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DESCRIPCION
Vitamina D3 y analogos de la misma para tratar la alopecia
Solicitudes relacionadas

Esta solicitud reivindica la prioridad de la solicitud de patente provisional estadounidense n.° 61/234.178, presentada
el 14 de agosto de 2009. El contenido de la solicitud anterior se incorpora al presente documento en su totalidad.

Antecedentes de la invencion

La alopecia es un efecto secundario habitual y angustiante de muchos agentes quimioterapicos y para el que
actualmente existen pocas medidas preventivas eficaces. En un estudio reciente, treinta y cinco de cuarenta y seis
pacientes que recibieron quimioterapia clasificaron la alopecia como un efecto secundario mas perturbador que los
vomitos (Tierney et al., B. J. Cancer, 62: 527-528, 1990).

Actualmente, aquellos que padecen alopecia so6lo pueden intentar regenerar el cabello caido mediante aplicaciones
repetidas de esteroides topicos o pueden intentar mantener el crecimiento del cabello mediante la aplicacion topica
de minoxidil. Ademas, actualmente no hay agentes terapéuticos sometidos a prueba con la capacidad de prevenir la
alopecia como efecto secundario durante el tratamiento con quimioterapia, aunque se han realizado algunos
estudios prometedores. Por ejemplo, usando un modelo de rata joven, se ha demostrado que ImuVert, un
modificador de respuesta bioldgica preparado a partir de la bacteria Serratia marcescens, protegio a los animales de
la alopecia inducida por el arabinésido de citosina o la adriamicina (Hussein et al., Science 249: 1564-1566, 1990)
En estudios posteriores, se observé una proteccién similar frente a la alopecia inducida por ARA-C de la interleucina-
1 (IL-1) beta recombinante (Jiménez et al., FASEB J. 1991) A pesar de estos resultados prometedores, sigue
existiendo la necesidad de un agente terapéutico seguro y eficaz que trate la alopecia en quienes padecen este
trastorno y, ademas, prevenga la alopecia inducida por quimioterapia en quienes reciben tratamiento contra el
cancer.

Sumario de la invenciéon

La presente invencién se refiere a una composicion farmacéutica para administracion tdpica, que comprende una
cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de vitamina D, para su uso en un método de prevencién o
tratamiento de la alopecia inducida por quimioterapia, tal como se especifica en las reivindicaciones adjuntas.

Debe tenerse en cuenta que se contempla que todas las realizaciones descritas en el presente documento
(anteriormente y a continuacion) puedan combinarse con cualquier otra realizacion cuando corresponda, incluidas
las realizaciones descritas s6lo segun uno de los aspectos de la invencion, y las realizaciones descritas segun
diferentes aspectos de la invencion.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 muestra resultados de absorcion total y balance de masas en los tres donantes de piel, y la distribucion
de calcitriol de piel cadavérica humana intacta durante 48 horas a partir de una aplicacién Unica. Los resultados se
muestran en la escala logaritmica como media + E.E. como masa total (ng/cm?).

La figura 2 muestra una curva de crecimiento a modo de ejemplo de células HEKa a lo largo de diferentes
concentraciones de calcitriol presentes en los medios de crecimiento. Obsérvese la escala logaritmica de la
concentracion de calcitriol.

La figura 3 muestra una curva de crecimiento a modo de ejemplo de la linea celular de carcinoma de pancreas
PaCa2, curva de crecimiento que no responde a la presencia de 0,1 pg/ml de calcitriol.

Las figuras 4A y 4B muestran el crecimiento de células Hep-G2 y células MCF-7, respectivamente, en presencia de
concentraciones crecientes de calcitriol.

La figura 5 muestra curvas de dosificacion de erlotinib (Tarceva), un inhibidor de la Tyr cinasa de EGFR, en ausencia
() o en presencia de 0,1 ug/ml de calcitriol (x).

La figura 6 muestra curvas de dosificacion de gefinitib (Iressa), otro inhibidor de la Tyr cinasa de EGFR, en ausencia
() o en presencia de 0,1 ug/ml de calcitriol (x).

La figura 7 muestra curvas de dosificacion de sorafinib en ausencia (¢) o en presencia de 0,1 pug/ml de calcitriol (x).
Se sabe que el sorafenib inhibe varias cinasas (Raf, VEGF-R2, c-kit, PDGR-R).
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La figura 8 muestra curvas de dosificacion de dasatinib en ausencia (¢) o en presencia de 0,1 pg/ml de calcitriol (x).
El dasatinib inhibe las Tyr cinasas de BCR/ABL.

La figura 9 muestra curvas de dosificacion de estaurosporina en ausencia (¢) o en presencia de 0,1 pg/ml de
calcitriol (x). La estaurosporina es un inhibidor de cinasa relativamente inespecifico.

La figura 10 muestra curvas de dosificacion de cisplatino en ausencia (¢) o en presencia de 0,1 pug/ml de calcitriol
(). El cisplatino es un agente alquilante de ADN.

La figura 11 muestra curvas de dosificacion de carboplatino en ausencia (¢) o en presencia de 0,1 ug/ml de calcitriol
(%). El carboplatino también es un agente alquilante de ADN.

La figura 12 muestra curvas de dosificacion de irinotecan en ausencia (¢) o en presencia de 0,1 ug/ml de calcitriol

(*).

La figura 13 muestra curvas de dosificacion de paclitaxel en ausencia (#) o en presencia de 0,1 pug/ml de calcitriol

(*)-
La figura 14 muestra curvas de dosificacion de 5-FU en ausencia (¢) o en presencia de 0,1 pg/ml de calcitriol (x).

La figura 15 muestra curvas de dosificacion de gemcitabina en ausencia (¢) o en presencia de 0,1 pg/ml de calcitriol

(*).

La figura 16 muestra curvas de dosificacion de doxorubicina en ausencia () o en presencia de 0,1 ug/ml de calcitriol

(*).

La figura 17 muestra curvas de dosificacion de tamoxifeno en ausencia (¢) o en presencia de 0,1 ug/ml de calcitriol

(*).

La figura 18 muestra que calcitriol 0,1 pg/ml protege los queratinocitos normales HEKa frente a 5-FU, mientras que
no afecta apreciablemente a los valores de DEso de 5-FU frente a células cancerosas.

La figura 19 muestra que el calcitriol no altera apreciablemente el efecto citotéxico de la doxorubicina frente a la
linea celular de cancer SkBr-3.

La figura 20A muestra que, en ratas Sprague Dawley que reciben etopdsido, una formulacion tépica de calcitriol
protege frente a la alopecia inducida por quimioterapia (AlIQ) de una manera dependiente de la dosis. Panel
izquierdo: ratas que reciben sélo etopodsido; panel central: ratas que reciben etopdsido y aplicacion tépica de 0,1 ug
de calcitriol en una formulacion tépica; panel derecho: ratas que reciben etopdsido y aplicacion tépica de 0,3 mg de
calcitriol en una formulacion tépica. La figura 20B muestra resultados similares en las ratas Long Evans con pelaje
con color.

La figura 21 muestra que una formulacion tépica de calcitriol (dosis total de 0,2 nug) protege a las ratas Long Evans
frente a la alopecia inducida por ciclofosfamida (CTX).

La figura 22A muestra que una formulacién tdpica de calcitriol (dosis total de 0,2 ug) protege a las ratas Long Evans
frente a la alopecia inducida por quimioterapia de combinacién de CTX-doxorubicina. La figura 22B muestra un
resultado protector similar con el calcitriol de la formulacion tépica de calcitriol en ratas tratadas por alopecia
inducida por quimioterapia de combinacion de citarabina-doxorubicina. El efecto protector de una formulacion tépica
de calcitriol en ratas tratadas sdlo con citarabina se muestra en la figura 22C.

La figura 23 muestra que una formulacioén topica de calcitriol topico (dosis total de 0,2 ug) protege a las ratas Long
Evans a las que se les inyecté MIAC51 (células de cloroleucemia) frente a la alopecia inducida por CTX.

La figura 24 muestra que, en experimentos in vivo realizados en ratas Long Evans a las que se les inyecté MIAC51
(células de cloroleucemia), una formulacion tépica de calcitriol no protege a las células cancerosas frente a la
quimioterapia.

Las figuras 25A y 25B muestran el nivel estimado de calcitriol recuperado (ng/mg) del estrato cérneo de la epidermis
de minicerdos y el resto de la epidermis. La cantidad se expresa como la media = D.E. de calcitriol recuperado. nd =
ninguno detectado, na = no disponible.

La figura 26 muestra la correlacién casi lineal entre la dosis de calcitriol aplicada al nivel en tejido de calcitriol
recuperado en la epidermis, con un intervalo de concentraciones de calcitriol de 3 a 100 pg/ml.
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La figura 27 ilustra el efecto del calcitriol sobre el primer ciclo anageno de ratas con cloroleucemia que reciben
ciclofosfamida. La figura 27A representa ratas que reciben ciclofosfamida sola, la figura 27B. representa ratas que
reciben ciclofosfamida y vehiculo, mientras que la figura 27C representa ratas que reciben ciclofosfamida y calcitriol.

La figura 28 ilustra el efecto del calcitriol sobre el segundo ciclo anageno de ratas con cloroleucemia que reciben
ciclofosfamida. De izquierda a derecha, ratas tratadas con ciclofosfamida sola, ratas tratadas con ciclofosfamida y
vehiculo y ratas tratadas con ciclofosfamida y calcitriol.

La figura 29 ilustra el efecto de calcitriol sobre el primer ciclo anageno de ratas con cloroleucemia que reciben
ciclofosfamida en combinacion con doxorubicina. La figura 29A representa ratas que reciben ciclofosfamida y
doxorubicina solas, la figura 29B representa ratas que reciben ciclofosfamida, doxorubicina y vehiculo, mientras que
la figura 29C representa ratas que reciben ciclofosfamida, doxorubicina y calcitriol.

La figura 30 ilustra el efecto del calcitriol sobre el segundo ciclo anageno de ratas con cloroleucemia que reciben
ciclofosfamida en combinacidon con doxorubicina. De izquierda a derecha, ratas tratadas con ciclofosfamida y
doxorubicina solas, ratas tratadas con ciclofosfamida, doxorubicina y vehiculo y ratas tratadas con ciclofosfamida,
doxorubicina y calcitriol.

La figura 31 ilustra el efecto de calcitriol sobre el primer ciclo anageno de ratas con cloroleucemia que reciben
ciclofosfamida en combinacién con doxorubicina y citarabina. La figura 312 representa ratas que reciben
ciclofosfamida, doxorubicina y citarabina solas, la figura 31B representa ratas que reciben ciclofosforamida,
doxorubicina, citarabina y vehiculo, mientras que la figura 31C representa ratas que reciben ciclofosfamida,
doxorubicina, citarabina y calcitriol.

La figura 32 ilustra el efecto del calcitriol sobre el segundo ciclo anageno de ratas con cloroleucemia que reciben
ciclofosfamida en combinacién con doxorubicina y citarabina. De izquierda a derecha, ratas tratadas con
ciclofosfamida, doxorubicina y citarabina solas, ratas tratadas con ciclofosfamida, doxorubicina, citarabina y vehiculo
y ratas tratadas con ciclofosfamida, doxorubicina, citarabina y calcitriol.

La figura 33 ilustra el efecto de calcitriol sobre el primer ciclo anageno de ratas con cloroleucemia que reciben
ciclofosfamida en combinacién con paclitaxel y etoposido. La figura 33A representa ratas que reciben ciclofosfamida,
paclitaxel y etopodsido solos, la figura 33B representa ratas que reciben ciclofosforamida, paclitaxel, etopésido y
vehiculo, mientras que la figura 33C representa ratas que reciben ciclofosfamida, paclitaxel, etopdsido y calcitriol.

La figura 34 ilustra el efecto del calcitriol sobre el segundo ciclo anageno de ratas con cloroleucemia que reciben
ciclofosfamida en combinacion con paclitaxel y etopdsido. De izquierda a derecha, ratas tratadas con ciclofosfamida,
paclitaxel y etopoésido solos, ratas tratadas con ciclofosfamida, paclitaxel, etopoésido y vehiculo y ratas tratadas con
ciclofosfamida, paclitaxel, etopdsido y calcitriol.

La figura 35 ilustra el efecto del calcitriol sobre el primer ciclo anageno de ratas con cloroleucemia que reciben
doxorubicina en combinacion con paclitaxel y etoposido. La figura 35A representa ratas que reciben doxorubicina,
paclitaxel y etopdsido solos, la figura 35B representa ratas que reciben doxorubicina, paclitaxel, etopdsido y
vehiculo, mientras que la figura 35C representa ratas que reciben doxorubicina, paclitaxel, etopdsido y calcitriol.

La figura 36 ilustra el efecto del calcitriol sobre el segundo ciclo anageno de ratas con cloroleucemia que reciben
doxorubicina en combinacion con paclitaxel y etopdsido. De izquierda a derecha, ratas tratadas con doxorubicina,
paclitaxel y etoposido solos, ratas tratadas con doxorubicina, paclitaxel, etopdsido y vehiculo y ratas tratadas con
doxorubicina, paclitaxel, etopdsido y calcitriol.

Descripcion detallada de la invenciéon

La invencion descrita en el presente documento se basa en parte en el descubrimiento de que formulaciones tépicas
de compuestos de vitamina D que pueden prevenir o tratar la alopecia (por ejemplo, alopecia inducida por
quimioterapia) pueden administrarse selectivamente o acumularse en la capa de epidermis de la piel mientras se
evita sustancialmente la administracion a y/o acumulacion en la capa de dermis mas profunda. Esto puede ser
ventajoso en determinados pacientes que se someten a tratamiento de quimioterapia, en el que la acumulaciéon mas
profunda de un compuesto de vitamina D puede dar como resultado una disminucion de la eficacia del régimen de
quimioterapia. Tales formulaciones topicas también pueden ser ventajosas en pacientes que tienen estados médicos
que pueden verse afectados negativamente por la presencia de una cantidad excesiva de compuestos de vitamina
D, tales como pacientes que padecen calculos renales, y cuyo estado puede empeorar con la movilizacion de calcio
por determinados compuestos de vitamina D. Por tanto, en tales pacientes, la administracion ideal del compuesto de
vitamina D debe ser una administracion local de una dosis eficaz minima a la capa de epidermis de la piel, en lugar
de a la capa de dermis que es rica en vasos sanguineos.

La invencion también se basa en parte en el descubrimiento de que los compuestos de vitamina D presentan un leve
efecto estimulante del crecimiento sobre queratinocitos normales a una concentraciéon/dosificacion relativamente
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baja, mientras que presentan un efecto inhibidor del crecimiento en las mismas células a una
concentracion/dosificacion relativamente alta. Por tanto, la invencion proporciona métodos y composiciones
farmacéuticas que presentan un efecto protector éptimo frente a la alopecia sin provocar efectos inhibidores del
crecimiento indeseables.

La invencion se basa ademas en el descubrimiento de que los compuestos de vitamina D activan o inhiben la
expresion de multiples genes diana en queratinocitos normales, proporcionando por tanto una base para seleccionar
los compuestos de vitamina D mas adecuados para aplicaciones terapéuticas especificas, e identificar analogos de
vitamina D adicionales con actividad biolégica similar.

Aunque no se desea restringirse a ninguna teoria en particular, las formulaciones de la invencion pueden ser
ventajosas en cuanto a la minimizacion de la interferencia farmacoldgica con reactivos de quimioterapia. La capa
dérmica de la piel es rica en vasos sanguineos, y la penetracion topica de farmacos en esta capa puede provocar la
interferencia farmacoldgica con reactivos quimioterapicos administrados por via sistémica, lo que conduce a efectos
protectores desfavorables para las células cancerosas.

Por consiguiente, en un aspecto, la invencion proporciona una composicion farmacéutica para administracion topica,
que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de vitamina D para su uso en un método de
prevencién o tratamiento de la alopecia en un individuo, comprendiendo el método administrar de manera tépica al
individuo una composicién farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de
vitamina D formulado para administrarse a la epidermis mientras se evita sustancialmente la administraciéon a y/o
acumulacion en la dermis, tal como se especifica en las reivindicaciones adjuntas.

La expresion “evitar sustancialmente la administracion a y/o acumulacion en la dermis” incluye la administracion a
y/o acumulaciéon en la dermis de menos del 25% del compuesto de vitamina D en comparacion con la administracion
a y/o acumulacion del compuesto de vitamina D en la epidermis, por ejemplo, menos de aproximadamente el 20%,
menos de aproximadamente el 15%, menos de aproximadamente el 10%, menos de aproximadamente el 5%,
menos de aproximadamente el 1% o ninguna administracion a y/o acumulacion del compuesto de vitamina D en la
dermis en comparacion a la cantidad administrada a la epidermis. En algunas realizaciones, entre aproximadamente
el 1% y el 25% del compuesto de vitamina D se administra a y/o acumula en la dermis, por ejemplo, entre
aproximadamente el 1% y aproximadamente el 20%, entre aproximadamente el 1% y aproximadamente el 15%,
entre aproximadamente el 1% y aproximadamente el 10% o entre aproximadamente el 1% y aproximadamente el
5%, en comparacion con la administracion a y/o acumulacién en la epidermis. En algunas realizaciones, el
compuesto de vitamina D no se administra a y/o acumula en la dermis. En algunas realizaciones, la cantidad de
compuesto de vitamina D que se administra a, o se acumula en, la dermis es menor de aproximadamente
0,3 ng/cmz, menos de aproximadamente 0,2 ng/cm2 o0 menos de aproximadamente 0,1 ng/cmz.

El término “alopecia” incluye la caida del cabello involuntaria completa o parcial de la cabeza o el cuerpo de un
individuo e incluye alopecia areata (AA), alopecia total (AT), alopecia universal (AU) o alopecia inducida por
quimioterapia (AlQ). La alopecia areata puede incluir alopecia areata difusa, alopecia areata unilocular, alopecia
areata multilocular y alopecia areata de la barba. La invencién se centra en la prevencion o el tratamiento de la AlQ.

La alopecia es la descripcion médica de la caida del cabello de la cabeza o el cuerpo, a veces hasta el grado de
calvicie. A diferencia de la depilacion estética habitual del vello corporal, la alopecia tiende a ser involuntaria e
inoportuna, por ejemplo, alopecia andrégena. Sin embargo, también puede estar provocada por una compulsion
psicoldgica por arrancarse el cabello (tricotilomania) o las consecuencias imprevistas de las rutinas voluntarias de
peinado (“alopecia de traccion” mecanica por coletas o trenzas excesivamente apretadas, o quemaduras en el cuero
cabelludo por disoluciones causticas de alisador de pelo o planchas para el cabello). En algunos casos, la alopecia
es una indicacion de un problema médico subyacente, tal como la deficiencia de hierro.

Cuando la caida del cabello se produce sélo en una seccién, se conoce como “alopecia areata”. En la alopecia
areata humana, el cabello se cae de algunas o todas las areas del cuerpo, generalmente del cuero cabelludo.
Debido a que provoca calvicie en el cuero cabelludo, especialmente en las primeras fases, a veces se denomina
calvicie puntual. En el 1%-2% de los casos, el estado puede extenderse a todo el cuero cabelludo (alopecia total) o a
toda la epidermis (alopecia universal).

Los estados que se asemejan a AA y que tienen una causa similar, también aparecen en otras especies. El tipo mas
habitual de alopecia areata implica la caida del cabello en uno o mas puntos redondos en el cuero cabelludo. El
cabello también puede caerse de manera mas difusa en todo el cuero cabelludo, en cuyo caso el estado se
denomina alopecia areata difusa. La alopecia areata unilocular describe la calvicie en un sélo lugar que puede
aparecer en cualquier parte de la cabeza. La alopecia areata multilocular se refiere a multiples areas de caida del
cabello. La enfermedad puede limitarse solo a la barba, en cuyo caso se denomina alopecia areata de la barba. Si al
individuo se le cae todo el cabello del cuero cabelludo, la enfermedad se denomina alopecia areata total.

La “alopecia universal’ es cuando se produce la caida completa del cabello en el cuerpo, de manera similar a como
afecta la caida del cabello asociada con la quimioterapia a veces a todo el cuerpo.
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La “alopecia andrégena” (también conocida como alopecia androgénica o alopecia androgenética) es una forma
habitual de caida del cabello en humanos tanto de sexo femenino como masculino, chimpancés y orangutanes. En
los humanos de sexo masculino en particular, este estado también se conoce habitualmente como calvicie de patrén
masculino. El cabello se cae en un patrén bien definido, comenzando por encima de ambas sienes. Con el tiempo, la
linea de crecimiento del cabello retrocede para formar una caracteristica forma de “M”. El cabello también se
adelgaza en la coronilla. A menudo queda un reborde de cabello alrededor de los lados y la parte posterior de la
cabeza, o el estado puede progresar hasta calvicie completa. El patron de caida del cabello en las mujeres difiere de
la calvicie de patron masculino. En las mujeres, el cabello se vuelve mas delgado en toda la cabeza y la linea de
crecimiento del cabello no retrocede. La alopecia andrégena en las mujeres rara vez conduce a calvicie total.

La expresion “prevenir la alopecia” incluye la detencion o supresion de la caida del cabello asociada con la alopecia
antes de que se produzca.

La expresion “tratar la alopecia” incluye reducir la intensidad de la caida del cabello asociada con la alopecia o
reducir la extension de la caida del cabello asociada con la alopecia. En algunas realizaciones, el tratamiento de la
alopecia incluye la mejora de la alopecia.

El término “administrar” incluye proporcionar una o mas dosis del compuesto de vitamina D al individuo en una
cantidad eficaz para prevenir o tratar la alopecia. Los expertos en la técnica pueden determinar tasas de
administraciéon optimas para un protocolo de administracién dado del compuesto de vitamina D usando pruebas de
determinacion de dosificacién convencionales realizadas con respecto a los compuestos especificos que estan
utilizandose, las composiciones particulares formuladas, el modo de aplicacion, el sitio de administracion particular y
similares.

La expresion “administracion tépica” incluye administrar una o mas dosis del compuesto de vitamina D a la piel del
individuo en una cantidad eficaz para tratar o prevenir la alopecia.

La piel contiene muchas células y estructuras especializadas, y tiene diversas funciones importantes, tales como
servir como barrera protectora que interactia con el entorno, ayudando a mantener la temperatura corporal
adecuada, recopilando informacién sensorial del entorno y desempefiando un papel activo en el sistema inmunitario.

La piel tiene tres capas: la epidermis, la dermis y el tejido subcutaneo. La epidermis es la capa externa de la piel. Su
grosor varia en diferentes tipos de piel. Es el mas delgado en los parpados con aproximadamente 0,05 mm y el mas
grueso en las palmas y las plantas de los pies con aproximadamente 1,5 mm. De abajo hacia arriba, la epidermis
contiene cinco capas: estrato basal, estrato espinoso, estrato granular, estrato translucido (opcional en algunas
pieles) y estrato cérneo.

El estrato basal es la capa inferior de los queratinocitos en la epidermis y es responsable de renovar constantemente
las células epidérmicas. Esta capa contiene sélo una fila de células madre columnares indiferenciadas que se
dividen con mucha frecuencia. La mitad de las celdas se diferencian y se mueven a la siguiente capa para comenzar
el proceso de maduracion. La otra mitad permanece en la capa basal y se divide repetidamente para reponer la capa
basal. Las células que se mueven hacia la capa espinosa (también denominada capa de células espinosas) cambian
de ser columnares a poligonales. En esta capa, las células comienzan a sintetizar queratina. Las células en el
estrato granular, o capa granular, han perdido sus nucleos y se caracterizan por agrupaciones oscuras de material
citoplasmatico. Hay mucha actividad en esta capa a medida que se producen y organizan proteinas de queratina y
lipidos impermeables. La capa del estrato translicido sélo esta presente en la piel gruesa, en la que ayuda a reducir
la friccion y las fuerzas de cizallamiento entre el estrato corneo y el estrato granular. Las células en la capa del
estrato corneo se conocen como corneocitos. Estas células se han aplanado y se componen principalmente de
proteina de queratina que proporciona resistencia a la capa pero también permite la absorciéon de agua. La
estructura de la capa del estrato corneo parece simple, pero esta capa es responsable de mantener la integridad y la
hidratacion de la piel, una funcién muy importante.

La dermis también varia en grosor dependiendo de la ubicacion de la piel. Mide unos 0,3 mm en el parpado y unos
3,0 mm en la espalda. La dermis se compone de tres tipos de tejido que estan presentes en su totalidad, no en
capas: colageno, tejido elastico y fibras reticulares. Las dos capas de la dermis son las capas papilar y reticular. La
capa papilar superior contiene una disposicion delgada de fibras de colageno. La capa reticular inferior es mas
gruesa y esta compuesta por fibras de colageno gruesas que estan dispuestas en paralelo a la superficie de la piel.
La dermis contiene muchas células y estructuras especializadas. Por ejemplo, los vasos sanguineos y los nervios
atraviesan esta capa. Los foliculos pilosos también estan situados en esta capa con el musculo piloerector que se
une a cada foliculo. Una porcion del foliculo piloso también contiene células madre capaces de regenerar la
epidermis dafiada. Las células madre pueden estar presentes en la union dermoepidérmica (UDE). Las glandulas
sebaceas (de grasa) y las glandulas apocrinas (de olor) estan asociadas con el foliculo. Esta capa también contiene
glandulas ecrinas (sudoriparas), pero no estan asociadas con los foliculos pilosos. El tejido subcutaneo es una capa
de grasa y tejido conjuntivo que alberga vasos sanguineos y nervios mas grandes. Esta capa es importante en la
regulacion de la temperatura de la propia piel y del cuerpo. El tamafio de esta capa varia en todo el cuerpo y de una
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persona a otra.

En consecuencia, tal como se usa en el presente documento, “epidermis” incluye las cinco capas (cuando estan
presentes), incluida la capa de unién entre la epidermis y la dermis (por ejemplo, unién dérmica-epidérmica o UDE) y
células madre que regeneran las capas epidérmicas (por ejemplo, células madre foliculares y células madre
epidérmicas).

En algunas realizaciones, el compuesto de vitamina D se administra de manera tépica y/o se acumula en la
epidermis mientras se evita sustancialmente la administracion a y/o acumulacion en la dermis. Tal como se usa en el
presente documento, la expresion “que evita sustancialmente la administracion a y/o acumulacion en la dermis”
significa una administracion a y/o acumulacién en la dermis de menos del 25% del compuesto de vitamina D en
comparacion con la administracion a y/o acumulacion del compuesto de vitamina D en la epidermis; preferiblemente
incluye no mas de aproximadamente el 20%, aproximadamente el 15%, aproximadamente el 10%,
aproximadamente el 5% o aproximadamente el 0% de administracion a/acumulacion del compuesto de vitamina D
en la dermis. En una realizacion mas preferida, no hay administracion a/acumulacion detectable del compuesto de
vitamina D en la dermis.

En determinadas realizaciones, los compuestos de vitamina D contenidos en las composiciones farmacéuticas de la
invencion se administran al individuo a lo largo de un periodo de aproximadamente 1 dia, aproximadamente 2 dias,
aproximadamente 3 dias, aproximadamente 4 dias, aproximadamente 5 dias, aproximadamente 6 dias,
aproximadamente 7 dias, aproximadamente 8 dias, aproximadamente 9 dias, aproximadamente 10 dias,
aproximadamente 11 dias, aproximadamente 12 dias, aproximadamente 13 dias, aproximadamente 2 semanas,
aproximadamente 3 semanas, aproximadamente 4 semanas, aproximadamente 6 semanas, aproximadamente 8
semanas, aproximadamente 3 meses, aproximadamente 4 meses, aproximadamente 5 meses, aproximadamente 6
meses, aproximadamente 7 meses, aproximadamente 8 meses, aproximadamente 9 meses, aproximadamente 10
meses, aproximadamente 11 meses o aproximadamente un afo. En algunas realizaciones, los compuestos de
vitamina D de la invencién pueden administrarse todos los dias durante el periodo de tratamiento, en dias alternos o
una vez cada tres dias.

En determinadas realizaciones, los compuestos de vitamina D contenidos en las composiciones farmacéuticas de la
invenciéon se administran una vez al dia, dos veces al dia o tres veces al dia cada dia de tratamiento.

En determinadas realizaciones, cada administracion de los compuestos de vitamina D contenidos en las
composiciones farmacéuticas de la invencién se aplica a la misma ubicacion, o a varias ubicaciones diferentes en el
individuo. Cuando se aplica a diferentes ubicaciones, las dosis para cada ubicacion pueden ser iguales o ajustarse
en funcion de factores tales como el grosor de la piel y diferencias en la penetracion del farmaco (si corresponde).

En determinadas realizaciones, los compuestos de vitamina D contenidos en las composiciones farmacéuticas de la
invencion se administran de manera tépica al cuero cabelludo dos veces al dia cada dia durante dos semanas
consecutivas antes del comienzo de la quimioterapia para prevenir o reducir la intensidad de cualquier AlQ que
pueda aparecer al comienzo de la quimioterapia.

El término “individuo” incluye aquellos animales que tienen la capacidad de padecer alopecia inducida por
quimioterapia. En una realizacion, el individuo es un mamifero, por ejemplo, gatos, perros, primates, ratones, ratas,
conejos, vacas, caballos, cabras, ovejas, cerdos, etc. En algunas realizaciones, el mamifero es un primate, por
ejemplo, chimpancés, humanos, gorilas, bonobos, orangutanes, monos, etc. En otras formas de realizacion mas, el
mamifero es un humano.

En algunas realizaciones, el individuo estd sometiéndose o esta a punto de someterse a un tratamiento de
quimioterapia. En una realizacion, el individuo aun no ha desarrollado sintomas de alopecia o la alopecia no ha
comenzado antes de la administracion. En algunas otras realizaciones, el individuo padece cancer.

En otro aspecto, la invencién proporciona composiciones farmacéuticas para su uso en métodos de prevenciéon o
tratamiento de alopecia inducida por quimioterapia en un individuo mediante la administracion tépica al individuo de
una composicion farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de vitamina
D para prevenir o tratar la alopecia en dicho individuo, sin interferir sustancialmente o reducir la eficacia de un
agente quimioterapico administrado conjuntamente.

En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas de la invencién no reducen sustancialmente la eficacia
de la quimioterapia, especialmente la quimioterapia sistémica. En ofras realizaciones, las composiciones
farmacéuticas de la invencion potencian la eficacia de la quimioterapia. La expresion “sin interferir en la eficacia de
un agente quimioterapico administrado conjuntamente” incluye la situacion en la que el compuesto de vitamina D,
cuando se administra con uno o mas agentes quimioterapicos, no interrumpe la actividad bioldgica o terapéutica del
uno o mas agentes quimioterapicos ni evita que uno o mas agentes quimioterapicos realicen su actividad biolégica o
terapéutica deseada. La expresion “sin reducir la eficacia de un agente quimioterapico administrado conjuntamente”
incluye la situacién en la que el compuesto de vitamina D, cuando se administra con uno o mas agentes
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quimioterapicos, no disminuye la actividad bioldgica o terapéutica del uno o mas agentes quimioterapicos.

Los métodos y las composiciones farmacéuticas de la invencion pueden usarse con cualquier agente quimioterapico
o combinacién de agentes quimioterapicos que tengan un efecto citotoxico sobre el foliculo piloso o la papila
dérmica, o que sea capaz de otro modo de inducir alopecia. La expresion “agente quimioterapico”, “quimioterapia” y
“régimen quimioterapico” incluyen antraciclinas (adriamicina/doxorubicina, daunorubicina, epirubicina, idarubicina,
valrubicina), 5-FU, tamoxifeno, irinotecan, paclitaxel (Taxol), carboplatino, etopdsido, Cytoxan/ciclofosfamida,
cisplatino, erlotinib (Tarceva), gemcitabina, estaurosporina, vincristina, imatinib (Gleevec), gefitinib (Iressa),
sorafenib, dasatinib, dactinomicina, hexametamelamina (HMM, altretamina), ifosfamida, bleomicina, metotrexato,
docetaxel (Taxotere), vindesina, vinolrebina, topotecan, amsacrina, citarabina, busulfano, melfalan, vinblastina,
lomustina (CCNU), tiotepa, gemcitabina, carmustina (BCNU), mitroxantrona, mitomicina C, procarbazina, 6-
mercaptopurina, estreptozotocina, fludarabina, raltitrexato (Tomudex), capecitabina, y equivalentes de los mismos.

En algunas realizaciones, la quimioterapia es quimioterapia sistémica.

Los métodos y las composiciones farmacéuticas de la invencion preferiblemente no reducen sustancialmente la
eficacia de la quimioterapia, especialmente la quimioterapia sistémica. Preferiblemente, los métodos y las
composiciones farmacéuticas de la invencion potencian la eficacia de la quimioterapia.

En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica que contiene el compuesto de vitamina D se administra
conjuntamente con un agente quimioterapico. La expresion “administrado conjuntamente con un agente
quimioterapico” incluye la administracion de la composicion farmacéutica que contiene el compuesto de vitamina D
sustancialmente al mismo tiempo que el agente quimioterapico. Por ejemplo, la composicion farmacéutica que
contiene el compuesto de vitamina D puede administrarse conjuntamente con el agente quimioterapico; la
composicion farmacéutica que contiene el compuesto de vitamina D puede administrarse en primer lugar, e
inmediatamente seguido por la administracion del agente quimioterapico o el agente quimioterapico puede
administrarse en primer lugar, e inmediatamente seguido por la administracion de la composicion farmacéutica que
contiene el compuesto de vitamina D.

En algunas otras realizaciones, la composicion farmacéutica que contiene el compuesto de vitamina D se administra
al individuo antes de la aparicion de alopecia (por ejemplo, antes de la caida del cabello). En determinadas
realizaciones, la composiciéon farmacéutica que contiene el compuesto de vitamina D se administra al individuo
después del comienzo de la quimioterapia, pero antes del comienzo de la alopecia. En otras realizaciones, el
individuo aun no ha desarrollado sintomas de alopecia (por ejemplo, la alopecia no ha comenzado). La composicion
farmacéutica que contiene el compuesto de vitamina D puede administrarse al individuo antes de la quimioterapia o
de manera concurrente a la quimioterapia.

La expresion “cantidad terapéuticamente eficaz” incluye la cantidad de un compuesto de vitamina D necesaria o
suficiente para prevenir o tratar la alopecia en un individuo. La cantidad eficaz puede variar dependiendo de factores
tales como la estatura y el peso del sujeto, el tipo de enfermedad, etc. Un experto habitual en la técnica podria
estudiar los factores mencionados anteriormente y realizar la determinacidon con respecto a la cantidad eficaz del
compuesto de vitamina D sin excesiva experimentacion.

La composicién farmacéutica que contiene los compuestos de vitamina D de la invencion puede administrarse de
manera tépica a un individuo que lo necesite a un volumen de dosificacion equivalente a aproximadamente
0,001 pg-5 ug de calcitriol/cm?. En determinadas realizaciones, el intervalo es de aproximadamente 0,01 pg-0,5 ug
de calcitriol/cm?, o aproximadamente 0,1 ug-0,5 pg de calcitriol/cm?.

La expresion “volumen de dosificacion equivalente a calcitriol” incluye aquella cantidad de compuesto de vitamina D
que tiene una actividad biolégica y/o terapéutica sustancialmente similar a la actividad bioldgica y/o terapéutica que
tiene 0,001 pg-5 ug de calcitriol/cm?

La expresion “concentracion eficaz” incluye la concentracion del compuesto de vitamina D en una formulacion tépica
que es necesaria o suficiente para prevenir o tratar la alopecia en un individuo. En determinadas realizaciones, la
concentracion del compuesto de vitamina D en la formulacién tépica es de aproximadamente 0,1, 0,2, 0,5, 1,0, 2, 3,
5, 10, 20, 30, 50, 75, 100, 150, 200 6 400 pg /ml.

En determinadas realizaciones, la dosis total del compuesto de vitamina D es equivalente a aproximadamente 0,025-
400 pg de calcitriol/75 kg de peso corporal. En determinadas realizaciones, el intervalo es de aproximadamente 0,1-
100 pg de calcitriol/75 kg de peso corporal; aproximadamente 0,4-25 ug de calcitriol/75 kg de peso corporal; o
aproximadamente 1, 2, 3, 5 6 10 pg de calcitriol/75 kg de peso corporal. En determinadas realizaciones, el intervalo
inferior de la dosis total es equivalente a aproximadamente 0,025, 0,05, 0,1, 0,2, 0,5, 1 6 2 pug de calcitriol/75 kg de
peso corporal. En determinadas realizaciones, el intervalo alto de la dosis total es equivalente a aproximadamente
400, 200, 100, 50, 25, 10, 5, 2 6 1 ug de calcitriol/75 kg de peso corporal.
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En todavia otro aspecto, la invencién proporciona composiciones farmacéuticas para su uso en la prevencion o el
tratamiento de la alopecia en un individuo mediante la administraciéon tépica al individuo de una composicién
farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de vitamina D, en las que
dicho compuesto de vitamina D, cuando se administra de manera tépica al individuo a una concentracion eficaz de:
(1) aproximadamente 50 ug/ml, no provoca toxicidad después de al menos aproximadamente 25 dias consecutivos
de administracion del farmaco; o (2) aproximadamente 100 ug/ml, no provoca toxicidad después de al menos
aproximadamente 7 dias consecutivos de administracion del farmaco.

Los posibles efectos secundarios téxicos provocados por la administracién de un compuesto de vitamina D pueden
incluir, por ejemplo, hipercalcemia, que tiene sintomas que incluyen anorexia, dolor 6seo, cansancio, vomitos,
diarrea, estrefiimiento, poliurea, prurito, insuficiencia renal, un sabor metalico en la boca, preoteinuria, cilindros
urinarios, azoemia o calcificacion metastasica.

En la invencién, el compuesto de vitamina D esta formulado para administrarse a/acumularse en la epidermis
humana, especialmente la epidermis del cuero cabelludo o la regién del cuello, evitando sustancialmente la
administracion a/acumulacién en la dermis. Un experto en la técnica podria determinar facilmente la cantidad del
compuesto de vitamina D, o la falta del mismo, administrado a/acumulado en la dermis y/o la epidermis usando el
ejemplo 1.

La expresion “compuesto de vitamina D” se refiere a compuestos de féormula I:

R1
en la que

a 'y b son cada uno independientemente un enlace sencillo o doble;

X es -CH; cuando a es un enlace doble, o X es hidrégeno o un alquilo sustituido con hidroxilo cuando a es un enlace
sencillo;

R'es hidrégeno, hidroxilo, alcoxilo, tri-alquilsililo o alquilo, opcionalmente sustituido con de uno a tres restos
halégeno, hidroxilo, ciano o -NR'R”;

R%es hidrégeno, hidroxilo, -O-tri-alquilsililo o alquilo, alcoxilo o alquenilo, opcionalmente sustituido con de uno a tres
restos halégeno, hidroxilo, ciano o -NR'R”;

R® esta ausente cuando b es un doble enlace o R® es hidrégeno, hidroxilo o alquilo, o R® y R' pueden unirse junto
con los atomos de carbono a los que estan unidos para formar un anillo carbociclico de 5-7 miembros cuando b es
un enlace sencillo;

R* esta ausente cuando b es un enlace doble o hidrégeno, halégeno o hidroxilo cuando b es un enlace sencillo;

R® esta ausente cuando a es un doble enlace o R’ es hidrégeno, halégeno o hidroxilo cuando a es un enlace
sencillo;

R® es alquilo, alquenilo, alquinilo, cicloalquilo, heterociclicilo, alquil-O-alquilo, alquil-CO»-alquilo opcionalmente
sustituido con de uno a cinco, restos hidroxilo, oxo, halégeno, alcoxilo, arilo, heteroarilo, ciano, nitro o -NR'R”;

R’ es alquilo opcionalmente sustituido con de uno a tres restos hidroxilo, halégeno, alcoxilo, arilo, heteroarilo, ciano,
nitro o -NR'R”, y

R y R” son cada uno, independientemente, hidrégeno, hidroxilo, halégeno, alquilo o alcoxilo, y sus sales
farmacéuticamente aceptables.

En algunas realizaciones, R'es hidroxilo, R%es hidrégeno o hidroxilo, a es un doble enlace, RS esta ausente, X es



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2742 750 T3

-CHy, b es un doble enlace, R® y R* estan ausentes, R® es alquilo (por ejemplo, metilo) y R’ es alquilo (por ejemplo,
un alquilo sustituido o no sustituido, por ejemplo, un alquilo sustituido con hidroxilo o un alquilo sustituido con
cicloalquilo, tal como -(CH2)3CH(CHs)2 o -(CH2)sCOH(CHs).) o alquenilo (por ejemplo, -CH=CHCH(CH3)CH (CHa)z).

En determinadas realizaciones, el compuesto de vitamina D esta representado por la férmula (11):

(1)

en la que

c es un enlace sencillo o doble;

R'? es hidrégeno o alquilo, opcionalmente sustituido con de uno a tres restos halégeno, hidroxilo, ciano o -NR'R”;

R% es hidrégeno, hidroxilo, -O-trialquilsililo o alquilo, alcoxilo o alquenilo, opcionalmente sustituido con de uno a tres
restos halégeno, hidroxilo, ciano o -NR'R”;

R% y R* estan ausentes cuando ¢ es un doble enlace, o cada uno es independientemente hidrégeno, hidroxilo,
halégeno, alcoxilo o alquilo opcionalmente sustituido con de uno a tres restos hidroxilo o halégeno cuando c es un
enlace sencillo

R®, R*, R*® R% Ry R®son cada uno, independientemente, hidrégeno, hidroxilo, halégeno, alcoxilo o alquilo
opcionalmente sustituido con de uno a tres restos hidroxilo o halégeno, o dos cualesquiera de R® R’ y R® pueden
unirse para formar un anillo carbociclico de 3-7 miembros y sus sales farmacéuticamente aceptables.

En una realizacion, el compuesto esta representado por la formula (1), en la que R™, R33y R* son cada uno
hidrégeno.

En otra realizacion, el compuesto esta representado por la férmula (l1), en la que c representa un enlace sencillo.
En aun otra realizacién, el compuesto esta representado por la férmula (I1), en la que R®? y R®@ son ambos metilo.
En una realizacion, el compuesto esta representado por la férmula (ll), en la que R es hidrégeno.

En otra realizacion, el compuesto esta representado por la férmula (l1), en la que R? es hidroxilo.

En otra realizacion, el compuesto esta representado por la férmula (l1), en la que R es hidroxilo.

En aun otra realizacién, el compuesto esta representado por la férmula (I1), en la que R*® es hidroxilo.

En una realizacion, R' es hidrégeno, R* es hidrégeno o hidroxilo, ¢ es un enlace sencillo, R*, R*®, R* R*y
R®® son cada uno hidrégeno, R®® y R"® son cada uno alquilo (por ejemplo, metilo) y R% es hidrégeno o hidroxilo.

En otra realizacion, R es hidrégeno, R% es hidrégeno o hidroxilo, ¢ es un doble enlace, R% y R* estan ausentes,
R® y R* son hidrégeno, R*® es alquilo (por ejemplo, metilo), R® y R™ son cada uno alquilo (por ejemplo, metilo) y
R®@ es hidrégeno o hidroxilo.

En una realizacion, el compuesto de vitamina D se selecciona de las siguientes estructuras, o sus estereoisbmeros o
sales farmacéuticamente aceptables:

10



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2742 750 T3

HO HO

HO OH HO

En determinadas realizaciones, el compuesto de vitamina D es 1,25-dihidroxivitamina D3; 1,25-dihidroxi-16-en-23-in-
colecalciferol; 1a-hidroxivitamina D3; 1a,24-dihidroxivitamina D3 o MC 903.

En otras realizaciones, el compuesto de vitamina D no es 1,25-dihidroxivitamina D3; 1,25-dihidroxi-16-en-23-in-
colecalciferol; 1a-hidroxivitamina D3; 1a,24-dihidroxivitamina D3 o MC 903.

Otros analogos, metabolitos, derivados y/o miméticos adecuados de los compuestos de vitamina D incluyen, por
ejemplo, 1,25-dihidroxivitamina D3 (también conocida como calcitriol), 1,25-dihidroxi-16-en-23-in-colecalciferol, y
otros analogos de vitamina D, homdlogos, miméticos y derivados de compuestos de vitamina D tales como los
descritos en las siguientes patentes, cada uno de los cuales se incorpora como referencia en su totalidad: patentes
estadounidenses n.*® 4.391.802 (derivados de la 1a-hidroxivitamina D); 4.717.721 (derivados de 1a-hidroxilo con
una cadena lateral en 17 de mayor longitud que las cadenas laterales de colesterol o ergosterol);
4.851.401 (analogos de ciclopentano-vitamina D); 4.866.048 y 5.145.846 (analogos de vitamina D3 con cadenas
laterales de alquinilo, alquenilo y alcanilo); 5.120.722 (trihidroxicalciferol); 5.547.947 (compuestos de fluoro-
colecalciferol); 5.446.035 (vitamina D sustituida con metilo); 5.411.949 (23-oxa-derivados); 5.237.110 (compuestos
de 19-nor-vitamina D); 4.857.518 (derivados hidroxilados de 24-homo-vitamina D). Otros ejemplos adecuados
incluyen ROCALTROL (Roche Laboratories); calcitriol inyectable CALCIJEX; farmacos en investigacion de Leo
Pharmaceuticals, incluidos EB 1089 (24a,26a,27a,trihomo-22,24-dien-1a,,25-(OH)2-D3, KH 1060 (20-epi-22-oxa-
24a,26a,27a-trihomo-1a,25-(0OH)2-D3), MC 1288 (1,25-(0OH)2-20-epi-D3) y MC 903 (calcipotriol,1a,24s(OH)2-22-en-
26,27-deshidro-D3); farmacos de Roche Pharmaceutical que incluyen 1,25-(OH)2-16-en-D3, 1,25-(OH)2-16-en-23-
im-D3 y 25-(OH)2-16-en-23-in-D3; 22-oxacalcitriol de Chugai Pharmaceuticals (22-oxa-1a,25-(0OH)2-D3; 10-(OH)-D5
de la Universidad de lllinois; y farmacos del Instituto de Quimica Médica-Schering AG que incluyen ZK 161422 (20-
metil-1,25-(OH)2-D3) y ZK 157202 (20-metil-23-en-1,25-(0H)2-D3); 1a-(OH)-D2; 1a-(OH)-D3, 10-(OH)-D4,25-(OH)-
D2; 25-(OH)-D3; y 25-(OH)-D4. Los ejemplos adicionales incluyen 1a,25-(0OH)2-26,27-d6-D3; 1a,25-(0OH)2-22-en-
D3; 1a,25-(0OH)2-D3; 10,25-(OH)2-D2; 1a,25-(OH)2-D4; 10,24,25-(OH)3-D3; 10,24,25-(0OH)3-D2; 1a,24,25-(0OH)3-
D4; 10-(OH)-25-FD3; 10-(OH)-25-FD4; 10-(OH)-25-FD2; 10.,24-(0OH)2-D4; 1a,24-(OH)2-D3; 10.,24-(OH)2-D2; 1a.,24-
(OH)2-25-FD4; 10,24-(0OH)2-25-FD3; 10,24-(OH)2-25-FD2; 1a,25-(0H)2-26,27-F6-22-en-D3; 10,25(0H)2-26,27-F6-
D3; 1a,25S-(OH)2-26-F3-D3; 10,25-(0OH)2-24-F2-D3; 1a,25S,26-(0OH)2-22-en-D3; 1a,25R,26-(0OH)2-22-en-D3;
10,25-(OH)2-D2; 1,25-(OH)2-24-epi-D3; 1a,25-(OH)2-23-in-D3; 1a,25-(0OH)2-24R-F-D3; 10,25S,26-(0OH)2-D3;
10,24R-(OH)2-25F-D3; 10,25-(0OH)2-26,27-F6-23-in-D3; 10,25R-(OH)2-26-F3-D3; 1a.,25,28-(0OH)3-D2; 1a,25-(OH)2-
16-en-23-in-D3; 1a,24R,25-(OH)3-D3; 10,25-(0OH)2-26,27-F6-23-en-D3; 10,25R-(OH)2-22-en-26-F3-D3; 10,25S-
(OH)2-22-en-26-F3-D3; 10,25R-(OH)2-D3-26,26,26-d3; 10.,25S-(OH)2-D3-26,26,26-d3; y 1a,25R-(OH)2-22-en-D3-
26,26,26-d3. Sin embargo, pueden hallarse ejemplos aun adicionales en la patente estadounidense n.° 6.521.608,
cuya divulgacion completa se incorpora como referencia en el presente documento. Véanse también, por ejemplo,
las patentes estadounidenses n.”® 6.503.893, 6.482.812, 6.441.207, 6.410.523, 6.399.797, 6.392.071, 6.376.480,
6.372.926, 6.372.731, 6.359.152, 6.329.357, 6.326.503, 6.310.226, 6.288.249, 6.281.249, 6.277.837, 6.218.430,
6.207.656, 6.197.982, 6.127.559, 6.103.709, 6.080.878, 6.075.015, 6.072.062, 6.043.385, 6.017.908, 6.017.907,
6.013.814, 5.994.332, 5.976.784, 5.972.917, 5.945.410, 5.939.406, 5.936.105, 5.932.565, 5.929.056, 5.919.986,
5.905.074, 5.883.271, 5.880.113, 5.877.168, 5.872.140, 5.847.173, 5.843.927, 5.840.938, 5.830.885, 5.824.811,
5.811.562, 5.786.347, 5.767.111, 5.756.733, 5.716.945, 5.710.142, 5.700.791, 5.665.716, 5.663.157, 5.637.742,
5.612.325, 5.589.471, 5.585.368, 5.583.125, 5.565.589, 5.565.442, 5.554.599, 5.545.633, 5.532.228, 5.508.392,
5.508.274, 5.478.955, 5.457.217, 5.447.924, 5.446.034, 5.414.098, 5.403.940, 5.384.313, 5.374.629, 5.373.004,
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5.371.249, 5.430.196, 5.260.290, 5.393.749, 5.395.830, 5.250.523, 5.247.104, 5.397.775, 5.194.431, 5.281.731,
5.254.538, 5.232.836, 5.185.150, 5.321.018, 5.086.191, 5.036.061, 5.030.772, 5.246.925, 4.973.584, 5.354.744,
4.927.815, 4.804.502, 4.857.518, 4.851.401, 4.851.400, 4.847.012, 4.755.329, 4.940.700, 4.619.920, 4.594.192,
4.588.716, 4.564.474, 4.552.698, 4.588.528, 4.719.204, 4.719.205, 4.689.180, 4.505.906, 4.769.181, 4.502.991,
4.481.198, 4.448.726, 4.448.721, 4.428.946, 4.411.833, 4.367.177, 4.336.193, 4.360.472, 4.360.471, 4.307.231,
4.307.025, 4.358.406, 4.305.880, 4.279.826 y 4.248.791, cuyas divulgaciones completas de cada una se incorporan
como referencia en el presente documento.

Aun otros compuestos que pueden utilizarse incluyen miméticos de vitamina D tales como derivados de bis-arilo
divulgados por la patente estadounidense n.° 6.218.430 y la publicacion WO 2005/037755, cuyas divulgaciones
completas de cada una se incorporan como referencia en el presente documento. Pueden hallarse ejemplos
adicionales de compuestos miméticos de vitamina D no secosteroideos adecuados para la presente invencién en las
patentes estadounidenses n.”® 6.831.106; 6.706.725; 6.689.922; 6.548.715; 6.288.249; 6.184.422, 6.017.907,
6.858.595 y 6.358.939, cuyas divulgaciones completas de cada una se incorporan como referencia en el presente
documento.

Sin embargo, otros analogos, metabolitos y/o derivados de vitamina D3 adecuados que pueden utilizarse incluyen
los identificados en la publicacién de solicitud de patente estadounidense n.° 2006/0177374, cuya divulgacion
completa se incorpora como referencia en el presente documento.

La vitamina D3 se absorbe después de la ingestion de aceites de higado de pescado o levadura irradiada. Las
fuentes vegetales y animales contienen soélo los precursores inactivos de vitamina D, 7-deshidrocolesterol o
ergosterol. El 7-deshidrocolesterol se almacena en la piel y la luz solar puede convertirlo en vitamina D3. Sin
embargo, ya sea ingerido o formado mediante irradiacion con radiacion ultravioleta en la piel, la vitamina D debe
transformarse en metabolitos activos. La vitamina D3 se convierte en 25-hidroxicolecalciferol por enzimas hepaticas.
Luego en los rifiones se forman dos compuestos 1,25-dihidroxicolecalciferol y 24,25-dihidroxicolecalciferol. Los
metabolitos activos de la vitamina D desempefian un papel importante en la absorcién de calcio del tracto intestinal,
la deposicion ésea y la reabsorcién ésea.

Los compuestos de vitamina D de la invencion comparten determinadas actividades bioldégicas comunes, tales como
la capacidad de prevenir la apoptosis en los queratinocitos, en parte a través de su capacidad de regular por
incremento o por disminucion determinadas expresiones de genes diana, por ejemplo, en queratinocitos normales
(por ejemplo, HEKa). Por tanto, en determinadas realizaciones, los compuestos de vitamina D de la invencion
pueden presentar un perfil de regulacion génica similar o idéntico como una cantidad equivalente de calcitriol, por
ejemplo, en queratinocitos normales (por ejemplo, HEKa).

Tal como se usa en el presente documento, “cantidad equivalente” incluye la misma cantidad molar si los
compuestos de vitamina D tienen sustancialmente la misma o igual actividad biolégica o terapéutica en
sustancialmente la misma cantidad molar. Sin embargo, cuando diferentes compuestos de vitamina D no son
sustancialmente los mismos o iguales en cuanto a actividad bioldgica o terapéutica, la expresion “cantidad
equivalente” incluye aquella cantidad de un compuesto de vitamina D que da lugar sustancialmente a la misma
cantidad de actividad bioldgica o terapéutica en comparacion con un compuesto de vitamina D de referencia (por
ejemplo, calcitriol).

La expresion “perfil de regulacion génica” incluye la lista o el espectro de genes que estan modulados (por ejemplo,
regulados por incremento o por disminucién) de manera estadisticamente significativa (por ejemplo, p <0,05) en
comparacion con controles apropiados. Por ejemplo, tras poner en contacto una célula con un compuesto de
vitamina D durante un periodo de tiempo predeterminado (por ejemplo, 24 horas), una célula diana puede presentar
un espectro de genes cuyo nivel de expresion de ARNm o proteina estda modulado (por ejemplo, regulado por
incremento o por disminucién) en comparacion con el control de tratamiento simulado/de vehiculo. La lista de genes
modulados (por ejemplo, regulados por incremento o por disminucién) en el momento de la deteccion constituye una
panoramica del perfil de expresion génica de la célula en ese momento especifico.

La expresion “perfil de regulacion génica similar” incluye la situacion en la que mas del 50%, el 60%, el 70%, el 80%,
el 90% o mas del nimero total de genes diana examinados presentan sustancialmente el mismo sentido de
expresion génica (por ejemplo, ambos regulados por incremento o ambos regulados por disminucién, aunque la
magnitud o el alcance de la regulacion por incremento o por disminucién en cada gen pueden diferir).

La expresion “perfil de regulacion génica idéntico” incluye la situacion en la que casi todos los genes diana
examinados presentan el mismo sentido de expresion génica (por ejemplo, ambos regulados por incremento o
ambos regulados por disminucion, aunque la magnitud o el alcance de la regulacion por incremento o por
disminucion en cada gen pueden diferir).

En una realizaciéon, un compuesto de vitamina D contenido en una composiciéon farmacéutica de la invencion

fomenta la expresion de uno o mas genes diana cuyos niveles de expresion se fomentan por una cantidad
equivalente de un compuesto de vitamina D de referencia (por ejemplo, calcitriol). En otras realizaciones, el
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compuesto de vitamina D contenido en una composicién farmacéutica de la invencién inhibe la expresion de uno o
mas genes cuyos niveles de expresion se inhiben por una cantidad equivalente de un compuesto de vitamina D de
referencia (por ejemplo, calcitriol).

En determinadas realizaciones, un compuesto de vitamina D contenido en una composicién farmacéutica de la
invencion puede modular la expresion de proteinas en queratinocitos normales. La expresion “expresion modular de
proteinas” incluye la regulaciéon por incremento y la regulacién por disminucién de las proteinas en queratinocitos
normales. En algunas realizaciones, el compuesto de vitamina D modula la expresion de ARNm de HSPA2, HSF4,
ARNm de HSPB1 o DNAJC6. Por ejemplo, en algunas realizaciones, el compuesto de vitamina D regula por
incremento la expresion de ARNm de HSPA2 o HSF4, y/o regula por disminucion la expresion de ARNm de HSPB1
o DNAJCS6 en queratinocitos normales (por ejemplo, HEKa).

En determinadas realizaciones, un compuesto de vitamina D contenido en una composicién farmacéutica de la
invencion modula la expresion de la proteina SLC1A1, KCNB2, KCNN4 o la proteina SLC1A3 en queratinocitos
normales. En algunas realizaciones, el compuesto de vitamina D puede regular por incremento la expresion de la
proteina SLC1A1, KCNB2 o KCNN4, y/o regular por disminucion la expresion de la proteina SLC1A3 en
queratinocitos normales (por ejemplo, HEKa).

En determinadas realizaciones, un compuesto de vitamina D contenido en una composicién farmacéutica de la
invencion puede modular una o mas proteinas en la tabla 3-1 y la tabla 3-2. Por ejemplo, en una realizacion, el
compuesto de vitamina D puede regular por incremento la expresion de una o mas proteinas en la tabla 3-1 en al
menos aproximadamente 2 veces, y/o regular por disminucion la expresion de una o mas proteinas en la tabla 3-2
en al menos aproximadamente 2 veces, por ejemplo, en queratinocitos normales (por ejemplo, HEKa).

En determinadas realizaciones, un compuesto de vitamina D contenido en una composicién farmacéutica de la
invencion puede inducir la sobreexpresion de una o mas proteinas en cualquiera de las tablas 3-3, 3-4, 3-5 o 3-6,
después de exposicion durante aproximadamente 24 horas de queratinocitos normales (por ejemplo, HEKa) al
compuesto de vitamina D.

En determinadas realizaciones, un compuesto de vitamina D contenido en una composicién farmacéutica de la
invencion puede inducir la sobreexpresion en queratinocitos normales (por ejemplo, HEKa) de uno o mas de: GST,
queratina 1, queratina 17, galectina 1, S100 A9 (calprotectina) o S100 A13.

Tal como se usa en el presente documento, el término “alquilo” incluye un resto hidrocarbonado completamente
saturado ramificado o no ramificado (por ejemplo, de cadena recta o lineal), que comprende de 1 a 20 atomos de
carbono, por ejemplo, de 1 a 7 atomos de carbono, o de 1 a 4 atomos de carbono. Los ejemplos representativos de
restos alquilo incluyen metilo, etilo, n-propilo, iso-propilo, n-butilo, sec-butilo, iso-butilo, terc-butilo, n-pentilo,
isopentilo, neopentilo, n-hexilo, 3-metilhexilo, 2,2-dimetilpentilo, 2,3-dimetilpentilo, n-heptilo.

Ademas, el término “alquilo” incluye tanto “alquilos no sustituidos” como “alquilos sustituidos”. Los ejemplos
representativos de sustituyentes para restos alquilo son hidroxilo, halégeno, ciano, nitro, cicloalquilo, alquenilo,
alquinilo, alcoxilo, alqueniloxilo, alquiniloxilo, halégeno o amino (incluyendo alquilamino, di-alquilamino, arilamino, di-
arilamino).

Tal como se usa en el presente documento, el término “alcoxilo” incluye alquil-O-, en el que el alquilo se definid
anteriormente en el presente documento. Los ejemplos representativos de restos alcoxilo incluyen, pero no se
limitan a, metoxilo, etoxilo, propoxilo, 2-propoxilo, butoxilo, ferc-butoxilo, pentiloxilo, hexiloxilo, ciclopropiloxi-,
ciclohexiloxi- y similares. En algunas realizaciones, los grupos alcoxilo tienen aproximadamente 1-7 carbonos, por
ejemplo 1-4 carbonos. El término alcoxilo incluye alcoxilo sustituido. Los ejemplos de grupos alcoxilo sustituidos
incluyen grupos alcoxilo halogenados. Ejemplos de grupos alcoxilo sustituidos con halégeno son fluorometoxilo,
difluorometoxilo, trifluorometoxilo, clorometoxilo, diclorometoxilo y triclorometoxilo.

El término “alcoxialquilo” incluye grupos alquilo, tal como se definié anteriormente, en los que el grupo alquilo esta
sustituido con alcoxilo. Ademas, el término *“alcoxialquilo” incluye tanto “alcoxialquilo no sustituido” como
“alcoxialquilo sustituido”. Los ejemplos representativos de sustituyentes para restos alcoxialquilo incluyen, pero no se
limitan a, hidroxilo, halégeno, ciano, nitro, alquilo, cicloalquilo, alquenilo, alquinilo, alcoxilo, alqueniloxilo, alquiniloxilo,
halégeno o amino (incluyendo alquilamino, di-alquilamino, arilamino, di-arilamino).

El término “alquenilo” incluye hidrocarburos ramificados o no ramificados que tienen al menos un doble enlace
carbono-carbono. Los ejemplos representativos de restos alquenilo incluyen, pero no se limitan a, vinilo, prop-1-
enilo, alilo, butenilo, isopropenilo o isobutenilo. Ademas, el término “alquenilo” incluye tanto “alquenilos no
sustituidos” como “alquenilos sustituidos”. Los ejemplos representativos de sustituyentes para restos alquenilo
incluyen, pero no se limitan a, hidroxilo, halégeno, ciano, nitro, alquilo, cicloalquilo, alquenilo, alquinilo, alcoxilo,
alqueniloxilo, alquiniloxilo, halégeno o amino (incluyendo alquilamino, di-alquilamino, arilamino, di-arilamino).

El término “alquinilo” incluye hidrocarburos ramificados o no ramificados que tienen al menos un triple enlace
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carbono-carbono. Los ejemplos representativos de restos alquinilo incluyen, pero no se limitan a, etinilo, prop-1-inilo
(propargilo), butinilo, isopropinilo o isobutinilo. Ademas, el término “alquinilo” incluye tanto “alquinilos no sustituidos”
como “alquinilos sustituidos”. Los ejemplos representativos de sustituyentes para restos alquinilo incluyen, pero no
se limitan a, hidroxilo, halégeno, ciano, nitro, alquilo, cicloalquilo, alquenilo, alquinilo, alcoxilo, alqueniloxilo,
alquiniloxilo, halégeno o amino (incluyendo alquilamino, di-alquilamino, arilamino, di-arilamino).

Tal como se usa en el presente documento, el término “cicloalquilo” incluye grupos hidrocarbonados saturados o
insaturados, monociclicos, biciclicos o ftriciclicos de 3-12 atomos de carbono, por ejemplo, 3-8 6 3-7 atomos de
carbono. Los ejemplos de grupos hidrocarbonados monociclicos incluyen, por ejemplo, ciclopropilo, ciclobutilo,
ciclopentilo, ciclopentenilo, ciclohexilo y ciclohexenilo. Los ejemplos de grupos hidrocarbonados biciclicos incluyen,
por ejemplo, bornilo, indilo, hexahidroindilo, tetrahidronaftio, decahidronaftilo, biciclo[2,1.1]hexilo,
biciclo[2.2.1]heptilo, biciclo[2.2.1]heptenilo,  6,6-dimetilbiciclo[3.1.1]heptilo  y  2,6,6-trimetilbiciclo[3.1.1]heptilo,
biciclo[2.2.2]octilo. Un ejemplo de un grupo hidrocarbonado ftriciclico incluye, por ejemplo, adamantilo.

El término “cicloalquilo” incluye tanto “cicloalquilo no sustituido” como “cicloalquilo sustituido”. Los ejemplos
representativos de sustituyentes para restos cicloalquilo incluyen, pero no se limitan a, hidroxilo, halégeno, ciano,
nitro, alquilo, cicloalquilo, alquenilo, alquinilo, alcoxilo, alqueniloxilo, alquiniloxilo, halégeno o amino (incluyendo
alquilamino, di-alquilamino, arilamino, di-arilamino).

El término “arilo” incluye grupos hidrocarbonados aromaticos monociclicos o biciclicos que tienen 6-20 atomos de
carbono en la porcion del anillo. Los ejemplos representativos de restos arilo incluyen, pero no se limitan a, fenilo,
naftilo, antracilo, fenantrilo o tetrahidronaftilo. Ademas, el término arilo incluye tanto “arilo no sustituido” como “arilo
sustituido”. Los ejemplos representativos de sustituyentes para restos arilo incluyen, pero no se limitan a, hidroxilo,
halégeno, ciano, nitro, alquilo, cicloalquilo, alquenilo, alquinilo, alcoxilo, alqueniloxilo, alquiniloxilo, halégeno o amino
(incluyendo alquilamino, di-alquilamino, arilamino, di-arilamino).

El término “heteroarilo” incluye restos heteroarilo monociclicos o biciclicos, que contienen 5-10 miembros de anillo
seleccionados de atomos de carbono y de 1 a 5 heteroatomos, seleccionados de O, N o S. Los ejemplos de grupos
heteroarilo incluyen, pero no se limitan a, tienilo, furilo, pirrolilo, imidazolilo, pirazolilo, tiazolilo, isotiazolilo, oxa-2,3-
diazolilo, oxa-2,4-diazolilo, oxa-2,5-diazolilo, oxa-3,4-diazolilo, tia-2,3-diazolilo, tia-2,4-diazolilo, tia-2,5-diazolilo, tia-
3,4-diazolilo, 3-, 4- o 5-isotiazolilo, 2-, 4- u 5-oxazolilo, 3 -, 4- o 5-isoxazolilo, 3- o 5-1,2,4-triazolilo, 4- o 5-1,2,3-
triazolilo, tetrazolilo, 2-, 3- o 4-piridilo, 3 - o0 4-piridazinilo, 3-, 4- o 5-pirazinilo, 2-pirazinilo, 2-, 4- o 5-pirimidinilo. Un
grupo heteroarilo puede ser mono, bi, tri o policiclico.

El término “heteroarilo” incluye ademas grupos en los que un anillo heteroaromatico se condensa con uno o mas
anillos de arilo, cicloalifaticos o de heterociclilo, en los que el radical o punto de uniéon esta en el anillo
heteroaromatico o en el anillo de arilo condensado. Los ejemplos representativos de tales restos heteroarilo
incluyen, pero no se limitan a, indolilo, isoindolilo, indazolilo, indolizinilo, purinilo, quinolizinilo, quinolinilo,
isoquinolinilo, cinolinilo, ftalazinilo, naftiridinilo, quinazolinilo, quinaxalinilo, fenantridinilo, fenantrolinilo, fenazinilo,
fenotiazinilo, fenoxazinilo, benzoisoquinolinilo, tieno[2,3-b]furanilo, furo[3,2-b]-piranilo, 5H-pirido[2,3-d]-0-oxazinilo,
1H-pirazolo[4,3-d]-oxazolilo, 4H-imidazo[4,5-d]tiazolilo, pirazino[2,3-d]piridazinilo, imidazo[2,1-b]tiazolilo, imidazo[1,2-
b][1,2,4]triazinilo, 7-benzol[b]tienilo, benzoxazolilo, bencimidazolilo, benzotiazolilo, benzoxapinilo, benzoxazinilo, 1H-
pirrolo[1,2-b][2]benzoazapinilo, benzofurilo, benzotiofenilo, benzotriazolilo, pirrolo[2,3-b]piridinilo, pirrolo[3,2-
c]piridinilo, pirrolo[3,2-c]piridinilo, pirrolo[3,2-b]piridinilo, imidazo[4,5-b]piridinilo, imidazo[4,5-c]piridinilo, pirazolo[4,3-
d]piridinilo,  pirazolo[4,3-c]piridinilo,  pirazolo[3,4-c]piridinilo,  pirazolo[3,4-d]piridinilo,  pirazolo[3,4-b]piridinilo,
imidazo[1,2-a]piridinilo,  pirazolo[1,5-a]piridinilo,  pirrolo[1,2-b]piridazinilo, imidazo[1,2-c]pirimidinilo, pirido[3,2-
d]pirimidinilo,  pirido[4,3-d]pirimidinilo,  pirido[3,4-d]pirimidinilo,  pirido[2,3-d]pirimidinilo,  pirido[2,3-b]pirazinilo,
pirido[3,4-b]pirazinilo, pirimido[5,4-d]pirimidinilo, pirazino[2,3-b]pirazinilo o pirimido[4,5-d]pirimidinilo. Ademas, el
término “heteroarilo” incluye tanto “heteroarilo no sustituido” como “heteroarilo sustituido”.

El anillo aromatico de un grupo “arilo” o “heteroarilo” puede no estar sustituido o estar sustituido en una o mas
posiciones del anillo con sustituyentes que incluyen, por ejemplo, halégeno, hidroxilo, ciano, nitro, alquilo,
cicloalquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, heteroarilo, heterociclilo, alcoxilo, cicloalquiloxilo, alqueniloxilo, alquiniloxilo,
ariloxilo, heteroariloxilo, heterocicliloxilo, arilalquiloxilo, heteroarilalquiloxilo, heterociclilalquiloxilo, cetonas
(incluyendo alquilcarbonilo, cicloalquilcarbonilo, alquenilcarbonilo, alquinilcarbonilo, aroilo, arilalquilcarbonilo,
heteroarilcarbonilo, heterociclilcarbonilo), ésteres (incluyendo alcoxicarbonilo, cicloalquiloxicarbonilo, ariloxicarbonilo,
heteroariloxicarbonilo,  heterocicliloxicarbonilo,  alquilcarboniloxilo,  cicloalquilcarboniloxilo,  arilcarboniloxilo,
heteroarilcarboniloxilo, heterociclilcarboniloxilo), carbonatos (incluyendo alcoxicarboniloxilo, ariloxicarboniloxilo,
heteroariloxicarboniloxilo), carbamatos (incluyendo alcoxicarboxilamino, ariloxicarbonilamino,
alqueniloxicarbonilamino, alquiniloxicarbonilamino, ariloxicarbonilamino, aminocarboniloxilo, alquilaminocarboniloxilo,
di-alquilaminocarboniloxilo, arilaminocarboniloxilo), carbamoilo (incluyendo alquilaminocarbonilo, di-
alquilaminocarbonilo, arilaminocarbonilo, arilalquilaminocarbonilo, alquenilaminocarbonilo), amido (incluyendo
alquilcarbonilamino, alquilcarbonilalquilamino, arilcarbonilamino, heteroarilcarbonilamino), arilalquilo,
heteroarilalquilo, heterocicloalquilo, amino (incluyendo alquilamino, di-alquilamino, arilamino, di-arilamino y
alquilarilamino), sulfonilo (incluyendo alquilsulfonilo, arilsulfonilo, arilalquilsufonilo, heteroarilsulfonilo, alcoxisulfonilo,
ariloxisulfonilo, heteroariloxisulfonilo, cicloalquilsulfonilo, heterociclilsulfonilo), sulfamoilo, sulfonamido, fosfato,
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fosfonato, fosfinato, tioéter (incluyendo alquiltio, ariltio, heteroariltio), ureido, imino, amidino, tiocarboxilo (incluyendo
alquiltiocarbonilo, ariltiocarbonilo), sulfinilo (incluyendo alquilsulfinilo, arilsulfinilo), carboxilo, en los que cada uno de
los grupos hidrocarbonados mencionados anteriormente puede estar opcionalmente sustituido con uno o mas
grupos alquilo, alquenilo, alquinilo, cicloalquilo, halégeno, hidroxilo o alcoxilo.

Tal como se usa en el presente documento, el término “heterociclilo” o “heterociclo” incluye anillos o sistemas de
anillos no aromaticos saturados o insaturados, no sustituidos o sustituidos, por ejemplo, que es un sistema de anillos
monociclico de 4, 5, 6 6 7 miembros, biciclico de 7, 8, 9, 10, 11 6 12 miembros o triciclico de 10, 11, 12, 13, 14 6 15
miembros y contiene al menos un heteroatomo seleccionado de O, S y N, en el que el N y S también pueden
oxidarse opcionalmente a diversos estados de oxidacién. En una realizacion, el resto heterociclilo representa un
anillo monociclico saturado que contiene 5-7 atomos en el anillo y que contiene opcionalmente un heteroatomo
adicional, seleccionado de O, S o N. El grupo heterociclico puede unirse en un heteroatomo o un atomo de carbono.
El heterociclilo puede incluir anillos condensados o en puente, asi como anillos espirociclicos. Los ejemplos de
heterociclicos incluyen, por ejemplo, dihidrofuranilo, dioxolanilo, dioxanilo, ditianilo, piperazinilo, pirrolidina,
dihidropiranilo, oxatiolanilo, ditiolano, oxatianilo, tiomorfolino, oxiranilo, aziridinilo, oxetanilo, oxepanilo, azetidinilo,
tetrahidrofuranilo, tetrahidrotiofenilo, pirrolidinilo, tetrahidropiranilo, piperidinilo, morfolino, piperazinilo, azepinilo,
oxapinilo, oxaazepanilo, oxatianilo, tiepanilo, azepanilo, dioxepanilo y diazepanilo.

El término “heterociclilo” incluye grupos heterociclicos tal como se definen en el presente documento que pueden
estar sustituidos con 1, 2 6 3 sustituyentes tales como =0, =S, halégeno, hidroxilo, ciano, nitro, alquilo, cicloalquilo,
alquenilo, alquinilo, arilo, heteroarilo, heterociclilo, alcoxilo, cicloalquiloxilo, alqueniloxilo, alquiniloxilo, ariloxilo,
heteroariloxilo, heterocicliloxilo, arilalquiloxilo, heteroarilalquiloxilo, heterociclilalquiloxilo, cetonas (incluyendo
alquilcarbonilo, cicloalquilcarbonilo, alquenilcarbonilo, alquinilcarbonilo, aroilo, arilalquilcarbonilo, heteroarilcarbonilo,
heterociclilcarbonilo), ésteres (incluyendo alcoxicarbonilo, cicloalquiloxicarbonilo, ariloxicarbonilo,
heteroariloxicarbonilo,  heterocicliloxicarbonilo,  alquilcarboniloxilo,  cicloalquilcarboniloxilo,  arilcarboniloxilo,
heteroarilcarboniloxilo, heterociclilcarboniloxilo), carbonatos (incluyendo alcoxicarboniloxilo, ariloxicarboniloxilo,
heteroariloxicarboniloxilo), carbamatos (incluyendo alcoxicarboxilamino, ariloxicarbonilamino,
alqueniloxicarbonilamino, alquiniloxicarbonilamino, ariloxicarbonilamino, aminocarboniloxilo, alquilaminocarboniloxilo,
dialquilaminocarboniloxilo, arilaminocarboniloxilo), carbamoilo (incluyendo alquilaminocarbonilo,
dialquilaminocarbonilo, arilaminocarbonilo, arilalquilaminocarbonilo, alquenilaminocarbonilo), amido (incluyendo
alquilcarbonilamino, alquilcarbonilalquilamino, arilcarbonilamino, heteroarilcarbonilamino), arilalquilo,
heteroarilalquilo, heterociclilalquilo, amino (incluyendo alquilamino, dialquilamino, arilamino, diarilamino y
alquilarilamino), sulfonilo (incluyendo alquilsulfonilo, arilsulfonilo, arilalquilsufonilo, heteroarilsulfonilo, alcoxisulfonilo,
ariloxisulfonilo, heteroariloxisulfonilo, cicloalquilsulfonilo, heterociclilsulfonilo), sulfamoilo, sulfonamido, fosfato,
fosfonato, fosfinato, tioéter (incluyendo alquiltio, ariltio, heteroariltio), ureido, imino, amidino, tiocarboxilo (incluyendo
alquiltiocarbonilo, ariltiocarbonilo), sulfinilo (incluyendo alquilsulfinilo, arilsulfinilo), carboxilo en los que cada uno de
los grupos hidrocarbonados mencionados anteriormente puede estar opcionalmente sustituido con uno o mas
grupos alquilo, alquenilo, alquinilo, cicloalquilo, halégeno, hidroxilo o alcoxilo.

El término “heterociclilalquilo” es un alquilo sustituido con heterociclilo. El término incluye restos heterociclilalquilo
sustituidos y no sustituidos que pueden estar sustituidos con uno o mas grupos alquilo, alquenilo, alquinilo,
cicloalquilo, halégeno, hidroxilo o alcoxilo.

El término “carbonilo” o “carboxilo” incluye compuestos y restos que contienen un carbono conectado con un doble
enlace a un atomo de oxigeno (C=0).

El término “hidroxi” o “hidroxilo” incluye grupos con un -OH u -O".
El término “halégeno” incluye flior, bromo, cloro, yodo, etc.
El término “perhalogenado” incluye restos en los que todos los hidrégenos se reemplazan por atomos de halégeno.

Los compuestos de vitamina D contenidos en las composiciones farmacéuticas de la invenciéon, o sus sales
farmacéuticamente aceptables, solvatos o profarmacos de los mismos, pueden contener uno o mas centros
asimétricos y pueden dar lugar asi a enantiomeros, diasteredmeros y otras formas estereoisoméricas que pueden
definirse, en términos de estereoquimica absoluta, como (R) o (S), o como (D) o (L) para aminoacidos. La presente
invencion pretende incluir todos de tales posibles isémeros, asi como sus formas racémicas y épticamente puras.
Los isémeros (+) y (-), (R) y (S) o (D) y (L) 6pticamente activos pueden prepararse usando sintones quirales o
reactivos quirales, o resolverse usando técnicas convencionales, tales como HPLC usando una columna quiral.
Cuando los compuestos descritos en el presente documento contienen dobles enlaces olefinicos u otros centros de
asimetria geométrica, y a menos que se especifique de otro modo, se pretende que los compuestos incluyan ambos
isdbmeros geométricos E y Z. Asimismo, también se pretende que estén incluidas todas las formas tautoméricas.

El término “estereoisémero” incluye compuestos formados por los mismos atomos unidos por los mismos enlaces

pero que tienen diferentes estructuras tridimensionales, que no son intercambiables. La presente invencion
contempla diversos estereoisomeros y mezclas de los mismos e incluye enantidmeros, que se refiere a dos
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estereoisdbmeros cuyas moléculas son imagenes especulares no superponibles entre si.

La presente invencion incluye todos los compuestos de vitamina D marcados de manera isotopica
farmacéuticamente aceptables como componentes de las composiciones farmacéuticas reivindicadas, en los que
uno o mas atomos se reemplazan por atomos que tienen el mismo numero atémico, pero una masa atémica o un
numero masico diferente de la masa atémica o el nUmero masico que se encuentra generalmente en la naturaleza.

Los ejemplos de is6topos adecuados para su inclusion en los compuestos de la invencion comprenden is6topos del
hidrégeno, tales como 2H y3H, carbono, tales como 11C, B¢ y 14C, cloro, tal como SGCI, fltor, tal como 18F, godo,
tales como "% y 125I, nitrégeno, tales como BN y 15N, oxigeno, tales como 15°, 70 y 18O, fosforo, tal como ’p y
azufre, tal como %3, La sustitucion por isétopos mas pesados tales como el deuterio, es decir, 2H, puede
proporcionar determinadas ventajas terapéuticas que resultan de una mayor estabilidad metabdlica, por ejemplo,
aumento de la semivida in vivo o requisitos de dosificacion reducida. Los compuestos de vitamina D marcados de
manera isotopica pueden prepararse generalmente mediante técnicas convencionales conocidas por los expertos en
la técnica usando un reactivo marcado de manera isotépica apropiado en lugar del reactivo no marcado empleado
previamente.

El término “profarmacos” incluye compuestos que pueden convertirse en condiciones fisioldgicas o mediante
solvolisis en un compuesto biolégicamente activo de la invenciéon. Por tanto, el término “profarmaco” se refiere a un
precursor metabodlico de un compuesto de la invencidén que es farmacéuticamente aceptable. Un profarmaco puede
ser inactivo cuando se administra a un sujeto que lo necesita, pero se convierte in vivo en un compuesto activo de la
invencion. Los profarmacos normalmente se transforman rapidamente in vivo para producir el compuesto parental de
la invencion, por ejemplo, mediante hidrélisis en sangre o conversién en el intestino o el higado. El compuesto de
profarmaco ofrece a menudo ventajas de solubilidad, compatibilidad tisular o liberacion retardada en un organismo
mamifero (véase, Bundgard, H., Design of Prodrugs (1985), pags. 7-9, 21-24 (Elsevier, Amsterdam)).

Se proporciona un analisis de profarmacos en Higuchi, T., et al., “Pro-drugs as Novel Delivery Systems”, A.C.S.
Symposium Series, vol. 14, y en Bioreversible Carriers in Drug Design, ed. Edward B. Roche, Anglican
Pharmaceutical Association and Pergamon Press, 1987.

La “sal farmacéuticamente aceptable” incluye sales de adicion tanto de acido como de base. “Sal de adicion de acido
farmacéuticamente aceptable” se refiere a aquellas sales que retienen la eficacia biolégica y las propiedades de las
bases libres, que no son biolégicamente o de otra manera indeseables, y que se forman con acidos inorganicos tales
como, pero sin limitarse a, acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido sulfdrico, acido nitrico, acido fosforico, y
similares, y acidos organicos tales como, pero sin limitarse a, acido acético, acido 2,2-dicloroacético, acido adipico,
acido alginico, acido ascoérbico, acido aspartico, acido bencenosulfénico, acido benzoico, acido 4-
acetamidobenzoico, acido canférico, acido canfor-10-sulfénico, acido caprico, acido caproico, acido caprilico, acido
carbonico, acido cinamico, acido citrico, acido ciclamico, acido dodecilsulflurico, acido etano-1,2-disulfénico, acido
etanosulfénico, acido 2-hidroxietanosulfonico, acido férmico, acido fumarico, acido galactarico, acido gentisico, acido
glucoheptdnico, acido glucoénico, acido glucurdnico, acido glutamico, acido glutarico, acido 2-oxo-glutarico, acido
glicerofosforico, acido glicdlico, acido hipurico, acido isobutirico, acido lactico, acido lactobidnico, acido laurico, acido
maleico, acido malico, acido malénico, acido mandélico, acido metanosulfénico, acido mucico, acido naftaleno-1,5-
disulfénico, acido naftaleno-2-sulfénico, acido 1-hidroxi-2-naftoico, acido nicotinico, acido oleico, acido orético, acido
oxalico, acido palmitico, acido pamoico, acido propionico, acido piroglutamico, acido pirtvico, acido salicilico, acido
4-aminosalicilico, acido sebacico, acido estearico, acido succinico, acido tartarico, acido tiocianico, acido p-
toluenosulfonico, acido trifluoroacético, acido undecilénico, y similares.

“Sal de adicion de base farmacéuticamente aceptable” se refiere a aquellas sales que retienen la eficacia biolégica y
las propiedades de los acidos libres, que no son biolégicamente o de otra manera indeseables. Estas sales se
preparan a partir de la adicion de una base inorganica o una base organica al acido libre. Las sales derivadas de
bases inorganicas incluyen, pero no se limitan a, las sales de sodio, potasio, litio, amonio, calcio, magnesio, hierro,
zinc, cobre, manganeso, aluminio y similares. Sales inorganicas preferidas son las sales de amonio, sodio, potasio,
calcio y magnesio. Las sales derivadas de bases organicas incluyen, pero no se limitan a, sales de aminas
primarias, secundarias y terciarias, aminas sustituidas que incluyen aminas sustituidas que se producen de manera
natural, aminas ciclicas y resinas basicas de intercambio idnico, tales como amoniaco, isopropilamina, trimetilamina,
dietilamina, trietilamina, tripropilamina, dietanolamina, etanolamina, deanol, 2-dimetilaminoetanol, 2-
dietilaminoetanol, diciclohexilamina, lisina, arginina, histidina, cafeina, procaina, hidrabamina, colina, betaina,
benetamina, benzatina, etilendiamina, glucosamina, metilglucamina, teobromina, trietanolamina, trometamina,
purinas, piperazina, piperidina, N-etilpiperidina, resinas de poliamina y similares.

A menudo, las cristalizaciones producen un solvato del compuesto contenido en la composiciéon farmacéutica de la
invencion. Tal como se usa en el presente documento, el término “solvato” se refiere a un agregado que comprende
una o mas moléculas de un compuesto de la invencién con una o mas moléculas de disolvente. El disolvente puede
ser agua, en cuyo caso el solvato puede ser un hidrato. Alternativamente, el disolvente puede ser un disolvente
organico. Por tanto, los compuestos de la presente invencion pueden existir como un hidrato, incluyendo un
monohidrato, dihidrato, hemihidrato, sesquihidrato, trihidrato, tetrahidrato y similares, asi como las formas solvatadas
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correspondientes. El compuesto de la invenciéon pueden ser verdaderos solvatos, mientras que en otros casos, el
compuesto de la invencion puede simplemente retener agua accidental o ser una mezcla de agua mas algun
solvente accidental.

La expresion “composicion farmacéutica” incluye formulaciones de un compuesto de la invencion (por ejemplo, un
compuesto de vitamina D) y un medio generalmente aceptado en la técnica, para la administracion del compuesto
de vitamina D a un individuo. Tal medio incluye todos los vehiculos, diluyentes o excipientes farmacéuticamente
aceptables de los mismos.

Las composiciones de la invencién se administraran de manera tdpica a cualquier superficie epitelial. Una “superficie
epitelial” incluye un area de tejido que cubre las superficies externas de un cuerpo, o que reviste estructuras huecas
incluyendo, pero sin limitarse a, superficies cutaneas y mucosas. Tales superficies epiteliales incluyen las superficies
oral, faringea, esofagica, pulmonar, ocular, auditiva, nasal, bucal, lingual, vaginal, cervicouterina, genitourinaria,
alimentaria y anorrectal.

Las composiciones pueden formularse en una variedad de formas convencionales empleadas para administracion
topica. Estas incluyen, por ejemplo, formas de dosificacion semisdlidas y liquidas, tales como disoluciones o
suspensiones liquidas, geles, cremas, emulsiones, lociones, lechadas, polvos, aerosoles, espumas, pastas,
pomadas, unglientos, balsamos o gotas.

Los vehiculos usados convencionalmente para aplicaciones topicas incluyen pectina, gelatina y derivados de las
mismas, polimeros de poli(acido lactico) o poli(acido glicolico) o copolimeros de los mismos, derivados de celulosa
tales como metilcelulosa, carboximetilcelulosa o celulosa oxidada, goma guar, goma arabiga, goma karaya, goma
tragacanto, bentonita, agar, carbdmero, sargazo vejigoso, Ceratonia, dextrano y sus derivados, goma ghatti,
hectorita, cascara de ispagula, polivinilpirrolidona, silice y sus derivados, goma xantana, caolin, talco, almidon y sus
derivados, parafina, agua, aceites vegetales y animales, polietileno, poli(éxido de etileno), polietilenglicol,
polipropilenglicol, glicerol, etanol, propanol, propilenglicol (glicoles, alcoholes), aceites fijos, sales de sodio, potasio,
aluminio, magnesio o calcio (tales como cloruro, carbonato, bicarbonato, citrato, gluconato, lactato, acetato,
gluceptato o tartrato).

Las estrategias de composicion convencionales para los agentes topicos pueden aplicarse a los compuestos de
vitamina D para mejorar la persistencia y el tiempo de residencia del farmaco, y para mejorar la eficacia profilactica
lograda.

En una realizacion, el compuesto de vitamina D puede administrarse de manera profilactica. Para aplicaciones
profilacticas, el compuesto de vitamina D puede aplicarse antes de una posible alopecia. El momento de la
aplicacion puede optimizarse para maximizar la eficacia profilactica del compuesto de vitamina D. El momento de la
aplicacién variara segun el modo de administracion, las dosis, la estabilidad y la eficacia de la composicion, la
frecuencia de la dosificacion, por ejemplo, aplicacion unica o dosificacion multiple. Un experto en la técnica podra
determinar el intervalo de tiempo mas apropiado requerido para maximizar la eficacia profilactica del compuesto de
vitamina D.

El compuesto de vitamina D cuando esta presente en una composicion estara presente generalmente en una
cantidad de desde aproximadamente el 0,000001% hasta aproximadamente el 100%, mas preferiblemente desde
aproximadamente el 0,001% hasta aproximadamente el 50%, y lo mas preferiblemente desde aproximadamente el
0,01% hasta aproximadamente el 25% del peso total.

Ademas, los componentes independientes de las composiciones de la invenciéon pueden premezclarse o cada
componente puede afadirse por separado al mismo entorno de acuerdo con una dosificacién predeterminada con el
fin de lograr el nivel de concentracion deseado de los componentes de tratamiento y siempre que los componentes
eventualmente entren en mezcla intima entre si. Ademas, las composiciones de la presente invencién pueden
administrarse o suministrarse de manera continua o intermitente.

En una realizacion, la formulacion incluye el principio activo de vitamina D, formulado en aproximadamente el 40%
(p/p) de propilenglicol y aproximadamente el 60% (p/p) de etanol absoluto anhidro (200 Proof, EE.UU. (al 100%)), tal
como se especifica en las reivindicaciones adjuntas. En algunas realizaciones, el etanol es etanol sin desnaturalizar
(USP) absoluto anhidro de 200 Proof (EE.UU.). La formulacion descrita en el presente documento proporciona un
nivel de penetracion dérmica y administracion de los compuestos activos de vitamina D, y proporciona un medio
eficaz para prevenir la alopecia o para reducir la intensidad de la alopecia inducida por quimioterapia (AlQ).

En determinadas realizaciones, la composicion farmacéutica, tal como se especifica en las reivindicaciones adjuntas,
comprende aproximadamente el 40% (p/p) de propilenglicol (grado USP) y aproximadamente el 60% (p/p) de etanol
absoluto anhidro (200 Proof, EE.UU.), sin desnaturalizar USP.

En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica, tal como se especifica en las reivindicaciones adjuntas,
comprende aproximadamente el 40% (p/p) de propilenglicol (por ejemplo, grado USP o mejor) y aproximadamente el
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60% (p/p) de etanol absoluto anhidro (200 Proof, EE.UU.), sin desnaturalizar (por ejemplo, grado USP o mejor).

En la invencion, el porcentaje preciso (p/p) de propilenglicol y/o etanol absoluto anhidro puede variarse en funcion de
la razén del 40%: el 60% a 35:65; 36:64; 37:63; 38:62; 39:61; 41:59; 42:58; 43:57; 44:56; o 45:55. La eficacia de
tales otras formulaciones puede verificarse usando técnicas reconocidas en la técnica, tales como el procedimiento
descrito en el ejemplo .

Los compuestos de vitamina D de la invencién estan formulados para administrarse a la epidermis sin tener
sustancialmente penetraciéon en la capa de la dermis. Una formulaciéon diferente anterior desarrollada por Roche
Dermatology fue ineficaz en la proteccion frente a la AlIQ cuando se us6 a una dosis de aproximadamente 500 -
1000 pg por aplicacion, y provocd dermatitis en la mayoria de los sujetos humanos en el estudio de fase I. La misma
formulaciéon de Roche tampoco funciondé en el modelo de rata con cloroleucemia (citado a continuacion).

Una de las formulaciones a modo de ejemplo de la invencidon puede prepararse de acuerdo con el siguiente
procedimiento (no limitativo):

Foérmula I: Calcitriol a 1,2 pg/g (1,2 ppm)

Componente % plp
Concentrado de 100 ppm de calcitriol 1,2
Etanol 200 Proof 58,8
Propilenglicol 40
Total 100

La formula | se prepara tal como sigue: se disuelve el calcitriol en el etanol; se afiade entonces el propilenglicol y se
mezcla hasta que la disolucion resultante es transparente y de aspecto uniforme. El peso especifico de la
formulacion anterior es de aproximadamente 0,875 g/ml. La concentracion objetivo de la férmula anterior expresada
en p/v es de 1,05 pug/ml.

Foérmula 1l: Calcitriol a 3,6 pg/g (3,6 ppm)

Componente % plp
Concentrado de 100 ppm de calcitriol 3,6
Etanol 200 Proof 56,4
Propilenglicol 40
Total 100

La formula Il se prepara tal como sigue: se disuelve el calcitriol en el etanol; se afiade entonces el propilenglicol y se
mezcla hasta que la disolucion resultante es transparente y de aspecto uniforme. El peso especifico de la
formulacién anterior es de aproximadamente 0,875 g/ml. La concentracion objetivo de la férmula anterior expresada
en p/v es de 3,15 pug/ml.

Los reactivos usados son todos reactivos de grado USP (que cumplen los requisitos de la Farmacopea de los
EE.UU.).

Usando la formulacion de la invencioén, una dosificacion de aproximadamente 0,2 ug (administrada como 100 pl de
disolucion topica 2 ug/ml) es protectora frente a la AlQ en ratas neonatales. Basandose en esta informacion, un
experto en la técnica puede ajustar facilmente el nivel de dosificacion adecuado en funciéon del peso corporal
promedio del mamifero que va a tratarse. Por ejemplo, en sujetos humanos, puede usarse una dosis total de
calcitriol (u otra cantidad equivalente de compuestos de vitamina D) de aproximadamente 2,5 ug, 5 ug, 10 pg, 25 pg,
50 pg, 75 ug o 100 pg. El estudio preliminar de toxicologia animal muestra que una dosis de aproximadamente
100 pg no provocd irritacion dérmica y presentd una excelente penetracion epidérmica sin una penetracion dérmica
sustancial (por ejemplo, una penetracion extremadamente baja en la dermis). Véase la descripcién anterior para
obtener informacién adicional sobre la dosificacion.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos ilustran determinados aspectos de la invencién, y no son limitativos en ningln aspecto.
Aunque se han descrito los ejemplos con cierto detalle con propédsitos de claridad e ilustracion, un experto en la
técnica apreciara que pueden realizarse diversos cambios en las formas y detalles sin apartarse del verdadero
alcance de la invencion tal como se especifica en las reivindicaciones adjuntas.

Ejemplo 1. Evaluacion de la absorciéon percutanea de calcitriol, in vitro, usando el modelo de dosis finitas en piel
humana de Franz
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Se disefid este ejemplo para evaluar la farmacocinética de absorcion percutanea de diversas formulaciones de
calcitriol. Se midioé la absorcion en piel cadavérica humana, in vitro usando la técnica de dosis finitas y las celdas de
difusion de Franz. El modelo de piel cadavérica humana in vitro ha demostrado ser una herramienta valiosa para el
estudio de la absorciéon percutanea y la determinacion de la farmacocinética de farmacos de aplicacion tépica. El
modelo uso piel cadavérica humana preparada en celdas de difusion disefiadas especialmente que permitieron
mantener la piel a una temperatura y humedad que coinciden con las condiciones tipicas in vivo. Una dosis finita
(por ejemplo, 4-7 mg/cm?) de formulacién se aplico a la superficie externa de la piel y se midié la absorcién del
farmaco controlando su tasa de aparicion en la disolucidén receptora que bafiaba la superficie interna de la piel.
Entonces se determinaron con precision datos que definen la absorcion total, la tasa de absorcién y el contenido en
la piel en este modelo. EI método tiene un precedente histérico para predecir con precision la cinética de absorcion
percutanea in vivo. Por tanto, el modelo de dosis finitas in vitro en piel humana permitié la caracterizacién de la
farmacocinética de absorcion percutanea de compuestos de vitamina D, tales como el calcitriol.

En este experimento, se sometieron a prueba seis formulaciones que contienen calcitriol en tres secciones de piel
replicadas por formulacion en cada uno de los tres donantes de piel cadavéricos diferentes, para la absorcion
percutanea de calcitriol a lo largo de un periodo de dosis de 48 horas. En momentos preseleccionados después de la
aplicacion de la dosis, se retiré en su totalidad la disolucion receptora dérmica, se reemplazé por nueva disoluciéon
de receptor y se guardé una alicuota para su posterior analisis. Ademas, se recupero el estrato corneo, la epidermis
y la dermis y se evalué para determinar el contenido del farmaco. Se analizaron las muestras para determinar el
contenido de calcitriol mediante cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC). A continuacién se proporciona
una breve descripcion del protocolo usado en el presente documento.

En este estudio se uso piel de tronco de cadaver humano sin signos evidentes de enfermedad de la piel, obtenida en
un plazo de 24-48 horas desde el fallecimiento. Se corté la piel con dermatomo, se criopreservo, se sellé en una
bolsa de plastico impermeable al agua y se almacené a <-70°C hasta el dia del experimento. Antes de su uso, se
descongel6 la piel en agua a 37°C, luego se enjuagd en agua del grifo para retirar la sangre adherente u otro
material de la superficie. La piel de un solo donante se corté en varias secciones mas pequeias lo suficientemente
grandes como para caber en celdas de difusion de Franz de 2,0 cm? estaticas. Se sometieron a prueba tres réplicas
por donante para cada formulacién. Se llené la camara dérmica hasta su capacidad con una disolucion de reservorio
de solucioén salina isoténica tamponada con fosfato (PBS), pH 7,4 + 0,1, y se dejé abierta la camara epidérmica al
entorno ambiental del laboratorio. Puede anadirse al PBS, Volpo (Oleth-20), un tensioactivo no iénico que se sabe
que aumenta la solubilidad en agua de compuestos poco solubles en agua. Volpo en la disoluciéon de reservorio
asegura las condiciones de exceso de medio de disolucion de difusion durante la absorcion percutanea, y se sabe
que no afecta a las propiedades de barrera de la piel de prueba. Luego, se pusieron las células en un aparato de
difusién en el que la disolucidon de reservorio dérmico se agitd magnéticamente a ~ 600 RPM y se mantuvo su
temperatura para alcanzar una temperatura de superficie de la piel de 32,0 + 1,0°C.

Para asegurar la integridad de cada seccion de piel, se determind su permeabilidad al agua tritiada antes de la
aplicacion de los productos de prueba. Después de un breve periodo de equilibrio (0,5-1 hora), se dispuso en capas
*H,0 (NEN, Boston, MA, act. esp. ~ 0,5 uCi/ml) a través de la parte superior de la piel mediante un cuentagotas para
cubrir toda la superficie expuesta (aproximadamente 250 - 500 pl). Después de 5 minutos, se retird la capa acuosa
de *H,. A los 30 minutos, se recogio la disoluciéon de reservorio y se analizé el contenido radiactivo mediante
recuento por centelleo liquido. Se consideran aceptables las muestras de piel en las que la absorcién de 3H,0 es
menor de 1,56 ul-eq./cmz. Todas las muestras de piel usadas tenian una absorciéon de *H,0 de menos de
aproximadamente 0,50 pl-eq./cm? (resultados no mostrados).

Administracién de dosis y recogida de muestras: Justo antes de la dosificacion, se tomé una muestra previa a la
dosis y se reemplazé la disolucion de reservorio por una nueva disolucion de 0,1 x PBS con Volpo al 0,2% (también
conocido como Oleth-20, un tensioactivo no iénico usado para garantizar la miscibilidad del farmaco en una
disolucion acuosa). Se retir6 la chimenea de la celda de Franz para permitir el acceso total a la superficie epidérmica
de la piel. Todas las formulaciones se aplicaron luego a las secciones de piel usando un conjunto de pipetas de
desplazamiento positivo para administrar 10 ul de formulacion/cm?. La dosis se extendio a través de la superficie con
la punta de teflon de la pipeta. De cinco a diez minutos después de la aplicaciéon, se reemplazé la porcion de
chimenea de la celda de Franz. En tiempos preseleccionados después de la dosificacion (6, 12, 24 y 48 horas), se
retird la disolucion de reservorio en su totalidad, se reemplazé por una nueva disolucién de reservorio y se guardo
una alicuota de volumen predeterminado para su posterior analisis.

Se prepard una Unica seccién de piel de cada donante sobre células que no se dosificaron pero que se usaron para
evaluar la aparicion de sustancias que difunden fuera de la piel, que pueden representar al calcitriol enddgeno.
Después de recoger la tltima muestra, se lavaron las superficies de la piel dos veces (1,0 ml de volumen cada una)
con etanol:agua 80:20 para recoger la formulacion no absorbida de la superficie de la piel. Tras el lavado, se retir6 la
piel de la camara y se dividio en epidermis y dermis. Se extrajo cada capa durante la noche en etanol:agua 80:20.

La cuantificacion de calcitriol se realizé mediante cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC). En resumen,
la HPLC se realizd en un sistema HPLC Hewlett-Packard serie 1100 con un CL/MSD Agilent serie 1100. Se hizo

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2742 750 T3

pasar un sistema de disolventes que consistia en A) acetato de amonio al 0,1% en agua y B) acetato de amonio al
0,1% en metanol a través de una columna Phenomenex Luna C18 (2) (100A, 3 p, 100 x 4,6 mm) a un caudal de
0,550 ml/min. Se cuantificaron las areas de pico a concentracién usando una curva patrén externa preparada
diariamente a partir del patrén puro. Las muestras no sometidas a ensayo el dia de la recogida se almacenaron a
-20°C o menos.

En el estudio piloto, se dosificé una formulacidon unica del grupo a seis camaras a una dosis de aproximadamente
5 ul/cm2 en un solo donante. Se recogieron las disoluciones receptoras a las 0, 2, 4, 8, 12, 24, 32 y 48 horas. Tras la
ultima muestra de disolucion receptora, se lavo la superficie y se recogié la piel para andlisis tal como se describio
previamente. Todas las muestras fueron procesadas y analizadas para determinar el contenido de calcitriol.

El disefio final del estudio fundamental se basé en los resultados observados en el estudio piloto, en particular, la
dosis aplicada, el programa de muestreo de disolucion receptora y los métodos de procesamiento de muestras.
Estas modificaciones se realizaron para optimizar la detecciéon y cuantificacion de calcitriol en las muestras del
estudio fundamental. Por ejemplo, aunque el protocolo piloto establece que las muestras de reservorio se tomen a
las 2, 4, 8, 12, 24, 32 y 48 horas, después del estudio piloto se determiné que las muestras de reservorio se
tomarian a las 6, 12, 24 y 48 horas para facilitar mejores niveles de deteccion de calcitriol en las muestras de
reservorio. Ademas, tras un estudio piloto, se determiné que la dosificacion a 2 cm?con 20 ul (la cantidad de
dosificacion fue entonces de 10 ul/cm?) mejoraria la deteccion de calcitriol en las muestras de disolucién de
reservorio. Sin embargo, las camaras no dosificadas se conservaron a 1 cm®. Se calcularon los siguientes
parametros: a) absorcion total (suma de todas las disoluciones de reservorio); b) tasa y grado de penetracion a lo
largo del periodo de estudio; y c¢) balance de masas de la dosis aplicada. Para la evaluacion de datos, a) si alguna
muestra fue <LLQ (limite inferior de cuantificacion), entonces esa muestra puede tratarse como un valor sin datos.
Para muestras radiactivas (por ejemplo, la prueba de integridad del agua), el LLQ se defini6 como el fondo medio
predeterminado de muestras de blanco. A discrecion del investigador, todos los valores <LLQ se declararon como
valores cero o valor real medido con el propodsito de calcular parametros clave; b) se confirmé un valor aberrante
sospechoso si es mayor que el intervalo medio + 3D.E. de los mismos valores del conjunto de camaras replicadas
restantes, o segun se determina mediante la prueba de valores aberrantes de Dean y Dixon. A discrecion del
investigador, se eliminaron los valores declarados como valores aberrantes de la suma global de los datos (pero se
anotan como tales en el texto o las tablas de datos); c) dentro de una camara, si un valor de punto de tiempo dado
se ha declarado un valor sin datos, o si falta debido a otros motivos, el valor de punto de tiempo se reemplazé por un
valor interpolado para calcular los parametros relevantes. El valor interpolado se calcula en una linea que conecta
los valores adyacentes de la siguiente manera:

= Dados 3 puntos: (T1, A), (T2, B) y (T3, C) faltando (B),
* Donde T = tiempo y A-C = valores de datos medidos
» B estimado = A - [((A-C)/|T1-T3]) x (|T1-T2|)]

Para la evaluacion estadistica, se promediaron las réplicas dentro de los donantes y se calculd la desviacion
estandar para cada parametro clave. Se cotejaron entonces los promedios dentro de los donantes y se calculd la
media de la poblacién de donantes con el error estandar. Las diferencias entre los articulos de prueba se evaluaron
mediante la prueba de la t de Student.

Usando este protocolo, se evaluaron las siguientes formulaciones de prueba:

= A: (1 ppm, formulaciéon comparativa): disolver 0,2 ml (1% (p/v)) de concentrado de 100 ppm de calcitriol (nimero de
lote H, a continuacion) en 19,8 ml (99% (p/v)) de etanol 200 Proof (1 ug/ml).

= B (1 ppm): en primer lugar, disolver 0,2 ml (1% (p/v)) de concentrado de 100 ppm de calcitriol (nimero de lote H, a
continuacioén) en 11,8 ml (59% (p/v)) de etanol 200 Proof; luego afiadir 8 ml (40% (p/v)) de propilenglicol y mezclar
hasta que esté transparente y uniforme (1 ug/ml).

= C (1 ppm, formulacion comparativa): en primer lugar, disolver 0,2 ml (1% (p/v)) de concentrado de 100 ppm de
calcitriol (nimero de lote H, a continuacion) en 11,8 ml (59% (p/v)) de etanol 200 Proof; luego afiadir 6 ml (30% (p/v))
de propilenglicol y 2 ml (10% (p/v)) de etoxidiglicol, y mezclar hasta que esté transparente y uniforme (1 pg/ml).

= D (3 ppm, formulacion comparativa): en primer lugar, disolver 0,6 ml (3% (p/v)) de concentrado de 100 ppm de
calcitriol (nimero de lote H, a continuacion) en 11,4 ml (57% (p/v)) de etanol 200 Proof; luego afiadir 6 ml (30% (p/v))
de propilenglicol y mezclar hasta que esté transparente y uniforme; finalmente afiadir 2 ml (10% (p/v)) de etoxidiglicol
y mezclar hasta que esté transparente y uniforme (3 ug/ml).

= E (1 ppm, formulacion comparativa): en primer lugar, disolver 0,2 ml (1% (p/v)) de concentrado de 100 ppm de
calcitriol (nimero de lote H, a continuacién) en 11,72 ml (58,6% (p/v)) de etanol 200 Proof (DP-04-099); luego afhadir
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6 ml (30% (p/v)) de propilenglicol y mezclar hasta que esté transparente y uniforme; luego afiadir 2 ml (10% (p/v)) de
Transcutol P y mezclar hasta que esté transparente y uniforme; finalmente, afiadir 0,08 ml (0,4% (p/v)) de
concentrado de Phospholipon 90G (numero de lote G, a continuacion) y dispersar en la disolucion, mezclar hasta
que esté transparente y uniforme (1 pug/ml).

= F (3 ppm, formulacion comparativa): en primer lugar, disolver 0,6 ml (3% (p/v)) de concentrado de 100 ppm de
calcitriol (nimero de lote H, a continuacion) en 11,32 ml (56,6% (p/v)) de etanol 200 Proof; luego afiadir 6 ml (30%
(p/v)) de propilenglicol y mezclar hasta que esté transparente y uniforme; luego afadir 2 ml (10% (p/v)) de Transcutol
P y mezclar hasta que esté transparente y uniforme; finalmente, afiadir 0,08 ml (0,4% (p/v)) de concentrado de
Phospholipon 90G (numero de lote G, a continuacién) y dispersar en disolucién, mezclar hasta que esté
transparente y uniforme (31 ug/ml).

= G (concentrado de Phospholipon): mezclar 50 g (50% (p/v)) de etanol 200 Proof con 50 g (50% (p/v)) de
Phospholipon 90G, y mezclar hasta que esté transparente y uniforme.

= H (concentrado de calcitriol): disolver por completo 0,01 mg (0,01% (p/v)) de calcitriol en 100 ml (99,99% (p/v)) de
etanol 200 Proof.

Todos los reactivos usados en este estudio fueron de grado de reactivo analitico o mejor. La fuente de reactivos
Unicos se anotara después de la primera mencién de cada producto quimico en el texto del informe final.

Los resultados de este estudio se resumen en la siguiente tabla resumen:
Tabla resumen: Resultados promedio a través de los donantes para el contenido de calcitriol en la epidermis, dermis

y absorcion total. Absorcion percutanea de calcitriol usando piel cadavérica humana a lo largo de 48 horas a partir
de una aplicacion unica. Media + E.E. como masa total (ng)

Articulo de prueba Epiderrr;is Dermig Absorciénztotal
(ng/cm?) (ng/cm?) (ng/cm?)
Lote A* 0,98 +0,19 0,11 £ 0,11 9,85+ 0,62
Lote B 1,63 +0,44 0,19+0,19 9,84 + 0,67
Lote C* 1,89 + 0,54 0,00 + 0,00* 9,74 + 0,43
Lote D* 6,44 + 0,74 0,00 + 0,00 10,51 + 0,10
Lote E* 2,19+0,14 0,00 + 0,00 9,96 + 0,32
Lote F* 4,83+0,42 0,00 + 0,00 8,80 + 0,25
ge'F".aS blanco no | 37,037 | 0,00+ 0,00 13,75 + 0,50**
osificadas

* Los valores cero indican resultados por debajo del limite inferior de deteccion.
** Se supone que es calcitriol endégeno que se libera de la piel.
*# Formulacion comparativa

Los datos indican que el calcitriol si que penetrd, pero no necesariamente a través de la piel cadavérica humana, in
vitro a partir de las formulaciones de prueba evaluadas. Las secciones de piel de blanco, no dosificadas, de cada
donante demostraron un pico de elucién conjunta en HPLC/MS que concuerda con calcitriol enddgeno. La cantidad
presente en la disoluciéon de reservorio, que es esencialmente idéntica a lo largo de todas las formulaciones de
prueba y similar a las secciones de piel no dosificadas, fue lo mas probablemente la difusién de calcitriol endégeno
que se libera desde las secciones de piel. Como se observé poca diferencia entre las formulaciones de prueba y las
camaras no dosificadas, es poco probable que la cantidad observada en la disolucidon de reservorio represente
calcitriol proveniente de las formulaciones de prueba aplicadas de manera tépica.

Se observé evidencia de absorcién de calcitriol, como contenido dérmico, en aquellas secciones de piel a las que se
les dosificaron dos formulaciones (formulaciéon comparativa A y formulacién de la invencion B), se ve en la figura 1.
Como no se observaron niveles medibles en la capa dérmica de la piel de las secciones de piel no dosificadas, se
interpreta, por tanto, que los niveles dérmicos medibles de estas dos formulaciones de prueba representan la
absorcion de la dosis aplicada. Ademas, todas las muestras epidérmicas a las que se les dosificaron formulaciones
de prueba demostraron niveles de calcitriol mayores (~3x a ~17x) que las secciones de piel no dosificadas. La
clasificacion jerarquica basa en el contenido de calcitriol epidérmico organiza las formulaciones de prueba como:

D > F > E > C > B > A>>> Piel no dosificada

Concuerda con esta clasificacion jerarquica que las formulaciones de prueba demuestran los mayores contenidos
epidérmicos cuando contienen las concentraciones mas altas (3 ug/ml frente a 1 ug/ml) de calcitriol (formulacién
comparativa D y formulacion comparativa F) Se observa una clasificacion jerarquica muy similar en los resultados de
lavado de superficie (recuperacion del articulo de prueba residual de la superficie de la piel). No se hallé calcitriol en
el lavado de superficie de las secciones de piel de blanco no dosificadas.
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Ejemplo 2 (Ejemplo de referencia). Identificacién de proteinas clave involucradas en la respuesta de cultivo de
células epidérmicas al calcitriol - PCR en tiempo real (RT-PCR)

Este y los siguientes ejemplos proporcionan informacién adicional sobre la identidad de proteinas o genes en las
rutas de activacion del calcitriol. Estos experimentos permiten la identificacion del mecanismo de accién y las
proteinas/genes clave involucrados en la respuesta celular de las células epidérmicas a los compuestos de vitamina
D.

Especificamente, se halld que exponer la linea celular de queratinocitos HEKa al calcitriol provocé un impacto
significativo en procesos celulares. Los experimentos descritos en el presente documento se centran en la
identificacion de proteinas/genes clave que estaban involucrados en los cambios inducidos por el calcitriol en el
transporte del canal de calcio y los cambios en la regulacion de las proteinas de choque térmico. Se emplearon
métodos de reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR) en este ejemplo para identificar cambios
en el nivel de ARNm para genes involucrados en canales ionicos, proteinas de transporte y proteinas de choque
térmico.

Usando alineamientos de PCR como herramienta de deteccion, se evalué un espectro de dianas moleculares que
potencialmente ofrecerian una percepcion del modo de acciéon biolégica del calcitriol dentro de las células. Se
evaluaron los cambios en los niveles de ARNm mediante la cuantificacién por PCR en tiempo real para evaluar los
niveles de ARNm en subconjuntos preseleccionados que contenian 80 dianas especificas de la ruta (véase el
Apéndice). El analisis de alineamientos de PCR utiliz6 dos grupos de genes: los relacionados con las proteinas de
choque térmico (SABiosciences) y los relacionados con los canales y transportadores i6nicos de neurociencia
(SABioscience).

Cultivo celular: se mantuvieron queratinocitos epidérmicos humanos primarios (HEKa) en medio Epilife (Cascade
Biologics, Inc., Portland OR) junto con el complemento de crecimiento de queratinocitos humanos (Cascade
Biologics, Inc., Portland OR). Se hicieron crecer las células a 37°C con el 5% de COsx.

Tratamiento con D3 de células HEKa: se trataron células HEKa con 0,1 ug/ml de calcitriol o el vehiculo de control.
Para dar una concentracion final de calcitriol de 0,1 ung/ml, se disolvié 1 mg de calcitriol en 2 ml de etanol y se afiadié
1 wl de la disolucidon madre resultante a 5 ml de medios. Se traté el grupo de células de control de vehiculo con 5 ml
de medios que contenian 1 pl de etanol. Se recogieron las células 3, 6, 16, 24, 48 6 72 horas después del inicio del
tratamiento.

Aislamiento de ARN: se lisaron las células para el aislamiento de ARN a diferentes tiempos de tratamiento usando el
kit RNeasy Mini (Qiagen, Inc., Valencia, CA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se cuantifico el ARN
midiendo la densidad éptica a 260 nm. Sintesis de primera hebra: se sintetizé el ADNc de primera hebra a partir de
1 ug de ARN total usando el kit de sintesis de primera hebra RT2 (SABiosciences., Frederick, MD) segun las
recomendaciones del fabricante.

PCR en tiempo real: Los productos de la sintesis de primera hebra se diluyeron con agua, se mezclaron con la
mezcla maestra verde SYBR (SABiosciences., Frederick, MD) y se cargaron en alineamientos de PCR. La PCR en
tiempo real se ejecuto en los alineamientos de PCR (alineamientos de proteinas de choque térmico y alineamientos
de canales de iones y neurociencia) (SABiosciences, Frederick, MD) en un sistema Biorad CFX96. Se realizaron
analisis de datos usando el software de analisis de datos de alineamientos de PCR disponible en el sitio web de
SABiosciences.

La tabla 2-1 a continuacion muestra los genes en el alineamiento de genes de proteinas de choque térmico que se
regulan en las células HEKa después del tratamiento con calcitriol. Los resultados muestran sélo aquellos genes que
se regularon en dos experimentos independientes.

Tabla 2-1 Genes en el alineamiento de proteinas de choque térmico regulados por el tratamiento con vitamina D3.

Simbolo de gen Proteina Patrén de regulacion
HSPB1 Proteina 1 de choque térmico de 27 kDa | Regulado por disminucién a las 48
horas
DNAJC6 Homoélogo de Dnad (Hsp40), subfamilia | Regulado por disminucion
C, miembro 6
HSPA2 Proteina 2 de choque térmico de 70 kDa | Regulado por incremento a las 48
horas
HSF4 Factor 4 de transcripcion de choque | Regulado por incremento a las 48
térmico horas

Dos de los genes que se regularon a nivel de ARNm mediante el tratamiento con calcitriol en células HEKa eran
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HSPB1 y HSPA2. HSPB1 es una proteina de 27 kDa que se expresa no sélo en la membrana celular, sino también
en el citosol, las mitocondrias y los aparatos de Golgi. HSPA2 es una proteina de 70 kDa presente en la membrana
celular y el nucleo, y esta regulada por HSF1. Tanto HSPB1 como HSPA2 se han involucrado en la apoptosis. HSF4
esta regulado por el acido retinoico y esta involucrado en la diferenciacion celular. DNAJC6 pertenece al grupo de
proteinas de HSP40. Esta presente en vesiculas recubiertas de clatrina y en el citoplasma.

Del mismo modo, los resultados obtenidos del alineamiento de canales de iones y neurociencia que concuerdan de
tres experimentos independientes se resumen a continuacién en la tabla 2-2.

Tabla 2-2 Genes en el alineamiento de canales de iones y neurociencia regulados por el tratamiento con vitamina D3

Simbolos de

Gen Patrén de regulacion
gen

Familia de transportadores de solutos 1 | regulado por incremento a
(transportador de glutamato de alta | las 16 h

SLC1A1 afinidad neuronal/epitelial, sistema Xag),

miembro 1)

Canal de potasio dependiente de | regulado por incremento
KCNB2 voltaje, subfamilia relacionada con | hasta las 24 horas

Shab, miembro 2
Canal de potasio de conductancia | regulado por incremento a
KCNN4 intermedia/pequena activado por calcio, | las 48 horas

subfamilia N, miembro 4
Familia de transportadores de solutos 1 | regulado por disminucion
SLC1A3 (transportador de glutamato de alta | alas 48 horas

afinidad glial), miembro 3

Se observaron sistematicamente cambios en los transportadores de glutamato y en los canales de potasio. Se sabe
que SLC1A1 (también conocido como EAAC1 o EAAT3) es el principal responsable del transporte del
neurotransmisor excitatorio glutamato a través de la membrana. Esta proteina transportadora de solutos se ha
encontrado fuera del sistema nervioso en tejidos como el corazén y la piel. En queratinocitos de rata, hay evidencia
que muestra la participacion de la sefalizacion de glutamato y SLC1A1 en la cicatrizacion de heridas (Genever et al.,
1999). La inhibicién de SLC1A1 por riluzol, un farmaco actualmente en ensayos clinicos para el melanoma (Clinical
Trials.gov, Mosby’s Drug Consult, 13?2 edicién) es indicativa de un papel bioldgico de SLC1A1 en las células de la
piel. Dado que SLC1A1 se ha implicado en mecanismos antiapoptéticos en neuronas motoras lesionadas (Kiryu-
Seo et al. 2006), la observacion en este experimento de que SLC1A1 esta regulado por incremento por el
tratamiento con D3 en células HEKa sugiere una posible vinculacion de la ruta del mecanismo de proteccion.

SLC1A3 (también conocido como EAAT1 o EAB) es otro transportador de solutos que permite un transporte de
glutamato y aspartato dependiente de sodio. Hallandose normalmente en las células gliales del cerebro, este
transportador esta involucrado en la limpieza del espacio sinaptico de glutamato, impidiendo asi la despolarizacion
prolongada de las neuronas postsinapticas. Se sabe que SLC1A3 interacciona con el factor neurotréfico derivado de
la glia (GDNF) y la fosfodiesterasa 6B (PDE6B). Es posible que SCL1A3 esté involucrado en la reduccién de la
citotoxicidad.

KCNN4 es un canal de potasio de conductancia intermedia/pequefia activado por calcio, subfamilia N, miembro 4.
Tras su activacion, la membrana celular se hiperpolariza y hay un flujo de entrada aumentado de calcio en la célula.
Este canal de potasio se localiza en muchos tejidos fuera del sistema nervioso.

KCNB2, canal de potasio dependiente de voltaje, subfamilia relacionada con Shab, miembro 2, se regula por
incremento aproximadamente 24 horas después del tratamiento con calcitriol. Este canal de potasio es importante
en la regulacion de la liberacion de neurotransmisores, la secrecion de insulina y la contraccion del musculo liso.

Aunque se uso calcitriol en estos experimentos, un experto en la técnica comprendera facilmente que otros
compuestos de vitamina D de la invencién (tales como los descritos anteriormente en el presente documento)
también pueden presentar actividades similares en la regulacion de la expresion de genes diana. Se contempla que,
en determinadas realizaciones, los compuestos de vitamina D de la invencién presentan un perfil de modulacién
génica similar o idéntico al del calcitriol en estos experimentos, por ejemplo, regulacidon por incremento de la
expresion (ARNm y/o proteina) de uno o mas genes diana regulados por incremento de manera similar por calcitriol,
o regulacion por disminucion de la expresion (ARNm y/o proteina) de uno o mas genes diana regulados por
disminucion de manera similar por calcitriol.

Ejemplo 3 (Ejemplo de referencia). Identificacién de proteinas clave involucradas en la respuesta de cultivo de
células epidérmicas al calcitriol - alineamiento de anticuerpos
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La evaluacion de los cambios de proteinas tras la estimulacion con calcitriol también se evalué mediante la
utilizaciéon de microalineamientos de anticuerpos, que son capaces de detectar cambios en mas de 700 proteinas
diana potenciales.

En este experimento, se usé un microalineamiento de anticuerpos (alineamiento de anticuerpos Panorama XP725,
Sigma) que abarca anticuerpos contra mas de 700 proteinas diana para evaluar los cambios en la
concentracion/nivel de proteina en células HEKa tratadas con calcitriol durante aproximadamente 3, 6 6 24 horas,
respectivamente. En resumen, en primer lugar se recogieron las células HEKa tratadas y luego se extrajeron para
obtener un sobrenadante de proteina soluble. Se marcaron dos porciones de la muestra de proteina extraida (~1 mg
en total) de cada muestra (a 1 mg/ml) con colorante fluorescente (Cy3 y Cyb5, respectivamente). Se retir6 el exceso
de colorante de la muestra de proteina, y se usaron las muestras de proteina marcadas resultantes para la
incubacién de microalineamientos.

Para determinar el nivel de expresiéon de una proteina diana particular en un punto de tiempo posterior (por ejemplo,
en la hora 6 6 24) en relacion con el mismo en un punto de tiempo anterior (por ejemplo, a la hora 3), se marcaron
las muestras mediante diferentes marcadores (por ejemplo, extracto de 3 horas marcado con Cy3, extracto de 6
horas o 24 horas marcado con Cy5). Luego se mezclaron las dos muestras marcadas que contenian cantidades
iguales de proteina total (por ejemplo, se mezcla la muestra de 3 horas marcada con Cy3 con muestras de 6 horas o
24 horas marcadas con Cy5, respectivamente). Después de la incubacion con el chip de microalineamientos (de
acuerdo con los protocolos recomendados por el fabricante), se lavaron y secaron los chips. Entonces se exploraron
los microalineamientos con un explorador laser fluorescente para medir la intensidad de fluorescencia relativa de los
colorantes Cy3 y Cy5.

Si la cantidad de un tipo particular de proteina diana aumenté (o disminuyd) a lo largo del tiempo, se retendra mas (o
menos) cantidad del colorante asociado con el punto de tiempo posterior (por ejemplo, Cy5) por el
microalineamiento. Por ejemplo, en este experimento, se us6 el punto de tiempo mas temprano (por ejemplo, 3
horas) como nivel inicial para determinar el nivel relativo de expresion de proteinas en dos puntos de tiempo
posteriores (por ejemplo, 6 horas frente a 24 horas). Si el alineamiento retiene mas Cy5 entre 6-24 horas, el nivel de
expresion de la proteina diana aumentara a lo largo del periodo de tiempo. Por el contrario, si hay una disminucién
del Cy5 retenido entre las horas 6 y 24, el nivel de expresion de la proteina diana disminuye.

El analisis inicial usando este método se centrd en aquellas proteinas diana que presentaron cambios relativos en el
nivel de expresion> 2 veces (aumento o disminucién). En general, los experimentos de alineamientos de anticuerpos
usando las células HEKa tratadas con calcitriol (24 horas) identificaron las siguientes proteinas diana (en las tablas
3-1y 3-2) con un nivel de expresion significativamente alterado en respuesta a la vitamina calcitriol:

Tabla 3-1. Proteinas diana con niveles de proteina aumentados (> 2 veces) después del tratamiento con calcitriol

Proteina precursora de amiloide HDAC2
ARTS HDACG6
ASAP1 Centaurina b4 ILK
Proteina cinasa 2 activada por MAP cinasa
BACH1 MAPKAPK2
Bclx MAP cinasa ERK1
BelxL Receptor de melanocortina 3
BID Miosina IX Myr5
Bmf Neurofilamento 200
CENPE Oxido nitrico sintasa bNOS
cMyc p120ctn
Cofilina PAD14
Par4 de respuesta a la apoptosis de
Conexina 32 préstata 4
Csk Presenilina 1
CtBP1 Proteina celular de proliferacion Ki67
DcR2 Proteina cinasa Ba
Dimetil-histona H3
diMeLys4 PUMA bbc3
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Dimetil-histona H3

diMeLys9 ROCK1
Distrofina S100
ERKS5 BIG MAPKBMK1 SHPTP2
Receptor de estrégenos Sin3A

FKHRL1 FOXO3a
Cinasa de adhesion focal pp125FAK

Receptor de sustancia P

Sinaptopodina

FOXP2 Factor de necrosis tumoral a

Acido glutdmico descarboxilasa 65 Ubiquitina C-terminal hidrolasa L1

Acido glutdmico descarboxilasa GAD65 67 | Uvomorulina cadherina E

Tubulina g Vitronectina

Tabla 3-2. Proteinas diana con niveles de proteina disminuidos (> 2 veces) tras tratamiento con calcitriol
Crk

Factor de crecimiento de independencia 1

Serina-treonina proteina fosfatasa 1b

Catepsina D

Factor de crecimiento transformante b pan

wave

Proteina tirosina fosfatasa PEST
CD40

La evaluacion de las células HEKa tratadas con calcitriol a las 24 horas con el mismo método de alineamiento de
anticuerpos de proteinas identificé aproximadamente cincuenta proteinas que estaban reguladas por incremento
significativamente. Estas proteinas se clasifican generalmente dentro de cuatro categorias: (i) transcripcionales y de
control del ciclo celular (tabla 3-3); (ii) proteinas estructurales, citoesqueléticas y de adhesion (tabla 3-4); (iii)
proteinas de regulacion de la apoptosis (tabla 3-5); y (iv) diferenciacion de células nerviosas y enfermedad de
Alzheimer (tabla 3-6).

Tabla 3-3. Proteinas sobreexpresadas relacionadas con el ciclo celular y el control transcripcional (después de 24
horas de tratamiento con calcitriol)

Proteina Funcion
BACH1 factor de transcripcion (Alzheimer)
CENPE Proteina centromérica que se
acumula en la fase G2 del ciclo
celular.
cMyc factor de transcripcion (oncogén de

cancer)

Tripsina cinasa C-src (Csk)

crecimiento celular (cancer)

CtBP1 represor transcripcional
Dimetil-histona H3 regulacion de la transcripcion
diMeLys4

Dimetil-histona H3 regulacion de la transcripcion
diMeLys9

Receptor de estrégenos

receptor nuclear dependiente de
ligando

FKHRL1 FOXO3a

factor de transcripcion, vinculado a
cinasa ROCK y sefializacion de NO

FOXP2

regulador de la transcripcion, en
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Proteina Funcion
desarrollo de cerebro, pulmén,
intestino
HDAC2 regula la expresion génica
Proteina cinasa 2 activada|Una cinasa involucrada en muchos
por MAP cinasa procesos celulares (estrés y
MAPKAPK2 respuestas inflamatorias,

exportacion nuclear, regulacion de la
expresion génica y proliferacion
celular). La proteina de choque
térmico HSP27 demostré ser uno de
los sustratos.

MAP cinasa ERK1 actta en una cascada de
sefializaciéon que regula diversos
procesos celulares tales como la
proliferacion, diferenciacion y
progresion del ciclo celular en
respuesta a wuna variedad de
sefales extracelulares, fosforila
proteinas nucleares

Receptor de melanocortina 3 | receptor hormonal

proteina celular de | marcador de proliferaciéon
proliferacion Ki67

S100 proteina de unién al calcio similar a
calmodulina implicada en la
regulacion de multiples procesos
celulares

SHPTP2 una cinasa que desempefia un
papel regulador en diversos eventos
de sefializacion celular

Sin3A proteina reguladora transcripcional

Tabla 3-4. Proteinas sobreexpresadas relacionadas con la estructura, el citoesqueleto y la adhesion (después de 24
horas de tratamiento con calcitriol)

Proteina Funcion

ARTS Regula la organizacion del
citoesqueleto

ASAP1 regular el citoesqueleto de actina

Centaurina b4

Cofilina oculta filamentos de actina

Conexina 32 componente principal de la mielina
periférica

Distrofina proteina grande para la conexiéon del
citoesqueleto

Cinasa de |La fosforilacion de la cinasa de

adhesion  focal |adhesion focal esta aumentada en los

pp125FAK queratinocitos inducidos para migrar

Tubulina g microtubular, polo del huso

Miosina IX Myr5 | proteinas motoras

Neurofilamento | proteina estructural relacionada con

200 células nerviosas
p120ctn adhesion y transduccioén de sefales
PAD14 convierte los residuos de arginina en

26



ES 2742 750 T3

Proteina Funcion

residuos de citrulina; puede regular
proteinas de filamentos intermedios y
proteinas asociadas a filamentos
intermedios en células que
experimentan procesos degenerativos

ROCK1 cinasa, contribuye a la estabilidad de
la actina

Uvomorulina Molécula de adhesién  celular

Cadherina E dependiente de Ca, glicoproteina

transmembrana que funciona para
regular la adhesion y el
reconocimiento de células epiteliales

Vitronectina fomenta la propagacion y la adhesion
celular

Tabla 3-5. Proteinas sobreexpresadas relacionadas con el control de la apoptosis (después de 24 horas de
tratamiento con calcitriol)

Proteina Funcién
Bclx Regulacion de la apotosis
BcelxL Regulacion de la apotosis
BID Regulacion de la apotosis
Bmf Regulacion de la apotosis
DcR2 El receptor contiene un dominio de unién

a TRAIL extracelular, un dominio
transmembrana y un dominio de muerte
citoplasmatico truncado. Este receptor
no induce apoptosis, y se ha demostrado
que desempefia un papel inhibidor en la
apoptosis celular inducida por TRAIL.

ERKS5 BIG MAPKBMK1 |Protege las células endoteliales frente a
la apoptosis mediante fosforilacion de

Bad
Cinasa ligada a|La regulacién de la transduccion de
integrinas (ILK) sefial mediada por integrinas puede

prevenir la apoptosis en asociacién con
las rutas de PKB/Akt

Proteina cinasa Ba (Akt) involucrado en la supervivencia
celular y la inhibicién de la apoptosis

PUMA bbc3 regulador de la apoptosis

Tabla 3-6. Proteinas sobreexpresadas asociadas con la diferenciacion de células nerviosas y la enfermedad de
Alzheimer (después de 24 horas de tratamiento con calcitriol)

Proteina Funcion

Proteina precursora de|La proteina precursora de amiloide
amiloide (APP) es una proteina integral de
membrana expresada en muchos
tejidos y concentrada en las sinapsis
de las neuronas. Se desconoce su
funciéon principal, aunque se ha
implicado como regulador de Ila
formacion de sinapsis [2] y la
plasticidad neural. [3]

BACH1 factor de transcripcion (Alzheimer)
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Proteina Funcion

Presenilina 1 el subcomponente de la gamma
secretasa que es responsable de
cortar la APP (mutaciones observadas
en la enfermedad de Alzheimer)

Acido glutamico | produccion  de  neurotransmisores

descarboxilasa 65 (esquizofrenia)

Acido glutamico | produccion  de  neurotransmisores

descarboxilasa GAD65 67 (esquizofrenia)

Neurofilamento 200 proteina estructural relacionada con
las células nerviosas

Oxido nitrico sintasa bNOS inducible, sefalizacion celular,
sistemas inmunitarios

Receptor de sustancia P un receptor neuropeptidico

Sinaptopodina proteina de unién a actina, implicada

en la formacion del aparato de la
columna vertebral en las neuronas

Conexina 32 componente principal de la mielina
periférica

Factor de necrosis tumoral a |regulacion de las células inmunes

Ubiquitina C-terminal | especificidad neuronal (Alzheimer vy
hidrolasa L1 Parkinson)

Ejemplo 4 (Ejemplo de referencia). ldentificacién de proteinas clave involucradas en la respuesta de cultivo de
células epidérmicas al calcitriol - Andlisis protedmico

Una serie de cultivos de HEKa se trataron con calcitriol, y se recogieron los sedimentos celulares a las 3, 6 y 24
horas después de la exposicion al calcitriol3. Se analizaron luego los sedimentos celulares usando métodos
protedmicos, tales como analisis de inmunotransferencia de tipo Western y gel 2-D. En el experimento que se
describe a continuacion, se trataron células HEKa con calcitriol 0,1 pg/ml, y se procesaron las muestras obtenidas a
las 3, 6 y 24 horas mediante electroforesis en gel 2-D y el analisis comparativo asociado (resultados no mostrados).

En total, se realizd un anadlisis de aproximadamente 458 manchas de proteina en el estudio comparativo,
comparando la muestra de control frente a las muestras de tratamiento de 3, 6 y 24 horas. Se identificaron seis
manchas que mostraban cambios diferenciales estadisticamente significativos. Se cortaron estas manchas, y se
sometio su contenido de proteina a identificacion de secuencia mediante digestion con tripsina y caracterizaciéon por
espectrometria de masas.

Los resultados (tabla 4-1) mostraron que el conjunto de seis manchas de las muestras de queratinocitos HEKa
contenia queratinas endégenas puras, a diferencia de la queratina observada a menudo como contaminante
habitual. Se identificaron dos proteinas S100 como fuertemente reguladas, junto con glutation S-transferasa y
galectina 1. Hubo evidencia de que la galectina 1 estaba glicosilada.

Tabla 4-1 Proteinas identificadas como fuertemente moduladas por calcitriol basandose en el estudio de
electroforesis en gel 2-D

Mancha 'Proftglna Nombre Respuesta Funcion Localizacion
identificada celular
4 Glutation  S-|GST incremento a las 3, 6 y 24| Transferencia de GST |Citoplasma
transferasa horas
2 Queratina 1 KRT1 incremento a las 6 horas y|de filamentos | Citoplasma
disminucion a las 24 horas intermedios
8 Queratina 17 |KR17 disminucion a las 24 horas de filamentos | Citoplasma
intermedios
10 S100 A9|S100A9 |disminucion a las 6 y 24 |Proteina de union a|Citoplasma
(Calprotectina) horas calcio

28



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2742 750 T3

Mancha| . Projtglna Nombre Respuesta Funcion Localizacion
identificada celular
14 S100 A13 S100A13|incremento a las 6 y 24 horas | Proteina de union a|Citoplasma
calcio
27 Galectina 1 LGALS1 |incremento a las 6 y 24 horas |proteina de uniéon a|Extracelular
beta-galactosido

Las dos proteinas S100 (A9 y A13) pertenecen a la familia de proteinas de calprotectina. Hay 21 tipos diferentes de
estas proteinas de bajo peso molecular en la familia. Estas proteinas S100 se unen al calcio (motivo de mano EF), y
se expresa cada tipo de manera especifica de la célula y en un nivel que depende de factores ambientales. Diversas
enfermedades estan asociadas con niveles alterados de proteinas S100 (cardiomiopatias, trastornos
neurodegenerativos e inflamatorios y cancer). Obsérvese que las proteinas S100 también se identificaron en los
resultados del alineamiento de anticuerpos como reguladas por incremento tras contacto con calcitriol.

Ejemplo 5 (Ejemplo de referencia). Efecto del calcitriol sobre el crecimiento de gueratinocitos

Una serie de cultivos de HEKa se trataron con diferentes concentraciones de calcitriol, y se analizé el
comportamiento de crecimiento de las células HEKa después de un periodo de crecimiento predeterminado. Todos
los experimentos se realizaron en formato de placa de 96 pocillos. Cada pocillo contenia la misma cantidad de
células HEKa en aproximadamente 100 ul de medio (generalmente entre 2.000 - 5.000 células/pocillo). Se disolvié el
calcitriol en etanol para producir una disolucion madre. La disolucion madre se diluyé en serie 1:2 con los medios de
crecimiento, cubriendo un intervalo de entre 4,0 ug/ml y aproximadamente 15,5 ng/ml (9 concentraciones de
prueba). Se afiadieron aproximadamente 100 ul de cada concentracion de prueba de calcitriol a un pocillo de prueba
correspondiente, dando como resultado un volumen final de aproximadamente 200 pl/pocillo. Las concentraciones
de calcitriol sometidas a prueba estan en el intervalo de entre 2,0 - 0,008 ug/ml (por ejemplo, correspondia a las
columnas 2 a 10 en la placa de 96 pocillos). La columna 11 se us6 como control negativo (sin calcitriol). Todos los
experimentos se realizaron por duplicado.

Tal como se muestra en la figura 2, se tituld el calcitriol en células HEKa en un intervalo de concentracion de
aproximadamente 0,008-2,0 ug/ml. Los niveles mas bajos de calcitriol se toleraron bien en las células HEKa, y el
calcitriol parece estimular ligeramente el crecimiento de las células HEKa (~10-20%). Sin embargo, a
concentraciones de calcitriol de aproximadamente 1,0 ug/ml o mayores, se inhibe el crecimiento celular. La
respuesta global a la dosis de las células HEKa al calcitriol concorddé a lo largo de una serie de diecinueve
experimentos independientes a lo largo de un periodo de aproximadamente seis semanas (datos no mostrados).

Ejemplo 6 (Ejemplo de referencia). Efecto del calcitriol sobre el crecimiento de células cancerosas

A diferencia de lo que se observé en queratinocitos normales HEKa, no se observaron efectos significativos de
fomento o inhibiciéon del crecimiento para la mayoria de las lineas de células inmortalizadas o de cancer sometidas a
prueba, incluyendo SkBr-3 (cancer de adenocarcinoma de mama, Her2 sobreexpresado), SKMEL-28 (melanoma),
PaCa2 (carcinoma de pancreas), NCI-ES-0808 y NIH-3T3 (fibroblastos inmortalizados). Una curva de crecimiento a
modo de ejemplo que presentan tales lineas celulares inmortales/de cancer se muestra en la figura 3 para la linea
celular de carcinoma de pancreas PaCa2. Obsérvese que el crecimiento de PaCa2 no se vio afectado en un amplio
intervalo de concentraciones de calcitriol.

Una de las dos lineas celulares de cancer sometidas a prueba, MCF-7 (cancer de mama con mutacion p53) y
HepG2 (cancer de higado), respondieron de manera similar a la estimulacion con calcitriol a bajas concentraciones
de vitamina D3 (0,05-0,25 pg/ml), y la inhibicién de calcitriol a altas concentraciones de calcitriol (> 0,5 pug/ml).
Véase la figura 4.

Estos datos sugieren que los compuestos de vitamina D en cuestion, cuando se aplican a queratinocitos normales
(tales como HEKa) hasta un cierto limite de concentracion, pueden ser capaces de fomentar el crecimiento de estos
queratinocitos normales, sin fomentar simultaneamente el crecimiento de células cancerosas. Superando el limite de
concentracion, los compuestos de vitamina D pueden inhibir de hecho el crecimiento de queratinocitos normales.

Ejemplo 7 (Ejemplo de referencia). Efecto protector del calcitriol sobre las células HEKa frente a diversos farmacos
quimioterapicos

Este ejemplo demuestra que, con pocas excepciones, los compuestos de vitamina D de la invencién pueden
proteger los queratinocitos normales (como HEKa) frente a los efectos citotoxicos de la mayoria de los tipos de
farmacos quimioterapicos de primera linea. Especificamente, se sometieron a prueba diecisiete farmacos
anticancerigenos para evaluar el impacto del calcitriol sobre el efecto citotoxico de estos farmacos. Los nombres de
los farmacos y sus mecanismos de accion respectivos se enumeran en la tabla a continuacion.
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Tabla 7-1 Farmacos sometidos a prueba para determinar la actividad quimioprotectora del calcitriol en células HEKa

Farmaco sometido a prueba Mecanismo
Doxorubicina citotoxico
5-FU antimetabolito de pirimidina
Tamoxifeno se une a receptores de estrogenos
Irinotecan inhibidor de topoisomerasa 1
Paclitaxel inhibidor mitético
Carboplatino agente alquilante de ADN
Etopésido inhibidor de topoisomerasa 2
Ciclofosfamida agente alquilante
Cisplatino agente alquilante de ADN
Erlotinib (Tarceva) Inhibidor de tirosina cinasa de EGFR
Gemcitabina antimetabolito de pirimidina
Estaurosporina inhibidor inespecifico de cinasas
Vincristina inhibidor microtubular
inhibidor de tirosina cinasa (abl, c-kit,
Imatinib (Gleevec) PDGF-R)
Gefitinib (Iressa) Inhibidor de tirosina cinasa de EGFR
inhibidor de tirosina cinasa (Raf,
Sorafenib VEGF-R2, c-kit, PDGF-R)
inhibidor  de  tirosina cinasa
Dasatinib (BCR/ABL)

En la primera serie de experimentos, se usaron varios farmacos basados en inhibidores de cinasas en ensayos
disefiados para evaluar la capacidad de calcitriol 0,1 ng/ml para proporcionar un efecto protector sobre las células
HEKa. Estos incluyen: erlotinib (Tarceva), un inhibidor de Tyr cinasa de EGFR; gefitinib (Iressa), un inhibidor de Tyr
cinasa de EGFR; sorafenib, inhibidor de varias Tyr cinasas (Raf, VEGF-R2, c-kit, PDGR-R); dasatinib, un inhibidor
de Tyr cinasa BCR/ABL; y estaurosporina, un inhibidor de cinasa relativamente inespecifico.

Las curvas de dosificacion obtenidas en estos experimentos muestran una tendencia general de que, a bajos niveles
de dosificacion de farmaco (no muy diferentes de los que afectan a la piel de los pacientes sometidos a
quimioterapia administrada por via sistémica), el calcitriol proporcioné cierta estimulacion del crecimiento y protegioé
las células HEKa (véanse las figuras 5-9) Ademas, parece que el calcitriol tiene un efecto protector mas pronunciado
frente a inhibidores de cinasas mas especificos en comparacién con otros inhibidores de cinasas inespecificos.

De manera similar, el calcitriol también presentd un nivel moderado de proteccion frente a bajos niveles de
dosificacion de agentes alquilantes, tales como cisplatino y carboplatino (véanse las figuras 10y 11).

Presumiblemente, el irinotecan inhibe el crecimiento celular a través de la interacciéon con la topoisomerasa |I.
También se observé un efecto protector positivo frente al irinotecan en presencia de calcitriol (figura 12).

El paclitaxel es un inhibidor mitético. La presencia de 0,1 ug/ml de calcitriol si que proporcioné algunos efectos
protectores frente a paclitaxel (figura 13).

Los farmacos basados en antimetabolitos de pirimidina, tales como el 5-fluorouracilo (5-FU), actian de varios
modos, pero principalmente como inhibidor de timidilato sintasa. 5-FU bloquea la sintesis de timidina, que se
requiere para la replicacién del ADN. Por tanto, el 5-fluorouracilo se ha usado de manera tépica para tratar las
queratosis actinicas (solares) y algunos tipos de carcinomas basocelulares de la piel. Se observa al menos un efecto
protector leve frente a 5-FU cuando estaban presentes 0,1 pg/ml de calcitriol (figura 14).

La gemcitabina es un analogo nucleosidico en el que los atomos de hidrégeno en los carbonos 2’ de la desoxicitidina
se reemplazan por atomos de flior. De manera similar al fluorouracilo y otros analogos de las pirimidinas, la
gemcitabina reemplaza uno de los elementos estructurales de los acidos nucleicos (que en este caso es la citidina)
durante la replicacion del ADN. La gemcitabina se usa en el tratamiento de diversos carcinomas: cancer de pulmén
de células no pequefias, cancer de pancreas, cancer de vejiga y cancer de mama. La figura 15 muestra que se
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observa al menos un leve efecto protector frente a la gemcitabina cuando estaba presente 0,1 ug/ml de calcitriol.

Por otro lado, el calcitriol no parecia proporcionar un efecto protector significativo frente al efecto citotdxico de la
doxorubicina (figura 16). Ademas, cualquier efecto protector frente al tamoxifeno es débil (figura 17). El tamoxifeno
se une de manera competitiva a los receptores de estrogenos en tumores y otras dianas tisulares, produciendo un
complejo nuclear que disminuye la sintesis de ADN e inhibe los efectos de los estrogenos.

De manera acorde a los datos anteriores, los datos en la figura 18 muestran que se hicieron crecer queratinocitos
HEKa estimulados por el calcitriol, y se observaron algunos niveles de proteccion frente a 5-FU en las células HEKa.
Curiosamente, en tres lineas celulares de cancer sometidas a prueba, Hep-G2, PaCa-2 y SKMEL-28, las curvas de
DEsy para los tratamientos con 5-FU no fueron significativamente diferentes de las que también tenian un
complemento de calcitriol 0,1 ug/ml. Obsérvese que las células Hep-G2 se vieron levemente estimuladas por el
tratamiento con calcitriol, pero su curva de DEsp de 5-FU no cambié sustancialmente ni siquiera en presencia de
calcitriol.

De manera similar, la exposicién de las siguientes 4 lineas celulares de cancer sometidas a prueba: Hep-G2, MCF-7,
PC-3 y PaCa; 2 - a 0,1 ug/ml de calcitriol para dos pases no alterd la respuesta de estas células a otros farmacos
(por ejemplo, doxorubucina, cisplatino y erlotinib).

Estos resultados anteriores sugieren que el calcitriol puede proteger los queratinocitos normales (tales como HEKa)
durante la quimioterapia (usando 5-FU, por ejemplo) sin antagonizar la eficacia de la quimioterapia contra las células
cancerosas.

Al igual que lo observado en las células HEKa, el calcitriol no pareci6 alterar apreciablemente el efecto citotoxico de
la doxorubicina contra células inmortales/de cancer tales como SkBr-3, SKMEL-28, PaCa-2, MCF-7, NCI-ES-0808,
Hep-G2 y NIH-3T3 (véase la figura 19).

Ademas, también se exploraron los posibles efectos sinérgicos de los farmacos comerciales con calcitriol. En estos
experimentos, se diluyd en serie un farmaco comercial seleccionado, partiendo de una concentracion 4 veces mayor
que la concentracioén final deseada para la incubacién celular. Mientras tanto, se prepard una disolucidon madre de
calcitriol 0,4 ng/ml, y luego se mezcldé con el farmaco diluido en serie (en una razén de 1:1). Luego se incubo la
mezcla de farmaco/calcitriol durante al menos 15 minutos y se afiadié a los medios celulares (en una razén de 100 pl
a 100 pl). Por tanto, la concentracion final de calcitriol fue de 0,1 ug/ml.

El periodo de tratamiento farmacoldgico fue generalmente de tres dias. Al final de los tres dias, se ley6 la DO de
fondo de la placa de 96 pocillos a 280 nm, antes de que se afiadieran a cada pocillo 20 pl del “Substrate Cell Titer 96
Aqueous One Solution Reagent” (Promega). Se devolvié la placa al incubador a 37°C, y se leyo su DO a 490 nm
cada hora hasta que se alcanzé una DO de aproximadamente 1,5. El aumento neto de DO se calcul6 restando la
lectura de DO previa al sustrato.

Se calculé el impacto del farmaco sobre las células comparando la DO a diferentes concentraciones en relaciéon con
la DO de los pocillos de control (sin el farmaco). Se representaron graficamente los resultados de la DO neta en
funcion de la concentracion del farmaco y se usaron para determinar los valores de DEso.

El analisis de los resultados de las células HEKa indica que no existe interaccion entre el calcitriol y la mayoria de
los farmacos sometidos a prueba, incluidos 5-FU, doxorubicina, tamoxifeno, irinotecan, paclitaxel, carboplatino,
estaurosporina, vincristina, cisplatino, erlotinib, gencitabina, imatinib, gefitinib, sorafinib y dasatinib También se
obtuvieron los mismos resultados cuando se sometié a prueba la combinacién de farmacos en otras células. Por
tanto, aunque no se desea restringirse a ninguna teoria en particular, parece que los mecanismos de accion del
calcitriol y los farmacos anteriores son diferentes.

Ejemplo 8 (Ejemplo de referencia). Pretratamiento de células con calcitriol: pruebas de ensayo basado en células de
calcitriol en presencia y ausencia de farmacos de quimioterapia

Los ensayos basados en células anteriores para evaluar la viabilidad celular se usaron en el ejemplo para evaluar el
posible efecto protector del calcitriol frente a la accidon de farmacos de quimioterapia seleccionados. Se permitié que
cada linea celular creciera en presencia de calcitriol 0,1 ug/ml para dos pases celulares. Luego, se utilizaron estas
células pretratadas para configurar el ensayo basado en células. Ademas, se usaron células no tratadas para
establecer un experimento paralelo con concentraciones duplicadas de farmaco/calcitriol. Esto permitié una
comparacion directa de los efectos potenciales de la exposicion prolongada al calcitriol antes de la administracion
del farmaco de quimioterapia.

Después de que se hiciera crecer cada una de las cinco lineas celulares para dos pases celulares en presencia de

calcitriol 0,1 ug/ml, sélo las células HEKa se vieron significativamente afectadas en su crecimiento y morfologia
globales. Las cuatro lineas celulares de cancer continuaron creciendo y no se vieron alteradas en su aspecto
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morfolégico general. Sin embargo, las células HEKa dejaron de crecer después de una exposicion prolongada al
calcitriol, y su morfologia cambié a una alargada en una direccion, a diferencia de un aspecto mas ramificado antes
del tratamiento con calcitriol. Para esta linea celular, se inicié un nuevo lote de células y se expuso a un solo pase en
presencia de calcitriol, antes de las pruebas en presencia de los farmacos de quimioterapia.

Se seleccionaron tres farmacos de quimioterapia de uso habitual (doxorubicina, cisplatino y erlotinib) para evaluar
las células tratadas con calcitriol. Se exploraron los posibles efectos sinérgicos o protectores de los farmacos
comerciales con calcitriol. En estos experimentos, se diluyeron en serie los farmacos comerciales, partiendo de una
concentracion 4 veces mayor que la concentracion final deseada para la incubacion celular. Se prepardé una
disolucion madre de 0,4 ug/ml de calcitriol y se afadié al farmaco diluido en serie (en una razén 1: 1). Se incubd la
mezcla de farmaco y calcitriol durante al menos 15 minutos y se afiadié a las células (en una razén de 100 pl a
100 pl). Por tanto, la concentracion final de calcitriol fue de 0,1 pg/ml.

El ensayo se realizd de acuerdo con el método descrito previamente para proporcionar sistematicidad y permitir una
comparacion directa. El resultado se baso en la medicion del numero total de células viables. Los resultados (no
mostrados) indican que el pretratamiento con calcitriol no era necesario para el efecto quimioprotector sobre los
cultivos celulares. Los resultados fueron casi idénticos entre el grupo de pretratamiento y el grupo de tratamiento
simultaneo. Por tanto, una aplicacion tépica de calcitriol podria aplicarse al mismo tiempo que la administracion
sistémica de la quimioterapia. No se requiere una aplicacion por etapas.

Ejemplo 9. Proteccién frente a la alopecia inducida por quimioterapia (AlQ) mediante una nueva formulaciéon de
calcitriol

La alopecia es uno de los efectos secundarios mas angustiantes de la quimioterapia, para el que no existe una
intervencion terapéutica actual. Se ha demostrado que la rata neonatal es un excelente modelo para estudiar la
alopecia inducida por quimioterapia (AlQ), ya que el patron de foliculos capilares anagenos es similar al de los
humanos.

En el presente estudio, se suministro el secoesteroide calcitriol (grado USP) en una formulacion tépica (el 40% (p/p)
de propilenglicol, USP; y el 60% (p/p) de alcohol deshidratado, 200 Proof, USP sin desnaturalizar para tratar/prevenir
la AlQ, de una manera dependiente de la dosis y el tiempo.

Especificamente, se adquirieron ratas Long Evans y Sprague Dawley con crias de Harlan Laboratories, Inc. Se
alojaron y se alimentaron de acuerdo con las normas y reglamentos de manipulacién de animales aplicables. Se
permiti6 que se aclimataran las crias durante 48 horas antes del inicio de los experimentos. La formulacién del
secoesteroide calcitriol (citada anteriormente) o el control del vehiculo (sin calcitriol) se aplicaron de manera tépica
sobre el area de la cabeza y el cuello diariamente, comenzando el dia 5 durante 6 dias consecutivos. Se aislaron las
ratas de sus hermanos de camada y su madre durante periodos de tiempo de 6 horas. Posteriormente, se limpidé con
agua y jabodn el area tratada y se devolvieron sus crias a sus camadas. El dia 13, las ratas recibieron etopdsido
(1,5 mg/kg al dia durante 3 dias) o ciclofosfamida (CTX) (37,5 mg/kg una vez) o combinacion de ciclofosfamida
(35 mg/kg una vez) y doxorubicina (2,5 mg/kg al dia durante 3 dias). Todas las quimioterapias se compraron de
Sigma y se administraron por via intraperitoneal (i.p.) en un volumen total de 0,1 ml. La alopecia se registré 10 dias
después de la ultima dosis de quimioterapia.

Para los experimentos en los que se trasplanté cloroleucemia a las ratas, el dia 5 después del nacimiento, las ratas
se dividieron aleatoriamente en tres grupos de 45 cada uno. Todas las ratas recibieron 1 x 105 linea celular
cloroleucémica MIAC51 (i.p.) en 0,1 ml de RPMI libre de suero (SF). MIAC51 se cultivaron en RPMI 1640
complementado con L-glutamina y suero bovino fetal al 10% a 37°C en un 5% de COg, Incubadora 100% de
humedad. Se hicieron crecer las células hasta un 50% de confluencia (1,5 x 106 ml) recogidas en tubos conicos de
50 ml, centrifugadas a 600 g x 10 min. a temperatura ambiente y resuspendido en SF-RPMI a una concentracion de
1 x 106/ml. Las ratas del grupo 1 no recibieron tratamiento adicional. Las ratas del grupo 2 recibieron vehiculo tépico
y CTX el dia 13. Las ratas del grupo 3 recibieron la formulacién topica de calcitriol (0,1 pg) y CTX el dia 13. Las
aplicaciones tdpicas se realizaron tal como se describié anteriormente.

El dia 23 después del nacimiento, se tomé una muestra de sangre de todas las ratas y se realizaron diferenciales.
Se sacrificaron ratas con leucemia, se mantuvieron ratas sin leucemia y se realizé un segundo diferencial el dia 31,
en cualquier momento si se detectaba leucemia, los animales eran sacrificados por CO; asfixia.

Los resultados demostraron que se observd alopecia de cuerpo completo en el grupo que recibi6é etopdsido. En
cambio, en las ratas tratadas con 0,1 ug de calcitriol durante 6 horas, se observé proteccion parcial localizada en
todos los animales. En el grupo que recibié 0,3 ug de calcitriol, se logré la proteccion total del cuerpo. Véanse las
figuras 20A y 20B.

En el grupo que recibio ciclofosfamida, las ratas control se volvieron totalmente alopecificas, mientras que las ratas
que recibieron 0,1 nug de calcitriol lograron una proteccién similar a la observada con etopésido. Del mismo modo, la
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administracion de 0,3 pg de calcitriol dio como resultado una proteccidon corporal completa en ratas tratadas con
ciclofosfamida. Véase la figura 21. Se muestran resultados similares usando otros regimenes de quimioterapia o
quimioterapia combinada en la figuras 22A, 22B, 22C y 23.

En un experimento separado en el que las ratas fueron trasplantadas con cloroleucemia, los resultados preliminares
no mostraron proteccién de las células cancerosas frente a la ciclofofamida mediante la aplicaciéon tépica de
calcitriol. Véase la figura 24.

En conclusion, el pretratamiento con calcitriol en la formulacion del sujeto ofrecid proteccion frente a la AlQ sin
proteger las células cancerosas. El calcitriol tépico previno la AlQ, de una manera dependiente de la dosis, de la AlQ
inducida por quimioterapia simple o combinada. Ademas, el calcitriol tépico previno la AlQ sin proteger las células
cancerosas de los efectos citotdxicos de la quimioterapia.

Ejemplo 10. Protecciéon de AIQ por calcitriol tépico en ratas con cloroleucemia que reciben regimenes de
quimioterapia multiple

Este estudio verifica el efecto protector de la disolucién tépica de calcitriol en un modelo animal de alopecia inducida
por quimioterapia de multiples ciclos. Las ratas usadas en el estudio portan MIAC51, una linea celular de
cloroleucemia de rata desarrollada por instilacion gastrica de 20-metilcolantreno y la posterior inyeccion de las
células con cloroleucemia en neonatos de ratas. La linea celular MIAC51 provoca leucemia mieldgena maligna con
caracteristicas de cloroleucemia humana (leucemia, ascitis leucémica y formacion de cloroma). Véase Jiménez et
al., Science 238: 1278-1280 (1987).

Hasta la fecha, no hay un modelo in vifro o no vertebrado eficaz para someter a prueba la alopecia inducida por
quimioterapia (AlIQ). Entre los modelos mas usados, la rata neonatal desarrollada por Jiménez et al. ha demostrado
una correlacion directa con humanos (Int J Cancer 1996; 65: 97-103, incorporado como referencia). Posteriormente,
se desarroll6 un modelo de rata en el que puede inducirse una segunda etapa anagena mediante el recorte del
cabello y permitir de ese modo someter a prueba muiltiples ciclos de quimioterapia. Este modelo puede usarse para
someter a prueba quimioterapias alopécicas de uso frecuente, incluyendo ciclofosfamida, doxorubicina, paclitaxel,
etopdsido y citarabina, y sus combinaciones.

Cuando se someten a prueba agentes protectores para determinar la alopecia inducida por quimioterapia, es
fundamental determinar si el articulo de prueba protegera los foliculos pilosos y también las células cancerosas
frente a la quimioterapia y/o interferira en la terapia. EI modelo de rata neonatal de leucemia, desarrollado por
Jiménez et al. brinda la oportunidad de someter a prueba simultdneamente cualquier efecto del compuesto de
vitamina D sobre el desarrollo de leucemia, el tratamiento de leucemia, la interaccion potencial con agentes
quimioterapicos y el efecto del compuesto de vitamina D sobre la prevencién de la alopecia inducida por
quimioterapia. Este modelo también responde a la cuestion de si multiples ciclos del agente de prueba en los
mismos animales daran como resultado la protecciéon de los foliculos capilares multiples veces. Ademas, al usar la
rata pigmentada Long Evans, el estudio también permite determinar si el agente de prueba protege el color del pelo.

La formulacién de calcitriol es un liquido anhidro, transparente que contiene calcitriol de grado USP en un vehiculo
que contiene propilenglicol de grado USP (el 40% p/p) y etanol absoluto anhidro, 200 Proof (el 60% p/p). La
concentracion de calcitriol en estos estudios es de ~ 0,2 pug/100 pl (2 ug/ml). El articulo de prueba se recibe en hielo
y se almacena inmediatamente a 4-5°C tras su llegada. El lote se subdividira entonces en tubos de 4,5 ml mientras
se mantiene en hielo. Dado que los grupos de animales no seran menores de 40 por variable, cada unidad de 4,5 ml
del articulo de prueba se envasara en un tubo de polipropileno a 4-5°C con el nimero de lote. Los tubos de 4,5 ml
del articulo de prueba se guardaran en cajas oscuras y s6lo se sacara de la nevera la cantidad necesaria por
experimento. Se sometera a ensayo una muestra del articulo de prueba envasado en un tubo de 4,5 ml a intervalos
regulares para determinar los niveles de calcitriol. En el momento de los experimentos, los tubos se mantendran en
hielo mientras se tratan las ratas.

El vehiculo se compone de propilenglicol de grado USP (el 40% p/p) y etanol absoluto anhidro y sin desnaturalizar
de grado USP, 200 Proof (el 60% p/p). En el momento de los experimentos, el vehiculo de control se manipula
exactamente como el articulo de prueba.

Tanto el articulo de prueba como el vehiculo en si se someten a prueba. Cada grupo de prueba consiste en 40
animales, lo que es estadisticamente significativo para este estudio. Este nimero incluye la exclusion del modelo y
tiene en cuenta cualquier eventualidad que reduzca el nimero de animales. A todos los animales se les inyecta
MIAC51 cuando tienen 5 dias de edad. Se someten a prueba cinco (5) regimenes de quimioterapia: ciclofosfamida,
ciclofosfamida/doxorubicina, ciclofosfamida/doxorubicina/citarabina, ciclofosfamida/paclitaxel/etopdsido y
doxorubicina/paclitaxel/etopdsido. Los grupos de prueba son: sin quimioterapia, quimioterapia sola, quimioterapia +
vehiculo, quimioterapia + articulo de prueba = 160 animales por régimen de quimioterapia. Por tanto, el niumero
estimado final de animales usados es el siguiente: 5 regimenes combinados de quimioterapia x 160 animales = 800
crias/ratas. Para los experimentos que usan el modelo de rata adulta en segunda fase anagena, sélo se usan
animales libres de cancer (por ejemplo, aquellos que han sobrevivido a la quimioterapia), mientras que se sacrifican
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los animales que muestran signos tempranos de leucemia.

Cultivo de la linea celular MIAC51 de cloroleucemia de Shay: se cultiva MIAC51 en el incubador con el 5% de CO-»
con el 100% de humedad a 37°C tal como se describié previamente (Science 1987; 238: 1278-80). Se hacen crecer
las células en frascos tratados de cultivo no tisular (Falcon) en medio RPMI 1640 (Gibco Invitrogen, Carlsbad, CA)
complementado con L-glutamina y suero bovino fetal al 10% (Gibco Invitrogen, Carlsbad, CA). Antes de la inyeccion
de células en los animales, se hacen crecer hasta un 50% de confluencia y se recogen en tubos cénicos. Luego, se
centrifugan las células a 600 g durante 10 minutos a temperatura ambiente y se resuspenden a una concentracion
de 1 x 10° en RPMI 1640 sin suero bovino fetal. Se transfiere luego la suspension celular a jeringas de insulina de
1/2 cc de calibre 29 (ga) en condiciones estériles.

Inyeccion de MIAC51: Todas las crias tienen cinco dias después de la inyeccion de MIAC51 y se restringen
manualmente. Se tira suavemente de la pata derecha y se limpia el area con un algodén con alcohol. Luego se
inyecta MIAC51 por via intraperitoneal. La aguja, el camino y las células en la jeringa son estériles y se usa una
jeringa nueva para cada inyeccion. El desarrollo de signos tempranos de leucemia se observa generalmente durante
los dias 21-33. Por tanto, se realizan frotis de sangre los dias 23 y 31. Sélo los animales que no tienen cancer se
afeitan el dia 31, mientras que el resto se sacrifica.

Administracion del articulo de prueba y de control en la primera etapa anagena en la rata neonatal: a cada camada
se le administra o bien vehiculo o bien articulo de prueba de manera tépica en el area de la cabeza y el cuello de
aproximadamente 2 cm?. Para ratas de 5 y 6 dias de edad, se aplican 100 pl en 4 alicuotas de 25 pl 4 veces para
tener en cuenta de su tamafio mas pequefio. Se aplica el articulo de prueba o el vehiculo con una micropipeta
calibrada usando puntas estériles de 200 pl. Una vez que el articulo de prueba o vehiculo esta en la superficie de la
cabeza, se frota con un dedo cubierto con un guante hasta su total absorcion. Inmediatamente después, se aplica
otra alicuota a la cabeza y se repite el proceso hasta que se apliquen 100 ul de articulo de prueba o vehiculo total.
En animales de 7, 8, 9 y 10 dias, se aplican alicuotas de 50 ul dos veces. En animales mayores, pueden aplicarse
100 pl en una dosis. La aplicacion del articulo de prueba se aplica en la cabeza y el cuello, y se frota con un guante
de nitrilo resistente a los disolventes durante 10 segundos con el dedo indice derecho. La justificacion que subyace a
este régimen de aplicacion es que a diferentes edades, la tasa de saturacion puede diferir, y la administracion del
articulo de prueba o vehiculo también puede diferir. Una vez que la disoluciéon ha penetrado completamente en la
piel, las crias se mantendran aisladas en jaulas con compartimentos aislados disefiados especialmente durante 6
horas. Luego se lavan las crias con un jabén de manos suave de laboratorio (Soft-Cide EC, VWR international) y se
secan cuidadosamente con toallitas de papel.

Administracién de quimioterapia en la primera etapa anagena en la rata neonatal: Cuarenta crias reciben cada
régimen de quimioterapia, 40 reciben cada régimen de quimioterapia y articulo de prueba, y 40 reciben cada
régimen de quimioterapia y vehiculo. Como control, 40 animales no reciben quimioterapia. Se obtiene un promedio
de los pesos de cada camada y se usa para preparar una concentracion adecuada de quimioterapia. Las
quimioterapias se inyectan por via intraperitoneal en un volumen de aproximadamente 100 ul de acuerdo con el
peso de los animales usando jeringas de insulina de 1/2 cc de 29 ga. Al inyectar, se tira suavemente de la pata
derecha de cada cria y se limpia el area con un algodén con alcohol.

Administracién del articulo de prueba y de control en la segunda etapa anagena de la rata adulta: Los sobrevivientes
que han demostrado estar libres de cancer el dia 31 de acuerdo con el analisis hematoldgico de los frotis de sangre
se restringen manualmente y se afeitan en el area de la cabeza y el cuello (2-3 cm?) Nueve dias después, cuando
las ratas tienen entre 40 y 45 dias de edad, inclusive, se aplica o bien vehiculo o bien articulo de prueba en el area
de la cabeza y el cuello. Se aplica una cantidad de 100 pl en una dosis en la cabeza y el cuello, y se frota con un
guante de nitrilo resistente a los disolventes durante 10 segundos con el dedo indice derecho. Una vez que la
disolucion ha penetrado completamente en la piel, las ratas individuales se mantienen aisladas en jaulas. Luego, se
lavan las ratas con jabén de manos suave de laboratorio (Soft-Cide EC, VWR international) y se secan
cuidadosamente con toallitas de papel.

Administracion de quimioterapia en la rata adulta en la segunda etapa anagena: Cada grupo recibe de 1 de 5
regimenes de quimioterapia diferentes, comenzando el dia 47 y terminando el dia 53 para aquellos que reciben
citarabina combinada. Se obtiene un promedio de los pesos y se usa para preparar una concentracion adecuada de
quimioterapia. Las quimioterapias se inyectan por via intraperitoneal en un volumen de aproximadamente 100 ul de
acuerdo con el peso de los animales usando jeringas de insulina de 1/2cc de 29 ga. Para administrar la
quimioterapia, se restringen manualmente las ratas sin anestesia. El area de inyeccion se limpia con un algodén con
alcohol.

Via de administracién: El articulo de prueba y el vehiculo se aplican por via dérmica. Las quimioterapias se inyectan
por via intraperitoneal.

Frecuencia y duracion de la administracion y niveles y volumenes de dosis: El articulo de prueba y el vehiculo se
administran diariamente durante 6 dias para el primer y el segundo ciclo anageno. El articulo de prueba contiene
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una concentracion de 2 pg/ml de calcitriol en el propilenglicol/etanol, y el vehiculo contiene sélo el vehiculo de
propilenglicol/etanol. Las quimioterapias se administran en funcién del peso en un volumen de aproximadamente
100 pl por via intraperitoneal.

Observacion visual y calificacion de la alopecia: La alopecia total (cabeza y cuello) o del cuerpo completo se califica
usando la siguiente escala: 0 = sin alopecia; 1+ = el 0-25% de alopecia; 2+ = el 25-50% de alopecia; 3+ = el 50-75%
de alopecia; 4+ = el 75-100% de alopecia. La escala de observacion visual se usa diariamente para calificar la
alopecia mientras se realizan observaciones de rutina de la jaula. Ademas, esta escala complementa la
documentacion fotografica una vez que a toda la camada o las ratas adultas se les ha caido el pelo.

Ejemplo 11. Estudio de absorcion dérmica: aplicacion tépica de disolucion de calcitriol en minicerdos Gottingen® y
cuantificacién de calcitriol en piel porcina ex vivo

Los cerdos se usan con frecuencia en estudios de toxicidad que involucran la via dérmica de administracion porque
la piel del cerdo es muy similar a la de los humanos. Por tanto, se usaron cerdos en este estudio para evaluar la
tolerabilidad dérmica y la penetracion dérmica de la formulacion topica de calcitriol en minicerdos Gottingen®,
después de 7 dias desde la administracion dérmica.

A un grupo de tratamiento de tres minicerdos Gottingen® macho y tres hembra se les administré el articulos de
prueba o de placebo por via dérmica en cinco sitios de administracién independientes a concentraciones de dosis de
0 (placebo), 1, 3, 10 y 30 pg/ml. A un grupo de tratamiento adicional de un minicerdo macho se le administré el
articulo de prueba o de placebo por via dérmica en dos sitios de administracion independientes, a concentraciones
de dosis de 0 (placebo) y 100 pug/ml, respectivamente. El articulo de placebo o de prueba se administré a una tasa
de aplicacion de 4 mg/cm? (equivalente a 144 mg en un area de prueba de 6 cm x 6 cm, o 166 pl de disolucion de
prueba, que contiene el principio activo a diversas concentraciones y vehiculo, por sitio de aplicacion a ambos
grupos dos veces al dia, con una separacion de aproximadamente 6 horas, durante 7 dias durante el estudio.

Se realizaron observaciones de morbimortalidad, lesiones y la disponibilidad de alimentos y agua dos veces al dia
para todos los animales. Se realizaron observaciones clinicas a diario. Se realizé la evaluacién de la reaccién
cutanea antes de la prueba y diariamente antes de la dosificacion. Se midieron y registraron los pesos corporales
antes de la prueba y de manera terminal (dia 7). Se realizaron exploraciones fisicas antes de la prueba. En la
terminacion el estudio, se realizaron examenes de necropsia y se recogieron y conservaron secciones de piel tratada
y no tratada. Se realiz6 un examen microscopico de cada uno de los sitios de la piel, asi como un sitio de la piel no
tratado cerca de los sitios tratados.

Los resultados muestran que la administracion dérmica de la formulacion tépica de calcitriol a concentraciones de 0,
1, 3,10, 30 y 100 pg/ml a minicerdos Gottingen® se tolerd bien. No se observé ningtin efecto del tratamiento sobre Ia
supervivencia, los hallazgos clinicos, la irritacién dérmica, el peso corporal, el examen macroscdpico o microscopico
de la piel en cualquiera de los sitios de tratamiento (datos no mostrados). Los datos del estudio de distribucion tisular
indican que el calcitriol fue medible en la mayoria del estrato cérneo y otras partes de las muestras epidérmicas,
pero no en la muestra dérmica (con la unica excepcion de la aplicacion de la dosis de 100 pg/ml en un Unico
minicerdo macho). En este conjunto de experimentos, los machos parecian demostrar mayores niveles en tejido de
calcitriol que las hembras. La correlacion de dosis aplicada mas clara con el nivel en tejido se observd en la
epidermis, con un aumento casi lineal con concentraciones crecientes de calcitriol de desde 3 hasta 100 pg/ml.

Especificamente, el placebo (una mezcla 40/60 (p/p) de propilenglicol (USP) y etanol (sin desnaturalizar) anhidro,
200 Proof — EE.UU., USP), y la formulacién topica de calcitriol, se usaron a las concentraciones previamente
formuladas de 1, 3, 10, 30 y 100 pg/g. El articulo de prueba se administré6 puro (sin diluir). Se dispensaron
formulaciones de los articulos de placebo y de prueba para cada concentracion requerida una vez para uso diario, y
se almacenaron a temperatura ambiente.

Marshall BioResources, North Rose, Nueva York, recibié un total de tres minicerdos Gottingen® macho y tres
hembra, no tratados previamente a nivel experimental (aproximadamente de 4 a 5 meses de edad). Un macho
adicional (aproximadamente de 4,5 meses de edad en el momento de la recepcion) se transfirid posteriormente de la
colonia de existencias. Usando un procedimiento de aleatorizacion simple, se asignaron cuatro animales macho y
tres hembra (con un peso de 11,75 a 15,55 kg y de 14,50 a 16,65 kg, respectivamente, en la aleatorizacion) a los
grupos de placebo y tratamiento. Los articulos de placebo y de prueba se administraron por via dérmica dos veces al
dia con una separacion de aproximadamente 6 horas durante 7 dias durante el estudio. Las concentraciones de
dosis fueron de 0, 1, 3, 10, 30 y 100 pg/ml, y se administraron a una tasa de aplicacion de 4 mg/cm? (equivalente a
144 mg o 166 pl de disolucién de prueba). Antes del inicio de la administracion (dias -4 y -5 para los grupos 1y 2,
respectivamente), se recorto el pelo de los sitios de aplicacion usando una cortadora eléctrica. Se tuvo cuidado para
evitar producir abrasion de la piel. La superficie dorsal de cada animal se dividié en cinco sitios de aplicacién para el
grupo 1y dos sitios de aplicacion para el grupo 2. Cada sitio de aplicacién tenia aproximadamente 6 x 6 cm con al
menos un espacio de 2 cm entre cada sitio. Las formulaciones de articulo de placebo y de prueba se aplicaron
uniformemente sobre el sitio de aplicacion especificado con una varilla de agitacién de vidrio o un instrumento
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apropiado. Antes de la dosificacion, se retlro suavemente el articulo de prueba residual de la dosis anterior usando
una toallita de papel suave (es decir, WyPall ) humedecida con agua del grifo.

Al final del estudio, se reflejé la piel a partir de una incision de linea media ventral, y se recogieron y preservaron
secciones de piel tratada y no tratada. En primer lugar se lavaron meticulosamente secciones de cada sitio de
dosificaciéon de 6 x 6 cm con una mezcla de agua y jabon suave (por ejemplo, jabén Ivory al 1% en agua o
equivalente) para retirar cualquier formulacion de prueba tépica residual. Las secciones de piel lavadas se limpiaron
entonces con etanol y se cortaron hasta la capa adiposa incluida. Si el area que ha de cortarse es mayor que el area
dosificada, se marcé el area dosificada con tinta indeleble para delinear el area de la piel que se dosifico. Las
secciones de 1,5cm x 1,5cm se dispusieron planas, se envolvieron en dos capas de envoltura Saran (o
equivalente) y se congelaron instantaneamente en nitrégeno liquido. Las muestras se almacenaron a -70°C y se
enviaron en hielo seco a través de un servicio de mensajeria durante la noche para su analisis. Cada seccion de piel
se identificd segun fue apropiado (por ejemplo, identificacion de animales, nimero de estudio, fecha, etc.

Al llegar al sitio de analisis, se pusieron las secciones de piel en una bolsa de plastico estanca al agua y se
descongelaron por inmersiéon en agua tibia (~30°C - 35°C). Cada seccion de piel se enjuagd suavemente con agua
desionizada destilada para retirar cualquier cantidad residual de articulo de prueba y sangre. Se retir6 todo el tejido
subcutaneo (por ejemplo, adiposo) mediante abIaC|on manual con bisturi. Dentro de la regién central del area
dosificada, se marcaron cuatro circulos de 1 cm? individuales (réplicas) y posteriormente se identificé cada sitio y se
registré el area real. Los sitios de prueba replicados se cortaron de la lamina de piel usando un punzén de 1 cm?. Se
pesaron las secciones de piel y se registré el peso. Se retir6 la cinta adhesiva (Transpore™, 3M) de cada area
marcada replicada cinta suficientes veces (~10 - ~20) hasta que aproximadamente el 10% - 25% de la superficie del
area demostro brillo. Este proceso retir6 el estrato corneo y cualquier dosis superficial residual.

Después de retirar la cinta, se separ6 la piel en la epidermis (sin estrato cérneo, denominado simplemente mas
adelante en el presente documento “epidermis”) y la dermis mediante exposicion a calor hasta 60°C durante
aproximadamente 1-1,5 minutos. Luego se separaron las capas de la piel con unas pinzas de punta fina o bisturi. Se
pesaron la epidermis y la dermis y se registré el peso.

Para la extraccion, se extrajeron todas las muestras de piel en 1 ml de etanol absoluto (Sigma-Aldrich, grado
USP/NF). Se extrajeron las tiras de cinta adhesiva en 5ml de acetonitrilo (EMD, grado HPLC). Todas las
extracciones se realizaron a temperatura ambiente durante aproximadamente 24 horas. Una cantidad de 500 pl del
extracto de tira de cinta adhesiva se secé por centrifugacion a vacio y se reconstituyd en 100 ul de acetonitrilo
absoluto. El extracto epidérmico también se secé y se reconstituyé en 100 ul de etanol:agua 80:20.

La cuantificacion de calcitriol se realizd mediante cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) de fase
inversa con detectores de ultravioleta y espectroscopia de masas. El limite inferior de deteccidon se estima en
0,4 ng/ml.

Los resultados para la cuantificacion de calcitriol, del estrato cérneo (tiras de cinta adhesiva), la epidermis y dermis
se resumen en las tablas 11-1 a 11-4. Las figuras 25A y 25B ilustran los niveles en el estrato cérneo y la epidermis,
respectivamente, y la figura 26 ilustra los nlveles epidérmicos sélo en machos. Los datos del estrato corneo se
proporcionan en dos unidades diferentes, ng/cm para reflejar la cantidad de calcitriol recuperado en las muestras
con la cinta adhesiva retirada en funcién del area de la muestra, y como ug/mg de tejido estimado. Sin embargo, la
concentracion notificada, como pg/mg, estd determinada por el peso total diferencial de muestra antes de la
separacion de la capa menos los pesos de la epidermis y la dermis para esa muestra (en lugar del peso real debido
a su adherencia a las tiras de cinta adhesiva). Las muestras epidérmicas y dérmicas se notifican como
concentracion de tejido (ng/mg) usando la cantidad medida de la muestra dividida entre el peso hiumedo real de la
capa de piel.

Tabla 11-1 Estrato cérneo (ng/cm?) Media + D.E. de calcitriol recuperado (n = Numero de animales [4
réplicas/animal])

Tratamiento | Minicerdos macho Minicerdos hembra
No tratados 0£0*(1) n/A
Placebo 30,2+ 35,0 (4) 0+0(3)
1 pg/mi 56,1+ 17,4 (3) 0,76 £ 1,3 (3)
3 pg/ml 62,4 £7,91 (3) 1,12 + 1,49(3)
10 pg/ml 59,6 + 14,1 (3) 1,65+ 180 (3)
30 pg/mi 54,6 £ 32,5 (3) 20,2+ 11,7 (3)
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Minicerdos macho Minicerdos hembra

118,1+ 11,4 (1) na

* Los ceros indican que los resultados estan por debajo del
limite inferior de deteccion
* na = no aplicable

Tratamiento

100 pg/ml

Tabla 11-2 Estrato corneo estimado (ng/mg) Media + D.E. de calcitriol recuperado (n = Numero de animales [4

réplicas/animal])

Tratamiento | Minicerdos macho Minicerdos hembra

No tratados 0£0*(1) na
Placebo 0,92 + 1,07 (4) 0+0(3)
1 pug/mi 1,54 £ 0,79 (3) 0,03 £ 0,05 (3)
3 pg/ml 1,63 0,25 (3) 0,04 + 0,06 (3)
10 pg/ml 2,02+0,39 (3) 0,05+ 0,04 (3)
30 pg/mi 1,51+ 0,89 (3) 0,64 + 0,37 (3)
100 pg/ml 4,52 +1,21 (1) na

* Los ceros indican que los resultados estan por debajo del

limite inferior de deteccién
* na = no aplicable

Tabla 11-3 Epidermis (ng/mg) Media + D.E. de calcitriol recuperado (n = Niumero de animales [4 réplicas/animal])

Tratamiento | Minicerdos macho Minicerdos hembra
No tratados 0£0*(1) n/A
Placebo 0,12+ 0,23 (4) 0+0(3)
1 pug/mi 0,16 £ 0,28 (3) 0+0(3)
3 pg/ml 0,14 £ 0,23 (3) 0+0(3)
10 pg/ml 0,23+ 0,20 (3) 0,02 £ 0,04 (3)
30 pg/mi 0,38+0,33 (3) 0,34 £ 0,24 (3)
100 pg/ml 2,09+1,0(1) n/A

* Los ceros indican que los resultados estan por debajo del
limite inferior de deteccion
* na = no aplicable

Tabla 11-4 Dermis (ng/mg) Media + D.E. de calcitriol recuperado (n = NUumero de animales [4 réplicas/animal])

Tratamiento Minicerdos macho Minicerdos hembra
No tratados 0,08 £ 0,01 (1) n/A
Placebo 0,02 + 0,03 (4) 0+0*(3)
1 pug/mi 0+0(3) 0+0(3)
3 pg/ml 0+0(3) 0+0(3)
10 pg/ml 0+0(3) 0+0(3)
30 pg/mi 0+0(3) 0+0(3)
100 pg/ml 0,13+ 0,04 (1) n/A

* Los ceros indican que los resultados estan por debajo del
limite inferior de deteccion.
* na = no aplicable
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Los datos indican que el calcitriol era medible en la mayoria de las muestras de estrato cérneo y epidérmicas, pero
no en las muestras dérmicas (con la Unica excepcion de la aplicacion de dosis de 100 ug/ml a un Unico minicerdo
macho). Esto concuerda con los resultados obtenidos en el modelo de dosis finitas de piel humana de Franz descrito
anteriormente en el ejemplo 1.

A través de las muestras de tejido evaluadas, los minicerdos macho parecieron demostrar, en general, mayores
niveles en tejido de calcitriol que los minicerdos hembra.

Se observo que las mayores concentraciones de calcitriol se encontraban en el estrato cérneo. Aunque el contenido
en el estrato cérneo es un valor estimado, su mayor concentracion puede reflejar la presencia de calcitriol de manera
profunda en los poros de la piel, no retirado por el proceso de lavado de superficie, o podria atribuirse a la
solubilidad del calcitriol en la matriz muy lipofila del estrato corneo.

Sin embargo, la correlacion de dosis aplicada mas clara con el nivel en tejido se observé en la epidermis con un
aumento casi lineal de las concentraciones de calcitriol a partir de las aplicaciones de 3 a 100 pg/ml.

Ejemplo 12. Estudio de disolucion tdpica en ratas con cloroleucemia que reciben quimioterapia de multiples ciclos

Las ratas Long Evans (Harlan Laboratories, Inc) tenian 3 dias de edad a su llegada. El peso de los animales se
obtuvo al llegar y todos los dias hasta la conclusion de los experimentos usando una balanza electrénica (American
Scientific Products TL 410s). Se alojaron las ratas durante dos dias antes del comienzo de los experimentos.
Entonces se aleatorizaron los animales en cuatro grupos. Todas las ratas recibieron MIAC51 tal como se describe a
continuacion.

= El grupo 1 (n = 27) no recibié tratamiento adicional.

= El grupo 2 (n = 40) recibio sélo quimioterapia.

= El grupo 3 (n = 40) recibi6é quimioterapia y vehiculo tépico tal como se describe a continuacion.
= Grupo 4, (n = 40) recibié quimioterapia y calcitriol tépico.

Se iniciaron los tratamientos el dia 6 después del nacimiento. Se aplicé de manera tdpica una cantidad de 0,1 ml de
calcitriol topico en la parte superior de la cabeza y el cuello de las ratas. Para el primer ciclo anageno, en los dias 6 y
7, se aplicé o bien vehiculo o bien calcitriol en un volumen de 25 pl cuatro veces para evitar la saturacion. Los dias
8,9, 10 y 11, se aplicé dos veces un volumen de 50 pul. Para el segundo ciclo anageno, se trataron las ratas con
0,1 ml de vehiculo o calcitriol diariamente en los dias 40 a 45. Cada aplicaciéon implicé frotar un area de 2 cm?
durante 10 segundos con el dedo indice derecho cubierto con un guante de examen de nitrilo. Después de
completarse los tratamientos, se separé cada rata individualmente durante 6 horas. Posteriormente, se lavaron la
cabeza y el lomo de cada rata con un jabon de manos suave (Soft CIDE-EC de VWR International) y agua destilada.
Se devolvieron luego las crias a sus madres y se llevaron de vuelta a las salas para animales. Para el segundo ciclo
anagena, se devolvieron las ratas adultas a sus jaulas con sus hermanos de camada y se llevaron de vuelta a las
salas para animales.

El dia 5 después del nacimiento, todas las ratas recibieron 1x10° MIAC51 por via intraperitoneal en 0,1 ml de RPMI
libre de suero (SF). Los MIAC51 se cultivaron en RPMI 1640 complementado con L-glutamina y suero bovino fetal al
10% a 370°C en un |ncubador con el 5% de CO; y el 100% de humedad. Se hicieron crecer las células hasta el 50%
de confluencia (1,5x10° ml), se recogieron en tubos conicos de 50 ml, se centrlfugaron a 600 g durante 10 minutos a
temperatura ambiente y se resuspendieron en SF-RPMI a una concentracion de 1x10%ml antes de la i inyeccion.

El dia 23 después del nacimiento, se extrajo una muestra de sangre de todas las ratas y se realizaron diferenciales.
Se sacrificaron las ratas con leucemia mientras que las ratas sin leucemia se usaron para experimentos adicionales.
Se realizé un segundo dlferen0|al el dia 31 y se sacrificaron los animales leucémicos. A los animales sobrevivientes
se le afeitd un area de 2 cm? antes de la administracion del segundo conjunto de tratamiento con vehiculo o calcitriol
y se administré un segundo ciclo de quimioterapia 15 dias después. Tanto en la segunda como en la primera fase
anagena, se registro alopecia diez dias después del tratamiento con quimioterapia.

La extension de la alopecia en cada rata se determind mediante la siguiente escala:

0 = sin alopecia

1+ = el 0-25% de alopecia

2+ = el 25-50% de alopecia
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3+ = el 50-75% de alopecia
4+ = el 75-100% de alopecia

Compuestos experimentales

Se diluyd la formulacion de calcitriol 2,3 ng/g con el vehiculo (el 40% en peso de propilenglicol y el 60% en peso de
etanol 200 Proof anhidro) hasta una concentracion final de 2 ug/ml. Se subdividieron los viales de 1 ml y se
mantuvieron en la nevera a 4°C. Para cada experimento, se extrajeron un vial de calcitriol 2,3 ug/g y de vehiculo y se
pusieron en hielo durante el procedimiento experimental. Se desecharon las preparaciones no usadas.

A. Ciclofosfamida sola

Administracion de quimioterapia

Ratas jévenes: El dia 13, todas las ratas recibieron ciclofosfamida (CTX) (Sigma Aldrich, lote #068k1131) 37,5 mg/kg
por via intraperitoneal usando una jeringa de insulina de %2 cc 29G %" (B-D) en un volumen total de 0,1 ml de mezcla
de HxO/manitol.

Ratas adultas: Para el segundo ciclo de quimioterapia, se administro ciclofosfamida 150 mg/kg a ratas de 47 dias de
edad anestesiadas (ketamina 50 mg/kg/xilazina 5 mg/kg) por via intraperitoneal usando una jeringa de insulina de
Y2 cc 29G V2" (BD) en un volumen total de 0,1 ml de mezcla de H.O/manitol.

Se observan los resultados en las tablas 12-1 y 12-2. Especificamente, después de la primera tanda de
quimioterapia (tabla 12-1 y figura 27), todas las ratas que recibieron ciclofosfamida sola o ciclofosfamida en
combinacion con el vehiculo tuvieron alopecia intensa (+4). En cambio, todas las ratas que recibieron ciclofosfamida
en combinacién con calcitriol no mostraron signos de alopecia, de manera similar al grupo de control. Se obtuvieron
resultados similares después de la segunda tanda de quimioterapia, tal como se muestra en la tabla 12-2 (véase
también la figura 28).

Tabla 12-1. Extension de la alopecia en ratas tratadas con ciclofosfamida (CTX) después de la primera tanda de
quimioterapia

GRUPO ALOPECIA

0 1+ 2+ 3+ 4+ Total|Grupos/ Prob.  Grupos/ Prob.
1. Control (sin quimioterapia) |27 27 |1frentea?2 p <0,01 2frentea3 p=1,000
2.CTX 40 40 1 frentea 3 p <0,01 2frentead4 p <0,01
3. CTX + vehiculo 40 40 1frentea4 p=1,000 3frentead p<0,01
4. CTX + calcitriol 40 40

Tabla 12-2. Extension de la alopecia en ratas tratadas con ciclofosfamida (CTX) después de la segunda tanda de
quimioterapia

GRUPO ALOPECIA
0 1+ 2+ 3+ 4+ Total Grupos/ Prob.
2. CTX sélo 8 8 2 frentea 3 p =1,000
3. CTX + vehiculo 9 9 2frente a4 p <001
4. CTX + calcitriol 10 10 3frente a4 p <0,01

Ademas, este experimento indicé que la tasa de supervivencia de las ratas que recibieron la formulacién tépica de
calcitriol fue sustancialmente similar a la de las ratas que recibieron quimioterapia sola o en combinacién con el
vehiculo. Tal como se muestra en la tabla 12-3, la tasa de supervivencia de aquellos animales tratados con
ciclofosfamida y la formulacién tépica de calcitriol (25%) fue similar a la de las ratas tratadas con ciclofosfamida sola
(20%) y las ratas tratadas con ciclofosfamida y vehiculo (23%).

Tabla 12-3. Tasa de supervivencia de ratas tratadas con ciclofosfamida (CTX) después de dos tandas de
quimioterapia

|GRUPO
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Curado % Total|Grupos/ Prob.  Grupos/ Prob.
1. Control (sin quimioterapia) 0 0 27
2.CTX 8 20 40 |1frentea?2 p<0,01 2frentea3 p=0,7846
3. CTX + vehiculo 9 23 40 |1frentea 3 p <0,01 2frentead4 p=0,5923
4. CTX + calcitriol 10 25 40 |1frentea4d p <0,01 3frentead4 p=0,7927
TOTAL 27 18 147

En resumen, en el grupo de ciclofosfamida, el calcitriol ofrecié una proteccion del 100% frente a la AIQ en ambos
ciclos y no interfiri6 en la tasa de curacion que estaba en el intervalo del 20-25%.

B. Ciclofosfamida y doxorubicina

Administracién de quimioterapia

Ratas jévenes: El dia 13, todas las ratas recibieron ciclofosfamida (CTX) (Sigma Aldrich, lote #068k1131) 37,5 mg/kg
por via intraperitoneal usando una jeringa de insulina de %2 cc 29G 2" (B-D) en un volumen total de 0,1 ml de mezcla
de H.O/manitol. Los dias 13, 14 y 15 las ratas recibieron clorhidrato de doxorubicina (Sigma Aldrich, lote #038k1349)
(ADM) 2,5 mg/kg por via i.p. en 0,1 ml de agua destilada.

Ratas adultas: Para el segundo ciclo de quimioterapia, ciclofosfamida 150 mg/kg a ratas anestesiadas (ketamina
50 mg/kg/ xilazina 5 mg/kg) por via intraperitoneal usando una jeringa de insulina de %2 cc 29G 2" (B-D) en un
volumen total de 0,1 ml de mezcla de H,O/manitol en el dia 47. Para el segundo ciclo de quimioterapia, las ratas
recibieron ADM 20 mg/kg en los dias 47 a 49 tal como se describi6 anteriormente.

Se observan los resultados en las tablas 12-4 y 12-5. Especificamente, después de la primera tanda de
quimioterapia (tabla 12-4 y figura 29), todas las ratas que recibieron ciclofosfamida y doxorubicina solas o en
combinacion con el vehiculo tuvieron alopecia intensa (+4). En cambio, todas las ratas que recibieron ciclofosfamida
y doxorubicina en combinacién con calcitriol no presentaron ningun signo de alopecia, de manera similar al grupo de
control. Se obtuvieron resultados similares después de la segunda tanda de quimioterapia, tal como se muestra en la
tabla 12-5 (véase también la figura 30).

Tabla 12-4. Extension de la alopecia en ratas tratadas con ciclofosfamida (CTX) y doxorubicina (ADM) después de la
primera tanda de quimioterapia

GRUPO ALOPECIA

0 1+ 2+ 3+ 4+ Total|Grupos/ Prob.  Grupos/ Prob.
1. Control (sin quimioterapia) |40 40 |1frente a2 p<0,01 2frentea3 p=1,000
2.CTX + ADM 40 40 |1frentea 3 p <0,01 2frentead4 p <0,01
3. CTX + ADM + vehiculo 40 40 [(1frentead4 p=1,000 3frentead p<0,01
4. CTX + ADM + calcitriol 40 40

Tabla 12-5. Extension de la alopecia en ratas tratadas con ciclofosfamida (CTX) y doxorubicina (ADM) después de la
segunda tanda de quimioterapia

GRUPO ALOPECIA

0 1+ 2+ 3+ 4+ Total|Grupos/ Prob.
1.CTX + ADM 21 21 |2frentea 3 p =1,000
2. CTX + ADM + vehiculo 22 22 |2frentea4d p <0,01
3. CTX + ADM + calcitriol 20 20 (3 frentea4 p <0,01

Ademas, este experimento indicé que la tasa de supervivencia de las ratas que recibieron la formulacién tépica de
calcitriol fue sustancialmente similar a la de las ratas que recibieron quimioterapia sola o en combinacién con el
vehiculo. Tal como se muestra en la tabla 12-6, la tasa de supervivencia de aquellos animales tratados con
ciclofosfamida y doxorubicina en combinacién con la formulacién tépica de calcitriol (50%) fue similar a la de las
ratas tratadas solo con quimioterapia (53%) y las ratas tratadas con quimioterapia y vehiculo (55%).

Tabla 12-6. Tasa de supervivencia de ratas tratadas con ciclofosfamida (CTX) y doxorubicina (ADM) después de dos
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tandas de quimioterapia

GRUPO

Curado % Total| Grupos/ Prob.  Grupos/ Prob.
1. Control (sin quimioterapia) 0 0 40
2.CTX + ADM 21 53 40 |1frentea?2 p<0,01 2frentea3 p=0,8225
3. CTX + ADM + vehiculo 22 55 40 |1frentea3 p <0,01 2frentead4 p=0,8230
4. CTX + ADM + calcitriol 20 50 40 |1frentea4 p <0,01 3frentead4 p=0,9336
TOTAL 63 39 160

En resumen, en el grupo de ciclofosfamida y doxorubicina, el calcitriol ofrecid una proteccion del 100% frente a la
AIQ en ambos ciclos y no interfirié en la tasa de curacién, que estaba en el intervalo del 50-55%.

C. Ciclofosfamida, doxorubicina y citarabina

Administracién de quimioterapia

Ratas jovenes: El dia 13, todas las ratas recibieron ciclofosfamida (CTX) (Sigma Aldrich, lote #068k1131) 30 mg/kg
por via intraperitoneal usando una jeringa de insulina de %2 cc 29G %" (B-D) en un volumen total de 0,1 ml de mezcla
de H>O/manitol. En los dias 13, 14 y 15, las ratas recibieron clorhidrato de doxorubicina 2,0 mg/kg (Sigma Aldrich,
lote #038k1349) (ADM) por via intraperitoneal en 0,1 ml de agua destilada y en los dias 13-19, la ras recibio
citarabina 50 mg/kg.

Ratas adultas: Para el segundo ciclo de quimioterapia, se administré ciclofosfamida 100 mg/kg a ratas anestesiadas
(ketamina 50 mg/kg/xilacina 5 mg/kg) durante un dia, doxorubicina 20 mg/kg durante tres dias y citarabina
100 mg/kg durante siete dias.

Se observan los resultados en las tablas 12-7 y 12-8. Especificamente, después de la primera tanda de
quimioterapia (tabla 12-7 y figura 31), todas las ratas que recibieron ciclofosfamida, doxorubicina y citarabina solas o
ciclofosfamida, doxorubicina y citarabina en combinacion con el vehiculo tuvieron alopecia intensa (+4). En cambio,
todas las ratas que recibieron ciclofosfamida, doxorubicina y citarabina en combinacién con calcitriol no mostraron
ningun signo de alopecia, de manera similar al grupo de control. Se obtuvieron resultados similares después de la
segunda tanda de quimioterapia, tal como se muestra en la tabla 12-8 (véase la figura 32).

Tabla 12-7. Extension de la alopecia en ratas tratadas con ciclofosfamida (CTX), doxorubicina (ADM) y citarabina
(ARA-C) después de la primera tanda de quimioterapia

GRUPO ALOPECIA

0 1+ 2+ 3+ 4+ Total| Grupos/ Prob. Grupos/ Prob.
1. Control (sin quimioterapia) 40 40 |1 frentea 2 p<0,01 2frentea3 p=1,000
2. CTX + ADM + ARA-C 40 40 |(1frentea 3 p<0,01 2frentead4 p<0,01
3. CTX + ADM + ARA-C + vehiculo 40 40 |1frentead4 p=1,000 3frentead p<0,01
4. CTX + ADM + ARA-C + calcitriol |40 40

Tabla 12-8. Extension de la alopecia en ratas tratadas con ciclofosfamida (CTX), doxorubicina (ADM) y citarabina
(ARA-C) después de la segunda tanda de quimioterapia

GRUPO ALOPECIA
0 1+ 2+ 3+ 4+ Total| Grupos/ Prob.
2. CTX + ADM + ARA-C 32 32 |2frentea3 p = 1,0000
3. CTX + ADM + ARA-C+ vehiculo 30 30 |2frentea4 p <0,01
4. CTX + ADM + ARA-C+ calcitriol 31 31 |3frente a4 p <0,01

Ademas, este experimento indicé que la tasa de supervivencia de las ratas que recibieron la formulacién tépica de
calcitriol fue sustancialmente similar a la de las ratas que recibieron quimioterapia sola o en combinacién con el
vehiculo. Tal como se muestra en la tabla 12-9, la tasa de supervivencia de aquellos animales tratados con
ciclofosfamida, doxorubicina y citarabina en combinacion con la formulacion tépica de calcitriol (78%) fue similar a la
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de las ratas tratadas solo con quimioterapia (80%) y las ratas tratadas con quimioterapia y vehiculo (75%).

Tabla 12-9. Tasa de supervivencia de ratas tratadas con ciclofosfamida (CTX), doxorubicina (ADM) y citarabina
(ARA-C) después de dos tandas de quimioterapia

GRUPO

Curado % Total|Grupos/ Prob.  Grupos/ Prob.
1. Control (sin quimioterapia) 0 0 40
2. CTX + ADM + ARA-C 32 80 40 |1frentea?2 p<0,01 2frentea3 p=0,5923
3. CTX + ADM + ARA-C + vehiculo 30 75 40 |1frentea3 p <0,01 2frentead4 p=0,5501
4. CTX + ADM + ARA-C + calcitriol 31 78 40 |1 frentea4 p <0,01 3frentead4 p=0,7927
TOTAL 93 58 160

En resumen, en el grupo de ciclofosfamida, doxorubicina y citarabina, el calcitriol ofrecié una proteccion del 100%
frente a la AIQ en ambos ciclos y no interfirié en la tasa de curacion, que estaba en el intervalo del 75-80%.

D. Ciclofosfamida, paclitaxel y etopdsido

Administracién de quimioterapia

Ratas jévenes: El dia 13, todas las ratas recibieron ciclofosfamida (CTX) (Sigma Aldrich, lote #068k1131) 37,5 mg/kg
por via intraperitoneal usando una jeringa de insulina de %2 cc 29G %" (B-D) en un volumen total de 0,1 ml de mezcla
de H,O/manitol. En los dias 11 a 13, las ratas recibieron de manera concomitante paclitaxel 2,5 mg/kg (Taxol) en
0,1 ml de dimetilsulfoxido (Sigma Aldrich, lote #078K1428) y etopdsido 1,5 mg/kg (VP-16) (Sigma Aldrich, lote
#047K1162) diluido en disolvente especial (véanse los Procedimientos normalizados de trabajo) y HBSS.

Ratas adultas: Para el segundo ciclo de quimioterapia, ciclofosfamida 150 mg/kg a ratas anestesiadas (ketamina
50 mg/kg/xilacina 5 mg/kg) por via intraperitoneal usando una jeringa de insulina de %2cc 29G 2" (BD) en un
volumen total de 0,1 ml de mezcla de H,O/manitol el dia 47. Para el segundo ciclo de quimioterapia, las ratas
recibieron Taxol 10 mg/kg y VP-16 15 mg/kg en los dias 45 a 48 tal como se describié anteriormente.

Se observan los resultados en las tablas 12-10 y 12-11. Especificamente, después de la primera tanda de
quimioterapia (tabla 12-10 y figura 33), todas las ratas que recibieron ciclofosfamida, paclitaxel y etopésido solos o
ciclofosfamida, paclitaxel y etopdsido en combinacion con el vehiculo tuvieron alopecia intensa (+4). En cambio,
todas las ratas que recibieron ciclofosfamida, paclitaxel y etopésido en combinacion con calcitriol no mostraron
ningun signo de alopecia, de manera similar al grupo de control. Se obtuvieron resultados similares después de la
segunda tanda de quimioterapia, tal como se muestra en la tabla 12-11 (véase también la figura 34).

Tabla 12-10. Extension de la alopecia en ratas tratadas con ciclofosfamida (CTX), paclitaxel y etopdsido después de
la primera tanda de quimioterapia

GRUPO ALOPECIA

0 1+ 2+ 3+ 4+ Total|Grupos/ Prob.  Grupos/ Prob.
1. Control (sin quimioterapia) 40 40 |1frente a2 p<0,01 2frentea3 p=1,000
2. CTX + PACLITAXEL + ETOPOSIDO 40 40 |1frentea3 p <0,01 2frentead4 p <0,01
3. CTX + PACLITAXEL + ETOPOSIDO 40 40 [(1frentead4 p=1,000 3frentead p<0,01
+ vehiculo
4. CTX + PACLITAXEL + ETOPOSIDO|40 40
+ CALCITRIOL

Tabla 12-11. Extension de la alopecia en ratas tratadas con ciclofosfamida (CTX), paclitaxel y etopdsido después de
la segunda tanda de quimioterapia

GRUPO ALOPECIA

0 1+ 2+ 3+ 4+ Total|Grupos/ Prob.
2. CTX + PACLITAXEL + ETOPOSIDO 33 33 |2frentea3 p =1,0000
3. CTX + PACLITAXEL + ETOPOSIDO + vehiculo 31 31 |2frentea 4 p <0,01
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GRUPO ALOPECIA
0 1+ 2+ 3+ 4+ Total|Grupos/ Prob.
4. CTX + PACLITAXEL + ETOPOSIDO + CALCITRIOL |33 33 |3frente a4 p <0,01

Ademas, este experimento indicé que la tasa de supervivencia de las ratas que recibieron la formulacién tépica de
calcitriol fue sustancialmente similar a la de las ratas que recibieron quimioterapia sola o en combinacién con el
vehiculo. Tal como se muestra en la tabla 12-12, la tasa de supervivencia de aquellos animales tratados con
ciclofosfamida, paclitaxel y etopdsido en combinacion con la formulacion tonica de calcitriol 83%) fue similar a la de
las ratas tratadas con quimioterapia sola (83%) y las ratas tratadas con quimioterapia y vehiculo (78%).

Tabla 12-12. Tasa de supervivencia de ratas tratadas con ciclofosfamida (CTX), paclitaxel y etopdsido después de
dos tandas de quimioterapia

GRUPO

Curado % Total|Grupos/ Prob.  Grupos/ Prob.

1. Control (sin quimioterapia) 0 0 40
2. CTX + PACLITAXEL + ETOPOSIDO 33 83 40 |1frentea?2 p <0,01 2frentea3 p=0,5762

3. CTX + PACLITAXEL + ETOPOSIDO| 31 78 40 |(1frentea3 p<0,01 2frentead4 p=1,000
+ vehiculo

4. CTX + PACLITAXEL + ETOPOSIDO| 33 83 40 |1frentea4 p <0,01 3frentead4 p=0,5762
+ CALCITRIOL

En resumen, en el grupo ciclofosfamida, paclitaxel y etopésido, el calcitriol ofrecié una proteccion del 100% frente a
la AIQ en ambos ciclos y no interfiri6 en la tasa de curacion que estaba en el intervalo del 78-83%.

E. Doxorubicina, paclitaxel y etopdsido

Administracién de quimioterapia

Ratas jovenes: Del dia 13 al 15, todas las ratas recibieron clorhidrato de doxorubicina (Sigma Aldrich, lote
#038k1349) (ADM) 2,5 mg/kg en 0,1 ml de agua destilada por via intraperitoneal usando una jeringa de insulina de
Y2 cc 29G V%" (BD). De manera concomitante, las ratas recibieron paclitaxel 2,5 mg/kg (Taxol) (Sigma Aldrich, lote
#078k1428) y etopdsido 1,5 mg/kg (VP-16) (Sigma Aldrich, lote #047k1162).

Ratas adultas: Para el segundo ciclo de quimioterapia, se iniciaron las quimioterapias anteriores en el dia 47 al 49 en
ratas anestesiadas (ketamina 50 mg/kg/xilacina 5 mg/kg) por via intraperitoneal usando una jeringa de insulina de
Y2 cc 29G 2" (BD) en un total volumen de 0,1 ml. Las dosificaciones para el segundo ciclo fueron las siguientes:
ADM 20 mg/kg, Taxol 10 mg/kg y VP-16 15 mg/kg.

Se observan los resultados en las tablas 12-12 y 12-14. Especificamente, después de la primera tanda de
quimioterapia (tabla 12-13 y figura 35), todas las ratas que recibieron doxorubicina, paclitaxel y etopdsido solos o
doxorubicina, paclitaxel y etopdsido en combinacion con el vehiculo tuvieron alopecia intensa (+4). En cambio, todas
las ratas que recibieron doxorubicina, paclitaxel y etopdsido en combinaciéon con calcitriol no presentaron ningun
signo de alopecia, de manera similar al grupo de control. Se obtuvieron resultados similares después de la segunda
tanda de quimioterapia, tal como se muestra en la tabla 12-14 (véase también la figura 36).

Tabla 12-13. Extension de la alopecia en ratas tratadas con doxorubicina (ADM), paclitaxel y etopdsido después de
la primera tanda de quimioterapia

GRUPO ALOPECIA

0 1+ 2+ 3+ 4+ Total|Grupos/ Prob.  Grupos/ Prob.
1. Control (sin quimioterapia) 40 40 |1frente a2 p<0,01 2frentea3 p=1,000
2. ADM + PACLITAXEL + ETOPOSIDO 40 40 |1frentea 3 p <0,01 2frentead4 p <0,01
3. ADM + PACLITAXEL + ETOPOSIDO 40 40 [(1frentead4 p=1,000 3frentead p<0,01
+ vehiculo
4. ADM + PACLITAXEL + ETOPOSIDO|40 40
+ calcitriol
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Tabla 12-14. Extension de la alopecia en ratas tratadas con doxorubicina (ADM), paclitaxel y etopdsido después de
la segunda tanda de quimioterapia

GRUPO ALOPECIA
0 1+ 2+ 3+ 4+ Total|Grupos/ Prob.
2. ADM + PACLITAXEL + ETOPOSIDO 32 32 |2frentea3 p =1,0000
3. ADM + PACLITAXEL + ETOPOSIDO + vehiculo 33 33 |2frentea4 p <0,01
4. ADM + PACLITAXEL + ETOPOSIDO + CALCITRIOL |32 32 |3 frentea 4 p <0,01

Ademas, este experimento indicé que la tasa de supervivencia de las ratas que recibieron la formulacién tépica de
calcitriol fue sustancialmente similar a la de las ratas que recibieron quimioterapia sola o en combinacién con el
vehiculo. Tal como se muestra en la tabla 12-15, la tasa de supervivencia de aquellos animales tratados con
doxorubicina, paclitaxel y etopdsido en combinacién con la formulacion topica de calcitriol (80%) fue similar a la de
las ratas tratadas con quimioterapia sola (80%) y las ratas tratadas con quimioterapia y vehiculo (83%).

Tabla 12-15. Tasa de supervivencia de ratas tratadas con doxorubicina (ADM), paclitaxel y etopdsido después de
dos tandas de quimioterapia

GRUPO

Curado % Total|Grupos/ Prob.  Grupos/ Prob.
1. Control (sin quimioterapia) 0 0 40
2. ADM + PACLITAXEL + ETOPOSIDO 32 80 40 |1frenteaZ2 p<0,01 2frentea3 p=07745

3. ADM + PACLITAXEL + ETOPOSIDO| 33 83 40 |1frentea3 p<0,01 2frentea4 p=0,1000
+ vehiculo

4. ADM + PACLITAXEL + ETOPOSIDO| 32 80 40 |1frentea4 p <0,01 3frentead p=0,7745
+ calcitriol

En resumen, en el grupo de doxorubicina, paclitaxel y etopdsido, el calcitriol ofrecié una proteccion del 100% frente a
la AIQ en ambos ciclos y no interfiri6 en la tasa de curacion que estaba en el intervalo del 80-83%.

Ejemplo 13. Estudio de toxicidad dérmica de 4 semanas de calcitriol topico en minicerdos Gottingen®

Preparacion de control, vehiculo y articulo de prueba: El articulo de control fresco, cloruro de sodio al 0,9% para
inyeccion, USP, se dispensd para su uso en el estudio semanalmente y se almacend refrigerado. Se usaron el
vehiculo, una mezcla 40/60 en peso (p/p) de propilenglicol, USP y etanol (sin desnaturalizar, anhidro) 200 Proof
USP, y el articulo de prueba, que contenia calcitriol, USP, con un peso especifico de 0,875 tal como se recibio y no
se realizd ningun ajuste para la pureza. El articulo de prueba se recibié a concentraciones de 5,07, 10,31 y
55,34 pg/ml. El articulo de prueba se administrd puro (sin diluir). El vehiculo y el articulo de prueba se dispensaron
para su uso en el estudio semanalmente y se almacenaron refrigerados. En ocasiones, se distribuyd material de
prueba adicional segun fuese necesario durante el transcurso del estudio.

Administracién: Antes de la administracion, se recorté el pelo del lomo del animal. Los animales de control tenian
dos sitios de prueba; se traté el sitio 1 con el vehiculo y el sitio 2 con solucién salina. Cada sitio media 450 cmz,
dividido bilateralmente por la columna vertebral, y marcado en las esquinas con marcador indeleble. Los dos sitios
de prueba para el grupo de control se dividieron equitativamente. Se hizo un recorte repetido del pelo segun fue
necesario. Se tuvo cuidado para evitar producir abrasion de la piel. El articulo de control, el vehiculo y el articulo de
prueba se administraron dos veces al dia con separadas aproximadamente 6 horas durante 4 semanas (29 dias
consecutivos) durante el estudio por via dérmica. Se aplicé la formulacién uniformemente sobre el sitio de aplicacion
con una varilla de agitacion de vidrio o un instrumento apropiado. Se retiré con delicadeza cualquier cantidad de
material de prueba residual antes de la siguiente dosis con un pafio Wypall, humedecido con agua del grifo. Si fue
necesario, se secaron los sitios con un pafio Wypall limpio y seco. La dosis administrada a todos los animales fue de
1800 mg de la formulacién apropiada. Las concentraciones de dosis fueron de 5,07, 10,31 y 55,34 ug/ml y se
administraron a un volumen de dosis de 2,1 ml. El articulo de control y el vehiculo se administraron al grupo de
control de la misma manera que a los grupos tratados. El volumen de dosificacion para los animales de control fue
de 1,0 ml del vehiculo y 0,9 ml de solucion salina. Debido a la intensidad de los signos clinicos observados, no se
dosificéd a todos los animales 55,34 pug/ml el dia 23. La dosificacion se reanudé para todos los animales el dia 24.

Resultados: Este estudio se realizd para evaluar la posible toxicidad tras un tratamiento breve con dosis multiples de

una disolucion topica de calcitriol, cuando se administra dos veces al dia mediante aplicaciéon dérmica durante 4
semanas. A tres grupos de tratamiento de cuatro animales/sexo/grupo de minicerdo Gottingen® se les administro la
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disolucion tépica de calcitriol a concentraciones de dosis respectivas de 5,07, 10,31 y 55,34 ug/ml. Un grupo
adicional de cuatro animales/sexo sirvi6 como control y recibié el vehiculo, una mezcla 40/60 en peso (p/p) de
propilenglicol, USP y etanol (sin desnaturalizar, anhidro) 200 Proof USP, y el articulo de control, cloruro de sodio al
0,9% para inyeccion, USP. El vehiculo o la disolucién topica de calcitriol se administré a todos los grupos mediante
aplicacién dérmica, dos veces al dia durante 29 dias consecutivos, a un volumen de dosis de 4 mg/cm2 sobre un
sitio de prueba de 450 cm?.

Se realizaron observaciones de morbimortalidad, lesiones y la disponibilidad de alimentos y agua dos veces al dia
para todos los animales. Se realizaron observaciones clinicas semanalmente. Se midieron los pesos corporales y
registraron semanalmente. Se obtuvo la puntuacion de irritacion dérmica después de cada dosis durante la semana
1 y luego dos veces a la semana (después de la segunda dosis) durante las semanas 2 a 4 para detectar cambios
en el sitio de aplicacion. Se realizaron examenes oftalmoscopicos antes de la prueba y a todos los sobrevivientes
antes de la necropsia terminal. Se realizaron exploraciones fisicas antes de la prueba. Se realizaron examenes
electrocardiograficos antes de la prueba, antes de la dosis y de 1 a 2 horas después de la primera dosis el dia 1y
durante la ultima semana de dosificacion. Se recogieron muestras de sangre y orina para evaluaciones de analisis
clinicos de todos los animales antes de la prueba y antes de la necropsia terminal. Se extrajeron muestras de sangre
para la determinacion de las concentraciones plasmaticas del articulo de prueba de todos los animales
supervivientes en los puntos de tiempo designados en los dias 1 y 27. Se determinaron los parametros
toxicocinéticos (TK) para el articulo de prueba a partir de los datos de concentracion-tiempo en las especies de
prueba. Al terminarse el estudio, se realizaron examenes de necropsia, se registraron los pesos de los érganos y se
examinaron microscopicamente tejidos seleccionados.

Se sacrificé un macho a la concentracion de 55,34 ug/ml in extremis el dia 28 del estudio. Este animal se observo
con actividad disminuida, inapetencia y temblores antes del sacrificio. Se considerd que la causa de la morbilidad de
este animal eran los altos niveles de calcio en sangre que estaban cerca del nivel letal. Todos los minicerdos
restantes sobrevivieron a su terminacién programada el dia 30 del estudio. Se observé una disminucion de la
actividad, inapetencia, vomitos y temblores en la mayoria de los minicerdos a la concentracién de 55,34 ug/mi
durante las semanas 3 y 4 del estudio. Se observo irritacion leve en machos y hembras a la concentracion de
55,34 pg/ml durante la uUltima semana o dos del estudio. El peso corporal medio y los aumentos de peso corporal
para los machos y hembras tratados a 5,07 y 10,31 ug/ml fueron comparables a los controles. Todos los machos y
hembras a la concentracién de 55,34 ug/ml perdieron una cantidad significativa de peso corporal durante las uUltimas
2 semanas del estudio y el peso corporal medio fue significativamente menor en machos y hembras durante este
periodo de tiempo.

No se observaron anomalias oftalmoscopicas en ninguno de los animales en los examenes oftalmoscopicos antes
de la prueba y terminales. La disolucion topica de calcitriol no provocé anomalias cualitativas en el
electrocardiograma, pero hubo un leve aumento de la frecuencia cardiaca media grupal en los intervalos antes de la
dosis y tras la dosis terminales. Este aumento de la frecuencia cardiaca esta relacionado indudablemente con el
aumento marcado de los niveles de calcio en estos minicerdos durante el estudio. No hubo otros efectos
relacionados con la dosis de la disoluciéon tépica de calcitriol sobre parametros cuantitativos del electrocardiograma.
No se observaron alteraciones en la hematologia, coagulacion o andlisis de orina relacionadas con la disolucion
topica de calcitriol en machos o hembras en la evaluacion terminal. Se observaron algunas alteraciones en la
bioquimica clinica a la concentracion de 55,34 pug/ml, la mas notable fue los altos niveles de calcio observados que
estaban cerca del nivel letal. Los otros cambios observados fueron menores valores de cloruro y mayores valores de
colesterol, glucosa, nitrégeno ureico y triglicéridos.

Los hallazgos patolégicos macroscopicos relacionados con la disolucion tépica de calcitriol se limitaron a la mucosa
estomacal de una hembra a una concentracion de 55,34 ug/ml que consistia en una leve superficie irregular. Se
observé un aumento absoluto y relativo del peso del rifidn y una disminucién del peso del timo en ambos sexos a la
concentracion de 55,34 ug/ml en comparacion con los controles. Estuvieron presentes hallazgos microscopicos
directos relacionados con la disolucion tépica de calcitriol en huesos, rifiones, corazén, piel tratada, timo y tiroides.
Ademas, los hallazgos directos relacionados con la disolucion topica de calcitriol incluyeron cambios vasculares
multicéntricos y mineralizaciéon mucosa multicéntrica. Se observaron hallazgos microscopicos indirectos relacionados
con el articulo de prueba en el pancreas. Estos cambios microscépicos estuvieron presentes en ambos sexos y se
limitaron a los animales a los que se les dosifico la concentracion de 55,34 pg/ml.

Los cambios microscopicos de los huesos femoral, esternal y costal se limitaron al hueso cortical diafisario y a la
cavidad 6sea. Se caracterizaron por osteodistrofia y por la deposicion de matriz basoéfila. Las observaciones
microscopicas renales se caracterizaron por mineralizacion, degeneracion/regeneracion tubular y por una
inflamacion subaguda. Las observaciones microscopicas del miocardio fueron mineralizacion de miofibras,
inflamacién subaguda y cambios vasculares. Ademas, un macho y una hembra tenian mineralizaciéon endocardica.
Se observé mineralizacion multicéntrica de mucosa/epitelio en orden decreciente dentro de la mucosa del estébmago,
pulmones, laringe, traquea, préstata, glandula mandibular salival y dentro de la vejiga urinaria. Los cambios
vasculares relacionados con la disolucién tépica de calcitriol fueron generalizados y afectaron principalmente a
vasos sanguineos de tamafo pequefio a medio. Se observaron principalmente dentro del corazén y la cavidad ésea
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y esporadicamente en diferentes érganos/sistemas. Los cambios microscopicos de la piel tratada se caracterizaron
por hiperqueratosis e hiperplasia epidérmica e inflamacién perivascular de células mixtas con la dermis superficial.
Los cambios microscoépicos del timo, la tiroides y el pancreas se caracterizaron por reduccion linfoide, hiperplasia e
hipertrofia de células foliculares y necrosis unicelular, respectivamente.

Basandose en los resultados de este estudio, se considerd que el nivel sin efecto adverso observable (NOAEL) era
de 10,31 pg/ml segun la bioquimica clinica y los cambios microscopicos observados en la concentracion de
55,34 pg/ml.
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REIVINDICACIONES
Composiciéon farmacéutica para administracion tépica, que comprende una cantidad terapéuticamente
eficaz de un compuesto de vitamina D para su uso en un método para prevenir o tratar la alopecia inducida
por quimioterapia en un individuo, comprendiendo el método administrar de manera tépica al individuo una
composicion farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de
vitamina D,
en la que

la composicién comprende ademas propilenglicol y etanol absoluto anhidro, en la que el propilenglicol y el
etanol anhidro estan presentes respectivamente en cantidades de

el 35% (p/p) y el 65% (p/p) o

el 36% (p/p) y el 64% (p/p) o

el 37% (p/p) y el 63% (p/p) o

el 38% (p/p) y el 62% (p/p) o

el 39% (p/p) y el 61% (p/p) o

el 40% (p/p) y el 60% (p/p) o

el 41% (p/p) y el 59% (p/p) o

el 42% (p/p) y el 58% (p/p) o

el 43% (p/p) y el 57% (p/p) o

el 44% (p/p) y el 56% (p/p) o

el 45% (p/p) y el 55% (p/p);

en la que dicho compuesto de vitamina D esta formulado para administrarse a la epidermis mientras se
evita sustancialmente la administracion a la dermis, lo que significa una administraciéon a y/o acumulacion
en la dermis de menos del 25% del compuesto de vitamina D en comparacién con la administracion a y/o

acumulacién del compuesto de vitamina D en la epidermis;

y en la que el compuesto de vitamina D esta representado por la formula (1):

en la que
ay b son cada uno independientemente un enlace sencillo o doble;

X es -CHa cuando a es un enlace doble, o X es hidrégeno o un alquilo sustituido con hidroxilo cuando a es
un enlace sencillo;

R'es hidrégeno, hidroxilo, alcoxilo, tri-alquil-sililo o alquilo, opcionalmente sustituido con de uno a tres
restos halégeno, hidroxilo, ciano o -NR'R”;

R%es hidrégeno, hidroxilo, -O-trialquilsililo o alquilo, alcoxilo o alquenilo, opcionalmente sustituido con de
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uno a tres restos haldégeno, hidroxilo, ciano o -NR'R”;

R® esta ausente cuando b es un doble enlace o R® es hidrégeno, hidroxilo o alquilo, o R® y R’ pueden unirse
junto con los atomos de carbono a los que estan unidos para formar un anillo carbociclico de 5-7 miembros
cuando b es un enlace sencillo;

R* esta ausente cuando b es un enlace doble o hidrégeno, halégeno o hidroxilo cuando b es un enlace
sencillo;

R® esta ausente cuando a es un doble enlace o R’ es hidrégeno, halégeno o hidroxilo cuando a es un
enlace sencillo;

R® es alquilo, alquenilo, alquinilo, cicloalquilo, heterociclicilo, alquil-O-alquilo, alquil-CO-alquilo
opcionalmente sustituido con de uno a cinco, restos hidroxilo, oxo, halégeno, alcoxilo, arilo, heteroarilo,
ciano, nitro o -NR'R”;

R’ es alquilo opcionalmente sustituido con de uno a tres restos hidroxilo, halégeno, alcoxilo, arilo,
heteroarilo, ciano, nitro o -NR'R”, y

R’y R” son cada uno, independientemente, hidrogeno, hidroxilo, halégeno, alquilo o alcoxilo, y sus sales
farmacéuticamente aceptables, en la que el compuesto de vitamina D esta preferiblemente representado
por la férmula (11):

(1
en la que
c es un enlace sencillo o doble;

R'? es hidrégeno o alquilo, opcionalmente sustituido con de uno a tres restos halégeno, hidroxilo, ciano o
-NRR’:

R% es hidrégeno, hidroxilo, -O-trialquilsililo o alquilo, alcoxilo o alquenilo, opcionalmente sustituido con de
uno a tres restos haldégeno, hidroxilo, ciano o -NR'R”;

R% y R* estan ausentes cuando ¢ es un doble enlace, o son cada uno independientemente hidrégeno,
hidroxilo, halégeno, alcoxilo o alquilo opcionalmente sustituido con de uno a tres restos hidroxilo o halégeno
cuando c es un enlace sencillo; y

R®, R®, R* R% Ry R¥ son cada uno, independientemente, hidrégeno, hidroxilo, halégeno, alcoxilo o
alquilo opcionalmente sustituido con de uno a tres restos hidroxilo o halégeno, o dos cualesquiera de R®,
R™ y R pueden unirse para formar un anillo carbociclico de 3-7 miembros y sus sales farmacéuticamente
aceptables.

Composicion farmacéutica para su uso segun la reivindicacion 1, en la que la composicién farmacéutica
comprende el 40% (p/p) de propilenglicol y el 60% (p/p) de etanol absoluto anhidro (200 Proof, EE.UU.).

Composicién farmacéutica para uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en la que el compuesto de vitamina
D presenta una caracteristica seleccionada de las siguientes:

(i) el compuesto de vitamina D presenta un perfil de regulaciéon génica similar o idéntico como una cantidad
equivalente de calcitriol en queratinocitos normales;
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(ii) el compuesto de vitamina D fomenta la expresion de uno o mas genes cuyos niveles de expresion se
fomentan por una cantidad equivalente de calcitriol;

(iii) el compuesto de vitamina D inhibe la expresion de uno o mas genes cuyos niveles de expresion se
inhiben por una cantidad equivalente de calcitriol;

(iv) el compuesto de vitamina D modula la expresion de ARNm de HSPA2 o HSF4, ARNm de HSPB1 o
DNAJCS6 en queratinocitos normales;

(v) el compuesto de vitamina D modula la expresion de SLC1A1, KCNB2, proteina oKCNN4 o proteina
SLC1A3 en queratinocitos normales;

(vi) el compuesto de vitamina D induce la sobreexpresion en queratinocitos normales de uno o mas de:
GST, queratina 1, queratina 17, galectina 1, S100 A9 (calprotectina) o S100 A13.

Composicion farmacéutica para su uso segun la reivindicacion 1, en la que el individuo es un primate,
preferiblemente un humano.

Composicion farmacéutica para su uso segun la reivindicacion 1, en la que la alopecia no ha comenzado en
el individuo.

Composicién farmacéutica para su uso segun la reivindicacion 1, en la que el individuo se somete o esta a
punto de someterse a quimioterapia.

Composicién farmacéutica para su uso segun la reivindicacion 6, en la que la composicion farmacéutica se
caracteriza ademas por una funcioén seleccionada de las siguientes:

(1) la composicion farmacéutica se administra al individuo antes de la quimioterapia o de manera
concurrente con la quimioterapia;

(2) la composicion farmacéutica se administra al individuo después del comienzo de la quimioterapia, pero
antes del comienzo de la alopecia;

(3) la composicion farmacéutica no reduce sustancialmente la eficacia de la quimioterapia;

(4) la quimioterapia es quimioterapia sistémica; y

(5) la quimioterapia incluye uno o mas de: antraciclinas (adriamicina/doxorubicina, daunorubicina,
epirubicina, idarubicina, valrubicina), 5-FU, tamoxifeno, irinotecan, paclitaxel (Taxol), carboplatino,
etopodsido, Cytoxan/ciclofosfamida, cisplatino, erlotinib (Tarceva), gemcitabina, estaurosporina, vincristina,
imatinib (Gleevec), gefitinib (Iressa), sorafenib, dasatinib, dactinomicina, hexametamelamina (HMM,
altretamina), ifosfamida, bleomicina, metotrexato, docetaxel (Taxotere), vindesina, vinolrebina, topotecan,
amsacrina, citarabina, busulfano, melfalan, vinblastina, lomustina (CCNU), tiotepa, gemcitabina, carmustina
(BCNU), mitroxantrona, mitomicina C, procarbazina, 6-mercaptopurina, estreptozotocina, fludarabina,
raltitrexato (Tomudex), capecitabina, y equivalentes de los mismos.

Composicién farmacéutica para su uso segun la reivindicacion 1, en la que el compuesto de vitamina D se
administra de manera tépica al individuo a un volumen de dosificacién equivalente a aproximadamente
0,1 ng de calcitriol/cm?.

Composiciéon farmacéutica para administracion tépica, que comprende una cantidad terapéuticamente
eficaz de un compuesto de vitamina D para prevenir o tratar la alopecia inducida por quimioterapia,

en la que

la composicién comprende ademas propilenglicol y etanol absoluto anhidro, en la que el propilenglicol y el
etanol absoluto anhidro estan presentes respectivamente en cantidades de

el 35% (p/p) y el 65% (p/p) o
el 36% (p/p) y el 64% (p/p) o
el 37% (p/p) y el 63% (p/p) o

el 38% (p/p) y el 62% (p/p) o
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el 39% (p/p) y el 61% (p/p) o
el 40% (p/p) y el 60% (p/p) o
el 41% (p/p) y el 59% (p/p) o
el 42% (p/p) y el 58% (p/p) o
el 43% (p/p) y el 57% (p/p) o
el 44% (p/p) y el 56% (p/p) o
el 45% (p/p) y el 55% (p/p);

y

en la que dicha cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto de vitamina D, cuando se administra
conjuntamente con un agente quimioterapico, no interfiere sustancialmente en la eficacia del agente
quimioterapico, y en la que el compuesto de vitamina D esta representado por la formula (1):

R7

R6

en la que
ay b son cada uno independientemente un enlace sencillo o doble;

X es -CHa cuando a es un enlace doble, o X es hidrégeno o un alquilo sustituido con hidroxilo cuando a es
un enlace sencillo;

R'es hidrogeno, hidroxilo, alcoxilo, tri-alquilsililo o alquilo, opcionalmente sustituido con de uno a tres restos
halégeno, hidroxilo, ciano o -NR'R”;

R%es hidrégeno, hidroxilo, -O-trialquilsililo o alquilo, alcoxilo o alquenilo, opcionalmente sustituido con de
uno a tres restos haldégeno, hidroxilo, ciano o -NR'R”;

R® esta ausente cuando b es un doble enlace o R® es hidrégeno, hidroxilo o alquilo, o R® y R’ pueden unirse
junto con los atomos de carbono a los que estan unidos para formar un anillo carbociclico de 5-7 miembros
cuando b es un enlace sencillo;

R* esta ausente cuando b es un enlace doble o hidrégeno, halégeno o hidroxilo cuando b es un enlace
sencillo;

R® esta ausente cuando a es un doble enlace o R’ es hidrégeno, halégeno o hidroxilo cuando a es un
enlace sencillo;

R® es alquilo, alquenilo, alquinilo, cicloalquilo, heterociclicilo, alquil-O-alquilo, alquil-CO-alquilo
opcionalmente sustituido con de uno a cinco, restos hidroxilo, oxo, halégeno, alcoxilo, arilo, heteroarilo,
ciano, nitro o -NR'R”;

R’ es alquilo opcionalmente sustituido con de uno a tres restos hidroxilo, halégeno, alcoxilo, arilo,
heteroarilo, ciano, nitro o -NR'R”, y

R’y R” son cada uno, independientemente, hidrogeno, hidroxilo, halégeno, alquilo o alcoxilo, y sus sales

farmacéuticamente aceptables, en la que el compuesto de vitamina D esta preferiblemente representado
por la férmula (11):

50



10

15

20

25

30

10.

11.

12.

ES 2742 750 T3

(1
en la que
c es un enlace sencillo o doble;

R'? es hidrégeno o alquilo, opcionalmente sustituido con de uno a tres restos halégeno, hidroxilo, ciano o
NRR’:

R% es hidrégeno, hidroxilo, -O-trialquilsililo o alquilo, alcoxilo o alquenilo, opcionalmente sustituido con de
uno a tres restos haldégeno, hidroxilo, ciano o -NR'R”;

R% y R* estan ausentes cuando ¢ es un doble enlace, o son cada uno independientemente hidrégeno,
hidroxilo, halégeno, alcoxilo o alquilo opcionalmente sustituido con de uno a tres restos hidroxilo o halégeno
cuando c es un enlace sencillo; y

R®, R®, R* R% Ry R¥ son cada uno, independientemente, hidrégeno, hidroxilo, halégeno, alcoxilo o
alquilo opcionalmente sustituido con de uno a tres restos hidroxilo o halégeno, o dos cualesquiera de R®,
R™ y R pueden unirse para formar un anillo carbociclico de 3-7 miembros y sus sales farmacéuticamente
aceptables.

Composicion farmacéutica para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en la que el
compuesto de vitamina D es 1,25-dihidroxivitamina D3; 1,25-dihidroxi-16-en-23-in-colecalciferol; 1a-
hidroxivitamina D3; 1a,24-dihidroxivitamina D3 o MC 903.

Composicion farmacéutica para su uso segun la reivindicacion 10, en la que el compuesto de vitamina D es
1,25-dihidroxivitamina D3.

Composicion farmacéutica para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-11, en la que el

compuesto de vitamina D esta en una concentracién de 0,1, 0,2, 0,5, 1,0, 2, 3, 5, 10, 20, 30, 50, 75, 100,
150, 200 6 400 pg/ml.
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Figura 20A
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Figura 22B
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Figura 22C
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Figura 31
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Figura 35
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