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DESCRIPCION
Nanocristales de monohidrato de calcipotriol
Campo de la invencion

La presente invencion se relaciona con el monohidrato de calcipotriol en forma de nanocristales y la inclusiéon de los
nanocristales en una composicion farmacéutica para usar en la prevencion o tratamiento de enfermedades y afecciones
dérmicas.

Antecedentes de la invencién

La soriasis es una enfermedad inflamatoria crénica de la piel que se manifiesta como placas descamativas, eritematosas,
secas que resultan de la hiperqueratosis. Las placas se encuentran mas frecuentemente en los codos, rodillas y cuero
cabelludo, aunque lesiones mas extensas pueden aparecer en otras partes del cuerpo, notablemente en la region
lumbosacra. El tratamiento mas comun de la soriasis suave a moderada implica la aplicacion tépica de una composicion que
contiene un corticosteroide como el ingrediente activo. Aunque eficaces, los corticosteroides tienen la desventaja de un
namero de efectos adversos tales como atrofodermia, estrias, erupciones acneiformes, dermatitis perioral, crecimiento
excesivo de hongos y bacterias de la piel, hipopigmentacion de la piel pigmentada y rosacea.

Por muchos afios, sin embargo, un tratamiento no esteroidal ventajoso de la soriasis ha consistido en el tratamiento topico
con el compuesto analogo de la vitamina D, calcipotriol, formulado en una composicién de ungiiento (comercializada como
ungliento Daivonex® o Dovonex® por LEO Pharma) en la que el calcipotriol se presenta en una composicion en solucién o
crema (comercializada como crema Daivonex® o Dovonex por LEO Pharma) en la que el calcipotriol se presenta en una
suspension de microparticulas. El solvente en la composicion de ungiiento es propilenglicol que tiene la ventaja de potenciar
la penetracion del ingrediente activo en la piel, que conduce a una eficacia mejorada, pero que también se conoce por
actuar como un irritante de la piel. Asi, se informé que la inclusiobn de propilenglicol en composiciones topicas
frecuentemente causa que los pacientes desarrollen dermatitis por contacto (un estudio informé una serie de reacciones
irritantes al propilenglicol de 12.5 % , cf . M. Hannuksela y otros, Contact Dermatitis 1, 1975, pags. 112-116), y el nimero de
reacciones irritantes aumenta cuando se usa propilenglicol en altas concentraciones (revisado por J. Catanzaro y J. Graham
Smith, J. Am. Acad. Dermatol. 24, 1991, pp. 90-95). Debido a la penetracion mejorada del calcgaotriol en la piel como
resultado, entre otros, de la presencia del propilenglicol, se encontré que el ungliento Daivonex era mas eficaz en el
tratamiento de las lesiones psoriasicas que la crema Daivonex®, pero también causg irritacién en la piel en una proporcion
significativa de pacientes de soriasis.

Resumen de la invencién

La piel humana, particularmente la capa externa, el estrato cérneo, proporciona una barrera eficaz contra la penetracion de
patégenos microbianos y quimicos toxicos. Si bien esta propiedad de la piel es generalmente beneficiosa, complica la
administracion dérmica de productos farmacéuticos ya que una gran cantidad, si no la mayoria, del ingrediente activo
aplicado sobre la piel de un paciente que padece de una enfermedad dérmica puede no penetrar en las capas viables de la
piel donde ejerce su actividad. Para asegurar la penetracion adecuada del ingrediente activo a la dermis y la epidermis,
generalmente se prefiere incluir el ingrediente activo en un estado disuelto, tipicamente en presencia de un solvente en la
forma de un alcohol, por ejemplo etanol, o diol, por ejemplo propilenglicol. El propilenglicol es un potenciador de penetracion
bien conocido, es decir, una sustancia que es capaz de penetrar el estrato corneo y "atraer" los componentes de bajo peso
molecular tal como los componentes terapéuticamente activos en el vehiculo en la epidermis. El propilenglicol puede por si
mismo dar lugar a una irritacién significativa de la piel, y es ademas capaz de "llevar" componentes de bajo peso molecular y
potencialmente irritantes del vehiculo dentro de la epidermis, que conduce al efecto irritante general de los vehiculos
convencionales que incluyen al propilenglicol. Por esta razén, la presencia del propilenglicol como solvente en
composiciones destinadas para el tratamiento de enfermedades inflamatorias de la piel puede exacerbar la respuesta
inflamatoria.

En la investigacion que conduce a la presente invencién, fue un objetivo proporcionar una composicién tépica que
comprende calcipotriol como el ingrediente activo, que tiene propiedades de penetracion en la piel y actividad biolégica
comparables con las del ungiiento Daivonex”®, pero que no contiene propilenglicol como el solvente.

Sorprendentemente se encontré posible preparar monohidrato de calcipotriol en forma de nanocristales que son
guimicamente estables (es decir no degradados en 24-epi calcipotriol u otros productos de degradacién) como
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inesperadamente cantidades no significativas de calcipotriol amorfo se forman como resultado de alto estrés o fuerzas de
impacto o altas temperaturas durante el nanodimensionado. Ademas, los nanocristales son fisicamente estables ya que no
se observa agregacion o crecimiento del cristal o cambio en la forma del cristal (polimérfico) en una suspension de los
nanocristales después de la preparacion. Los nanocristales se formulan faciimente en composiciones de crema y ungiiento
tépicos a partir de los que el calcipotriol (monohidrato) puede penetrar en capas viables de la piel (es decir la dermis y la
epidermis) en cantidades comparables a la penetracién del calcipotriol del ungiiento Daivonex® y resulta en niveles similares
0 mas altos de actividad bioldgica (segun se determina por la activacion in vitro de un gen objetivo) sin recurrir a la inclusion
de un potenciador de la penetracion tal como el propilenglicol que es un potencial irritante de la piel.

En consecuencia, en un aspecto la presente invencién se refiere a una suspensién de monohidrato de calcipotriol en forma
de nanocristales de una distribucién de tamafio de particula en el intervalo de 200-600 nm determinado por dispersiéon
dinamica de luz, la suspension comprende ademas una fase acuosa que incluye un surfactante no iénico, polimérico en una
cantidad suficiente para prevenir la formacion de agregados y/o el crecimiento de cristales de los nanocristales de
monohidrato de calcipotriol.

En otro aspecto, la solicitud se refiere a un proceso para preparar nanocristales de monohidrato de calcipotriol de una
distribucién de tamafio de particula en el intervalo de 200-600 nm determinado por dispersion dinamica de luz, el proceso
comprende las etapas de

(a) disminuir el monohidrato de calcipotriol cristalino en una fase acuosa que comprende surfactante no idnico,
polimérico en una cantidad en el intervalo de aproximadamente 1 % a aproximadamente 5 % en peso de dicha fase
acuosa, lo que resulta en la formacién de microparticulas con una distribucién de tamafio de particula en el intervalo de
aproximadamente 5-20 um y un tamafio medio de particula de aproximadamente 10 pm;

(b) someter la suspension de la etapa (a) a un primer ciclo de homogeneizacién a alta presion a una presién de
aproximadamente 300-800 bar por un periodo de tiempo suficiente para obtener aproximadamente 15-40 % de cristales
de monohidrato de calcipotriol con una distribucién de tamafio de particula en el intervalo de 200-600 nm;

(c) someter la suspension de la etapa (b) a un segundo ciclo de homogeneizacion a alta presion a una presiéon de
aproximadamente 800-1200 bar un periodo de tiempo suficiente para obtener aproximadamente 40-80 % de cristales de
monohidrato de calcipotriol con una distribucion de tamafio de particula en el intervalo de 200-600 nm;

(d) someter la suspension de la etapa (c) a un tercer ciclo de homogeneizaciéon a alta presién a una presiéon de
aproximadamente 1200-1700 bar un periodo de tiempo suficiente para obtener aproximadamente 90 % o mas de
cristales de monohidrato de calcipotriol con una distribucién de tamafio de particula en el intervalo de 200-600 nm; y

(e) opcionalmente aislar los nanocristales de monohidrato de calcipotriol resultantes de la fase acuosa.

En un aspecto adicional, la invencién se refiere a una composicion farmacéutica que comprende los nanocristales de
monohidrato de calcipotriol descritos anteriormente y un portador farmacéuticamente aceptable.

Aun en un aspecto, la invencion se relaciona con el uso de la composicién que comprende nanocristales de monohidrato de
calcipotriol 0 nanosuspension para el tratamiento de enfermedades o afecciones dérmicas tales como soriasis, sebosoriasis,
pustulosis palmoplantar, dermatitis, ictiosis, rosacea o acné.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 es un grafico que muestra la distribuciéon de tamafio de particula de los nanocristales de monohidrato de
calcipotriol preparados por el presente proceso, determinado por dispersion dindmica de luz.

La Figura 2a es un gréafico que compara el espectro Raman de una nanosuspension de monohidrato de calcipotriol en 2
% poloxamero 188 con un espectro Raman de monohidrato de calcipotriol no sujeto a nanodimensionado. La figura
muestra que el proceso de nanodimensionado de acuerdo con la invencién no resulta en ningiin cambio en la forma del
cristal de monohidrato de calcipotriol.

Las Figuras 2b y 2c¢ son graficos que muestran los resultados del analisis de calorimetria de barrido diferencial (DSC por
sus siglas en inglés) de dos lotes de nanocristales de monohidrato de calcipotriol preparados por el presente proceso. La
DSC se llevo a cabo a 100 °C/min (Fig. 2b), y a 100 °C/min (linea sélida), 300 °C/min (linea punteada), y a 500 °C/min
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(linea discontinua) (Figura 2c). La linea ligeramente més gruesa en el grafico refleja un evento exotérmico que ocurre a
aproximadamente 8°C y se cree que es debido a la cristalizacién del calcipotriol amorfo.

La Figura 3 es un gréfico que muestra la velocidad de liberacion del caIC|p0tr|oI a partir de la presente nanosuspension
en comparacion a la velocidad de liberacién a partir del ungiiento Daivonex®. Parece por la figura que la velocidad de
IlberaC|on es significativamente mas alta a partir de las formulaciones de nanosuspension que a partlr del ungiiento
Daivonex®. "Crema de Nanosuspension" es la crema de acuerdo al Ejemplo 3. "Nanosusp. ung. acua" corresponde a la
Composicion A del Ejemplo 2 sin glicerol, mientras "Nanosusp. ung. gli" es la Composicion A del Ejemplo 2.

La Figura 4a es un grafico que muestra la penetracién dentro de la piel y el flujo a través de la piel a partir de dos
ungiientos de nanosuspension, Composiciéon A y C del Ejemplo 2. "Unguento WSP " es la Composicion A, mientras
"Ungliento Sonnecone" es la Composicion C.

La Figura 4b es un gréafico que muestra la penetracién dentro de la piel y el flujo a través de la piel del calcipotriol a partlr
de unglientos de nanosuspension, la Composicién A, C y D, de la invencién en comparacién al ungiiento Daivonex”.
Parece a partir de la figura que la penetracion dentro de la piel viable a partir de unglientos de nanosuspension es
comparable a aquella a partir del ungiiento Daivonex®, mientras el flujo es significativamente mas bajo, lo que resulta en
menos exposicion sistémica al calcipotriol.

La Figura 5 es un grafico que muestra la penetracién dentro de la piel y flujo a traves de la piel del calcipotriol a partir de
una crema de nanosuspension de la invencién en comparacion a la crema Daivonex®. Parece a partir de la figura que la
penetracion del calcipotriol a partir de la crema de nanosuspension dentro de la piel viable es significativamente mas alta
a partir de la crema de nanosuspension que a partir de la crema Daivonex®.

La Figura 6 es una representacion esquematica de la activacion del gen que codifica la catelicidina por la vitamina D3 en
los queratinocitos humanos. El mecanismo de activacion del gen de la catelicidina se usa en un ensayo bioldgico por
medio del uso de la epidermis humana reconstituida (queratinocitos humanos cultivados a fin de formar las capas
epidérmicas caracteristica de la piel humana) sobre la que se aplican las composiciones que contienen calcipotriol de la
invencion para activar catelicidina como se describe en detalle en el Ejemplo 8 més abajo.

Descripcion detallada de la invencién
Definiciones

En el presente contexto, el término "nanocristales" significa particulas de cristal de monohidrato de calcipotriol, que estan en
el intervalo de nanodimension, es decir entre 1 y 1000 nm en diametro. Los nanocristales favorablemente tienen una
distribucién de tamafio de particula tal que = 90 % de los nanocristales tienen un tamafio de particula entre 100 y 900 nm,
en particular entre 200 y 600 nm.

El término "nanosuspension” significa nanocristales como se definié anteriormente suspendidos en una fase acuosa.

El término "distribucion de tamafio de particula" significa el tramo entre el cristal de monohidrato de calcipotriol mas pequefio
y més grande determinado por dispersion dinamica de luz (ademas conocida como espectroscopia de correlacion de foton)
por medio del uso de un Zetasizer Nano ZS o ZS90 de acuerdo a las instrucciones del fabricante (disponibles de Malvern
Instruments, Reino Unido). La dispersion dinamica de luz determina el tamafio de particulas solidas suspendidas en un
liquido al iluminar las particulas con un laser y analizar las fluctuaciones de intensidad en la luz dispersada que resultan de
los movimientos Brownianos de las particulas en el liquido. Las fluctuaciones de la intensidad se correlacionan al tamafio de
la particula en que particulas mas grandes se mueven mas lentamente que particulas mas pequefias, es decir la fluctuacion
de la intensidad es més lenta.

El término "amorfo" significa una sustancia soélida sin un arreglo ordenado de sus moléculas, es decir lo opuesto de
cristalino.

"Calcipotriol" es un analogo de la vitamina D de la formula
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Se ha constatado que el calcipotriol existe en dos formas cristalinas, un anhidrato y un monohidrato. EI monohidrato de
calcipotriol y su preparacion se describen en el documento WO 94/15912.

El término "estabilidad quimica” o "quimicamente estable" significa que los nanocristales de monohidrato de calcipotriol no
se degradan significativamente en el tiempo a 24-epi calcipotriol u otros productos de degradaciéon del calcipotriol en
suspension o en el producto farmacéutico final. En caso de este Ultimo, "estabilidad quimica" indica que no mas del 10 %,
preferentemente no mas del 6 % , del monohidrato de calcipotriol se degrada durante la vida util del producto, tipicamente 2
afios, a temperatura ambiente. Una aproximacién de estabilidad quimica a temperatura ambiente se obtiene al someter los
nanocristales o una composiciéon que los contiene a estudios de estabilidad acelerados a 40 °C. Si menos del 10 % de la
sustancia se degrada después de 3 meses a 40 °C, esto usualmente se corresponde a una vida util de 2 afios a temperatura
ambiente.

El término "estabilidad fisica" o "fisicamente estable" significa que los nanocristales de monohidrato de calcipotriol tienen
esencialmente la forma del cristal idéntica a la del monohidrato de calcipotriol de referencia, que no se sometié a
nanodimensionado, segun se determina por espectroscopia Raman, es decir no exhibe polimorfismo como resultado del
nanodimensionado. Ademas, "estabilidad fisica" indica que los nanaocristales no exhiben agregacion o crecimiento del cristal
en las suspensiones o composiciones farmacéuticas reivindicadas en las que se incorporan.

El término "sustancialmente no-acuoso” significa que el contenido de agua libre (como oposicion al agua enlazada al cristal)
de los nanaocristales de monohidrato de calcipotriol liofilizados o secados por aspersion es menos que aproximadamente 2 %
en peso, preferentemente menos que aproximadamente 1 % en peso, tal como menos que aproximadamente 0.5 % en
peso, de los nanocristales. Similarmente, el contenido de agua libre en una composicion de ungliento "sustancialmente
anhidro" es menos que aproximadamente 3 % en peso, preferentemente menos que aproximadamente 2 % en peso, tal
como menos que aproximadamente 1 % o 0.5 % en peso, de la composicion.

El término "capacidad de solubilizacién" indica la capacidad de un solvente o mezcla de solventes para disolver una
sustancia dada, expresada como la cantidad requerida para efectuar la solubilizaron completa de la sustancia.

El término "penetracion en la piel" significa la difusidon del ingrediente activo en las diferentes capas de la piel, es decir
estrato coérneo, la epidermis y la dermis.

El término "permeacion de la piel” significa el flujo del ingrediente activo a través de la piel dentro de la circulacién sistémica
0, en el caso de estudios in vitro tales como los informados en el Ejemplo 7 mas abajo, el fluido receptor del aparato de
celdas de Franz usado en el experimento.

El término "actividad bioldgica" significa la actividad de un derivado o analogo de la vitamina D cuando se aplica a la piel en
una composicién de la invencién. La actividad biol6égica de las composiciones se determina en un ensayo in vitro por la
medicién de la activacion de un gen objetivo que codifica el biomarcador de catelicidina en un modelo de epidermis humana
reconstruida que involucra queratinocitos humanos cultivados, como se describe en detalles en el Ejemplo 8 mas abajo.

Preparacion de nanocristales de monohidrato de calcipotriol
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En afios recientes la preparacion de nanocristales 0 nanosuspensiones de ingredientes terapéuticamente activos se ha
investigado cada vez mas como una forma de proporcionar una velocidad de disolucion mejorada de farmacos pobremente
solubles. La mayor area de superficie de los nanocristales asegura una mayor velocidad de disolucion cuando se administra
el farmaco. La tecnologia se ha usado hasta ahora mayormente en la formulacion de ingredientes activos para la
administracion oral o intravenosa.

Varios métodos para hacer nanocristales farmacos se han descrito en la literatura. Ampliamente, los métodos se pueden
dividir en dos categorias, es decir molienda y homogeneizacion a alta presion.

La patente de Estados Unidos US 5,145,684 describe un método de preparar nanoparticulas cristalinas por molienda de
bola por 4-5 dias en presencia de modificadores de superficie tal como polivinil pirrolidona, alcohol polivinilico, lecitina u otro
surfactante. La molienda de bola del monohidrato de calcipotriol bajo estas condiciones probablemente resulte ya sea
directamente en la degradacién quimica del monohidrato de calcipotriol o en la formacion de grandes cantidades de
calcipotriol amorfo, que no seria favorable para una suficiente estabilidad de almacenamiento/vida util de una composicién
farmacéutica que lo contiene ya que un material amorfo es relativamente mas vulnerable a la degradacién quimica que el
material cristalino.

La patente de Canada CA 2375992 describe un método de preparar particulas de farmaco con un tamafio de particula de
menos que 5 pm, preferentemente menos que 1 um, por homogeneizacion a alta presién en un homogeneizador de piston
hueco en un medio anhidro a una temperatura por debajo de 20 °C, en particular por debajo de 0 °C. El nanodimensionado
se lleva a cabo al someter las particulas del farmaco micronizado a 10-20 ciclos de homogeneizacion a alta presién a 1500
bar. En el presente método, se usa un medio acuoso para la disminucion del calcipotriol ya que el uso de un medio anhidro
(parafina liquida) no resulté en ninguna reduccion significativa del tamafio de los cristales del monohidrato de calcipotriol.

El documento WO 2004/054549 describe una formulacion tépica de nanoparticulas de espironolactona en una base de
crema que comprende monoglicéridos en agua. Las nanoparticulas se preparan por medio del uso de homogeneizacion de
alta presion de piston hueco.

La homogeneizacion a alta presién a 1500 bar por varios ciclos se encontré que era inadecuada para la disminucién del
monohidrato de calcipotriol ya que este procedimiento conduce a la agregacion de los cristales de monohidrato de
calcipotriol incluso en presencia de un surfactante adecuado.

El documento WO 2008/058755 describe la preparacion de nanocristales de sustancias cosméticamente activas por
molienda de bola o perla seguido por homogeneizacion a alta presion. La combinacion de los dos métodos se indica que es
ventajosa por encima de la homogeneizacion a alta presion por si misma ya que la Gltima requiere muchos ciclos de
homogeneizacién a alta presion (1500 bar). El método de combinacién hace posible usar solamente un ciclo de
homogeneizacion a mas baja presion para obtener particulas nanodimensionadas.

En una modalidad preferida, la invencién se refiere a un proceso para preparar nanocristales de monohidrato de calcipotriol
de una distribucién de tamafio de particula en el intervalo de 200-600 nm determinado por dispersion dinamica de luz, el
proceso comprende las etapas de

(a) disminuir el monohidrato de calcipotriol cristalino en una fase acuosa que comprende surfactante no iénico,
polimérico en una cantidad en el intervalo de aproximadamente 1 % a aproximadamente 5 % en peso de dicha fase
acuosa, lo que resulta en la formacion de microparticulas con una distribuciéon de tamafio de particula en el intervalo de
aproximadamente 5-20 um y un tamafio medio de particula de aproximadamente 10 um;

(b) someter la suspension de la etapa (a) a un primer ciclo de homogeneizacién a alta presion a una presién de
aproximadamente 300-800 bar por un periodo de tiempo suficiente para obtener aproximadamente 15-40 % de cristales
de monohidrato de calcipotriol con una distribucién de tamafio de particula en el intervalo de 200-600 nm;

(c) someter la suspension de la etapa (b) a un segundo ciclo de homogeneizacion a alta presion a una presién de
aproximadamente 800-1200 bar un periodo de tiempo suficiente para obtener aproximadamente 40-80 % de cristales de
monohidrato de calcipotriol con una distribucion de tamafio de particula en el intervalo de 200-600 nm;

(d) someter la suspension de la etapa (c) a un tercer ciclo de homogeneizacion a alta presién a una presion de
aproximadamente 1200-1700 bar un periodo de tiempo suficiente para obtener aproximadamente 90 % o mas de
cristales de monohidrato de calcipotriol con una distribucién de tamafio de particula en el intervalo de 200-600 nm; y

(e) opcionalmente aislar los nanocristales de monohidrato de calcipotriol resultantes de la fase acuosa.
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En la suspension final (después de la etapa (d)) la cantidad de nanocristales de monohidrato de calcipotriol con una
distribucién de tamafio de particula en el intervalo de 200-600 nm es de preferencia aproximadamente 95 % o mas.

El presente método se diferencia del descrito en el documento WO 2008/058755 por combinar la etapa de disminucién
inicial (a) con tres ciclos sucesivos de homogeneizacion a alta presion, cada ciclo se lleva a cabo a una presion que
aumenta. Esto es diferente al procedimiento preferido del documento WO 2008/058755 donde a la molienda de bola del
ingrediente activo sigue un ciclo de homogeneizacion a alta presién a baja presion (tal como 100 bar, cf Ejemplos 8 y 9) lo
que resulta en la reduccion del tamafio de particula deseada. Tal procedimiento se encontré6 que es insuficiente para
proporcionar un tamafio de particula y distribucion de tamafio de particula de cristales de monohidrato de calcipotriol
satisfactorios, es decir solamente aproximadamente 15-40 % de los cristales estarian dentro de la distribucién de tamafio de
particula deseado.

Ademas, se encontré innecesario llevar a cabo el presente proceso con control de temperatura a diferencia del
procedimiento descrito en el documento WO 2008/058755 donde, para dos de tres ingredientes activos, la temperatura tiene
gue mantenerse por debajo de 20 °C e idealmente entre 0 °C y 5 °C. No tener que aplicar control de temperatura ofrece la
ventaja de un procedimiento simplificado. Es sorprendente, sin embargo, que no se requiera control de temperatura en el
presente proceso ya que el calcipotriol es sensible a los aumentos de temperatura y se esperaria que se degradara
guimicamente sin control de la temperatura del proceso de disminucion.

Modalidades de la invencion

La presente suspensién puede contener un surfactante no iénico, polimérico que se afiade para prevenir la agregacion de
los nanocristales de calcipotriol y/o para prevenir el crecimiento del cristal. El surfactante debe preferentemente ser uno que
no cause ninguna solubilizacién significativa de los nanocristales de monohidrato de calcipotriol, es decir debe tener una
pobre capacidad de solubilizacion, y puede seleccionarse favorablemente del grupo que consiste de los surfactantes
poloxamero o polisorbato, y alquil éteres de polioxietileno de Ce24. El poloxdmero puede seleccionarse del grupo que
consiste en poloxamero 124, poloxamero 188, poloxdmero 237, poloxdmero 338 y poloxadmero 407. En particular, el
poloxamero 188 se encontrd que tiene una pobre capacidad de solubilizacién con respecto a solubilizar el calcipotriol y es
por lo tanto el surfactante favorito actualmente para usar en la presente nanosuspension. Cuando se usa un polisorbato
como el surfactante, éste puede seleccionarse del grupo que consiste de polisorbato 20, polisorbato 40, polisorbato 60,
polisorbato 61, polisorbato 80 y polisorbato 81. El alquil éter de polioxietileno de Cs.24 actualmente preferido es cetomacrogol
1000.

La cantidad de surfactante en la fase acuosa puede estar en el intervalo de aproximadamente 0.01 % a aproximadamente 5
% en peso de la suspension. Se prefiere generalmente que la cantidad de surfactante en la fase acuosa esté en el intervalo
de aproximadamente 0.6-1.2 % en peso de la suspension.

Dependiendo de las condiciones aplicadas durante la disminucién y homogeneizacién de alta presion, los nanocristales de
monohidrato de calcipotriol presentes en la suspension resultante pueden tener un tamafio medio de particula de 200-350
nm, 350-400 nm o 400-500 nm determinado por dispersion dinamica de luz.

La nanosuspensién puede liofilizarse o secarse por aspersion a nanocristales que comprenden surfactante en la superficie.
Los nanocristales liofilizados o secados por aspersion pueden después usarse para la incorporacion en composiciones no-
acuosas.

Sorprendentemente se encontré que los presentes procedimientos de nanodimensionado resultan en la generacién de
cantidades insignificantes solamente de calcipotriol amorfo. Es bien conocido para los expertos en la técnica que la
presencia de compuestos amorfos hacen al material inestable debido a la falta de arreglo molecular en la red cristalina que
expone el material a la degradacion quimica o al reordenamiento de la estructura del cristal a una forma polimorfica diferente
(cf. Chow vy otros, J. Pharm. Sci. 97(8), 2008, pags. 2855-2877). Como se determiné por calorimetria de barrido diferencial
por medio del uso de un instrumento Perkin-Elmer DSC 8500 de acuerdo con las instrucciones del fabricante, no fue posible
detectar cantidades significativas del calcipotriol amorfo al limite de deteccion del instrumento (aproximadamente 5 %), cf.
Figura 2b.

En el presente proceso, los cristales de calcipotriol inicialmente de someten a molienda, o premolienda, en una fase acuosa
por medio del uso de bolas o perlas de un didmetro en el intervalo de 1-4 mm, tal como 2-3 mm. Las bolas o perlas pueden
estar compuestas de cristal o materiales similarmente duros tal como éxido de zirconio. La molienda puede realizarse
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convenientemente por 2-5 horas, tal como 3 horas, a aproximadamente 500-4000 rpm, tal como aproximadamente 1000-
3000 rpm, por ejemplo aproximadamente 2000 rpm.

El surfactante usado para la molienda puede convenientemente ser un surfactante no iénico, polimérico que se afiade a la
fase acuosa en una cantidad en el intervalo de aproximadamente 1.5 a aproximadamente 3 % en peso de la suspension, en
particular aproximadamente 2 % en peso de la suspension. El surfactante puede preferentemente seleccionarse del grupo
de surfactantes poloxamero o polisorbato como se describe anteriormente. La suspension subsecuentemente se usa
directamente en las etapas de homogeneizacion a alta presion, y se ha obtenido un resultado particularmente favorable con
respecto a la distribucion del tamafio de particula por medio del uso de poloxadmero 188. Debe notarse que debido al
presente proceso de fabricacion donde el equipo de molienda que se usa en la etapa (a) se enjuaga con agua, y el equipo
de homogeneizacién a alta presion se enjuaga con agua después de la etapa (d), la concentracion de surfactante en la
suspension final esta en el intervalo de aproximadamente 0.6-1.2 % en peso de la suspension.

Las etapas de homogeneizacion a alta presion (b)-(d) se llevan a cabo por medio del uso de un homogeneizador de piston
hueco, por ejemplo Emulsiflex C3 (disponible de Avestin) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Para el nanodimensionado de monohidrato de calcipotriol se encontré favorable que el primer ciclo de homogeneizacion a
alta presion de la etapa (b) se lleve a cabo a una presiéon de aproximadamente 500-650 bar. El tiempo necesario para
obtener 15-40 % de nanocristales de monohidrato de calcipotriol con la distribucién de tamafio de particula deseada esta en
el intervalo de 7-15 minutos, por ejemplo 8-12 minutos, tal como aproximadamente 10 minutos.

El segundo ciclo de homogeneizacion a alta presion de la etapa (c) puede llevarse a cabo convenientemente a una presion
de aproximadamente 1000-1100 bar. El tiempo necesario para obtener 40-80 % de nanocristales de monohidrato de
calcipotriol con la distribucién de tamafio de particula deseada esta en el intervalo de 7-15 minutos, por ejemplo 8-12
minutos, tal como aproximadamente 10 minutos.

El tercer ciclo de homogeneizacién a alta presion de la etapa (d) puede llevarse a cabo convenientemente a una presion de
aproximadamente 1400-1500 bar. El tiempo necesario para obtener 90 % o mas nanocristales de monohidrato de
calcipotriol con la distribucién de tamafio de particula deseada esta en el intervalo de 7-15 minutos, por ejemplo 8-12
minutos, tal como aproximadamente 10 minutos.

Si los nanocristales de monohidrato de calcipotriol estan destinados para la inclusiéon en una formulacién no-acuosa, ellos
pueden convenientemente someterse a liofilizacién o secado por aspersion (a un contenido de agua (libre de agua) de
menos que aproximadamente 2 % en peso, tal como menos que aproximadamente 1 % o menos que aproximadamente 0.5
% en peso, de los nanocristales.

La suspension que comprende los nanocristales, puede incluirse en una composicion farmacéutica que comprende un
portador farmacéuticamente aceptable que es compatible con el ingrediente activo.

Cuando se mezclan con excipientes farmacéuticamente aceptables para proporcionar una composicién como se describe
mas abajo, la cantidad de surfactante polimérico no-iénico esta preferentemente en el intervalo de aproximadamente 0.03-
0.06 % en peso de la composicion.

En una modalidad, la presente composicion es un ungiiento. De acuerdo a la clasificacion actual de la FDA, un ungiento es
una forma de dosificacion semisolida que puede contener agua y sustancias volatiles en una cantidad de hasta 20 % en
peso y que contiene mas que 50 % en peso de hidrocarburos, ceras o polioles en el vehiculo. Asi, de acuerdo con la
invencion, el ungiiento puede ser una composicién agua-en-aceite en cuyo caso la nanosuspension se puede afiadir como
tal a los componentes lipofilicos de la composicion, de forma tal que la composicién contiene hasta 10 % en peso o,
preferentemente, hasta 5 % en peso de la fase acuosa. Alternativamente, la composicion puede ser un ungiiento no-acuoso
que contiene menos que aproximadamente 2 %, preferentemente menos que 1 %, de agua libre por peso de la
composicion.

El portador ungliento puede convenientemente contener una parafina seleccionada de parafinas que consisten de
hidrocarbonos con longitudes de cadena desde Cs.g0 y mezclas de estos. Un portador ungiiento usado frecuentemente es la
vaselina, o parafina blanda blanca, que se compone de hidrocarburos de diferentes longitudes de cadena que alcanzan
hasta aproximadamente Cao44, 0 Una mezcla de vaselina y parafina liquida (consistente de hidrocarburos de diferentes
longitudes de cadena que alcanzan hasta Cs.40). Mientras la parafina proporciona oclusion de la superficie de piel tratada, lo
que reduce la pérdida transdérmica de agua y potencia el efecto terapéutico del ingrediente activo de la composicion, esta
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tiende a tener una sensacion grasienta 0 pegajosa, que persiste durante bastante tiempo después de la aplicacion, y no es
facil de untar. Por lo tanto puede ser preferible emplear parafinas que consisten en hidrocarburos de longitud de cadena algo
mas baja, tales como parafinas que consiste en hidrocarburos con longitudes de cadena que alcanzan hasta Cis.16, Cis-22,
Ca0-22, C20-26 0 mezclas de estos. Se encontré que tales parafinas son cosméticamente mas aceptables ya que son menos
grasientas o pegajosas en las aplicaciones y mas facilmente untables. Se espera por lo tanto que resulten en una mejor
conformidad del paciente. Las parafinas adecuadas de este tipo se fabrican por Sonneborn y se comercializan bajo el
nombre comercial Sonnecone, por ejemplo Sonnecone CM, Sonnecone DM1, Sonnecone DM2 y Sonnecone HV. Estas
parafinas se describen y caracterizan mas aun en el documento WO 2008/141078. (La composicion de hidrocarburo de las
parafinas se determin6 por cromatografia gaseosa).

Para impartir una viscosidad deseada a la presente composicion, puede incluir adecuadamente un ingrediente lipéfilo que
aumente la viscosidad tal como una cera. La cera puede ser una cera mineral compuesta por una mezcla de hidrocarburos
de alto peso molecular, por ejemplo alcanos de Css70 Saturados, tal como cera microcristalina. Alternativamente, la cera
puede ser una cera vegetal o animal, por ejemplo ésteres de acidos grasos de Ci4.32 y alcoholes grasos de Cis.32, tal como
cera de abejas. La cantidad de ingrediente que aumenta la viscosidad puede variar de acuerdo al poder viscosificante del
ingrediente, pero puede tipicamente estar en el intervalo de aproximadamente 1 -20 % en peso de la composicién. Cuando
el ingrediente que aumenta la viscosidad es cera microcristalina esta presente tipicamente en una cantidad en el intervalo
de aproximadamente 5 -15 % en peso, por ejemplo aproximadamente 10 % en peso, de la composicion.

Para mantener una buena estabilidad fisica de la composicién, en particular para evitar la separacién de las fases acuosa y
lipidica en la misma, puede ser ventajoso incluir un emulsionante agua-en-aceite con un valor HLB de 3-8. Ejemplos de tales
emulsionantes son alquil éteres de polioxietileno de Csg2,, por ejemplo, estearil éter de polioxietileno, cetil éter de
polioxietileno, oleil éter de polioxietileno o lauril éter de polioxietileno. La cantidad de emulsionante esta tipicamente en el
intervalo de 2-10 % p/p de la composicion.

La composicion puede adicionalmente comprender un emoliente que puede actuar para suavizar la epidermis engrosada de
la placa psoriasica. Un emoliente adecuado para incluir en la presente composicion puede ser una cera de silicona o un
aceite de silicona volatil ya que la presencia de silicona adicionalmente se encontré que ayuda a la penetracion del
calcipotriol en la piel. Las composiciones que incluyen silicona se encontré ademés que dan como resultado menos irritacién
de la piel. Los aceites de silicona adecuados para incluir en la presente composicion se pueden seleccionar de
ciclometicona y dimeticona. La cantidad de aceite de silicona incluido en la presente composicion esta tipicamente en el
intervalo de aproximadamente 1 a aproximadamente 10 % en peso, por ejemplo aproximadamente 5 % en peso, de la
composicion.

En el ungliento Daivonex®, la presencia de propilen glicol se cree que es un contribuyente principal para la irritacion de la
piel experimentada por muchos pacientes. Sin embargo, se encontré que el calcipotriol puede ser en si mismo ligeramente
irritante en algunos pacientes (A. Fullerton y J. Serup, Br. J. Dermatol. 137, 1997, pags. 234-240 y A. Fullerton y otros, Br. J.
Dermatol. 138, 1998, pags. 259-265). Por consiguiente, puede ser ventajoso incluir un compuesto anti-irritante en la
presente composicion, tal como glicerol, sorbitol, sacarosa, sacarina, mentol, eucaliptol o nicotinamida. El glicerol se ha
descrito como una sustancia que es capaz de proteger la piel contra sustancias irritantes (J. Bettinger y otros, Dermatology
197, 1998, pags. 18-24) y hemos encontrado que reduce la liberacion de IL-len una manera dosis-dependiente: asi, se
encontrd que la presencia de 15 % en peso de glicerol en un ungiiento de calcipotriol resulta en un nivel significativamente
méas bajo de liberacion de IL-la que la inclusion de 10 % en peso de glicerol que, en cambio, resulta en un nivel
significativamente méas bajo de liberacion de IL-1a que la inclusion de 5 % en peso de glicerol.

Sin embargo, adicionalmente al efecto anti-irritante, sorprendentemente se encontré que el glicerol es capaz de potenciar la
actividad biolégica del calcipotriol ya que la expresion de catelicidina (en el ensayo descrito en el Ejemplo 4 mas abajo) se
encontré que aumentd con una baja cantidad de glicerol en la composicién (es decir se expresa mas catelicidina cuando la
cantidad de glicerol es 5 % en peso que cuando la cantidad de glicerol es 10 % o 15 % , respectivamente): esto implica que
con respecto a la inclusién de glicerol tiene que alcanzarse un balance entre un efecto anti-irritante favorable y un efecto
potenciador favorable. Encontramos que la inclusion de aproximadamente 5-10 % en peso de glicerol en la presente
composicion resulta en un efecto anti-irritante significativo asi como una potenciacién significativa de la actividad bioldgica
del calcipotriol.

El calcipotriol se conoce por ser una sustancia que es extremadamente sensible a condiciones acidas (pH por debajo de
aproximadamente 7.0 en composiciones acuosas 0 sustancias de reaccidon acida en composiciones no acuosas) que
contribuyen a la rapida degradacion del calcipotriol. Para garantizar una adecuada estabilidad quimica de la sustancia a lo
largo de la vida util de la composicion, es aconsejable incluir un compuesto capaz de neutralizar las impurezas acidas que
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pueden estar presentes en uno o mas de los excipientes de la composicion y que son perjudiciales para la estabilidad
quimica de calcipotriol. Si la composicién es acuosa, el compuesto neutralizante de acido puede seleccionarse de un
amortiguador tal como el amortiguador fosfato que se puede incluir en una cantidad de 0.025-0.065 % en peso de la
composicion. Si, por otra parte, la composicién es no-acuosa, el compuesto neutralizante de acido puede favorablemente
ser una amina tal como trietanolamina, trometamol, monoetanolamina o dietanolamina, incluida en la composicién en una
cantidad de 0.1-2 % en peso de la composicion.

En otra modalidad, la presente composicion es una crema que puede comprender componentes similares al ungiiento, pero
que tipicamente es una emulsion aceite-en-agua que contiene una cantidad sustancial de agua.

En una modalidad especifica, la presente composicion comprende

0.003-0.008 % p/p de monohidrato de calcipotriol
2-8 % p/p de estearil éter de polioxietileno

2-10 % p/p de agua

0.001-0.005 % p/p de poloxamero 188

70-90 % p/p de portador de parafina

La presente composicién puede comprender ademas otros componentes usados cominmente en formulaciones dérmicas,
por ejemplo antioxidantes (por ejemplo alfa-tocoferol), conservantes, edetato sédico, pigmentos, agentes sedantes
cutaneos, agentes curativos de la piel y agentes acondicionadores de la piel tales como urea, alantoina o bisabolol, ver
CTFA Cosmetic Ingredients Handbook, 20. Ed., 1992.

La composicion de la invencion se puede usar en el tratamiento de la soriasis, sebosoriasis, pustulosis palmoplantar,
dermatitis, ictiosis, rosacea y el acné y enfermedades de la piel relacionadas al administrar tépicamente una cantidad eficaz
de una composicién de acuerdo con la invencion a un paciente que necesita tal tratamiento. Dicho método preferentemente
comprende la administracion tépica una o dos veces al dia de una dosificacién terapéuticamente suficiente de dicha
composicion. Con tal fin, la composicion de acuerdo con la invencion preferentemente contiene aproximadamente 0.001-0.5
mg/g, preferentemente aproximadamente 0.002-0.25 mg/g, particularmente 0.005-0.05 mg/g, de nanocristales de
monohidrato de calcipotriol. Se prevé que la presente composicion se puede usar favorablemente ventajosamente para el
tratamiento de mantenimiento de estas enfermedades dérmicas, es decir tratamiento continuo después de la desaparicién
de los sintomas visibles con el fin de retrasar la recurrencia de los sintomas.

Para proporcionar un tratamiento mas eficaz de la soriasis y otras condiciones dérmicas en la fase aguda, puede ser
deseable incluir uno o mas ingrediente terapéuticamente activos adicionales en la composicion. Los ejemplos de tales
ingredientes activos adicionales incluyen, pero sin limitarse a, farmacos antiinflamatorios tales como corticosteroides, tal
como betametasona y ésteres de estos, por ejemplo el éster de valerato o dipropionato, clobetasol o ésteres de este, tal
como el propionato, hidrocortisona o ésteres de este, tal como el acetato; farmacos antiinflamatorios no esteroides tales
como naproxeno, indometacina, diclofenaco, ibuprofeno, dexibuprofeno, cetoprofeno, flurbiprofén, piroxicam, lornoxicam o
nabumeton, inhibidores de la fosfodiestreasa 4 (por ejemplo los compuestos descritos en el documento WO 2008/077404, el
documento WO 2008/104175, el documento WO 2008/128538 o el documento WO 2010/069322) o inhibidores de la MAP
cinasa p38 (por ejemplo los compuestos descritos en el documento WO 2005/009940 o el documento WO 2006/063585).

La invencién se ilustra mas aun por los siguientes ejemplos que de ninguna forma pretenden limitar el alcance de la
invencion como se reivindica.

Ejemplos
Ejemplo 1
Preparacién de nanocristales de monohidrato de calcipotriol

4 g de poloxamero 188 se disolvieron en 196 ml de agua de laboratorio con agitacion, y el pH se ajusté a 8.5 por la adicién
de una cantidad apropiada de NaOH.

3.5 g de bolas de cristal de 2 mm se pesaron en dos viales provistos con una tapa de rosca. 0.035 g de monohidrato de
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calcipotriol se afiadieron a cada vial, después de lo que 1.05 g de la solucion 2 % poloxamero 188 se afiadieron a cada vial.
El monohidrato de calcipotriol se molié por agitacién en un agitador orbital (VXR Basic IKA Vibrax) a 2000 rpm.

Después de la molienda, los viales y las bolas de cristal usadas para la molienda se enjuagaron con 24.0 g de agua de
laboratorio, pH 8.5, y la solucion de monohidrato de calcipotriol se vertié en una Botella de Tapa Azul. La suspension se
transfiri6 a un homogeneizador a alta presion Emulsiflex C3 (Avestin), y la Botella de Tapa Azul se enjuag6 con 4.9 g de
agua de laboratorio, pH 8.5. La homogeneizacion a alta presion se llevéd a cabo a 500 bar por 10 minutos, a 1000 bar por 10
minutos y a 1400 bar por 10 minutos. Después de la homogeneizacion a alta presion, el cilindro del aparato Emulsiflex se
enjuagod con 4.9 g de agua de laboratorio, pH 8.5, después de lo que se determind por dispersion dinamica de luz por medio
del uso de un Zetasizer Nano ZS90 que la distribuciéon de tamafio de particula estaba en el intervalo de 200-600 nm vy el
tamafio medio de particula estaba en el intervalo de 350-400 nm.

Se determind que los nanocristales resultantes eran monohidrato de calcipotriol por espectroscopia Raman, al comparar el
espectro Raman de los nanocristales con el del monohidrato de calcipotriol que no se sometié a nanodimensionado.

La cantidad de calcipotriol amorfo generada en este método se determiné en dos lotes de nanocristales de calcipotriol
preparados por el método por medio del uso del andlisis DSC a una velocidad de calentamiento de 100 °C, 300 °C y 500
°C/min. bajo una atmésfera de N . El instrumento usado para el analisis fue un Perkin Elmer DSC 8500.

Los resultados se muestran en las Figuras 2b y 2c que muestran un evento exotérmico con un inicio a aproximadamente 8
°C. Es altamente probable que el evento exotérmico se deba a la cristalizacién del calcipotriol amorfo. Parece que la
cantidad de calor emitida durante el proceso de cristalizacién es muy pequefia, de hecho muy cercana al limite de deteccion.
A partir de que la cantidad de calor emitida durante el proceso de cristalizacion es proporcional a la cantidad de compuesto
amorfo presente en la muestra, concluimos que solamente cantidades insignificantes de calcipotriol amorfo estaban
presentes en los dos lotes.

Ejemplo 2
Unglientos que contienen nanocristales de monohidrato de calcipotriol

Los unglientos de la composicion mostrados en la Tabla 1 méas abajo se prepararon al mezclar los ingredientes de la fase
lipidica (hidrocarbonos + polioxietilen-2-estearil éter + a-tocoferol) con calentamiento a 80-85 °C y agitacion lenta. La fase
acuosa se preparo al disolver edetato disddico y fosfato disddico dihidrato en la cantidad adecuada de la nanosuspension de
monohidrato de calcipotriol acuosa (preparada como se describid en el Ejemplo 1) ajustada para contener 50 pg/g de
monohidrato de calcipotriol. El glicerol se afiadié a la suspension con mezcla y calentamiento a 35-40 °C y el pH de la
mezcla se ajusté a 8.5 con HCI 1N o NaOH, como es adecuado.

La fase acuosa se afiadié a la fase lipidica y se batié por 30 min. después de lo que el ungiento resultante se enfrid
lentamente por debajo de 32 °C y se relleno en tubos de aluminio y se almacend a temperatura ambiente.
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Tabla 1
Ingrediente (mg/g) Comp.A |Comp.B |Comp.C |Comp.D |Comp.E |Comp.F
Nanocristales de monohidrato de |0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05
calcipotriol
Fosfato disddico deshidratado 0.26 0.26 0.26 0.26 0.26 0.26
Parafina, liquida 50 50 50 50 50 50
Estearil éter de Polioxietileno 2 50 50 50 50 50 50
Edetato disddico 0.065 0.065 0.065 0.065 0.065 |0.065
todo-rac-a-tocoferol 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02
Glicerol 100 - 100 100 100 100
Agua, purificada 50 150 50 50 50 50
Poloxamero 188 0.03 0.03 0.03 0.03 - -
Poloxamero 407 - - - - 0.03 -
Polisorbato 80 - - - - - 0.03
Parafina, blanda blanca 749.6 - - 699.6 749.6 749.6
Ciclometicona - - - 50 - -
Jalea de vaselina blanca (Sonnecone | - 649.6 |649.6 - - -
DM1)
Cera microcristalina (Multiwax 180 MH) |- 100 100 - - -

La composicién se probo para estabilidad quimica por 3 meses a 40 °C/75 % RH. Los resultados muestran una estabilidad
satisfactoria de calcipotriol bajo las condiciones de prueba.

Ejemplo 3

Crema que contiene nanocristales de monohidrato de calcipotriol

Una crema de la composicion indicada més abajo en la Tabla 2 se prepar6 al fundir cetomacrogol 1000, cetoestearilalcohol,
parafina liquido y parafina blanda blanca a 80 °C. La fase acuosa se prepar6 al disolver fosfato disddico dihidrato y cloruro
de cloroalilhexaminio en agua purificada a 80 °C. El glicerol se afiadi6 a la solucién con mezclado, y el pH de la mezcla se

ajusté a 8.5 con HCI 1N o NaOH, como es adecuado.

La fase acuosa se mezclé con la fase lipidica con homogeneizacion y se enfrié a 55 °C. El agua remanente se afiadi6 con
agitacion vigorosa, y la crema resultante se enfrié a 25 °C mientras se agitaba a baja velocidad.

Una cantidad adecuada de la nanosuspension del monohidrato de calcipotriol (preparado como se describi6é en el Ejemplo

1) ajustada para contener 50 pg/g de monohidrato de calcipotriol se afiadi6 a la crema con mezcla por 30 minutos a <30 °C.
La crema resultante se rellend en tubos y se almacené hasta su uso posterior.
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Tabla 2
Ingrediente (mq/q) Comp. G Comp. H Comp. |
Nanocristales de monohidrato de calcipotriol 0.05 0.05 0.05
Cetomacrogol 1000 30 30 30
Cetostearilalcohol 60 60 60
Cloruro de cloroalilhexaminio 0.5 0.5 0.5
Glicerol 30 30 30
Fosfato disédico dihidrato 2 2 2
Poloxamero 188 0.03 - -
Poloxédmero 407 - 0.03 -
Polisorbato 80 - - 0.03
Parafina, liquida 50 50 50
Parafina, blanda blanca 170 170 170
Agua, purificada adlg adlg adlg

Las composiciones de crema se probd por estabilidad quimica por 3 meses a 40°C/75 % RH. Los resultados muestran una
estabilidad satisfactoria del calcipotriol bajo las condiciones de prueba.

Ejemplo 4

Ungtliento no-acuoso que contiene nanocristales de monohidrato de calcipotriol

La nanosuspension de monohidrato de calcipotriol preparada como se describi6é en el Ejemplo 1 se sometid a liofilizacién
durante la noche. El liofilizado, sustancialmente nanocristales anhidros se usaron para preparar un unguento al dispersar los

nanocristales en parafina liquida y afiadir parafina blanda blanca a la dispersion.

La composicion del ungiiento no-acuoso aparece en la Tabla 3 més abajo.

Tabla 3
Ingrediente Contenido
Nanocristales de monohidrato de calcipotriol 50 ug
Parafina, liquida 50 mg
Parafina, blanda blanca 750 mg
Poloxamero 188 0.05 mg

El ungliento no-acuoso se prob6 por estabilidad por 3 meses a 40 °C/75 % RH. Los resultados muestran una estabilidad
satisfactoria del calcipotriol bajo las condiciones de prueba.
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Ejemplo 6
Liberacién a partir de las composiciones de nanosuspension en comparacion al ungiiento Daivonex®

La liberacion in vitro del calcipotriol a partir de las composiciones descritas en los Ejemplos 1 y 2 se determing en celdas de
difusion de Plexiglass por medio del uso de una membrana Spectra/Porv 6 para separar las cAmaras receptora y donadora
(n=6 células por lote). Se determind la liberacion de calcipotriol dentro de la fase recipiente que consiste de 0.04 M
amortiguador fosfato isotonico, pH 7.4, e isopropanol (70:30 v/v). Las muestras se analizaron por HPLC/UV.

Los resultados que aparecen en la Figura 3 mas abajo, muestran que la velocidad de liberacion del calcipotriol a partir de los
presentes unglentos y crema de nanosuspension es significativamente mas alta que la velocidad de liberacion a partir del
ungtiento Daivonex®.

Los resultados que se muestran en la Figura 3 muestran que la velocidad de liberacion es significativamente mas alta a
partir de las formulaciones de nanosuspensién que a partir del ungiiento Daivonex”.

Ejemplo 7
Estudio in vitro de penetracion en la piel.

Para investigar la penetracion y permeacion en la piel del calcipotriol de composiciones de la invencion, se llev6 a cabo un
experimento de difusiéon en la piel. Se usd en el estudio piel de grosor completo de orejas de cerdo. Las orejas se
mantuvieron congeladas a -18 °C antes del uso. En el dia anterior al experimento las orejas se colocaron en un refrigerador
(543 °C) para una descongelacion lenta. En el dia del experimento, los pelos se eliminaron por medio del uso de un cortador
de pelo veterinario. La piel se limpi6 de grasa subcutanea por medio del uso de un bisturi y dos trozos de piel se cortaron de
cada oreja y se montaron en celdas de difusién de Franz en un orden equilibrado.

Celdas de difusion tipo de Franz estaticas con un area de difusion disponible de 14 cm? y volumenes de receptor en el
intervalo desde 8.6 a 11.1 ml se usaron sustancialmente de la manera descrita por T.J. Franz, "The finite dose technique as
a valid in vitro model for the study de percutaneous absorption in man", en Current Problems in Dermatology, 1978, J.W.H.
Mall (Ed.), Karger, Basel, pags. 58-68. El volumen especifico se midié y registr6 para cada celda. Se coloc6 una barra
magnética en el compartimento receptor de cada celda. Después de montar la piel, se llené cada camara receptora con
solucién salina fisiolégica (35 °C) para la hidratacion de la piel. Las celdas se colocaron en un bafio de agua controlado
termalmente que se colocé en un agitador magnético a 400 rpm. El agua circulante en el bafio de agua se mantuvo a 35+1
C lo que dio como resultado una temperatura de aproximadamente 32 °C en la superficie de la piel. Después de una hora la
solucidn salina se remplazé por el medio receptor, 0.04 M amortiguador fosfato isoténico, pH 7.4 (35 °C), que contenia 4 %
albumina de suero bovino Las condiciones de inmersion se mantuvieron en todos los momentos durante el periodo del
estudio, es decir la concentracién de los compuestos activos en el medio receptor estaba por debajo del 10 % de la
solubilidad de los compuestos en el medio.

La permeacion in vitro de la piel para cada composicién de prueba se prob6 en 6 réplicas (es decir n = 6). Cada composicion
de prueba se aplic6 a la membrana de la piel a las 0 horas en una dosis prevista de 4 mg/cmz. Una espétula de cristal se
uso para la aplicacién, y la cantidad residual de la composicion se determiné a fin de dar la cantidad de la composicion
realmente aplicada sobre la piel.

Se permitié que el experimento de penetracion en la piel procediera por 21 horas. Las muestras se recogieron a partir de los
siguientes compartimentos:

El estrato corneo se recogio por decapado por cinta 10 veces por medio del uso de cinta D-Squame® (didmetro 22 mm,
CuDerm Corp., Dallas, Texas, USA). Cada tira de cinta se aplica al area de prueba por medio del uso de una presion
estandar por 5 segundos y se retiran del area de prueba en un movimiento suave, continuo. Para cada tira repetida, la
direccion de arrancado varié. La epidermis y la dermis viables se muestrearon a partir de la piel de forma similar.

Las muestras (1 ml) del fluido receptor restante en la celda de difusién se recogieron y se analizaron.

La concentracion de calcipotriol en las muestras se determiné por espectrometria de masa LC.

Los resultados aparecen en la Figura 4a que muestra la penetracion dentro de la piel viable a partir de la Composicion Ay C
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por medio del uso de portadores de parafina diferentes, y la Figura 4b que muestra que la penetramon dentro de la piel
viable a partir de los ungilientos de nanosuspensién es comparable a la del unglento Daivonex®, mientras el flujo es
significativamente més bajo, lo que resulta en menos exposicion sistémica al calcipotriol.

Resultados adicionales aparecen en la Figura 5 que es un gréfico que muestra que la penetracion de calcipotriol de la
Composmlon G dentro de la piel viable es significativamente mas alta de la crema de nanosuspension que de la crema
Daivonex®.

Ejemplo 8
Actividad bioldgica de las composiciones

Como se muestra en la Figura 6 mas abajo, la catelicidina es un péptido antimicrobiano expresado en los queratinocitos
humanos. La expresion de catelicidina se induce fuertemente en infecciones de la piel o rotura de la barrera de la piel. En la
soriasis, el nivel de catelicidina aumenta en la piel lesionada de los pacientes de soriasis. Se encontr6é que la expresion del
gen que cadifica la catelicidina se puede inducir por la vitamina Dz 0 anélogos de la vitamina D tales como el calcipotriol (ver
TT Wang y otros, J. Immunol. 173(5), 2004, pags. 2909-2912; J Schauber y otros, Immunology 118(4), 2006, pags. 509-519;
Schauber y Gallo, J. Allergy Clin Immunol 122, 2008, pags. 261-266; M. Peric y otros, PloS One 4(7), 22 Julio 2009, e6340)
a través de la unién al receptor de vitamina D. Estos descubrimientos se usaron para desarrollar un ensayo en el que la
captacion y la actividad biolégica del calcipotriol en los queratinocitos humanos a partir de las composiciones probadas se
determiné por la medicion del nivel de induccién del gen que codifica la catelicidina.

En el ensayo, una crema de nanocristales de monohidrato de calcipotriol preparada como se describié en el Ejemplo 3
anteriormente (Composicion G) se aplicé tépicamente por triplicado sobre la epidermis humana reconstruida que con3|st|a
de queratinocitos humanos normales cultivados por 12 dias en filtros de policarbonato de 0.5 cm? (disponibles de SkinEthic®
Laboratories, Niza, Francia) en una cantidad de 10 pl. El tejido se tratdé por uno o dos dias en presencia de las citocinas IL-
17A (20 ng/ml), IL-22 (20 ng/ml) y TNF-a (5 ng/ml) seguido por la separacion de la epidermis del filtro de policarbonato y la
congelacion rapida en nitrégeno liquido. EI ARN se extrajo de las células y el ADNc se sintetizé por procedimientos
convencionales. Se realizé después el PCR cuantitativo en tiempo real (QPCR) por medio del uso de los siguientes ensayos
de Applied Biosystems: CAMP Hs0018038_m1 y GAPDH Hs99999905_ml. Los niveles de expre3|on de catelicidina se
normalizaron a GAPDH y se hizo una cuantificacion relativa por comparacion con el ungiiento Daivonex® y la crema.

Los resultados aparecen en la Tabla 4 mas abajo.

Tabla 4
Composicién Activacién® Dia 1 Activacién® Dia 2
ungiiento Daivonex® 2.3 41
Crema Daivonex® 1.0 2.2
Composicion G 25 4.7

! veces de activacién en relacion a la crema Daivonex® dia 1

Los resultados presentados en la Tabla 4 muestran que la apllcaC|on de la Composicion G resulté en una activacion del gen
objetivo similar a aquella obtenida con el unguento Daivonex® mientras la activacion del gen objetivo fue aproximadamente
dos veces aquella de la crema Daivonex®. Asi, los resultados indican una eficacia gue es tan buena como la obtenida para
el ungliento Daivonex® obtenida con una formulacion gue no contiene propilenglicol y que tiene propiedades cosméticas mas
favorables.

Composiciones A, C y D preparadas como se describe en el Ejemplo 2 anteriormente se aplicod topicamente por triplicado
sobre la epidermis humana reconstrwda gue consistia de queratinocitos humanos normales cultivados por 12 dias en filtros
de policarbonato de 0.5 cm? (disponibles de SkinEthic® Laboratories, Niza, Francia) en una cantidad de 10 pl. El tejido se
tratd por dos dias seguido por la separacion de la epidermis del filtro de policarbonato y se congel6 en nitrégeno liquido. El
ARN se extrajo de las células y el ADNc se sintetizé por procedimientos convencionales. La qPCR después se realizd por
medio del uso de los siguientes ensayos de Applied Biosystems: CAMP Hs0018038_m1 y GAPDH Hs99999905 m1. Los
niveles de expre5|on de catelicidina se normalizaron a GAPDH y se hizo una cuantificacion relativa por comparacion con el
unguiento Daivonex”®.
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Los resultados aparecen en la Tabla 5 mas abajo.

Tabla 5
Composicién Veces de activacion®
ungiiento Daivonex® 1.0
composicién A 2.6/2.1
composicién C 1.3/4.1
composicién D 4.1/6.8

! relativo al ungiiento Daivonex®

Los resultados presentados en la Tabla 5 muestran que las composiciones de la invencién resultan en una mayor activacion
del gen objetivo, es decir tienen una actividad biolégica mas alta que la del ungiiento comercial.

Ejemplo 5
Estudios de tolerancia local en puercos enanos.

La tolerabilidad local de las composiciones A, C y D del Ejemplo 2 se ensay6 cuando se administré diariamente por
aplicacion dérmica a puercos enanos por 4 semanas. El ungiento Daivonex” se us6 para comparacion. Cada dia los
animales se expusieron a los articulos de prueba por 8 horas.

El estudio se condujo en 10 puercos enanos hembras Goéttingen SPF. Cada animal tuvo 6 sitios de aplicacion y recibi6é un
volumen de 250 mg de la formulacién de prueba por sitio de aplicacion. Los signos clinicos se registraron diariamente y las
reacciones de la piel en los sitios de aplicacién se marcaron una vez al dia antes de empezar la dosificacion y, ademas, en
el dia de la necropsia en relacion al eritema y al edema. El consumo de alimentos se registré diariamente y el peso corporal
semanalmente. Al final del periodo de tratamiento se realizé una necropsia general en todos los animales y se recogieron
muestras de piel para examen histopatologico.

Los resultados muestran que no se observaron signos clinicos adversos relacionados con el tratamiento durante el estudio
aunque se observaron reacciones en la piel de grado 1-2 (eritema). Excepto para la Composicion A, los eritemas fueron
menos pronunciados que los observados para el ungiiento Daivonex®. Los resultados implican que las composiciones de la
invencién pueden tolerarse mejor en pacientes humanos que el ungiiento Daivonex”®.
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Reivindicaciones

1.

10.

11.

Una suspension de monohidrato de calcipotriol en forma de nanocristales de una distribucién de tamafio de
particula en el intervalo de 200-600 nm determinado por dispersion dinamica de luz, la suspensién comprende
ademas una fase acuosa que incluye un surfactante no iénico, polimérico en una cantidad suficiente para prevenir
la formacion de agregados y/o el crecimiento de cristales de los nanocristales de monohidrato de calcipotriol.

La suspensiéon de conformidad con la reivindicacién 1, en donde el surfactante es seleccionado del grupo que
consiste en surfactantes de poloxamero o polisorbato, y alquil éter de polioxietileno de Ce-24.

La suspension de conformidad con la reivindicacion 2, en donde el poloxamero es seleccionado del grupo que
consiste en poloxamero 124, poloxdmero 188, poloxamero 237, poloxdmero 338 y poloxamero 407.

La suspensién de conformidad con la reivindicacion 3, en donde el surfactante es poloxamero 188.

La suspensiéon de conformidad con la reivindicacion 2, en donde el polisorbato es seleccionado del grupo que
consiste en polisorbato 20, polisorbato 40, polisorbato 60, polisorbato 61, polisorbato 80 y polisorbato 81.

La suspension de conformidad con la reivindicacion 2, en donde el alquil éter de polioxietileno de Ceo4 €S
cetomacrogol 1000.

La suspension de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 2-6, en donde la cantidad de surfactante en
dicha fase acuosa estd en el intervalo de aproximadamente 0.6 % a aproximadamente 1.2 % en peso de la
suspension.

La suspensién de conformidad con la reivindicacién 1, en donde los nanocristales de monohidrato de calcipotriol
tienen un tamafio medio de particula de 200-350 nm, 350-400 nm o 400-500 nm determinado por dispersion
dindmica de luz.

Un proceso para preparar nanocristales de monohidrato de calcipotriol de una distribucion de tamafio de particula
en el intervalo de 200-600 nm determinado por dispersion dinamica de luz, el proceso comprende las etapas de

(a) disminuir el monohidrato de calcipotriol cristalino en una fase acuosa que comprende surfactante no i6nico,
polimérico en una cantidad en el intervalo de aproximadamente 1 % a aproximadamente 5 % en peso de
dicha fase acuosa, lo que resulta en la formacion de microparticulas con una distribucion de tamafio de
particula en el intervalo de aproximadamente 5-20 pm y un tamafio medio de particula de aproximadamente
10 pm;

(b) someter la suspension de la etapa (a) a un primer ciclo de homogeneizacion a alta presién a una presion
de aproximadamente 300-800 bar por un periodo de tiempo suficiente para obtener aproximadamente 15-40
% de cristales de monohidrato de calcipotriol con una distribucién de tamafio de particula en el intervalo de
200-600 nm;

(c) someter la suspension de la etapa (b) a un segundo ciclo de homogeneizacion a alta presion a una presion
de aproximadamente 800-1200 bar un periodo de tiempo suficiente para obtener aproximadamente 40-80 %
de cristales de monohidrato de calcipotriol con una distribucion de tamafo de particula en el intervalo de 200-
600 nm;

(d) someter la suspensién de la etapa (c) a un tercer ciclo de homogeneizacion a alta presion a una presion de
aproximadamente 1200-1700 bar un periodo de tiempo suficiente para obtener aproximadamente 90 % o mas
de cristales de monohidrato de calcipotriol con una distribucion de tamafio de particula en el intervalo de 200-
600 nm; y

(e) opcionalmente aislar los nanocristales de monohidrato de calcipotriol resultantes de la fase acuosa.

El proceso de la reivindicacion 9, en donde la diminucién de la etapa (a) se lleva a cabo mediante molienda de
bolas en humedo por medio del uso de bolas o perlas de un didmetro en el intervalo de 1-4 mm, tal como 1.5-2.5
mm o 2-3 mm.

El proceso de la reivindicacién 9, en donde el surfactante usado en la etapa (a) es seleccionado del grupo que
consiste en surfactantes de poloxamero o polisorbato, y alquil éter de polioxietileno de Cs.24.
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El proceso de la reivindicacion 11, en donde el poloxdmero es seleccionado del grupo que consiste en poloxamero
124, poloxamero 188, poloxamero 237, poloxamero 338 y poloxamero 407.

El proceso de la reivindicacion 12, en donde el surfactante es poloxdmero 188.

El proceso de la reivindicacion 11, en donde el polisorbato es seleccionado del grupo que consiste en polisorbato
20, polisorbato 40, polisorbato 60, polisorbato 61, polisorbato 80 y polisorbato 81.

El proceso de la reivindicacion 11, en donde el alquil éter de polioxietileno de Cs.24 €s cetomacrogol 1000.

El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 9-15, en donde el surfactante se afiade en la etapa (a) en una
cantidad en el intervalo de aproximadamente 1.5 a aproximadamente 3 % en peso de la suspension, en particular
aproximadamente 2 % en peso de la suspension.

El proceso de la reivindicacién 9, en donde el primer ciclo de homogeneizacion a alta presion de la etapa (b) se
lleva a cabo a una presion de aproximadamente 500-650 bar.

El proceso de la reivindicacién 9, en donde el segundo ciclo de homogeneizacién a alta presion de la etapa (c) se
lleva a cabo a una presion de aproximadamente 1000-1100 bar.

El proceso de la reivindicacion 9, en donde el tercer ciclo de homogeneizacién a alta presion de la etapa (d) se lleva
a cabo a una presion de aproximadamente 1400-1500 bar.

El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 9-19, en donde las etapas de homogeneizacion a alta presion (b)-
(d) se llevan a cabo por medio del uso de un homogeneizador de pistén hueco.

El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 9-20 que comprende ademas liofilizacion o secado por aspersion
de los nanaocristales de monohidrato de calcipotriol.

Una composicién farmacéutica que comprende la suspension de nanocristales de monohidrato de calcipotriol de
cualquiera de las reivindicaciones 1-8 y un portador farmacéuticamente aceptable.

La composicion de conformidad con la reivindicacion 22, en donde la cantidad del surfactante no iénico, polimérico
esta en el intervalo de aproximadamente 0.03-0.06 % en peso de la composicion.

Una composicion de conformidad con la reivindicacion 22, en donde el portador comprende al menos una parafina
seleccionada de parafinas que consiste en hidrocarburos con longitudes de cadena de Csso, las longitudes de
cadena alcanzan un maximo de Cia-16, C1s-22, C20-22, C20-26, C28-40 Y Ca0-44, 0 mezclas de estas.

Una composicién de cualquiera de las reivindicaciones 22-24, que ademas comprende un emulsionante agua en
aceite seleccionado de alquil éteres de polioxietileno de Cs.22, por ejemplo estearil éter de polioxietileno, cetil éter
de polioxietileno o lauril éter de polioxietileno.

Una composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 22-25, que ademas comprende un ingrediente
que aumenta la viscosidad lipofilico.

Una composicién de acuerdo con la reivindicacion 26, en donde el ingrediente que aumenta la viscosidad es una
cera.

Una composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 22-27, que ademas comprende una cera de
silicona o un aceite de silicona volatil.

Una composicion de acuerdo con la reivindicacién 28, en, donde el aceite de silicona volatil es ciclometicona o
dimeticona.

Una composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 22-29, que ademas comprende un compuesto
anti-irritante.
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Una composicién de acuerdo con la reivindicacién 30, en donde el compuesto anti-irritante es glicerina, sorbitol,
sacarosa, sacarina, nicotinamida, mentol o eucaliptol.

Una composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 22-31, que ademéas comprende un compuesto
capaz de neutralizar las impurezas acidicas perjudiciales para la estabilidad quimica del monohidrato de calcipotriol
en la composicion.

Una composicion de acuerdo con la reivindicaciéon 32, en donde dicho compuesto es una amina tal como trietanol
amina, trometamol, monoetanolamina o dimetanolamina.

Una composicién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 22-33 que es un ungiento.
Una composicién de acuerdo con la reivindicacion 34 que es un ungiiento sustancialmente anhidro.
Una composicién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 22-33 que es una crema.

Una composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 22-36 que comprende aproximadamente
0.001-0.5 mg/g, preferentemente aproximadamente 0.002-0.25 mg/g, en particular 0.005-0.05 mg/g, de
nanocristales de monohidrato de calcipotriol.

Una composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 22-37, que ademas comprende uno o mas
ingredientes adicionales terapéuticamente activos.

Una composicion de acuerdo con la reivindicaciéon 38, en donde tales ingredientes activos adicionales son
seleccionados del grupo que consiste de farmacos antiinflamatorios tales como corticosteroides, tal como
betametasona y ésteres de este, por ejemplo el éster de valerato o dipropionato, clobetasol o ésteres de este, tal
como el propionato, hidrocortisona o ésteres de estos, tal como el acetato; farmacos antiinflamatorios no esteroides
tales como naproxeno, indometacina, diclofenaco, ibuprofeno, dexibuprofeno, cetoprofeno, flurbiprofeno, piroxicam,
lornoxicam o nabumeton, inhibidores de la fosfodiestreasa 4 o inhibidores de la MAP cinasa p38.

Una composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 22-39 para usar en el tratamiento de una
enfermedad o afeccién dérmica.

La composicion para usar de conformidad con la reivindicacion 40, en donde la enfermedad o afeccion dérmica es
soriasis, sebosoriasis, pustulosis palmoplantar, dermatitis, ictiosis, rosacea o acné.
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Distribucion de tamafio por volumen
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de cristal dominante

Figura 2a
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Distribucion de tamario
para la nanosuspensidn de
calcipotriol preparada
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Infeccion Lesion

Queratinocito

Figura 6
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