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VITAMINA D3 Y ANALOGOS DE LA MISMA PARA ALIVIAR EFECTOS

SECUNDARIOS ASOCIADOS CON LA QUIMIOTERAPIA

Solicitudes relacionadas

La presente solicitud reivindica la prioridad de la
Solicitud de Patente provisional estadounidense No.
61/147,549, presentada el 27 de enero de 2009 y la
Solicitud de Patente provisional estadounidense No.
61/239,003, presentada el 1° de septiembre de 2009. El
contenido de cada una de las solicitudes precedentes se
incorpora a la presente a modo de referencia en su

totalidad.

Campo técnico

La presente descripcién establece el uso de
compuestos de vitamina D, como vitamina D3 y andlogos de 1la
misma, con actividad calcémica y no calcémica,
administrados en wuna forma farmacéuticamente aceptable
antes de la administracién de farmacos antineoplasicos para

tratar tumores sélidos y/o leucemia.

Antecedentes de la invencidn

Constantemente se crean y prueban composiciones para

-1-
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tratar el céancer. Por ejemplo, los andlogos de vitamina D3
surgieron en el campo del tratamiento contra el cdncer como
potentes diferenciadores celulares. Uno de 1los mas
utilizados vy estudiados, 1,25 (CH) ,D3 (calcitriol), ha
demostrado inducir la diferenciacién solo y en combinacién
con factores de estimulacién de colonias en trastornos
mielodisplasicos (MDS). De hecho, se ha desarrollado un
método para tratar MDS con 1,25(0OH),D3 administrando dosis

de pulso alto para evitar la hipercalcemia, el efecto

secundario més significativo de este andlogo.

Un problema de los tratamientos contra el céncer son
los efectos secundarios que acompafian la mayoria de los
tratamientos disponibles. Especificamente, las
quimioterapias citotdxicas se administran de forma
sistémica para eliminar las células cancerosas debido a su
tasa proliferativa inusualmente elevada. No obstante, tales
regimenes no pueden distinguir entre células normales en su
etapa proliferativa y, por lo tanto, todas las células en
etapa de crecimiento activo constituyen.una diana para los
agentes quimioterapéuticos. Como consecuencia, las terapias
antineoplasicas ocasionan, de manera inevitable, efectos
secundarios graves como mielosupresidén inducida por la
quimioterapia (CIM), que induce anemia, trombocitopenia vy
neutropenia, las cuales llevan a fatiga, mayor hemorragia y

un mayor riesgo de infecciones graves.

-0
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Por consiguiente, resulta deseable proporcionar
métodos para disminuir y/o aliviar los efectos secundarios
de agentes quimioterapéuticos que padecen los sujetos en

tratamiento quimioterapéutico.

Breve descripcidn de la invencidén

La presente invencién proporciona métodos para
proteger células madre pluripotentes y células estromales
que producen factor de crecimiento de la toxicidad
secundaria debido a la administracién de quimioterapia. En
algunas modalidades, los compuestos de vitamina D, como
vitamina D3 y/o sus andlogos o metabolitos, incluyendo, a
modo no taxativo, calcitriol (1,25(0OH),D3), se pueden usar
para modular los progenitores de médula 6sea y las células
estromales antes de la administracidn de agentes

antineopléasicos.

En algunas modalidades, los compuestos de vitamina D
de la invencidén (por ej., vitamina D3 y/o sus andlogos o
metabolitos) se pueden administrar de forma tal de evitar
la hipercalcemia o 1la interferencia «con tratamientos

antineoplasicos.

En otras modalidades, 1las células mieloides de un

-3
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paciente se pueden analizar antes de la administracidén del
compuesto de vitamina D objeto de la presente (por ej.,
vitamina D3 y/o sus andlogos o metabolitos) para determinar
la dosis &éptima para la proteccidn, sin provocar un efecto

hipercalcémico.

En aun otras modalidades, la invencidén proporciona
métodos para prevenir o disminuir la mielosupresién
inducida por la quimioterapia en un sujeto que se trata con
un agente quimioterapéutico que induce la mielosupresién,
administrando al sujeto una cantidad eficaz de un compuesto
de wvitamina D o wuna sal, un profdrmaco o un solvato

farmacéuticamente aceptables del mismo.

En otras modalidades, la invencidn proporciona
métodos para prevenir o disminuir el riesgo de trastornos
inducidos por la mielosupresidén en un sujeto que se trata
con un agente quimioterapéutico que induce la
mielosupresidén, administrando al sujeto una cantidad eficaz
de un compuesto de vitamina D o una sal, un profdrmaco o un

solvato farmacéuticamente aceptables del mismo.

En algunas modalidades, la invencidén proporciona
métodos para prevenir el agotamiento de neutréfilos en un
sujeto que se trata con un agente quimioterapéutico,

administrando al sujeto una cantidad eficaz de un compuesto

-4 -
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de wvitamina D o una sal, un profdrmaco o un solvato

farmacéuticamente aceptables del mismo.

Breve descripcidn de los dibujos

A continuacidén en la presente se describiré&n diversas
modalidades de la presente descripcién con referencia a las

figuras donde:

La Figura 1A es una microfotografia de una colonia de

células madre sin tratar que se utilizé como referencia.

La Figura 1B es una microfotografia de una colonia de

células madre tratadas solamente con 1,25 (OH),D3.

La Figura 1C es una microfotografia de una colonia de
células madre tratadas con 1,25(0CH),D3 junto con

4-hidroxiperoxicilofosfamida (4-HC).

La Figura 2 es una grafica que mide la viabilidad de
células mieloides mediante exclusidén con azul de triptano

luego de la exposicidén a diversas dosis de 1,25 (0H),D3.

Las Figuras 3(a)-(c) proporcionan graficas que

comparan los conteos absoluto de neutrdéfilos de ratas

-5-
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tratadas con un primer ciclo de (a) ciclofosfamida vy
vehiculo (0) o «ciclofosfamida y <calcitriol (e); (b)
ciclofosfamida mas doxorubicina (o) y  vehiculo o
ciclofosfamida wmés doxorubicina y calcitriol (e) vy (c)
ciclofosfamida, doxorubicina y paclitaxel y vehiculo (o) o

ciclofosfamida, doxorubicina y paclitaxel y calcitriol (e).

Las Figuras 4(a)-(c) proporcionan cuadros que
comparan la cantidad de colonias obtenidas a partir de
cultivos de médula 6sea en el dia 22, durante el primer
ciclo de trétamiento de ratas con (a) control,
ciclofosfamida y wvehiculo o ciclofosfamida y calcitriol;
(b) control, ciclofosfamida més doxorubicina y vehiculo o
ciclofosfamida méas doxorubicina y calcitriol y (c¢) control,
ciclofosfamida, doxorubicina y paclitaxel y vehiculo o

ciclofosfamida, doxorubicina y paclitaxel y calcitriol.

Las Figuras 5(a)-(c) proporcionan  cuadros que
comparan la cantidad de colonias obtenidas a partir de
cultivos de médula o6sea en el dia 25, durante el primer
ciclo de tratamiento de ratas con (a) control,
ciclofosfamida y vehiculo o ciclofosfamida y calcitriol;
(b) control, ciclofosfamida méds doxorubicina y vehiculo o
ciclofosfamida mé&s doxorubicina y calcitriol y (c¢) control,
ciclofosfamida, doxorubicina y paclitaxel y vehiculo o

ciclofosfamida, doxorubicina y paclitaxel y calcitriol.

-6-
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Las Figuras 6(a)-(c) proporcionan cuadros Jue
comparan la cantidad de colonias obtenidas a partir de
cultivos de médula &sea en el dia 32, durante el primer
ciclo de tratamiento de ratas con (a) control,
ciclofosfamida y vehiculo o ciclofosfamida y calcitriol;
(b) control, ciclofosfamida mas doxorubicina y vehiculo o
ciclofosfamida méds doxorubicina y calcitriol y (c¢) control,
ciclofosfamida, doxorubicina y paclitaxel y vehiculo o

ciclofosfamida, doxorubicina y paclitaxel y calcitriol.

Las Figuras 7(a)-(c) proporcionan graficas que
comparan los conteos absolutos de neutréfilos de ratas
tratadas con un segundo ciclo de (a) ciclofosfamida vy
vehiculo (0) o ciclofosfamida y calcitriol (e); (b)
ciclofosfamida mas doxorubicina (o) y  vehiculo o
ciclofosfamida mas doxorubicina y calcitriol (e) y (c)
ciclofosfamida, doxorubicina y paclitaxel y vehiculo (o) o

ciclofosfamida, doxorubicina y paclitaxel y calcitriol (e).

Las Figuras 8(a)-(c) proporcionan cuadros que
comparan la cantidad de colonias obtenidas a partir de
cultivos de médula &sea en el dia 49, durante el segundo
ciclo de tratamiento de ratas con (a) control,
ciclofosfamida y wvehiculo o ciclofosfamida y calcitriol;

(b) control, ciclofosfamida més doxorubicina y vehiculo o

-7 -
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ciclofosfamida mis doxorubicina y calcitriol y (c) control,
ciclofosfamida, doxorubicina y paclitaxel y vehiculo o

ciclofosfamida, doxorubicina y paclitaxel y calcitriol.

Las Figuras 9(a)-(c) proporcionan cuadros gue
comparan la cantidad de colonias obtenidas a partir de
cultivos de médula 6sea en el dia 52, durante el segundo
ciclo de tratamiento de ratas con (a) control,
ciclofosfamida y vehiculo o ciclofosfamida vy calcitrioi;
(b) control, ciclofosfamida més doxorubicina y vehiculo o
ciclofosfamida méds doxorubicina y calcitriol y (c) control,
ciclofosfamida, doxorubicina y paclitaxel y vehiculo o

ciclofosfamida, doxorubicina y paclitaxel y calcitriol.

Las Figuras 10(a)-(c) proporcionan cuadros que
comparan la cantidad de colonias obtenidas a partir de
cultivos de médula ésea en el dia 60, durante el segundo
ciclo de tratamiento de ratas con (a) control,
ciclofosfamida y vehiculo o ciclofosfamida y calcitriol;
(b) control, ciclofosfamida més doxorubicina y vehiculo o
ciclofosfamida méas doxorubicina y calcitriol y (c) control,
ciclofosfamida, doxorubicina y paclitaxel y vehiculo o

ciclofosfamida, doxorubicina y paclitaxel y calcitriol.

Descripcidn detallada de la invencidn

ME1 12140932v.1
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Las células diferenciadas no son susceptibles de
quimioterapia por motivos que no estdn completamente
elucidados. Por lo tanto, el mantener un equilibrio entre
la cantidad minima de progenitores necesarios para
conservar la vida y la necesidad de erradicar las células
malignas a menudo dependen de que el grupo progenitor del
paciente pueda soportar el ataque téxico de la
quimioterapia y luego volver a poblar la médula &sea y
permitir que los progenitores sean movilizados por
diferentes factores de crecimiento. Mantener dicho
equilibrio es un desafio que enfrentan la mayoria de los
oncdlogos y tiene un impacto en el enfoque terapéutico
utilizado que 1lleva, por ejemplo, a menores dosis de
quimioterapia, menos ciclos y el uso de terapias
coadyuvantes que pueden tener un impacto negativo en el

resultado de supervivencia de un paciente.

Tal vez el ejemplo mds radical de este fendémeno sea
la extirpacidén de médula 6ésea, un tratamiento necesario
para algunos tipos de leucemia. La extirpacién de médula
bsea tiene tasas de mortalidad alarmantemente elevadas, en

su mayoria debido a efectos secundarios de CIM extrema.

Por consiguiente, un régimen que proteja las células
mieloproliferativas normales 1llevaria a disminuciones

considerables tanto en la mortalidad como en la morbilidad

-9.-
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en pacientes con diferentes formas de céncer. A la fecha,
los enfoques paliativos, como los protocolos de
quimioterapia modificados y el uso de diferentes factores
hematopoyéticos estédn a favor. Una de 1las principales
preocupaciones del uso de un agente protector para modular
células normales de la médula b&sea es que este puede
interferir con agentes antineoplésicos y, por lo tanto,
disminuir la posibilidad de remisién del cancer. Por
consiguiente, en la actualidad, la CIM se trata
empiricamente disminuyendo 1las dosis de Quimioterapia
cuando los conteos de leucocitos son criticos b
administrando factores de crecimiento como G-CSF vy
eritropoyetina (EPO) para contrarrestar la anemia inducida
por la quimioterapia. Por ejemplo, la neutropenia (una
disminucién en el conteo de neutrdéfilos por debajo de 0.5 x
10°/L) puede mejorarse con G-CSF sintético (factor de
estimulacidn de colonias-granulocitos, por ej.,
pegfilgrastim, filgrastim, lenograstim). Este enfoque ha

llevado a tiempos de mejora menos prolongados. No obstante,

_pueden tener una carga considerable de efectos secundarios

desagradables para los pacientes como fiebre, escalofrios y
dolor extenso de los huesos que, junto con otros efectos
secundarios de 1la terapia antineoplésica, 1llevan a una
desmejora de la calidad de vida, asi como a un costo social
oneroso debido al alto gasto de factores de estimulacién de

colonias recombinantes.

-10 -
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Por consiguiente, en un aspecto, la invencidn
proporciona métodos para prevenir o disminuir la
mielosupresién inducida por la quimioterapia en un sujeto
que se trata con un agente quimioterapéutico gque induce la
mielosupresidén, administrando al sujeto una cantidad eficaz
de un compuesto de vitamina D o una sal, un profarmaco o un
solvato farmacéuticamente aceptables del mismo. La
expresién “mielosupresidén inducida por 1la quimioterapia
(CIM)” incluye una disminucién de la cantidad de gldébulos
sanguineos (por ej;, glébulos rojos, gldébulos blancos, como
neutréfilos y/o plaquetas) que ocurre tras el tratamiento
de un sujeto con uno o més agentes guimioterapéuticos que
inducen la mielosupresidén. En una modalidad, la CIM causa
anemia (por ej., debido a la disminucién de la cantidad de
glébulos rojos). Los sintomas de la anemia incluyen, por
ejemplo, debilidad, fatiga, malestar, poca concentracién,
disnea, palpitaciones cardiacas, angina, palidez,
taquicardia y cardiomegalia. En otra modalidad, la CIM
causa neutropenia (por ej., debido a la disminucién de 1la
cantidad de neutréfilos). Los sintomas de neutropenia
incluyen, por ejemplo, un mayor riesgo de sepsis o
infeccidén grave, fiebre, dlceras bucales, diarrea y dolor
de garganta. En aun otra modalidad, la CIM causa
trombocitopenia (por ej., debido a la disminucién de 1la

cantidad de plaquetas). Los sintomas de trombocitopenia
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incluyen, por ejemplo, un mayor riesgo de hemorragias,

plrpura, hemorragias nasales y encias sangrantes.

La expresidén ‘“prevenir 1la CIM” incluye detener o

suprimir la CIM o uno o mds sintomas asociados con la CIM.

Las expresiones “disminucidn”, “disminuir” y
“disminuyendo” incluyen la reduccién, el alivio o la mejora
completa de la CIM o de uno o mds sintomas asociados con la

CIM.

El término “sujeto” incluye mamiferos, por ej.,
gatos, perros, caballos, cerdos, vacas, ovejas, roedores
(por ej., ratas, —ratones), <conejos, ardillas, osos,
primates (por ej., chimpancés, gorilas y humanos)
susceptibles de padecer CIM. En una modalidad, el sujeto es
una rata. En otras modalidades, el sujeto es un mamifero
modificado genéticamente. En aun otra modalidad, el sujeto

es un humano.

La expresidén ‘“agente quimioterapéutico” incluye
agentes antineoplésicos (por ej., compuestos quimicos que
inhiben el crecimiento de wuna masa tisular anormal)
utilizados para tratar el céncer, antibiéticos u otros
agentes quimioterapéuticos citostédticos (por ej., que

tratan esclerosis maltiple, dermatomiositis, polimiositis,
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lupus, artritis reumatoide y la eliminacién de rechazos de
transplantes). En una modalidad, el agente
quimioterapéutico incluye los agentes que inducen la CIM.
Los ejemplos de agentes quimioterapéuticos incluyen, por
ejemplo, agentes alquilantes (por ej., cisplatino,

carboplatino, oxaliplatino, mecloretamina, ciclofosfamida,

clorambucilo o ifosfamida), antimetabolitos (por ej.,
purina, por ejemplo, azatioprina, mercaptopurina o
pirimidina), alcaloides de plantas (por ej., alcaloides de

la wvinca como wvincristina, vinblastina, vinorelbina vy

vindesina), taxanos (por ej., paclitaxel y docetaxel),
podofilotoxinas (por ej., etoposida y teniposida),
inhibidores de topoisomerasa (por ej., amsacrina) vy
antibidticos antitumorales (por ej., dactinomicina,
doxorubicina, epirubicina y Dbleomicina). En algunas
modalidades, los agentes quimioterapéuticos incluyen

doxorubicina, paclitaxel vy/o ciclofosfamida y cualquier

combinacién de los mismos.

En una modalidad, el agente quimioterapéutico es un
agente especifico del ciclo celular. La expresién “agente
especifico del ciclo celular” incluye agentes
quimioterapéuticos que se dirigen a ciclos especificos de
crecimiento celular. En otra modalidad, el agente
quimioterapéutico es un agente no especifico del ciclo

celular. La expresién ‘“agente no especifico del ciclo
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celular” incluye agentes quimioterapéuticos que se dirigen
a cualquiera o a todos los ciclos de crecimiento celular.
Los ejemplos de agentes no especificos del ciclo celular

incluyen, por ejemplo, agentes alquilantes como mostazas

nitrogenadas (por ej., ciclofosfamida, mecloretamina,
uramustina, melfaléan, cloramubucilo e ifosfamida)
nitrosoureas (por ej., carmustina, lomustina vy

estreptozocina) y sulfonatos de alquilo (por ej.,
busulfan); agentes tipo alquilantes, como cisplatino,
carboplatino, nedaplatino, oxaplatino, satraplatino vy

tetranitrato de triplatino o procrabazina y altretamina.

En algunas modalidades, el sujeto se trata con una
combinacién de agentes quimioterapéuticos (por ej., mas de
un agente quimioterapéutico) . Por consiguiente, la
combinacién de agentes quimioterapéuticos puede incluir
agentes especificos del ciclo celular, agentes no
especificos del ciclo celular o una combinacién de 1los

mismos.

La expresidén “tratar con un agente quimioterapéutico”
incluye administrar a un sujeto uno o mas agentes

guimioterapéuticos de una forma apropiada para tratar la

afeccién para la cual se administra el agente
quimioterapéutico (por ej., cancer).
-14 -
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En otras modalidades, la invencidn proporciona
métodos para disminuir el riesgo o prevenir trastornos
inducidos por la mielosupresidén en un sujeto que se trata
con un agente quimioterapéutico que induce la
mielosupresidén, administrando al sujeto una cantidad eficaz
de un compuesto de vitamina D o una sal, un profdrmaco o un

solvato farmacéuticamente aceptables del mismo.

La expresidn “trastornos inducidos por la
mielosupresidén” incluye los trastornos vy los‘sintomas de
los trastornosb que ocurren como resultado de la
mielosupresién inducida por la quimioterapia. Los ejemplos
de trastornos inducidos por la mielosupresién incluyen
anemia inducida por la mielosupresidén (que incluye sintomas
como, por ejemplo, debilidad, fatiga, malestar, baja
concentracidén, disnea, palpitaciones cardiacas, angina,
palidez, taquicardia y cardiomegalia), neutropenia inducida
por la mielosupresidén (que incluye sintomas como, por
ejemplo, un mayor riesgo de sepsis o infeccidén grave,
fiebre, dUlceras bucales, diarrea y dolor de garganta) o
trombocitopenia inducida por la mielosupresién (que incluye
sintomas como, por ejemplo, un mayor riesgo de hemorragia,

plirpura, hemorragias nasales y encias sangrantes).

En una modalidad, el trastorno inducido por 1la

mielosupresidn es neutropenia inducida por la
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mielosupresidén. En aun otras modalidades, el trastorno
inducido por la mielosupresién es infeccién inducida por la
mielosupresién, fiebre inducida por 1la mielosupresidn,
Glceras bucales inducidas por la mielosupresién, diarrea
inducida por la mielosupresién y dolor de garganta inducido
por la mielosupresidén. La expresién “infeccién inducida por
la mieloSupresién" incluye infecciones (por ej., sepsis)
que ocurren como resultado de la mielosupresién inducida
por la quimioterapia y/o la neutropenia inducida por la

quimioterapia.

En algunas modalidades, 1la invencién proporciona
métodos para prevenir el agotamiento de neutréfilos en un
sujeto que se trata con un agente quimioterapéutico
administrando al sujeto una cantidad eficaz de un compuesto
de wvitamina D o una sal, .un profarmaco o un solvato

farmacéuticamente aceptables del mismo.

La expresidén “prevenir el agotamiento de neutréfilos”
incluye detener o suprimir la pérdida de neutréfilos en un
sujeto que puede ocurrir como resultado de tratar al sujeto
con un agente quimioterapéutico. En algunas modalidades,
los métodos de 1la invencidén evitan el agotamiento de
neutréfilos en al menos alrededor del 5%, alrededor del
10%, alrededor del 15%, alrededor del 20%, alrededor del

25%, alrededor del 30%, alrededor del 35%, alrededor del
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40%, alrededor del 45%, alrededor del 50%, alrededor del
55%, alrededor del 60%, alrededor del 65%, alrededor del
70%, alrededor del 75%, alrededor del 80%, alrededor del
85%, alrededor del 90%, alrededor del 95% o alrededor del

100%.

Las expresiones T"administrar", "administrando" vy
"administracién" incluyen proporcionar una o mas dosis del
compuesto de vitamina D en una cantidad eficaz para
prevenir o disminuir la CIM. Los expertos en la técnica
pueden determinar las tasas de administracién &ptimas para
un protocolo de administracién dado del compuesto de
vitamina D usando pruebas convencionales de determinacidn
de la dosificacidn realizadas con respecto a los compuestos
especificos utilizados, las composiciones particulares
formuladas, el modo de aplicacidén, el sitio particular de

administracién y similares.

En una modalidad, el compuesto de vitamina D se
administra en una dosis pulsada. La expresién “dosis
pulsada” incluye la administracién de wuna dosis de un
compuesto de vitamina D administrado repetidamente durante

un breve periodo de tiempo.

En algunas modalidades, 1la dosis de compuesto de

vitamina D administrada al sujeto es de entre alrededor de
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0.1 pg/m® y alrededor de 300 ug/m?, entre alrededor de 1
pg/m® y 280 ug/m?, entre alrededor de 25 pg/m?® y alrededor
de 260 pg/m®’. En otras modalidades, la dosis de compuesto
de vitamina D administrada al sujeto se encuentra entre

alrededor de 10 pg/kg y alrededor de 200 ug/kg.

En una modalidad, el compuesto de wvitamina D se
administra antes de la administracidn del agente
quimioterapéutico. El compuesto de vitamina D se puede
administrar alrededor de 5 minutos, alrededor de 10
minutos, alrededor de 20'minutos, alrededor de 30 minutos,
alrededor de 45 minutos, alrededor de'una hora, alrededor
de 2 horas, alrededor de 3 horas, alrededor de 4 horas,
alrededor de 5 horas, alrededor de 6 horas, alrededor de 7
horas, alrededor de 8 horas, alrededor de 9 horas,
alrededor de 10 horas, alrededor de 11 horas, alrededor de
12 horas, alrededor de 13 horas, alrededor de 14 horas,
alrededor de 15 horas, alrededor de 16 horas, alrededor de
17 horas, alrededor de 18 horas, alrededor de 19 horas,
alrededor de 20 horas, alrededor de 21 horas, alrededor de
22 horas, alrededor de 23 horas, alrededor de 24 horas,

alrededor de 36 horas, alrededor de 48 horas, alrededor de

60 horas, alrededor de 72 horas, alrededor de 84 horas o

alrededor de 96 horas antes de la administracidn del agente

guimioterapéutico.
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En otras modalidades, el compuesto de vitamina D se
administra sustancialmente en el mismo momento que el
agente quimioterapéutico. Por ejemplo, el compuesto de
vitamina D se puede administrar conjuntamente con el agente
quimioterapéutico, el compuesto de vitamina D se puede
administrar en primer lugar y estar seguido inmediatamente
por la administracién del agente quimioterapéutico o el
agente quimioterapéutico se puede administrar en primer
lugar y estar seguido inmediatamente por la administracién

del compuesto de vitamina D.

En una modalidad, el compuesto de vitamina D se
administra después de la administracién del agente
quimioterapéutico. El1 compuesto de vitamina D se puede
administrar alrededor de 5 minutos, alrededor de 10
minutos, alrededor de 20 minutos, alrededor de 30 minutos,
alrededor de 45 minutos, alrededor de una hora, alrededor
de 2 horas, alrededor de 3 horas, alrededor de 4 horas,
alrededor de 5 horas, alrededor de 6 horas, alrededor de 7
horas, alrededor de 8  Thoras, alrededor de 9  horas,
alrededor de 10 horas, alrededor de 11 horas, alrededor de
12 horas, alrededor de 13 horas, alrededor de 14 horas,
alrededor de 15 horas, alrededor de 16 horas, alrededor de
17 horas, alrededor de 18 horas, alrededor de 19 horas,
alrededor de 20 horas, alrededor de 21 horas, alrededor de

22 horas, alrededor de 23 horas o alrededor de 24 horas
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después de la administracién del agente quimioterapéutico.

En algunas modalidades, la administracién del
compuesto de vitamina D no aumenta de forma considerable
los niveles de calcio en el sujeto. En otra modalidad, la
administracién del compuesto de vitamina D no induce la
hipercalcemia (por ej., demasiado calcio o calcio

anormalmente elevado en sangre).

En otras modalidades, el compuesto de vitamina D se
administra de forma conjunta con un agente adicional gque
contrarresta la toxicidad inducida por la quimioterapia,
por ejemplo, efectos secundarios en la médula &sea como
anemia inducida por la quimioterapia. La expresién “anemia
inducida por la quimioterapia” incluye anemia (por ej., una
disminucién de la cantidad de glébulos rojos) que ocurre
como resultado de la administracién de un agente
quimioterapéutico. La expresién “un agente que contrarresta
la anemia inducida por 1la gquimioterapia” incluye los
agentes que tratan, previenen, disminuyen o mejoran la
anemia inducida por la quimioterapia o uno o mas sintomas
de la misma. En algunas modalidades, el agente adicional
que contrarresta la anemia inducida por la guimioterapia
incluye factores de crecimiento, por ejemplo, epoeﬁina
alfa, eritropoyetina (EPO) o factor de estimulacién de

colonias de granulocitos (G-CSF). Por ejemplo, el agente

-20-

MEI 12140932v.1

(



10

15

20

puede ser un factor de crecimiento, como G-CSF, GM-CSF,

PDGF, EGF o EPO.

La expresién “cantidad eficaz” del compuesto es la
cantidad necesaria o suficiente para prevenir o disminuir
la CIM o uno o més sintomas de CIM en un sujeto. La
cantidad eficaz puede variar, dependiendo de factores como
el tamafio y el peso del sujeto, el tipo de enfermedad, etc.
El experto en 1la técnica podria estudiar los factores
antemencionados y realizar la determinacién con respecto a
la cantidad eficaz de compuesto de ~vitamina D sin

experimentacidén indebida.

En una modalidad, el compuesto de vitamina D estéa

representado por la Férmula (I):

donde

cada uno de a y b es, independientemente, un enlace

simple o doble

X es -CH, cuando a es un enlace doble o X  es
=21 -
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hidrégeno o un alquilo sustituido con hidroxilo cuando a es

un enlace simple,

R' es hidrégeno, hidroxilo, alcoxilo, trialquil-
sililo o un alqguilo sustituide o no sustituido,
independientemente sustituidos con uno a tres restos de

-NR'R”; halégeno; hidroxilo o ciang.

R’ es hidrdgeno, hidroxile, -O-trialquil-sililo o un
alquilo, alcoxilo o alquenilo sustituido o no sustituido,
independientemente sustituidos con uno a tres restos de

-NR’'R”, haldégeno, hidroxilo o ciano.

R’ estd ausente cuando b es un enlace doble o R? es
hidrégeno, hidroxilo o alquilo o R® y R!' junto con 1los
dtomos de carbono a los que estdn unidos se pueden unir
para formar un anillo carbociclico de 5 a 7 miembros cuando

b es un enlace simple,

R* es hidrégeno, haldgeno o hidroxilo,
R> estid ausente cuando a es un enlace doble o R® es
hidrégeno, haldégeno o hidroxilo cuando a es un enlace

simple,

R® es un alquilo, alquenilo, alquinilo, cicloalquilo,

heterociclilo, alquil-0O-alquilo, algquil-COj-alquilo

-0
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sustituidos o no sustituidos, independientemente
sustituidos con uno a cinco restos de -NR’R”, hidroxilo,

oxo, halégeno, alcoxilo, arilo, heteroarilo, ciano o nitro.

R’ es un alquilo sustituido o no sustituido,
independientemente sustituido con uno a tres restos de
-NR’R”, hidroxilo, haldégeno, alcoxilo, arilo, heteroarilo,

ciano o nitro y

cada uno de R’ y R” son, independientemente,

hidrégeno, hidroxilo, haldgeno, algquilo C,;.; o alcoxilo C;.;.

En algunas modalidades, R' es hidroxilo, R? es
hidroxilo, a es un enlace doble, R°> estd ausente, X es
-CH,, b es un enlace doble, R® y R®* estdn ausentes, R° es
alquilo (por ej., metilo), R’ es alquilo (por ej., un
alquilo Cs sustituido o no sustituido, por ejemplo, un
alquilo Cs sustituido con hidroxilo o wun alquilo Cs

sustituido con cicloalguilo).

En algunas modalidades, el compuesto de vitamina D

estd representado por la Férmula (II):

-23-
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¢ es un enlace simple o doble,

R es hidrégeno, trialquil-sililo o un alquilo
sustituido o no sustituido, independientemente sustituidos
con uno a tres restos de -NR'R”, haldgeno, hidroxilo o

clano.

R%? es hidrégeno, hidroxilo, -0O-trialquil-sililo o un
alquilo, alcoxilo o alquenilo sustituidos o no sustituidos,
independientemente sustituidos con uno a tres restos de

-NR’'R”, haldgeno, hidroxilo o ciano.

R’® y R*® estdn ausentes cuando c es un enlace doble o
cada uno es, independientemente, hidrégeno, hidroxilo,
halégeno, alcoxilo o un alquilo sustituido o no sustituido,
independientemente sustituidos con uno a tres restos de

hidroxilo o halbégeno cuando ¢ es un enlace simple.

-24 -
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Cada uno de R®, R*™, R%®, R%, R y R% eg,
independientemente, hidrégeno, hidroxilo, halégeno,
alecoxilo o un alquiloe sustituidc o no sgustituido,
independientemente sustituidos con uno a tres restos de
hidroxilo o halégeno o dos cualesquiera de R®®*, R’ y R®?
pueden estar unidos para formar un anillo carbociclico de 3

a 7 miembros.

En un ejemplo de modalidad, el compuesto esté
representado por la Férmula (II), donde cada uno de R, R?*

y R** es hidrégeno.

En otro ejemplo de modalidad, el compuesto estéa
representado por la Férmula (II), donde ¢ representa un

enlace simple.

En aun otro ejemplo de modalidad, el compuesto estéa
representado por la Férmula (II), donde R*® y R® gson ambos

metilo.

En una modalidad, el compuesto estd representado por

la Férmula (II), donde R'® es hidrdégeno.

En otra modalidad, el compuesto estd representado por

la Férmula (II), donde R*® es hidroxilo.
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En otra modalidad, el compuesto estd representado por

la Férmula (II), donde R’® es hidroxilo.

En aun otra modalidad, el compuesto estd representado

por la Férmula (II), donde R es hidroxilo.

En algunas modalidades, el compuesto de vitamina D es

1,25-dihidroxivitamina D3 (1,25(0OH),D3 (también conocida

como calcitriol), 1,25-dihidroxi-16-eno-23-ino-
colecalciferol; la-hidroxivitamina D3; lo,24-
dihidroxivitamina D3 o MC 903 (por ej., calcipotriol).

Otros analogos, metabolitos, derivados y/o miméticos
adecuados de los compuestos de vitamina D incluyen, por
ejemplo, los descritos en las siguientes patentes, cada una
de las cuales se incorpora a la presente a modo de
referencia en su totalidad. Patentes estadounidenses Nos.
4,391,802 (derivados de 1a-hidroxivitamina D); 4,717,721
(derivados ae la-hidroxi con una cadena lateral 17 de mayor
longitud gque 1las cadenas laterales de <colesterol o
ergosterol); 4,851,401 (andlogos de ciclopentano-vitamina
D); 4,866,048 y 5,145,846 (andlogos de wvitamina D3 con
cadenas laterales de alquinilo, alquenilo y alcanilo);
5,120,722 (trihidrocalciferol); 5,547,947 (compuestos de
fluoro-colecalciferol); 5,446,035 (vitamina D sustituida

con metilo) ; 5,411,949 (23-oxa-derivados) ; 5,237,110

=26 -
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(compuestos de 19-nor-vitamina D) y 4,857,518 (derivados de
24-homo-vitamina D hidroxilada). Otros ejemplos adecuados
incluyen ROCALTROL (Laboratorios Roche) ; CALCIJEX
calcitriol inyectable; farmacos de investigacién de Leo
Pharmaceuticals, incluyendo EB 1089 (24a,26a,27a,trihomo-
22,24-dieno-1a,25- (OH),-D3, KH 1060 (20-epi-22-oxa-
24a,26a,27a-trihomola, 25-(0OH),-D3), MC 1288 (1,25-(OH),-
20-epi-D3) y MC 903 (calcipotriol, 1la,24s(OH),-22-eno-
26,27-deshidro-D3); féarmacos de Roche Pharmaceutical que
incluyen 1,25-(OH),-16-eno-D3, 1,25-(0H),-16-eno-23-ino-D3
y 25-(OH),-16-eno-23-ino-D3; 22-oxacalcitriol de Chugai
Pharmaceuticals (22-oxa-la,25-(0H),-D3; lo-(0OH)-D5 de 1la
University of Illinois y farmacos del Institute of Medical
Chemistry-Schering AG que incluyen ZK 161422 (20-metil-
1,25-(0H),-D3) y ZK 157202 (20-metil-23-eno-1,25-(0H),-D3);
lo- (OH) -D2; lo-(OH)-D3, 1o-(OH)-D4, 25-(0OH)-D2; 25-(OH)-D3
y 25-(OH)-D4. Los ejemplos adicionales incluyen lo,25-
(OH),;-26,27-d6-D3; lo,25- (0OH),-22-eno-D3; la,25-(0H),-D3;
la,25-(0H),-D2; 1la,25-(0OH),-D4; 1«,24,25-(0H),-D3; 1a,24,25-
(OH)3-D2; 1c,24,25-(0H)3-D4; lo- (OH) -25-FD3; lo- (OH) -25-
FD4; 1lo-(OH)-25-FD2; lo,24-(OH),-D4; lo,24-(OH),-D3; lo,24-
(OH) ,-D2; lo,24- (OH) ,-25-FD4; lo,24-(0OH),-25-FD3; lo,24-
(OH) ,-25-FD2; lo,25- (0H),-26,27-F6-22-eno-D3; lo,25(0H) ,-
26,27-F6-D3; lo,258- (OH),-26-F3-D3; lo,25-(0H),-24-F2-D3;
lo,258,26-(0OH),-22-eno-D3; la, 25R, 26- (0OH),-22-eno-D3;

lo,25-(0OH).-D2; 1lo,25-(0OH),-24-epi-D3; 1lo,25-(0H),-23-ino-
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D3; l«,25-(0OH),-24R-F-D3; 1lo,25S8,26-(0H),-D3; 1luo,24R- (OH),-
25F-D3; 1lo,25-(0H),-26,27-F6-23-ino-D3; 1la,25R- (OH),-26-F3-
D3; la,25,28-(0H);3-D2; lo,25-(0OH),-16-eno-23-ino-D3;
la,24R,25-(0OH);3-D3; 1o,25-(0H),-26,27-F6-23-eno-D3; 1o, 25R-
(OH) ;-22-eno-26-F3-D3; lo,258- (0OH),-22-eno-26-F3-D3;
lo,25R- (OH) ,-D3-26,26,26-d3; lo,25S8-(0OH),-D3-26,26,26-d3 v
lo,25R- (OH) ;-22-eno-D3-26,26,26-d3. Se pueden encontrar
ejemplos adicionales en 1la patente estadounidense No.
6,521,608, cuya descripcidn se incorpora en la presente en
su totalidad a modo de referencia. Véanse también las
patentes estadounidenses Nos. 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 vy 4,248,791,
cuyos contenidos se incorporan en la presente en su

totalidad a modo de referencia.

Aun otros compuestos que se pueden utilizar incluyen
miméticos de vitamina D como derivados de Dbis-arilo
descritos en la patente estadounidense No. 6,218,430 y la
publicacidén WO 2005/037755, cuyas descripciones se
incorporan en la presente en su totalidad a modo de
referencia. Se pueden encontrar ejemplos adicionales de
compuestos miméticos de wvitamina D no secosteroide
adecuados para la presente invencidén en las patentes
estadounidenses Nos. 6,831,106; 6,706,725; 6,689,922;
6,548,715; 6,288,249; 6,184,422, 6,017,907, 6,858,595 vy
6,358,939, cuyas descripciones se incorporan en la presente

en su totalidad a modo de referencia.
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Aun otros anélogos, metabolitos, derivados vy/o
miméticos adecuados de vitamina D3 que se pueden utilizar
incluyen los identificados en la Publicacién de Solicitud
de Patentes estadounidense No. 2006/0177374, cuya
descripcidén se incorpora en la presente en su totalidad a

modo de referencia.

La expresién “andlogo de vitamina D” incluye
compuestos similares a la vitamina D en estructura vy
funcién. En una modalidad, el andlogo de vitamina D es un
andlogo de la vitamina D3 (por ej., un compuesto similar a

la vitamina D3 en estructura y funcién).

La expresién “metabolito de vitamina D” incluye
compuestos intermedios y 1los productos implicados en el
metabolismo de 1la wvitamina D. En una modalidad, el
metabolito de vitamina D es un metabolito de la vitamina D3
(por ej., un compuesto que es un intermedio o producto

implicado en el metabolismo de la vitamina D3).

La expresidén “derivado de vitamina D” incluye un
compuesto que puede surgir de un compuesto progenitor (por
ej., vitamina D) mediante el remplazo de un &tomo con otro
dtomo o grupo de &tomos. En una modalidad, el derivado de

vitamina D es un derivado de la vitamina D3 (por ej., un
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compuesto que puede surgir de la vitamina D3 mediante el

remplazo de un atomo con otro atomo o grupo de &atomos) .

La expresién “mimético de la wvitamina D” incluye
compuestos que pueden imitar quimicamente a la vitamina D
en un proceso bioldgico. En una modalidad, el mimético de
vitamina D es un mimético de la vitamina D3 (por ej., un
compuesto que puede imitar quimicamente a la vitamina D3 en

un proceso bioldgico) .

Como se utiliza en la presente, el término "alquilo"
incluye un resto de hidrocarburo ramificado o no ramificado
(por ej., de cadena recta o lineal) completamente saturado
que comprende de 1 a 20 Atomos de carbono. Preferentemente,
el alquilo comprende de 1 a 7 &tomos de carbono y, méas
preferentemente, de 1 a 4 &atomos de carbono. Los ejemplos
representativos de restos de alquilo incluyen metilo,
etilo, propilo normal, iso-propilo, butilo normal, butilo
secundario, iso-butilo, butilo terciario, pentilo normal,
isopentilo, neopentilo, hexilo normal, 3-metilhexilo,

2,2-dimetilpentilo, 2,3-dimetilpentilo y heptilo normal.

El término “alquilo C;;” incluye hidrocarburos gque
tienen de uno a siete &tomos de carbono. Adicionalmente, el
término “alquilo” incluye tanto “alquilos Ci-7 no

sustituidos” como “alquilos C;.; sustituidos”. Los ejemplos
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representativos de sustituyentes para restos de alquilo C;_;
son hidroxi, haldégeno, c¢iano, nitro, cicloalquilo Cs_g,
alquenilo C;.;, alquinilo C,.;, alcoxi C;.;, alqueniloxi C,.,,
alquiniloxi C,.;, haldégeno o amino (incluyendo alquil-C;.4
amino, di-alquilC;.; amino, arilC¢.1, amino, di-arilCs.qo
amino) .

Como se utiliza en la presente, el término “alcoxi”
incluye alquil-O-, donde alquilo se definié anteriormente
en la presente. Ejemplos representativos de restos de
alcoxi incluyen, a modo no taxativo, metoxi, etoxi,
propoxi, 2-propoxi, butoxi, butoxi terciario, pentiloxi,
hexiloxi, ciclopropiloxi, ciclohexiloxi y similares.
Preferentemente, los grupos alcoxi tienen alrededor de 1 a
7, mas preferentemente, alrededor de 1 a 4 carbonos. E1
término alcoxi incluye alcoxi sustituido. Los ejemplos de
grupos alcoxi sustituidos incluyen grupos alcoxi
halogenados. Los ejemplos de grupos alcoxi sustituidos con
halégeno son fluorometoxi, difluorometoxi, trifluorometoxi,

clorometoxi, diclorometoxi y triclorometoxi.

El término “alcoxi C;.-;” incluye alquil-C,.,-0O-, donde
alquilo C;.; se definidé anteriormente. Adicionalmente, el
término alcoxi C;.; incluye tanto “alcoxi Ci., no sustituido”
como “alcoxi C;.; sustituido”. Los ejemplos representativos
de sustituyentes para restos de alcoxi C;-; incluyen, a modo

no taxativo, hidroxi, haldgeno, ciano, nitro, alguilo C;_,,
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cicloalquilo Ci;.g, alquenilo C,.;, alquinilo C;.,, alcoxi Ci.-,
alqueniloxi Cy_7, alguiniloxi Cy.q, halégeno o amino
(incluyendo alquil-C;_4 amino, di-alquil-C;_, amino,

aril-Ce.10 amino y di-aril-Ce.;0 amino) .

El término “alcoxialquilo” incluye grupos alquilo,
como se definid anteriormente, donde el grupo alquilo C;.,
estd sustituido con alcoxi Ci.;. Adicionalmente, el término

“alcoxialquilo” incluye tanto “alcoxialquilo no sustituido”

como “alcoxialquilo: sustituido”. Los ejemplos
representativos de sustituyentes para restos de
alcoxialquilo incluyen, a modo no taxativo, hidroxi,

haldégeno, ciano, nitro, alquilo C;.;, cicloalquilo Cs.g,
alquenilo C;.;, alquinilo C,.;, alcoxi Ci.;, alqueniloxi C,._;,
alquiniloxi C;.;, haldégeno o amino (incluyendo alquil-C;_-
amino, di-alquil-C;.; amino, aril-Ce.;, amino y di-aril-Ce.1o

amino) .

El término “algquenilo” incluye hidrocarburos
ramificados o no ramificados que tienen al menos un enlace
doble carbono-carbono. El1 término “alquenilo C,.;” hace
referencia a un hidrocarburo que tiene entre dos y siete
dtomos de carbono y que comprende al menos un enlace doble
carbono-carbono. Los ejemplos representativos de restos de
alquenilo incluyen, a modo no taxativo, vinilo, prop-1-

enilo, alilo, butenilo, isopropenilo o) isobutenilo.
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Adicionalmenfe, el término “alquenilo" incluye tanto
“alquenilos C;.; no sustituidos” como “alquenilos C,_,
sustituidos”. Los ejemplos representativos de sustituyentes
para restos de algquenilo C;q incluyen, a modo no taxativo,
hidroxi, haldgeno, ciano, nitro, alquilo C;.,, cicloalquilo
Cs-g, alquenilo C,.;, alquinilo C,.;, alcoxi C;.;, alqueniloxi
Cz2.7, alquiniloxi C;.;, halégeno o amino (incluyendo alquil-
C;-7 amino, di—aléuil—cb7 amino, aril-Cg.;p amino y di-aril-

C6_10 amino) .

El término “alquinilo” incluye hidrocarburos
ramificados o no ramificados que tienen al menos un enlace
triple carbono-carbono. El1 término “alquinilo C,.,” hace
referencia a un hidrocarburo que tiene entre dos y siete
dtomos de carbono y que comprende al menos un enlace triple
carbono-carbono. Los ejemplos representativos de restos de
alquinilo C,.; incluyen, a modo no taxativo, etinilo, prop-
l1-inilo (propargilo), butinilo, isopropinilo o isobutinilo.
Adicionalmente, el término “*algquinilo” incluye tanto
“*alquinilos C,.; no sustituidos” como “alquinilos C,.
sustituidos”. Los ejemplos representativos de sustituyentes
para restos de alquinilo C,.; incluyen, a modo no taxativo,
hidroxi, halégeno, ciano, nitro, alquilo C;.;, cicloalquilo
Cs-g, alquenilo C,.;, alquinilo C;.;, alcoxi C;.;, alqueniloxi
Cz.7, alquiniloxi C,.;, haldégeno o amino (incluyendo alquil-

C;-7 amino, di-alquil-C;.; amino, aril-Cg.,0 amino, di-aril-Ce.
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10 amino y alquilo C;.; aril-Cg.,0 amino) .

Como se utiliza en la presente, el término
‘cicloalquilo” incluye grupos hidrocarburo monociclicos,
biciclicos o triciclicos saturados o no saturados de 3 a 12
dtomos de carbono, preferentemente 3 a 8 o 3 a 7 Atomos de
carbono. Los ejemplos de grupos de hidrocarburo
monociclicos inciuyen, por ejemplo, ciclopropilo,
ciclobutilo, ciclopentilo, ciclopentenilo, ciclohexilo y

ciclohexenilo. Los ejemplos de grupos de hidrocarburo

biciclicos incluyen, por ejemplo, bornilo, indilo,
hexahidroindilo, tetrahidronaftilo, decahidronaftilo,
biciclo[2.1.1]lhexilo, biciclo[2.2.1]lheptilo,

biciclo[2.2.1]heptenilo, 6,6-dimetilbiciclo[3.1.1]heptilo y
2,6,6-trimetilbiciclo[3.1.1]lheptilo, biciclo[2.2.2]octilo.
Los ejemplos de grupos de hidrocarburo triciclicos

incluyen, por ejemplo, adamantilo.

El término “cicloalquilo C;3;.3” incluye grupos de
hidrocarburo ciclicos con 3 a 8 A&tomos de carbono.
Adicionalmente, el término “cicloalquilo C;.g” incluye tanto
“cicloalquilo Ci;.3 no sustituido” como “cicloalquilo Cj.g
sustituido”. Los ejemplos representativos de sustituyentes
para restos de cicloalquilo Cizg incluyen, a modo no
taxativo, hidroxi, haldégeno, c¢iano, nitro, alquilo C;.-,

cicloalquilo Ci.g, alquenilo C,.;, algquinilo C,.;, alcoxi Ci.,,
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alqueniloxi Cs_7, alquiniloxi Cs.q, haldégeno o amino
(incluyendo alquil-C;.; amino, di-alquil-C,.; amino, aril-Cs.

10 amino y di-aril-C4..0 amino) .

El término “arilo” incluye grupos de hidrocarburo
aromatico monociclico o biciclico con 6 a 20 &tomos de
carbono en la porcién anular. Los ejemplos representativos
de restos de arilo incluyen, a modo no taxativo, fenilo,

naftilo, antracilo, fenantrilo o tetrahidronaftilo.

El término “arilo Cs-10" incluye grupos de
hidrocarburo aromédtico con 6 a 10 atomos de carbono en la
porcidén anular. Adicionalmente, el término arilo incluye
tanto “arilo no sustituido” como “arilo sustituido”. Los
ejemplos representativos de sustituyentes para restos de
arilo incluyen, a modo no taxativo, hidroxi, haldgeno,
ciano, nitro, alquilo Cj;.;, cicloalquilo C;.g, alquenilo C,_,,
alquinilo C;.;, alcoxi C;5, alqueniloxi C,,, alguiniloxi
Cy-.q, halégeno o amino (incluyendo alquil-C;.; amino,

di-alquil-C;.; amino, aril-Ce.i0 amino y di-aril-Cs.1, amino) .

El término “heterocarilo” incluye restos de
heterocarilo monociclico o biciclico que tienen de 5 a 10
miembros anulares seleccionados de &tomos de carbono y de 1
a 5 heteroadtomos seleccionados de O, N o S. Los ejemplos de

grupos heterocarilo incluyen, a modo no taxativo, tienilo,
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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-

© b5-isotiazolilo, 2-, 4- o 5-oxazolilo, 3-, 4- o 5-
isoxazolilo, 3- o 5-1,2,4-triazclilo, 4- o 5-1,2,3-
triazolilo, tetrazolilo, 2-, 3- o 4-piridilo, 3- o 4-

piridazinilo, 3-, 4- o 5-pirazinilo, 2-pirazinilo y 2-,4- o
5-pirimidinilo. Un grupo hetercarilo puede ser mono, bi,

tri o policiclico.

El término “heterocarilo” incluye adicionalmente
grupos donde un anillo heterocaromédtico estd fusionado con
uno o mas anillos arilo, cicloalifdtico o heterociclilo,
donde el radical o punto de unién estd en el anillo
heterocaromdtico o en el anillo de arilo fusionado. Los

ejemplos representativos de tales restos de heterocarilo

incluyen, a modo no taxétivo, indolilo, isoindolilo,
indazolilo, indolizinilo, purinilo, guinolizinilo,
qguinolinilo, isoquinolinilo, cinolinilo, ftalazinilo,
naftiridinilo, gquinazolinilo, quinaxalinilo,

fenantridinilo, fenatrolinilo, fenazinilo, fenotiazinilo,
fenoxazinilo, benzisoquinolinilo, tieno[2,3-b] furanilo,
furo[3,2-b]-piranilo, 5H-pirido[2,3-d] -c-oxazinilo, 1H-
pirazolo[4,3-d] -oxazolilo, 4H-imidazo[4,5-dltiazolilo,

pirazino[2,3-d]lpiridazinilo, imidazo[2,1-bltiazolilo,
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imidazo[1,2-b] [1,2,4]triazinilo, 7-benzo[bltienilo,
benzoxazolilo, benzimidazolilo, benzotiazolilo,
benzoxapinilo, benzoxazinilo, 1H-pirrolo[1l, 2-
b] [2]benzazapinilo, benzofurilo, benzotiofenilo,
benzotriazolilo, pirrolo[2,3-blpiridinilo, pirrolol[3, 2-
clpiridinilo, pirrolo[3,2-clpiridinilo, pirrolo[3,2-
blpiridinilo, imidazo[4,5-b]lpiridinilo, imidazo([4,5-
clpiridinilo, pirazolo([4,3-dlpiridinilo, pirazolo[4,3-
clpiridinilo, pirazolo[3,4-clpiridinilo, pirazolo[3,4-
d]l]piridinilo, pirazolo[3,4-blpiridinilo, imidazo[1,2-
alpiridinilo, pirazolo[1l,5-alpiridinilo, pirrolo([1l,2-
blpiridazinilo, imidazo[1l,2-c]lpirimidinilo, pirido([3,2-
d]lpirimidinilo, pirido[4,3-dlpirimidinilo, pirido[3,4-
dlpirimidinilo, pirido[2,3-d]lpirimidinilo, pirido[2,3-
blpirazinilo, pirido[3,4-blpirazinilo, pirimido[5,4-

dlpirimidinilo, pirazino[2,3-blpirazinilo o pirimido(4,5-
dlpirimidinilo. Adicionalmente, el término “heterocarilo”
incluye tanto “heterocarilo no sustituido” como “heterocarilo

sustituido”.

El anillo aromatico de un grupo “arilo” o
“heteroarilo” puede estar sustituido o no sustituido en una
0 mas posiciones anulares con sustituyentes que incluyen,
por ejemplo, haldgeno, hidroxi, ciano, nitro, alquilo C;.-,
cicloalquilo Ci;g, alquenilo C,.;, algquinilo C,.;, arilo Cs-10,

heteroarilo, heterociclilo, alcoxi C;.;, cicloalquiloxi C;_g,
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alqueniloxi Cs_7, alquiniloxi Cy_q, ariioxi Cs-10,
heterocariloxi, heterocicliloxi, arilalquiloxi,
heterocarilalquiloxi, heterociclilalquiloxi, cetonas
(incluyendo alquilcarbonilo C;.,, cicloalquilocarbonilo Cs.g,
algquenilocarbonilo C,.;, alquinilcarbonilo C,.;, aroilo Cs.io,
arilo C¢-10 alquilC,.; carbonilo, hetero-arilcarbonilo,
heterociclilcarbonilo), ésteres (incluyendo alcoxicarbonilo
Ci.7, cicloalquilCz;.g oxicarbonilo, arilCs.,;, oxicarbonilo,
heteroariloxicarbonilo, heterocicliloxicarbonilo, alquilCi-,
carboniloxi, cicloalquilC;. g carboniloxi, arilCs. 1o
carbohiloxi, heterocarilcarboniloxi,

heterociclilcarboniloxi), carbonatos (incluyendo alcoxiCi.;

carboniloxi, arilCe_1g oxicarboniloxi,
heterocariloxicarboniloxi), carbamatos (incluyendo alcoxiCi._,
carboxilamino, ariloxiCs.i9p carbonilamino, alqueniloxiC, -
carbonilamino, alquiniloxiC,.; carbonilamino, ariloxiCg.1g
carbonilamino, aminocarboniloxi, algquilC, 4

aminocarboniloxi, di-alquilC;.; aminocarboniloxi, arilCs-q1

aminocarboniloxi), carbamoilo (incluyendo alquilC;_4
aminoacarbonilo, di-alquilC;.4 aminocarbonilo, arilCs.q1o
aminocarbonilo, arilo Ces-10 alquilC;.+ aminocarbonilo,
alquenilC,.; aminocarbonilo), amido (incluyendo alquilC;_,

carbonilamino, alquilC;.; carbonilo alquilC;.; amino, arilCe.qg

carbonilamino, heteroarilcarbonilamino), arilo Cg.10 alquilo

Ci-7 , heterocaril-alquilo C;.;, heterociclo-alquilo C;.,,

amino (incluyendo alquilC;.; amino, di-alquilC;.; amino,
-39.
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arilCe.1o amino, di-arilCs.;p amino y alquilo Ci.; arilCs.io
amino), sulfonilo (incluyendo alquilC;.; sulfonilo, arilCe.io
sulfonilo, arilo Cs-10 alquilcC, - sufonilo,
hetercarilsulfonilo, alcoxiC;.4 sulfonilo, ariloxiCs_ 10
sulfonilo, hetercariloxisulfonilo, cicloalquilC; g
sulfonilo, heterociclilsulfonilo), sulfamoilo, sulfonamido,
fosfato, fosfonato, fosfinato, ticéter (incluyendo
alquilC;.; tio, arilCs.;p tio, heteroariltio), ureido, imino,
amidino, tiocarboxilo (incluyendo alquilC,., tiocarbonilo,
arilCe.10 tiocarbonilo), sulfinilo (incluyendo alquilC;_,
sulfinilo, arilCg.10 sulfinilo), carboxilo, donde cada uno
de los grupos de hidrocarburo antedichos puede estar
opcionalmente sustituido con uno o més grupos alquilo Ci.; ,
alquenilo C;.;, alquinilo C.;, cicloalgquilo C;.5, haldégeno,

hidroxi o alcoxi C;_-.

Como se usa en la presente, el término
“heterociclilo” o “heterociclo” incluye sistemas anulares o
anillos no aromdticos saturados o no saturados, sustituidos
o no sustituidos, por ej., un sistema anular de 4, 5, 6 o 7
miembros monociclico, de 7, 8, 9, 10, 11 o 12 miembros
biciclico o de 10, 11, 12, 13, 14 o 15 miembros triciclico,
que contiene al menos un heterodtomo seleccionado de O, S 0%
N, donde N y S también pueden estar opcionalmente oxidados
hasta wvarios estados de oxidacién. En una modalidad, un

resto de heterociclilo representa un anillo monociclico
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saturado que contiene de 5 a 7 4&tomos anulares y que
contiene opcionalmente un heteroatomo adicional
seleccionado de O, S o N. El grupo heterociclico puede
estar unido a un heterocdtomo o un &tomo de carbono. E1
heterociclilo puede incluir anillos fusionados o
puenteados, asi como anillos espirociclicos. Los ejemplos
de restos de heterociclilo 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 seglin se definié anteriormente en la
presente, sustituidos con 1, 2 o 3 sustituyentes como =0,
=S, haldégeno, hidroxi, ciano, nitro, alquilo, cicloalguilo,
alquenilo, alquinilo, arilo, heterocarilo, heterociclilo,

alcoxi, cicloalquiloxi, alqueniloxi, alquiniloxi, ariloxi,

heterocariloxi, heterocicliloxi, arilalquiloxi,

hetercarilalquiloxi, heterociclilalquiloxi, cetonas

(incluyendo alquilcarbonilo, cicloalquilcarbonilo,

algquenilcarbonilo, alquinilcarbonilo, aroilo,

arilalquilcarbonilo, heteroarilcarbonilo,
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heterociclilcarbonilo), ésteres (incluyendo

alcoxicarbonilo, cicloalquiloxicarbonilo, ariloxicarbonilo,
heterocariloxicarbonilo, heterocicliloxicarbonilo,

alquilcarboniloxi, cicloalquilcarboniloxi, arilcarboniloxi,

heterocarilcarboniloxi, heterociclilcarboniloxi), carbonatos
(incluyendo alcoxicarboniloxi, ariloxicarboniloxi,
heterocariloxicarboniloxi), carbamatos (incluyendo
alcoxicarboxilamino, ariloxicarbonilamino,
alqueniloxicarbonilamino, alquiniloxicarbonilamino,
ariloxicarbonilamino, aminocarboniloxi,
alguilaminocarboniloxi, dialquilaminocarboniloxi,
arilaminocarboniloxi), carbamoilo (incluyendo
alquilaminoacarbonilo, dialguilaminocarbonilo,
arilaminocarbonilo, arilaquilaminocarbonilo,
alquenilaminocarbonilo), amido (incluyendo
alquilcarbonilamino, alquilcarbonilalquilamino,
arilcarbonilamino, heteroarilcarbonilamino), arilalquilo,

heterocarilalquilo, heterociclilalquilo, amino (incluyendo

algquil-amino, dialguilamino, arilamino, diarilamino vy
alquilarilamino), sulfonilo (incluyendo alquilsulfonilo,
arilsulfonilo, arilalgquilsufonilo, heterocarilsulfonilo,

alcoxisulfonilo, ariloxisulfonilo, heterocariloxisulfonilo,

cicloaquilsulfonilo, heterociclilsulfonilo), sulfamoilo,

sulfonamido, fosfato, fosfonato, fosfinato, ticéter

(incluyendo alquiltio, ariltio, heteroariltio), ureido,

imino, amidino, tiocarboxilo (incluyendo
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alquiltiocarbonilo, ariltiocarbonilo), sulfinilo
(incluyendo alquilsulfinilo, arilsulfinilo), carboxilo,
donde cada uno de los grupos de hidrocarburo

antemencionados puede estar opcionalmente sustituido con
uno o mas grupos alquilo C;.;, alquenilo C,.;, alquinilo C,.,,

cicloalquilo Ci.g, haldgeno, hidroxi o alcoxi C;.;.

El término “heterociclilalquilo” es un alquilo C;.,
sustituido con heterociclilo. El término incluye restos de
heterociclilalquilo sustituido o no sustituido que pueden
estar sustituidos con uno o mas grupos alquilo Ci.-,
alquenilo C,.;, alquinilo C;.;, cicloalquilo Cs;.g, haldégeno,

hidroxi o alcoxi Ci.;.

El término “carbonilo” o “carboxi” incluye compuestos
y restos que contienen un carbono conectado con un enlace
doble a un atomo de oxigeno (C=0). El carbonilo puede estar
adicionalmente sustituido con cualquier resto que permita
que los compuestos de la invencidédn realicen su funcién
pretendida. Por ejemplo, los restos de carbonilo pueden
estar sustituidos con alquilos C;_ 4, alquenilos C,_q,
alquinilos C,.,, arilos Cg.1p, alcoxi C;.;, aminos, etc. Los
ejemplos de restos que contienen un carbonilo incluyen
aldehidos, cetonas, A&acidos carboxilicos, amidas, é&steres,

urea, anhidridos, etc.
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El término “hidroxi” o “hidroxilo” incluye grupos con

un -OH o -0O.

El término “haldégeno” incluye fluoro, bromo, cloro,

yodo, etc.

El término “perhalogenado” incluye restos donde todos

los hidrégenos estédn remplazados con atomos de haldgeno.

Los compuestos de vitamina D de la invencidén o sus
sales, solvatos o profarmacos farmacéuticamente aceptables
pueden contener uno o mds centros asimétricos y, por lo
tanto, pueden dar lugar a enantidmeros, diasteredmeros vy
otras formas estereoisoméricas que se pueden definir, en
cuanto a la estereoquimica absoluta, como (R)- o (S)- o
como (D)- o (L)- para los aminodcidos. La presente
invencién pretende incluir todos los isémeros posibles, asi
como sus formas racémicas y Opticamente puras. Los isdmeros
(+) v (), (R) y (8) o (D) y (L) oépticamente activos se
pueden preparar usando sintoneé quirales o reactivos
quirales o se pueden resolver usando técnicas
convencionales, como HPLC usando una columna quiral. Cuando
los compuestos descritos en la presente contengan enlaces
dobles olefinicos u otros centros de asimetria geométrica y
salvo que se indique lo contrario, se pretende que los

compuestos incluyan tanto el isdmero geométrico E como JZ.
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De la misma forma, también se pretende incluir todas las

formas tautoméricas.

La expresidn “estereoisémero” incluye compuestos
hechos con los mismos &tomos unidos mediante los mismos
enlaces, pero con diferentes estructuras tridimenéionales,
que no son intercambiables. La presente invencién contempla
diversos estereoisdmeros y mezclas de los mismos e incluye
“enantidmeros”, que hacen referencia a dos estereoisdmeros
cuyas moléculas son imAgenes especulares no superponibles

entre si.

La presente invencidén incluye todos los compuestos de
vitamina D marcados isotépicamente y farmacéuticamente
aceptables donde uno o mas &tomos estén remplazados con
dtomos que tengan el mismo nlmero atédmico, pero una masa
atémica o nimero de masa diferente a la masa atdémica o al
nimero de masa que se encuentra normalmente en la
naturaleza.

Los ejemplos de isétopos adecuados para su inclusién
en los compuestos de la invencidén comprenden isdtopos de

hidrégeno, como °H y *H, carbono, como *c, *¥c y *c, cloro,

123 125
I I

como °°Cl, fluoro, como *F, vyodo, como y

17
nitrégeno, como N y "N, oxigeno, como %0, 0 y o,
fésforo, como *?P y azufre, como °°S. La sustitucién con

isbétopos més pesados como deuterio, es decir, °H, puede
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proporcionar determinadas ventajas terapéuticas que son el
resultado de una mayor estabilidad metabélica, por ejemplo,
mayor semivida in vivo o menores requisitos de dosificacién
Y, por lo tanto, pueden ser preferidos en algunas
circunstancias. Los compuestos de vitamina D marcados
isotdpicamente se pueden preparar generalmente mediante
métodos convencionales conocidos por los expertos en la
técnica o mediante procesos andlogos a los descritos en las
secciones de Ejemplos y Preparaciones adjuntas, usando un
reactivo marcado isotdpicamente adecuado en lugar del

reactivo no marcado utilizado previamente.

Uno de los ejemplos de compuestos de vitamina D de la
invencién es 1,25(0H),D3, que se sintetiza principalmente a
partir de una cantidad de precursores, mediante los tudbulos
proximales de 1los rifiones. Otra fuente secundaria de
1,25(0H),D3 es a través de la conversidén de metabolitos
ménos activos por parte de la piel como respuesta a la luz
solar. 1,25(0OH),D3 es un secosteroide gque ha mostrado
regular el influjo y el eflujo de calcio en células, asi
como la movilizacidén de calcio al esqueleto.
Adicionalmente, 1,25 (CH),D3 tiene otras incidencias
celulares independientemente de la regulacién del calcio,
principalmente mediante la interaccién con el receptor de
vitamina D (VDR). El1 VDR es un receptor nuclear; no

obstante, también se lo puede encontrar en 1la regidn
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citoplasmica. El consenso es gque el VDR, un receptor
esteroide wubicado en el nficleo, interactia con otros

receptores como el receptor X retinoide.

Mientras que 1los efectos de 1,25(0H),D3 no se
comprenden por completo, se sabe que también ejerce una
funcidén no calcémica y tiene efectos gendmicos debido a su
afinidad con el dominio de unidén al ADN del VDR. El dominio
de unién al ADN del VDR regula la interaccién proteina-
proteina, asi como otros co-factores y la activacién del
dominio funcional. El dominio de unién al ligando (LBD) es
vital para la fosforilacién, un factor importante en 1la

actividad transcripcional del VDR.

El bajo peso molecular y las propiedades lipofilicas
de 1,25(0H),D3 aseguran su ingreso a la membrana celular y
su gran afinidad hacia el VDR lo lleva a unir el dominio de
unién al ligando del VDR. 1,25(0H),D3 recluta de forma
indirecta histona acetilasas, mediante lo cual abre la
cromatina. Por consiguiente, los genes diana del
co-activador son activados por co-activadores. Por otro
lado, sin wunién al LBD, el VDR también puede llevar a
reprimir la transcripcién mediada por las histonas
deacetilasas mediante la interaccidén con otras proteinas
represoras. La transcripcidn génica es mediada por los

elementos de respuesta del VDR, gue son secuencias
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especificas del ADN en las regiones promotoras de los

genes.

Ademas de las acciones gendémicas, 1,25 (0H),D3 también
regula el influjo y el eflujo de calcio y cloruro.
Adicionalmente, 1,25(0H),D3 regula las cinasas de proteina
activadas por mitdégenos (cinasas MAP), lo que lleva a una

rapida inhibicién proliferativa y diferenciacién celular.

El término ‘“profidrmaco” incluye compuestos que se
pueden convertir en condiciones fisiolégicas o mediante
solvdlisis en un compuesto bioldégicamente activo de 1la
invencidén. Por consiguiente, el término “profarmaco” hace
referencia a un precursor metabdlico de un compuesto
farmacéuticamente aceptable de la invencién. Un profdrmaco
puede estar inactivo cuando se administra a un sujeto que
lo necesita, pero se convierte in vivo en un compuesto
activo de 1la invencidén. Los profdrmacos tipicamente se
transforman in vivo con rapidez para proporcionar el
compuesto progenitor de la invencidén, por ejemplo, mediante
hidrélisis en la sangre o conversién en los intestinos o en
el higado. E1 compuesto de profadrmaco a menudo ofrece
ventajas de solubilidad, compatibilidad de tejidos o
liberacién retardada en un organismo mamifero (véase,
Bundgard, H., Design of Prodrugs (1985), pp. 7-9, 21-24

(Elsevier, Amsterdam)). Un informe sobre profarmacos se
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proporciona en Higuchi, T., et al., “Pro-drugs as Novel
Delivery Systems,” A.C.S. Symposium Series, tomo 14 y en
Bioreversible Carriers in Drug Design, ed. Edward B. Roche,
Anglican Pharmaceutical Association arid Pergamon Press,

1987.

La expresidén ‘“portador, diluyente o excipiente
farmacéuticamente aceptables” incluye, a modo no taxativo,
todo adyuvante, portador, excipiente, deslizante, agente
edulcorante, diluyente, conservante, tinte/colorante,
potenciador del sabor, tensioactivo, agente humectante,
agente de dispersidén, agente de suspensidn, estabilizante,
agente isotdénico, solvente o emulsionante aprobado por 1la
United States Food and Drug Administration [Administracidn
de Alimentos vy Medicamentos de Estados Unidos] como

aceptable para su uso en humanos o animales domésticos.

La expresidn "sal farmacéuticamente  aceptable"

incluye sales de adicidén de &cido y de base.

La expresidn "sal de adicidn de dcido
farmacéuticamente aceptable" incluye las sales que retienen
las propiedades y 1la eficacia biolégicas de 1las bases
libres, que no son indeseables desde el punto de vista
biolégico u otro y que estidn formadas con A&cidos

inorgénicos como, a modo no taxativo, &cido clorhidrico,
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- . .

acido bromhidrico, dcido sulfiarico, &cido nitrico, A&cido
fosférico y similares y &cidos orgdnicos como, a modo no
taxativo, &cido acético, &cido 2,2-diclorocacético, &cido
adipico, &cido alginico, &cido ascdédrbico, &acido aspértico,
acido bencenosulfénico, acido benzoico, acido
4 -acetamidobenzoico, adcido canférico, dcido canfor-10-
sulfénico, éqido cédprico, &cido caproico, &cido caprilico,
dcido carbdénico, A&cido c¢inémico, &cido citrico, é&cido
ciclamico, acido dodecilsulfirico, dcido etano-1,2-
disulfénico, adcido etanosulfénico, dcido
2-hidroxietanosulfénico, &cido férmico, &cido fuméarico,
dcido galactérico, &acido gentisico, &cido glucohepténico,
dcido glucdnico, &cido glucurdnico, &cido glutédmico, &cido
glutérico, &cido 2-oxo-glutdrico, &cido glicerofosfdédrico,
dcido glicdélico, &cido hiplrico, &cido isobutirico, &acido
lactico, &cido lactobidnico, &cido laurico, &acido maleico,

cido malico, &cido malénico, &cido mandélico, acido

an

metanosulfénico, acido micico, acido naftaleno-1,5-
disulfénico, Acido naftaleno-2-sulfénico, A&acido 1-hidroxi-
2-naftoico, &acido nicotinico, &cido oleico, &cido ordtico,

P . - ]

dcido oxdlico, é&acido palmitico, &cido pamoico, &cido
propidnico, &cido piroglutdmico, 4&cido pirtvico, &acido
salicilico, &cido 4-aminosalicilico, &cido sebécico, &acido
esteéarico, acido succinico, acido tartarico, acido

tiocianico, acido p-toluenosulfénico, acido

trifluoroacético, &cido undecilénico y similares.
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La expresidn “sal de adicidén de base
farmacéuticamente aceptable” incluye las sales que retienen
las propiedades y 1la eficacia biolégicas de los A&acidos
libres y que no son indeseables desde el punto de vista
biolégico u otro. Estas sales se preparan a partir de 1la
adicién de una base inorgdnica o una base orgénica al &cido
libre. Las sales derivadas de bases inorgénicas incluyen, a
modo no taxativo, las sales de sodio, potasio, 1litio,
amonio, calcio, magnesio, hierro, cinc, cobre, manganeso,
aluminio y similares. Las sales inorgénicas preferidas son
sales de amonio, sodio, potasio, calcio y magnesio. Las
sales derivadas de bases orgénicas incluyen, a modo no
taxativo, sales de aminas primarias, secundarias y
terciarias, aminas sustituidas, incluyendo aminas
sustituidas de origen natural, aminas ciclicas y resinas de
intercambio de iones b&sicas, como resinas de amoniaco,
isopropilamina, trimetilamina, dietilamina, trietilamina,
tripropilamina, dietanolamina, etanolamina, deanol,
2-dimetilaminoetanol, 2-dietilaminoetanol,

diciclohexilamina, 1lisina, arginina, histidina, cafeina,

procaina, hidrabamina, colina, betaina, benetamina,
benzatina, etilendiamina, glucosamina, metilglucamina,
teobromina, trietanolamina, trometamina, purinas,
piperazina, piperidina, N-etilpiperidina, poliamina vy

similares. Las bases orgdnicas particularmente preferidas
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son isopropilamina, dietilamina, etanolamina,

trimetilamina, diciclohexilamina, colina y cafeina.

A menudo las cristalizaciones producen un solvato del
compuesto de la invencidén (por ej., un compuesto de
vitamina D). Como se utiliza en la presente, el término
“solvato” incluye un agregado que comprende una © mAS
moléculas de un compuesto de la invencién con una o mas
moléculas de solvente. El solvente puede ser agua, en cuyo
caso el solvato puede ser un hidrato. De manera
alternativa, el solvente puede ser un solvente organico.
Por consiguiente, los compuestos de la presente invencién
pueden existir como un hidrato, incluyendo un monohidrato,
dihidrato, hemihidrato, sesquihidrato, trihidrato,
tetrahidrato y similares, asi como las formas solvatadas
correspondientes. El compuesto de la invencidén puede ser un
solvato verdadero mientras que, en otros casos, el
compuesto de la invencién puede meramente retener agua

adventicia o una mezcla de agua mas algo de solvente

adventicio.
La expresién ‘“composicidén farmacéutica” incluye
formulaciones de un compuesto de la invencidén (por ej., un

compuesto de vitamina D) y un medio generalmente aceptado
en la técnica, para el suminigtro del compuesto

biolégicamente activo de la invencidén a un sujeto. Dicho
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medio incluye todos los portadores, diluyentes o

excipientes farmacéuticamente aceptables del mismo.

Las composiciones farmacéuticas que comprenden el
compuesto de vitamina D y/o el agente quimioterapéutico de
la presente invencidén se pueden administrar al sujeto por
via oral, sistémica, parenteral, tépica, rectal, nasal,
intravaginal o intracisternal. Por supuesto, se
proporcionan a través de formas adecuadas para cada via de
administracidén. Por ejemplo, se administran en forma de
comprimidos o cépsulas, mediante inyeccidén, inhalacién,
ungiento, etc., administracidén mediante inyeccidén, infusidn
o inhalacién, administracién tépica mediante 1locidén o

unglento y mediante supositorios rectales o vaginales.

Las frases “administracidn parenteral” vy
“administrado por wvia parenteral”, como se utilizan en la
presente, incluyen modos de administracidén sin ser
administracién enteral vy tépica, normalmente mediante

inyeccidén e incluyen, a modo no taxativo administracidén por

infusién e inyeccidn intravenosa, intramuscular,
intraarterial, intratecal, intracapsular, intraorbital,
intracardiaca, intradérmica, intraperitoneal,
transtraqueal, subcutdnea, subcuticular, intraarticular,

subcapsular, subaracnoide, intraespinal e intraesternal.
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Las frases “administracidén sistémica” y “administrado
por via sistémica”, como se utilizan en la presente,
incluyen la administracién de los compuestos de vitamina D
de forma indirecta al sistema nervioso central, de forma
que ingresen al sistema del sujeto y, por consiguiente,
queda sujeta al metabolismo y otros procesos similares, por

ejemplo, la administracidén subcuténea.

En algunos métodos, las composiciones de la invencidén
se pueden administrar por via tdpica a cualquier superficie
epitelial. Una “superficie epitelial” incluye un &rea de
tejido que cubre superficies externas del cuerpo o que
recubre estructuras huecas, incluyendo, a modo no taxativo,
superficies cutaneas Y mucosas. Tales superficies
epiteliales incluyen superficies ©orales, faringeales,
esofdgicas, pulmonares, oculares, 6ticas, nasales, bucales,
linguales, vaginales, cervicales, genitourinarias,

alimenticias y anorrectales.

Las composiciones se pueden formular en una variedad
de formas convenciones empleadas para administracién
tépica. Estas incluyen, por ejemplo, formas de dosificacién
semisélidas y 1liquidas, como soluciones o suspensiones
liquidas, supositorios, irrigaciones, enemas, geles,
cremas, emulsiones, lociones, lechadas, polvos, aerosoles,

espumas, pastas, unglentos, pomadas, bdlsamos, irrigaciones
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o gotas.

Los portadores usados convencionalmente para
aplicaciones tépicas incluyen pectina, gelatina y derivados
de las mismas, polimerogs de A&cido polildctico o A&cido
poliglicdélico o copolimeros de los mismos, derivados de
celulosa como metilcelulosa, carboximetilcelulosa o
celulosa oxidada, goma guar, goma acacia, goma karaya, goma
tragacanto, bentonita, agar, carbdmero, fuco, ceratonia,

dextrano y derivados de los mismos, goma ghatti, hectorita,

plantago ovata, polivinipirrolidona, silice y derivados de

los mismos, goma xantana, caolin, talco, almidén vy
derivados de los mismos, parafina, agua, aceites vegetales

y animales, polietileno, 6xido de polietileno,

polietilenglicol, polipropilenglicol, glicerol, etanol,
propanol, propilenglicol (glicoles, alcoholes), aceites

fijos, sales de sodio, potasio, aluminio, magnesio o calcio
(como cloruro, carbonato, bicarbonato, citrato, gluconato,

lactato, acetato, gluceptato o tartrato).

Se pueden aplicar las estrategias estandar de
composiciones para agentes tépicos a los compuestos de
vitamina D, a 1los efectos de potenciar el tiempo de
residencia y la persistencia del farmaco y mejorar la

eficacia profilactica lograda.
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En la aplicacidén tépica para su uso en el tracto
intestinal inferior o la wvagina, se puede utilizar un
supositorio rectal, un enema, un gel, un unglento, una
solucién, una suspensidn o un recubrimiento adecuados.
También pueden usarse parches transdérmicos tépicos. Los
parches transdérmicos tienen 1la ventaja adicional de
proporcionar suministro controlado de las composiciones de
la invencidén al cuerpo. Tales formas de dosificacidén se
pueden realizar disolviendo o dispersando el agente en el

medio apropiado.

Las composiciones de la invencidén se puedén
administrar en forma de supositorios para administracién
rectal o wvaginal. Estos pueden prepararse mezclando el
agente con un portador no irritante adecuado que sea sélido
a temperatura ambiente pero liquido a temperatura rectal vy,
por lo tanto, se disuelva en el recto o la vagina para
liberar el farmaco. Tales materiales incluyen manteca de
cacao, cera de abeja, polietilenglicoles, una cera para
supositorios o un salicilato s6lido a temperatura ambiente,
pero liquido a temperatura corporal y que, por lo tanto, se
derrite en el recto o la cavidad vaginal y libera el agente
activo. Las composiciones adecuadas para administracién
vaginal también incluyen composgsiciones para pesarios,
tampones, cremas, dJeles, pastas, espumas, peliculas o

aerosoles gque contienen los portadores conocidos en la
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técnica como apropiados. El portador wutilizado en las
composiciones farmacéuticas de la invencién deberia ser

compatible con la administracién vaginal.

Para aplicaciones oftdlmicas, las composiciones
farmacéuticas se pueden formular como suspensiones
micronizadas en solucidén salina estéril isoténica con pH
ajustado o, preferentemente, como soluciones en solucién
salina estéril isotdnica con pH ajustado, con o sin un
conservante como cloruro de Dbencilalconio. De manera
alternativa, para usos oftdlmicos, las composiciones se
pueden formular en un unglento como vaselina. Los ejemplos
de composiciones oftdlmicas incluyen unglentos, polvos y

soluciones oftdlmicos y similares.

Los polvos y los aerosoles pueden contener, ademds de
los compuestos de vitamina D, portadores como lactosa,
talco, hidréxido de aluminio, salicatos de calcio y polvo
de poliamida o mezclas de estas sustancias. Los aerosoles
pueden contener adicionalmente propelentes habituales, como
clorofluorohidrocarburos e hidrocarburos volatiles no

sustituidos, como butano y propano.

De manera habitual, un aerosol acuoso se realiza
formulando una solucién o suspensién acuosa de los

compuestos de vitamina D junto con portadores v
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estabilizantes farmacéuticamente aceptables convencionales.

Los portadores y estabilizantes varian segin los requisitos

del compuesto particular pero, tipicamente, incluyen
tensioactivos no idénicos (por ej., Tweens, Pluronics,
polietilenglicol vy similares), proteinas como albumina
sérica, ésteres de sorbitédn, &cido oleico, lecitina,

aminoédcidos como glicina, amortiguadores, sales, azlcares o
alcoholes de azlcar. Los aerosoles generalmente se preparan
a partir de soluciones isotdénicas. La generacién del
aerosol o cualquier otro medio de suministro de la presente
invencién se puede lograr mediante cualquiera de 1los
métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, en el caso
del suministro por aerosol, el compuesto se proporciona en
una forma finamente dividida junto con cualquier portador

adecuado con un propelente.

Los propelentes licuados son tipicamente gases en
condiciones ambiente y se condensan bajo presién. EI1
propelente puede ser cualquiera que sea aceptable vy
conocido en la técnica, incluyendo propano y butano u otros
alcanos inferiores, como los que tienen hasta 5 carbonos.
La composicién se conserva dentro de un recipiente con un
propelente adecuado y una valvula y se mantiene a presidn
elevada hasta gque se 1libera mediante la accidén de la

valvula.
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Los compuestos de vitamina D también se pueden
administrar por via oral en cualquier forma de dosificacién
oralmente aceptable, incluyendo, a modo no taxativo,
capsulas, sellos, pildoras, comprimidos, grageas (usando
una base saborizada, normalmente sucrosa y acacia o
tragacanto), polvos, granulos o como una solucién o una
suspensién en un liquido acuoso © no acuoso, Ccomo una
emulsién liquida de aceite en agua o de agua en aceite,
como un elixir o jarabe, como pastillas (usando una base
inerte, como gelatina y glicerina o sucrosa y acacia) y/o
como enjuagues bucales y similares, cada uno con una
cantidad predeterminada de octasulfato de sucrosa vy/o
agente o agentes antibidéticos o anticonceptivos como
ingrediente activo. Un compuesto de vitamina D también se
puede administrar como un bolo, electuario o pasta. En el
caso de comprimidos para uso oral, los portadores que se
usan cominmente incluyen lactosa y almidén de maiz. También
se agregan tipicamente agentes lubricantes como estearato
de magnesio. Para la administracién oral en forma de
caépsula, los diluyentes tdtiles incluyen lactosa y almidén
de maiz seco. Cuando se necesitan suspensiones acuosas para
uso oral, el ingrediente activo se combina con agentes
emulsionantes o de suspensién. Si se desea, también pueden
agregarse algunos agentes edulcorantes, saborizantes o
colorantes. Se pueden ranurar o preparar comprimidos vy

otras formas de dosificacién sbélidas, como grageas,
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capsulas, pildoras vy granulos, con recubrimientos vy
membranas, como recubrimientos entéricos Yy otros
recubrimientos bien conocidos en la técnica de 1la
formulacién farmacéutica. También se pueden formular de
forma tal de proporcionar una liberacidén lenta o controlada
del ingrediente activo que alli se encuentra, usando, por
ejemplo, hidroxipropilmetilcelulosa en diversas
proporciones para proporcionar el perfil de liberacidn
deseado u otros matrices de polimeros, liposomas y/o
microesferas. Se pueden esterilizar, por ejemplo, mediante
filtracién a través de un filtro de retencidén de bacterias
o mediante la incorporacién de agentes esterilizantes en
forma de composiciones sdlidas estériles que se pueden
disolver en agua estéril o algln otro medio inyectable
estéril inmediatamente antes de su uso. Opcionalmente,
estas composiciones pueden contener agentes opacificantes y
también pueden ser de una composicidén tal que liberen el
compuesto de vitamina D solamente o preferentemente en una
parte determinada del tracto intestinal, opcionalmente, en
forma retardada. Los ejemplos de composiciones de inclusidn
gue se pueden usar incluyen sustancias y ceras poliméricas.
El ingrediente activo también puede encontrarse en forma
microencapsulada, si corresponde, con uno o mas excipientes
como se expresd anteriormente. Las formas de dosificacidn
liguidas para administracién oral incluyen emulsiones,

microemulsiones, gsoluciones, suspensiones, jarabes v
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elixires farmacéuticamente aceptables. Ademids del compuesto
activo, las formas de dosificacidén liquidas pueden contener
diluyentes inertes comunmente wutilizados en la técnica
como, por ejemplo, agua u otros solventes, agentes
solubilizantes y emulsionantes como alcohol etilico,
alcohol isopropilico, carbonato de etilo, acetato de etilo,
alcohol bencilico, benzoato de bencilo, propilenglicol,
1,3-butilenglicol, aceites (en particular, aceite de
semilla de algoddn, cacahuete, maiz, germen, oliva, ricino
y gésamo) , glicerol, alcohol tetrahidrofurfurilico,
polietilenglicoles y ésteres de acidos grasos de sorbitén y

mezclas de los mismos.

Ademds de los diluyentes inertes, las composiciones

orales también pueden incluir adyuvantes como agentes

humectantes, agentes emulsionantes vy de suspensién,
edulcorantes, saborizantes, colorantes, perfumantes Y
conservantes.

Las suspensiones, ademds de los compuestos de

vitamina D, pueden contener agentes de suspensién como, por
ejemplo, alcoholes isostearilicos etoxilados, sorbitol de
polioxietileno y ésteres de sorbitéan, celulosa
microcristalina, metahidrdéxido de aluminio, Dbentonita,

agar-agar y tragacanto y mezclas de los mismos.
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Las formas inyectables estériles de los compuestos de
vitamina D pueden ser suspensiones acuosas u oleaginosas.
Estas suspensiones pueden formularse de acuerdo con métodos
conocidos en 1la técnica wusando agentes dispersantes o

humectantes y agentes de suspensidén adecuados.

En las composiciones también pueden estar presentes
agentes humectantes, emulsionantes vy lubricantes, como
laurilsulfato de sodio y estearato de magnesio, asi como
agentes colorantes, agentes de liberacidén, agentes de
recubrimiento, agentes edulcorantes, saborizantes 2%
perfumantes, conservantes y antioxidantes. La preparacidn
inyectable estéril también puede ser wuna solucidén o
suspensidén inyectable estéril en un diluyente o solvente no
téxico parenteralmente aceptable, por ejemplo, como una
solucidén en 1,3-butanodiol. Entre los vehiculos y solventes
aceptables que pueden emplearse se encuentran agua,
solucidén de Ringer y solucidn isotdnica de cloruro de
sodio. Ademéas, los aceites estériles fijos se utilizan
convencionalmente como medios solventes o de suspensidn.
Para este fin, se puede utilizar cualquier aceite fijo
insipido, incluyendo, mono o diglicéridos sintéticos. Los
dcidos grasos como Aacido oleico y sus derivados glicéridos
son dtiles en la preparacidn de inyectables, como los
aceites naturales farmacéuticamente aceptables, como aceite

de oliva o aceite de risino, especialmente en sus versiones
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polioxietiladas. Estas soluciones o suspensiones oleosas
también pueden contener un diluyente o dispersante de
alcohol de cadena larga. Los compuestos de wvitamina D
representaradn algln porcentaje de la dosis total en otras
formas de dosificacidn en un material que forma un producto
de combinacién que incluye soluciones o suspensiones
liquidas, supositorios, irrigaciones, enemas, geles,
cremas, emulsiones, lociones, lechadas, polvos, aerosoles,
espumas, pastas, unglientos, pomadas, balsamos,
irrigaciones, gotas y otros.

En una modalidad, el compuesto de vitamina D se puede
administrar de forma profilédctica. Para aplicaciones
profilédcticas, el compuesto de vitamina D se puede aplicar
antes de la posible CIM. Se pueden optimizar los tiempos de
aplicacién para maximizar 1la eficacia profilactica del
compuesto de vitamina D. Los tiempos de aplicacidn variarén
dependiendo del modo de administracién, las dosis, la
estabilidad y la eficacia de la composicién, la frecuencia
de 1la dosificacién, por ej. una Unica aplicacién o
dosificaciones miltiples. Un experto en la técnica podra
determinar el intervalo de tiempo més apropiado necesario

para maximizar la eficacia profildctica del compuesto de

-vitamina D.

El compuesto de vitamina D, cuando est& presente en

una composicidén, generalmente se encuentra presente en una
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cantidad de alrededor del 0.000001% a alrededor del 100%,
mas preferentemente de alrededor del 0.001% a alrededor del
50% y mas preferentemente de alrededor del 0.01% a

alrededor del 25% del peso total.

En composiciones de la presente invencidn que
comprenden un portador, la composicidén comprende, por
ejemplo, desae alrededor del 1% a alrededor del 99%,
preferentemente de alrededor del 50% a alrededor del 99% y
mas preferentemente de alrededor del 75% a alrededor del
99% en peso de al menos un portador.

Asimismo, los componentes separados de las
composiciones de la invencidén se pueden mezclar previamente
o cada componente se puede agregar por separado al mismo
ambiente de acuerdo con una dosificacién predeterminada a
los efectos de lograr el nivel de concentracidn deseado de
los componentes del tratamiento y en la medida en que los
componentes eventualmente se mezclen de forma intima entre
si. Adicionalmente, la presente invencidén se puede

administrar o suministrar de forma continua o intermitente.

En algunas modalidades, el compuesto de vitamina D se
formula como una solucién estéril gue comprende entre
alrededor de 50 ug/mL y alrededor de 400 ug/mL, pof
ejemplo, entre alrededor de 100 ug/mL y 350 pg/mL, entre

alrededor de 150 upg/mL y alrededor de 300 pg/mL o entre
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alrededor de 200 pg/mL y alrededor de 250 pug/mL del
compuesto de wvitamina D. En aun otras modalidades, el
compuesto de vitamina D se formula como wuna solucidén
estéril que comprende entre alrededor de 50 ug/mL vy
alrededor de 100 ug/mL, por ejemplo, entre alrededor de 55
pg/mL y alrededor de 95 ug/mL, entre alrededor de‘60 ug/mL
y alrededor de 90 pg/mL, entre alrededor de 65 pg/mL y
alrededor de 80 ug/mL y entre alrededor de 70 pg/mL y
alrededor de 75 ug/mL del compuesto de vitamina D. En aun
otras modalidades, el compuesto de vitamina D se formula
como una solucidn estéril que comprende entre alrededor de
300 pg/mL y alrededor de 400 ug/mL, por ejemplo, entre
alrededor de 310 ug/mL y 380 pg/mL,bentre alrededor de 330
ug/mL y alrededor de 370 pg/mL o entre alrededor de 340
ug/mL y alrededor de 350 ug/mL del compuesto de vitamina D.
En vuna modalidad, comprende alrededor de 75 ug/mL del
compuesto de vitamina D. En otra modalidad, la formulacidn
comprende alrededor de 345 ug/mL del compuesto de vitamina
D. En una modalidad adicional, el compuestQ de wvitamina D

es calcitriol.

En otras modalidades, la formulacidén comprende
adicionalmente etanol desnaturalizado anhidro y polisorbato
20. En aun otras modalidades, la formulacidén se diluye 1:10
en 0.9% de solucién de cloruro de sodio antes de la

administracién al sujeto.
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En algunas mbdalidades, el compuesto de vitamina D se
prepara como una formulacién de calcitriol estéril de entre
alrededor de 50 ug/mL y alrededor de 400 ug/mL en un
vehiculo de etanol desnaturalizado anhidro (EE.UU) de
graduacidén 200, USP (90% p/p) y polisorbato 20, USP (4%
p/p) y se diluye 1:10 en 0.9% de solucidén de cloruro de

sodio (USP) antes de la administracidn al hospedador.

En algunas modalidades, el compuesto de vitamina D se
prepara como una formulacién de calcitriol estéril a 75
pg/mL o 345 pg/mL en un vehiculo de etanol desnaturalizado
anhidro (EE.UU) de graduacidn 200, preferentemente de grado
USP o mejor (96% p/p) y polisorbato 20, preferentemente de
grado USP o mejor (4% p/p) y se diluye 1:10 en 0.9% de
solucidén de cloruro de sodio (de grado USP o mejor) antes

de la administracidén al hospedador.

De acuerdo con la presente desgcripcidn, un compuesto
de wvitamina D, como vitamina D3 o andlogos, metabolitos,
derivados y/o miméticos del mismo, se pueden administrar
junto con agentes quimioterapéuticos para disminuir efectos
secundarios indeseados de estos agentes quimioterapéuticos,
incluyendo la CIM. Los compuestos de vitamina D se pueden
administrar anterior, simultdnea o posteriormente a la

administracién del agente quimioterapéutico para
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proporcionar el efecto deseado.

Sin intencidén de quedar limitados por ninguna teoria
particular, los métodos de la presente invencidén pueden
mejorar la mielosupresidén aumentando la disponibilidad de
progenitores de células madre pluripotentes. Tales métodos
se pueden utilizar en combinacidén con una terapia esténdar
(por ej., las que utilizan el factor de estimulacién de
granulocitos o G-CSF) para aumentar la proliferacidn de
células mieloides y/o mejorar su movilizacidén desde la
médula &sea, mediante lo cual se disminuye la dosis y la
administracién de factores de estimulacién de colonias
(CSF), asi como el tiempo de recuperacidén Iluego de la
quimioterapia.

Los compuestos.de vitamina D de la invencién pueden
modular los progenitores de médula &sea y 1las células
estromales antes de la administracidn de agentes
antineoplédsicos. Los métodos de la presente se pueden
utilizar en combinacidén con una terapia estandar (por ej.,
las que utilizan G-CSF) para aumentar la proliferacidn de
células mieloides y/o mejorar su movilizacidén desde 1la
médula désea, mediante lo cual se disminuye la dosis y la
administracién de factores de estimulacién de colonias
(CSF), asi como el tiempo de recuperacidn luego de la

quimioterapia.
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Otro aspecto de la invencidén proporciona métodos para
determinar la dosificacidén ©&ptima de los compuestos de
vitamina D objeto de la presente (como la vitamina D3),
incluyendo derivados, andlogos y/o metabolitos activos de
los mismos, que se pueden administrar a un paciente. En
algunas modalidades, los compuestos de vitamina D de la
invencién se pueden administrar a células mieloides de un
hospedador (algunas veces referido en 1la presente, en
algunas modalidades, como paciente) para determinar una
dosis  terapéutica OSptima. Preferentemente, la dosis
terapéutica Optima protege las células mieloides sin

provocar un efecto hipercalcémico.

Los métodos que se pueden utilizar para detectar la
Viabilidad de 1las células mieloides se conocen en la
técnica e incluyen (a modo no taxativo), exclusidén manual o
automatica con azul de triptano, exclusidén con tincidn,
métodos gque usan tintes de exclusién fluorométrica,
microscopia inmunofluorescente y directa, el uso de
isétopos radioactivos y centelleo para determinar la
funcién o 1la viabilidad celular, el uso de ensayos de
colonias como ensayos de formacién de colonias con agar
semisélido o ensayos de metilcelulosa, métodos para
detectar marcadores tempranos de apoptosis usando
diferentes sustratos como caspasas y cualquier otro método

manual o automdtico mediante el cual se pueda determinar si
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una dosis especifica del compuesto de vitamina D objeto de

la presente es citotdxica.

Se debe tener en cuenta que se entiende que todas las
modalidades descritas en la presente (en lo que precede y a
continuacién) se pueden combinar con cualguier otra
modalidad o modalidades cuando corresponda, incluyendo
modalidades descritas solamente con respecto a uno de los
agspectos de 1la invencién vy modalidades descritas con

respecto a diferentes aspectos de la invencién.

EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos se presentan para ilustrar
modalidades de 1la presente invencidén. Estos ejemplos
pretenden ser solamente ilustrativos y no pretenden limitar
el alcance de la invencidén de ninguna forma. Las partes y
los porcentajes se presentan en peso, salvo que se indique
lo contrario. Como se utiliza en la presente, “temperatura
ambiente” hace referencia a una temperatura de alrededor de

20°C a alrededor de 25°C.

Ejemplo 1: Efecto quimioprotector de 1,25 (0OH),D3

Materiales y métodos
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1,25(0OH),D3, G-CSF y GM-CSF recombinante humano e
histopaque 1077 fueron adquiridos de Sigma-Aldrich (San
luis, MO) . La 4-hidroxiperoxicilofosfamida (4HC) , el
metabolito activo del farmaco guimioterapéutico
ciclofosfamida, se obtuvo del Duke Comprehensive Cancer
Center. El1 agar de grado de cultivo tisular, el suero
bovino fetal (FCS) yv el medio de Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM) en polvo se obtuvieron de Invitrogen
(Carlsbad, Cca) . Las células madre progenitoras en
circulacidn periféricas se obtuvieron mediante venipuncidn
de la vena sgafena de un donante masculino saludable en
tubos de ensayo vacutainer de heparina sddica (Becton,
Dickinson and Company, Franklyn Lakes NJ). La capa
leucocitaria se obtuvo mediante centrifugacidén en gradiente
usando histopaque 1077 seglin las instrucciones del
fabricante. Las células se lavaron dos veces con RMPI 1640
complementado con io% de suero bovino fetal (Invitrogen).

Se usd® un ensayo de formacidén de colonias que incluia
medio semisdlido formulado con DMEM y 0.5% de agar. Para
estos cultives, se colocaron células mononucleares a una
concentracién de alrededor de 2.5 x 10° células/mL y se
agregaron GM-CSF y G-CSF a una concentracién de alrededor
100 U/mL. Las células se cultivaron durante 14 dias en una

incubadora con 5% de CO,, con 100% de humedad a 37°C.

Al final del periodo de cultivo, las colonias (grupos
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invertido mediante dos visualizadores independientes.
Resultados

Las células madre periféricas se separaron de forma
aleatoria en .4 grupos a una concentracién de 5 x 10°
células/mL en DMEM complementado con 10% de suero bovino
fetal. El grupo 1 fue un control sin tratar, el grupo 2 se
incub® durante 24 horas con 0.05 ug/mL de 1,25(0H),D3, el
grupo 3 se incub® durante 24 horas con 0.05 ug/mL de
1,25(0OH),D3 y el grupo 4 no se tratd. Las células se
lavaron con DMEM con 10% de suero bovino fetal. Los grupos
3 y 4 luego se incubaron con 25 ug/mL de 4-HC durante 20
horas. Posteriormente, todos 1los grupos se lavaron dos
veces como se describid anteriormente. Luego las células se
colocaron en placas en medio de agar semisdélido como se

describid anteriormente.
Los resultados' de los 4 grupos descritos se muestran
en la Tabla 1 a continuacidén. Los resultados confirman el

efecto gquimioprotector de 1,25 (0OH),D3.

TABLA 1: Conteos de colonias a los 14 dias

Grupo 1 Grupo 2 Grupe 2 Grups 4
Control sin 1,25 (0H),D3 1,25 (0H),D3 + 4=HC
tratar 4 -HC
-71-
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50+ 7 48+ 6 37+ 5 0 + 0

*Los resultados son medias de experimentos realizados

en cuadruplicado, + la desviacidén esténdar.

También se obtuvieron microfotografias de las
colonias mieloides y estas se proporcionan en las Figuras
1A, 1B y 1C. La Figura 1A muestra una colonia mieloide
normal derivada de sangre periférica complementada con
factores de crecimiento. Como se puede observar en la
Figura 1B, con 1,25(0OH),D3 en una dosis de proteccidn,
también se observaron colonias mieloides. Adicionalmente,
las colonias se observaron en placas donde 1,25(0OH);D3
brindd® proteccidn contra la toxicidad inducida por 4-HC
(Figura 1C), mientras gque no se observaron colonias en
placas con 4-HC solamente. Esto demuestra gque 1,25 (OH).D3,
en una dosis de 0.05 ug/mL durante 24 horas, protege a los
progenitores mieloides contra el efecto de téxicos como

4-HC.

Se aplicaron dosis diversas de 1,25(0H),D3 a las
células mieloides. Se proporciona como Figura 2 una gréafica
de los efectos de 1,25(0H),D3 en células mieloides. La
viabilidad de las células mieloides se determindé mediante
exclusién con azul de triptano luego de una exposicidn de
24 horas a dosis diversas de 1,25(0OH),D3. Para estos
experimentos, se incubaron 2.5 x 10° células/mL con

diferentes dosis de 1,25(0H),D3 (0.01 pg/mL, 0.1 pg/mL, 0.5
72 -
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pg/mL, 0.75 pg/mL, 1 ug/mL y 10 ug/mL) durante 24 horas en
RPMI 1640 complementado con 10% de suero bovino fetal. Como
se puede observar en la Figura 2, en una dosis de

proteccidn optima de 0.05 ug/mL, la viabilidad fue del 90%.

Ejemplo 2: Dosis elevada de régimen no calcémico (NCR) de

API 31543 (Calcitriol) para el tratamiento de la

mielosupresidn inducida por la quimioterapia (CIMS)

El objetivo de este estudio es evaluar el posible
efecto protector contra la CIMS del articulo de prueba, el
compuesto 31543 (Calcitriol, USP), usando un modelo animal
de CIMS de diversas secuencias c¢on MIAC51, una linea
celular de cloroleucemia de rata desarrollada mediante la
instilacién gastrica de 20-metilcolantreno y la inyeccidn
posterior de las células cloroleucémicas en ratas neonatas.
La 1linea celular resultante es una leucemia mieldgena
maligna con caracteristicas de cloroleucemia humana
(leucemia, ascitis por leucemia y formacidén de cloroma) .

En este estudio se usan dos concentrados separados
estériles de calcitriol. Especificamente, los concentrados
estériles de calcitriol de 75 pg/mL y 345 pg/mL se preparan
en un vehiculo de etanol desnaturalizado anhidro de
graduacidén 200, USP (96% p/p) y Polisorbato 20, USP (4%
p/p) . Los concentrados se diluyen 1:10 al momento de su uso

con solucién para inyeccidén de cloruro de sodio (0.9%),
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USP. Por ejemplo, una alicuota de 1.0 mL del concentrado de
75 ug/mL de Calcitriol mezclado con 4.0 mL de solucidn para
inyeccién de cloruro de sodio proporciona una solucidn de
alicuota de 15 ug/mL de calcitriol. La inyeccidén de 0.17 mL
de la alicuota suministra aproximadamente 2.6 ug de
calcitriol. Una alicuota de 1.0 mL de los 345 ug/mL de
concentrado mezclado con 4.0 mL de solucidén para inyeccidn
de cloruro de sodio (0.9%) proporciona aproximadamente 69
ug/mL de sblucién de alicuota de calcitriol. La inyeccidn
de 0.15 mL de esta alicuota suministra 10.4 pg de
calcitriol. La concentracidén mas baja se usa para las ratas
jévenes (21 dias de edad) y la concentracién més alta de
calcitriol se usa para su suministro a ratas mayores (49

dias de edad).

El control de vehiculo es el concentrado de vehiculo
de etanol desnaturalizado anhidro de graduacidén 200, USP

(96% p/p) y Polisorbato 20, USP (4% p/p) diluido con

solucidén para inyeccidn de cloruro de sodio (0.9%), USP a
una tasa de dilucidén equivalente (1 mL de vehiculo
concentrado + 4 mL de solucidn salina isoténica). La

concentracién de dosificacién final se determina por
adelantado a través de un estudio de dosificacidn

preliminar en el modelo animal.

En este estudio se utilizan ratas Sprague Dawley
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(cachorros de rata de 10 dias, preferentemente de camadas
naturales). En un estudio realizado por Peter et al., la
administrq;ién de vinblastina a ratas Lewis macho llevd a
una disminucidén aguda del conteo total de leucocitos y el
conteo absoluto de neutréfilos (ANC) (Peter et al., 1998).
Adicionalmente, Peter et al. demostraron que las ratas son
una excelente contraparte para los humanos con respecto al
factor de estimulacidén de colonias de granulocitos (G-CSF).
Por consiguiente, en las ratas, la aparicidén de la
neutropenia segln se evalla mediante el nadir del ANC, esta
bien caracterizada. Adicionalmente, el modelo de rata
también tiene la ventaja de responder a las quimioterapias
mielosupresoras que se usan frecuentemente, Ccomo
ciclofosfamida, doxorubicina y paclitaxel y combinaciones
de los mismos (Jimenez y Yunis, 1992). El1 modelo de
leucemia en ratas neonatas desarrollado por el Dr. Jiménez
es el Gnico modelo de cloroleucemia en ratas en el mundo y
proporciona una O&ptima oportunidad para analizar de forma
simulténea cualquier efecto del compuesto de prueba en el
desarrollo de la CIM, el tratamiento de la leucemia, 1la
posible interaccidén con agentes quimioterapéuticos y el

efecto del agente de prueba en la prevencidén de la CIM.

lLas ratas se mantienen en camadas de 10 hasta los 21
dias de edad. En el dia 21, las ratas se separan y se

alojan en pares con un UGnico nimero identificador asignado.

-75 -

ME]1 12140932v.1



10

15

20

25

Para estos experimentos hay dos niveles:

Etapa 1: Cachorros de rata de 14 a 32 dias de edad.
En el dia 15 se inyectan células MIAC51. Se administra un
primer pulso del vehiculo o API 31543 en el dia 21 y se
proporcionan 3 regimenes diferentes de quimioterapias que
comienzan en el dia 22 y terminan en el dia 24. El nadir
del conteo total de leucocitos se observa entre los dias 4
y 6 luego de 1la administracién de 1la quimioterapia,
mientras gque se produce entre los dias 2 y 7 para NCA
(Peter et al., 1998). Los cultivos pos-mortem de médula
6sea y las mediciones de calcio se realizan en los dias 22
y 26. Se realizan un conteo final de sangre y cultivo de
médula Ssea en un porcentaje de animales en el dia 32. Los

animales con leucemia evidente se sacrifican.

Etapa 2: ratas de 47 a 60 dias de edad. En el dia 47,
se sacrifican las ratas con leucemia avanzada. En el dia
48, se administra un segundo pulso de vehiculo o articulo
de prueba. Los andlisis de cultivos de médula Osea y nivel
de calcio en plasma se realizan en el dia 49 para evaluar
el efecto del articulo de prueba en la médula o6sea. La
quimioterapia comienza y continda hasta el dia 52. En el
dia 54, se analizan un segundo cultivo de células de médula
6sea y niveles de calcio. Finalmente, los animales se

sacrifican en el dia 60, luego de un conteo sanguineo
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La Tabla 2 presenta el disefio del estudio:

‘Tabla 2
NGmero Cantid Tratamient Régimen de Cantidad de
del ad de o quimioterapia cachorros
grupo cachor (vehiculo
ros o
por calcitriol
grupo )
: Etapa 7> cédhp;rpé e 14 a 32 dfias de edad
60 Vehiculo Ciclofosfamid
I 60 Calcitriol a Total 120
: ' R ——— -
; ey -~ . . =Ciclofosfamid - :
IT o ieniculo b a Total 120
: 60 Calcitriol e R
O ety N %]_;)o;corub1~01na .
T Ciclofosfamid
60 Vehiculo a
III \ \ .. T
60 Calcitriol Doxorubicina otal 120
| e ... Paclitaxel
- EtééﬁiZ:hiE;chofros:de 47 a 60 dias de edad
10 Vehiculo Ciclofosfamid
I .
10 Calcitriol a Total 20
- U dobeayanTEane s Siciofosfamid ;
: DIk A ~ s e . a Total 80
: o Calcitriol - ; :
1. = i i .. Doxorubicina
Ciclofosfamid
40 Vehiculo a
III , , . T
40 Calcitriol Doxorubicina otal 80
Paclitaxel

El vehiculo y el articulo de prueba se administran

por via intravenosa y las quimioterapias se inyectan por

via intraperitoneal.
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La dosis de calcitriol usada en la terapia de pulso
para la mielodisplasia es de 45 pg. Usando el calculo de
Mosteller, para una persona promedio con una altura de 5’8"
[1.767 mts], con un peso ideal de 151 libras [68 kgl, el
drea de superficie corporal (BSA) es de 1.81 m® (Halls,
2008). Por consiguiente, la dosis para humanos es de 25

ug/m?® (Whitehouse y Curd, 2007). Para calcular el BSA, se

usa el calculo de Meeh-Rubner Ab = km?’?. El1 &rea de
superficie epitelial (SSA) se puede estimar con una
precisidén practicamente absoluta (r = >0.9) (Spiers vy

Candag, 1684) .

Para una rata de 21 dias de edad, el SSA es de 102
cm?, mientras que para una rata de 49 dias de edad, el SSA
es de 399 cm®. Por consiguiente, la dosis de pulso inicial
de calcitriol que se evalia es de aproximadamente 2.6 ug
para la fata de 21 dias de edad y de aproximadamente 10 ug
para la de 49 dias de edad. Se evalia un intervalo de
dosis, por ejemplo, entre 0.26 pyg y 2.6 ug para la rata de
21 dias de edad y entre 1 ug y 10 ug para la de 49 dias de
edad, para determinar si esta dosis es correcta o si se

deberia aumentar o disminuir.

El vehiculo y el articulo de prueba se administran en
el dia previo a la quimioterapia tanto en el primero como

en el segundo ciclo. El articulo de prueba se dosifica como
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se indicdé anteriormente, por ej., a 2.6 ug o 10 ug, en el
primero y segundo ciclo. Las quimioterapias se proporcionan
con base en el peso en un volumen de aproximadamente 100 uL
por via intraperitoneal. La tabla 3 a continuacidn

proporciona las dosis y los cronogramas de quimioterapia.

Tabla 3

Régimen de quimioterapia
' 3 Dosis Cronograma

Ciclofosfamida 150 mg/kg 1 x 1 dia
Ciclofosfamida 100 mg/kg 1 x 1 dia
Doxorubicina 25 mg/kg 1 x 3 dias
Ciclofosfamida 100 mg/kg 1 x 1 dia
Doxorubicina 25 mg/kg |1 x 3 dias

Paclitaxel 10 mg/kg 1 x 3 dias

Los animales se controlan diariamente para estudiar
el 1letargo, la anorexia u otros signos de malestar en
respuesta a la quimioterapia. Todos 1los animales que
mostraban signos de leucemia prematura como ascitis por

leucemia se sacrifican rapidamente y se registran.

Para inyectar células MIAC51, se sujetan manualmente
ratas de quince dias de edad y se tiran suavemente sus
patas derechas. El &rea de inyeccidén se limpia con un
hisopo con alcohol. Luego se inyectan 1 x 10° células
MIACS51 por via intraperitoneal.

Para administrar articulo de prueba y de control en
el primer pulso de calcitriol, cada camada de ratas recibe
vehiculo o articulo de prueba por via intravenosa a través
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de la vena caudal en un volumen de 100-200 uL.

Para administrar articulo de prueba y de control en
el segundo pulso de calcitriol, los sobrevivientes que
demostraron estar libres de céncer de acuerdo con el
andlisis hematoldgico se anestesian con un cbéctel de
cetamina/xilazina (50 mg/kg y 5 mg/kg, respectivamente) en
el dia 48 y el compuesto de prueba o el articulo de control
se inyecta por via intravenosa a través de la vena caudal

por segunda vez.

Para administrar la primera secuencia de
quimioterapia en las ratas de 22 dias de edad, que reciben
un régimen de quimioterapia, régimen de quimioterapia y
articulo de prueba o régimen de quimioterépia y vehiculo
(por ej., como se describid en la Tabla 3 precedente), se
obtiene un peso promedio de cada camada y se usa para

preparar una concentracién adecuada de guimioterapia.

Luego las quimioterapias se 1inyectan por vVvia
intraperitoneal en un volumen de aproximadamente 100 uL, de
acuerdo con el peso individual de 1los animales, usando
jeringas de insulina de 1/2 cc de calibre 29. Para esa edad
la anestesia no es necesaria. Las patas derechas se tiran
suavemente y el A&area de la inyeccidén se limpia con un

hisopo con alcohol.
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Para administrar la segunda secuencia de
gquimioterapia a las ratas de 49 dias de edad, gque reciben
un régimen de quimioterapia, régimen de quimioterapia vy
articulo de prueba o régimen de quimioterapia y vehiculo
(por ej., como se describid en la Tabla 3 precedente), se
obtiene un peso promedio de las ratas y se usa para
preparar una concentracidn adecuada de guimioterapia. Luego
los animales se anestesian con cetamina/xilazina antes de
la inyeccién de agentes antineopldsicos. Las quimioterapias
se inyectan por via intraperitoneal en un volumen de
aproximadamente 100 uL, de acuerdo con el peso individual
de los animales, usando jeringas de insulina de 1/2 cc de

calibre 29.

Las gquimioterapias wusadas en los experimentos se
preparan en una campana quimica y se transfieren a tubos
cbébnicos de polipropileno de 50 mL Yy se tapan
herméticamente. El paclitaxel se disuelve a una
concentracidén de 50 mg/mL en DMSO, se separa en alicuotas y
se almacena a -20°C antes de su uso. Para mejorar la
solubilidad de 1la ciclofosfamida en agua destilada, se
agregan 750 mg de D-manitol/l1 g de ciclofosfamida. La

doxirubicina es completamente soluble en agua destilada.

Los tubos que contienen las gquimioterapias en polvo
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se tapan herméticamente y se transfieren al gabinete de
bioseguridad donde se diluyen usando agua destilada de
acuerdo con la dosificacidn preferida predeterminada para
el peso de los animales (aproximadamente 100 nL/rata). El
recipiente con las quimioterapias solubles en agua y/o el
D-manitol luego se filtra hasta hacerlo estéril usando un
filtro de membrana de unidén de baja proteina de 0.2 um y
una jeringa en un tubo cbénico estéril de polipropileno. Las
soluciones madre‘ estériles de etoposida y paclitaxel se
pueden mezclar con las otras gquimioterapias en agua
destilada y luego se filtran en tubos de polipropileno de
acuerdo con el ©peso promedio de las ratas. Las
quimioterapias se transfieren a jeringas individuales de
1/2 cc de calibre 29 (Becton Dickinson and Company) en

condiciones estériles.

Las células MIACS51 se cultivan en una incubadora con
5% de CO, con 100% de humedad a 37°C, como se describid
anteriormente (Jimenez y Yunis, 1987, incorporado a modo de
referencia). Las células se cultivan en frascos tratados
con cultivos no tisulares (Falcon) en medio RPMI 1640
(Gibco Invitrogen, Carlsbad, Cch) complementado con
L-glutamina y 10% de suero bovino fetal (Gibco Invitrogen,
Carlsbad, CA). Antes de 1la inyeccién de células en 1los
animales, se cultivan hasta una confluencia del 50% y se

recogen en tubos cdnicos. Las células luego se centrifugan
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a 600 g durante 10 minutos a temperatura ambiente y se
vuelven a suspender a una concentracién de 1 x 10° en RPMI
1640 sin suero bovino fetal. La suspensidén celular luego se
transfiere a jeringas de insulina de 1/2 cc de calibre 29

en condiciones estériles.

Para ensayar la actividad de formacidén de colonias de
los progenitores de médula o6sea y las células MIAC51, las
células de médula O&6sea se obtienen como se describid
anteriormente (Jimenez y Yunis, 1988) y se lavan con DMEM
libre de suero. Luego las células se suspenden hasta una
concentracidén de 1 x 1OGAML y se colocan en capas en un
gradiente para centrifugacién durante 40 minutos a 400 g.
El sedimento que se encontrd entre el medio y el gradiente
luego se aspira cuidadosamente y se lava dos veces en DMEM
libre de suero. Finalmente, se prepara una suspensioén
celular gue contiene 1 X 10° células/mL en DMEM
complementado con 10% de suero bovino fetal y se incuba en

placas de cultivo tisular durante 3 horas. Las células no

adherentes se aspiran y se transfieren a placas de cultivo

de agar semisdlido.

Para preparar medio de agar semisdélido, se
reconstituye MEM en polvo en agua de grado de cultivo
tisular hasta una concentracidén de 2 X. Luego se agrega el

agar (0.3%) y la mezcla se hace entrar en ebullicidén hasta
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que el agar se disuelva por completo (Perkins y Yunis,
1986) . El medio se enfria hasta 37°C y luego se agregan los
aminoacidos esenciales que se puedan haber agotado durante
el proceso de ebullicidén. El1 medio semisdélido luego se
distribuye en grupos de pocillos maltiples, 1llenando un
pocillo con agua de grado de cultivo tisular para evitar
mayor evaporacidén. En este punto, se agrega G- o GM-CSF
siguiendo el procedimiento del fabricante y se agregan la
suspensidén celular de médula O&6sea o las células MIAC51
usando con cuidado una pipeta para evitar las burbujas. Las

colonias se cuentan 7 dias después.

Para preparar portaobjetos tefiidos con agar
semisdlido, las placas se fijan luego de 7 dias con una
dilucidén de 30% de A&cido acético en etanol durante 30
minutos, seguido por etanol absoluto, 30 % de etanol y 50%
de etanol en intervalos de 3 minutos. En lo sucesivo, el
contenido de las placas se transfiere a un portaobjetos de
vidrio de 3 pulgadas por 2 pulgadas y se tifie con
hematoxilina de alumbre de Harris. Las colonias se

califican como se describid anteriormente (Jimenez y Yunis,

1988) .

Para realizar el an&dlisis hematoldgico, se realizan
frotis de sangre en ambas secuencias de gquimioterapia,

desde el dia previo al pulso de calcitriol hasta 10 dias
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después. Los animales se anestesian usado un cbctel de
cetamina 50 mg/kg/xilazina 5 mg/kg. La vena caudal se
limpia con un hisopo con alcohol y se punza usando una
jeringa estéril de calibre 29 y se obtienen 50 uL de sangre
para realizar un frotis de sangre. Para los conteos de
sangre, se obtiene un volumen pequefio de sangre y se usa
para contar 1las células en un contador de sangre. La
presencia de células mieloides y MIAC51 en frotis de sangre
periférica se evalia wmwediante tincidén de rutina de

portaocbjetos usando tintura de Wright.

En los dias 22, 26, 49 y 53, se extrae sangre de 3
animales mediante puncidén cardiaca. Todas las muestras de
sangre se recogen en un frasco para el andlisis de los
niveleg de calcio. Todos los animalés utilizados para los
cultivos de médula Osea se anestesiaron y exsanguinaron

antes de obtener la médula &sea.

Para recoger la médula Osea femoral, los animales se
exsanguinaron como se describid anteriormente. Usando un
bisturi tamafio 20, se realizd una incisidén en el area
inguinal y se cortan los misculos. Usando pinzas estériles,
se desbriddé el hueso hasta poder observar facilmente la
superficie epifiseal. Los fémures luego se separan de sus
articulaciones usando un cortador de huesos estéril. Se

cortan ambos extremos del hueso y se usa una jeringa de 5
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mL equipada con una aguja de calibre 18 para pasar RPMI
1640 complementado con 10% de suero bovino fetal a través
del fémur. La suspensidén de médula o&sea restante luego se
enriquece mediante centrifugacidén en gradiente usando
histopaque 1077. Luego de 2 lavados con medio, se obtiene
una vrica preparacidén celular mononuclear. Para realizar
frotis de médula o4sea, la suspensidén se fija en
portaobjetos usando un citocentrifugador (Shandon, NY). El
conteo real se calcula contabilizando el factor de dilucidn
del 1lavado de medio. La presencia de células mieloides vy
MIACS1 en frotis de médula Osea se evalud mediante tincidn

de rutina de portaobjetos usando tintura de Wright.

Se evalian tanto el articulo de prueba como el
vehiculo en si. Cada grupo consiste en 60 animales, lo cual
es estadisticamente significativo para este estudio. Todos
los animales se inyectan con MIAC51 al cumplir 15 dias de

edad.

Los regimenes més mielosupresores se usan para este
estudio, incluyendo 3 regimenes de guimioterapia:
ciclofosfamida, ciclofosfamida y doxorubicina, asi como
ciclofosfamida, doxorubicina y paclitaxel. Todos los grupos
reciben MIAC51. Los grupos son: solamente guimioterapia,
quimioterapia + vehiculo, quimioterapia + articulo de

prueba (un total de 180 animales ©por régimen de
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quimioterapia). La cantidad final de animales utilizados

es: 3 regimenes de quimioterapia de combinacién x 180

animales = 540 ratas.

Para obtener un polvo de 0.8 y o = 0.05 con una
diferencia absoluta del 20%, se pueden necesitar 36
animales por grupo. La tasa de remisidén con 1la

ciclofosfamida es de al menos 20%. De acuerdo con el
andlisis de poder, el tamafio minimo de muestra para lograr
relevancia estadistica es de 36 animales. Por lo tanto, se
agregan 4 animales mds a cada grupo para considerar la tasa

de rotacidén del modelo del 10%.

El an&lisis del efecto de 1las quimioterapias y el
compuesto protector en las articulaciones se realiza usando
un andlisis de wvarianza de doble sentido, con atencidn
especifica en la interaccién entre 1los compuestos, la
quimioterapia y el desarrollo de CIMS. Una interaccién
significativa indica sinergia o antagonismo entre ambos. Al
anidlisis de varianza lo sigue una comparacién en pares de
las diferencias entre las respuestas al compuesto protector
en presencia o ausencia de quimioterapia o leucemia.
Finalmente, el desarrollo de leucemia se compara usando la
prueba de probabilidad exacta de Fischer. Todas las

comparaciones se realizan en alfa = 0.05.
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Ejemplo 3: Dosis elevada de régimen no calcémico de

Calcitriol para el tratamiento de la mielosupresidn

inducida por la quimioterapia: Estudio usando el modelo de

regimenes de quimioterapia multiple (MC<R) de ratas con

cloroleucemia

Para el primer ciclo de experimentos, se inyectaron
ratas Long Evans de 15 dias de edad con MIACS51. En el dia
21, las ratas se separaron de forma aleatoria en 3 grupos
para cada régimen de quimioterapia donde el Grupo I recibid
vehiculo y el Grupo II recibidé 10 png de calcitriol. Se
suministr® una dosis de pulso de vehiculo o calcitriol
cuatro dias antes de la administracidén de quimioterapia.
Cada uno de los grupos I y II se separd el dia 21 en 3
grupos que recibieron los giguientes regimenes
quimioterapéuticos: ciclofosfamida (150 mg/kg) ,

ciclofosfamida y doxorubicina (100 mg/kg, 25 wg/kg,

respectivamente) Yy ciclofosfamida, doxorubicina v
paclitaxel (100 mg/kg, 25 mg/kg, 10 mg/kg,
respectivamente). Desde el dia 20 hasta el dia 32, se

realizaron conteos completos de granulocitos mediante la
puncién de la vena caudal con una jeringa de calibre 27,

mientras que los animales se sostenian manualmente.

Como se muestra en las Figuras 3(a) a 3(c), los
conteos absolutos de neutréfilos (ANC) en la linea de base

antes de la administracidén de guimioterapia variaron de
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3621 +154 mm’® a 3000 +254 mm’. Luego de administrar 1la

quimioterapia, los valores del ANC disminuyeron

significativamente entre los dias 24 y 27, como se muestra

en las Figuras 4-6 y en la Tabla 4, a continuacién.

Tabla 4

Nadir del ANC

Nadir del ANC

. sin
Régimen de tratamiento con
tratamiento tratamiento
con . .
caleitriol con calcitriol
Ciclofosfamida 245 + 25 /mm? 2154 + 147 /mm’

Ciclofosfamida y

200 + 25 /mm®

2365 + 145 /mm’

doxorubicina
Ciclofosfamida,
doxorubicina y

paclitaxel

180 + 38/mm’ 2365 + 125 /mm’

Estos resultados demuestran que la administracidn de
calcitriol disminuye de forma significativa el nadir del
tres regimenes de

ANC tras 1la administracién de 1los

quimioterapia.

Los cultivos de médula ésea se realizaron en los dias
22, 25 y 32. En el dia 32, se realizd un conteo completo- de

leucocitos en todos 1los animales y los gue resultaron

positivos para MIAC51 se sacrificaron. Los cultivos de

médula &sea avalaron los datos del ANC, como se ilustra en

las Figuras 4-6. Para el régimen de ciclofosfamida, el

control en el dia 22 fue de 85 +24 colonias; para el grupo
-89 -
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que recibe ciclofosfamida y vehiculo, el conteo de colonias
fue de 5 +1 colonias y para el grupo gue recibe
ciclofosfamida y calcitriol, el conteo de colonias fue de
56 +17 colonias (Figura 4a). En el dia 25, los valores de
control fueron de 76 +9 coloniasg, mientras que los cultivos
de médula O6sea de rata tratada con ciclofosfamida vy
vehiculo fueron de 12+4 colonias. La administracidén de
calcitriol dio como resultado un aumento significativo en
los conteos de colonias, hasta 80 + 15 colonias (Figura
5a). Se pueden observar resultados similares con los otros
dos regimenes de quimioterapia (Figuras 4(b), 4(c), 5(b) y

5(c)).

Para el segundo ciclo de guimioterapia, los
sobrevivientes se volvieron a separar de forma aleatoria y
se trataron con los mismos regimenes. Los conteos de
neutréfilos se midieron punzando la vena caudal como se
describid anteriormente. El segundo pulso de calcitriol se
administrd en el dia 48 y la quimioterapia comenzd con las
dosis mencionadas anteriormente. En el dia 52, las ratas se
separaron de forma aleatoria en 3 grupos para cada régimen
de quimioterapia. En cada régimen de quimioterapia, el
Grupo I recibid solamente vehiculo y el Grupo II recibid 20

ng de calcitriol.

En los dias 32 a 60, el ANC de linea de base antes de
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la administracidén de quimioterapia varid entre 3330 +135
mm® y 3005 +142 mm’. Como se observéd en el primer ciclo
descrito anteriormente, tras la administracidn de
quimioterapia durante el segundo ciclo, los valores del ANC

disminuyeron de forma significativa entre los dias 36 y 39,

como se ilustra en la Figura 7 y la Tabla 5, a
continuacidn.
Tabla 5
- Nadir éel ANC Nadir ANC con
Régimen de sin .
. . tratamiento
tratamiento tratamiento . .
\ , con calcitriol
con calcitriol
Ciclofosfamida 236 + 32 /mm’ 2451 + 235 /mm’
iclofosfami
Ciclofostamida 27 + 8 /mm® 2417 + 136 /mm’
y doxorubicina
Ciclofosfamida,
doxorubicina y 240 + 6/mm’ 2364 + 136 /mm’
paclitaxel

Estos resultados demuestran que la administracidn de
calcitriol brinda una proteccidén significativa contra la
neutropenia inducida por la quimioterapia en los tres

regimenes de quimioterapia.

Los cultivos de médula &sea se realizaron los dias
49, 52 y 60 (datos mostrados en las Figuras 8-10).
Nuevamente, los cultivos de médula 6sea avalaron los datos
del ANC. Para el régimen de ciclofosfamida, en el dia 40,
el control fue de 90 +15 colonias; para el grupo dgue
recibié ciclofosfamida y vehiculo, el conteo de colonias

fue de 4.5 11 colonias y para el grupo gue recibid
-91 -
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ciclofosfamida y calcitriol, el conteo de colonias fue de
82 +25 colonias. En el dia 52, los valores de control
fueron de 98 +26 colonias, mientras que 1los cultivos de
médula &6sea de rata tratada con ciclofosfamida fueron de
7+2.5 colonias. La administracidén de calcitriol dio como
resultado un aumento significativo en 1los conteos de
colonias, con 86 +25 colonias. Se observaron resultados

similares con los otros dos regimenes de quimioterapia.

También se midieron los niveles de calcio en los dias
22, 25, 32, 49, 52 y 60 y los resultados se resumen en la
Tabla 6. En el caso de la ciclofosfamida, los niveles de
calcio de control variaron de 10.05 x dia 22 [sic], 10 0.5
en el dia 25 y 10.5 0.3 en el dia 32. En ratas que
recibieron ciclofosfamida, un Gnico pulso de calcitriol no
indujo hipercalcemia. Se observaron resultados similares

con los otros dos regimenes de quimioterapia.

Tabla 6

" Niveles de calcio (mg/dL)

Dia | Dia | Dia | Dia | Dia
2 | 25 | 32 49 52

Dia 60

10 10.2
Control 0.5 10 £0.5 10 +0.3 103 11+04 | 10103

Quimio+ | 11
Vehiculo | 20.3 9.5+0.2 9.5+0.5 11+02 | 10+£05 | 11+04

Quimio + | 10.5
calcitriol | +0.4

ciclofosfamida

102403 | 105+0.7 | 10£04 | 9+03 | 9.5+0.3

fos

10.8 11.2
[ [o3Ne]
S+ 3 % d Control 102 +0.36 9.8 +£23 9402 | 11402 | 10+04

fa
mi
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Quimio + | 10.25 9.5 9.5

Vehiculo | +0.3 9.8 +0.5 11435 0.1 403 11.5+0.4
Quimio+ | 10 10.2

caleitriol | +0.5 10 +£0.5 9+0.4 103 11+04 | 10+0.3
Control ii)lz. 9.5+0.2 10 £0.6 11+0.2 | 1005 | 11+04

Quimio + | 10.5

Vehiculo | 04 102403 | 11.4+02 | 10+04 | 903 | 9503

Quimio + | 10.8 11.2

calcitriol | 202 10.36 10+0.2 9402 [ 11+02 | 1004

Ciclofosfamida +
Doxorubicina +
Paclitaxel

10

15
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A continuacién se apreciard que muchas de las
caracteristicas antedichas vy ‘otras caracteristicas vy
funciones o alternativas de las mismas se pueden combinar

de forma deseable en muchos otros sistemas o aplicaciones
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diferentes. Adicionaimente, en vista de la invencién
descrita en la presente, los expertos en la técnica pueden
implementar posteriormente diversas alternativas,
modificaciones, variaciones o mejoras no descritas de forma
explicita. También se pretende que tales alternativas,
modificaciones, variaciones o mejoras estén comprendidas

por las siguientes reivindicaciones.
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SE REIVINDICA LO SIGUIENTE:

1. Un método ©para prevenir o disminuir la
mielosupresidén inducida por la quimioterapia en un sujeto
que se trata con un agente quimioterapéutico que induce 1la
mielosupresidén, que comprende administrar al sujeto una
cantidad eficaz de un compuesto de vitamina D o una sal, un
profarmaco o un solvato farmacéuticamente aceptables del

mismo.

2. El método de la reivindicacidén 1, donde el

compuesto de vitamina D es de la Férmula (I):

donde

cada uno de a y b es, independientemente, un enlace

simple o doble

X es -CH, cuando a es un enlace doble o X es

hidrdégeno o un alquilo sustituido con hidroxilo cuando a es
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un enlace simple,

R! es hidrdégeno, hidroxilo, alcoxi, trialquil-sililo
o un alquilo sustituido o no sustituido, independientemente
sustituidos con uno a tres restos de -NR'R”, haldgeno,

hidroxilo o ciano.

R? es hidrégeno, hidroxilo, -O-trialquil-sililo o un
alquilo, alcoxilo o alquenilo sustituido o no sustituido,
independientemente sustituidos con uno a tres restos de

-NR‘R”, haldgeno, hidroxilo o ciano.

R> estd ausente cuando b es un enlace doble o R’ es
hidrégeno, hidroxilo o alquilo o R® y R' junto con el atomo
de carbono al que esgtan unidos se pueden unir para formar
un anillo carbociclico de 5 a 7 miembros cuando b es un

enlace simple,

R* es hidrégeno, halégeno o hidroxilo,

R®> estid ausente cuando a es un enlace doble o R’ es
hidrégeno, haldégeno o hidroxilo cuando a es un enlace

simple,

R® es un algquilo, alquenilo, alquinilo, cicloalquilo,

heterociclilo, alquil-O-alquilo, algquil-CO;-alquilo

-98 -
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sustituidos o no sustituidos, independientemente
sustituidos con uno a cinco restos de -NR'R”, hidroxilo,

oxo, haldgeno, alcoxilo, arilo, heterocarilo, ciano o nitro.

R’ es un alquilo sustituido o no sustituido
independientemente sustituido con uno a tres restos de
-NR’'R”, hidroxilo, haldgeno, alcoxilo, arilo, heteroarilo,

ciano o nitro y

cada uno de R’ y R” son, independientemente,
hidrégeno, hidroxilo, haldgeno, alquilo C;.; o alcoxilo Ci_q,

de forma que se evite o disminuya dicha CIM.

3. El1 método de 1la reivindicacién 1, donde el
compuesto de vitamina D estd representado por la Férmula

(II):

(I1)

donde

c es un enlace simple o doble,
-99 .
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R es hidrégeno, trialquil-sililo o wun alquilo
sustituido o no sustituido, independientemente sustituidos
con uno a tres restos de -NR'R”, haldgeno, hidroxilo o

5 ciano.

R%? es hidrégeno, hidroxilo, -O-trialquil-sililo o un
algquilo, alcoxilo o alquenilo sustituidos o no sustituidos,
independientemente sustituidos con uno a tres restos de

10 -NR’'R”, haldgeno, hidroxilo o ciano.

R*® y R*® esté&n ausentes cuando c es un enlace doble o
cada uno es, independientemente, hidrdgeno, hidroxilo,
halégeno, alcoxilo o un algquilo sustituido o no sustituido,

15 independientemente sustituidos con uno a tres restos de

hidroxilo o haldgeno cuando ¢ es un enlace simple.

Cada uno de R®®, R*, R, Rr®*, R™® y R* es,
independientemente, hidrbégeno, hidroxilo, haldégeno,
20 alcoxilo o un alquilo sustituido o no sustituido,
independientemente sustituidos con uno a tres restos de
hidroxilo o halégeno o dos cualesquiera de R®?, R’ y R®®
pueden estar unidos para formar un anillo carbociclico de 3
a 7 miembros.
25

4. El1 método de 1la reivindicacién 1, donde dicho
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compuesto de vitamina D comprende 1,25-dihidroxivitamina
D3; 1,25-dihidroxi-16-eno-23-ino-colecalciferol; 1,25-
dihidroxi-l16-eno-ino-colecalciferol; la-hidroxivitamina D3;
1 o,24-dihidroxivitamina D3, MC 903 o combinaciones de 1los

mismos.

5. El método de la reivindicacidén 1, donde dicho
compuesto de vitamina D se administra de forma tépica o

sistémica.

6. El método de 1la reivindicacién 1, donde la
quimioterapia implica el uso de un agente guimioterapéutico

especifico para el ciclo celular.

7. El método de la reivindicacién 1, donde la
quimioterapia implica el uso de un agente quimioterapéutico

no especifico del ciclo celular.

8. El método de la reivindicacidn 1, donde el agente
quimioterapéutico es un agente especifico del ciclo celular
en combinacién con un agente no especifico del ciclo

celular.

9. El método de 1la reivindicacidn 1, donde dicho
compuesto de vitamina D se administra antes de la

administracién de dicho agente quimioterapéutico.
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10. El método de la reivindicacidn 1, donde dicho
compuesto de wvitamina D se administra conjuntamente con

dicho agente quimioterapéutico.

11. El método de la reivindicacidén 1, donde el sujeto

es un mamifero.

12. E1l método de 1la reivindicacidén 1, donde el
compuesto de vitamina D se administra conjuntamente con un
agente adicional que contrarresta la anemia inducida por la

gquimioterapia.

13. El1 método de la reivindicacidén 12, donde el

agente es un factor de crecimiento.

14. El método de la reivindicacién 13, donde dicho

factor de crecimiento es G-CSF o EPO.

15. E1 método de la reivindicacidén 1, donde el
compuesto de vitamina D se formula como una solucidn
estéril que comprende entre alrededor 50 pg/mL y alrededor

de 400 pg/mL del compuesto de vitamina D.

16. E1 método de 1la reivindicacidén 15, donde 1la

formulacidén comprende adicionalmente etanol desnaturalizado
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anhidro y polisorbato 20.

17. E1 método de 1la reivindicacidén 15, donde 1la
formulacidén se diluye 1:10 en 0.9% de solucidn de cloruro

de sodio antes de la administracidén al sujeto.

18. El método de 1la reivindicacidn 15, donde 1la
formulacién comprende alrededor de 75 ug/mL de compuesto de

vitamina D.

19. E1 método de 1la reivindicacidén 15, donde la
formulacién comprende alrededor de 345 ug/mL de compuesto

de vitamina D.

20. E1 método de 1la reivindicacidén 15, donde el

compuesto de vitamina D es calcitriol.

21. Un método para determinar una dosis terapéutica
6ptima de un compuesto de vitamina D que comprende

administrar a un sujeto una serie de cantidades de
prueba del compuesto de vitamina D o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo y

determinar la dosis minima necesaria para proteger
las células mieloides del sujeto de la mielosupresidn
inducida por 1la quimioterapia sin provocar un efecto

hipercalcémico, donde el compuesto de vitamina D esta
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representado por la Férmula (I):

RG

donde

cada uno de a y b es, independientemente, un enlace

simple o doble

X es -CH, cuando a es un enlace doble o X es
hidrdégeno o un alquilo sustituido con hidroxilo cuando a es

un enlace simple,

R' es hidrégeno, hidroxilo, alcoxi, trialquil-sililo
o un alquilo sustituido o no sustituido, independientemente
sustituidos con uno a tres restos de -NR'R”, haldgeno,

hidroxilo o ciano.

R? es hidrégeno, hidroxilo, -O-trialquil-sililo o un
alquilo, alcoxilo o alquenilo, sustituidos o no
sustituidos, independientemente sustituidos con uno a tres

restos de -NR’R”, haldégeno, hidroxilo o ciano.

R} esta ausente cuando b es un enlace doble o R® es
-104 -
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hidrégeno, hidroxilo o alquilo o R?* y R' junto con 1los
dtomos de carbono a los que estédn unidos se pueden unir
para formar un anillo carbociclico de 5 a 7 miembros cuando

b es un enlace simple,

R? es hidrégeno, haldgeno o hidroxilo,

R®> estd ausente cuando a es un enlace doble o R° es
hidrégeno, haldégeno o hidroxilo cuando a es un enlace

simple,

R® es un alquilo, alquenilo, alquinilo, cicloalquilo,

heterociclilo, alquil-O-alquilo, alquil-CO;-alquilo
sustituidos o no sustituidos, independientemente
sustituidos con uno a cinco restos de -NR’R”, hidroxilo,

oxo, halégeno, alcoxilo, arilo, heteroarilo, ciano o nitro.

R’ es un alquilo sustituido o no sustituido
independientemente sustituido con uno a tres restos de
-NR‘R”, hidroxilo, haldgeno, alcoxilo, arilo, heteroarilo,

ciano o nitro y

cada wuno de R’ y R” son, independientemente,

hidrégeno, hidroxilo, haldgeno, alquilo C;.; o alcoxilo Ci_7,

22. Un método para disminuir el riesgo o prevenir un

- 105 -

ME}1 12140932v.1



10

15

20

trastorno inducido por la mielosupresidn en un sujeto gque
se trata con un agente quimioterapéﬁtico que induce la
mielosupresidén, que comprende administrar a un sujeto una
cantidad eficaz de un compuesto de vitamina D o una sal, un
profadrmaco o un solvato farmacéuticamente aceptables del
mismo, de forma que se prevenga dicho trastorno inducido
por la mielosupresidn o se disminuya el riesgo de trastorno

inducido por la mielosupresidn.

23. E1l método de la reivindicacidén 22, donde dicho
trastorno inducido por la mielosupresién es 1infeccidn

inducida por la mielosupresidn.

24. Un método para evitar el agotamiento de
neutréfilos en un sujeto gue se trata con un agente
quimioterapéutico que comprende administrar al sujeto una
cantidad eficaz de un compuesto de vitamina D o una sal, un
profarmaco o un solvato farmacéuticamente aceptables del
mismo, de forma que se prevenga el agotamiento de

neutrdéfilos en dicho sujeto.
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Resumen de la invencidén

La pregente descripcién se vrefiere al uso de
compuestos de vitamina D, como vitamina D3 o andlogos y/o

5 metabolitos de los mismos, para modular los progenitores de
médula o&ésea y las células estromales antes de 1la
administracidén de agentes neoplésicos. Los métodos de la
presente descripcién pueden mejorar la mielosupresidn
aumentando la disponibilidad de progenitores de células

10 madre pluripotentes y se pueden usar en combinacidén con una
terapia estédndar (por ej., factor de estimulacidén de
granulocitos) para aumentar la proliferaciédn de células
mieloides y/o mejorar su movilizacidn desde la médula obsea,
mediante lo cual se disminuye la dosis y la administracidén

15 de factores de estimulacidén de colonias (CSF), asi como el

tiempo de recuperacidén luego de la quimioterapia.
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Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de Ia Decision 486 de la
Comision de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla
51 bis del Reglamento y Circular Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica gue:

1. La solicitud no contiene el poder debidamente otorgado, con el lleno de los requisitos exigidos por los articulos
63 y subsiguientes del Cédigo de Procedimiento Civil. Adicionalmente, debera presentar el documento que
acredita la existencia y representacién legal de la sociedad solicitante, cuando ésta fuere persona juridica.

2. La solicitud no contiene la copia del documento en que consta la cesién del derecho a la patente del inventor al
solicitante 0 a su causante, conforme a lo establecido por el articulo 26 literal k) de la Decision 486 de la
Comision de la Comunidad Andina. Cuando se trate de documentos otorgados en el extranjero, estos deberan
legalizarse de conformidad con lo dispuesto por los articulos 259 y 260 del Codigo de Procedimiento Civil.
Cuando se trate de las declaraciones a que hace referencia la Regla 4.17 ii) del Tratado de Cooperacion en
Materia de Patentes PCT., el alcance de las tales declaraciones se determinara segun indiquen claramente una
cesion de derechos del inventor al solicitante o su causante, de conformidad con lo dispuesto en el numeral
5.2.15 del Capitulo Quinto, Titulo X de la Circular Unica de Superintendencia de Industria y Comercio.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decision 486, se le requiere para que dentro del término
de dos meses siguientes a la fecha de notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente
enunciados. En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se considerard abandonada y
perdera su prelacion.
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