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DESCRIPCION
Proteccidn contra la radiacion mediante gamma tocotrienol, succinato de alfa-tocoferol o succinato de gamma-tocoferol

Campo de lainvencion

[0001] La presente invencion se refiere a un método de uso de compuestos de tocotrienol y tocoferol como radioprotectores
para la prevencion y tratamiento de lesiones internas inducidas por radiacion y mortalidad en mamiferos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] La radiacion ionizante es una radicacion electromagnética o particulada capaz de producir pares de iones por
interaccion con materia. La radiacidon ionizante tipica incluye rayos X, rayos gamma, particulas alfa, particulas beta
(electrones), neutrones, y nicleos cargados. En los seres humanos, los riesgos excesivos inducidos por radiacién van desde
mortalidad a corto plazo (cuando la exposicién es a dosis letales de radiacion) hasta patologias a largo plazo incluyendo
carcinogénesis (cuando la exposicion es a niveles de radiacion bajos durante un largo periodo de tiempo). La exposicién a
radiacion ionizante dafiina o letal puede ocurrir por una variedad de vias, tal como en la radiologia terapéutica, accidentes
de central de energia nuclear, disposicién de materiales de residuos nucleares, exploraciones del espacio externo por
astronautas, y el potencial uso de armas nucleares por terroristas o naciones beligerantes. Le exposicion a muchas de estas
situaciones son previsibles, y por lo tanto, las modalidades de prevencion tienen un papel importante en la proteccion contra
la radiacién. Por ejemplo, la dosis de radiacidon que se utiliza para matar tejido tumoral en una radioterapia de cancer esta
limitada ahora por la posible mortalidad de tejido normal asociada a dosis mas altas. Las consecuencias de estas
exposiciones dependen del grado de exposicién a la radiacion y puede variar desde la ausencia de cualquier efecto
inmediato discernible hasta la mortalidad a largo y a corto plazo. Aunque no hayan efectos inmediatos discernibles o a corto
plazo en casos de exposiciones a bajo nivel, los efectos se pueden expresar como patologias de aparicion tardia como
cancer.

[0003] A pesar de que se ha llevado a cabo una investigacion extensiva por ambos, a nivel del gobierno y del sector privado,
sélo un reducido nimero de farmacos ha sido identificado como eficaz en la prevencién de dafios por radiacion. Estos
farmacos, no obstante, tienen todos efectos secundarios indeseables que han evitado su uso en seres humanos. De esta
forma, todavia hay una necesidad de una composicién que se pruebe como eficaz y segura en la prevencion y tratamiento
de dafios por radiacion en seres humanos.

[0004] En los ultimos afios, se ha reconocido que la presencia de radicales libres puede causar dafios severos al cuerpo
humano, dado que los radicales libres reaccionan con componentes celulares importantes, tales como ADN o la membrana
celular, para disminuir o perjudicar funciones celulares fundamentales. Por ejemplo, estan implicados radicales libres de
oxigeno en muchas enfermedades incluyendo enfermedades neurodegenerativas (ELA, Parkinson, Alzheimer),
cataractogénesis, aterosclerosis, diabetes mellitus, lesién de isquemia reperfusién, kwashiorkor, y determinadas toxicidades,
por mencionar solo algunos.

[0005] Los radicales libres pueden ser neutralizados por antioxidantes. Uno de los antioxidantes proporcionados
nutricionalmente es la vitamina E (a-tocoferol), una sustancia lipofilica oleaginosa que puede interrumpir o prevenir la
propagacion de radicales libres en sistemas bioldgicos. Dado que el dafio por radiacién estd mediado por radicales libres
inducidos por radiacién, se ha usado la vitamina E para la proteccion de lesiones inducidas por radiacion.

[0006] Por ejemplo, Weber y colaboradores [Free Radical Biology & Medicine, 22:761-769, (1997 )] investigod la eficacia de
tocoferoles y tocotrienoles aplicados topicamente en la proteccion de piel murina de dafio oxidante inducido por irradiacion
UV. En particular, una fraccién de aceite de palma rica en tocotrienol (TRF) se aplicé a piel de ratén y el contenido de
antioxidantes (es decir, o y y tocoferol al igual que o y y tocotrienol) se midié antes y después de la exposicion a la luz
ultravioleta. Weber descubrié que la aplicacion previa del TRF a la piel de raton dio como resultado la conservacion de la
vitamina E en la piel [Weber y colaboradores., supra, (1997)].

[0007] ElI documento de patente estadounidense n.° 5,376,361 también describe un método para la prevenciéon y/o
tratamiento de dafios en la piel inducidos por la radiacion. EI método comprende la aplicacién topica de un tocotrienol o una
preparacién de vitamina E enriquecida con tocotrienol en la piel. No obstante, la vitamina E es menos eficaz como
radioprotector cuando se usa internamente.

RESUMEN DE LA INVENCION

[0008] La presente invencion se refiere a un método para la prevencion y tratamiento de dafios internos inducidos por
radiacion en un mamifero, comprendiendo el método la administracion al mamifero de una cantidad terapéuticamente eficaz
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de una composicién farmacéutica comprendiendo al menos uno de y-tocotrienol, succinato de a-tocoferol, y succinato de y-
tocotrienol. Un aspecto de la presente invencion se refiere a métodos para evitar en un mamifero dafios internos inducidos
por radiacién, tales como la supresion del sistema hematopoyético, por administraciéon al mamifero de una cantidad
terapéuticamente eficaz de y-tocotrienol, succinato de o-tocoferol, y succinato de y-tocotrienol.

[0009] Otro aspecto de la presente invencion se refiere a métodos para tratar a un mamifero que padece dafios inducidos
por radiacién administrando al mamifero una cantidad terapéuticamente eficaz de y-tocotrienol, succinato de a-tocoferol, y
succinato de y-tocotrienol.

[0010] En una forma de realizacién, el y-tocotrienol se inyecta a un mamifero subcutdneamente, intramuscularmente,
intraperitonealmente, o por via intravascular para prevenir o tratar dafios inducidos por radiacién.

[0011] En otra forma de realizacién, succinato de a-tocoferol, y succinato de y-tocotrienol 0 ambos se dan por administracién
oral a un mamifero para prevenir o tratar dafios inducidos por radiacion. El succinato de a-tocoferol, y succinato de y-
tocotrienol o ambos también pueden ser inyectados subcutaneamente, intramuscularmente, intraperitonealmente, o por via
intravascular a un mamifero.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

[0012]

La figura 1 es una comparacion de estructuras quimicas entre y-tocotrienol y a-tocoferol. La cadena lateral de y-
tocotrienol es insaturada y su anillo de fenilo tiene un grupo metilo adicional.

La figura 2 muestra radioproteccién por y-tocotrienol en dos experimentos diferentes. En el experimento 1, hubo
una supervivencia del 100% en la exposicion a 10.5 Gy tras la inyeccién de y-tocotrienol mientras so6lo un 12.5% de
controles sobrevivieron. En el experimento 2, hubo un 75% de supervivencia en animales tratados con y-tocotrienol
y ninguno de los controles sobrevivieron.

La figura 3 es una comparacion de las eficacias de proteccion de supervivencia de y-tocotrienol con la de a-
tocoferol, un analogo de y-tocotrienol esta a 10.5 Gy con 0.6 Gy por minuto. En dos experimentos, el y-tocotrienol
proporcion6 100% y 75% de proteccion de supervivencia de radiacion, mientras que el a-tocoferol sélo proporciond
75 y 50% respectivamente en estos dos experimentos.

La figura 4 es una comparacion de eficacias de y-tocotrienol y a-tocoferol con dosis de radiacion més alta de 11 Gy.
Con esta alta dosis de radiacion incluso el a-tocoferol no fue eficaz, mientras que con y-tocotrienol sobrevivieron el
40% de los animales.

La figura 5 muestra las eficacias de y-tocotrienol y o-tocoferol en la prevencion de pérdida de peso tras la
irradiacién. A los ratones se les dio a-tocoferol o tocotrienol s.c. y se irradiaron a 10.5 Gy con 0.6 Gy por minuto.

La figura 6 muestra el efecto de proteccion de succinato de a-tocoferol administrado por via oral. La supervivencia
de ratones irradiados tratados con 400 y 800 mg/kg, p.o., de tocotrienol 24 horas antes de la exposicion a
radiacion 9, 9.5y 10 Gy cobalt-60, con 0.6 Gy por minuto.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[0013] El objetivo principal de la presente invencion es proporcionar métodos para la prevencién de un mamifero que esta
en riesgo de mortalidad inducida por radiacion. Otro objetivo de la presente invencidon es proporcionar un tratamiento de
dafios internos inducidos por radiacion para un mamifero. El tercer objetivo de la presente invencion es usar compuestos de
tocotrienol para el fin especifico de minimizacion de los efectos secundarios de la exposicion a la radiacion en el tejido no
canceroso durante la radioterapia para el tratamiento de cancer. Los efectos secundarios de la radioterapia pueden ser
minimizados y/o la eficacia de la radioterapia se puede mejorar por la administracién de compuestos de tocotrienol. La
presente invencién es particularmente Gtil para la prevencion y/o el tratamiento de la supresion del sistema hematopoyético
inducida por la radiacion, al igual que otros dafios.

[0014] Una forma de realizacion del presente método comprende la inyecciébn a un mamifero de una cantidad
terapéuticamente eficaz de tocotrienol, o un derivado del mismo (de ahora en adelante se hace referencia a él
colectivamente como "tocotrienol” para facilitar la referencia).

[0015] EI término "tocotrienol" comprende homologos de tocoferol (vitamina E) que soportan colas insaturadas, e incluyen,
pero no se limitan a, a-, B-, y-, y 8-tocotrienoles, desmetil-tocotrienol, didesmetil-tocotrienol (que se da en las semillas de
girasol, aceites vegetales, cebada, granos de cerveza, avena, y violetas africanas), sus homologos sintéticos, sus
homdlogos con anillos chroman metilados o dimetilados, y mezclas de los mismos. Los enlaces dobles pueden ser cis o
trans o mezclas de los mismos. Como se ha descrito anteriormente, el término "tocotrienol" también abarca derivados de
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tocotrienol.

[0016] En muchas formas de realizacion que utilizan tocotrienol en la composicién, el tocotrienol esté aislado de fuentes
naturales. No obstante, también pueden ser empleadas preparaciones sintéticas al igual que mezclas de tocotrienol sintético
y natural. Tocotrienoles Utiles son productos naturales aislados de, por ejemplo, aceite de germen de trigo, salvado, o aceite
de palma usando cromatografia liquida de alta resolucién, o aislados por extraccion de alcohol y/o destilacién molecular de
cebada, residuos de cerveza o avena. Como se utiliza en este caso, el término "tocotrienoles" incluye fracciones ricas en
tocotrienol obtenidas de estos productos naturales al igual que los compuestos puros. Alli donde se usan derivados de
tocotrienol, estos deben ser funcionalmente equivalentes al tocotrienol. Los derivados preferidos contienen ambos, el nlcleo
de cromanol y tres enlaces dobles en la cola de hidrocarburo.

[0017] Generalmente, el tocotrienol es inyectado subcutaneamente, intramuscularmente, intraperitonealmente, o por via
intravascular.

[0018] En una forma de realizacion preferida de la invencién, el tocotrienol es y-tocotrienol o su derivado.

[0019] En otra forma de realizacion preferida de la presente invencion, el tocotrienol se aplica mezclado con un portador
farmacéuticamente aceptable para facilitar la absorcion después de la inyeccion.

[0020] Los portadores farmacéuticos adecuados para uso inyectable incluyen soluciones estériles o dispersiones para la
preparacién improvisada de soluciones o dispersiones estériles inyectables. En cualquier caso, la composicién inyectable
deberia ser estéril y deberia ser fluida en la medida en que exista una inyectabilidad facil. Debe ser estable en las
condiciones de produccion y almacenamiento y debe ser conservada de la accién contaminante de microorganismos tales
como bacterias y hongos. El portador puede ser un medio solvente o de dispersion con, por ejemplo, agua, etanol, poliol
(por ejemplo, glicerol, propilenglicol, y polietilenglicol liquido, y similares), y mezclas adecuadas de los mismos. La fluidez
apropiada puede ser mantenida, por ejemplo, por el uso de un recubrimiento tal como lecitina, por el mantenimiento del
tamafio de particula requerido en el caso de dispersion y por el uso de tensioactivos. La prevencién de la accion de
microorganismos se puede conseguir mediante varios agentes antifiingicos y antibacterianos, por ejemplo, parabenos,
clorobutanol, fenol, &cido ascérbico, timerosal, y similares. En muchos casos, sera preferible incluir agentes isotdnicos, por
ejemplo, azlcares, polialcoholes tales como manitol, sorbitol, cloruro sédico en la composicién. La absorcion prolongada de
las composiciones inyectables puede estar causada por inclusiéon en la composicion de un agente que retrasa la absorcion,
por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

[0021] Soluciones estériles inyectables se pueden preparar incorporando el compuesto activo (p. €j., tocotrienol o vitamina E
enriquecida con tocotrienol) en la cantidad requerida en un solvente apropiado con uno o una combinacion de ingredientes
enumerados anteriormente, segin sea necesario, seguido de esterilizacion por filtracion. Generalmente, las dispersiones se
preparan incorporando el compuesto activo en un ligante estéril que contiene un medio de dispersién basico y los otros
ingredientes requeridos de aquellos enumerados anteriormente.

[0022] Otra forma de realizacion de la presente invencion comprende la administracion por via oral a un mamifero de una
cantidad terapéuticamente eficaz de succinato de tocoferol o succinato de tocotrienol.

[0023] En una forma de realizacion preferida, el succinato de tocoferol es un succinato de a-tocoferol.
[0024] En otra forma de realizacion preferida, el succinato de tocotrienol es succinato de y-tocotrienol.

[0025] En otra forma de realizacion preferida, el succinato de tocoferol o succinato de tocotrienol se administra en una
composicién oral.

[0026] Las composiciones orales incluyen generalmente un diluyente inerte o un portador comestible. Pueden estar incluidas
en capsulas de gelatina o comprimidas en comprimidos. Para el proposito de la administracién oral terapéutica, el
compuesto activo se puede incorporar con excipientes y usarse en forma de comprimidos, tabletas, o cépsulas. Las
composiciones orales también pueden ser preparadas usando un portador fluido, donde el compuesto en el portador fluido
es aplicado por via oral y tragado. Agentes aglutinantes farmacéuticamente compatibles, y/o materiales adyuvantes pueden
ser incluidos como parte de la composicion. Los comprimidos, pildoras, capsulas, tabletas y similares pueden contener
cualquiera de los siguientes ingredientes, o compuestos de una naturaleza similar: un ligante tal como celulosa
microcristalina, goma tragacanto o gelatina; un excipiente como almidén o lactosa, un agente de desintegracion tal como
acido alginico, Primogel, o almidén de maiz; un lubricante tal como estearato o estearatos de magnesio; un excipiente tal
como dioxido de silicio coloidal; un agente edulcorante tal como sacarosa o sacarina; 0 un agente aromatizante tal como
menta, metilsalicilato, o aromatizante de naranja.

[0027] Otra forma de realizacion de la presente invencion para la prevencién o tratamiento de dafios inducidos por radiacién
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comprende la administracion a un mamifero de una cantidad terapéuticamente eficaz de succinato de tocoferol o succinato
de tocotrienol por inyeccién subcutanea, intramuscular, intraperitoneal, o intravascular.

[0028] Es especialmente ventajoso formular composiciones en forma de dosificacién unitaria para facilitar la administracion y
uniformidad de la dosificacion. La forma unitaria de dosificacion como se utiliza en este caso incluye unidades fisicamente
separadas adecuadas como dosificaciones unitarias para el sujeto a ser tratado; cada unidad contiene una cantidad
predeterminada de compuesto activo calculada para producir el efecto terapéutico deseado en relacion con el portador
farmacéutico requerido. La especificacion para las formas de unidad de dosificacion de la invencion estan dictadas por y son
directamente dependientes de las Unicas caracteristicas del compuesto activo y del efecto terapéutico particular a ser
conseguido, y las limitaciones inherentes en la técnica de combinacion de tal compuesto activo para el tratamiento de
individuos.

[0029] La toxicidad y eficacia terapéutica de tales compuestos se puede determinar por procedimientos farmacéuticos
estandar en cultivos celulares o animales experimentales, por ejemplo, para determinar el LD50 (la dosis letal para el 50%
de la poblacion) y el ED50 (la dosis terapéuticamente eficaz en el 50% de la poblacién). La proporcién de dosis entre efectos
téxicos y terapéuticos es el indice terapéutico y esto se puede expresar como la proporcién LD50/ED50. Se prefieren
compuestos que muestran indices terapéuticos grandes. Mientras que los compuestos que muestran efectos secundarios
téxicos pueden ser utilizados, deberia tenerse cuidado en el disefio de un sistema de entrega de tales compuestos a la zona
de tejido afectado para minimizar dafios potenciales en células no infectadas y, asi, reducir efectos secundarios.

[0030] Los datos obtenidos de los ensayos de cultivo celular y estudios animales se pueden usar para formular un intervalo
de dosificacién para uso en seres humanos. La dosificacion de tales compuestos se encuentra preferiblemente en un
intervalo de concentraciones circulantes que incluye el ED50 con baja o ninguna toxicidad. La dosificaciéon puede variar
dentro de este intervalo dependiendo de la forma de dosificacion empleada y la via de administracion utilizada. Para
cualquier compuesto usado en el método de la invencién, la dosis terapéuticamente efectiva se puede estimar inicialmente a
partir de ensayos de cultivo celular. Se puede formular una dosis en modelos animales para conseguir un intervalo de
concentracion de plasma circulante que incluye el IC50 (es decir, la concentracion del compuesto de prueba que consigue
una inhibicién semi-maxima de sintomas) como se determina en el cultivo celular. Tal informacion puede utilizarse para
determinar con mas precision dosis Utiles en seres humanos. Se pueden medir niveles en plasma, por ejemplo, por
cromatografia liquida de alta resolucion.

[0031] Otro aspecto de la presente invencion proporciona para ambos, métodos terapéuticos y profilacticos de tratamiento
de un mamifero con riesgo de, susceptibilidad a o diagnosticado con dafio de tejido asociado a la radiaciéon. En una forma
de realizacion, la invencién proporciona un método para evitar dafios internos asociados a la radiacion en un mamifero, por
la administracion al mamifero de una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicion farmacéutica con tocoferol o
tocotrienol. En otra forma de realizacion, la invencion proporciona un método para tratar en un mamifero un dafio interno
asociado a la radiacién, por administracion al mamifero de una cantidad terapéuticamente eficaz de la composicion
farmacéutica.

[0032] La cantidad eficaz de tocotrienol, tocoferol, succinato de tocotrienol o succinato de tocoferol necesaria para provocar
la prevencion y/o tratamiento terapéutico de dafio inducido por radiacion no esta fijada per se. Una cantidad
terapéuticamente eficaz es necesariamente dependiente de la identidad y forma del tocotrienol, tocoferol, succinato de
tocotrienol o succinato de tocoferol empleado, la extensién de la proteccién necesitada, o la gravedad del dafio por radiacion
a ser tratado.

[0033] La administracion de la composicion farmacéutica puede ocurrir antes de la exposicién a la radiacion, de manera que
el dafio interno asociado a la radiacién es evitado o, alternativamente, retardado en su progresion. La dosis apropiada y via
de administracién de la composicién farmacéutica puede ser determinada basandose en el nivel de exposicion a radiaciéon o
riesgo potencial de radiacion.

[0034] Con respecto a ambos métodos de tratamiento profilactico y terapéutico, tales tratamientos pueden ser
confeccionados especificamente o modificados, basandose en conocimientos obtenidos del campo farmacogendémico. La
"farmacogendmica,” como se usa en este caso, incluye la aplicacion de tecnologias genémicas tales como secuenciaciéon
genética, genética estadistica, y analisis de expresién genética para farmacos en el desarrollo clinico y en el mercado. Mas
especificamente, el término se refiere al estudio de como los genes del sujeto determinan su respuesta a un farmaco (p. €j.,
un "fenotipo de respuesta a farmaco" o " fenotipo de respuesta a farmaco " del sujeto). De esta forma, otro aspecto de la
invencion proporciona métodos para confeccionar un tratamiento profilactico o terapéutico del individuo con la composicién
farmacéutica segun la respuesta al farmaco del individuo. La farmacogendmica permite a un facultativo o a un médico
conseguir los tratamientos profilacticos o terapéuticos a los sujetos que mas se benefician del tratamiento y evitar el
tratamiento de sujetos que experimentaran efectos secundarios toxicos relacionados con los farmacos.

[0035] Las diferencias en el metabolismo de la terapéutica puede llevar a toxicidad severa o fallo terapéutico por alterar la
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relacion entre dosis y concentracion de sangre del farmaco farmacoldégicamente activo. Asi, un médico o facultativo puede
considerar la aplicacion del conocimiento obtenido en estudios farmacogendmicos relevantes al determinar, por ejemplo, si
administrar amifostina y vitamina E al igual que confeccionar la dosificacion y/o el régimen terapéutico del tratamiento con
amifostina y vitamina E.

[0036] La farmacogendmica trata con variaciones hereditarias clinicamente significativas en la respuesta a farmacos debido
a disposicion alterada de farmacos y accion anormal en personas afectadas. En general, se pueden diferenciar dos tipos de
condiciones farmacogenéticas. Las condiciones genéticas transmitidas como factor Unico que altera la forma en la que
actuan los farmacos en el cuerpo (accion de farmaco alterada) o condiciones genéticas transmitidas como factores Unicos
gue alteran la forma en la que el cuerpo actia con los farmacos (metabolismo de farmaco alterado). Estas condiciones
farmacogenéticas pueden ocurrir bien como defectos genéticos raros o como polimorfismos naturales. Por ejemplo,
deficiencia de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD) es una enzimopatia comin heredada en la que la complicacion
clinica principal es la hemdlisis después de la ingestion de farmacos oxidantes (antimalaricos, sulfonamidas, analgésicos,
nitrofuranos) y consumo de alubias.

[0037] Un procedimiento farmacogendmico para identificar genes que predicen una respuesta al farmaco, conocido como
"asociacién amplia de genoma" depende en primer lugar de un mapa de alta resolucién del genoma humano consistente en
sitios relacionados de genes ya conocidos (por ejemplo, un mapa de marcador de gen "bi-alélico" que consiste en 60,000-
100,000 sitios polimérficos o variables en el genoma humano, cada uno de los cuales tiene dos variantes). Un mapa
genético de alta resolucion de este tipo puede ser comparado con un mapa del genoma de cada uno de un nimero
estadisticamente sustancial de temas participando en la fase Il/lll de la prueba de farmaco para identificar genes asociados
con una respuesta de farmaco particular observada o efecto secundario. Alternativamente, un mapa de alta resoluciéon de
este tipo se puede generar a partir de una combinacién de unos diez millones de polimorfismos Unicos de nucleétido
conocidos (SNPs) en el genoma humano. Como se utiliza en este caso, un "SNP" es una alteracion comdn que ocurre en
una base Unica de nucleétido en una extension de ADN. Por ejemplo, un SNP puede ocurrir una vez por cada 1000 bases
de ADN. Un SNP se puede ver implicado en un proceso de enfermedad. Por ejemplo, un SNP puede ocurrir una vez por
cada 1000 bases de ADN. Un SNP puede verse implicado en un proceso de enfermedad. No obstante, la gran mayoria de
SNPs puede no estar asociado a una enfermedad. Dado un mapa genético basado en la incidencia de tales SNPs, los
individuos pueden ser reagrupados en categorias genéticas dependiendo de un modelo particular de SNPs en sus genomas
individuales. De esta forma, los regimenes de tratamiento se pueden confeccionar en grupos de individuos genéticamente
similares, teniendo en cuenta rasgos que pueden ser comunes entre tales individuos genéticamente similares.

[0038] Alternativamente, un método denominado "aproximacion genética del candidato" se puede utilizar para identificar
genes que predicen una respuesta a farmaco. Segun este método, si se conoce un gen que codifica un farmaco objetivo,
todas las variantes comunes de este gen pueden ser identificadas de forma suficientemente facil en la poblacion y se puede
determinar si con una versién del gen versus otro esta asociado con una respuesta particular de farmaco.

[0039] Como una forma de realizacion ilustrativa, la actividad de enzimas de metabolizacién de farmacos es un determinante
importante de ambas, la intensidad y duracion de la accion del farmaco. El descubrimiento de polimorfismos genéticos de
enzimas de metabolizacion de farmaco (p. ej., N- acetiltransferasa 2 (NAT 2) y citocromo P450 enzimas CYP2D6 y
CYP2C19) ha proporcionado una explicacién en cuanto a por qué algunos sujetos no obtienen los efectos previstos del
farmaco o muestran una respuesta exagerada al farmaco y toxicidad importante después de tomar la dosis estandar y
segura de un farmaco. Estos polimorfismos se expresan en dos fenotipos en la poblacién, el metabolizador extensivo y
metabolizador pobre. La prevalencia de fenotipos metabolizadores pobres es diferente entre diferentes poblaciones. Por
ejemplo, el gen que codifica CYP2D6 es altamente polimérfico y se han identificado muchas mutaciones en metabolizadores
pobres, que conducen todas a la ausencia de CYP2D6 funcional. Los metabolizadores pobres de CYP2D6 y CYP2C19
experimentan con bastante frecuencia una respuesta a farmaco exagerada y efectos secundarios cuando reciben dosis
estandar. Si un metabolito es la fraccion terapéutica activa, los metabolizadores pobres no muestran respuesta terapéutica,
como se demuestra para el efecto analgésico de la codeina mediado por su morfina de metabolito formada por CYP2D6. El
otro extremo son los metabolizadores llamados ultra rdpidos que no responden a dosis estandar. Recientemente, la base
molecular de metabolismo ultra rapido ha sido identificada como debida a la amplificacién genética CYP2D6.

[0040] Alternativamente, se puede utilizar un método denominado "perfilado de expresiéon genética" para identificar genes
que predicen la respuesta del farmaco. Por ejemplo, la expresién genética de un animal al que se ha dosificado un farmaco
(p. €j., expresion genética en respuesta a amifostina) puede dar una indicacion sobre si las vias de gen relacionadas con la
toxicidad han sido activadas.

[0041] La informacion generada por mas de uno de los métodos farmacogendmicos anteriores puede utilizarse para
determinar la dosificacién apropiada y regimenes de tratamiento para tratamiento profilactico o terapéutico de un individuo.
Este conocimiento, cuando se aplica para la dosificacion o seleccién de farmaco, puede evitar reacciones adversas o fallo
terapéutico y mejorar asi la eficiencia terapéutica o profilactica cuando se trata a un sujeto con tocoferol o tocotrienol de
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proteccién de radiacion.

[0042] Las modificaciones de las composiciones y métodos de la invencion descritos anteriormente, segun técnicas
estandar, sera facilmente aparente para un experto en la materia y estaran abarcadas por la invencion.

[0043] La proteccién de mortalidad inducida por radiacion mediante tocotrienol, succinato de tocoferol, y succinato de
tocotrienol se demuestra en los siguientes ejemplos. Aunque los resultados se presentan aqui para el caso de ratones, el
tocotrienol y el tocoferol han sido usados como un suplemento nutricional en barritas de humanos, por lo tanto se puede
aplicar directamente a escenarios humanos.

Ejemplo 1. Animales

[0044] Ratones masculinos CD2F1, de 6-8 semanas de edad (aproximadamente 25 g), obtenidos de Jackson Labs se
utilizaron en todo este estudio y fueron mantenidos en habitaciones mantenidas a 21 + 0.5°C. Los animales se mantuvieron
en cuarentena a su llegada durante 10 dias durante los cuales se hicieron pruebas serolégicas en busca de contaminacion
por patégenos. Se proporcioné a todos los animales dieta granulada y agua ad lib.

Ejemplo 2. Preparacion de y-tocotrienol

[0045] Se realiz6 una preparacion de y-tocotrienol con un volumen final de 1 ml mezclando 0.11 ml de y-tocotrienol con 0,85
ml de PEG-400 (polietilenglicol-400) y 0.05 ml de placebo-E-vital, un agente de solubilizacion (Schering-Plough). 1 ml de la
preparacion es suficiente para 8 ratones. La concentracion final de y-tocotrienol es de 100 mg/ml. El vehiculo para la
inyeccion en animales de control se preparé exactamente como para y-tocotrienol excepto que se usaron 0.11 ml de aceite
de oliva en vez de y-tocotrienol.

Ejemplo 3. Inyeccién de animales y radiacién

[0046] Se inyectd a cada animal subcutdneamente (en la nuca) 0.1 ml de bien y-tocotrienol o preparacion de vehiculo.
Las inyecciones se realizaron de 20-24 horas antes de la irradiacion.

[0047] Los animales se colocaron en cajas Lucite bien ventiladas (8 animales en una caja compartimentada) y se irradiaron
en un dispositivo Cobalt-60 con una dosis de radiacion de 0.6 Gy/min hasta una dosis total de radiacion de 10.5y 11 Gy. La
dosis de radiacion usada es una dosis super letal. La dosis de radiacion LD50/30 para esta cepa de ratones es 8.9 Gy sélo
con el vehiculo. La dosis de radiacién e indice de dosis fueron las mismas que se usaron para estudios de a-tocoferol.

Ejemplo 4. Control de la eficacia de y-tocotrienol

[0048] Tras la radiacién, los ratones fueron devueltos a sus jaulas originales con libre acceso a alimento y agua. Los ratones
fueron pesados y controlados en busca de supervivientes cada dia durante 30 dias. El porcentaje de supervivientes tras los
30 dias se usa como medida de la eficacia del y-tocotrienol en la proteccion de dafios por radiacion.

Ejemplo 5. Eficacia de y-tocotrienol como radioprotector

[0049] Se hicieron dos experimentos con ocho animales en cada experimento. Como se muestra en la figura 2, en el
experimento 1, el 100% de los animales, que fueron tratados con y-tocotrienol sobrevivieron a radiacién 10.5 Gy, pero sélo
el 12.5% de los animales tratados con el vehiculo sobrevivieron. En el experimento 2, el 75% de los animales tratados con y-
tocotrienol fueron protegidos de mortalidad por radiacion y hubieron supervivientes en el grupo tratado con el vehiculo.

Ejemplo 6. Comparacién de la eficacia de y-tocotrienol con o-tocoferol

[0050] Las eficacias de los dos isémeros fueron comparadas y los resultados se muestran en la figura 3. Se utiliz6 una dosis
de radiacion de 10.5 Gy en ambos casos y se realizaron dos experimentos con 8 ratones en cada experimento. La
proteccioén por y-tocotrienol fue consistentemente mas alta por 25% en ambos experimentos. El y-tocotrienol protegié 100% y
75% vy el a-tocoferol proporcionéd 75% y 50% de proteccién respectivamente. El vehiculo no tuvo ningun efecto o sélo un
efecto muy pequefio.

Ejemplo 7. Eficacia de proteccion de y-tocotrienol con una dosis de radiacién mas alta

[0051] Dado que ambos a-tocoferol y y-tocotrienol protegieron a 10.5 Gy, se utilizé una dosis de radiaciéon superior de 11 Gy
para distinguir entre las eficacias de proteccion de estos dos isémeros. La figura 4 compara las eficacias con una dosis de
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radiacion de 11 Gy y muestra que el y-tocotrienol es un radioprotector mejor que a-tocoferol incluso con una dosis de
radiacion tan alta.

[0052] Cuando los animales (ratones) estan expuestos a 8.5 Gy de radiaciéon de cobalto, aproximadamente el 50% de los
animales mueren en 30 dias. Cuando se aumenta la dosis de radiacion a 10.5 Gy bien no hay supervivientes o sélo unos
pocos supervivientes (menos del 15%). No obstante, cuando a los animales se les da y-tocotrienol antes de la irradiacion, el
75%-100% de los animales sobreviven. La proteccion del compuesto parental, a-tocoferol sélo fue un 25% inferior a la de y-
tocotrienol. Cuando la dosis de radiacion se elevd adicionalmente a 11 Gy, no hubieron supervivientes incluso con o-
tocoferol, pero el 40% de los animales tratados con y-tocotrienol sobrevivieron. De este modo el uso de y-tocotrienol puede
aumentar el nUmero de supervivientes de una exposicion nuclear.

Ejemplo 8. El tratamiento de y-tocotrienol restaura la pérdida de peso corporal después de la radiacion

[0053] Como se muestra en la figura 5, los ratones irradiados con 10.5 Gy perdieron peso en los cuatro primeros dias
después de la irradiacion, y luego, comenzaron a ganar peso entre los dias 4 y 6. Entre los diferentes grupos de tratamiento,
los ratones no tratados (sin tratamiento; irradiacién) y los ratones tratados con vehiculo (Vehicle) comenzaron a perder peso
nuevamente alrededor del dia 9 y murieron el dia 15. En cambio, los ratones tratados con vitamina E o tocotrienol
continuaron ganando peso y no murieron a causa de la irradiacion. Debe tenerse en cuenta, no obstante, que los ratones
tratados con vitamina E experimentaron otro periodo de pérdida de peso entre los dias 10 y 20.

Ejemplo 9. Preparacién de succinato de a-tocoferol (TS)

[0054] 0.5 g de TS (Sigma, 1210 unidades/g) fueron sonicados con 2,85 ml de PEG-400 (polietilenglicol-400) y 0,15 ml de
placebo-E-vital, un agente de solubilizacién (Schering-Plough). La concentracion final de TS en la solucién preparada es de
200 unidades/ml. Con una dosis de 800 unidades/kg, es suficiente como se ha descrito anteriormente 1 ml de la solucién
para 8 ratones. El vehiculo para la inyeccién en los ratones de control se preparé exactamente como el TS excepto que se
utilizaron 0.5 ml de aceite de oliva en vez de TS.

Ejemplo 10. Administracion oral de succinato de a-tocoferol y radiacién

[0055] Se administré a cada animal por via oral 0.1 ml de solucién TS (200 unidades/ml) o de vehiculo usando agujas de
administracion con una cabeza engrosada. Todas las administraciones se hicieron de 20-24 horas antes de la irradiacion.

[0056] Los animales se colocaron entonces en cajas Lucite bien ventiladas (ocho animales en una caja compartimentada) y
se irradiaron en una instalacion Cobalt-60 con un indice de dosis de radiacion de 0.6 Gy/min para dosis de radiacion total de
9, 9.5, y 10 Gy. Las dosis de radiacion usadas de 9.5 y 10 Gy son dosis letales. La dosis de radiacién LD 50/30 para esta
cepa de animales es de 8.9 Gy con el vehiculo sélo.

Ejemplo 11. Proteccién contra la radiacién por succinato de o-tocoferol

[0057] La eficacia de succinato de a-tocoferol a la hora de proteger contra la radiacién se controla como se describe en el
ejemplo 4. La figura 6 muestra que una dosis de radiacion de 9.5 Gy mata a todos los animales de control. No obstante, el
60% de los ratones tratados con succinato de a-tocoferol sobrevivieron a la misma dosis de exposicion a radiacion.

Ejemplo 12. Proteccién contra la radiaciéon por succinato de y-tocotrienol

[0058] El succinato de y-tocotrienol se puede sintetizar por derivatizacién y prepararse como se describe en el ejemplo 9
para la administracion oral. El efecto de succinato de y-tocotrienol administrado por via oral en la proteccién contra la
radiacion se puede evaluar como se describe en los ejemplos 10 y 4. Se anticipa que el succinato de y-tocotrienol seria un
40-50% mas eficaz que succinato de a-tocoferol (es decir, incrementa el indice de supervivencia en 40-50% en las mismas
condiciones experimentales), basandose en la eficacia mejorada de y-tocotrienol en comparacion con a-tocoferol.

[0059] La descripcion anterior tiene el objetivo de ensefiar a la persona experta en la materia como poner en practica la
presente invencién, y no pretende detallar todas aquellas modificaciones y variaciones obvias de ésta, que seran aparentes
para el trabajador experto al leer la descripcion. Se pretende, no obstante, que todas estas modificaciones y variaciones
obvias se incluyan en el campo de la presente invencion, que se define por las siguientes reivindicaciones. Las
reivindicaciones pretenden cubrir los componentes y pasos reivindicados en cualquier secuencia que sea eficaz para hacer
frente a los objetivos pretendidos, a menos que el contexto indique especificamente lo contrario.
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REIVINDICACIONES

1. Método para la prevencion y tratamiento de dafios internos inducidos por la radiacion en un mamifero, comprendiendo
dicho método:

administracion a dicho mamifero de una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicién farmacéutica
comprendiendo al menos uno de y-tocotrienol, succinato de a-tocoferol, y succinato de y-tocotrienol.

2. Método segun la reivindicacion 1, donde dicha composicién farmacéutica comprende un portador farmacéuticamente
aceptable.

3. Método segun la reivindicacién 1, donde dicha composicién farmacéutica comprende y-tocotrienol.

4. Método segun la reivindicacion 3, donde dicha composicion farmacéutica es administrada subcutdneamente.

5. Método segun la reivindicacion 3, donde dicha composicion farmacéutica es administrada intramuscularmente.
6. Método segun la reivindicacion 3, donde dicha composicion farmacéutica es administrada intraperitonealmente.
7. Método segun la reivindicacion 3, donde dicha composicion farmacéutica se administra por via intravascular.

8. Método segun la reivindicacién 1, donde dicha composicién farmacéutica comprende succinato de a-tocoferol.

9. Método segun la reivindicacién 8, donde dicha composicién farmacéutica es administrada por via oral.

10. Método segun la reivindicacién 1, donde dicha composicién farmacéutica comprende succinato de y-tocotrienol.
11. Método segun la reivindicacion 10, donde dicha composicion farmacéutica es administrada por via oral.

12. Método segun la reivindicacion 1, donde dicha composicion farmacéutica comprende succinato de a-tocoferol, y
succinato de y-tocotrienol.

13. Método segun la reivindicacién 12, donde dicha composicion farmacéutica es administrada por via oral.

14. Método segun la reivindicacion 12, donde dicha composicion farmacéutica es administrada subcutaneamente.
15. Método segun la reivindicacion 12, donde dicha composicion farmacéutica es administrada intramuscularmente.
16. Método segun la reivindicacion 12, donde dicha composicion farmacéutica es administrada intraperitonealmente.
17. Método segun la reivindicacion 12, donde dicha composicion farmacéutica se administra por via intravascular.

18. Método segun la reivindicacion 1, donde dicho dafio interno inducido por radiacién esta provocado por supresion
inducida de radiacion del sistema hematopoyético.

19. Composicién farmacéutica para la prevencion y tratamiento de dafio interno inducido por radiacion en un mamifero,
comprendiendo:

al menos uno de succinato de a-tocoferol y succinato de y-tocotrienol; y
un portador farmacéuticamente aceptable,

donde dicha composicién farmacéutica se formula para administracion oral.

20. Composicién farmacéutica segun la reivindicacion 19, donde dicha composicion farmacéutica comprende ademas un
agente de solubilizacion.

21. Método para minimizar un efecto secundario de exposicién a radiacion en tejido no canceroso durante la radioterapia
para tratamientos del cancer comprendiendo:

administracién a un sujeto con la necesidad de tal tratamiento de una composicion farmacéutica comprendiente al
menos uno de gamma tocotrienol, succinato de alfa tocoferol o succinato de gamma tocoferol.
9
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22. Método segun la reivindicacion 21, donde dicho efecto secundario es la supresion del sistema hematopoyético inducida
por la radiacion.

10



ES 2391215713

—CX)

TemIy
N
T.
Py

“HO
. o OH
. HV/VC [OUaL1030}-4
H

€
HO
QIR o O°H
i ” O C [012}0201-0
: OH
HO

[ 'DId

Vo' on)
=2

)
oy

00
Jr—"

; §
pacd
7oN

{

\ \qaw 4
(o)
<

g

1

S

\ Sy /

Si”

11



ES 2391215713

uoideipednsod seiq
SE ] T4 (474 Gl ol

L L L | 1

*-0-0 0 ¢ -¢-0-9

®

O|NDIYaA ¢ 1dXT e

- Gl

- S€

- GG

|oualos0o | Z 1dxy ——ag—
O|NJIY3aA | 1dXg - -e- -
jOUBIN020 | | }UXT el

¢ 'DId

G

selp Q€ eIdUaAIAIRdNS BfeluadIod

12



ES 2391215713

sojuswadxy

o|nojyo\ G/

-001L
|0Jajoo0] B

joualo20] &2

¢ DI

101d %

-

uolido9

13



ES 2391215713

GE

1] G¢

O|NJIYSA = ¢ =
|OUBLII000 | —Y—
|0J8J020| — m—

uoldeipedsnnsod seiq

0c Gl

- 02

- 0p

- 09

- 08

- 001

v "DId

0ct

104d o,

2

uoIddd

14



ES 2391215713

0t

uoldelpeuilsod seiq

¢C 0¢ Gl 01 S 0
| i ] ! 1 WM|
3 UN—— - 0¢-
peiil oN ‘1) oN —+— L ¢Z-

peu| ‘11 oN—O—
O|NJIYs A\ =~
|ouaU1020| —i—

L G-
- 01-

T T T
e} v o
p—

o
osad epipiad/epueueb sfejuadiod

v
—

¢ DIA

15



ES 2391215713

£D 01

3yBw 0o W
3/Bw 00y W
[onuo)) @

(AD) ugioelpes 9p sisoq

£DG6

9 'DI4

B!DU?I\!I\JBC' nso,

16



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

