia, para un ser humano adulto. La sobredosis
de APAP puede representar una dosis mayor que una dosis Util o estdndar de APAP, por ejemplo, 5%,
10%, 20%, 30%, 50%, 75%, 100% o mas.

Como se utiliza en la presente, el término “tratar” se refiere a las medidas terapéuticas para una
enfermedad o los sintomas o condiciones de una enfermedad, las cuales incluyen, pero no se limitan a,
aplicar o administrar uno 0 mas agentes activos a un sujeto que padece la enfermedad o los sintomas o
condiciones de la enfermedad o la exacerbacion de la enfermedad. El propésito de las medidas
terapéuticas es tratar, curar, mitigar, aliviar, alterar, remediar, aminorar, mejorar o afectar la enfermedad,
los sintomas o condiciones de la enfermedad, discapacidad causada por la enfermedad o exacerbacion de
la enfermedad.

Como se utiliza en la presente, el término “individuo” o “sujeto” incluye seres humanos o animales
no humanos, en particular mamiferos, por ejemplo, animales de compafiia (tales como perros, gatos y
similares), animales de granja (tales como ganado, ovejas, cerdos, caballos, etc.) o animales de laboratorio
(tales como ratas, ratones, cobayos, etc.).

Como se utiliza en la presente, el término “cantidad efectiva” se refiere a la cantidad de un
ingrediente activo que logra la eficacia bioldgica deseada o los efectos terapéuticos en un sujeto que esta
siendo tratado, por ejemplo, para prevenir o reducir la toxicidad en el higado o rifion en el sujeto quien
recibe la sobredosis de APAP.

Para el propésito de transporte y absorcién, una cantidad efectiva de un ingrediente activo de
acuerdo con la presente invencion puede formularse con un vehiculo farmacéuticamente aceptable para
formar una forma adecuada de una composicion farmacéutica. De acuerdo con las vias de administracion,
la composicion farmacéutica de la presente invencién de preferencia comprende de aproximadamente
0.1% a aproximadamente 100% en peso del ingrediente activo, con base en el peso total de la composicion.
Como se utiliza en la presente, el término “farmacéuticamente aceptable” significa que el vehiculo es
compatible con el ingrediente activo de la compaosicién (y no afecta el efecto del ingrediente activo) vy,
preferiblemente, el vehiculo puede estabilizar el ingrediente activo y es seguro para los sujetos que estan
siendo tratados. EIl vehiculo puede ser un diluyente, un vehiculo, un excipiente o un medio para el
ingrediente activo. La composicion de la presente invencién puede proporcionar el efecto de una liberacion
rapida, continua o retrasada del ingrediente activo después de administrarse al paciente. De acuerdo con

la presente invencién, la forma de dicha composicién puede ser tabletas, pildoras, polvo, pastillas,
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paquetes, trociscos, elixires, suspensiones, lociones, soluciones, jarabes, cdpsulas de gelatina suave y
dura, supositorios, fluido esterilizado para inyeccion y polvo empaquetado.

La composicién de la presente invencion puede ser suministrada a través de cualquier via
fisiologicamente aceptable, tal como oral, parenteral (tal como intramuscular, intravenosa, subcutanea e
intraperitoneal), transdérmica, por supositorio y métodos intranasales. Con respecto a la administracion
parenteral, preferiblemente se utiliza en la forma de una soluciéon de agua estéril, la cual puede comprender
otras sustancias, tales como sales o glucosa suficientes para hacer que la solucién sea isoténica a la
sangre. La preparacién de una composicion parenteral apropiada bajo condiciones estériles puede lograrse
mediante técnicas farmacolégicas estandares bien conocidos por los expertos en la materia, y no se
requiere de ningun trabajo creativo extra.

La presente invencion también proporciona un método para administrar APAP para tratar una
condicién (por ejemplo, dolor) que se puede tratar mediante APAP, en donde el APAP se administra en
combinacion con uno o mas compuestos de antidoto, como aqui se describe, ya sea simultdnea o
secuencialmente. En ciertas modalidades, el APAP puede administrarse en una sobredosis con toxicidad
reducida o libre de toxicidad cuando se compara con la administracién de la misma dosis de APAP solo sin
uno o mas compuestos de antidoto como aqui se describe. Por ejemplo, el APAP puede administrarse en
mas de 4 g diariamente para un humano adulto, por ejemplo, 5 g 0 mas al dia, 6 g o més al dia, 7 g 0 mas
al dia, 8 g o mas al dia, 9 g o mas al dia 0 10 g o mas al dia.

La presente invencidn proporciona ademas una combinacién de APAP y uno o mas compuestos
de antidoto como aqui se describe. En ciertas modalidades, la combinacion incluye una cantidad de APAP
mayor que una dosis normal para una sola dosis (por ejemplo, 500 mg para un humano adulto), por ejemplo,
600 mg o0 mas, 700 mg o mas, 800 mg o mas, 900 mg o mas, 1,000 mg o mas.

La presente invencién ademas se ilustra a través de los siguientes ejemplos, los cuales se

proporcionan para el propésito de demostracion en lugar de limitacién.

Ejemplos
1. Materiales y Métodos
1.1 Animal

Se obtuvieron ratas Sprague-Dawley macho (con un peso de 220-300 g) de Professor Dr. Gonzalez
de American Country Health Research Institute (USA), introduce tres ratones macho y cuatro ratones
hembra, los pares voluntariamente se reproducen. Todos los experimentos se realizaron en cumplimiento
con los Institutos Nacionales de las Guias de Salud para el tratamiento de animales. Todos los ratones se
mantuvieron en un cuarto con control de aire/humedad y un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas y se les dejo

acceso al alimento y agua ad libitum a través del experimento.

1.2 Toxicidad inducida por APAP en un modelo animal
En el estudio de una sola dosis del efecto de antidoto de inhibicion de enzima metabdlica de APAP

en nefrotoxicidad inducida por APAP, las ratas se dividieron aleatoriamente en 3 grupos de tratamiento: (1)
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un grupo de control normal (NC, n = 5), en donde a las SD-ratas normales se les administré6 oralmente
salina cuatro veces al dia para dosis multiples a un volumen de 1 mL/kg; (2) un grupo de control APAP
(APAP, n = 5), en donde a las SD-ratas normales se les administr6 oralmente APAP en salina a una dosis
de 1 g/kg (1,000 mg/kg) para la administracion de una sola dosis oral; (3) un grupo de control positivo (NAC,
n = 5), en donde a las SD-ratas normales se les administré oralmente APAP y N-acetilcisteina (NAC) en
salina a una dosis de 1 g/kg y 140 mg/kg para la administracién de una sola dosis oral; (4) los varios grupos
de prueba de antidoto seleccionados (cada grupo, n=5), en donde a las SD-ratas normales se les administré
APAP en salina a una dosis de 1,000 mg/kg y varios agentes de antidoto, cada uno a una dosis de menos
de o equivalente a 200 mg por 60 kg del peso corporal de la persona de la administracion de dosis oral
individual. Ademas, de acuerdo con US FDA Guidance for Industry "Estimating the Maximum Safe Starting
Dose in Initial Clinical Trials for Therapeutics in Adult Healthy Volunteers", la dosis equivalente humana
(HED, por sus siglas en inglés) para un humano adulto de 60 kg puede calcularse como sigue: HED = dosis

de animal (1,000 mg/kg en ratas) x peso corporal humano (60 kg) / 6.2 = 9.677 g (aproximadamente 10 g).

1.3 Muestreo de Sangre

Al final del tratamiento, los animales fueron sacrificados bajo anestesia con éter dietilico. Se
recolectd la sangre de los corazones de los ratones en tubos de heparina y el plasma se separé a traves
de centrifugacion a 13,000 x g durante 5 minutos a 4°C. Las alicuotas del plasma se transfirieron a tubos

Eppendorf y se almacenaron a -80°C hasta realizar el andlisis.

1.4 Investigacion biogquimica de suero para funcién renal
Se midieron los niveles de creatinina en suero y BUN utilizando los kits comerciales (BEN)
(Biochemical Enterprise, Milano, Italia) CR280 y BK151 en un analizador bioquimico automatico

(ChemWell, Palm City, FL) a 340nm y 510nm, respectivamente.

1.5 Determinacion de AST y ALT hepética
Las actividades de enzima en plasma (aspartato aminotransferasa [AST] y alanina
aminotransferasa [ALT]) se determinaron a 37°C utilizando un equipo Synchron LXi 725 (Beckman

Instruments, Palo Alto, CA. USA) con los kits proporcionados por el fabricante.

1.6 Examenes histolégicos

Los grupos de rifion se fijaron en formalina neutra al 10% durante 48-72 horas. Después, los tejidos
se cortaron y se procesaron para un examen histopatologico de rutina. Los tejidos se embebieron en cera
de parafina y se cortaron secciones con un espesor de 4-5 mm. Todas las secciones de los tejidos se
tifieron con Hematoxilina y Eosina (H&E) y luego se examinaron bajo microscopio 6ptico (OlympusBX51,
Tokio, Japdn). Las lesiones renales en las ratas se evaluaron de acuerdo con Zhang et al. (2008) y se
clasificaron en cinco categorias utilizando una escala de 0-5, en donde O = histologia normal y 1 =

degeneracion de célula epitelial tubular, sin necrosis/apoptosis importante; 2-5: < 25%, <50%, <75% y
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=75% de los tubulos mostraron necrosis de célula epitelial tubular/apoptosis, respectivamente,

acompafiado por otras alteraciones concomitantes.

1.7 Anédlisis estadistico

Todos los datos estan representados en desviacién estandar (SD) + media y los resultados se
calculan utilizando ANOVA para determinar la importancia. Se utilizé el Paquete Estadistico del programa
Social Science (versién 13, SPSS Inc.) para los calculos seguido por una prueba post hoc para examinar
la diferencia menos significativa para multiples comparaciones con el fin de confirmar las diferencias

significativas entre los grupos y la diferencia promedio entre los grupos fue importante p <0.05.

2. Resultados

Al final del estudio se midieron los pesos corporales, los pesos relativos del higado y el rifibn de
los animales experimentales. No hubo ninguna diferencia significativa estadistica en comparacién con los
animales de control.

La toxicidad, incluyendo nefrotoxicidad y hepatotoxicidad, se indujeron exitosamente a través de la
administracion oral de APAP a una dosis de 1,000 mg/kg una vez al dia para una sola dosis. En el grupo
de control de toxicidad, el BUN sérico (87.8 + 6.6 mg/dL) y creatinina (1.13 £ 0.17 mg/dL) se incrementaron
significativamente cuando se comparé con el grupo de control normal (18.7 = 2.5 y 0.29 + 0.04 mg/dL,
respectivamente) (p < 0.005), indicando la ocurrencia de dafios renales en el grupo de control de toxicidad,;
y el nivel de AST plasmético (591.0 £ 59.2 IU/L) y el nivel de ALT plasmatica (382.3 £ 32.1 IU/L) se
incrementaron significativamente cuando se compar6 con el grupo de control normal (190.0 + 27.2 IU/L y
49.9 + 4.7 IU/L, respectivamente), indicando la ocurrencia de dafio hepatico en el grupo de control de
toxicidad. Un primer grupo de compuestos, incluyendo Eudragit S100, Pluronic F68, Nariagenin y
Kaempferol, y un segundo grupo de compuestos, incluyendo manitol, Sucralosa y Luteolin, se probaron
para su actividad de antidoto contra la toxicidad causada por APAP. La Tabla 1 muestra los resultados.

La Tabla 1 muestra que los compuestos probados son efectivos como antidotos contra toxicidad

(nefrotoxicidad y hepatotoxicidad) causada por APAP.
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Luteolin (alto)

Luteolin (bajo)

0.25 + 0.07***
0.43 + 0.08***

23.7 £ 4.4%xx
31.5 £ 7.3%*

223.8 £15.5%**
279.1 £ 35.1%**

Creatinina (mg/dL) BUN (mg/dL) AST (IU/L) ALT (IU/L)
nefrotoxicidad hepatotoxicidad
Control normal 0.29 £ 0.04 18.7+25 190.0 £ 27.2 49.9+47
Toxicidad por APAP 1.13+0.17 87.8+6.6 591.0+59.2 382.3+32.1
Control positivo: NAC 0.64 + 0.05 48.4 £ 9.8**  423.7 +38.1* 206.7 + 20.1%**
ler. Comp. Creatinina (mg/dL) BUN (mg/dL) AST (IU/L) ALT (IU/L)
Eudragit S100 0.32 + 0.07*** 24.4 +2.8%** 237.2 £ 20.0%** 58.0 + 5.4%*
Pluronic F68 0.37 £ 0.13*** 29.1 + 3.4%** 253.2 £ 22.1%** 80.1 + 13.4***
Nariagenin 0.32 + 0.03*** 36.0 + 7.8%* 231.1 £ 39.0%** 63.1 + 11.6%**
Kaempferol (dosis alta) 0.38 £ 0.09*** 31.5+7.6*** 332.2 £ 27.1%** 82.2 £ 17.6***
Kaempferol (dosis baja) 0.70 + 0.09*** 58.8 + 7.0*** 395.6 + 32.6%** 179.4 + 12.9%**
Nariagenin+Pluronic
F68+Eudragit S100 0.22 + 0.04*** 20.3 £ 4.1%** 188.0 £ 18.3*** 48.2+ 5.6%*
20. Comp. Creatinina (mg/dL) BUN (mg/dL) AST (IU/L) ALT (IU/L)
nefrotoxicidad hepatotoxicidad
Sucralosa (S) 0.40 + 0.15*** 33.6 £ 2.7*** 288.4 + 33.8*** 82.8 + 8.4%**
Manitol (M) 0.56 + 0.13*** 41.0 £ 2.6*** 365.7 + 35.5%** 91.9 + 8.4%*=

57.1% 14.7%**
78.9+ 15.7*+*

M+S 0.35 £ 0.08*** 28.2 £ 4.2%%*% 2427 + 27.7** 57.5% 11.6*%**
ler. Comp. + 20. Comp. Creatinina (mg/dL) BUN (mg/dL) AST (IU/L) ALT (IU/L)
nefrotoxicidad hepatotoxicidad

Kaempferol+M+S 0.18 £ 0.03*** 16.2 £ 2.8*** 187.5 £ 12.5%** 50.5 £ 5.5%**
Nariagenin+M+S 0.19 + 0.03*** 15.0 + 3.0%** 174.9 + 4.6%* 49.7 + 2. 4%+
Eudragit S100+Luteolin+ S 0.19 + 0.03*** 16.7 £ 2.8*** 192.7 £ 10.5%** 49.7+ 5.4%*
Eudragit S100+ S 0.28 £ 0.04*** 22.9 + 5.3%** 226.2 + 27.1%** 58.4+ 6.4***
Pluronic F68+ S 0.32 £ 0.06*** 24.5 + 2.0%** 269.0 + 8.5%** 71.0 £ 6.0***
Eudragit S100+ M 0.34 £ 0.09*** 25,5 £ 2.2%x* 225.0 + 23.2%** 58.1+ 12.0%**
Pluronic F68+ M 0.42 £ 0.07*** 35.5 £ 5.5%** 282.2 + 20.7*** 78.1% 11.5%**

Como se muestra en la Tabla 1, los compuestos probados, incluyendo el primer grupo de
compuestos (Eudragit S100, Pluronic F68, Nariagenin, Kaempferol) y el segundo grupo de compuestos
(manitol, Sucralosa, Luteolin) son efectivos para reducir o erradicar la toxicidad (nefrotoxicidad y
hepatotoxicidad) causada por APAP. En particular, una combinacion de Nariagenin, Pluronic F68 y
Eudragit S100 exhibe actividades superiores de antidoto. Ademas, uno del primer grupo de compuestos
en combinacién con uno o mas del segundo grupo de compuestos exhibe actividades mejoradas
(sinergisticas) de antidoto, mejores que un primer compuesto o un segundo compuesto solo.

Mas auln, como se muestra en los resultados del examen histoldgico de la Figura 1, se observaron
lesiones renales severas, incluyendo necrosis, congestion y extravasacion de los glébulos rojos, en el grupo
de sobredosis de APAP (Figura 1B). En contraste, dichas lesiones renales se redujeron a un nivel de
suaves a moderadas en el grupo NAC (Figura 1C) y enormemente se redujeron a un estado de control de

estrecho a normal en el grupo que recibié los compuestos de prueba de la presente invencion (Figura 1D).
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Dado lo anterior, los compuestos aqui descritos pueden utilizarse como antidotos para prevenir,
reducir o erradicar toxicidad (nefrotoxicidad y hepatotoxicidad) causada por APAP. Estos compuestos
pertenecen a excipientes farmacéuticamente aceptables o compuestos fendlicos de plantas naturales, los
cuales todos se consideran seguros para la salud a través de experimentos con animales. La presente
invencién, por lo tanto, proporciona métodos y composiciones para prevenir, reducir o erradicar toxicidad
causada por acetaminofén (APAP) utilizando uno o mas de estos compuestos de antidoto. La presente
invencion también proporciona un método para administrar APAP para tratar una condicién tratable
mediante APAP en combinacién con uno o mas de dichos compuestos de antidoto, con toxicidad reducida
o erradicada cuando se compara con la administracion de APAP solo. También se proporciona una

combinacion de APAP y uno o més de dichos compuestos de antidoto.



