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DESCRIPCION
Polimerosomas de gradiente de pH transmembrana y su uso en la eliminacion del amoniaco y sus analogos metilados
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a polimerosomas de gradiente de pH transmembrana y su uso en la eliminacién de
amoniaco y sus analogos metilados (p. €j., trimetilamina (TMA)). Mas especificamente, la presente invencion se refiere
a polimerosomas que comprenden copolimeros en bloque anfifilicos no biodegradables y sus entéricos para uso(p.
€j., oral) o topico en la captacion de amoniaco y/o sus analogos metilados (p.ej., TMA) para el tratamiento de p.ej.,
hiperamonemia, trimetilaminuria, enfermedades cardiovasculares y/o cronicas renales.

Antecedentes de la invencion

El amoniaco (NHs) y sus analogos metilados (p.ej., TMA (N (CHs)s) poseen propiedades fisicoquimicas similares (p.ej.,
bajo peso molecular, pKa y logP similares, etc.). Ambos se producen, principalmente, en el tracto gastrointestinal y su
presencia en exceso en el cuerpo esta asociada con varios trastornos y sintomas del mismo.

Amoniaco

El amoniaco (NHs) es un metabolito endégeno neurotoxico el cual se acumula en pacientes con insuficiencia hepatica
(p.€j., debido a cirrosis hepatica, falla hepatica aguda, derivacion portosistémica, errores congénitos del metabolismo
del amoniaco) (Matoori y Leroux ADDR 2015; 90:55-68).

Los altos niveles de amoniaco en la sangre (hiperamonemia) se asocian con la encefalopatia hepatica, una afeccion
neuropsiquiatrica con manifestaciones agudas y cronicas graves que potencialmente conducen a la muerte (Vilstrup
y otros. Hepatology 2014; 60:715-735). La encefalopatia hepatica provocé >20 000 hospitalizaciones en 2009 y costos
de >7b USD solo en los EE.UU. (Stepanova y otros, Clin Gastroenterol Hepatol 2012; 10:1034-1041.e1; Poordad, Alim
Pharmacol Therap 2006; 25: 3-9). El costo hospitalario por hospitalizacion individual debido a la encefalopatia hepatica
aumento6 desde 22'511 USD en el 2004 hasta 37'398 USD en el 2010. (Neff y otros. Clinicoecon Outcomes Res. 2013;
5:143-152).

Una de las fuentes principales de amoniaco en el cuerpo son las bacterias productoras de ureasa en el colon (Matoori
y Leroux supra). Por lo tanto, las guias de practica clinica para la encefalopatia hepatica recomiendan, como terapia
de primera y segunda linea para la encefalopatia hepatica, el disacarido no absorbible lactulosa (un laxante de uso
comun) y el antibiotico rifaximina (p. ej., Xifaxan™) que tratan la generacion y absorcion de amoniaco col6nico de una
manera bastante inespecifica (Vilstrup y otros. supra). Ambas terapias, disponibles por via oral, no pueden controlar
los sintomas y la progresion de la encefalopatia hepatica en una gran fraccion de la poblacion de pacientes y muchos
pacientes bajo estas terapias sufren reacciones adversas tales como diarrea (Vilstrup y otros. supra; Rose Clinical
Pharmacology & Therapeutics 2012; 92: 321-331; Leevy y otros, Dig Dis Sci 2007; Mullen y otros. Clin Gastroenterol
Hepatol 2014; 12: 1390-1397.e2).

Un adsorbente de carbono esférico administrado por via oral (AST-120, Kremezin®) se describié también para
secuestrar amoniaco y mejorar los sintomas asociados con la hiperamonemia en un modelo animal de encefalopatia
hepatica (Bosoi y otros. Hepatologia 2011; 53: 1995-2002). El amoniaco se adsorbe mecanicamente a las
microparticulas de AST-120 en el intestino y posteriormente se excreta a través de las heces. En un ensayo clinico
con pacientes con encefalopatia hepatica, el tratamiento con AST-120 no condujo a una mejoria clinica en los sintomas
neuropsicolégicos, probablemente debido a la unién insuficiente del amoniaco (Bajaj y otros. J. Hepatol 2013; 58: S84,
Bosoi y otros. supra). Se sabe que los adsorbentes de carbono se unen a una variedad de compuestos y presentan el
riesgo de interferir con sustancias endégenas o exdgenas importantes (Schulman y otros. Am J Kidney Dis 2006; 47:
565-577; Neuvonen y Elonen Eur J Clin Pharmacol 1980; 17: 51-57; Neuvonen y Olkkola Med Toxicol 1988; 3:33-58).

Debido a la naturaleza crénica de la encefalopatia hepatica, las estrategias de tratamiento para la eliminacion de
amoniaco basadas en enfoques extracorporales (p.gj., hemodialisis) no son ideales porque son invasivos y adecuados
principalmente para tratar episodios severos de hiperamonemia aguda.

Un tratamiento ideal para pacientes que sufren de encefalopatia hepatica inducida por una hiperamonemia seria un
tratamiento enteral (p.ej., oral), potente y selectivo en la absorcion de amoniaco y estable en el ambiente hostil del
tracto gastrointestinal.

Trimetilamina
La Trimetilamina (TMA) (N(CHs)s) es una amina terciaria la cual se genera en el intestino por el metabolismo bacteriano
de sustancias dietéticas (p.€j., colina, carnitina, lecitina) (Wang Z y otros. (2011) Nature 472 (7341), 57-63; Wise PM

y otros. (2011) The American journal of medicine 124 (11), 1058-1063). La TMA se oxida posteriormente por la flavina
monooxigenasa 3 a trimetilamina-N-6xido inodoro (TMAQO) en el higado (Yeung CK y otros. (2007) Archives of
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biochemistry and biophysics, 464 (2), 251-259). La TMA, y su metabolito TMAO, estan involucrados en la etiologia de
varias enfermedades.

La trimetilaminuria (conocida ademas como sindrome de olor a pescado) es un trastorno autosémico recesivo
relacionado con la deficiencia de flavina monooxigenasa 3 (Yeung y otros, supra). Los pacientes que sufren de
trimetilaminuria, generalmente, presentan un mal olor (a menudo asociado con pescado podrido) debido a cantidades
elevadas de TMA en los fluidos corporales (orina, sudor) y aire expirado (Wise y otros, supra). El diagnéstico de
trimetilaminuria generalmente se basa en un cambio de la dieta de colina y el posterior analisis de TMA'y TMAO en la
orina (Wise y otros, supra). El olor perceptible proviene, principalmente, de la superficie de la piel y varia segun la dieta
(Wise y oftros, supra). Debido a su mal olor, los pacientes con trimetilaminuria a menudo sufren de sintomas
psicologicos (p. ej., depresion, tendencias suicidas) y aislamiento social (Todd WA (1979). The Journal of pediatrics,
94 (6), 936-937).

Los niveles incrementados de TMAO se asociaron ademas con un mayor riesgo de enfermedad cardiovascular y
enfermedad renal crénica (Tang WW y otros. (2013) New England Journal of Medicine 368 (17), 1575-1584; Tang WW
y otros. (2015) Circulation research 116(3), 448-455); y la inhibicién de la produccién intestinal de TMA microbiana
condujo a una reduccién de las lesiones ateroscleréticas (Wang Z y otros. (2015) Cell 163 (7), 1585-1595).

Ademas, se encontré que la TMA contribuye al olor desagradable en la vaginosis bacteriana (Blankenstein T y otros.
(2015) Archives of gynecology and obstetrics292 (2), 355-362).

Tratamientos de la trimetilaminuria. En el tratamiento de la trimetilaminuria, se recomiendan restricciones dietéticas
tales como evitar los vegetales Brassica y los alimentos ricos en carnitina, colina o lecitina para disminuir el mal olor
(Cashman JR y otros. (1999) In-vitro and in-vivo studies inhibition of human flavin-containing monooxygenase form 3
(FMO3) in the presence of dietary indoles. Biochem Pharmacol 58, 1047-1055; Cashman JR y otros. (2003)
Biochemical and clinical aspects of the human flavin-containing monooxygenase form 3 (FMO3) related to
trimethylaminuria. Current drug metabolism, 4 (2), 151-170; Danks DM y otros (1976) Trimethylaminuria: diet does not
always control the fishy odor. The New England Journal of Medicine, 295(17), 962-962). Sin embargo, estas medidas
restrictivas son complicadas para los pacientes y no siempre resultan en una disminucién suficiente de los vapores
malolientes del cuerpo (Danks y otros, supra). Ciertos antibiéticos, aplicados por via oral (por ejemplo, neomicina,
metronidazol), que inhiben el crecimiento y el metabolismo de los microbios generadores de TMA en el intestino,
pueden aliviar temporalmente los sintomas (Danks y otros, supra; Treacy E y otros (1995) Journal of inherited
metabolic disease, 18(3), 306-312). Sin embargo, no se observé un efecto beneficioso en todos los pacientes (Treacy
y otros, supra) y el uso de antibi6ticos a largo plazo conlleva el riesgo de reacciones gastrointestinales adversas (Levy
J (2000). The American Journal of Gastroenterology, 95 (1), S8-S10). La eliminacién de TMA por adsorcién sobre
carbon activado administrado por via oral ha demostrado ademas ser beneficiosa en ciertos pacientes que sufren de
trimetilaminuria (Yamazaki H y otros (2004) Effects of the dietary supplements, activated charcoal and copper
chlorophyllin, on urinary excretion of trimethylamine in Japanese trimethylaminuria patients. Life sciences, 74(22),
2739-2747). Ademas, se recomienda el uso de jabdn acido, ya que la TMA es menos volatil en estado protonado
(Wilcken B (1993). Acid soaps in the fish odor syndrome. BMJ: British Medical Journal, 307 (6917), 1497). Song y otros
describen la preparaciéon de polimerosomas resistentes a los surfactantes con membranas ultra gruesas a través de
la polimerizacién en dispersién RAFT. ACS Applied Materials and Interfaces, 8(27), 17033-17037.

La dimetilamina analogo metilado del amoniaco (DMA) comparte propiedades fisicoquimicas similares ala TMA y al
amoniaco y se produce en el tracto gastrointestinal. Es el precursor de un carcinégeno conocido.

La presente descripcion se refiere a una serie de documentos, cuyo contenido se incorpora como referencia en su
totalidad en la presente descripcion.

Resumen de la invencion

Esta invencion describe la composicion, preparacion y uso de polimerosomas de gradiente de pH transmembrana, de
acuerdo con las reivindicaciones, para la desintoxicacion/eliminacion de amoniaco y sus analogos metilados (p.€j.,
TMA) a través de una ruta entérica (p.gj., oral) y una ruta tépica. Como se muestra en la presente descripcion, los
polimerosomas de la presente invencidén secuestran fuertemente el amoniaco y sus analogos metilados (p. €., TMA)
en fluidos gastrointestinales simulados y resisten a este ambiente hostil. Ademas, los polimerosomas de la presente
invencién secuestran fuertemente el TMA en emulsiones (p. ej., formulaciones topicas tales como lociones y cremas).

Mas particularmente, se demostré que los polimerosomas de la presente invencion exhiben sus propiedades
secuestrantes cuando se diluyen en un medio que imita las condiciones encontradas en el intestino, en contraposicion
a los liposomas con gradiente de pH transmembrana, por ejemplo (ver p.ej., Ejemplo 1). La estabilidad y eficacia de
los polimerosomas en el ambiente gastrointestinal se demostré en los ejemplos a continuacién al mostrar la absorcion
de amoniaco en condiciones gastrointestinales simuladas variables (altas concentraciones de sales biliares (Ejemplos
6-8 y 13), hipo e hiperosmolaridad (Ejemplo 9), presencia de enzimas digestivas (Ejemplo 10) y altas concentraciones
de cationes (Ejemplo 11)). La estabilidad y eficacia de los polimerosomas se demostré ademas en emulsiones de
aceite en agua (o/w) correspondientes a p. ej., una formulacion topica (Ejemplo 13).
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Esta invencion describe, por ejemplo, polimerosomas compuestos de copolimeros en bloque anfifilicos no
biodegradables (p. €j., poli(estireno)-b-poli(6xido de etileno) (PS-b-PEO, conocido ademas como poli(estireno)-b-
poli(etilenglicol), PS-b-PEG)).

Mas especificamente, de acuerdo con un aspecto de la presente invencion, se proporciona un polimerosoma, (a) cuya
membrana comprende un copolimero en bloque de un polimero no biodegradable hidrofébico sin carga y un polimero
hidrofilico no biodegradable sin carga como se define en la presente descripcion, en donde la relacion de peso
molecular del polimero hidrofébico no cargado no biodegradable / polimero hidrofilico no cargado y no biodegradable,
es mayor que 1,0 y menor que 4,0 (p. gj., mayor que 1,0 y menor que 3,0); y (b) el nucleo de este encierra un acido.

Mas especificamente, de acuerdo con un aspecto de la presente invencion, se proporciona un polimerosoma que
comprende (a) una membrana, que comprende un copolimero en bloque de un polimero hidrofébico no cargado no
biodegradable y un polimero hidrofilico no cargado no biodegradable como se define en la presente descripcion, en
donde la relacion de peso molecular del polimero hidrofébico no cargado no biodegradable / polimero hidrofilico no
cargado y no biodegradable es mayor que 1,0 y menor que 4,0 (p.ej., mayor que 1,0 y menor que 3,0); y (b) un nucleo
que encierra un acido.

Mas especificamente, de acuerdo con un aspecto de la presente invencion, se proporciona un polimerosoma que
consiste en (a) una membrana, que comprende un copolimero en bloque de un polimero no biodegradable hidrofébico
sin carga y un polimero hidrofilico no biodegradable sin carga como se define en la presente descripcion, en donde la
relacion de peso molecular del polimero hidrofébico no cargado no biodegradable / polimero hidrofilico no cargado y
no biodegradable es mayor que 1,0 y menor que 4,0 (por ejemplo, mayor que 1,0 y menor que 3,0); y (b) un nucleo
que encierra un acido.

De acuerdo con un aspecto mas especifico de la presente invencién, se proporciona un polimerosoma, (a) cuya
membrana comprende un copolimero en bloque de poli(estireno) (PS) y poli(éxido de etileno) (PEO), en donde la
relacién de peso molecular PS/PEO es mayor que 1,0 y menor que 4,0 (p. /., mayor que 1,0 y menor que 3,0); y (b)
el nucleo de este encierra un acido. De acuerdo con un aspecto mas especifico de la presente invencién, se
proporciona un polimerosoma que comprende (a) una membrana, que comprende un copolimero en bloque de
poli(estireno) (PS) y poli(6xido de etileno) (PEO), en donde la relacién de peso molecular PS/PEO es mayor que 1,0y
menor que 4,0 (p. ej., mayor que 1,0 y menor que 3,0); y (b) el nicleo de este encierra un acido. De acuerdo con un
aspecto mas especifico de la presente invencién, se proporciona un polimerosoma que consiste en (a) una membrana,
que comprende un copolimero en blogue de poli(estireno) (PS) y poli(6xido de etileno) (PEQO), en donde la relacién de
peso molecular PS/PEO es mayor que 1,0 y menor que 4,0 (p. &j., mayor que 1,0 y menor que 3,0); y (b) el nicleo de
este encierra un acido. Los polimerosomas de la presente invencion pueden estar reticulados o no.

En una realizacion especifica, se proporciona un polimerosoma, (a) cuya membrana consiste en un copolimero en
bloque de poli(estireno) (PS) y poli (6xido de etileno) (PEO), en donde la relacion de peso molecular PS/PEO es mayor
que 1,0 y menor que 4,0 (p. ej., mayor que 1,0 y menor que 3,0); y (b) el nicleo de este encierra un acido. En una
realizacién especifica, se proporciona un polimerosoma que comprende (a) una membrana, que consiste en un
copolimero en bloque de poli(estireno) (PS) y poli(6xido de etileno) (PEO), en donde la relacion de peso molecular
PS/PEO es mayor que 1,0 y menor que 4,0 (p. €., mayor que 1,0 y menor que 3,0); y (b) un nucleo que encierra un
acido. En una realizacién especifica, se proporciona un polimerosoma que consiste en (a) una membrana, que consiste
en un copolimero en bloque de poli(estireno) (PS) y poli(6xido de etileno) (PEO), en donde la relacion de peso
molecular PS/PEO es mayor que 1,0 y menor que 4,0 (p. /., mayor que 1,0 y menor que 3,0); y (b) un nucleo que
encierra un acido.

En una realizacion especifica del polimerosoma de la presente invencion, el copolimero en bloque es un copolimero
dibloque. En otra realizacién especifica del polimerosoma de la presente invencion, el acido esta en una concentraciéon
que produce un pH entre 1y 6, preferiblemente entre 2 y 5, mas preferiblemente entre 2 y 4, cuando el polimerosoma
esta hidratado. En otra realizacion especifica del polimerosoma de la presente invencion, el acido esta dentro de una
solucion acida acuosa. En otra realizacién especifica del polimerosoma de la presente invencién, el pH dentro de la
solucion acida acuosa esta entre 1y 6, preferiblemente entre 2 y 5, mas preferiblemente entre 2 y 4. En otra realizacion
especifica del polimerosoma de la presente invencion, el acido es (i) un hidroxiacido tal como acido citrico, acido
isocitrico, acido malico, acido tartarico o acido lactico; (ii) un acido graso de cadena corta tal como acido acético; (iii)
un acido de azucar tal como acido urénico; (iv) un acido dicarboxilico tal como acido maldnico; (v) un acido tricarboxilico
tal como acido propano-1,2,3-tricarboxilico o acido aconitico; (vi) un acido tetracarboxilico tal como acido 1,2,3,4-
butanotetracarboxilico; (vii) un acido pentacarboxilico tal como &cido 1,2,3,4,5-pentanopentacarboxilico; (viii) un
poli(acido carboxilico) polimérico tal como poli(acido acrilico) o poli(acido metacrilico); (ix) un acido
poliaminocarboxilico tal como acido etilendiaminotetraacético; o (x) una combinacion de al menos dos de los mismos.
En una realizacion mas especifica, es un hidroxiacido y preferiblemente acido citrico. En otra realizacion especifica,
el polimerosoma de la presente invencién se prepara mediante un método que comprende mezclar un disolvente
organico que contiene el copolimero con una fase acuosa que contiene el acido. En otra realizacion especifica del
polimerosoma de la presente invencion, el disolvente organico es inmiscible en agua o parcialmente miscible en agua.
En otra realizacion especifica del polimerosoma de la presente invencién, el nicleo del polimerosoma encierra ademas
amoniaco. En otra realizacién especifica del polimerosoma de la presente invencién, el nucleo del polimerosoma
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contiene también amoniaco o su analogo metilado, y el analogo metilado es preferiblemente TMA. En otra realizacion
especifica del polimerosoma de la presente invencién, el ndcleo del polimerosoma contiene también un analogo
metilado de amoniaco (p. gj., TMA).

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencién, se proporciona una composicion que comprende el
polimerosoma de la presente invencion y al menos un excipiente farmacéuticamente aceptable.

En otra realizaciéon especifica de la composicién de la presente invencién, la composiciéon esta en forma liquida o
sélida. En otra realizacion especifica de la composicién de la presente invencion, la composicion esta en forma liquida,
semisolida o sélida.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencion, se proporciona el polimerosoma de la presente invencion o la
composicion de la presente invencién, para uso entérico. De acuerdo con otro aspecto de la presente invencion, se
proporciona el polimerosoma de la presente invencion o la composiciéon de la presente invencion, para uso entérico o
uso topico.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencidn, se proporciona el polimerosoma de la presente invencion o la
composicion de la presente invencion, para uso tdpico.

De acuerdo con otro aspecto, el polimerosoma de la presente invencion o la composicion de la presente invencion es
para usar en la eliminacién de amoniaco.

De acuerdo con otro aspecto, el polimerosoma de la presente invencion o la composicion de la presente invencion se
usa para eliminar un analogo metilado del amoniaco (p.egj., TMA).

El polimerosoma o composiciéon de la presente invencion, para uso en el tratamiento de una enfermedad o trastorno
asociado con el amoniaco o un analogo metilado del amoniaco o un sintoma de los mismos y preferiblemente
hiperamonemia o trimetilaminuria.

De acuerdo con otro aspecto, el polimerosoma de la presente invencion o la composicion de la presente invencion es
para usar en el tratamiento de la hiperamonemia.

De acuerdo con otro aspecto, el polimerosoma de la presente invencion o la composicidén de la presente invencion es
para usar en el tratamiento de trimetilaminuria o un sintoma de la misma o una enfermedad cardiovascular asociada
a TMA o un sintoma de la misma o una enfermedad renal asociada a TMA o un sintoma de la misma o vaginosis
bacteriana asociada a TMA o un sintoma de la misma, en un sujeto que lo necesite.

En una realizacion especifica del polimerosoma para usar, el sintoma de trimetilaminuria y/o sintoma de vaginosis
bacteriana es mal olor (de p. €j., piel y/u orina y/o aire expirado y/o vagina).

En otro aspecto, se proporciona un polimerosoma o composicion para usar en un método de administraciéon (p. ej.,
entérico o tépico) del polimerosoma o composiciéon a un sujeto que lo necesite. En otro aspecto, se proporciona un
uso del polimerosoma de la invencion o la composicion de la invencion para la administracién (p. ej., entérica o tdpica)
a un sujeto que lo necesite. En otro aspecto, se proporciona un uso del polimerosoma de la invencioén o la composiciéon
de la invencién como medicamento.

El alcance de la presente invencién se define por las reivindicaciones. Cualquiera de las referencias en la descripcion
a los métodos de tratamiento se refiere a los compuestos, composiciones farmacéuticas y medicamentos de la
presente invencién para su uso en un método de tratamiento del cuerpo humano (o animal) mediante terapia (o para
diagnostico). De acuerdo con otro aspecto, los métodos o usos anteriores son para (o para la fabricacion de un
medicamento para) la eliminacién del amoniaco. De acuerdo con otro aspecto, los métodos o usos anteriores son para
(o para la fabricacién de un medicamento para) eliminar un analogo metilado del amoniaco (p. ej., TMA) en un sujeto
que lo necesite. De acuerdo con otro aspecto, los métodos o usos anteriores son para (o para la fabricacién de un
medicamento para) el tratamiento de una enfermedad o trastorno asociado al amoniaco o analogo metilado de
amoniaco, o un sintoma del mismo, y preferiblemente hiperamonemia o trimetilaminuria, mas preferiblemente
hiperamonemia, en un sujeto que lo necesite. De acuerdo con otro aspecto, los métodos o usos anteriores son para
(o para la fabricacion de un medicamento para) el tratamiento de la trimetilaminuria o un sintoma de la misma o una
enfermedad cardiovascular asociada a TMA o un sintoma de la misma o una enfermedad renal asociada a TMA o un
sintoma de la misma o vaginosis bacteriana asociada a TMA o un sintoma de la misma, en un sujeto que la necesite.
En una realizaciéon especifica de los métodos o usos anteriores, el sintoma de trimetilaminuria y/o el sintoma de
vaginosis bacteriana es mal olor (de p. €j., piel y/u orina y/o aire expirado y/o vagina).

De acuerdo con otro aspecto mas de la presente invencién, se proporciona un método para fabricar el polimerosoma
de la presente invencién, que comprende: (a) disolver el copolimero en bloque de PS y PEO en un disolvente organico,
preferiblemente un disolvente organico inmiscible en agua o parcialmente miscible en agua, para formar una fase
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organica que contiene el copolimero; (b) mezclar la fase de disolvente organico que contiene el copolimero con una
fase acuosa que contiene el acido para formar el polimerosoma; y (c) eliminar el disolvente organico.

En una realizacion especifica del método de la presente invencion, la fase acuosa comprende entre 50 y 700 mM de
acido.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un kit que comprende los polimerosomas o composiciones
mencionados anteriormente e instrucciones para usar los polimerosomas o composiciones para eliminar el amoniaco
en un sujeto que lo necesite.

En otro aspecto, la presente invenciéon proporciona un kit que comprende los polimerosomas o composiciones
mencionados anteriormente e instrucciones para usar los polimerosomas o composiciones para tratar la
hiperamonemia en un sujeto que lo necesite.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona un kit que comprende los polimerosomas o composiciones
mencionadas anteriormente e instrucciones para usar los polimerosomas o composiciones para eliminar un analogo
metilado del amoniaco (p. gj., TMA).

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un kit que comprende los polimerosomas o0 composiciones
mencionadas anteriormente e instrucciones para usar los polimerosomas o composiciones para tratar la
trimetilaminuria o un sintoma de la misma, o una enfermedad cardiovascular asociada a TMA o un sintoma de la
misma, o una enfermedad renal asociada a TMA o un sintoma de la misma, o vaginosis bacteriana asociada a TMA o
un sintoma de la misma, en un sujeto que lo necesite.

En una realizacion especifica del kit, el sintoma de trimetilaminuria y/o sintoma de vaginosis bacteriana es mal olor
(de p. €j., piel y/u orina y/o aire expirado y/o vagina).

Otros objetos, ventajas y caracteristicas de la presente invencion seran mas evidentes después de leer las siguientes
descripciones no restrictiva de modalidades especificas de esta, dadas a manera de ejemplo solamente con referencia
a los dibujos adjuntos.

Breve descripcion de los dibujos
En las figuras adjuntas:

La Figura 1 es un grafico que muestra la absorcién de amoniaco in vitro por liposomas de gradiente de pH
transmembrana que se prepararon usando un método de hidratacion de pelicula (n=3, desviacion media y estandar).

La Figura 2 es un grafico que muestra la absorcion de amoniaco in vitro por polimerosomas de gradiente de pH
transmembrana PBD-b-PEO con una relacién de Mw promedio en numero de PBD/PEO de aproximadamente 1,7
preparados mezclando la fase de disolvente organico que contiene el polimero con la fase acida acuosa usando
diclorometano como disolvente organico (n=3, desviacién media y estandar).

La Figura 3 es un grafico que muestra la absorcion de amoniaco in vitro por polimerosomas de gradiente de pH
transmembrana PMOXA-b-PDMSb-PMOXA con una relaciéon de Mw promedio en numero de PDM/PMOXA de
aproximadamente 2,4 preparados mezclando la fase de disolvente organico que contiene el polimero con la fase acida
acuosa usando diclorometano como disolvente organico. (n=3, media y desviacion estandar).

La Figura 4 es un grafico que muestra la absorcion de amoniaco in vitro por polimerosomas de gradiente de pH
transmembrana PS-b-PEO con una relacién de Mw promedio en nimero de PS/PEO de aproximadamente 1,3 0 2,5
preparados usando un método de hidratacion de pelicula (n=3, media y desviacion estandar).

La Figura 5 es un grafico que muestra la absorciéon de amoniaco in vitro a altas concentraciones de sales biliares de
polimerosomas de gradiente de pH transmembrana PS-b-PEO con una relacién de Mw promedio en numero de
PS/PEO de aproximadamente 1,0 preparados mezclando la fase de disolvente organico que contiene el polimero con
la fase acida acuosa usando diclorometano como disolvente organico (n=3, desviacidon media y estandar).

La Figura 6 es un grafico que muestra la absorcion de amoniaco in vitro a altas concentraciones de sales biliares por
polimerosomas de gradiente de pH transmembrana PS-b-PEO con una relacion de Mw promedio en numero de
PS/PEO de aproximadamente 1,3 y 2,8 preparados mezclando la fase de disolvente organico que contiene el polimero
con la fase acida acuosa usando diclorometano o tolueno como disolvente organico (n=3, media y desviacion
estandar).

La Figura 7 es un grafico que muestra la absorcién de amoniaco in vitro a altas concentraciones de sales biliares por
polimerosomas de gradiente de pH transmembrana PS-b-PEO con una relacion de Mw promedio en numero de
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PS/PEO de aproximadamente 3,8 preparados mezclando la fase de disolvente organico que contiene el polimero con
la fase acida acuosa usando diclorometano como disolvente organico (n=3, desviacion media y estandar).

La Figura 8 es un grafico que muestra la absorcion de amoniaco in vitro a altas concentraciones de sales biliares por
polimerosomas de gradiente de pH transmembrana PS-b-PEO con una relacion de Mw promedio en numero de
PS/PEO de aproximadamente 1,3 preparados mezclando la fase de disolvente organico que contiene el polimero con
la fase acida acuosa usando cloroformo como disolvente organico (n=3, desviacion media y estandar).

La Figura 9 es un grafico que muestra la absorciéon de amoniaco in vitro en condiciones hipo e hiperosmolares por
polimerosomas de gradiente de pH transmembrana PS-b-PEO con una relacion de Mw promedio en numero de
PS/PEO de aproximadamente 1,3 0 2,5 preparados mezclando la fase de disolvente organico que contiene el polimero
con la fase acida acuosa usando diclorometano como disolvente organico (n=3, media y desviacion estandar).

La Figura 10 es un grafico que muestra la absorcion de amoniaco in vitro en presencia de enzimas digestivas por
polimerosomas de gradiente de pH transmembrana PS-b-PEO con una relacion de Mw promedio en numero de
PS/PEO de aproximadamente 2,5 preparados mezclando la fase de disolvente organico que contiene el polimero con
la fase acida acuosa usando diclorometano como disolvente organico (n=3, desviacion media y estandar).

La Figura 11 es un grafico que muestra la absorcién de amoniaco in vitro a altas concentraciones de potasio por
polimerosomas de gradiente de pH transmembrana PS-b-PEO con una relacién de Mw promedio en numero de
PS/PEO de aproximadamente 1,3 preparados mezclando la fase de disolvente organico que contiene el polimero con
la fase acida acuosa usando diclorometano como disolvente organico (n=3, desviacion media y estandar).

La Figura 12 es un grafico que muestra la absorcién de amoniaco in vitro por polimerosomas de gradiente de pH
transmembrana PS-b-PEO con una relacién de Mw promedio en numero de PS/PEO de aproximadamente 1,3
preparados mezclando la fase de disolvente organico que contiene el polimero con la fase acida acuosa usando
diclorometano como disolvente organico y con concentraciones variables de acido (n=3-4, desviacion media y
estandar).

La Figura 13 es un grafico que muestra la absorcion in vitro de TMA a altas concentraciones de sales biliares y después
de la pre-exposicion en una emulsion O/W por polimerosomas de gradiente de pH transmembrana PS-b-PEO con una
relacion de Mw promedio en nimero de PS/PEO de aproximadamente 1,4 o 2,0 preparados mezclando la fase de
disolvente organico que contiene el polimero con la fase acida acuosa usando diclorometano como disolvente organico
(n=3, desviacion media y estandar).

Descripcion de las modalidades ilustrativas

La presente invencién abarca polimerosomas que poseen un gradiente de pH transmembrana para capturar amoniaco
y/o sus analogos metilados (por ejemplo, TMA), composiciones que comprenden los polimerosomas, procesos para
fabricar los polimerosomas y el uso de estos polimerosomas y composiciones.

Polimerosomas

Los polimerosomas son vesiculas, cuya membrana bicapa se ensambla a partir de copolimeros sintéticos. Tienen
diametros medios que varian de 50 nm a 100 pm o mas, en una realizacion especifica, varian de 100 nm a 40 pm,
segun lo determinado por difraccion laser. Aunque los polimerosomas probados de la presente invencion que tienen
diametros medios que varian entre 100 nm y 40 um pudieron encapsular amoniaco efectivamente, no hay razén para
creer que los polimerosomas con un diametro mayor de 40 ym podrian ademas ser no efectivos.

Los polimerosomas de la presente invencién comprenden copolimeros en bloque anfifilicos no biodegradables y se
preparan usando un disolvente organico.

El mecanismo de acciéon de la presente invencién se basa en el gradiente de pH a través de la membrana del
polimerosoma. El agente acido contenido en el nucleo del polimerosoma acuoso posee un pH diferente (menor que)
el pH fisiologico en el intestino y la piel. Por lo tanto, el amoniaco y sus analogos metilados (p. ej., TMA) pueden
difundirse a través de la membrana polimérica hidréfoba de los polimerosomas en su estado no cargado y quedar
atrapados en su estado protonado (ionizado) (p. €j., amonio en el caso de amoniaco) en el compartimiento interior. Si
bien el amoniaco y TMA existen principalmente en su estado protonado al pH del intestino y la piel, siempre hay una
pequefia fracciéon en su estado no ionizado. Esta fraccion puede difundirse en los polimerosomas y quedar atrapada
en su estado protonado dentro de los polimerosomas, lo que a su vez desplaza el equilibrio, trayendo més amoniaco
y TMA hacia el interior de las vesiculas.

Como se usa en la presente descripcion, la propiedad "gradiente de pH transmembrana para capturar amoniaco" y/o
"gradiente de pH transmembrana para capturar amoniaco y/o sus analogos metilados" se refiere, por lo tanto, a la
capacidad de los polimerosomas de la presente invencion para secuestrar amoniaco (y/o sus analogos metilados)
cuando se diluyen en un medio que imita las condiciones encontradas en el intestino o en la piel.
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Como se usa en la presente descripcion, los términos "analogos metilados de amoniaco” se refieren, sin limitarse, a
TMA y DMA. En una realizacion especifica, se refiere a TMA.

Copolimeros en bloque

Los "polimeros" son macromoléculas que comprenden unidades monoméricas conectadas. Las unidades
monoméricas pueden ser de un solo tipo (homogéneas) o de una variedad de tipos (heterogéneas). Cuando dos o
mas mondémeros diferentes se unen para polimerizarse, su resultado se llama copolimero. Un copolimero hecho de
una secuencia de dos o mas mondémeros de un solo tipo (un blogue) unido covalentemente a dos o mas mondémeros
de oftro tipo (otro bloque) se llama copolimero en blogues. Un copolimero hecho de dos tipos de bloques unidos
covalentemente se llama dibloque, de tres tipos de bloques, se llama tribloque, etc. Los copolimeros en bloque pueden
comprender, como resultado de la sintesis especifica utilizada para generarlos, diferentes grupos terminales.

Los polimerosomas de la presente invencion comprenden copolimeros en bloque. En una modalidad especifica, los
copolimeros en bloque de la presente invencién son copolimeros dibloque o tribloque. Estos copolimeros en bloque
son anfifilicos y estan formados por al menos dos polimeros, a saber, un polimero aromatico altamente hidréfobo (p.
gj. poli(estireno)) y un polimero hidrofilico sin carga y no biodegradable. En una realizacion mas especifica, el
copolimero en bloque es un copolimero dibloque (p. ej., poli(estireno)-b-poli(6xido de etileno) (PS-b-PEQ)), o un
copolimero tribloque (p. gj., PEO-b-PS-b-PEQ)) (es decir, copolimeros en bloque PS PEQ)).

Un copolimero "anfifilico" es uno que contiene grupos hidrofilos (solubles en agua) e hidréfobos (insolubles en agua).
Como se usa en la presente descripcion, el término "no biodegradable" significa no hidrolizable en condiciones
gastrointestinales (p. ej., resistente a la degradacién por enzimas (p. €j., proteasa, lipasa) o degradacién por otros

medios (p. gj., pH) en el tracto gastrointestinal).

Polimero hidrofébico no cargado no biodegradable

En una realizacion especifica, el polimero no biodegradable hidrofébico sin carga usado en los copolimeros de la
presente invencion es un poli (etiletileno) (-(CH2-CH(C2Hs))n-, es decir -(C4Hs)n-) 0 un poli(estireno) (-(CH2-CH (Ph))n-
, €s decir -(CH2-CH(CsHs))n-, es decir - (CsHs)n-). En modalidades especificas, el polimero hidrofébico no cargado no
biodegradable es un poli(estireno). Los poli(estirenos) para su uso en la presente invencion pueden incluir monémeros
de estireno no sustituidos y/o sustituidos/funcionalizados. A menos que se defina especificamente lo contrario, el
término "poli(estireno)" se usa en la presente descripcion genéricamente para designar un poli(estireno) que
comprende monémeros de estireno exclusivamente no sustituidos, una mezcla de mondémeros sustituidos y no
sustituidos o0 monémeros exclusivamente sustituidos. Uno o mas sustituyentes en el mondmero de estireno pueden
incluir sustituyentes en el fenilo y/o en el carbono que esta unido el fenilo y/o pueden formar derivados policiclicos con
el fenilo (p. €j., biciclos, triciclos, etc. que comprenden arilo(s) C3-C6 y/o cicloalquilo(s) C3-C6). Los sustituyentes
potenciales incluyen alquilo (C1 a C7 (C1, C2, C3, C4, C5, C6 o C7, mas especificamente C1, C2 o C3), arilo (C3-C6),
cicloalquilo C3-C8, aril-alquilo, acetoxilo, alcoxilo (metoxilo, etoxilo, propanoxilo, butoxilo, etc.), halégeno (Br, ClI, F,
etc.), amina, amida, alquilamina, NO2. Ademas, el o los sustituyentes, pueden estar sustituidos. Sin estar limitados, el
mondmero de estireno sustituido incluye acetoxiestireno, bencidrilestireno, benciloxi-metoxiestireno, bromoestireno (2-
, 3-, 4- o alfa), cloroestireno (2-, 3-, 4- o alfa), fluoroestireno (2- , 3-, 4- o alfa), terc-butoxiestireno, terc-butilestireno,
cloro-metilestireno, dicloroestireno, difluroestireno, dimetoxiestireno, dimetilestireno, dimetilvinilbencilamina, difenil
metil penteno, (difenilfosfino) estireno, etoxiestireno, isopropenilanilina, isopropenil-a,a-dimetilbencil isocianato [iso-
dimetilbencilo  [N-(metilaminoetil) aminometil] estireno, metilestireno, nitroestireno, 4-vinilbenzoato de
pentafluorofenilo, pentafluorestireno, (trifluormetil) estireno (2-, 3- o0 4-), trimetilestireno, vinilanilina (3- o 4-), vinilanisol,
acido vinilbenzoico (3-, 4-), cloruro de vinilbencilo, (vinilbencil) trimetilamonio vinilbifenilo, 4-vinilbenzociclobuteno (4-,
etc.), vinilantraceno (9-, etc.), 2-vinilnaftaleno, vinil-bifenilo (3-, 4-, etc.), etc. En modalidades particulares, el monémero
de estireno sustituido es un alquilestireno (p. ej., metilestireno) o un ferc-butilestireno En una modalidad, el PS
comprende al menos un monémero de estireno sustituido. Los sustituyentes pueden ser grupos no ionicos (p. €j.,
grupos metilo o terc-butilo). En otra realizaciéon especifica, los mondmeros de estireno en el poli(estireno) no estan
sustituidos.

Polimero hidrofilico no biodegradable sin carga

El polimero hidrofilico sin carga y no biodegradable que se puede usar con poli(estireno) en el copolimero en bloque
de la presente invencion incluye poli(6xido de etileno), poli(N-vinilpirrolidona), poli(etil oxazolina), poli(metil oxazolina),
y polimeros de oligoetilenglicol de alquil acrilato. En modalidades especificas, el polimero hidrofilico sin carga y no
biodegradable es poli(6xido de etileno).

El poli(6xido de etileno) (PEQO) para uso en la presente invencion tiene la férmula general: (-(O-CH2-CH2)n-, es decir -
(C2H40)n-) e incluye monémeros de Oxido de etileno no sustituidos y sustituidos/funcionalizados. A menos que se
defina especificamente lo contrario, el término "poli(dxido de etileno)" o PEO se usa en la presente genéricamente
para designar un PEO que comprende mondmeros de 6xido de etileno exclusivamente no sustituidos, una mezcla de
mondémeros sustituidos y no sustituidos o monémeros exclusivamente sustituidos. En una modalidad, el PEO
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comprende al menos un monoémero de 6xido de etileno sustituido. En otra modalidad, los mondémeros de 6xido de
etileno no estan sustituidos.

Proporcién de polimeros

Los pesos moleculares de los bloques PS y PEO (p. ej., dibloque PS-b-PEO o tribloque PEO-b-PS-b-PEQO) pueden
variar siempre que se mantenga la estructura y la estabilidad de la bicapa. Los inventores descubrieron que los
polimerosomas estables de PS/PEO se forman en una relaciéon de peso molecular promedio en nimero de PS/PEO
mayor que 1,0 y menor que 4 (ver p. ej., Ejemplos 6-13). En una realizacion especifica, la relacion es aproximadamente
1,1 o superior e inferior a 4. En otra realizacion especifica, la relacion es aproximadamente 1,2 o superior e inferior a
4. En otra realizacion especifica, la relacion es aproximadamente 1,3 o superior e inferior a 4. En otra realizacion
especifica, la relacion es aproximadamente 1,4 o superior e inferior a 4. En ofra realizacion especifica, la relacion es
superior a 1 y aproximadamente 3,9 o inferior. En una realizacion especifica, la relacién es aproximadamente 1,1 o
superior e inferior a 3,9. En otra realizacion especifica, la relacién es aproximadamente 1,2 o superior e inferior a 3,9.
En otra realizacion especifica, la relacién es aproximadamente 1,3 o superior e inferior a 3,9. En otra realizacion
especifica, la relacion es aproximadamente 1,4 o superior e inferior a 3,9. En otra realizacion especifica, la relacion es
superior a 1 y aproximadamente 3,8 o inferior. En una realizacion especifica, la relacion es aproximadamente 1,1 o
superior e inferior a 3,8. En otra realizacion especifica, la relacién es aproximadamente 1,2 o superior e inferior a 3,8.
En otra realizacion especifica, la relacién es aproximadamente 1,3 o superior e inferior a 3,8. En otra realizacion
especifica, la relacion es aproximadamente 1,4 o superior e inferior a 3,8. En otra realizacion especifica, la relacion es
superior a 1 y aproximadamente 3,7 o inferior. En una realizacion especifica, la relacion es aproximadamente 1,1 o
superior e inferior a 3,7. En otra realizacion especifica, la relacién es aproximadamente 1,2 o superior e inferior a 3,7.
En otra realizacion especifica, la relacion es aproximadamente 1,3 o superior e inferior a 3,7. En otra realizacion
especifica, la relacion es aproximadamente 1,4 o superior e inferior a 3,7. En otra realizacién especifica, la relacion es
superior a 1 y aproximadamente 3,6 o inferior. En una realizaciéon especifica, la relacion es aproximadamente 1,1 o
superior e inferior a 3,6. En otra realizacion especifica, la relacién es aproximadamente 1,2 o superior e inferior a 3,6.
En otra realizacion especifica, la relacién es aproximadamente 1,3 o superior e inferior a 3,6. En otra realizacion
especifica, la relacion es aproximadamente 1,4 o superior e inferior a 3,6. En otra realizacion especifica, la relacion es
superior a 1 y aproximadamente 3,5 o inferior. En una realizaciéon especifica, la relacién es aproximadamente 1,1 o
superior e inferior a 3,5. En otra realizacion especifica, la relacién es aproximadamente 1,2 o superior e inferior a 3,5.
En otra realizacion especifica, la relacién es aproximadamente 1,3 o superior e inferior a 3,5. En otra realizacion
especifica, la relacion es aproximadamente 1,4 o superior e inferior a 3,5. En otra realizacion especifica, la relacion es
superior a 1 y aproximadamente 3,4 o inferior. En una realizacion especifica, la relacion es aproximadamente 1,1 o
superior e inferior a 3,4. En otra realizacién especifica, la relacién es aproximadamente 1,2 o superior e inferior a 3,4.
En otra realizacién especifica, la relacion es aproximadamente 1,3 o superior e inferior a 3,4. En otra realizacion
especifica, la relacion es aproximadamente 1,4 o superior e inferior a 3,4. En otra realizacion especifica, la relacion es
superior a 1 y aproximadamente 3,3 o inferior. En una realizacion especifica, la relacion es aproximadamente 1,1 o
superior e inferior a 3,3. En otra realizacion especifica, la relacién es aproximadamente 1,2 o superior e inferior a 3,3.
En otra realizacion especifica, la relacién es aproximadamente 1,3 o superior e inferior a 3,3. En otra realizacion
especifica, la relacion es aproximadamente 1,4 o superior € inferior a 3,3. En otra realizacion especifica, la relaciéon es
superior a 1 y aproximadamente 3,2 o inferior. En una realizacion especifica, la relacién es aproximadamente 1,1 o
superior e inferior a 3,2. En otra realizacién especifica, la relacién es aproximadamente 1,2 o superior e inferior a 3,2.
En otra realizacién especifica, la relacion es aproximadamente 1,3 o superior e inferior a 3,2. En otra realizacion
especifica, la relacion es aproximadamente 1,4 o superior e inferior a 3,2. En otra realizacion especifica, la relacion es
superior a 1 y aproximadamente 3,2 o inferior. En una realizaciéon especifica, la relacién es aproximadamente 1,1 o
superior e inferior a 3,1. En otra realizacion especifica, la relacion es aproximadamente 1,2 o superior e inferior a 3,1.
En otra realizacion especifica, la relacién es aproximadamente 1,3 o superior e inferior a 3,1. En otra realizacion
especifica, la relacion es aproximadamente 1,4 o superior e inferior a 3,1. En una realizacién especifica, la relacion es
aproximadamente 1,1 o superior e inferior a 3. En otra realizacién especifica, la relacién es aproximadamente 1,2 o
superior e inferior a 3. En otra realizacion especifica, la relaciéon es aproximadamente 1,3 o superior e inferior a 3. En
otra realizacion especifica, la relacidon es aproximadamente 1,4 o superior e inferior a 3. En otra realizacion especifica,
la relacién es superior a 1 y aproximadamente 2,9 o inferior. En otra realizacion especifica, la relacion es
aproximadamente 1,1 o superior y aproximadamente 2,9 o inferior. En otra realizacion especifica, la relacion es
aproximadamente 1,2 o superior y aproximadamente 2,9 o inferior. En otra realizacion especifica, la relacion es
aproximadamente 1,3 o superior y aproximadamente 2,9 o inferior. En otra realizaciéon especifica, la relacion es
aproximadamente 1,4 o superior y aproximadamente 2,9 o inferior. En otra realizacion especifica, la relacion es
superior a 1 y aproximadamente 2,8 o inferior. En otra realizaciéon especifica, la relacion es aproximadamente 1,1 o
superior y aproximadamente 2,8 o inferior. En otra realizacion especifica, la relacién es aproximadamente 1,2 o
superior y aproximadamente 2,8 o inferior. En otra realizacién especifica, la relacién es aproximadamente 1,3 o
superior y aproximadamente 2,8 o inferior. En otra realizacion especifica, la relacién es aproximadamente 1,4 o
superior y aproximadamente 2,8 o inferior. En otra realizacion especifica, la relaciébn es superior a 1 y
aproximadamente 2,7 o inferior. En otra realizacion especifica, la relacion es mayor que aproximadamente 1,1 y
aproximadamente 2,7 o inferior. En una realizacién especifica, la relacion esta entre aproximadamente 1,2 y
aproximadamente 2,7 o inferior. En una realizacion especifica, la relacion es aproximadamente 1,3 o superior y
aproximadamente 2,7 o inferior. En una realizacion especifica, la relacion es aproximadamente 1,4 o superior y
aproximadamente 2,7 o inferior. En otra realizaciéon especifica, la relaciéon es superior a 1 y aproximadamente 2,6 o

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2812820713

inferior. En otra realizacion especifica, la relacion es mayor que aproximadamente 1,1 y aproximadamente 2,6 o
inferior. En una realizacién especifica, la relacion esta entre aproximadamente 1,2 y aproximadamente 2,6 o inferior.
En una realizacion especifica, la relacion es aproximadamente 1,3 o superior y aproximadamente 2,6 o inferior. En
una realizacion especifica, la relacion es aproximadamente 1,4 o superior y aproximadamente 2,6 o inferior. En otra
realizacion especifica, la relacion es superior a 1 y aproximadamente 2,5 o inferior. En otra realizacion especifica, la
relacion es mayor que aproximadamente 1,1 y aproximadamente 2,5 o inferior. En una realizacion especifica, la
relacion esta entre aproximadamente 1,2 y aproximadamente 2,5 o inferior. En una realizacién especifica, la relacion
es aproximadamente 1,3 o superior y aproximadamente 2,5 o inferior. En una realizacion especifica, la relacion es
aproximadamente 1,4 o superior y aproximadamente 2,5 o inferior. En otra realizacion especifica, la relacion es
superior a 1 y aproximadamente 2,4 o inferior. En otra realizacion especifica, la relacion es mayor que
aproximadamente 1,1 y aproximadamente 2,4 o inferior. En una realizacion especifica, la relacion esta entre
aproximadamente 1,2 y aproximadamente 2,4 o inferior. En una realizacion especifica, la relaciéon es aproximadamente
1,3 o superior y aproximadamente 2,4 o inferior. En una realizacién especifica, la relacién es aproximadamente 1,4 o
superior y aproximadamente 2,4 o inferior. En otra realizacion especifica, la relaciébn es superior a 1 y
aproximadamente 2,3 o inferior. En otra realizacion especifica, la relacién es mayor que aproximadamente 1,1 y
aproximadamente 2,3 o inferior. En una realizacion especifica, la relacion estd entre aproximadamente 1,2 y
aproximadamente 2,3 o inferior. En una realizacién especifica, la relacion es aproximadamente 1,3 o superior y
aproximadamente 2,3 o inferior. En una realizacién especifica, la relacion es aproximadamente 1,4 o superior y
aproximadamente 2,3 o inferior. En otra realizacién especifica, la relaciéon es superior a 1 y aproximadamente 2,2 o
inferior. En otra realizacion especifica, la relacion es mayor que aproximadamente 1,1 y aproximadamente 2,2 o
inferior. En una realizacion especifica, la relacién esta entre aproximadamente 1,2 y aproximadamente 2,2 o inferior.
En una realizacion especifica, la relacién es aproximadamente 1,3 o superior y aproximadamente 2,2 o inferior. En
una realizacion especifica, la relacion es aproximadamente 1,4 o superior y aproximadamente 2,2 o inferior. En otra
realizacién especifica, la relacion es superior a 1 y aproximadamente 2,1 o inferior. En otra realizacion especifica, la
relaciébn es mayor que aproximadamente 1,1 y aproximadamente 2,1 o inferior. En una realizacién especifica, la
relaciéon esta entre aproximadamente 1,2 y aproximadamente 2,1 o inferior. En una realizacién especifica, la relacion
es aproximadamente 1,3 o superior y aproximadamente 2,1 o inferior. En una realizacién especifica, la relacién es
aproximadamente 1,4 o superior y aproximadamente 2,1 o inferior. En otra realizacion especifica, la relacion es
superior a 1 y aproximadamente 2,0 o inferior. En ofra realizacién especifica, la relacion es mayor que
aproximadamente 1,1 y aproximadamente 2,0 o inferior. En una realizacion especifica, la relacion esta entre
aproximadamente 1,2 y aproximadamente 2,0 o inferior. En una realizacion especifica, la relacién es aproximadamente
1,3 o superior y aproximadamente 2,0 o inferior. En una realizacion especifica, la relacion es aproximadamente 1,4 o
superior y aproximadamente 2,0 o inferior.

Sin limitar la generalidad de las declaraciones anteriores, la presente invencion abarca los PEO que tienen un peso
molecular de entre aproximadamente 400 g/mol hasta 20,000 g/mol. Sin embargo, los solicitantes no tienen ninguna
razén para esperar que el PEO de mayor peso molecular no pueda usarse de manera efectiva en las presentes
invenciones. Los polimeros de menor peso pueden ser mas faciles de manipular. Tipicamente, el peso molecular del
PEO esta entre 1000 y 5000 g/mol. El peso molecular de PS se selecciona para satisfacer la relacion descrita
anteriormente. De acuerdo con la presente invencién, cuando el PEO tiene un peso molecular de aproximadamente
p. ej., 20 000 g/mol, el peso molecular de PS es inferior a aproximadamente 60 000 g/mol.

Propiedades de los polimerosomas hechos de un polimero hidrofébico sin carga no biodegradable + un polimero
hidrofilico no biodegradable sin carga (copolimeros di- o tribloque (p. ej., PS-b-PEO o copolimeros PEO-b-PS-b- PEQO))

Sin estar limitado por esta hipétesis, se cree que la fuerte interaccién del polimero altamente hidréfobo (p. )., aromatico
(p. €j., PS) con la capacidad de realizar interacciones de apilamiento pi) en la membrana de la vesicula proporciona
resistencia contra fluidos gastrointestinales y excipientes comprendidos en formulaciones topicas tales como aceites
y tensioactivos. De hecho, las vesiculas hechas de lipidos (liposomas) u otros copolimeros de dibloque anfifilicos como
el poli(butadieno):b-poli(6xido de etileno) (PBD-b-PEO, conocido ademas como poli(butadieno)-b-poli(etilenglicol),
PBD-b-PEG; y poli(2-metiloxazolina)-b-poli(dimetilsiloxano)-b-poli(2-metiloxazolina), PMOXA-b-PDMS-b-PMOXA) no
pueden captar el amoniaco en amortiguadores simples (ver p. ej., Ejemplo 3), o pueden absorber amoniaco en
amortiguadores simples pero pierden sus propiedades secuestrantes en medios que imitan los fluidos intestinales (ver
p. €j., Ejemplos 1y 2).

Método de preparacién de polimerosomas.

Preparacion de copolimero.

Se puede usar cualquier método conocido para hacer copolimeros. Los copolimeros usados en los ejemplos descritos
en la presente descripcion se compraron en Advanced Polymer Materials Inc (PS-b-PEO y PMOXA-b-PDMS-b-
PMOXA) y Polymer Source Inc (PBD-b-PEQ).

Preparacién de polimerosomas
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El copolimero se disuelve en un disolvente organico para formar una fase organica, y esta Ultima se mezcla con la
solucién acida acuosa (p. €j., acido citrico) (fase acuosa). Sin estar limitado, se cree que la mezcla permite una
dispersion fina del polimero en la fase acuosa y la formacion posterior de polimerosomas estables. La etapa de
mezclado puede realizarse a través de diferentes técnicas. Por ejemplo, una emulsién de aceite en agua (o/w) (es
decir, la fase de disolvente organico que contiene el polimero (es decir, la fase oleosa) en solucion acuosa acida (es
decir, fase acuosa)), una evaporacién en fase inversa, una nanoprecipitaciéon o un método de doble emulsién, puede
usarse para mezclar la fase organica que contiene el polimero y la fase acuosa.

En el método de emulsion o/w, el disolvente organico que contiene el polimero se mezcla con la fase acida acuosa
bajo sonicacién durante un tiempo y tiempo suficientes para formar una emulsiéon. En los ejemplos a continuacion, la
fase acuosa se saturd con el disolvente organico bajo agitacion durante 30 minutos antes de la adicion de la fase del
disolvente organico que contiene el polimero. Posteriormente, la fase del disolvente organico que contiene el polimero
se adiciono a la fase acuosa que contiene el acido bajo sonicacion durante 3 minutos en un bario de hielo (para reducir
el calor producido por el sonicador), usando los siguientes parametros especificos de la maquina: amplitud 70, ciclo
0,75 (UP200H, 200W, 24 kHz, y tecnologia de ultrasonido Hielscher). Se puede usar cualquier método conocido en la
técnica para crear una emulsion. El uso de la sonicacion, asi como los parametros especificos de sonicacién y el
tiempo apropiado para producir una emulsién dependeran de la técnica de emulsién usada. La emulsién no necesita
ser estable en los métodos de preparacion de la presente invencion.

En el método de evaporaciéon de fase inversa, se sonica un sistema de dos fases que comprende un disolvente
organico que contiene el polimero y una fase acuosa que contiene el acido, formando una emulsiéon de agua en aceite
(w/o). La fase externa se evapora a presion reducida hasta que se forma un estado viscoso similar a un gel. Los
polimerosomas se forman al colapsar el estado de gel (Szoka y Papahadjopoulos. PNAS 1978; 75:4194-4198)

En el método de nanoprecipitacion, los polimeros se disuelven en un disolvente organico adecuado, al que se agrega
lentamente agua que contiene el acido.

En el método de doble emulsion, los polimerosomas se forman en una emulsion doble w/o/w que contiene una fase
interna acuosa que contiene acido, un disolvente organico total o parcialmente inmiscible en agua que contiene el
polimero en la fase intermedia y una fase externa acuosa.

El disolvente organico se elimina posteriormente del polimerosoma usando cualquier técnica conocida. El disolvente
se elimina antes de la administracién para evitar la ingestion perjudicial de disolvente o la exposicién a la piel por parte
del sujeto. Sin estar limitado, se puede usar una aplicacioén de presion inferior a la ambiente, calor, filtracion, filtracion
de flujo cruzado, dialisis 0 una combinacién de estos métodos para eliminar el disolvente.

Después de la eliminacion del disolvente organico, los polimerosomas se pueden usar tal cual (con una solucién acida
acuosa exterior y en el interior de los polimerosomas), purificarse para cambiar la composicion del medio no
encapsulado y/o secarse adicionalmente mediante procedimientos convencionales de secado farmacéutico (p. ej.,
liofilizacion, secado por pulverizacién). La etapa de secado permitiria la preparacién de una forma de dosificacion
sélida (polvo o capsulas o comprimido), la cual es mas facil de almacenar y transportar. Cuando los polimerosomas
se destinan para la administracién por via oral, los polimerosomas secos podrian dispersarse nuevamente en un medio
acuoso (p. ej., agua, zumo) o tomados como estan por el paciente (p. ej., capsula, comprimido). Cuando los
polimerosomas estan destinados a administrarse por via topica, los polimerosomas pueden dispersarse en cualquier
formulacion tépica relevante, como una solucién acuosa, gel, espuma o una emulsién, como locion o crema. En todas
estas formas (como estan, purificados y/o secados), el niucleo del polimerosoma contiene el acido. Este acido
proporciona el gradiente de pH transmembrana al polimerosoma cuando esta dentro del tracto gastrointestinal o en la
formulacion sobre la piel. Los polimerosomas asi formados de la presente invencion contienen acido, potencialmente
una sal (es decir, acido parcialmente desprotonado con un contraién tal como sodio, potasio o calcio) que se puede
adicionar durante la preparacién del polimerosoma para ajustar el pH y/o la osmolaridad en el nucleo, y, en su forma
hidratada, los polimerosomas también contienen agua.

Cuando los polimerosomas estan hidratados (es decir, que contienen un nucleo acido acuoso), el pH en su nucleo
esta generalmente entre aproximadamente 1y 6 (1, 1,5, 2, 2,5, 3, 3,5, 4, 4,5, 5, 5,5 0 6). En una realizacién especifica,
esta entre aproximadamente 1 y aproximadamente 5, entre aproximadamente 1 y aproximadamente 4,5, entre
aproximadamente 1y aproximadamente 4, entre aproximadamente 1,5 y aproximadamente 5, entre aproximadamente
1,5 y aproximadamente 4,5, entre aproximadamente 1,5 y aproximadamente 4, entre aproximadamente 2 y
aproximadamente 5, entre aproximadamente 2 y aproximadamente 4.5, entre aproximadamente 2 y aproximadamente
4, entre aproximadamente 2,5 y aproximadamente 5, entre aproximadamente 2,5 y aproximadamente 4,5, entre
aproximadamente 2,5 y aproximadamente 4, entre aproximadamente 3 y aproximadamente 5, entre aproximadamente
3 y aproximadamente 4,5, y entre aproximadamente 3 y aproximadamente 5.

Aunque no es necesario para la estabilidad de los polimerosomas de la presente invencion, también pueden ser
reticulados. Por ejemplo, una reaccion de Friedel-Crafts con el agente de reticulacion dicloruro de p-xilileno, 1,4-bis-
clorometil-difenilo, monoclorodimetiléter, dimetilformal, tris-(clorometil)-mesitileno, o p,p'-bis-clorometil-I,4-
difenilbutano puede usarse para reticular el poli(estireno) (Davankov y Tsyurupa, Reactive Polymers 1990; 13: 27-42).
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Disolvente

El disolvente usado en la presente invencion disuelve el copolimero, y el disolvente que contiene el polimero se mezcla
luego con la fase acuosa acida. Durante la etapa de mezclado (p. gj., emulsion o/w), se forma una fina dispersién del
polimero en la fase acuosa. Después de la etapa de mezclado, se elimina el disolvente (p. ej., se evapora) para
asegurar que los pacientes/sujetos no lo ingieran.

Se puede usar una concentracion de aproximadamente 2 % a aproximadamente 40 % (v/v) de la relacion de la fase
disolvente/fase acuosa. En una realizaciéon especifica, la relacion de fase disolvente/fase acuosa es de
aproximadamente 5 % hasta 30 % (v/v). En otra realizacién especifica, la relacion de fase disolvente/fase acuosa es
de aproximadamente 5 % a 20 % (v/v). En otra realizaciéon especifica, la relacién de fase disolvente/fase acuosa es
de aproximadamente 5 % a 15 % (v/v). En otra realizacion especifica, la relacién de fase disolvente/fase acuosa es
de aproximadamente 10 % (v/v). En una realizacion especifica, la relacion de fase disolvente/fase acuosa en la
emulsion resultante es de aproximadamente 9 % (v/v).

En modalidades especificas, el disolvente es un disolvente organico.

Sin estar limitado, el disolvente puede ser un disolvente clorado (p. €j., diclorometano ver p. gj., Ejemplos 5-6, 8-10,
12; o cloroformo, ver p. gj., Ejemplo 7), areno o derivado de areno (p. €j., tolueno, ver p. ej., Ejemplo 6), disolvente
alifatico o derivado de disolvente alifatico (p. ej., hexano, 1-hexanol), cetona o derivado de cetona (p. ., 2-hexanona),
éter o derivado de éter (p. ¢/., dietiléter) o mezclas de los mismos (p. €j., cuando se usa una técnica de emulsién o/w,
doble emulsidon w/o/w o de evaporacion de fase inversa).

En una realizacion especifica, cuando se usa una emulsion o/w para mezclar la fase organica que contiene el polimero
y la fase acuosa, los disolventes Utiles para la presente invenciéon son disolventes organicos inmiscibles en agua o
parcialmente inmiscibles en agua. Sin estar limitados, tales disolventes incluyen p. ej., diclorometano ver p. ej.,
Ejemplos 5-6, 8-10, 12; o cloroformo, ver p. ej., Ejemplo 7), areno o derivado de areno (p. €j., tolueno, ver p. gj.,
Ejemplo 6), disolvente alifatico o derivado de disolvente alifatico (p. ej., hexano, 1-hexanol), cetona o derivado de
cetona (p. €., 2-hexanona), éter o derivado de éter (p. ¢j., dietiléter) o mezclas de los mismos.

Acido y solucién acida.

La solucién acida en el nucleo del polimerosoma tiene preferiblemente una alta capacidad de amortiguacién a un pH
bajo para una alta retencién de compuestos bésicos (p. ej., amoniaco, TMA, DMA). El acido no es téxico para los
animales y no (o solo débilmente) penetra en la membrana del polimerosoma.

Sin estar limitado, el acido contenido en el nicleo del polimerosoma es (i) un hidroxiacido tal como acido citrico, acido
isocitrico, acido malico, acido tartarico o acido lactico; (ii) un acido graso de cadena corta tal como acido acético; (iii)
un acido de azucar tal como acido urénico; (iv) un acido dicarboxilico tal como acido malénico; (v) un acido tricarboxilico
tal como acido propano-1,2,3-tricarboxilico o acido aconitico; (vi) un acido tetracarboxilico tal como acido 1,2,3,4-
butanotetracarboxilico; (vii) un acido pentacarboxilico tal como &cido 1,2,3,4,5-pentanopenotacarboxilico; (viii) un
poli(acido carboxilico) polimérico tal como poli (acido acrilico) o poli(acido metacrilico); (ix) un acido
poliaminocarboxilico tal como acido etilendiaminotetraacético; o (x) una combinacién de al menos dos de los mismos.
En una realizacion especifica, se usa el acido citrico. Aunque algunos de los acidos enumerados anteriormente pueden
tener ciertas actividades farmacologicas, a ciertas dosis, el acido encapsulado usado en el polimerosoma de la
presente invencion no esta destinado a ejercer una funciéon farmacolégica o de formacién de imagenes directa, sino
que se usa Unicamente para crear el gradiente de pH transmembrana. La presente invenciéon abarca el uso de
cualquiera de los acidos citados anteriormente, tengan o no ciertas actividades farmacolédgicas. Sin embargo, de
acuerdo con ciertas modalidades o aspectos de la presente invencion, el acido puede no ser un acido, que no sea
ninguno de los acidos enumerados anteriormente, que se conoce como antibiético, farmaco anticancerigeno, farmaco
antihipertensivo, farmaco antifungico, un farmaco ansiolitico, un farmaco antiinflamatorio, un farmaco
inmunomodulador, un farmaco antiviral o un agente hipolipemiante.

En modalidades especificas, la concentracién de acido usada en el método puede variar entre 50 y 700 mM. Cuando
se usa acido citrico, se usa de manera 6ptima una solucién de acido citrico de entre aproximadamente 100 mM y 600
mM con una osmolalidad entre 50 y 800 mOsmol/kg (ver la Figura 12). En otra realizacion especifica, la osmolalidad
esta entre 100 y 750 mOsmol/kg. En otra realizacion especifica, la osmolalidad esta entre 100 y 700 mOsmol/kg. En
otra realizacion especifica, la osmolalidad esta entre 115 y 700 mOsmol/kg.

El acido dentro del nucleo esté presente en una concentracion que produce un pH entre 1y 6, cuando el polimerosoma
se hidrata.

Método de uso

Los polimerosomas de gradiente de pH transmembrana de la presente invencion pueden usarse en el tratamiento
entérico (por ejemplo, oral, intracolénico, rectal) o topico de una enfermedad o trastorno relacionado con el amoniaco
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o su analogo metilado, o sintomas del mismo (p. ej., hiperamonemia (entérica) o trimetilaminuria (entérica o tépica) en
un sujeto que lo necesite.

Como se usa en la presente descripcion, una "enfermedad o trastorno relacionado conamoniaco o analogos metilados
de amoniaco, o un sintoma de los mismos" incluye hiperamonemia (p. €j., inducida por insuficiencia hepatica),
encefalopatia hepatica, cirrosis hepatica, falla hepatica aguda, falla hepatica aguda crénica, bypass portosistémico,
derivacién portosistémica, hiperamonemia inducida por farmacos, deficiencia congénita en el metabolismo hepatico
del amoniaco (hiperamonemia primaria), deficiencia congénita que afecta el metabolismo hepatico del amoniaco
(hiperamonemia secundaria), trimetilaminuria, una enfermedad cardiovascular asociada a TMA (p. gj., aterosclerosis,
enfermedad arterial periférica, enfermedad coronaria, infarto de miocardio), una enfermedad renal asociada a TMA (p.
ej., fibrosis y disfuncion tubulointersticial renal, insuficiencia renal, mortalidad asociada a enfermedad renal crénica) o
vaginosis bacteriana asociada a TMA, o un sintoma de las mismas. Como se usa en la presente descripcion en relacion
con la enfermedad asociada al amoniaco o sus analogos metilados, los términos "un sintoma de la misma" incluyen
mal olor (de p. ej., piel y/u orina y/o aire expirado y/o vagina).

Los polimerosomas se pueden administrar entéricamente al sujeto en diferentes formas de dosificacién p. ej., podria
dispersarse en un medio acuoso (p. €j., agua, zumo) o tomado en su forma seca como esta por el sujeto (p. €j.,
capsula, comprimido). Los polimerosomas seran excretados a fravés de las heces. Los polimerosomas se pueden
ademas administrar tdpicamente al sujeto en diferentes formas de dosificaciéon p. gj., podrian dispersarse en una
formulacion topica como una solucion acuosa, una espuma, un gel o una emulsion (p. ej., o/w o w/o) (p. €j., locion,
crema).

Como se usa en la presente descripcion, los términos "sujeto” o "sujeto que lo necesita" se refieren a un sujeto que se
beneficiaria de recibir una cantidad efectiva de los polimerosomas o la composiciéon de los mismos de la presente
invencion. Se refiere a un animal, mamifero y a un humano en una realizacién especifica. Las composiciones de la
presente invencién se pueden usar ademas para aplicaciones veterinarias y se pueden usar en mascotas u otros
animales (por ejemplo, mascotas como gatos, perros, caballos, etc., y ganado, peces, cerdos, aves de corral, etc.). En
una realizacién especifica, el sujeto sufre de hiperamonemia (p. €j., inducida por insuficiencia hepatica). En una
realizacion especifica, el sujeto sufre de encefalopatia hepatica, cirrosis hepatica, insuficiencia hepatica aguda,
insuficiencia hepatica aguda crénica, derivacion portosistémica, operacion portosistémica, hiperamonemia inducida
por farmacos, deficiencias congénitas en el metabolismo hepatico del amoniaco (hiperamonemia primaria) o
deficiencias congénitas que afectan el metabolismo hepatico del amoniaco (hiperamonemia secundaria), o cualquier
sintoma de las mismas. En otra realizacion especifica, el sujeto sufre de trimetilaminuria, una enfermedad
cardiovascular asociada a TMA, una enfermedad renal asociada a TMA, una vaginosis bacteriana asociada a TMA o
cualquier sintoma de las mismas.

Los polimerosomas de la presente invencion pueden almacenarse como un liquido (p. ej., suspension liquida), un
semisolido (p. ., emulsion como locién o crema) o en forma sélida (p. €j., polvo, capsula, comprimido, supositorio).

La presente invencién se refiere ademas al uso de los polimerosomas y/o composiciones en la preparacion de un
medicamento.

La presente invencion se refiere ademas a composiciones farmacéuticas que comprenden los polimerosomas
anteriores de la invencion.

Sin estar limitados, los polimerosomas o las composiciones de los mismos de la invencién pueden administrarse a
través de una ruta entérica (es decir, a través del tracto gastrointestinal) o una ruta tépica. Cuando se usa la ruta oral,
por ejemplo, los polimerosomas pueden estar en forma p. gj., de comprimidos, comprimidos recubiertos, capsulas o
suspensiones de gelatina dura o blanda. Cuando la ruta rectal/intracol6nica, por ejemplo, los polimerosomas pueden
estar en forma p. ej., de supositorios 0 suspensiones. Cuando se usa la ruta tépica, por ejemplo, los polimerosomas
pueden estar en forma de una emulsion (p. )., o/w 0 w/o) como una locidén o crema, geles y espumas, 0 una solucion
acuosa.

Las composiciones de la invencidon pueden contener un vehiculo farmacéuticamente aceptable que incluye, sin
limitacion, soluciones acuosas o0 no acuosas. Los ejemplos de disolventes no acuosos incluyen, sin limitacion,
propilenglicol, polietilenglicol, emulsiones, etc. Los vehiculos acuosos incluyen, sin limitacién, agua, alcohol, solucién
salina y soluciones amortiguadoras. Los vehiculos farmacéuticamente aceptables pueden ademas incluir vehiculos
acuosos fisiologicamente aceptables (p. ej., soluciones azucaradas, solucion salina) u otros vehiculos conocidos
apropiados para las rutas entéricas o tdpicas.

Para la preparacién de comprimidos, comprimidos recubiertos o capsulas de gelatina dura, los polimerosomas de la
presente invencion pueden mezclarse con cualquier excipiente y/o vehiculo farmacéuticamente inerte, inorganico u
organico conocido. Los ejemplos de excipientes/vehiculos adecuados incluyen lactosa, almidén de maiz o derivados
del mismo, talco o acido estearico o sus sales.
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Para la preparacion de suspensiones (las formas liquidas son suspensiones porque los polimerosomas no son solubles
en agua), los excipientes que pueden usarse incluyen, por ejemplo, agua, polioles, sacarosa, azucar invertido y
glucosa.

Para la preparacion de la emulsién, los polimerosomas de la presente invencidon pueden mezclarse con cualquier
excipiente y/o vehiculo farmacéuticamente inerte, inorganico u organico conocido. Los ejemplos de
excipientes/vehiculos adecuados incluyen agua, tensioactivos (por ejemplo, polisorbatos, ésteres de sorbitan,
laurilsulfato de sodio, etc.), aceites (por ejemplo, aceites minerales o vegetales).

Las composiciones de la presente invencion pueden contener ademas agentes conservantes, agentes estabilizantes,
agentes humectantes, edulcorantes, colorantes, odorantes, sales para la variacion de la presibn osmética,
amortiguadores o antioxidantes. Ademas pueden contener otros agentes terapéuticamente activos.

Es un requisito previo que todos los excipientes usados en la fabricacion de las composiciones de la presente
invenciéon, como los vehiculos, no sean téxicos y, en general, sean farmacéuticamente aceptables. Como se usa en
la presente descripcion, "farmacéuticamente aceptable" tal como vehiculo, excipiente, etc. farmacéuticamente
aceptable, significa farmacolégicamente aceptable y sustancialmente no téxico para el sujeto al que se administra la
composicion particular de la presente invencion.

Terapia de combinacién

Los polimerosomas de la invencion pueden ademas administrarse en una terapia de combinacion, es decir, combinada
con al menos otro agente activo o terapia para administracion simultanea o secuencial. La terapia de combinacion
puede incluir un polimerosoma o composicion de la presente invencion combinada con al menos otro agente o terapia
para el tratamiento de la enfermedad o trastorno o sintoma asociado al amoniaco o su analogo metilado.

Por ejemplo, la terapia de combinacién puede incluir un polimerosoma o composicién de la presente invencion
combinada con al menos otro agente o terapia anti-hiperamonemia o con un medicamento o terapia usada para la
prevencién o el tratamiento de al menos otro sintoma de una enfermedad o afeccion del sujeto que tiene
hiperamonemia. En este contexto, los ejemplos de ingredientes activos o terapias que pueden administrarse en
combinacién (simultanea o secuencialmente) con los polimerosomas o composiciones de la presente invencion
incluyen lactulosa, rifaximina, fenilbutirato de glicerol, lactitol, un aminoacido de cadena ramificada, neomicina,
metronidazol, un probi6tico, un inhibidor de glutaminasa, L-ornitina-L-aspartato, hemodidlisis, didlisis peritoneal,
fenilbutirato de sodio, fenilacetato de sodio/benzoato de sodio o acido carglumico.

Como otro ejemplo, la terapia de combinacién puede incluir un polimerosoma o composicion de la presente invencion
combinada con al menos otro agente o terapia anti-trimetilaminuria o con un medicamento o terapia usada para la
prevencién o el tratamiento de al menos otro sintoma de una enfermedad o afeccion del sujeto que tiene
trimetilaminuria. En este contexto, los ejemplos de ingredientes activos o terapias que pueden administrarse en
combinacién (simultanea o secuencialmente) con los polimerosomas o composiciones de la presente invencidon
incluyen ciertos antibiéticos aplicados por via oral (p. €j., neomicina, metronidazol), carb6n activado y jabén acido.

Kits

Ademas dentro del alcance de la invencion estan los kits que comprenden al menos un tipo de polimerosomas o
composiciones de la presente invencion e instrucciones para su uso. El kit puede contener ademas al menos un
reactivo adicional o uno o mas tipos adicionales de polimerosomas de la invencién. Los kits tipicamente incluyen una
etiqueta que indica el uso pretendido de los contenidos del kit. El término etiqueta incluye cualquier escritura,
materiales de inscripcion suministrados en o con el kit, 0 que de otra manera acompafia al kit. El kit puede comprender,
ademas, uno o0 mas recipientes, reactivos, dispositivos de administracién.

Dosificacion

Las dosis en las que se administran los polimerosomas o las composiciones de los mismos de la invencion dependeran
de muchos factores que incluyen la edad, otros medicamentos tomados por sujeto (por ejemplo, para otras
enfermedades o afecciones) y otros factores clinicamente relevantes. Tipicamente, la cantidad de los polimerosomas
o0 composiciones de los mismos de la invencion contenida dentro de una dosis Unica sera una cantidad que trata
efectivamente la enfermedad o trastorno asociado con el amoniaco y su analogo metilado o sintoma de los mismos
(por ejemplo, hiperamonemia, trimetilaminuria) sin inducir una toxicidad significativa.

La cantidad efectiva de los polimerosomas o composiciones de los mismos de la invencion también se puede medir
directamente. La cantidad efectiva puede administrarse diaria 0 semanalmente o fracciones de la misma. Tipicamente,
la dosis de polimerosomas de la presente invencién expresada en términos de masa de copolimero en bloque varia
de aproximadamente 1 mg a aproximadamente 500 mg por kg de peso corporal por dia (p. €., 1 mg, 10 mg, 50 mg,
100 mg o 250 mg/kg de peso corporal por dia). Las dosis se pueden proporcionar en un régimen de dosis unica o
multiple. Por ejemplo, en algunas modalidades, la cantidad efectiva puede variar de aproximadamente 250 mg a
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aproximadamente 500 mg por dia, de aproximadamente 500 mg a aproximadamente 1000 mg por dia,
aproximadamente 1 gramo por dia, aproximadamente 2-12 gramos por dia, de aproximadamente 14 g a
aproximadamente 86 gramos de la composicién por semana, etc.

La presente invenciéon abarca cualquier combinacion de los copolimeros en bloque descritos en la presente
descripcion, o composiciones que los comprenden, en las relaciones descritas en la presente descripcion, preparadas
usando el disolvente y las soluciones acidas o acidos descritas en la presente descripcion usando las técnicas de
mezclado de la fase organica y la fase acuosa descritas anteriormente.

El uso de los términos "un", "una" y "el/la" y referentes similares en el contexto de la descripcion de la invencion
(especialmente en el contexto de las siguientes reivindicaciones) se debe interpretar que abarcan tanto el singular
como el plural, a menos que se indique de cualquier otra manera en la presente descripcion o se contradiga
evidentemente por el contexto.

Los términos "que comprende”, "que tiene", "que incluye" y "que contiene" deben interpretarse como términos abiertos
(es decir, que significan "que incluye pero sin limitarse a") a menos que se indique lo contrario.

La relacién de intervalos de valores en la presente descripcion solo pretende servir como un método de escritura
rapido para referirse individualmente a cada valor separado comprendido dentro del intervalo, a menos que se indique
de otra forma en la presente descripcion, y cada valor separado se incorpora en la descripcion como si se indicara
individualmente en la presente descripcion. Todos los subconjuntos de valores dentro de los intervalos se incorporan
ademas en la descripcion como si se mencionaran individualmente en la presente descripcion.

Todos los métodos que se describen en la presente descripcion pueden llevarse a cabo en cualquier orden adecuado
a menos que se indique de otra manera en la presente descripcion o que el contexto lo contradiga claramente de otra
manera.

El uso de cualquiera y de todos los ejemplos, o lenguaje ilustrativo (por ejemplo, “tal como”) proporcionados en la
presente descripcion simplemente tiene el propésito de ilustrar mejor la invencion y no representan una limitacién en
el alcance de la invencion al menos que se reivindique de cualquier otra forma.

Ningun lenguaje en la descripcion debe interpretarse como que indica cualquier elemento no reivindicado como
esencial para la practica de la invencién.

En la presente descripcion, el término "aproximadamente" tiene su significado habitual. En las realizaciones, puede
significar mas o menos 10 % del valor numérico calificado.

A menos que se especifique de cualquier otra manera, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente
descripcion tienen el mismo significado que el conocido cominmente por el experto en la técnica a la que pertenece
esta invencion.

La presente invencion se ilustra en mayor detalle mediante los siguientes ejemplos no limitantes.

EJEMPLO 1: Absorcion de amoniaco in vitro por liposomas preparados usando un método de hidratacion de
peliculas

Preparacion de liposomas. Liposomas compuestos de (i) 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC) o 1,2-
diestearoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DSPC), (ii) colesterol y (iii) 1,2-diestearoil-sn-glicero-3-fosfoetanol-amina-N-
[metoxi (PEO) -2000] (DSPE-PEQ) a 54:45:1 en % moles fueron preparados mediante el método de hidrataciéon de
peliculas. Se prepararon soluciones madre de DPPC 36,7 mg/mL, DSPC 39,5 mg/mL, colesterol 19,3 mg/mL y DSPE-
PEO 13,9 mg/mL en cloroformo.

Para los liposomas DSPC, se adicionaron 8,2 mg de colesterol, 20,2 mg de DSPC y 1,3 mg de DSPE-PEO como
soluciones madre de cloroformo a un vial de vidrio. Para los liposomas DPPC, se adicionaron 19,7 mg de DPPC, 8,7
mg de colesterol y 1,4 mg de DSPE-PEO como soluciones madre de cloroformo a un vial de vidrio. El disolvente
organico se eliminé posteriormente mediante flujo de nitrdgeno durante 2h y se almacen6 al vacio durante la noche.
La pelicula seca se hidraté con 1 ml de solucién de &cido citrico 250 mM a pH 2,0 a 300 mOsmol/kg (concentracion
de lipidos = 29,8 mg/mL) mientras se calentaba a 55 °C y se mezclaba lentamente hasta que la pelicula de lipidos ya
no fuera visible. Los liposomas encapsulan la solucién de acido citrico de pH 2. Al final del proceso, hay acido citrico
dentro y fuera de los liposomas.

Absorcién de amoniaco in vitro. El gradiente de pH transmembrana se generd en celdas de difusién horizontales
mantenidas a 37 °C por dilucién en un amortiguador de fosfato (concentracion final 50 mM) con ajuste a pH 6,8 y 300
mOsmol/kg en ausencia y presencia de sales biliares colato de sodio (SC) y desoxicolato de sodio (SDC, ambos de
25 mM). El sistema de doble camara se separd por una membrana de policarbonato (tamafio de poro = 50 nm),
aislando fisicamente los liposomas en un lado. Las concentraciones de lipidos y amoniaco dentro de las celdas de
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difusion fueron de 1,75 mg/mL y 1,5 mM, respectivamente. En el tiempo asignado, se tomaron alicuotas de 40 L del
compartimento libre de liposomas y la concentracion de amoniaco se determiné mediante la reaccién de Berthelot
usando cantidades equivolumétricas de solucion alcalina de hipoclorito de sodio y soluciéon de fenol-nitroprusiato. La
capacidad de absorcion de amoniaco se cuantificé usando la ecuacion 1:

Amoniaco encapsulado [pmol] Amoniaco total [pmol] — Amoniaco libre [pmol]
Capacidad de absorcion de amoniaco = =
Masa total de lipidos [g] Masa total de lipidos [g] Ec.1

Las formulaciones de liposomas fueron capaces de capturar amoniaco en un amortiguador de fosfato pero no en un
medio que contiene sal biliar (n=3). Los resultados se reportan en la Figura 1. Cada punto en el gréafico representa el
promedio del grupo n=3 y las barras de error representan la desviacion estandar.

EJEMPLO 2: Absorcion de amoniaco in vitro por polimerosomas PBD-b-PEO con unarelacion de Mw promedio
en numero de PBD/PEO de aproximadamente (es decir, redondeado a un decimal) 1,7 preparados mezclando
la fase de disolvente organico que contiene el polimero con la fase acida acuosa usando diclorometano como
disolvente organico

Preparacion de polimerosomas. Los polimerosomas de PBD-b PEO se produjeron usando un método de emulsion de
aceite en agua (o/w). Mas particularmente, sesenta mg de PBD-b-PEO (relacion de peso molecular promedio en
numero (Mw) de PBD/PEO de aproximadamente 1,7 (es decir, 2500 g/mol/1500 g/mol), PBD (2500)-b-PEO (1500))
se disolvieron en 100 pL de diclorometano. La solucion de polimero en diclorometano (fase de disolvente organico
que contiene polimero, es decir, fase oleosa) se adicion6 gota a gota a 1 ml de solucién de acido citrico 250 mM a pH
2,0 a 300 mOsmol/kg (fase acuosa acida), bajo sonicacién (amplitud 70, ciclo 0,75, duracién 3 minutos) en un bafio
de hielo durante 3 minutos para formar una emulsién que tiene una relacion disolvente/fase acuosa del 9 % (v/v). El
disolvente organico se evapord usando un evaporador rotatorio durante al menos 5 minutos a 40 °C. Los
polimerosomas encapsulan la solucién de acido citrico de pH 2. Al final del proceso, hay acido citrico dentro y fuera
de los polimerosomas.

Absorcién de amoniaco in vitro. La absorcién de amoniaco in vitro se estudié mediante celdas de difusién horizontales
como se describe en el Ejemplo 1 con una concentracién de polimero de 1,75 mg/mL. La capacidad de absorcién de
amoniaco se cuantificd usando la ecuacion 2:

Amoniaco encapsulado [pmol] Amoniaco total [pmel] — Ameniaco libre [pmol]
Capacidad de absorcidn de amoniaco = =
Masa total de polimero [g] Masa total de polimero [g] Ec. 2

Los polimerosomas de PBD PEO fueron capaces de capturar amoniaco en un amortiguador de fosfato pero no en
medio que contiene una sal biliar (n=3). Los resultados se reportan en la Figura 2. Cada punto en el gréafico representa
el promedio del grupo n=3 y las barras de error representan la desviacion estandar.

EJEMPLO 3: La absorcion de amoniaco in vitro por polimerosomas PMOXA-b-PDMS-b-PMOXA con una
relacion de Mw promedio en nimero de PDM/PMOXA de aproximadamente 2,4 preparados mezclando la fase
de disolvente organico que contiene el polimero con la fase acida acuosa usando diclorometano como
disolvente organico.

Preparacion de polimerosomas. Polimerosomas PMOXA-b-PDMS-b-PMOXA (relacion de Mw promedio en numero de
PDMS/PMOXA de aproximadamente 2,4 (PMOXA (520)-b-PDMS (2530) -b-PMOXA (520))) se produjeron como se
describe en el Ejemplo 2.

Absorciéon de amoniaco in vitro. La absorcién de amoniaco in vitro se estudié por medio de celdas de difusion
horizontales como se describe en el Ejemplo 2 sin sales biliares (es decir, solo amortiguador de fosfato).

Los polimerosomas PMOXA PDMS PMOXA no fueron capaces de capturar amoniaco en un medio libre de sales
biliares (es decir, solo amortiguador de fosfato) (n=3). Los resultados se reportan en la Figura 3. Cada punto en el
grafico representa el promedio del grupo n=3 y las barras de error representan la desviacion estandar.

EJEMPLO 4: Absorcion de amoniaco in vitro por polimerosomas de PS-b-PEO con una relacion de Mw
promedio en nimero de PS/PEO de aproximadamente 1,3 o 2,5 preparados usando un método de hidratacion
de peliculas.

Preparacion de polimerosomas. Los polimerosomas de PS-bPEO se produjeron usando un método de hidratacion de

peliculas. Més particularmente, 29,8 mg de PS-b-PEO (relacion de Mw promedio en nimero de PS/PEO de
aproximadamente 1,3 (PS (2600)-b-PEO(2000)) o de aproximadamente 2,5 (PS(5150)-b-PEO (2060))) se disolvieron
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en 100 pL de diclorometano y se adicionaron a un vial de vidrio. El disolvente organico se elimind posteriormente
mediante flujo de nitrégeno durante 2h y se almacen6 al vacio durante la noche. La pelicula seca se hidraté con 1 ml
de solucién de acido citrico 250 mM a pH 2,0 a 300 mOsmol/kg con calentamiento a 65 °C y sonicacion durante 1,25
h.

Absorcién de amoniaco in vitro. La absorcién de amoniaco in vitro se estudié por medio de celdas de difusion
horizontales como se describe en el Ejemplo 3 (es decir, solo amortiguador de fosfato).

Los polimerosomas de PS PEO no fueron capaces de capturar amoniaco en un medio libre de sales biliares (es decir,
solo amortiguador de fosfato) (n=3). Los resultados se presentan en la Figura 4. Cada punto en el gréafico representa
el promedio del grupo n=3 y las barras de error representan la desviacion estandar.

EJEMPLO 5: Absorcion de amoniaco in vitro a altas concentraciones de sales biliares por polimerosomas de
PS-b- PEO con una relacion de Mw promedio en numero de PS/PEO de aproximadamente 1,0 preparados
mezclando la fase de disolvente organico que contiene el polimero con la fase acida acuosa usando
diclorometano como disolvente organico.

Preparacion de polimerosomas. Polimerosomas de PD-b-PEO (relacion de Mw promedio en niumero de PS/PEO de
aproximadamente 1,0 (PS(1970)-b-PEO (2000))) se produjeron como se describe en el Ejemplo 2.

Absorcién de amoniaco in vitro. La absorcién de amoniaco in vitro se estudié por medio de celdas de difusion
horizontales como se describe en el Ejemplo 2 con una composicion de sales biliares modificadas (SC 30 mM, SDC
30 mM, taurocolato de sodio (STC) 30 mM, pH final 6,8 y osmolalidad 300 mOsmol/kg). Esta concentracion de sal
biliar corresponde al doble de la concentracion fisiolégica.

Los polimerosomas de PS PEO no fueron capaces de capturar amoniaco en un medio que contiene sal biliar (n=3).
Los resultados se presentan en la Figura 5. Cada punto en el gréafico representa el promedio del grupo n=3y las barras
de error representan la desviacion estandar.

EJEMPLO 6: Absorcion de amoniaco in vitro por polimerosomas a altas concentraciones de sales biliares de
PS-b-PEO con una relacion de Mw promedio en numero de PS/PEO entre aproximadamente 1,3 y 2,8
preparadas mezclando la fase de disolvente organico que contiene el polimero con la fase acida acuosa
usando diclorometano o tolueno como disolvente organico

Preparacion de polimerosomas. Polimerosomas PD-b-PEO (relacion de Mw promedio en nimero de PS/PEO de
aproximadamente 1,3 (PS (2600)-b-PEO(2000)), de aproximadamente 1,6 (PS (3150)-b-PEO(2000)), de
aproximadamente 1,8 (PS(3570)-b-PEO (2000)), de aproximadamente 2,0 (PS(3900) -b-PEO(2000)), o de
aproximadamente 2,5 (PS(5150)-b-PEO(2060))) se produjeron como se describe en el Ejemplo 2. Los polimerosomas
PS PEO (relacion de Mw promedio en nimero de PS/PEO de aproximadamente 2,8 (PS(6000) -b-PEO(2180))) se
prepararon como se describe en el Ejemplo 2 pero usando tolueno en lugar de diclorometano como disolvente
organico, y usando una cantidad de polimero menor (veinte mg).

Absorcién de amoniaco in vitro. La absorcion de amoniaco in vitro se estudié por medio de celdas de difusion
horizontales como se describe en el Ejemplo 5 para los polimerosomas con una relacion de Mw promedio en nimero
de PS/PEO de aproximadamente 1,3 a 2,5. Los polimerosomas PS PEO (relacién de Mw promedio en nimero de
PS/PEO de aproximadamente 2,8 (PS(6000)-b-PEO(2180))) se evaluaron como se describe en el Ejemplo 5 con una
concentracion de fosfato modificada (25 mM) a 440 mOsmol/kg y pH 6,8.

Los polimerosomas de PS PEO fueron capaces de capturar amoniaco en un medio que contiene sal biliar (n=3). Los
resultados se presentan en la Figura 6. Cada punto en el grafico representa el promedio del grupo n=3 y las barras de
error representan la desviacion estandar.

EJEMPLO 7: Absorcion de amoniaco in vitro a altas concentraciones de sales biliares por polimerosomas de
PS-b-PEO con una relacion de Mw promedio en nimero de PS/PEO de aproximadamente 3,8 preparados
mezclando la fase de disolvente organico que contiene el polimero con la fase acida acuosa usando
diclorometano como disolvente organico.

Sintesis de polimeros. PD-b-PEO se sintetizo6 mediante polimerizacién por radicales de transferencia atébmica (ATRP).
Primero, el monometil éter del PEO disponible comercialmente (2150 g mol') se hizo reaccionar con bromuro de
bromoisobutirilo (5,0 eq) y trietilamina (5,0 eq) en THF, para producir un macroiniciador. En la reaccion de
polimerizacién posterior, este macroiniciador (1,0 eq), CuBr (1,6 eq) y 4,4'-dinonil-2,2'-dipiridilo (1,4 eq) se transfirieron
a un matraz Schlenk y se desgasificaron mediante ciclos de argén al vacio. Se adicion6 estireno (70 eq) en un matraz
separado y se desgasificd, usando argon, antes de ser transferido al matraz de reaccion. La reaccién se condujo a
115 °C durante 24 horas. La purificacion del producto final se logré haciendo pasar la solucion a través de una columna
de alimina basica, seguida de dos precipitaciones en hexano. El peso molecular promedio en nimero del polimero se
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determiné mediante Espectroscopia de 'H NMR, que compara el valor integral de la cadena de PEG con los picos de
poliestireno aromatico, lo que da como resultado una composicion polimérica de PS(8100)-b-PEO(2150).

Preparacion de polimerosomas. Polimerosomas de PD-b-PEO (relaciéon de Mw promedio en nimero de PS/PEO de
aproximadamente 3,8 (PS(8100)-b-PEO(2150))) se produjeron como se describe en el Ejemplo 2.

Absorcién de amoniaco in vitro. La absorcién de amoniaco in vitrose estudié por medio de celdas de difusién
horizontales como se describe en el Ejemplo 5 con una concentracion del polimero modificado de 1,24 mg/mL.

Los polimerosomas de PS PEO fueron capaces de capturar amoniaco en un medio que contiene sal biliar (n=3). Los
resultados se presentan en la Figura 7. Cada punto en el grafico representa el promedio del grupo n=3 y las barras de
error representan la desviacion estandar.

EJEMPLO 8: La absorcion de amoniaco in vitro a altas concentraciones de sales biliares por polimerosomas
de PS-b-PEO con una relacion de Mw promedio en numero de PS/PEO de aproximadamente 1,3 preparados
mezclando la fase de disolvente organico que contiene el polimero con la fase acida acuosa usando
cloroformo como disolvente organico

Preparacion de polimerosomas. Polimerosoms de PD-b-PEO (relacion de Mw promedio en nimero de PS/PEO de
aproximadamente 1,3 (PS(2600)-b-PEO(2000))) se produjeron como se describe en el Ejemplo 2 usando cloroformo
en lugar de diclorometano como disolvente organico.

Absorcién de amoniaco in vitro. La absorcién de amoniaco in vitro se estudié por medio de celdas de difusion
horizontales como se describe en el Ejemplo 5.

Los polimerosomas de PS PEO fueron capaces de capturar amoniaco en un medio que contiene sal biliar (n=3). Los
resultados se presentan en la Figura 8. Cada punto en el grafico representa el promedio del grupo n=3 y las barras de
error representan la desviacion estandar.

EJEMPLO 9: La absorcion de amoniaco in vitro en condiciones hipo e hiperosmolares por polimerosomas PS-
b-PEO con una relacion de Mw promedio en numero de PS/PEO de aproximadamente 1,3 o 2,5 preparados
mezclando la fase de disolvente organico que contiene el polimero con la fase acida acuosa usando
diclorometano como disolvente organico

Preparacion de polimerosomas. Polimerosomas PD-b-PEO (relacion de Mw promedio en nimero de PS/PEO de
aproximadamente 1,3 (PS(2600)-b-PEO(2000)) o de aproximadamente 2,5 (PS(5150)-b-PEO (2060))) se produjeron
como se describe en el Ejemplo 2.

Absorcion de amoniaco in vitro. La absorcién de amoniaco in vitro se estudié mediante celdas de difusién horizontales
como se describe en el Ejemplo 5 con amortiguadores modificados a pH 6,8 (condiciones hipoosmolares: amortiguador
de fosfato 10 mM que contiene SC 25 mM y SDC 25 mM, osmolalidad final 160 mOsmol/kg; condiciones
hiperosmolares: amortiguador de fosfato 50 mM que contiene SC 30 mM, SDC 30 mM y STC 30 mM bajo la adicién
de cloruro de sodio alcanzando una osmolalidad final de 620 mOsmol/kg, es decir, condiciones extremas mas drasticas
que las encontradas en el tracto Gl en condiciones fisiologicas).

Los polimerosomas de PS PEO fueron capaces de capturar amoniaco en un medio que contiene sal biliar en
condiciones hipo e hiperosmolares (n=3). Los resultados se presentan en la Figura 9. Cada punto en el grafico
representa el promedio del grupo n=3 y las barras de error representan la desviacion estandar.

EJEMPLO 10: Absorcion de amoniaco in vitro en presencia de enzimas digestivas por polimerosomas de PS-
b-PEO con una relacion de Mw promedio en nimero de PS/PEO de aproximadamente 2,5 preparados
mezclando la fase de disolvente organico que contiene el polimero con la fase acida acuosa usando
diclorometano como disolvente organico

Preparacion de polimerosomas. Polimerosomas PD-b-PEO (con relacién de Mw promedio en nimero de PS/PEO de
aproximadamente 2,5 (PS(5150)-b-PEO(2060)) se produjeron como se describe en el Ejemplo 2.

Absorcién de amoniaco in vitro. La absorcion de amoniaco in vitro se estudié mediante celdas de difusién horizontales
como se describe en el Ejemplo 5 con un amortiguador modificado a pH 6,8 y 300 mOsmol/kg (amortiguador de fosfato
50 mM, SC 12,5 mM, SDC 12,5 mM, tripsina de pancreas porcino 1 mg/mL (aproximadamente 10 000 unidades/mL),
a-quimotripsina de pancreas bovino (Tipo Il) 1 mg/mL (aproximadamente 40 unidades/mL), lipasa de pancreas porcino
(Tipo 1) 3 mg/mL (aproximadamente 300 unidades/mL)). La actividad de las enzimas corresponde a la actividad de la
proteasa y la lipasa en el fluido intestinal simulado United States Pharmacopeia (USP 39 - NF 34). La concentracion
de sal biliar mas baja que la usada en el Ejemplo 5 se seleccion6 para asegurar la actividad enzimatica, y la cinética
se limit6é a cuatro horas para evitar interferencias por productos de degradacién de las enzimas digestivas.
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Los polimerosomas de PS PEO fueron capaces de capturar amoniaco en un medio que contiene enzimas digestivas
y sal biliar (n=3). Los resultados se presentan en la Figura 10. Cada punto en el grafico representa el promedio del
grupo n=3y las barras de error representan la desviacion estandar.

EJEMPLO 11: Absorcion de amoniaco in vitro a altas concentraciones de potasio por polimerosomas de PS-
b-PEO con una relacion de Mw promedio en numero de PS/PEO de aproximadamente 1,3 preparados
mezclando la fase de disolvente organico que contiene el polimero con la fase acida acuosa usando
diclorometano como disolvente organico

Preparacion de polimerosomas. Polimerosomas de PD-b-PEO (relacion de Mw promedio en niumero de PS/PEO de
aproximadamente 1,3 (PS(2600)-b-PEO(2000))) se produjeron como se describe en el Ejemplo 2.

Absorcién de amoniaco in vitro. La absorcién de amoniaco in vitro se estudié por medio de celdas de difusion
horizontales como se describe en el Ejemplo 5 con una concentracién de potasio de 250 mM (pH final 6,8 y osmolalidad
700 mOsmol/kg).

Los polimerosomas de PS PEO fueron capaces de capturar amoniaco en un medio que contiene sal biliar a una
concentracién de potasio de 250 mM (n=3). Los resultados se presentan en la Figura 11. Cada punto en el grafico
representa el promedio del grupo n=3 y las barras de error representan la desviacion estandar.

EJEMPLO 12: Absorcion de amoniaco in vitro por polimerosomas de PS-b-PEO con una relacion de Mw
promedio en numero de PS/PEO de aproximadamente 1,3 preparados mezclando la fase de disolvente
organico que contiene el polimero con la fase acida acuosa usando diclorometano como disolvente organico
y con concentraciones variables de acido

Preparacion de polimerosomas. Polimerosomas de PD-b-PEO (con una relacion de Mw promedio en numero de
PS/PEO de aproximadamente 1,3 (PS(2600)-b-PE (2000))) se produjeron como se describe en el Ejemplo 2 usando
solucién de acido citrico 100 mM (115 mOsmol/kg), 200 mM (230 mOsmol/kg), 250 mM (300 mOsmol/kg), 300 mM
(340 mOsmol/kg), 400 mM (460 mOsmol/kg), 500 mM (580 mOsmol/kg) o 600 mM (700 mOsmol/kg) a pH 2,0.

Absorcién de amoniaco in vitro. La absorcién de amoniaco in vitro se estudié por medio de celdas de difusion
horizontales como se describe en el Ejemplo 3 (es decir, solo amortiguador de fosfato) a pH 6,8 (osmolalidad final:
300 - 400 mOsmol/kg).

Los polimerosomas de PS PEO fueron capaces de capturar amoniaco en un medio libre de sales biliares (n= 3-4). Los
resultados se presentan en la Figura 12. Cada punto en el grafico representa el promedio del grupo n=3-4 y las barras
de error representan la desviacién estandar. La capacidad de absorcidn de amoniaco en los polimerosomas con
gradiente de pH transmembrana (amoniaco capturado por gramo de polimero) fue mas de 20 veces mayor que la de
las microparticulas adsorbentes de amoniaco hechas de carbén activado AST-120 (amoniaco capturado por gramo
de carbén, Bosoi y otros, supra)

EJEMPLO 13: Absorcion de TMA in vitro a altas concentraciones de sal biliar y después de una exposicién
previa a una emulsién O/W por polimerosomas de PS-b-PEO con una relacion de Mw promedio en nimero de
PS/PEO entre aproximadamente 1,4 y 2,0 preparados mezclando la fase de disolvente organico que contiene
el polimero con la fase acida acuosa usando diclorometano como disolvente organico

Preparacion de polimerosomas. Poliestireno)-b-poli(6xido de etileno) (relaciones de peso molecular promedio en
numero (Mw) de PS/PEO aprox. 1,4 (PS(2770)-b-PEO(2000)) y aprox. 2,0 (PS(3900)-b-PEO(2000))) se produjeron
como se describe en el Ejemplo 2.

Absorcién de TMA in vitro. El gradiente de pH transmembrana se gener6 en celdas de difusién horizontales mantenidas
a 37 °C por diluciéon en amortiguador de fosfato 50 mM ajustando a pH 6,8 y 300 mOsmol/L en presencia (relaciéon de
Mw promedio en nimero de PS/PEO aprox. 1,4 y 2,0) o ausencia (relacion de Mw promedio en nimero de PS/PEO
aprox. 1,4) de las sales biliares de colato de sodio (SC), desoxicolato de sodio (SDC) y taurocolato de sodio (STC)
cada una a 30 mM. En el experimento que implica una exposicion previa de los polimerosomas a una emulsion O/W
(para imitar la incorporacion en una crema o locion), emulsion O/W al 10 % (v/v) (polisorbato 80 al 5 % (m/v), se
adicionaron 15 % (v/v) de aceite mineral y solucién salina amortiguada con fosfato suficiente para alcanzar el volumen
total) a la dispersion de polimerosomas (relacién de Mw promedio en numero de PS/PEO aprox. 1,4) inmediatamente
antes del experimento de absorcién.

El sistema de doble camara se separd por una membrana de policarbonato (tamafio de poro = 50 nm), aislando
fisicamente los polimerosomas en un lado. Las concentraciones de polimerosoma y TMA dentro de las celdas de
difusion fueron 1,75 mg/mL y 1,5 mM, respectivamente. En el tiempo asignado, se tomaron alicuotas de 40 uL del
compartimento libre de polimerosomas y la concentracion de TMA se determiné mediante el PocketChem™ BA PA-
4140 (Arkray Inc.) que se calibré con estandares de TMA. La capacidad de absorcién de TMA se cuantificé usando la
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ecuacioén 3 en la que la concentracion total de TMA se refiere a la cantidad de TMA en las celdas a los 10 minutos de
incubacion:

TMA encapsulado [pmol] TMA total [pmol]— TMA libre [pmol]

Capacidad de absorcion de TMA =
Masa total del polimero [g] Masa total del polimero [g] Ec. 3

Los polimerosomas de PS PEO fueron capaces de capturar TMA en un medio que contiene sal biliar y en una emulsion
O/W (n=3). Los datos muestran que los polimerosomas absorbieron eficientemente TMA en condiciones adversas que
imitan el ambiente del tracto intestinal o después de la incorporacién a una emulsion O/W (p. €j., lociéon o crema, para
administracion topica). Los resultados se presentan en la Figura 13. Cada barra de histograma en el grafico representa
el promedio del grupo (n=3) y las barras de error representan la desviaciéon estandar.
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REIVINDICACIONES

Un polimerosoma que comprende (a) una membrana, que comprende un copolimero en bloque de
poli(estireno) (PS) y poli(6xido de etileno) (PEO), en donde la relacion de peso molecular PS/PEO es mayor
que 1,0 y menor que 4,0; y (b) un nucleo que encierra un acido.

El polimerosoma de la reivindicacion 1, en donde el copolimero en bloque es un copolimero dibloque.

El polimerosoma de la reivindicacion 1 o 2, en donde el acido esta en una concentracion que produce un pH
entre 1y 6, cuando el polimerosoma se hidrata.

El polimerosoma de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el acido esta dentro de una solucion
acida acuosa.

El polimerosoma de la reivindicacion 4, en donde el pH dentro de la solucién acida acuosa esta entre 1y 6.
El polimerosoma de la reivindicacion 3 o 5, en donde el pH esta entre 2 y 5, o preferiblemente entre 2 y 4.

El polimerosoma de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde el acido es un hidroxiacido, mas
preferiblemente un acido citrico.

El polimerosoma de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, preparado por un método que comprende
mezclar un disolvente organico que contiene el copolimero con una fase acuosa que contiene el acido.

El polimerosoma de la reivindicacion 8, en donde el disolvente organico es inmiscible en agua o parcialmente
miscible en agua.

El polimerosoma de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, cuyo nucleo encierra ademas amoniaco o su
analogo metilado, y el analogo metilado es preferiblemente TMA.

Una composicion que comprende el polimerosoma definido en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, y al
menos un excipiente farmacéuticamente aceptable.

La composicién de la reivindicacién 11, en donde la composicion esta en forma liquida, semisélida o sélida.

El polimerosoma de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 o la composicién de la reivindicacion 11 o0 12, para
su uso en el tratamiento de una enfermedad o trastorno asociados con el amoniaco o analogos metilados del
amoniaco, o un sintoma de los mismos, y preferiblemente hiperamonemia o trimetilaminuria.

Un método para fabricar el polimerosoma definido en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, que
comprende:

a. disolver el copolimero en bloque de PS y PEO en un disolvente organico, preferiblemente un disolvente
organico inmiscible en agua o parcialmente miscible en agua, para formar una fase organica que contiene el
copolimero;

b. mezclar la fase de disolvente organico que contiene el copolimero con una fase acuosa que contiene el acido
para formar el polimerosoma; y

c. eliminar el disolvente organico.

El método de la reivindicacion 14, en donde la fase acuosa comprende entre 50 y 700 mM de acido.
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