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DESCRIPCION

Quimioterapia combinada.

Combatir el crecimiento de células y tumores neoplasicos ha sido un objetivo importante de investigacién bio-
I6gica y médica. Dicha investigacién ha conducido al descubrimiento de agentes citotoxicos nuevos potencialmente
ttiles en el tratamiento de enfermedades neopldsicas. Entre algunos ejemplos de agentes citot6xicos utilizados ha-
bitualmente en quimioterapia se incluyen agentes antimetabdlicos que interfieren con la formacién de microtibulos,
agentes alquilantes, agentes basados en platino, antraciclinas, agentes antibiéticos, inhibidores de topoisomerasa, y
otros agentes.

Ademads de simplemente identificar agentes quimioterapéuticos eficaces, la investigacion del cancer ha conducido
a una mayor comprension de los mecanismos mediante los cuales estos agentes actian sobre las células neoplésicas,
asi como sobre otras células. Por ejemplo, el colecalciferol (vitamina D) puede producir la diferenciacién y reducir
la proliferacion de algunos tipos de células tanto in vitro como in vivo. El metabolito activo de la vitamina D (1,25-
dihidroxicolecalciferol (en adelante “1,25D;”)) y los andlogos (por ejemplo, 1,25-dihidroxi-16-en-23-in-colecalcife-
rol (Ro23-7553), 1,25-dihidroxi-16-en-23-in-26,27-hexafluoro-19-nor-colecalciferol (Ro25-6760), etc.) actian como
mediadores de una actividad antitumoral significativa in vitro e in vivo retrasando el crecimiento de tumores estable-
cidos y evitando la induccién de tumores (Colston y otros, Lancet, 1, 188 (1989); Belleli y otros, Carcinogenesis, 13,
2293 (1992); McElwain y otros, Mol. Cell. Diff., 3, 31-50 (1995); Clark y otros, J. Cancer Res. Clin. Oncol. 118, 190
(1992); Zhou y otros, Blood, 74, 82-93 (1989)). Ademads de retrasar el crecimiento neoplésico, el 1,25D; induce un
bloqueo de la fase Gy/G,-S en el ciclo celular (Godyn y otros, Cell Proliferation, 27, 37-46 (1994); Rigby y otros,
J. Immunol., 135, 2279-86 (1985); Elstner y otros, Cancer Res., 55, 2822-30 (1995); Wang y otros, Cancer Res., 56,
264-67 (1996)). Estas propiedades han dado como resultado la utilizacién con éxito del 1,25D; para el tratamiento
de tumores neoplasicos (véase Cunningham y otros, Br. J. Cancer, 63, 4673 (1991); Mackie y otros, Lancet, 342, 172
(1993), Bower y otros, Proc. Am. Assoc. Cancer. Res., 32, 1257 (1991)).

Ademds de sus efectos antineopldsicos y bloqueadores del ciclo celular, el tratamiento con 1,25D; puede conducir
a hipercalcemia. Por consiguiente, el 1,25D; se administra tipicamente para aplicaciones terapéuticas (por ejemplo, la
enfermedad metabdlica del hueso) a dosis relativamente bajas (por ejemplo, desde aproximadamente 1 pg/dia hasta
aproximadamente 2 ug/dia por paciente) a largo plazo. Para mitigar los efectos de la hipercalcemia, se han desarrollado
andlogos que mantienen la actividad antiproliferativa sin inducir hipercalcemia. (Véase, por ejemplo, Zhou y otros,
Blood, 73,75 (1991); Binderup y otros, Biochem. Pharmacol, 42, 1569 (1991); Binderup y otros, pag. 192 en “Actas
del 8° Taller sobre la Vitamina D” (“Proceedings of the 8th Workshop on Vitamin D”), Paris Francia (Norman, A
y otros, Editores, Walter de Gruyter, Berlin, (1991))). Muchos de estos andlogos sintéticos son mds eficaces que
el 1,25D; en la inhibicién del crecimiento neopldsico (para una evaluaciéon de muchos de dichos andlogos, véase
Calverley y otros, “Vitamina D” (“Vitamin D”) en “Esteroides Antitumorales” (“Antitumor Steroids”) (Blickenstaff,
R. T., Ed., Academic Press, Orlando (1992))).

Los agentes basados en platino se utilizan ampliamente en aplicaciones quimioterapéuticas. Por ejemplo, el cispla-
tino provoca la muerte de células tumorales a través de la formacion de aductos covalentes de ADN inter o intracadena
(Sherman y otros Chem. Rev., 87, 1153-81 (1987); Chu, J. Biol. Chem., 269, 787-90 (1994)). De este modo, el trata-
miento con dichos agentes basados en platino conduce a la inhibicién de la sintesis del ADN (Howle y otros, Biochem.
Pharmacol., 19, 2757-62 (1970); Salles y otros, Biochem. Biophys. Res. Commun., 112, 555-63 (1983)). Por lo tanto,
las células que sintetizan ADN de forma activa son muy sensibles al cisplatino (Roberts y otros, Prog. Nucl. Acid
Res. Mol. Biol., 22, 71-133 (1979); Pinto y otros, Proc. Nat. Acad. Sci. (Wash) 82, 4616-19 (1985)). Dichas células
experimentan generalmente una parada del crecimiento en G, y finalmente sufren apoptosis. Este efecto apoptético se
observa a concentraciones de fairmaco insuficientes para inhibir la sintesis del ADN (Sorenson y otros, J. Natl. Cancer
Inst., 82, 749-55 (1990)), sugiriendo que los agentes de platino actian sobre las células neopldsicas a través de meca-
nismos multiples. Algunas células también muestran una sensibilidad al platino aumentada cuando se encuentran en la
fase G, del ciclo celular (Krishnaswamy y otros, Mutation Res., 293, 161-72 (1993); Donaldson y otros, Int. J. Cancer,
57, 847-55 (1994)). Después de la liberacion del bloqueo de Gy/G,-S, dichas células permanecen sensibilizadas al
maximo durante el resto del ciclo celular.

Otros agentes quimioterapéuticos actian mediante mecanismos diferentes. Por ejemplo, los agentes que interfieren
con la formacién de microtibulos (por ejemplo, vincristina, vinblastina, paclitaxel, docetaxel, etc.) actian contra célu-
las neoplasicas interfiriendo con la formacién correcta del aparato del huso mitético (véase, por ejemplo, Manfredi y
otros, Pharmacol. Ther., 25, 83-125 (1984)). Por lo tanto, los agentes que interfieren con la formacién de microtibulos
actdan principalmente durante la fase mitética del ciclo celular (Schiff y otros, Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A., 77, 1561-
65 (1980); Fuchs y otros, Cancer Treat. Rep., 62, 1219-22 (1978); Lopes y otros, Cancer Chemother Pharmacol., 32,
235-42 (1993)). Los antimetabolitos actiian sobre diversas vias enzimdticas en células en crecimiento. Por ejemplo, el
metotrexato (MTX) es un andlogo del 4cido félico que inhibe la dihidrofolato reductasa. Por consiguiente, bloquea la
sintesis de timidilato y de purinas necesaria para la sintesis del ADN. Por lo tanto, el principal efecto del MTX tiene
lugar en la fase S del ciclo celular, pero también puede tener efecto sobre la sintesis del ARN en G, y G, (Olsen, J. Am.
Acad. Dermatol., 25, 306-18 (1991)). Por supuesto, también se pueden utilizar otros agentes citotéxicos (por ejemplo,
taxanos, tales como taxatyr).
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Debido a las diferencias en los mecanismos biolégicos de diversos agentes citotéxicos, se han intentado realizar
protocolos que incluyen combinaciones de diferentes agentes citotéxicos (por ejemplo, Jekunen y otros, Br. J. Cancer,
69, 299-306 (1994); Yeh y otros, Life Sciences, 54, 431-35 (1994)). Los protocolos de tratamiento de combinacién
pretenden incrementar la eficacia de los protocolos citopaticos mediante la utilizacién de agentes citotoxicos compati-
bles. A su vez, la posibilidad de que se pueda conseguir suficiente actividad antineopldsica a partir de una combinacién
determinada de agentes citotoxicos plantea la posibilidad de reducir la dosis de los agentes citotoxicos individuales
para minimizar los efectos secundarios perjudiciales. Dado, en parte, a que los diversos agentes citotéxicos actiian
durante diferentes fases del ciclo celular, el éxito de los protocolos de combinacién depende frecuentemente del orden
de aplicacion de los farmacos (por ejemplo, Jekunen y otros, cita anterior; Studzinski y otros, Cancer Res., 51, 3451
(1991)).

Han existido intentos de desarrollo de protocolos de farmacos de combinacién basados, en parte, en la vitamina
D y derivados de la misma. Por ejemplo, se ha estudiado el efecto inhibidor de la administracién simultdnea de
1,25D; y farmacos de platino sobre el crecimiento de células neoplasicas (Saunders y otros, Gynecol. Oncol., 51, 155-
59 (1993); Cho y otros, Cancer Res., 51, 2848-53 (1991)), y estudios similares se han centrado en combinaciones
simultdneas de 1,25D; y otros agentes citotoxicos (Tanaka y otros, Clin. Orthopaed. Rel. Res., 247, 290-96 (1989)).
Yu y otros (Proc. Annual Meeting of Am. Ass. Cancer Res., 1998, 39, 157) dan a conocer que el 1,25D; aumenta
la actividad antitumoral del carboplatino en el carcinoma de células escamosas de ratones y sugieren un tratamiento
de combinacién basado en el 1,25D; mas el carboplatino. Sin embargo, los resultados de estos estudios no han sido
nada satisfactorios. En particular, no se ha conseguido la secuencia 6ptima de administracién de farmacos. Ademas, la
aplicacion de estas tentativas en terapia requeriria la aplicacion a largo plazo de dosis elevadas de 1,25D; en algunos
protocolos, las cuales, tal como se ha mencionado, pueden provocar efectos secundarios significativos. Por lo tanto,
sigue existiendo una necesidad de un método mejorado para aumentar la eficacia de los agentes quimioterapéuticos,
particularmente una necesidad de una terapia de combinacién mejorada, que implique especialmente la vitamina D y
derivados de la misma.

Breve descripcion de la invencion

La presente invencion se refiere a quimioterapia de combinacion, que implica particularmente vitamina D o un
derivado de la misma. En un aspecto, la presente invencién permite provocar la muerte de una célula mediante la
administracién a la célula, en primer lugar, de vitamina D (o un derivado), la administracién posterior a la célula
de un agente citotéxico y la administraciéon de forma coadyuvante de un bisfosfonato. En los casos en los que se
aplica esta estrategia a un tumor intacto, la presente invencidn permite retrasar el crecimiento del tumor mediante
la administracién al tumor, en primer lugar, de vitamina D (o un derivado), la administracién posterior del agente
citotoxico y la administracion de forma coadyuvante de un bisfosfonato. Un aspecto adicional de la presente invencién
permite tratar cancer de prdstata en un paciente mediante la coadministracion al paciente de vitamina D (o un derivado)
y un glucocorticoide. Todavia en otro aspecto, la presente invencién conduce a un método mejorado para el tratamiento
de un paciente con vitamina D que implica la administracién coadyuvante de zoledronato.

En algunas aplicaciones, la presente invencion es util en terapia, particularmente en el tratamiento de enferme-
dades neopldsicas o cancerosas. En otras aplicaciones, la presente invencién proporciona una herramienta para una
nueva investigacion que estd relacionada con temas que incluyen el crecimiento de células neopldsicas, el control y
la regulacién del ciclo celular, y el mecanismo y la eficacia de la citotoxicidad y la quimioterapia. En este sentido, el
método inventivo es til para el desarrollo de terapias mds refinadas. La presente invencién puede entenderse mejor
con referencia a la siguiente descripcién detallada.

Descripcion de las realizaciones preferentes

En una realizacidn, la presente invencion permite provocar la muerte de una célula (por ejemplo, una célula diana)
mediante la administracion a la célula, en primer lugar, de vitamina D (o un derivado), la administracion posterior de
un agente citotéxico a la célula y la administracién de forma coadyuvante de un bisfosfonato. Por supuesto, la presente
invencion también se refiere a la utilizacion de vitamina D (o un derivado), el agente citotéxico y un bisfosfonato para
preparar medicamentos para el mencionado tratamiento. Se puede utilizar cualquier periodo de pretratamiento; el pe-
riodo exacto de pretratamiento variard dependiendo de la aplicacion. Por ejemplo, en aplicaciones terapéuticas, dicho
pretratamiento puede ser durante tan poco tiempo como aproximadamente un dia hasta tanto tiempo como durante 5
dias o mds; mds preferentemente, el periodo de pretratamiento se encuentra entre 2 y 4 dias (por ejemplo, aproximada-
mente 3 dias). Después del pretratamiento, el método inventivo implica la administracién de un agente citotéxico. Sin
embargo, en una realizacion preferente, se puede administrar de forma coadyuvante un glucocorticoide (por ejemplo,
cortisol, dexametasona, hidrocortisona, metilprednisolona, prednisolona, prednisona, etc.), difenhidramina, rantidina,
ondasteron antiemético, o ganistron y dichos agentes se pueden administrar con vitamina D (o un derivado). El agente
citotéxico se puede administrar solo o bien en combinacién con la administracién continuada de vitamina D (o un
derivado) después del pretratamiento. Aunque tipicamente se suspende el tratamiento después de la administracién
del agente citotéxico, se puede administrar continuamente durante un periodo de tiempo (por ejemplo, periddicamente
durante varios dias), tal como se desee.

La célula puede ser una sola y aislada de otras células similares (tal como una célula individual en cultivo o una
célula neoplasica metastatica o diseminada in vivo), o la célula puede ser miembro de una coleccidon de células (por
ejemplo, dentro de un tumor). Preferentemente, la célula es una célula neopldsica (por ejemplo, un tipo de célula
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que muestra proliferacién incontrolada, tal como las células cancerosas o transformadas). Las células neopldsicas
se pueden aislar (por ejemplo, una célula individual en cultivo o una célula neopldsica metastitica o diseminada in
vivo) o presente en una aglomeraciéon, homogéneamente o bien en una combinacién heterogénea con otros tipos de
células (neopldsicas o de otro tipo) en un tumor u otra coleccion de células. En los casos en los que la célula estd
dentro de un tumor, la presente invencién permite retrasar el crecimiento del tumor mediante la administracién al
tumor, en primer lugar, de vitamina D (o un derivado), la administracién posterior al tumor del agente citotxico y la
administracién de forma coadyuvante de un bisfosfonato. Debido al efecto citopético de las células individuales, la
presente invencion puede reducir o eliminar sustancialmente el nimero de células afiadidas a la masa tumoral durante
tiempo. Preferentemente, la presente invencion consigue una reduccion en el nimero de células dentro de un tumor y,
mas preferentemente, conduce a la destruccién parcial o completa del tumor (por ejemplo, provocando la muerte de
una parte de las células del tumor o sustancialmente todas ellas).

En los casos en los que la célula se asocia con un trastorno neopldsico en un paciente (por ejemplo, un humano), la
presente invencion permite tratar al paciente mediante la administracién, en primer lugar, de vitamina D (o un deriva-
do) al paciente, la administracion posterior del agente citotdxico al paciente y la administracién de forma coadyuvante
de un bisfosfonato. Este planteamiento es eficaz para el tratamiento de mamiferos que sufren un céncer intacto o dise-
minado. Por ejemplo, en los casos en los que las células son células diseminadas (por ejemplo, neoplasia metastética),
los efectos citopaticos de la presente invencidn pueden reducir o eliminar sustancialmente las células neopldsicas que
es probable que experimenten mds proliferacion por todo el paciente, reduciendo también asi o minimizando la pro-
babilidad de que dichas células proliferen para formar nuevos tumores en el paciente. Ademds, mediante el retraso
del crecimiento de tumores que incluyen células neoplésicas, la presente invencion reduce la probabilidad de que las
células de dichos tumores finalmente metastaticen o se diseminen. Por supuesto, en los casos en los que la presente
invencién consigue la reduccién real del tamafio del tumor (y especialmente la eliminacién del tumor), atenda los
efectos patogénicos de dichos tumores en el paciente. Otra aplicacion es en la quimioterapia de dosis alta que re-
quiere transplante o reconstruccién de médula ésea (por ejemplo, para tratar trastornos leucémicos) para reducir la
probabilidad de que las células neopldsicas persistan o recrezcan con éxito.

En muchos casos, el pretratamiento de células o tumores con vitamina D (o un derivado) anteriormente al trata-
miento con el agente citotéxico da como resultado un grado de muerte celular aditivo y, a menudo, sinérgico. En este
contexto, si el efecto de dos compuestos administrados conjuntamente in vitro (a una concentracién determinada) es
superior a la suma de los efectos de cada compuesto administrado individualmente (a la misma concentracién), en-
tonces los dos compuestos se considera que actian sinérgicamente. Dicha sinergia se consigue a menudo con agentes
citotéxicos capaces de actuar contra células en la fase G,-G, del ciclo celular, y dichos agentes citotoxicos se prefieren
para la utilizacién en los métodos inventivos. Aunque se puede utilizar cualquiera de dichos agentes citotdxicos (tal
como se ha comentado en la presente invencion), los agentes citotdxicos preferentes son los agentes basados en platino
(por ejemplo, cisplatino, carboplatino, etc.). Sin que ello esté unido a ninguna teoria particular, se cree que la presente
invencion da como resultado la citotoxicidad de las células neopldsicas mediante la induccién de un bloqueo de la fase
Gy/G,-S del ciclo celular, tal como se ha mencionado en la presente invencién. Las células estin sensibilizadas a los
agentes citotoxicos capaces de actuar sobre células en dicha etapa de bloqueo. Por otra parte, la sincronizacién de la
liberacién de las células del bloqueo puede sensibilizarlas colectivamente a los efectos de los agentes que actien mas
tarde en el ciclo celular.

Como alternativa a la vitamina D, en el contexto de la presente invencidn se puede utilizar cualquier derivado de la
misma adecuado para la potenciacion del efecto citotéxico de los agentes quimioterapéuticos, muchos de los cuales se
conocen en la técnica (véase, por ejemplo, Calverley y otros, cita anterior). Un derivado preferente es su metabolito
natural (1,25D;). Sin embargo, muchos andlogos de la vitamina D tienen una actividad antitumoral superior a la del
metabolito nativo; de este modo, el derivado de la vitamina D puede ser un andlogo de 1,25D; de este tipo. Ademads,
en los casos en los que se utiliza la presente invencién para aplicaciones terapéuticas, el derivado puede ser un andlogo
de 1,25D; no hipercalcémico, ya que dichos andlogos reducen o eliminan sustancialmente los efectos secundarios
hipercalcémicos de la terapia basada en vitamina D. Por ejemplo, el andlogo puede ser Ro23-7553, R024-5531, u otro
analogo. En algunas realizaciones, se pueden utilizar como equivalentes de la vitamina D (o un derivado) otros agentes
que atendan (por ejemplo, desactivan) MAP quinasa, induciendo especificamente MAPK fosfatasa.

De acuerdo con la presente invencidn, la vitamina D (o un derivado) se puede suministrar a las células o tumores
de cualquier forma adecuada, la cual dependerd, por supuesto, de la aplicaciéon deseada del método inventivo. De este
modo, por ejemplo, para aplicaciones in vitro, la vitamina D (o un derivado) se puede afiadir al medio de cultivo (por
ejemplo, mezclada inicialmente con el medio o afiadida después de un tiempo). Para aplicaciones in vivo, la vitamina
D (o un derivado) se puede mezclar dentro de un vehiculo apropiado para la administracién a la célula o tumor. De
este modo, para la administracion sistémica, la vitamina D (o un derivado) se puede suministrar mediante inyeccién
subcutdnea, de forma intravenosa, oral o por otros medios adecuados. Por supuesto, la vitamina D (o un derivado)
se puede suministrar mds directamente al tumor (por ejemplo, mediante la aplicacién de una pomada o crema que
contiene vitamina D (o un derivado) al tumor, mediante inyeccién de una solucién que contiene vitamina D (o un
derivado) dentro del tumor, etc.).

La dosis de vitamina D (o un derivado) suministrada a las células puede variar dependiendo de la aplicacién desea-
da. En investigacion, por ejemplo, la dosis puede variar considerablemente, dado que el andlisis dosis-respuesta podria
ser un parametro en un estudio determinado. Para aplicaciones terapéuticas, dado que el periodo de pretratamiento
puede ser bastante breve en comparacion con terapias estandares basadas en vitamina D, se pueden utilizar dosis mas
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altas que las tipicas de vitamina D (o un derivado) (tal como se ha comentado anteriormente) en el método inventivo
sin un riesgo sustancial de hipercalcemia. De este modo, por ejemplo, en un paciente humano, se puede suministrar
tan poca cantidad como 1 ug/dia de vitamina D (o un derivado) (la cual, tal como se ha mencionado anteriormente,
se encuentra en la dosis normal de 1,25D;) a un paciente que estd sometido a tratamiento, mientras que la cantidad
maxima puede ser tan alta como aproximadamente 20 ug/dia (o incluso mds elevada en algunos pacientes mas gran-
des). Preferentemente, se administra al paciente entre 4 ug/dia'y 15 ug/dia (por ejemplo, entre 7 ug/dia 'y 12 ug/dia) de
vitamina D (o un derivado). Tipicamente, la cantidad de vitamina D (o un derivado) suministrada no ser4 tan alta como
para suponer un riesgo significativo de inducir hipercalcemia o provocar otros efectos secundarios téxicos. Por lo tan-
to, en los casos en los que se utilizan derivados de la vitamina D no hipercalcémicos, atin se pueden utilizar cantidades
superiores. Por lo tanto, se pueden administrar 30 ug/dia o mas (por ejemplo, aproximadamente 40 pg/dia o incluso
50 pg/dia o mas) de un derivado de la vitamina D no hipercalcémico a un paciente humano durante el pretratamiento,
segun el método inventivo. Por supuesto, la dosis deseada de vitamina D (o un derivado) dependera del tamafio del
paciente y del modo y tiempo de administracién. La vitamina D (o un derivado) se puede administrar una vez al dia, o
varias veces al dia, tal como se desee, o se puede administrar de forma discontinua (por ejemplo, un dia si y otro no,
o cada tres dias). La determinacién de dichas dosis y programas se encuentra dentro de las préicticas habituales en la
técnica.

Se puede utilizar cualquier agente citotdxico en el contexto de la presente invencién; tal como se ha mencionado,
en la técnica se conocen muchos agentes citotoxicos adecuados para la quimioterapia. Un agente de este tipo pue-
de ser, por ejemplo, cualquier compuesto que media la muerte celular mediante cualquier mecanismo que incluye,
aunque no se limita a éstos, la inhibicién del metabolismo o de la sintesis del ADN, interferencias con una organiza-
cién del citoesqueleto, la desestabilizacién o modificacién quimica del ADN, apoptosis, etc. Por ejemplo, el agente
citotéxico puede ser un antimetabolito (por ejemplo, S-flourouricil (5-FU), metotrexato (MTX), fludarabina, etc.), un
agente antimicrotiibulos (por ejemplo, vincristina, vinblastina, taxanos (tales como paclitaxel y docetaxel), etc.), un
agente alquilante (por ejemplo, ciclofasfamida, melfalan, biscloroetilnitrosourea (BCNU), etc.), agentes de platino
(por ejemplo, cisplatino (también denominado cDDP), carboplatino, oxaliplatino, IM-216, CI-973, etc.), antraciclinas
(por ejemplo, doxorubicina, daunorubicina, etc.), agentes antibiéticos (por ejemplo, mitomicina C), inhibidores de
topoisomerasa (por ejemplo, etoposide, camptotecinas, etc.), u otros agentes citotdxicos (por ejemplo, dexametasona).
La eleccion del agente citotéxico depende de la aplicacion del método inventivo. Para la investigacién, se puede uti-
lizar cualquier agente citotdxico eficaz (incluso un agente citotéxico nuevo) para estudiar el efecto de la toxina sobre
células o tumores pretratados con vitamina D (o un derivado). Para aplicaciones terapéuticas, la seleccién de un agente
citotoxico adecuado dependerd, a menudo, de pardmetros especiales para cada paciente; sin embargo, la seleccion de
un régimen de citotoxinas para un protocolo quimioterapéutico determinado se encuentra dentro de la practica de la
técnica.

Para la aplicacién in vivo, la dosis adecuada de un agente citotéxico determinado depende del agente y de su
formulacidn, y la optimizacién de la dosis y formulacién para un paciente determinado se encuentra dentro de las
practicas habituales de la técnica. Por supuesto, la presente invencion se refiere a la utilizacién de dichos agentes para
la preparacién de medicamentos adecuados para la aplicacion in vivo. Por lo tanto, por ejemplo, dichos agentes se
pueden formular para la administracién de forma oral, subcutdnea, parenteral, submucosal, intravenosa, u otras vias
adecuadas que utilizan métodos estdndares de formulacién. Por ejemplo, el carboplatino se puede administrar a dosis
diarias calculadas para conseguir un (AUC) (“drea bajo la curva”) desde 4 hasta 15 (tal como desde 5 hasta 12), o
incluso desde 6 hasta 10. Tipicamente, el AUC se calcula mediante la formula de Calvert, basada en la velocidad de
filtracion glomerular de la creatinina (por ejemplo, evaluada mediante el andlisis de una muestra de plasma) (véase, por
ejemplo, Martino y otros, Anticancer Res., 19 (6C), 5587-91 (1999)). El paclitaxel se puede utilizar a concentraciones
que oscilan desde 50 mg/m?* hasta 100 mg/m?* (por ejemplo, aproximadamente 80 mg/m?). En los casos en los que
se utiliza dexametasona, se puede utilizar en pacientes a dosis que oscilan entre 1 mg y 10 mg (por ejemplo, desde 2
mg hasta 8 mg), y mds particularmente desde 4 mg hasta 6 mg, particularmente en los casos en los que el paciente es
humano.

Otra realizacién de la presente invencion permite tratar el cancer de prostata en un paciente mediante la adminis-
tracion al paciente de forma coadyuvante de vitamina D (o un derivado) y un glucocorticoide. La presente invencién
también se refiere a la utilizacién de dichos agentes para preparar medicamentos adecuados para dicho régimen de
tratamiento. Segun este aspecto de la presente invencidn, se puede utilizar cualquier derivado de la vitamina D y
glucocorticoide, muchos de los cuales se comentan en alguna parte de la presente invencién y otros se conocen ge-
neralmente en la técnica. Ademds, la vitamina D (o un derivado) y el glucocorticoide se administran al paciente
mediante cualquier método adecuado, algunos de los cuales se han expuesto en la presente invencion. Por lo tanto, se
pueden formular dentro de preparaciones adecuadas y administrar de forma subcutdnea, intravenosa, oral, etc., segtin
corresponda. Ademads, por ejemplo, el glucocorticoide se administra al paciente de forma simultdnea, anterior a la
administracién de vitamina D (o un derivado) o posterior a la misma. Un programa de dosis eficaz se sitia entre 8
ug y 12 ug de vitamina D (o un derivado) diariamente o en dias alternos (por ejemplo, entre 2 y 4 dias a la semana,
tal como lunes-miércoles-viernes o martes-jueves-sdbado, etc.), y también entre 1 mg y 10 mg de dexametasona (por
ejemplo, aproximadamente 5 mg) a un paciente humano también en dias alternos. En un régimen de este tipo, los dias
alternos en los que se administra la vitamina D (o un derivado) y en los que se administra el glucocorticoide pueden
ser diferentes, aunque preferentemente se administran los mismos dias. Incluso mds preferentemente, el glucocorticoi-
de se administra una vez, por si mismo, anteriormente al tratamiento simultdneo. Por supuesto, el tratamiento puede
continuar durante cualquier intervalo de tiempo deseable, y se puede repetir, segin corresponda, para conseguir los
resultados finales deseados. Dichos resultados pueden incluir la atenuacién de la progresion del cancer de prostata, el
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encogimiento de dichos tumores o, de forma deseable, la remision de todos los sintomas. Sin embargo, cualquier grado
de efecto se considera una aplicacién con éxito de este método. Un método conveniente para evaluar la eficacia del
método es anotar el cambio en la concentracién del antigeno especifico de prostata (PSA) en el paciente. Tipicamente,
dicha respuesta se evalia mediante la medicién de los niveles de PSA en un periodo de tiempo de aproximadamente 6
semanas. De forma deseable, el método da como resultado, como minimo, una disminucion de los niveles de PSA de
aproximadamente el 50%, después de 6 semanas de aplicacién, y mds deseablemente, una reduccién de PSA, como
minimo de aproximadamente el 80%. Por supuesto, el resultado mas deseable es la disminucion de los niveles de PSA
hasta niveles aproximadamente normales (por ejemplo, inferiores a 4 ng/ml aproximadamente para, como minimo, tres
medidas consecutivas en un individuo no prostatectomizado o inferiores a 0,2 ng/ml aproximadamente en un individuo
prostatectomizado.

En todos aspectos de la presente invencion que implican la aplicacién in vivo, preferentemente se minimizan las
propiedades hipercalcémicas de la vitamina D. Una forma de conseguir este efecto es la utilizaciéon de un andlo-
go no hipercalcémico de la vitamina D, tal como los comentados anteriormente. De forma alternativa, o junto con
la utilizacién de dichos andlogos, se puede administrar al paciente de forma coadyuvante un agente que atente la
hipercalcemia. Aunque se puede utilizar cualquiera de estos agentes, los bisfosfonatos (por ejemplo, alendronato, clo-
dronato, etidronato, ibandronato, pamidronato, risedronato, tiludronato, zoledronato, etc.) son los agentes preferentes
para la administracién coadyuvante. Dichos agentes se pueden administrar de cualquier forma adecuada para atenuar
la hipercalcemia. De este modo, se pueden formular dentro de preparaciones adecuadas y administrar de forma subcu-
tdnea, intravenosa, oral, etc., segtin corresponda. Ademads, dichos agentes se pueden administrar de forma simultdnea,
anterior a la vitamina D (o un derivado) o posterior a la misma. La dosis de dichos agentes, por supuesto, variard con
la eficacia de los compuestos y también atenuard cualquier efecto secundario no deseado. De este modo, por ejemplo,
para la administracion a pacientes humanos, la dosis de bisfosfonatos puede variar entre 1 mg/dfa y 500 mg/dia (por
ejemplo, entre 5 mg/dia y 100 mg/dia), tal como entre 10 mg/dia y 50 mg/dia, o incluso entre 30 mg/dia y 40 mg dia,
dependiendo de la eficacia de los bisfosfonatos. En general, se prefiere utilizar un bisfosfonato mas eficaz, dado que
se necesita utilizar menor cantidad de agente para conseguir los efectos antihipercalcémicos. Por lo tanto, un bisfos-
fonato mas preferente es el zoledronato, dado que es eficaz incluso a dosis muy bajas (por ejemplo, entre 0,5 mg dia 'y
2 mg/dia en pacientes humanos, o entre 5 ug/kg y 25 ug/kg de peso corporal).

De hecho, en otro aspecto, la presente invencioén da a conocer un método mejorado de utilizacién de la vitamina
D (o un derivado) terapéuticamente mediante la administracién de forma coadyuvante del zoledronato. Es decir, la
presente invencion se refiere a la utilizacién de vitamina D (o un derivado de la misma) y zoledronato en medicina,
en la que la vitamina D o un derivado de la misma y el zoledronato se administran de forma coadyuvante a un
paciente. El zoledronato se puede administrar como un coadyuvante junto con cualquier protocolo en el cual se utiliza
vitamina D (o un derivado), tal como los comentados en la presente invencion o los utilizados de otra manera. Como
coadyuvante, el zoledronato se puede administrar en cualquier régimen deseado (varias veces al dia, diariamente,
semanalmente, etc.), tal como se desee. Preferentemente, el zoledronato se administra como un pretratamiento, por
ejemplo, de varias horas a varios dias anteriormente a que comience el tratamiento con vitamina D (o un derivado).
Mas preferentemente, el zoledronato se administra de forma coadyuvante en una cantidad suficiente para atenuar los
efectos antihipercalcémicos de la vitamina D (o un derivado).

Ejemplos
Ejemplo 1
Este ejemplo explica los materiales y métodos generales utilizados en los siguientes ejemplos.

Se obtuvieron hembras consanguineas de ratones C3H/HeJ de 6-10 semanas de edad de Jackson Laboratories.
Los ratones estaban libres de anticuerpos de virus, tenfan edades y pesos que se correspondian con la utilizacién
experimental y se alimentaron con una dieta de roedor equilibrada.

Se mantuvieron células SCCVII/SF in vivo - una linea tumoral escamosa murina, de rdpido crecimiento, no metas-
tatizante -en ratones C3H/HeJ, tal como se han descrito anteriormente (McElwain y otros, Mol. Cell. Diff. 3, 31- 50
(1995)) mediante inoculacién s.c. de 5x10° células en cultivo de tejido en fase log en el costado derecho del animal. La
linea celular SCCVII/SF se mantuvo in vitro en RPMI-1640 complementada con un 12,5% de suero fetal de ternero
inactivado (FCS) y un 1% de sulfato de penicilina-estreptomicina.

El 1,25D; y su andlogo no hipercalcémico Ro23-7553 se almacenaron inicialmente en forma de polvo puro en un
recipiente sellado, protegido frente a la luz, a 4°C. Para su utilizacién, cada farmaco se reconstituy6 en alcohol etilico
al 100% y se mantuvo tal como se ha descrito (McElwain y otros, Mol. Cell. Diff., 3, 31-50 (1995)). Los agentes
citotéxicos (carboplatino, cisplatino, y paclitaxel) se diluyeron en solucién salina al 0,9% y se inyectaron i.p. a varias
dosis en un volumen total de 0,2 ml durante los protocolos experimentales.

Se determind la citotoxicidad del farmaco in vitro sobre las células tumorales a través del ensayo clonogénico in
vitro (McElwain y otros, Mol. Cell. Diff., 3, 31-50 (1995)) con modificaciones menores, tal como se ha descrito en
la presente invencién. Brevemente, se pretrataron células murinas SCCVII/SF con 1,25D; o R023-7553 2 nM o bien
4 nM. Aunque el 1,25D; o R023-7553 no fueron estables durante largos periodos en medios de cultivo de tejido, se
observaron los efectos antiproliferativos a tiempos de incubacion de 24 horas, 48 horas y 7 dias (McElwain y otros,
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cita anterior). Después de la incubacién durante 48 horas con 1,25D; 0 R023-7553, las células se trataron durante 2
horas con concentraciones diferentes de agente citotoxico, se lavaron con RPMI 1640 més FCS, y se colocaron, en
diferentes diluciones, en placas de cultivo de tejido de 6 pocillos. Después de una incubacién de 7 dias a 37°C en
CO, al 5%, se lavaron las monocapas con solucién salina, se fijaron con metanol al 100% y se tifieron con Giemsa al
10%. Las colonias se contaron bajo microscopio 6ptico. Se calculé la fraccién superviviente dividiendo la eficacia de
clonaje de las células tratadas por la eficacia de clonaje de los controles no tratados.

El efecto del 1,25D; o Ro023-7553 solo y/o en combinacién con diversos agentes citotéxicos sobre las células
tumorales in vivo se determind mediante una modificacion del ensayo clonogénico de supervivencia in vivo de células
tumorales por extirpacién (Johnson y otros, Cancer Chemother. Pharmacol., 32, 339-46 (1993)). Brevemente, se
trataron i.p. animales portadores de tumores SCCVII/SF a los 14 dfas después de la implantacién, durante 3 dias, con
dosis de 1,25D; o R023-7553 por 0,5 mg/kg de peso corporal/dia o bien con dosis diferentes de 0,03125-0,5 mg/kg
de peso corporal/dia. El dia 3, los animales también recibieron una dosis del agente citotéxico i.p. de 6 mg/kg de peso
corporal o bien dosis diferentes de 1-6 mg/kg de peso corporal. Después de 24 horas, se disociaron enzimaticamente
alicuotas de tumor triturado durante 60 minutos a temperatura ambiente con una mezcla de colagenasa de tipo I
(37,5 mg/ml), ADNasa (55 mg/ml) y EDTA (1%). A continuacién, se colocaron en placas células tumorales viables a
varias diluciones (determinadas mediante tincidén con azul de tripano). Después de 7 dias de incubacién, se contaron
las colonias, y se contaron los nimeros de células clonogénicas por gramo de tumor. El rendimiento de células, la
eficacia de clonaje, y el nimero de células clonogénicas de tumores de control (sin tratamiento) (n=40) con media +
desviacién estandar (SD) tuvieron un promedio de 139,4 + 38,2x10° células tumorales viables/g de tumor, 27,0+0,56%
y 37,5+13,3x10° células tumorales clonogénicas/g de tumor, respectivamente. La fraccién superviviente por gramo de
tumor se define como el nimero de células tumorales clonogénicas por gramo de tumor tratado dividido por el nimero
de células tumorales clonogénicas por gramo de tumor de control (no tratado). Este ensayo es una medida exacta de la
actividad antitumoral in vivo; una fraccion superviviente inferior a 0,1 se correlaciona con una disminucién real en el
volumen del tumor y un incremento en el retraso del recrecimiento del tumor (Braunschweiger y otros, Cancer Res.,
48, 6011-16 (1988); Braunschweiger y otros, Cancer Res., 51, 5454-60 (1991)).

El efecto del 1,25D; 0 Ro23-7553 solo y/o en combinacion con varios agentes citotoxicos sobre células tumorales
in vivo se ensay6é nuevamente midiendo el retraso del crecimiento del tumor (ensayo de recrecimiento tumoral). Se
inocularon s.c. células tumorales SCCVII/SF (5x10°) en el costado de la pata de ratones C3H/HelJ. El dia 9 después de
la implantacién, dado que los tumores eran palpables (aproximadamente 5x5 mm), se escogieron los animales al azar
para su tratamiento i.p. con una dosis baja de Ro23-7553 (0,214 ug/kg de peso corporal/dia) o 1,25D; (0,2 ug/ratén)
utilizando una bomba microosmética para la administracion continua durante mas de siete dias. Después de 7 dfas, se
inyectaron i.p. 6 mg/kg de peso corporal de agente citotoxico. Los animales de control recibieron tratamiento simple o
bien ningun tratamiento. A los animales de control (sin tratamiento) se les dieron inyecciones sdlo de vehiculo (PBS) o
se les implantaron bombas simuladas. El crecimiento del tumor se calculé midiendo el didmetro del tumor con calibra-
dores tres veces semanalmente. Los volimenes de los tumores se calcularon mediante la formula: volumen = longitud
x (anchura®)/2). Los voldmenes de postratamiento se expresaron como una fraccién del volumen de pretratamiento
en el momento del tratamiento inicial. El retraso del recrecimiento del tumor se calculé como la media + desviacién
estandar de la diferencia de tiempo, para volimenes de tumor tratados y de control, en alcanzar 4 veces el volumen de
pretratamiento.

Ejemplo 2

Este ejemplo demuestra la capacidad para la sensibilizacion de células tumorales a los efectos de la terapia con
cisplatino citotéxico convencional mediante pretratamiento con un derivado de la vitamina D.

Se ensayaron entre 0,2 ug/ml y 0,8 pg/ml de cisplatino y Ro23-7553 solos o en combinacidén mediante el ensayo
clonogénico in vitro para la linea celular tumoral SCCVII/SF, tal como se ha descrito anteriormente. Se observé que el
pretratamiento de las células con Ro23-7553 tanto 2 nM como 4 nM aumentaba significativamente la muerte de células
clonogénicas en comparacion con el cisplatino solo o en administracién simultinea (es decir, sin pretratamiento) del
cisplatino en combinacidon con Ro23-7553 (p<0,001 ANOVA). El aumento significativo de la citotoxicidad mediada
por cisplatino se observé incluso a dosis bajas de cisplatino.

Ejemplo 3

Este ejemplo demuestra el aumento de la actividad antitumoral mediada por el cisplatino in vivo mediante el
pretratamiento con un derivado de la vitamina D.

Se utilizé el ensayo de muerte clonogénico por extirpacidn, en el que se trataron i.p. animales portadores de
tumores SCCVII/SF a los 14 dias después de la implantacién, durante 3 dias con 0,5 mg/kg de peso corporal/dia de
R023-7553. El tercer dia los animales recibieron dosis diferentes de cisplatino. Después de 24 horas, los tumores se
recolectaron, se disociaron y se colocaron en placa para una incubacion de 7 dias. Se observo que el pretratamiento
durante 3 dfas con el Ro23-7553 antes que el cisplatino daba como resultado un aumento significativo de la muerte
de células clonogénicas comparado con animales tratados con cisplatino o Ro23-7553 solos (p<0,001 ANOVA). Se
observo un aumento significativo en la muerte de células tumorales clonogénicas en cada dosis de cisplatino ensayada,
comparado con el cisplatino solo.
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Para determinar el efecto de la variacion de la dosis de Ro23-7553 en este ensayo, se trataron ratones portadores
de tumores SCC diariamente durante 3 dias con desde 0,03125 mg/kg de peso corporal/dia hasta 0,5 mg/kg de peso
corporal/dia de Ro23-7553. El dia 3 se administré cisplatino en proporcién de 6 mg/kg de peso corporal. Se observo
que el Ro23-7553 era capaz de aumentar significativamente la muerte de células tumorales mediada por cisplatino,
incluso a las dosis mds bajas ensayadas, comparado con el cisplatino o Ro23-7553 solos (p<0,01 ANOVA). Ningtn
animal en cualquier tentativa experimental se volvié hipercalcémico a ninguna de las dosis de Ro23-7553.

Ejemplo 4

Este ejemplo demuestra el aumento de la actividad antitumoral mediada por cisplatino in vivo mediante el pretra-
tamiento con un derivado de la vitamina D.

Se utiliz6 el ensayo de recrecimiento tumoral en el que se trataron ratones portadores de tumores SCCVII/SF (dia 9
después de la implantacion) con Ro23-7553 administrado continuamente. Al final de la administracién de Ro23-7553
se inyectd i.p. cisplatino en proporcién de 6 mg/kg de peso corporal. A los animales de control (sin tratamiento) o con
tratamiento simple se les inyect6 el vehiculo (PBS) o se les implantaron bombas simuladas dependiendo del grupo
de tratamiento. Todos los animales experimentaron una disminucién significativa del volumen tumoral fraccional
cuando se pretrataron con Ro23-7553 anteriormente al cisplatino, en comparacién con el tratamiento con cada agente
solo (p<0,001 ANOVA). Cuando se examino el retraso en el recrecimiento tumoral (media + SD de la diferencia
en el tiempo, para tumores tratados y de control, en alcanzar 4 veces el tamafio de pretratamiento), se observé un
incremento significativo en animales tratados con Ro23-7553 mas cisplatino, en comparacién con cisplatino o bien
con Ro023-7553 solos (véase Tabla 1).

TABLA 1
Efacto de Ro23-7553 y Cisplatino sobre el Retraso en el
Recrecimiento Tumoral
Tratamiento Raetraso en el Recrecimiento
Tumoral
Ro23-7553 1,8%0,8
Cisplatino 4,4+0,3
Ro23-7553/cisplatino 7,7+0,4

Ejemplo 5

Este ejemplo demuestra la capacidad para sensibilizar células tumorales a los efectos de la terapia del cisplatino
mediante el pretratamiento con un derivado de la vitamina D y dexametasona.

Se incubaron células SCC con dexametasona, 1,25Ds, y/o cisplatino, y se determind la viabilidad de las células a
través de la exclusion con azul de tripano. Se observo que el pretratamiento con dexametasona y 1,25D; seguido de
cisplatino dio como resultado una inhibicién del crecimiento superior a la del tratamiento con cualquier agente solo o
al pretratamiento con 1,25D; seguido de cisplatino. Estos resultados demuestran que el pretratamiento con un derivado
de la vitamina D y dexametasona aumenta el efecto antitumoral del cisplatino.

Ejemplo 6

Este ejemplo demuestra la capacidad para sensibilizar células tumorales a los efectos de la terapia con cisplatino
mediante el pretratamiento con un derivado de la vitamina D y dexametasona in vivo.

Se trataron ratones portadores de tumores SC con dexametasona los dias 0-3, con 1,25D; los dias 1-3, y/o con
cisplatino el dia 3. Se observé una actividad antiproliferativa mayor en los animales tratados triplemente respecto a
los animales tratados con dexametasona seguida de cisplatino (p<0,003 utilizando el ensayo de Mann-Whitley) o con
1,25D; seguido de cisplatino (p<0,05 utilizando el ensayo de Mann-Whitley). Estos resultados demuestran que el
pretratamiento con un derivado de la vitamina D y dexametasona aumenta el efecto antitumoral del cisplatino.
Ejemplo 7

Este ejemplo demuestra que los derivados de la vitamina D pueden regular a la alza una MAPK fosfatasa.

Se trataron células SCC in vitro con 1,25D; 10 nM, y las células no tratadas sirvieron de control. Se calculd el nivel
de MAPK fosforilada a las 24 y 48 horas después del tratamiento. También se calcularon las cantidades de MAPK,
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MEK (la quinasa responsable de la fosforilacién de MAPK), MKP-1 (una fosfatasa especifica de MAPK), y receptores
de los factores de crecimiento (receptores de los factores de crecimiento EGF, PDGEF, e IGF1) utilizando anélisis de
Transferencia Western. Ademds, se calcul6 el nivel de actividad de la MEK mediante ensayos quinasa cuantitativos in
vitro.

Las células tratadas con 1,25D; presentaron menos MAPK fosforilada que las células no tratadas, pero la cantidad
de proteina MAPK no se vio afectada. Las células tratadas tenian presente una cantidad ligeramente menor de proteina
MEK, pero el perfil de actividad de MEK no fue significativamente diferente al de las células no tratadas. Ademads,
las células tratadas presentaban cantidades significativamente superiores de receptores de los factores del crecimiento
EGF, PDGF, e IGF1 con respecto a las células no tratadas, asi como cantidades superiores de MKP-1.

Los resultados indican que el 1,25D; no inhibe MAPK mediante la inhibicién de la sefial mitogénica de mads arriba
de los receptores del factor del crecimiento, pero que puede inhibir esta proteina mediante la regulacion a la alza de la
N4KP-1.

Ejemplo 8

Este ejemplo demuestra la capacidad de sensibilizar células tumorales a los efectos de la terapia con carboplatino
citotéxico convencional mediante el pretratamiento con un derivado de la vitamina D.

Se ensayaron el carboplatino y el 1,25D; solos y en combinacién utilizando el ensayo clonogénico in vitro. Se
observé que el pretratamiento de las células con 1,25D; 2 nM durante 48 horas aument6 significativamente la muer-
te de células clonogénicas en comparacion con el carboplatino solo o con administracién simultinea (es decir, sin
pretratamiento) del carboplatino en combinacién con 1,25D; (p<0,001 ANOVA).

Ejemplo 9

Este ejemplo demuestra el aumento de la actividad antitumoral mediada por carboplatino in vivo mediante el
pretratamiento con un derivado de la vitamina D.

Se utilizé el ensayo de muerte clonogénica por extirpacién en el que se trataron i.p. animales portadores de tumores
SCCVII/SF a los 14 dias después de la implantacion, durante 3 dias, con 0,5 mg/kg de peso corporal/dia de 1,25D;.
El tercer dia los animales recibieron dosis diferentes de carboplatino (entre 25 mg/kg de peso corporal y 100 mg/kg
de peso corporal). Después de 24 horas, los tumores se recolectaron, disociaron y se colocaron en placas para una
incubacién de 7 dias. Se observé que el pretratamiento durante 3 dias con 1,25D; anteriormente al carboplatino dio
como resultado un aumento significativo de la muerte de células clonogénicas comparado con animales tratados con
carboplatino o 1,25D; solos (p<0,001 ANOVA). Se observé un aumento significativo de la muerte de células tumorales
clonogénicas en cada dosis de carboplatino ensayada.

En un segundo experimento, se utilizé el ensayo de muerte clonogénico por extirpacién en el que se trataron i.p.
animales portadores de tumores SCCVII/SF a los 14 dias después de la implantacién, durante 3 dias, con 1,25D; a
diferentes dosis. El tercer dia, los animales recibieron 50 mg/kg de peso corporal/dia de carboplatino. Después de 24
horas, los tumores se recolectaron, disociaron y se colocaron en placas para una incubacién de 7 dias. Se observé
que el pretratamiento con 1,25D; anteriormente al carboplatino dio como resultado un aumento significativo de las
células clonogénicas, incluso a las dosis mds bajas de 1,25D;. Se observé un incremento significativo de la muerte de
células tumorales clonogénicas a cada dosis de carboplatino ensayada, comparado con el carboplatino solo (p<0,001
ANOVA). Ningtin animal se volvi6 hipercalcémico a cualquiera de las dosis de 1,25D; ensayadas.

Ejemplo 10

Este ejemplo demuestra la capacidad para sensibilizar células tumorales a los efectos del paclitaxel citotoxico
convencional mediante el pretratamiento con un andlogo de la vitamina D.

Se ensayaron paclitaxel y 1,25D; solos y en combinacién mediante el ensayo clonogénico in vitro, tal como se ha
descrito anteriormente. Se observé que el pretratamiento de células con 1,25D; aument6 significativamente la muerte
de células clonogénicas en comparacién con el 1,25D; (p<0,001 ANOVA). También se observé que la administracién
simultdnea de 1,25D; y paclitaxel no dio como resultado un aumento de la muerte de células clonogénicas por encima
del paclitaxel solo.

Ejemplo 11

Este ejemplo demuestra el aumento de la actividad antitumoral in vivo mediada por paclitaxel mediante el pretra-
tamiento con 1,25D;.

Se utiliz6 el ensayo de muerte clonogénico por extirpacion en el que se trataron i.p. animales portadores de tumores
SCCVII/SF alos 11 dias después de la implantacién durante 3 dias con 0,2 ug/dia de 1,25D;. El tercer dia, los animales
recibieron dosis diferentes de paclitaxel. Después de 24 horas, los tumores se recolectaron, se disociaron y se colocaron
en placas para una incubacién de 7 dias. Se observé que el pretratamiento durante 3 dias con 1,25D; anteriormente
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al paclitaxel, a todas las dosis, dio como resultado un aumento significativo de la muerte de células clonogénicas
comparado con animales tratados con paclitaxel solo (p<0,001 ANOVA). También se observé un aumento significativo
en la muerte de células tumorales clonogénicas a cada dosis de paclitaxel ensayada en comparacién con el paclitaxel
solo. Ningun animal se volvié hipercalcémico durante estos tratamientos.

Ejemplo 12

Este ejemplo demuestra el aumento de la actividad antitumoral mediada por paclitaxel in vivo mediante el pretra-
tamiento con 1,25D;.

Se utiliz6 el ensayo de recrecimiento tumoral en el que se trataron ratones portadores de tumores SCCVII/SF (7
dias después de la implantacién) con 0,2 ug/ratén de 1,25D; administrado continuamente entre dos y ocho dias. Al final
de la administracién de 1,25Dj;, se inyectd i.p. paclitaxel en proporcidon de 40 mg/kg de peso corporal. A los animales
de control (sin tratamiento) o con tratamiento simple se les inyecté vehiculo (PBS) o se les implantaron bombas
simuladas, en funcién del grupo de tratamiento. Todos los animales experimentaron una disminucién significativa
del volumen del tumor fraccional cuando se pretrataron con 1,25D; previamente al paclitaxel, comparado con el
tratamiento con cada agente solo (p<0,001 ANOVA).

Ejemplo 13

Este es un ejemplo de un programa de dosis clinicas para el tratamiento con carboplatino y 1,25D;, segin la
presente invencion.

Se sometieron pacientes con tumores malignos a un régimen de tratamiento que implicaba carboplatino y 1,25D;,
pero 48 horas anteriormente al tratamiento, cada paciente se sometié a una dieta baja en calcio (250-300 mg/48 horas)
y se mantuvo con esa dieta durante, como minimo, 7 dias. El programa de tratamiento para los pacientes es tal como
se indica en la Tabla 2.

TABLA 2
Ciclo Dosis de 1,25D; Dosis de carboplatino
1 4 pg, SQ, QD 1-3 AUC 5X1
2 6 ng, SQ, QD 1-3 AUC 5X1
3 8 pug, SQ, QD 1-3 AUC 5X1
4 11 ug, SQ, QD 1-3 AUC 5X1
3 14 pg, SQ, QD 1-3 AUC 5X1
6 18 ug, SQ, QD 1-3 AUC 5X1
7 23 pg, SQ, QD 1-3 AUC 5X1
8 30 pg, SQ, QD 1-3 AUC 5X1
9 39 pg, SQ, QD 1-3 AUC 5X1

Segin ese régimen, cada ciclo dura cuatro semanas. En ciclos sucesivos, la dosis de 1,25D; se incrementa en un
30%. En los primeros dos ciclos, los pacientes se dividieron en dos grupos, tal como sigue:

Grupo 1. El dia 1, a este grupo de pacientes se le dio carboplatino (de forma intravenosa como infusién de 30
minutos en 100 ml de transportador) a una dosis calculada para conseguir un AUC=5. Se tom6 una muestra de sangre,
24 horas mads tarde, para determinar el AUC del carboplatino y los pacientes se sometieron a un régimen de tres dias
de 1,25D; subcutaneo, segtn el programa indicado en la Tabla 2.

Grupo 2. El dia 1, este grupo de pacientes se sometié a un régimen de tres dias de 1,25D; subcutdneo. El dia 3, a
los pacientes se les dio carboplatino a una dosis calculada para conseguir un AUC=5. Se tom6 una muestra de sangre,
24 horas mds tarde, para determinar el AUC del carboplatino.

Después del primer ciclo, se hizo un cambio en los grupos entre pretratamiento y postratamiento. Para el tercer
ciclo y los posteriores de este tratamiento, los pacientes se sometieron a un régimen de tres dias de 1,25D; subcutdneo.
El dia 3, a los pacientes se les dio carboplatino a una dosis calculada para conseguir un AUC=5. Se tom6 una muestra
de sangre, 24 horas mds tarde, para determinar el AUC del carboplatino.
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Después de los primeros dos ciclos, se examinaron los pacientes para determinar el efecto sobre el AUC del
carboplatino mediante pretratamiento frente post tratamiento con 1,25D;. E1 AUC del carboplatino fue méds grande en
cada paciente cuando se habfa pretratado con 1,25D; respecto a cuando se le habia dado carboplatino en primer lugar
(media de AUC = 7,8 ug/ml-h + 1,3, carboplatino D1; 6,7 ug/ml-h + 1,3, carboplatino D3). De forma coherente con el
cambio en el AUC, la mielosupresién fue consecuentemente menor en cada paciente cuando al carboplatino le siguié
1,25D; coadyuvante.

Ejemplo 14

Este ejemplo demuestra un método de tratamiento del cancer de préstata en un paciente mediante la administracién
de forma coadyuvante de un derivado de la vitamina D y dexametasona al paciente.

Se seleccionaron treinta y dos pacientes con cancer de préstata independiente de andrégenos en base a la progresion
del cancer, a pesar de la terapia de supresién antiandrogénica. Se midié la concentracién del antigeno especifico de
prostata (PSA) en el suero de cada uno, y se trataron con 1,25D; y dexametasona en un régimen indicado en la
Tabla 3.

TABLA 3

Ciclo Dosis de 1,25D, Dosis de dexametasona

1 (28 dias) 8 ug L-X-V cada semana 4 mg Dom (primera
semana)
4 mg L-X-V cada
semana

2 {28 dias) 1¢ ug L-X-V cada semana 1 mg L-X-V cada
semana

3 {28 dias) 12 pug L-X-V cada semana 4 mg L-X-V cada
semana

Se examind si los pacientes completaron este régimen, y de los 36 pacientes iniciales, se examinaron 24 en base
al cambio en los niveles de PSA del suero. Cinco de los pacientes mostraron, como minimo, el 50% de reduccién
de los niveles de PSA después de este tratamiento, mientras que en los 19 restantes la velocidad de progresion de la
enfermedad se atenué marcadamente. No se observé toxicidad en ninguno de estos pacientes. Estos resultados indican
que la coadministracién de una vitamina D (o un derivado) y dexametasona puede tratar con éxito el cancer de préstata.

Ejemplo 15

Este ejemplo demuestra que la administracién coadyuvante de zoledronato disminuye significativamente la hiper-
calcemia mediada por los derivados de la vitamina D.

Se pretrataron ratones C3H/HeJ normales con zoledronato en proporcién de 10 ug/kg de peso corporal y, a conti-
nuacion, se trataron con 0,25 g de 1,25D; una vez al dia durante tres dias. Los animales de control recibieron 1,25D;
solo, y un grupo de animales recibieron solo zoledronato. Después del ultimo tratamiento con 1,25D;, se extrajo sangre
alas 0, 24 y 48 horas de cada ratén, y se midieron los niveles de calcio en el suero.

Los niveles iniciales de calcio se redujeron significativamente en los animales experimentales, comparado con los
animales de control (p= 0,00002). En los animales de control los niveles de calcio en el suero permanecieron altos 24
y 48 horas después (17,2 + 1,1 mg/dl y 16,5 + 1,1 mg/dl, respectivamente), mientras que los niveles de calcio en el
suero de los animales experimentales permaneci6 reducido (14,7 + 0,9 mg/dl y 13,4 + 0,9 mg/dl, respectivamente).
Ademéds, los animales experimentales, asi como los tratados con zoledronato solo, mostraron menos deshidratacion,
piloereccion y caquexia atribuible a la hipercalcemia que los animales de control. Estos resultados demuestran que el
zoledronato disminuye significativamente la hipercalcemia mediada por vitamina D (o un derivado).

Ejemplo 16

Este es un ejemplo de programa de dosis clinica para el tratamiento con paclitaxel y 1,25D;, segin la presente
invencion.

Se sometieron pacientes con tumores malignos a un régimen de tratamiento que implicaba paclitaxel y 1,25D;. El
paclitaxel se administré como un concentrado de solucién estéril (6 mg/ml) en aceite de ricino polietoxilado al 50% y
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etanol USP deshidratado al 50%. Inmediatamente antes de la utilizacidn, este concentrado se diluy6 para conseguir la
dosis adecuada en volimenes de inyeccidon de NaCl al 0,9%, USP o bien de inyeccion de dextrosa al 5%, USP (DW5).
La preparacion se llevé a cabo en cristal para evitar la lixiviacién del plastificante de dietilhexilftalato. El 1,25D; se
administré como pastillas de 0,5 ug de Hoffinan-LaRoche Pharmaceutical Corporation. El programa de tratamiento
para los pacientes fue tal como se indica en la Tabla 4.

TABLA 4
Ciclo Dosis de 1,25D,, Dosis de paclitaxel
1 4 ug oralmente 80 mg/m’ IV
2 6 ug oralmente 80 mg/m® IV
3 8 Mg oralmente 80 mg/m‘ IV
4 10 pug oralmente 80 mg/m° IV
5 13 ug oralmente 80 mg/m° IV

Segtn este régimen, cada ciclo durd ocho semanas. Para ciclos sucesivos, la dosis de 1,25D; se incrementd en un
30%. Dentro de cada ciclo, se administré 1,25D; una vez al dia (entre 8 de la mafiana y 12 del mediodia) durante los
primeros tres dias. El tercer dia, se administraron intravenosamente 20 mg de dexametasona, 50 mg de difenhidramina,
50 de rantidina, y ondasteron antiemético (10 mg) o ganisteron (1 mg), 90 minutos después de la administracién de
1,25D;. Dos horas después de la administracién de 1,25Ds, se administré el paclitaxel intravenosamente en 250 ml
de solucién salina neutra durante mds de una hora. Después de cuatro dias de descanso (dias 4-7), se repiti6 la rutina
de tratamiento de tres dias, descanso de cuatro dias hasta el dltimo dia de administracién de paclitaxel (dia 45). Los
pacientes descansaron entonces el resto del ciclo (dias 46-63), después de lo cual el siguiente ciclo empezo.

Incorporacion por referencia

Todas las fuentes (por ejemplo, solicitudes de patente, patentes, publicaciones impresas, y similares) a las cuales se
ha hecho referencia o se han citado en cualquier parte del presente documento se incorporan en la presente invencién
y forman parte de la presente descripcién mediante tales referencias a ellas.

Guia para la interpretacion

La precedente es una descripcién integrada de la presente invencién como totalidad, no simplemente de cualquier
elemento particular de un aspecto de la misma. La descripcién describe “realizaciones preferentes” de la presente
invencién, que incluyen el mejor modo que los inventores conocen para llevarlas a cabo. Por supuesto, tras la lectura
de la descripcion precedente, parecerdn obvias variaciones de aquellas realizaciones preferentes para los especialis-
tas en la técnica. Los presentes inventores esperan que los técnicos especializados utilicen dichas variaciones segin
corresponda, y los presentes inventores pretenden que la invencidn se practique de otras formas que las descritas
especificamente en la presente invencidn. Por consiguiente, la presente invencion incluye todas las modificaciones y
equivalentes de la materia en cuestion, enumeradas en las reivindicaciones adjuntas, tal como permite la ley pertinente.

Segtin se utiliza en la descripcion precedente y en las siguientes reivindicaciones, los indicadores singulares (por
ejemplo, “un” o “uno”) incluyen el plural, a menos que se indique lo contrario. La enumeracién de un intervalo de
valores discontinuos se pretende que sirva como método abreviado para referirse individualmente a cada valor separado
que se incluye dentro del intervalo, y cada valor separado se incorpora en la especificacién como si se hubiera listado
individualmente.

Por lo que respecta a las reivindicaciones en particular, el término “consta esencialmente de” indica que se pueden
utilizar los ingredientes o etapas no listados que no afectan materialmente a las propiedades bésicas y nuevas de la
presente invencién, ademds de los ingredientes y etapas enumerados especificamente. Por otra parte, los términos
“comprende” o “tiene” indican que puede estar presente cualquier ingrediente o etapa ademds de los enumerados.
El término “consta de” indica que sélo estdn presentes los ingredientes o etapas enumerados, pero no elimina la
posibilidad de que equivalentes de los ingredientes o etapas puedan sustituir a los enumerados especificamente.
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REIVINDICACIONES

1. Utilizacién de la vitamina D o de un derivado de la misma para la fabricacién de un medicamento para provocar
la muerte de una célula o retrasar el crecimiento de un tumor en un paciente humano, segiin un régimen de tratamiento
que implica:

a) la administracion, en primer lugar, a la célula o al tumor en el paciente del medicamento, que comprende
vitamina D o un derivado de la misma y

b) la administracion posterior a la célula o al tumor de un medicamento que comprende, como minimo, un agente
citotéxico, en la que el régimen comprende, ademas, la administracién de forma coadyuvante de, como minimo, un
bisfosfonato.

2. Utilizacidn, segun la reivindicacién 1, en la que la etapa a) comprende, ademds, la administracién de un gluco-
corticoide simultdneamente a la vitamina D o derivado.

3. Utilizacion, segtn la reivindicacién 1 6 2, en la que, como minimo, se selecciona un bisfosfonato del grupo que
consta de alendronato, clodronato, etidronato, ibandronato, pamidronato, risedronato, tiludronato, y zoledronato.

4. Utilizacion, segtn cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en la que dicho agente citotéxico es un glucocorticoide.

5. Utilizacién de la vitamina D o un derivado de la misma para la fabricacién de un medicamento para provocar
la muerte de una célula o retrasar el crecimiento de un tumor en un paciente, segin un régimen de tratamiento que
implica

a) la administracioén, en primer lugar, a la célula o al tumor en el paciente del medicamento, que comprende
vitamina D o un derivado de la misma y un medicamento que comprende un glucocorticoide y

b) la administracion posterior a la célula o al tumor de un medicamento que comprende, como minimo, un agente
citotéxico, diferente a un glucocorticoide.

6. Utilizacién, segin la reivindicacién 5, en la que dicho régimen de tratamiento comprende, ademads, la etapa c)
de administracion de forma coadyuvante de un medicamento que comprende un bisfosfonato seleccionado del grupo
que consta de alendronato, clodronato, etidronato, ibandronato, pamidronato, risedronato, tiludronato, y zoledronato.

7. Utilizacidn, segtin la reivindicacién 5 6 6, en la que el paciente es un humano.

8. Utilizacion, segtn cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la vitamina D o el derivado se admi-
nistra de 1 a 3 dias anteriormente al agente citot6xico o, como minimo, una vez diariamente en dias alternos o, como

minimo, una vez diariamente durante, como minimo, dos dias seguidos.

9. Utilizacioén, segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que el derivado de la vitamina D es 1,25D;
o un andlogo del mismo no hipercalcémico.

10. Utilizacion, segin la reivindicacion 9, en la que el andlogo es Ro23-7553 o Ro24-5531.

11. Utilizacién, segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la dosis diaria de la vitamina D o el
derivado se encuentra entre 4 ug y 15 ug.

12. Utilizacién, segin la reivindicacién 11, en la que la dosis diaria de la vitamina D o el derivado se encuentra
entre 8 ugy 12 ug.

13. Utilizacién, segin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que dicho agente citotxico actda selec-
tivamente sobre células en la fase G,-G, del ciclo celular.

14. Utilizacién, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que dicho agente citotoxico es un agente
citotéxico basado en platino.

15. Utilizacién, segiin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que dicho agente citotdxico es carbopla-
tino, cisplatino, dexametasona, paclitaxel o docetaxel.

16. Utilizacién, segun la reivindicacién 15, en la que el agente citotdxico es carboplatino y se administra a una
dosis calculada para conseguir un AUC de aproximadamente 5.

17. Utilizacion, segun la reivindicacién 15, en la que dicho agente citotéxico es dexametasona y se administra con
un programa de dosis de entre 1 mg y 10 mg en dias alternos.
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18. Utilizacidn, segin la reivindicacién 15, en la que dicho agente citotéxico es paclitaxel y se administra a una
dosis de aproximadamente 80 mg/m?.

19. Utilizacién de la vitamina D o un derivado de la misma y de un glucocorticoide para la fabricacién de un
preparado combinado para la utilizacién simultdnea, separada o secuencial en el tratamiento del cdncer de préstata.

20. Utilizacién, segin la reivindicacién 19, en la que se repite el tratamiento.

21. Utilizacion, segun las reivindicaciones 19 6 20, en la que se administran la vitamina D o derivado y el gluco-
corticoide al paciente en dfas alternos entre 2 y 4 veces a la semana.

22. Utilizacion, segun cualquiera de las reivindicaciones 19-21, en la que el glucocorticoide se administra al pa-
ciente antes o después de la administracién de la vitamina D o del derivado.

23. Utilizacion, segiin cualquiera de las reivindicaciones 19-22, en la que el derivado de la vitamina D es un andlogo
de 1,25D; no hipercalcémico.

24. Utilizacion, segun cualquiera de las reivindicaciones 19-23, en la que el glucocorticoide se selecciona del grupo
de glucocorticoides que consta de dexametasona, hidrocortisona, metilprednisolona, prednisolona, o prednisona.

25. Utilizacion, segiin cualquiera de las reivindicaciones 19-24, en la que el glucocorticoide es dexametasona.

26. Utilizacién, segtin cualquiera de las reivindicaciones 19-25, que comprende, ademads, la administracién a la
célula de, como minimo, un bisfosfonato seleccionado del grupo que consta de alendronato, clodronato, etidronato,
ibandronato, pamidronato, risedronato, tiludronato y zoledronato.

27. Preparado combinado de vitamina D o un derivado de la misma y zoledronato.

28. Preparado combinado de vitamina D o un derivado de la misma y zoledronato, para la utilizacién simultdnea,
separada o secuencial en terapia.

29. Utilizacién de la vitamina D o un derivado de la misma y zoledronato para la fabricacién de un medicamento
para la utilizacién simultdnea, separada o secuencial en el tratamiento del cancer.

30. Utilizacidn, segun la reivindicacién 29, en la que el zoledronato se administra anteriormente a la administracién
de la vitamina D o el derivado.

31. Utilizacioén, segtn la reivindicacién 29 6 30, en la que el zoledronato se administra al paciente en una dosis
entre 5 ug/kg de peso corporal y 25 ug/kg de peso corporal.

32. Utilizacién, segiin cualquiera de las reivindicaciones 29-31, en la que el derivado de la vitamina D es un andlogo
de 1,25D; no hipercalcémico.
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