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ES 2358 528 T3

DESCRIPCION
Vitamina K para la prevencion y el tratamiento de una erupcién cutdnea secundaria a una terapia anti-EGFR
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

A lo largo de esta solicitud se hace referencia a diversas publicaciones entre paréntesis. Las citas completas para
estas referencias pueden encontrarse al final de la memoria descriptiva inmediatamente antes de las
reivindicaciones. Las divulgaciones de estas publicaciones se incorporan por la presente mediante referencia en su
totalidad en la presente solicitud para describir mas a fondo la técnica de la que trata la presente solicitud.

El receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) es una proteina de transmembrana expresada en todas las
superficies epiteliales. Representa un importante papel fisiol6gico en la reparacion y la regeneracién epitelial. El
factor de crecimiento epidérmico (EGF) es un péptido secretado por las glandulas salivares y otras glandulas
asociadas con superficies epiteliales que se une a un area especifica en el dominio extracelular delEGFR. Al unirse
genera una sefial que se transmite dentro de la célula. El primer episodio intracelular como resultado de la union a
EGF es un cambio de conformacion en el dominio intracelular de EGFR que permite que el 5'-trifosfato de adenosina
(ATP) entre en el llamado dominio de tirosina quinasa (TK), un bolsilloque contiene un residuo de tirosina, y done un
grupo fosfato al residuo de tirosina. EI EGFR intracelular que soporta una tirosina fosforilada se vuelve capaz de
asociarse con otras proteina intracelulares y origina una serie de reacciones bioquimicas que se propagan aguas
abajo a través de una red muy compleja. Las ramas mejor conocidas de esta red son la ruta de proteina quinasa
activada por mitdgenos (MAPK), que da como resultado divisiéon de células tumorales durante la activacion, y la ruta
de AKT, que da como resultado una supervivencia celular potenciada durante la activaciéon. Por lo tanto, los
resultados de la activacion de EGFR son una proliferacién celular incrementada y una tolerancia celular potenciada a
diferentes ataques.

Muchos tumores sobreexpresan EGFR en comparacién con tejidos normales vecinos o la superficie epitelial a partir
de la cual se originan o tienen una version mutada de EGFR, intrinsecamente activada o con una susceptibilidad
potenciada a la activacion. Se cree que tal sobreexpresion es uno de los muchos mecanismos por los que las
células tumorales alcanzan una ventaja de crecimiento, una caracteristica clave del fenotipo maligno. Por
consiguiente, se cree que bloquear la ruta de sefializacién de EGFR es una estrategia racional para el tratamiento
de muchas enfermedades malignas humanas. Basicamente, existen dos modos de inhibir aguas arriba la ruta de
sefializacion de EGFR: 1) prevenir la union de EGF y otros ligandos peptidicos naturales al dominio de EGFR
extracelular mediante el uso de anticuerpos monoclonales especificos, y 2) prevenir la entrada de ATP y otros
donantes de fosfato en el bolsillo de TK del dominio de EGFR intracelular mediante el uso de pequefias moléculas
que estructuralmente se ajustan muy bien al bolsillo (los llamados inhibidores de TK de EGFR).

Después de afios de esfuerzos de descubrimiento y evaluacion clinica, se ha mostrado recientemente que los
inhibidores de EGFR son agentes antitumorales contra una variedad de tumores sdlidos incluyendo, pero no
limitados a, carcinoma colorrectal, cancer pulmonar no microcitico, cancer de cabeza y cuello y gliomas malignos
(Conen et al., 2003; Lage et &l., 2003; Lorusso, 2003; Vanhoeferet &l., 2004). Efectos clinicos definidos como alivio
de sintomas o prolongacién de la supervivencia se han demostrado desde hace mucho tiempo con el anticuerpo
anti-EGFR cetuximab (Erbitux®) y los inhibidores de tirosina quinasa (TK) de EGFR gefitinib (Iressa®) yerlotinib
(Tarceva®). Se estan desarrollando muchos agentes adicionales pertenecientes a esta clase. Hasta hoy,
indicaciones aprobadas por la FDA incluyen carcinoma colorrectal quimiorrefractario y cancer pulmonar no
microcitico, carcinoma de cabeza y cuello y carcinoma pancreatico. Estan en marcha muchos estudios clinicos que
usan estos agentes solos o0 en combinacioén, para pacientes refractarios o no tratados previamente con quimioterapia
con una variedad de otras enfermedades malignas. Se anticipa que tantos como 200.000pacientes en los EE. UU.
de A. pueden recibir estos agentes cada afio en un futuro préximo.

Aunque estos agentes no provocan toxicidades potencialmente letales, el principal efecto secundario es una
erupcion cutanea que se produce en 60-70% de los pacientes, afecta principalmente a la cara y el tronco y provoca
incomodidad y cambios cosméticos desfavorables en muchos casos. Los principales sintomas provocados por la
erupcion cutanea son picor, sequedad e infeccidon secundaria. La presencia y la intensidad de la erupcidn estan
claramente relacionadas con la dosis y el tiempo mediano de presencia es 10 dias después del inicio de la terapia.
Aproximadamente 10% de los pacientes interrumpen la terapia debido a la toxicidad cutanea.

La mayoria de los estudios clinicos ha mostrado que la mayoria de los pacientes que desarrollan erupcion cutanea
como resultado de una terapia anti-EGFR tienden a vivir mas. Se cree que la presencia de erupcion cutanea
requiere tanto inhibicién eficaz de EGFR en la piel como un sistema inmunitario competente que sea capaz de
responder al ataque tisular provocado por tal inhibicion con una respuesta inflamatoria apropiada. Como existe una
evidencia creciente de que la erupcién cutanea es un indicador sustituto de eficacia antitumoral y beneficio
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clinico(Cohen et al., 2003), incrementar la dosificacién de agentesanti-EGFR para provocar una erupcién cutanea
puede convertirse en una practica comun. Si ese es el caso, el tratamiento de la erupciéon cutanea también se
volvera de importancia creciente. No existen métodos racionales, cientificamente probados y clinicamente eficaces
disponibles para el tratamiento de esta forma de erupcion cutdnea. Antibidticos topicos o sistémicos, agentes
antiinflamatorios, retinoides, lubricantes topicos y otros tipos de remedios se han probado de un modo empirico con
resultados pobres o inconsistentes. Hasta el dia de hoy no se ha establecido una terapia o prevencién para esta
nueva enfermedad cutanea, una afeccién que se espera que afecte a aproximadamente 150.000 individuos en los
EE. UU. de A. cada afio en un futuro muy préximo.

La vitamina K se ha usado para el tratamiento de trastornos de los vasos sanguineos de la piel, tratamiento
cosmético de la piel y tratamiento de la piel después de un tratamiento con laser (Patente de EE. UU. N°
5.510.391;Publicacion de Solicitud de Patente de EE. UU. N° US2003/0170187; Publicaciones Internacionales PCT
N° WO 97/39746, WO 02/13780, WO 03/101415, WO 2004/019923;Lou et al., 1999; Shah et al., 2002). Sin
embargo, la administracién topica de vitamina K3 puede provocar dermatitis (Page et &l.,1942) y vesiculacion de la
piel (Ulbrich, 1961).

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencion proporciona Vitamina K1 o Vitamina K3 para el uso en un método para tratar o prevenir una
erupcion cutdneasecundaria a una terapia anti-receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) en un sujeto
que recibe dicha terapia, comprendiendo el método aplicar la Vitamina K1 o la Vitamina K3 a la piel en una cantidad
eficaz para tratar o prevenir la erupciéon cutanea, en donde la Vitamina K1 o laVitamina K3 se formula en una
formulacion farmacéutica adecuada para la administracién topica.

La presente invencién también proporciona el uso de Vitamina K1 oVitamina K3 en la fabricacion de una
composicion farmacéutica para el tratamiento o la prevencién de una erupcién cutaneasecundaria a una terapia anti-
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), en donde la composicion farmacéutica se formula para la
administracion topica y comprende una cantidad de Vitamina K1 oVitamina K3 eficaz para tratar o prevenir
dichaerupcion cutanea.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1A-1C. Efectos de las Vitaminas K1, K2 y K3 (VK1, VK2, VK3) sobre la fosforilacion de EGFR (A), AKT(B) y
Stat-3 (C) en células de carcinoma vulvar A431 humano. Células A431 (1x10° células/pocillo) se cultivaron en placa
en una placa de 6 pocillos y se incubaron en medio RPMI-1640 con suero al 10% durante la noche. Las células se
expusieron a las concentraciones indicadas de VK1,VK2 y VK3 durante 2 horas. Después de la exposicion, las
células se lavaron dos veces con solucién salina tamponada con fosfato (PBS)fria, y se sometieron a lisis con 50 pl
de tampon de lisis. Cantidades iguales de lisado (30 ug de proteina) se sometieron a una PAGE en presencia
deSDS al 7,5% o al 12%. EGFR, phos-EGFR, AKT, phos-AKT, Stat-3 y phos-Stat-3 se detectaron mediante analisis
de inmunotransferencia usando anticuerpos correspondientes. La Vitamina K3 estimulaba EGFR, Akt y Stat-3. La
Vitamina K1 también activaba EGFR,mientras que la Vitamina K2 tenia poco o ningln efecto.

Figura 2. La Vitamina K3 (menadiona) previene la inhibicién de la fosforilacién de EGFR provocada por erlotinib, un
inhibidor de tirosina quinasa de EGFR, en células A431. Células A431 (1x106células/pocillo) se cultivaron en placa
en una placa de 6 pocillos y se incubaron en medio RPMI-1640 sin suero bovino fetal durante 24 horas. Después de
la hipoalimentacién, las células se expusieron a diferentes concentraciones devitamina K3 sola (0,01-0,5 mM) o con
erlotinib 2 uM durante 2 horas, o se estimularon con 100 ng/ml de EGF durante 5min. Después de la exposicion, las
células se lavaron dos veces con solucion de PBS fria, y se sometieron a lisis con 50 pl de tampén de lisis.
Cantidades iguales de lisado (30 pg de proteina) se sometieron a una PAGE en presencia de SDS al 7,5%. EGFR y
EGFR fosforilado se detectaron mediante analisis de inmunotransferencia usando anticuerpos correspondientes.

Figura 3. Efecto de VK3 (menadiona) sobre la inhibicién del crecimiento celular inducida por erlotinib en células
A431. Las células se cultivaron en placa en una placa de 96 pocillos durante la noche. Las células se expusieron a
diferentes concentraciones de erlotinib solo o en combinacién con VK3 (menadiona) 50uM o 100 uM durante 72
horas. Después de la exposicion, las células se recogieron mediante tripsinizacién y la viabilidad celular se
determin6 mediante conteo celular usando un hemacitémetro. Cada punto representa la media de dos experimentos
independientes.

Figura 4A-4B. La fosforilacién inducida por VK3 de EGFR es reversible en células A431. Las células se expusieron a
VK3 0,ImM durante 1 hora. Después de la exposicion, las células se lavaron tres veces con medio frio y a
continuacion se reincubaron en medio reciente libre de VK3 con suerobovino fetal al 10% durante los
tiemposindicados. Las células se recogieron y se sometieron a lisis con tampén de lisis. Cantidades iguales de lisado
celular se sometieron a PAGE en presencia de SDS al 7,5% (A). El EGFR total y el EGFR fosforilado (p-EGFR) se
detectaron mediante andlisis der inmunotransferencia usando los anticuerpos correspondientes. Control (Con)
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significa células que no se exponian a VK3. El p-EGFR relativo se expresé como la intensidad de bandas de p-
EGFR en cada uno de los puntos temporales medida mediante una densitometria laser en comparacién con la del
control como uno (B).

Figura 5. La Vitamina K3 inhibe la actividad de fosfatasa. Células A431 se expusieron a VK3 0,1 mM durante 1
hora.Después de la exposicion, las células se lavaron tres veces con medio frio y a continuacion se reincubaron en
medio libre de VK3 con suero bovino fetal al 10% durante el tiempo indicado. Las células se recogieron y los
extractos celulares se prepararon para el ensayo de actividad de fosfatasa usando pNPP (4-nitrofenilfosfato
disédico) como un sustrato. Control (Con) significa la actividad de fosfatasa en células sin exposicion a VK3. La
actividad relativa de fosfatasa se expresé en comparacion con la del control como uno. La inhibicién de fosfatasa
inducida por VK3 es reversible después de la retirada de VK3.

Figura 6. Efecto de laVitamina K3 (menadiona) sobre la inhibicién inducida por erlotinib de la fosforilacion de EGFR
en piel de raton. La Vitamina K3 rescata la inhibicién inducida por erlotinib de la fosforilacion de EGFR en tejido
cuténeo de raton. A los ratones se les administraronP.O. diariamente 50 mg/kg de erlotinib; la piel del raton se frotd
con solucién etandlica de VK3 15 mM. Después del tratamiento, los ratones fueron sacrificados y se recogio tejido
cutaneo. Se usaron 100 mg de tejido cutaneo para la preparacién de extractos tisulares. Cantidades iguales de
extractos de tejido cutaneo (80 ug de proteina) se sometieron a una PAGE en presencia de SDS al 7,5%. El EGFR
total y el p-EGFR se detectaron mediante analisis de inmunotransferencia.

Figura 7. Efecto de VK3, Cream B y Cream VK sobre la fosforilacion de EGFR en tejido cutaneo de ratén. Los
ratones se frotaron con VK3 30 mM o 100 mM (en etanol), o con las mismas dosis de Cream B o Cream VK.
Después del tratamiento, los ratones fueron sacrificados y se tomaron tejidos cutdneos para la preparacion de
extractos tisulares. Cantidades iguales de extractos tisulares (80 pg de proteina) se sometieron a una PAGE en
presencia de SDS al 7,5%. El EGFR total y el p-EGFR se detectaron mediante andlisis de
inmunotransferenciausando anticuerpos policlonales anti-EGFR y p-EGFR. Cream B es un producto de libre
adquisicion (BabyCakes) que contieneVitamina K3 de acuerdo con su etiqueta; la concentracion no se especifica.
Cream VK es una crema de Vitamina Kal 5% de libre adquisicién. En contraste con la VK3 30 mM o 100 mM, las
cremas comerciales no muestran efecto.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion se dirige a Vitamina K1 oVitamina K3 para el uso en un método para tratar una erupcion
cutaneasecundaria a una terapia anti-receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR)en un sujeto que recibe
dicha terapia, comprendiendo el método aplicar un analogo de vitamina K a laerupcion cutdnea en una cantidad
eficaz para tratar o prevenir la erupcién cutdnea, en donde la Vitamina K1 oVitamina K3 se formula en una
formulacion farmacéutica adecuada para la administracion topica. La presente invencion también proporciona el uso
de Vitamina K1 oVitamina K3 en la fabricacién de una composicién farmacéutica para el tratamiento o la prevencion
de una erupcion cutaneasecundaria a una terapia anti-receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), en
donde la composicion farmacéutica se formula para la administracion tépica y comprende una cantidad de Vitamina
K1 oVitamina K3 eficaz para tratar o prevenir dicha erupcién cutdnea. Segun se usa en la presente memoria, el
término “tratar” unaerupcién cutanea secundaria a una terapia anti-EGFR significa reducir o eliminar la erupcion
cutanea, y/o disminuir o eliminar el incremento o la extension de la erupcion cutdneaen la piel del sujeto.

Sujetos que reciben terapia anti-EGFR incluyen pacientes que reciben tratamiento con un anticuerpo anti-EGFR tal
como cetuximab y/o un inhibidor de tirosina quinasa de EGFR tal como gefitinib o erlotinib.La Vitamina K1 es 2-metil-
3-fitil-1,4-naftoquinona y laVitamina K3 es 2-metil-1,4-naftoquinona (menadiona).

La Vitamina K3 tiene la estructura:

CHj

La Vitamina K1 tiene la estructura:
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CHs
CH; CHs
CH,CH=C-[-CH,CH,CH,CH-3-CH;

0]

Formas preferidas de la vitamina K1 son el isémero trans de la vitamina K1 o una mezcla de los isémeros trans y
cis,ya que el isémero cis tiene poca o ninguna actividad biolégica (Matschiner et al., 1972).

La Vitamina K1 se presenta en la naturaleza. La Vitamina K3 es un analogo sintético. Se han descrito
procedimientos para preparar analogos devitamina K, p. ej. las Patentes de EE. UU. N° 4.374.775, 4.906.411,
5.412.124, 5.637.741, 5.770.774 y 6.579.994 ySah (1949-50). LasVitaminasK1l y K3 estan disponibles, p. €j., de
Sigma-Aldrich.

LasVitaminaskK1 y K3 pueden activar EGFR, Akt y/o Stat-3. Segun se usa en la presente memoria, "activar" EGFR,
Akt y/o Stat-3 significa incrementar la forma fosforilada de EGFR, Akt y/o Stat-3.

Segun se usa en la presente memoaria, para tratar una erupcion cutanea, laVitamina K1 o K3 se aplica tépicamente a
la piel. Los compuestos de Vitamina K son facilmente solubles en alcohol etilico y disolventes organicos y pueden
prepararse en formulaciones para uso topico a las concentraciones deseadas. El analogo de vitamina K puede
aplicarse a la piel usando, p. €j., cremas, geles, emulsiones, lociones, liquidosy/o liposomas. La formulacion puede
ser una formulacion que proporcione liberacién sostenida del analogo de vitamina K. Formulaciones cutaneas
tépicas pueden incluir, porejemplo, ingredientes que incluyen, pero no se limitan a, cualquiera de los siguientes:
alcohol etilico, alcohol isopropilico, alcohol bencilico, alcohol cetilico, alcohol estearilico, granulos de lecitina,
palmitato de isopropilo, miristato de isopropilo, propilparabén, metilparabén, un tensioactivo (p. e€j., Pluronic F-127
NF), Dowicil 200, un aceite mineral, un aceite natural,un aceite silicénico, parafina, glicerina, diéster de acido
estearico, estearato de glicerol, estabilizantes tales como ciclodextrina y filtros ultravioleta (UV).

La Vitamina K1 o K3 puede aplicarse a la piel hasta la dosis maxima tolerada, que puede variar de sujeto a sujeto y
depender del analogo de vitamina K especifico usado en el tratamiento. La dosis maxima tolerada puede ser
facilmente determinada por un experto en la técnica. Preferiblemente, la Vitamina K1 o K3 se aplica a la piel a una
concentracion de al menos 100 yM o al menos 15 pg/ml. Preferiblemente, la vitamina K3 se aplica a una
concentracién de 50 pg/ml a 200 ug/ml, maspreferiblementede 75 ug/ml a 100 pg/ml. Preferiblemente, la vitamina K1
se aplica a la piel a una concentracion de al menos 450 pg/ml.

El tratamiento con la Vitamina K1 o K3 puede comenzar, por ejemplo, el dia del inicio de la terapia con una agente
anti-EGFR o tan pronto como aparezca la erupcion cutaneao segun sea prescrito de otro modo por un meédico.
LaVitamina K1 o K3 se administra periédicamente durante el transcurso de la terapia con el agente anti-EGFR. La
frecuencia de la administracion variara de acuerdo con la formulacion, porejemplodos veces al dia, diariamente o un
dia si y uno no o segun sea prescrito de otro modo por un médico. Una formulacion de liberacion sostenida requerira
una administracion menos frecuente que una formulacion que no proporcione liberacion sostenida o lenta del
analogo de vitamina K.

La invencion proporcionaVitamina K1 oK3 para el uso en un método para prevenir unaerupcion cutanea secundaria
a una terapia anti-receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) en un sujeto que recibe tal terapia,
comprendiendo el método aplicar un analogo devitamina K a la piel en una cantidad eficaz para prevenir la erupcién
cutanea, segun se describe en la presente memoria para el tratamiento de una erupcion cutanea. Una erupcion
cutanea secundaria a una terapia anti-EGFR se produce cominmente en la cara y el tronco. Preferiblemente,
laVitamina K1 oK3 se aplica a areas del cuerpo en las que la erupcion cutdneaaparece tipicamente secundaria a una
terapia anti-EGFR, tales como la cara y el tronco, o a un area del cuerpo en la que el sujeto ha experimentado una
erupcion cutdneaantes de la terapia anti-EGFR.Para prevenir la erupcién cutanea, laVitamina K1 o K3 puede
aplicarse a la piel empezando, por ejemplo, el dia del inicio de la terapia con el agente anti-EGFR 0 segun sea
prescrito de otro modo por un médico.

La invencion presenta una composicion farmacéutica que comprende una cantidad de cualquiera de los analogos de
vitamina K descritos en la presente memoria eficaz para tratary/o prevenir una erupciéon cutdneasecundaria a una
terapia anti-receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR). Las composiciones también pueden incluir un
vehiculo farmacéuticamente aceptable. Segin se usa en la presente invencion, el término “vehiculo” abarca
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vehiculos farmacéuticos estandar tales como alcohol etilico y disolventes organicos. En una realizacion preferida, la
composicion farmacéutica se formula para la administracion tépica. La Vitamina K1 o K3 puede formularse en una
formulacién de liberacién sostenida.

Esta invencion se entendera mejor a partir de los Detalles Experimentales que siguen. Sin embargo, un experto en la
técnica apreciara facilmente que los métodos y los resultados especificos analizados son meramente ilustrativos de
la invencién que se describe mas a fondo en las reivindicaciones que siguen posteriormente.

DETALLES EXPERIMENTALES
Materiales y Métodos

Se usaron dos lineas celulares humanas que sobreexpresan EGFR no mutado: carcinoma vulvar A431 y carcinoma
de cabeza y cuello HN5. Las células se expusieron a diferentes concentraciones de diferentes analogos de vitamina
K en presencia de uno de tres inhibidores de EGFR: el anticuerpo monoclonal anti-EGFR cetuximab (Erbitux®) y los
inhibidores de tirosina quinasa (TKI) de EGFR erlotinib (Tarceva®) y gefitinib (Iressa®). La citotoxicidad seevalud
mediante conteo celular. Las células se sometieron a lisis y los efectos de diferentes analogos de vitamina K sobre la
activacion de EGFR, la quinasa Akt, y el transductor de sefiales y activador de la transcripcion 3 (STAT-3) se
evaluaron mediante andlisis de transferencia western usando anticuerpos para las formas fosforiladas (activadas) de
EGFR, Akt y Stat-3. Los anticuerpos policlonales de anti-EGFR, anti-phos-EGFR (Tyr1068), anti-AKT,anti-phos-AKT
(Ser473), anti-Stat-3 y anti-phos-Stat-3 (Tyr-705) se adquirieron de Cell Signaling (Beverly, MA).Las Vitaminas K1,
K2 y K3 se adquirieron de Sigma-Aldrich (St Louis, MO). La activacién de EGFR, Akt y Stat-3 se evalud en presencia
y ausencia de tratamientosanti-EGFR de las células. La activacion de EGFR mediante analogo devitamina K
también se evalué usando piel de ratén, que se homogeneizé y se sometié a lisis después del tratamiento con
analogo de vitamina K.La actividad de fosfatasa se determind usando pNPP (4-nitrofenilfosfato disédico) como un
sustrato.

Resultados

Los efectos de las Vitaminas K1, K2 y K3 sobre la activacion (fosforilacién) de EGFR, Akt y Stat-3 obtenidos a partir
de célulasA431 sometidas a lisis se muestran en la Figura 1A-1C. La Vitamina K3 activaba EGFR y los componentes
de sefializacion intracelulares aguas abajo Akt y Stat-3. Los efectos se observaron claramente a una concentracion
de Vitamina K3 de 100 puM, o aproximadamente 17 pg/ml. La Vitamina K1 solo era eficaz para activar EGFR y Akt a
la mayor concentracién usada (1000 uM o aproximadamente 450 pg/ml).La Vitamina K2 tenia poco o ningun efecto a
las concentraciones usadas (hasta 1000 pM). Asi, la Vitamina K3 es un estimulante mucho més potente de EGFR,
Arty Stat-3 que laVitamina K1 o laVitamina K2. La aplicacion de Vitamina K3 a piel normal de ratén también activaba
EGFR.

La activaciéon con Vitamina K3 de EGFR, Stat-3 y Akt se probo en presencia de tratamientos anti-EGFR. Células
A431 o células HN5 almacenadas en medio libre de suero se trataron con el inhibidor de tirosina quinasa de EGFR
erlotinib (2 pM) y conVitamina K3 (0,01-0,5 mM). La Vitamina K3 activaba EGFR (Figura 2) y Stat-3 (a
concentraciones de 0,1 y 0,5 mMde vitamina K3) y Akt (a una concentracion de 0,5 mM de vitamina K3) en
presencia de erlotinib. De forma similar, la Vitamina K3 (0,1y 0,5 mM) también activaba EGFR, Stat-3 y Akt en
presencia del anticuerpo monoclonal anti-EGFR cetuximab.La Vitamina K3 también rescata la inhibicion inducida por
erlotinib de la fosforilacion de EGFR en tejido cutaneo de ratén, como se muestra en la Figura 6.

Las células se trataron con EGF en exceso para determinar si el EGF podia prevenir la inhibicion de EGFR mediante
diferentes tratamientos anti-EGFR. El EGF era eficaz para prevenir la inhibicion de EGFR mediante el anticuerpo
monoclonal anti-EGFR cetuximab, que actta en la porcion extracelular del EGFR. En contraste, el tratamiento de
células con EGF (2 pg/ml) no previene la inhibicion de EGFRmediante el inhibidor de tirosina quinasa de EGFR
erlotinib, que actda en la porcion intracelular del EGFR (Figura 2).

La exposicion de células de carcinoma vulvar A431 humano al inhibidor de tirosina quinasa de EGFR erlotinib da
como resultado la muerte celular. La coincubacion de las células conVitamina K3 (50-100 pM) disminuia la
citotoxicidad del inhibidor de EGFR en 4-6veces. La Figura 3 ilustra resultados obtenidos con dos concentraciones
diferentes de Vitamina K3 en el rescate de células tratadas con erlotinib. Los efectos de la vitamina K3 son
reversibles. La Figura 4A-4B muestra que la fosforilacion inducida por vitamina K3 de EGFRes reversible en células
A431.

La Vitamina K3 actlia al menos en parte inhibiendo la actividad de fosfatasa, segin se muestra en laFigura 5. El
efecto es reversible2-3 horas después de la retirada de la Vitamina K3.

El efecto de la Vitamina K3 se examind en la piel de animales que reciben el inhibidor de TK de EGFR erlotinib,
100mg/kg x 10 dias (dias 1-10). En comparacion con piel de control en ratones que no recibian erlotinib, la piel
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tratada con Vitamina K3en animales que recibian erlotinib mostraba una expresién de p-EGFR significativa, mientras
que la piel no tratada conVitamina K3 en los mismos animales mostraba regulacion a la baja de p-EGFR. (Figura 6).
La piel de los ratones se froté con Vitamina K3 enetanol (15 mM dos veces al dia x 5 dias durante los dias 5 a 10).
El efecto de la Vitamina K3 se comparé con el de las dos cremas de libre adquisicion. Cream B (Baby Cakes) es un
producto de libre adquisicion que contiene Vitamina K3 de acuerdo con su etiqueta; la concentracion no se
especifica. Cream VK es una crema con Vitamina K al 5% de libre adquisicion. El efecto de VK3, CreamB y Cream
VK sobre la fosforilacion de EGFR en tejido cutdneo de ratdn se muestra en la Figura 7. Los ratones se frotaron con
Vitamina K3 (en etanol) 30 mM o 100 mM x 3 dosis cada 12 horas, o con las mismas dosis de Cream B o Cream
VK.En contraste con VK3 30 mM o 100 mM, que activa el EGFR, las cremas comerciales no muestran efecto.

Analisis

La presente solicitud divulga que la Vitamina K3 puede prevenir los efectos inhibidores de EGFR de una terapia anti-
EGFR en lineas celulares tumorales de origen epitelial que sobreexpresan EGFR. El eje de EGFR en estas células
es representativo del eje de EGFRen queratinocitos cutaneos. La Vitamina K3 tenia un efecto estimulante sobre la
ruta de sefializacion intracelular de EGFR, que era eficaz incluso en presencia de terapia anti-EGFR. La Vitamina K3
también activaba EGFR procedente de piel de mamifero (ratén) normal. Se observaron efectos estimulantes mas
débiles sobre EGFR con Vitamina K1 pero no con Vitamina K2. Los presentes resultados demuestran la eficacia
inesperada de la Vitamina K3, en comparacién con la Vitamina K1 o K2 o con dos cremas cutaneas de Vitamina K
de libre adquisicion , para combatir la terapia anti-EGFR. El uso de vitamina K3 para el tratamiento y la prevencién
de una erupcion cutaneasegun se divulga en la presente solicitud es contrario a la intuicion a la vista de informes
previos de que la administracion topica de vitamina K3 provoca dermatitis (Page et al., 1942) y vesiculacion de la piel
(Ulbrich, 1961). También se observé que la Vitamina K3 inhibia la actividad de fosfatasa celular, proporcionando asi
el uso de inhibidores de fosfatasa para el tratamiento y la prevencién de una erupcién cutaneay trastornos cutaneos
0 mucosales relacionados.
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REIVINDICACIONES

1. Vitamina K1 or Vitamina K3 para el uso en un método para tratar o prevenir una erupcion cutdneasecundaria a
una terapia anti-receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR)en un sujeto que recibe dicha terapia,
comprendiendo el método aplicar la Vitamina K1 ola Vitamina K3 a la piel en una cantidad eficaz para tratar o
prevenir la erupcion cutanea, en donde la VitaminaK1 o laVitamina K3 se formula en una formulaciéon farmacéutica
adecuada para la administracion tépica.

2. Vitamina K1 oVitamina K3 para el uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en dondela terapia anti-EGFR es un
tratamiento con un anticuerpo anti-EGFR.

3. Vitamina K1 oVitamina K3 para el uso de acuerdo con la reivindicacion 2, en dondeel anticuerpo anti-EGFR es
cetuximab.

4. Vitamina K1 oVitamina K3 para el uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en dondela terapia anti-EGFR es un
tratamiento con un inhibidor de tirosina quinasa de EGFR.

5. Vitamina K1 oVitamina K3 para el uso de acuerdo con la reivindicacion 4, en dondeel inhibidor de tirosina quinasa
de EGFR es gefitinib oerlotinib.

6. Vitamina K3 para el uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en dondelavitamina K3 se aplica a la piel en una
concentracion de al menos15 pg/ml.

7. Vitamina K3 para el uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en dondelavitamina K3 se aplica a la piel en una
concentracion de 50 pug/mla 200 pg/mil.

8. Vitamina K3 para el uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en dondelavitamina K3 se aplica a la piel en una
concentracion de 75 pg/mla 100 pg/ml.

9. Vitamina K1 para el uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en dondelavitamina K1 se aplica a la piel en una
concentracion de al menos450 pg/ml.

10. Vitamina K1 oVitamina K3 para eluso de acuerdo con cualquier reivindicacion precedente, en dondelaVitamina
K1 o laVitamina K3 seformula como una formulacién de liberacién sostenida.

11. Vitamina K1 oVitamina K3 para eluso de acuerdo con cualquier reivindicacion precedente, en dondelaVitamina
K1 o laVitamina K3 se aplica a la cara o al tronco.

12. Uso deVitamina K1 oVitamina K3 en la fabricacion de una composiciéon farmacéutica para el tratamiento o la
prevencion de una erupcion cutaneasecundaria a una terapia anti-receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR), en dondela composicién farmacéutica se formula para la administracién tépica y comprende una cantidad
de Vitamina K1 oVitamina K3 eficaz para tratar o prevenir dicha erupcion cutanea.

13. El uso deVitamina K3 de acuerdo con la reivindicacién 12, en dondela composicion se formula con al menos 15
pg/ml de vitamina K3.

14. El uso deVitamina K3 de acuerdo con la reivindicacion 12, en dondela composicién se formula conde 50 pug/ml a
200 pg/mlde vitamina K3.

15. El uso deVitamina K3 de acuerdo con la reivindicacion 12, en dondela composicion se formula conde 75 pg/ml a
100 pg/ml de vitamina K3.

16. El uso deVitamina K1 de acuerdo con la reivindicaciéon 12, en dondela composicion se formula con al menos 450
pg/ml de vitamina K1.

17. El uso deVitamina K1 oVitamina K3 de acuerdo con las reivindicaciones 12-16, en donde laVitamina K1 ola
Vitamina K3 se formula como una formulacion de liberacion sostenida.



ES 2358 528 T3

OL-VIVdNDId

€A DIA

DIA

~ (M) 0001 00S 00T 0S 000T 00S 00T 0S 000T 000S 00T 0S

SOLIAL ¥ N IR i |
€-181S-S0yd —» . . M i .
[€)0) g-JB)S —b| "

IA DAA IA
) | | | | |
(AM) 0001 00S 00T 0S 0001 00S 00T 0S 000T 00S 00T 0S

ELPIIS
LMV-504d ]

T

eIA
J 1
(AIM) 0001 00S 00T 0S 000T 00S 00T
wwcﬁ.—hh. T
YA9T-soud
qAO5H

e 98

(D
e 98
e 09

(d
e 09
e SLY

(V

B SLI

10



ES 2358 528 T3

¢ VdNDId

- - - - = = - - 4+ 4 = - (3uwooD)d03
S ¢ I" I S0 SO IO 100 - - - - (Aw) (£]A) Buolpeud]y
(AN ?) quupopay

< JADA-soqd

EQY 081 —>

B 081 —> %

| 00 an I MY < 110z

11



ES 2358 528 T3

N

2 M
18 M

"

== griotinib solo 1C%0
resifpss o Monmdion 100

=== E + Menadions (50

2 8 § 8

( % ) qEnE) eRpmwARdng

12

0,01

Erlotinib (uM)

FIGURA3



ES 2358 528 T3

gyr-vy VanoOId
€A 2P 2.Iq1] oTpo Ul 119
(1) uoneqnouy ap oduwiy

S £ 4 L 0 uoy
I'- -
-
=
a7}
o
o
s X
=
=.
-
=
W
oL ®
b3
=
?!
€A 2p 2I1qI] oIpaul ua =
(1) wonyeqnouy ap oduraty Sl ~
F t < | 0 ")
N | waoa-d

= —
_r d

(8

(v

13



ES 2358 528 T3

€A 2P 2.IqQI[ OTP3 N 0 ¢ VHDIA
() woneqmouy ap oduwiy
4 € [4 | 0 Uod i

BESEJBJS0 J 9p BADERY PEPIAIDY

14



ES 2358 528 T3

B0 081

eay 081

g .

BUOIPEUI A

qlupop3
¥493-d
4493

15



ES 2358 528 T3

L VEDIA

+ - - - - - - - - =
- - + - - - - - - -

B OR1 -

B 081

- - - + - = - - -

- ] - - - - + = - -
< BEEwY
.__.._.i : — ___.. i

0F 6 8 L 9 & r ¢ T |

A WEAL)
4 WmELL)

W™ DT EMA
W O £MA

HAHg-d

HAD3

16



	Primera Página

	Descripción

	Reivindicaciones

	Dibujos




