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DESCRIPCION

PARICALCITOL PARA USO EN EL TRATAMIENTO DE LA ANEMIA INFLAMATORIA

La presente invencion se engloba en el campo de la medicina en general, mas concretamente en campo del tratamiento
de la anemia inflamatoria. Particularmente la presente invencién proporciona paricalcitol, activador selectivo de los
receptores de la Vitamina D, para uso en el tratamiento de dicha patologia.

ESTADO DE LA TECNICA

La anemia inflamatoria, también conocida como anemia de inflamacién, es una complicacion frecuente en diversas
entidades patologicas que se acompafian de procesos inflamatorios manifiestos, principalmente crénicos, aunque
también acompafia a enfermedades agudas criticas, cancer o envejecimiento. Su mecanismo principal se debe a un
bloqueo del hierro por los altos niveles de hepcidina circulatorios debidos al estimulo que sobre el promotor de su gen
realiza la IL-6 liberada durante dichos procesos inflamatorios, lo que da lugar a un déficit funcional de hierro, asi como a
un déficit en la produccion de eritropoyetina (EPO), ademas de una destruccion exagerada de hematies.

La hepcidina actia degradando la ferroportina, principal exportador de hierro desde el citoplasma hacia la circulacién
sanguinea, por lo que se bloquean la absorcion de hierro duodenal y la liberacién del hierro desde los macroéfagos,
quedando secuestrado en el interior de los mismos. Eso limita el hierro disponible para la hemoglobinizacién en los
eritroblastos. Una disminucion de la eritropoyesis también contribuye a la anemia inflamatoria, tanto por accion directa,
como por disminucion de la sintesis de eritropoyetina asi, como un aumento de la resistencia a su accion, debida a
diferentes citoquinas, junto con una disminucién de la vida media de los hematies.

La presencia de anemia inflamatoria es un factor asociado a un peor prondstico dentro de las diversas patologias
cronicas, siendo clara esta relacion en entidades como la insuficiencia cardiaca, las neoplasias, enfermedades
respiratorias y la enfermedad renal cronica (ERC), entre otras y ademas, su presencia afiade un elevado impacto
econdémico en el tratamiento de los grupos de enfermos que la padecen.

Dentro de la situacién inflamatoria, la presencia de niveles de determinadas citoquinas proinflamatorias (IL-6, IL-1f,
TNFa e INFy, entre otras) se han asociado al desarrollo de la anemia inflamatoria. En este sentido como terapia dirigida
frente a enfermedades reumatologicas como la artritis reumatoide, se han utilizado diferentes tratamientos dirigidos a la
inhibicion y/o neutralizacion de dichos marcadores inflamatorios, como, por ejemplo, tocilizumab, inhibidor de la IL-6 o
infliximab y/o etanercept, inhibidores del TNFa. Estos tratamientos se han asociado a una buena respuesta de la anemia
inflamatoria desarrollada en los pacientes que padecen dicha patologia, por lo que la inhibicién o neutralizaciéon de los
elevados niveles de estas citoquinas influirian en una mejora de la anemia inflamatoria. Por otro lado, también es
conocida la posible accion anti-inflamatoria de la vitamina D, asi como de sus analogos y/o precursores. En este
sentido, la activacion del receptor de vitamina D se ha asociado a la inhibicién de diferentes marcadores inflamatorios
(IL-6, IL-1B, INFy y TNFa).

La administracion de vitamina D y sus analogos sintéticos se ha relacionado en estudios observacionales con una
mejoria en la respuesta eritropoyética de pacientes con anemia inflamatoria por enfermedad renal crénica (ERC) que
estan en tratamiento con agentes estimuladores de la eritropopoyesis (AEE) (Capuano A. et al., J Nephrol 2009;22:59-
68; Albitar S, et al., Nephrol Dial Transplant 1997;12:514-8; Shuja SB, et al., Adv Perit Dial 2003;19:231-5; Goicoechea
M, et al.,, Nephron 1998;78:23-7). Este efecto beneficioso estaria relacionado directamente con el control del
hiperparatiroidismo secundario que manifiestan dichos pacientes.

La anemia en la ERC comparte mecanismos fisiopatogénicos similares a los de la anemia inflamatoria. En pacientes
con ERC es habitual la condicion inflamatoria, la cual estd asociada a una sintesis disminuida de la EPO y a una
deficiente respuesta a la misma. La fisiopatologia de la ERC es comun a la anemia ocurrida en otro tipo de pacientes
como aquellos con insuficiencia cardiaca, del mismo modo comparten similitudes en cuanto a la sobreexpresion de otras
citoquinas como la IL-1B y la IL-6. El tratamiento de la anemia en pacientes con ERC se sustenta en el empleo de AEE y
otros farmacos como los suplementos de hierro. Los AEEs son los mayores contribuidores al coste econémico global del
manejo de estos enfermos. Asimismo, el uso de dosis altas de AEE se ha asociado a efectos adversos, como desarrollo
de hipertension arterial o dificultad en el control de la misma, ictus, fendmenos trombéticos, asi como también un
aumento de la mortalidad a nivel cardiovascular. En este sentido, el uso de AEE y suplementos de hierro para el
tratamiento de la anemia inflamatoria se ha asociado al desarrollo de complicaciones similares a las descritas en los
pacientes con ERC. Por lo tanto, se aconseja necesaria la busqueda de nuevas medidas terapéuticas capaces de
incrementar la efectividad de los AEE y disminuir sus requerimientos de forma segura, para el tratamiento de pacientes
que padecen anemia inflamatoria, ademas del gran impacto desde el punto de vista econdmico que tendrian las nuevas
terapias, al disminuir los requerimientos de AEEs.

Como se ha mencionado anteriormente, diversos estudios en su mayoria observacionales, han puesto de manifiesto
que la administracion de vitamina D y sus analogos sintéticos como el calcitriol (Goicoechea et al. Nephron. 1998;78:23-
7), paricalcitol (Shuja SB, et al., Adv Perit Dial 2003;19:231-5) y el alfacalcidol (Albitar S, et al., Nephrol Dial Transplant
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1997;12:514-8) se han relacionado con una mejoria en la respuesta eritropoyética en pacientes con anemia asociada a
la enfermedad renal y que estan siendo tratados con AEE. Hay que tener en cuenta que dicha cualidad se aprecia tras
la administracion de dosis elevadas de andlogos de vitamina D en pacientes con hiperparatiroidismo moderado-severo y
ademas, dichos efectos se observaron tras un periodo de administracién de los AEE superior a un afo, lo que hace a
dicho tratamiento poco recomendable debido a los efectos secundarios que conllevan esas dosis elevadas de analogos
de vitamina D. Ademas, cabe destacar que los resultados mostrados en dichos estudios, en cuanto a la mejoria en la
respuesta eritropoyética son debidos al control del hiperparatiroidismo secundario en dichos pacientes y no a un control
especifico sobre la respuesta eritropoyética.

Es conocido ademas que, el empleo de calcitriol, analogo sintético de 1,25(0OH). vitamina D, presenta como principal
factor limitante la inducciéon de hipercalcemia, hiperfosfatemia y calcificaciéon vascular. Por otro lado, Shuja S.B. et al.
(ASAIO Journal; 2003; 49(2):194) divulga los efectos de la administracion de paricalcitol (Zemplar) sobre el
requerimiento de eritropoyetina en pacientes anémicos que estaban en hemodidlisis. Los resultados ponen de
manifiesto que los pacientes tratados con una menor dosis de paricalcitol (0.1 pg/hd) mostraron una resistencia relativa
a EPO en relacion a los pacientes tratados con dosis mayores (> 10ug/hd), requiriendo los primeros una mayor
concentracion de EPO en relacién a los segundos. Hay que tener en cuenta que los efectos beneficiosos del tratamiento
con paricalcitol en la anemia en pacientes ERC sometidos a hemodialisis, mostrados en el presente estudio, realmente
no son debidos a la disminucion del requerimiento de EPO producida por el paricalcitol, sino que, como se puede
observar en dicho estudio, dicha mejoria en las necesidades de EPO es debida, por un lado a un estado nutricional
pésimo (Grupo A) y al control de los niveles de PTH (Grupo C). Los pacientes del Grupo A presentan unos niveles de
PTH menores a 150 pg/mL, niveles habituales en pacientes con mal estado nutricional, por lo que los mayores
requerimientos de EPO se deberian a dicho mal estado nutricional, por otro lado, los pacientes del Grupo C presenta
unos niveles de PTH de 1037 pg/mL, que da lugar a un hiperparatiroidismo severo, por lo que el beneficio sobre la
anemia es este Ultimo grupo seria atribuible al control de los niveles de PTH. Por dichos motivos, no puede considerarse
que el tratamiento con paricalcitol en dicho estudio, muestre un efecto beneficioso en la respuesta eritropoyética. Es
mas, las dosis de paricalcitol utilizadas por Shuja S.B. et al., son muy elevadas (> 10 pg/dialisis, lo que equivale a una
media semanal de 30 pg/semana), y ademas van asociada a altos niveles de calcio (9,8mg/dl) que son superiores a los
niveles maximos recomendados por las guias internacionales.

Nephrol. Dial. Transplant. 2013,28,1672 discute el papel del paricalcitol en la inflamacién y en la anemia, y lo sugiere
como un posible candidato para uso en el tratamiento de la anemia inflamatoria.

Por otro lado, Riccio E et al., (ERA-EDTA 50TH Congress Istanbul (Turkey). May 2013) describen que la administracion
oral de paricalcitol mejora los niveles de hemoglobina (Hb) en pacientes con ERC, aunque no hace ninguna referencia
en relacion a una menor necesidad de AEEs en dichos pacientes. En este estudio merece la pena destacar, por un lado
que, el grupo de pacientes tratado con paricalcitol disminuye los niveles de PTH de 147 pg/mL a 93 pg/mL (casi un 40%
respecto al basal), frente a una variacion de los niveles de PTH de 146 pg/mL a 142 pg/mL (3%) en el grupo control, por
lo que parece que el efecto beneficioso del tratamiento con paricalcitol podria ser consecuencia de la disminucién de los
niveles de PTH, al igual que se describe en el estado de la técnica. Por otro lado, destacar también que los autores de
dicho estudio mencionan que el incremento en los niveles de hemoglobina en los pacientes tratados con paricalcitol es
debido a una estimulacion directa de los precursores eritroides, sin mostrar evidencias de dicha afirmacién, mas cuando
el beneficio sobre los precursores eritroides, esta descrito en el estado de la técnica para el tratamiento con el calcitriol
que es el grupo que disminuye sus niveles medios de hemoglobina, lo que hace que la conclusién de dicho estudio
resulte incoherente.

Por lo tanto, como se pone de manifiesto en los estudios previos, el tratamiento con paricalcitol, en cuanto al menor
requerimiento de AEEs para el tratamiento de la anemia inflamatoria, es debido al control ejercido sobre el
hiperparatiroidismo secundario. Ademas, las diferentes formas de Vitamina D utilizadas para el tratamiento de la anemia
inflamatoria parecen asociarse a diferentes efectos sobre la anemia y el metabolismo férrico, como queda demostrado
en el estudio de Riccio E. et al (ERA-EDTA 50TH Congress Istanbul (Turkey). May 2013).

Por lo tanto, no existe un consenso en el estado de la técnica para el tratamiento efectivo de la anemia inflamatoria
mediante el uso de la Vitamina D o analogos/agonistas de la misma. Es mas, incluso las actuales guias KDIGO (Kidney
Disease: Improving Global Outcomes) de 2012 para el manejo de la anemia (KDIGO Clinical Practice Guideline for
Anemia in Chronic Kidney Disease) no recomiendan el tratamiento coadyuvante con Vitamina D (Evidencia 2D) en los
pacientes en tratamiento con AEE, en el manejo y tratamiento de la anemia en la enfermedad renal (KDIGO); por lo que
su utilizacion no es habitual.

En este sentido, la presente invencién propone, en contra de lo divulgado en el estado de la técnica, el uso de
paricalcitol en el tratamiento de la anemia inflamatoria, demostrando que dicho compuesto es capaz de disminuir los
niveles de marcadores inflamatorios como, la IL-6, ademas de los niveles de la hepcidina plasmatica, mejorando la
disponibilidad de hierro a través de su liberacion desde los depdsitos celulares, dando lugar a un aumento del hierro
libre plasmatico y una disminucidon progresiva de los depdsitos de hierro que tiene su expresion en la disminucién de los
niveles de ferritina plasmatica. Por otro lado, la presente invencion pone de manifiesto que el uso de paricalcitol se
asocia a mayores niveles del indice de saturacion de transferrina (IST), consecuencia de una mayor movilizacion del
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hierro desde los depdsitos celulares, por lo que los precursores eritroides tienen un mayor aporte de hierro y por lo
tanto, se disminuye la concentracion de AEEs necesaria para tener una respuesta eritropoyética 6ptima, asi como
también induce a una mayor sintesis de eritropoyetina lo que a su vez daria lugar a una disminucién en los aportes de
AEEs. Por lo tanto, la presente invencion demuestra que la administracién de paricalcitol a pacientes que padecen
anemia inflamatoria disminuye los requerimientos de AEE en dichos pacientes gracias a una mejora en la utilizacion del
hierro asi como a un incremento en los niveles de EPO plasmatica y una disminucion de marcadores inflamatorios.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

Para superar los problemas existentes en el estado de la técnica en relacién a la provisién de un tratamiento efectivo
para los pacientes que padecen anemia inflamatoria, la presente invencion describe el paricalcitol para uso en el
tratamiento de dicha patologia, asociado a un menor requerimiento de AEEs, a una mejor utilizacion del hierro, a una
estabilizacion de los niveles de Hb, a un incremento en los niveles de EPO plasmatica y a una disminucién de los
marcadores inflamatorios, por parte de dichos pacientes.

El paricalcitol (CAS: 131918-61-1) es un analogo sintético de la Vitamina D que se comercializa con el nombre comercial
de Zemplar por Abbvie Laboratories. Es un compuesto que, hasta la fecha, se utiliza principalmente para la prevencién y
tratamiento del hiperparatiroidismo secundario (secrecidon excesiva de hormona paratiroidea) asociado con la
insuficiencia renal cronica. Quimicamente, es el compuesto 19-nor-1,25-(OH) 2-vitamina D2 o 19-nor-1,25-
dihidroxivitamina D2, siendo un analogo de la 1,25- dihidroxicolecalciferol, la forma activa de la vitamina D2
(ergocalciferol). Su estructura quimica es:

Especificamente, la presente invencion describe el uso de paricalcitol para la elaboracion de una composicién
farmacéutica para el tratamiento de la anemia inflamatoria, preferentemente en la que la dosis de paricalcitol se
encuentra comprendida entre 5-10 pg/semana. Alternativamente, la presente invencion describe el paricalcitol, a una
dosis preferida de entre 5-10 pg/semana, para uso en el tratamiento de la anemia inflamatoria.

A efectos de la presente invencion, la anemia inflamatoria se define como aquella patologia que presenta una
deficiencia de hierro debida a una desregulacion en el sistema inflamatorio. Las enfermedades que suelen ir asociadas
con la anemia inflamatoria son, por ejemplo, enfermedad renal crénica, cancer, enfermedades infecciosas, etc. Los
sujetos que padecen anemia inflamatoria no pueden usar de manera efectiva el hierro para producir nuevos glébulos
rojos aunque los niveles de hierro almacenado en los tejidos corporales sean normales o incluso pueden ser elevados
con el consiguiente dafio tisular que ello puede suponer. Como resultado, el numero de nuevos glébulos rojos
saludables disminuye gradualmente. De manera similar, los niveles de hemoglobina, el componente de los glébulos
rojos que lleva el oxigeno a los tejidos y musculos, también disminuye.

El paricalcitol, segun se describe a lo largo de la presente invencion, para su uso en el tratamiento de la anemia
inflamatoria, puede utilizarse en combinaciéon con agentes estimuladores de eritropoyesis. La administracion de dichos
agentes con el paricalcitol puede realizarse de manera combinada, simultanea o secuencial, para el tratamiento de la
anemia inflamatoria. Ademas, como se demuestra a lo largo de la presente invencioén, los pacientes que padecen
anemia inflamatoria y que estan siendo tratados con AEEs, necesitan un menor requerimiento de dichos compuestos
cuando se les administra paricalcitol, con las ventajas que dicho menor requerimiento de AEEs conlleva, principalmente
asociadas a los efectos secundarios que provocan dichos AEEs.

A efectos de la presente invencion, los agentes estimuladores de la eritropoyesis se definen como aquellos agentes o
compuestos similares a la eritropoyetina, capaces de estimular los procesos eritropoyéticos, encargados de la
produccion de eritrocitos. Entre los AEEs se encuentra la eritropoyetina natural o EPO asi como los AEEs sintéticos que
presentan una estructura quimica similar a la EPO y son capaces de ejercer los mismos efectos bioldgicos que ésta.
Entre los AEEs sintéticos descritos en el estado de la técnica destacan:
- AEEs de primera generacién: Epoetina alfa (No. CAS: 113427-24-0): Eprex, Epopen; Epocept, Nanokine,
Epofit, Epogin, Binocrit, Procrit; Epoetina beta (No. CAS: 122312-54-3): Neorecormon, Recormon; Epoetina
delta (No. CAS: 0261356-80-3): Dynepo; Epoetina zeta (CAS No: 0604802-70-2);
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AEEs de segunda generacion: Darbepoetina alfa (Aranesp) (No. CAS:11096-26-7)
- AEEs de tercera generacion: CERA: “Continuous erythropoietin receptor activator” (Mircera).

Otro objeto descrito en la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende paricalcitol, en
la que la dosis de paricalcitol estd comprendida entre 5-10 pg/semana, en combinacién con AEEs y junto con
excipientes o vehiculos farmacéuticamente aceptables.

En una realizacion preferida, la composicién de la invencion puede comprender ademas otro principio activo. En una
realizacion mas preferida, dichos principios activos son preferentemente suplementos férricos.

Otro objeto descrito en la presente invencion se refiere a la composicion farmacéutica descrita previamente para uso en
el tratamiento de la anemia inflamatoria.
Descripcion de las figuras

Figura 1 muestra el disefio del estudio MIR-EPO (Estudio A). AEEs: Neorecormoén y CERA. Los tres primeros meses
(meses 0-3) se corresponden con la fase de titulacion de dosis de los AEEs vy los tres meses restantes (meses 3-6) se
corresponden con la fase de mantenimiento de las dosis de AEEs. n: niUmero de pacientes incluido en cada grupo.

Figura 2 muestra un analisis de regresion. La grafica muestra que el rango de dosis de 5 a 10 yg/semana de paricalcitol
(Eje X) predicen una mayor disminucién de dosis de la concentracion de AEE (Ul/semana) (Eje Y). A partir de 10
ug/semana se inicia una elevacion de las dosis utilizadas de AEE (n=58, F=3,65, p=0,03, R?=0,11).

Figura 3 muestra un andlisis de regresion. La grafica muestra como las dosis comprendidas entre 5y 10 ug/semana de
paricalcitol, predicen niveles de Hb plasmatica en un rango entre 10 y 12 g/dl. En el eje X se muestra la concentracion
de paricalcitol (ug/semana) y en el eje Y la concentracion de Hb (g/dl) (n=58, P< 0,01, F=6,952, R?= 0,27).

Figura 4 muestra el analisis de los requerimientos de AEE en los grupos de pacientes tratados con paricalcitol o con
calcitriol, para el tratamiento del hiperparatiroidismo secundario (p= 0,002).

Figura 5 muestra el analisis de los niveles de Hb (g/dl) en pacientes tratados con paricalcitol o calcitriol. La figura pone
de manifiesto la existencia de niveles superiores de Hb en el grupo de pacientes tratados con paricalcitol (11,89+0,13
g/dl) respecto al grupo tratado con calcitriol (11,10+1,16g/dl) (p=0,007).

Figura 6 muestra el analisis de la variaciéon de los requerimientos de AEE segun la utilizacion o no de suplementos de
Fe IV (hierro intravenoso). Aumento de la dosis de AEE en el grupo sin Fe IV (p=0,05, F=3,935, Eta®pacial: 0,44, n=6)
(linea gris), frente a disminucién de dosis de AEE en aquellos con suplementos de Fe IV (p<0,01, F=5,783,
Eta?parcial:0,19, n=25) (linea negra). En el eje X se muestra el tiempo de seguimiento expresado en meses y en el eje Y
se expresa la dosis de AEE en forma de logaritmo.

Figura 7 muestra el analisis de los requerimientos de dosis de AEE en los grupos de pacientes tratados sin paricalcitol
(grupo AEE, linea negra) y con paricalcitol (grupo AEE+PRC, linea gris). La grafica muestra la disminucién de los
requerimientos de AEE en el grupo de pacientes en tratamiento con paricalcitol (linea gris) (n=18, p=0,01, F=4,89, Eta?
parcial: 0,22), frente al grupo de pacientes tratados sin paricalcitol (linea negra) (n=8; p=0,39, F=1,09, Eta? parcial:0,26).
En el eje X se muestra el tiempo de seguimiento expresado en meses y en el eje Y se expresa la dosis de AEE en forma
de logaritmo.

Figura 8 muestra el andlisis de los requerimientos de dosis de AEE en el subgrupo de pacientes en tratamiento con Fe
IV (n=25). En el grupo de pacientes en tratamiento exclusivo con AEE suplementados con Fe IV (n=7) se objetivd una
disminucion de la dosis requerida de AEE de: 3,00+0,0 a 2,91+0,05 y 2,70+0,28 (% dosis, log) (F= 1,09, p=0,40,
Eta®parcial: 0,30) frente al grupo de pacientes tratados con AEE+PRC y suplementados con Fe IV (n=18): 3,00+0,0 a
2,66+0,18 y 2,42+0,21 (F=4,891, p=0,01, Eta2parcial: 0,22). La diferencia media en el mes 6 de tratamiento entre ambos
grupos corresponde a un 24% de dosis de AEE.

Figura 9 muestra la evolucién de los niveles de IST (expresado como %) en el grupo de pacientes tratados con AEE sin
paricalcitol (AEE, linea discontinua) durante los meses 0, 3 y 6 del estudio: 35,0+6,5, 33,0+5,2 y 29,7+3,2 (F=1,849,
p=0,23) y aquellos en tratamiento combinado (AEE+PRC; linea continua): 28,9+2,4, 28,9+2,4 y 29,8+3,9 (F=0,021,
p=0,98).

Figura 10. Evolucion de los niveles de IST (expresado como %) en el grupo de pacientes tratados con Fe intravascular
(Fe IV) (n=25) ademas de estar (linea discontinua) o no (linea continua), tratados con paricalcitol, durante 6 meses con
mediciones de dichos niveles al comienzo del estudio (mes 0), en el mes 3 y al final del estudio (mes 6).
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Figura 11 muestra la evolucion de los niveles del IST (expresado como %) relacionados con el tratamiento (linea
continua) o no (linea discontinua) con Hidroferol (calcifediol) para el aumento de los niveles de 25 Vitamina D (los
nameros que aparecen en los recuadros se refieren a los niveles de 25(OH) vitamina D, expresados como ng/ml).

Figura 12 muestra la evolucién de los niveles de Fe2+ a lo largo del estudio en el sub-grupo de pacientes en
tratamiento con suplementos de Fe IV (n=25) ademas de estar (linea discontinua) o no (linea continua) con paricalcitol.
En el eje X se muestra el tiempo de seguimiento expresado en meses y en el eje Y la concentracion de hierro
plasmatica (ug/dl).

Figura 13 muestra la evolucion de los niveles de ferritina plasmatica (ng/ml) a lo largo del estudio. Se aprecia una
disminucién lineal progresiva en aquellos pacientes sometidos al tratamiento combinado (AEE+PRC, linea gris):
8731102, 70181 y 632+69 (ng/ml) (F=8,294, p<0,01, Eta’parcial: 0,44) mientras que en los pacientes tratados s6lo con
AEE (linea negra) se produjo un incremento de dichos niveles en el mes 3 y un descenso drastico en el mes 6:
650131, 8761197 y 500+96 (ng/ml) (F=3,370, p=0,06, Eta?parcial: 0,32).

Figura 14 muestra la evolucién de los niveles de IL-6 en aquellos pacientes en tratamiento sélo con AEE (linea
continua) durante los meses 3 y 6 del estudio: 1,11+£0,19 y 1,07+0,16 (F=3,87, p=0,10) vs aquellos en tratamiento
combinado (PRC+AEE, linea discontinua): 0,78+0,11 y 0,82+0,09 (F=0,14, p=0,70). Los niveles medios de IL-6 en
aquellos con AEE fue de 1,09+0,15 frente a aquellos en tratamiento combinado (PRC+AEE, linea discontinua)
0,80+0,08 (F=2,36 y p=0,13).

Figura 15 muestra la disminucion de los niveles de hepcidina (pg/ml) log) en aquellos pacientes en tratamiento sélo con
AEE (linea continua): 2.82+0.12 a 2.50+0.16 (p=0.03, F=7.763), frente a aquellos en tratamiento combinado (linea
discontinua): 2.68+0.17 a 2.69+0.12 (p=0.95, F= 0.003).

Figura 16 muestra la evolucién de los niveles de Hepcidina (pg/ml (log)) en un modelo ajustado segun los niveles de
PTHi (parathormona intacta) y VSG (velocidad de sedimentacion globular), para el grupo de pacientes sometidos al
tratamiento combinado (AEE+PRC, linea discontinua): 2,80+0,12 a 2,72+0,12 (p=0,54, F=0,38) frente a aquellos en
tratamiento solo con AEE (linea continua): 2,82+0,11 a 2,50+0,17 (p=0,24, F=1,827).

Figura 17 muestra un analisis de correlacion entre la variacion de los niveles de hepcidina (pg/ml) y los niveles de Hb
(g/dl) durante los meses 3 a 6 del estudio.

Figura 18 muestra un analisis de correlacion entre el grupo de pacientes en tratamiento con AEE (grafico de la
izquierda) frente a aquellos en tratamiento combinado (AEE+PRC) (grafico de la derecha) entre la variaciéon en los
niveles de hematies (M/ul) y los niveles de hepcidina plasmatica (pg/ml).

Figura 19 muestra un analisis de regresion. Curva de regresion cuadratica entre los niveles de hepcidina (pg/ml) (eje Y)
y los niveles de eritropoyetina plasmatica (mUl/ml) log) (eje X). F=6,66, p<0,01, R?: 0,44 (n=20).

Figura 20 muestra la evolucion de los niveles de Klotho (pg/ml, log) a lo largo de los meses 3 y del 6 estudio. Se aprecia
como los niveles de Klotho son mayores a lo largo del seguimiento en el grupo de tratamiento combinado AEE+PRC
(linea discontinua), frente a aquellos sélo en tratamiento con AEE (linea continua): 2,74+0,02 vs 2,57+0,02 pg/ml (log)
(p<0,01, F=11-08, Eta2parcial: 0,29).

Figura 21 muestra un andlisis de correlacion entre los niveles de IST (%) y de Klotho (pg/ml). Se aprecia correlacion
positiva en el grupo de tratamiento combinado (n=20) AEE+PRC. En el grupo en tratamiento sé6lo con AEE (n=8) no se
aprecia dicha correlacion. AEE: Agente estimulado de la eritropoyesis. PRC: paricalcitol.

Figura 22 muestra la evolucion de los niveles de Eritropoyetina plasmatica (mUI/ml) durante los meses 3 y 6 del estudio.
Se aprecia un aumento significativo de los niveles de Eritropoyetina plasmatica en el grupo de tratamiento combinado
AEE+PRC (n=20), frente a una disminucion no significativa en el grupo sélo con AEE (n=8).

Figura 23 muestra la evolucion de las medianas de eritropoyetina (mUI/ml) segun el tipo de AEE. Se aprecia como la
elevacion porcentual de los niveles de eritropoyetina es mayor en aquellos pacientes en tratamiento combinado con
paricalcitol (+PRC) tanto para aquellos en tratamiento con el AAE Neorecormdn como los que estaban en tratamiento
con el AEE CERA.

Figura 24 muestra el anadlisis de correlacidon entre los niveles de eritropoyetina plasmatica (mUI/ml) y de hemoglobina
(g/dl) entre el grupo de pacientes en tratamiento sélo con AEE (n=6) vs aquellos en tratamiento combinado (AEE+PRC)
(n=18).

Figura 25 muestra la evoluciéon de las dosis de suplementos de Fe IV (mg/mes) entre el grupo de pacientes en
tratamiento combinado AEE+PRC y en el grupo de pacientes en tratamiento exclusivo con AEE. En la gréafica se
muestran los valores en forma de MediazSD.

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2728 158 T3

Figura 26 muestra la evolucion de los niveles de Hb (g/dl) en el grupo de pacientes en tratamiento con AEE (linea
negra) (n=8) durante los meses 0, 3 y 6 respectivamente: 12,0+0,3, 11,3+0,3 y 11,5+0,3 (g/dl) (p=0,24, F=1,55) frente a
aquellos en tratamiento combinado (AEE+PRC, linea gris): 11,7+0,1, 11,6£0,3 y 11,5+0,2 (g/dl) (p=0,82, F=0,19).

Figura 27 muestra la variacion de los niveles de Hb (g/dl) expresada en forma de mediatDE, entre los meses 0-3
(lineas grises) y los meses 3-6 (lineas negras) en el grupo de pacientes tratado sin paricalcitol (0,73+1,30 y -
0,22+1,17g/dl, p= 0,25, n=8) y en el grupo de pacientes tratado con la terapia combinada (AEE+PRC): (0,10+0,14 y
0,10£1,70 g/dl, p= 0,99 n= 23).

Descripcion detallada de la invencién

Una realizacién de la presente invencion es el paricalcitol para uso en el tratamiento de la anemia inflamatoria, en la que
la dosis de paricalcitol a administrar se encuentra comprendida entre 5-10 pg/semana, preferentemente la dosis de
paricalcitol a administrar es de 1 pg/dia y méas preferentemente la dosis de paricalcitol a administrar es de 5 ug, dos
veces a la semana. Alternativamente, la presente invencion describe a su vez el paricalcitol, para ser administrado a una
dosis comprendida entre 5-10 yg/semana, para su uso en el tratamiento de la anemia inflamatoria. Preferentemente la
dosis de paricalcitol a administrar, para uso en el tratamiento de la anemia inflamatoria, es de 1 pg/dia y mas
preferentemente la dosis de paricalcitol a administrar es de 5 ug, dos veces a la semana.

En otra realizacién preferida, el paricalcitol puede usarse, a las dosis arriba indicadas, en combinacién con al menos un
agente estimulador de la eritropoyesis (AEE) seleccionado entre Epoetina beta y/o CERA: “Continuous erythropoietin
receptor activator” (Mircera®).

Otro de los objetos descritos en la presente invencidon se refiere a una composicion farmacéutica que comprende
paricalcitol, para ser administrado a una dosis comprendida entre 5-10 yg/semana, en combinaciéon con al menos un
AEE definido anteriormente y junto con vehiculos o excipientes farmacéuticamente aceptables.

En una realizacién preferida, la dosis de paricalcitol comprendida en la composicién farmacéutica, para ser administrada
a un paciente que lo necesite, es de 1 pg/dia. En otra realizacion preferida, la dosis de paricalcitol a administrar es de 5
Mg dos veces a la semana.

Otro de los objetos descritos en la presente invencion se refiere a la composicion farmacéutica para uso, descrita
previamente, caracterizada por que ademas puede comprender otro principio activo. En una realizacién mas preferida,
dicho principio activo es preferentemente, al menos, un suplemento férrico.

Como se emplea aqui, el término “principio activo”, “substancia activa”, “substancia farmacéuticamente activa”,
“‘ingrediente activo” o “ingrediente farmacéuticamente activo” significa cualquier componente que potencialmente
proporcione una actividad farmacoldgica u otro efecto diferente en el diagndstico, cura, mitigacién, tratamiento, o
prevencion de una enfermedad, o que afecta a la estructura o funcion del cuerpo del hombre u otros animales. El
término incluye aquellos componentes que promueven un cambio quimico en la elaboracién del farmaco y estan
presentes en el mismo de una forma modificada prevista que proporciona la actividad especifica o el efecto.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion pueden formularse para su administracion a un animal, y
mas preferiblemente a un mamifero, incluyendo al hombre, en una variedad de formas conocidas en el estado de la
técnica. Asi, pueden estar, sin limitarse, en disolucién acuosa estéril o en fluidos biolégicos, tal como suero. Las
disoluciones acuosas pueden estar tamponadas o no tamponadas y tienen componentes activos o inactivos adicionales.
Los componentes adicionales incluyen sales para modular la fuerza idnica, conservantes incluyendo, agentes
antimicrobianos, antioxidantes, quelantes, y similares, y nutrientes incluyendo glucosa, dextrosa, vitaminas y minerales.
Alternativamente, las composiciones pueden prepararse para su administracion en forma sélida. Las composiciones
pueden combinarse con varios vehiculos o excipientes inertes, incluyendo aglutinantes tales como celulosa
microcristalina, goma tragacanto, o gelatina; excipientes tales como almidén o lactosa; agentes dispersantes tales como
acido alginico o almidén de maiz; lubricantes tales como estearato de magnesio, deslizantes tales como diéxido de
silicio coloidal; agentes edulcorantes tales como sacarosa o sacarina; o agentes aromatizantes tales como menta o
salicilato de metilo.

Tales composiciones y/o sus formulaciones pueden administrarse a un animal, incluyendo un mamifero y, por tanto, al
hombre, en una variedad de formas, incluyendo intraperitoneal, intravenoso, intramuscular, subcutaneo, intracecal,
intraventricular, oral, enteral, parenteral, intranasal o dérmico. Preferiblemente, la via de administracion es oral o
intravenosa.

La dosis para obtener una cantidad terapéuticamente efectiva depende de una variedad de factores, como por ejemplo,
la edad, peso, sexo, tolerancia,... del mamifero. En el sentido utilizado en esta descripcion, la expresién "cantidad
terapéuticamente efectiva" se refiere a la cantidad de compuestos, en el caso de la presente invencion, se refiere a la
cantidad de paricalcitol o del principio activo que lo puede acompafar, o de sus sales, profarmacos, derivados o
analogos, o de sus combinaciones, que produzcan el efecto deseado y, en general, vendra determinada, entre otras
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causas, por las caracteristicas propias de dichos profarmacos, derivados o analogos y el efecto terapéutico a conseguir.
Los “adyuvantes” “excipientes” y “vehiculos farmacéuticamente aceptables” que pueden ser utilizados en dichas
composiciones son vehiculos conocidos por los expertos en la materia.

Los términos “adyuvante”, “excipiente”, “aditivo” o cualquiera de sus sinénimos, hacen referencia a una sustancia que
ayuda a la absorcién, distribuciéon o accion de cualquiera de los principios activos de la presente invencion, estabiliza
dicha sustancia activa o ayuda a la preparacion del medicamento en el sentido de darle consistencia o aportar sabores
que lo hagan mas agradable. Asi pues, los excipientes podrian tener la funcién de mantener los ingredientes unidos
como por ejemplo almidones, azucares o celulosas, funciéon de endulzar, funcién de colorante, funcién de proteccion del
medicamento como por ejemplo para aislarlo del aire y/o la humedad, funcién de relleno de una pastilla, capsula o
cualquier otra forma de presentacién como por ejemplo el fosfato de calcio dibasico, funcién desintegradora para facilitar
la disolucién de los componentes y su absorcion en el intestino, sin excluir otro tipo de excipientes no mencionados en
este parrafo.

El término excipiente “farmacéuticamente aceptable” hace referencia a que el excipiente esté permitido y evaluado de
modo que no cause dafo a los organismos a los que se administra. Ademas, el excipiente debe ser farmacéuticamente
adecuado, es decir, un excipiente que permita la actividad del principio activo o de los principios activos, es decir, que
sea compatible con el principio activo, en este caso, el principio activo es paricalcitol.

Un “vehiculo farmacéuticamente aceptable” se refiere a aquellas sustancias, o combinacién de sustancias, conocidas en
el sector farmacéutico, utilizadas en la elaboracién de formas farmacéuticas de administracién e incluye solidos,
liquidos, disolventes o tensioactivos.

El vehiculo, al igual que el excipiente, es una sustancia que se emplea en el medicamento para diluir cualquiera de los
compuestos de la presente invencion hasta un volumen o peso determinado. El vehiculo farmacéuticamente aceptable
es una sustancia inerte o de accién analoga a cualquiera de las células de la presente invencion. La funcion del vehiculo
es facilitar la incorporaciéon de otros compuestos, permitir una mejor dosificacion y administracién o dar consistencia y
forma a la composicién farmacéutica.

El término “individuo” o “sujeto”, tal y como se utiliza en la descripcion, se refiere a animales, preferiblemente mamiferos,
y mas preferiblemente, humanos. El término “individuo” o “sujeto” puede ser de cualquier edad, sexo y condicion fisica.

Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la invencién se desprenderan en parte de la
descripcidon y en parte de la practica de la invencion. Los siguientes ejemplos y dibujos se proporcionan a modo de
ilustracion.

EJEMPLOS
Métodos:

Con el objetivo de evaluar los beneficios del uso del paricalcitol sobre la anemia de caracteristicas inflamatorias, se han
desarrollado 3 estudios diferentes. En un primer estudio, se analizaron los beneficios a nivel fisiopatoldgico del
tratamiento con paricalcitol en pacientes con anemia de caracteristicas inflamatorias (Estudio A: MIR-EPQO). Ademas, se
llevaron a cabo dos estudios de corte transversal en los que se confirmé por un lado, las dosis 6ptimas de paricalcitol
(Estudio B) y por otro lado, las diferencias entre dos analogos de vitamina D utilizados en practica clinica habitual
(calcitriol vs paricalcitol) (Estudio C).

Descripcion de los estudios:

a) Estudio A (Estudio MIR-EPO):

Estudio prospectivo, controlado en el que se determiné la evolucion de las dosis de AEEs, dosis de suplementos de Fe,
evolucién de los niveles de Fe, de transferrina, de ferritina, del indice de saturaciéon de transferrina, de los niveles de
hemoglobina y de los marcadores no convencionales asociados a la anemia inflamatoria: Hepcidina e IL-6 y analisis de
hormonas asociadas a una mejor respuesta eritropoyética. También se evalué la variabilidad de la hemoglobina. El
numero de pacientes incluidos en el presente estudio fue de 31. Los AEEs utilizados por los pacientes fueron la
Epoetina-beta (Neorecormén) y CERA.

El presente estudio es un estudio de casos y controles de tipo prospectivo controlado, observacional y analitico. El
estudio dur6é 6 meses. Durante los primeros tres meses se obtuvieron las titulaciones de dosis de los AEEs y los tres
meses restantes se corresponden con la fase de mantenimiento. Los datos mostrados en la presente invencién forman
parte del estudio MIR-EPO (EudraCT: 2009-015511-40) https://www.clinicaltrialsregister.eu. El disefio del estudio MIR-
EPO evalud pacientes en tratamiento con un agente eritropoyético (Epoetina-beta-Neorecormén o CERA). En dichos
pacientes se analizaron las diferencias entre los grupos con y sin paricalcitol, por lo que los resultados mostrados en la
presente invencion se refieren especificamente a los grupos:
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» Grupo de pacientes en tratamiento con paricalcitol (paricalcitol + AEE), o lo que es lo mismo,
tratamiento combinado vy,
» Grupo de pacientes en tratamiento Unico con un AEE.

Pacientes. Todos los pacientes firmaron el consentimiento informado para su participacién en el estudio, el cual fue
aprobado por el comité local de ética y por la Agencia Espafiola del Medicamento y Productos Sanitarios. Se incluyeron
un total de 31 pacientes. Los pacientes seleccionados pertenecen a la Unidad de Dialisis Crénica del Hospital
Universitario Son Espases (HUSE) de Palma de Mallorca y de la Unidad de Hemodialisis Crénica de la Policlinica
Miramar. Las caracteristicas basales de los pacientes incluidos en el presente estudio se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas clinicas de los pacientes incluidos en el Estudio A.

N=31 AEE-PRC (n=8) AEE+PRC (n=23) P-valor
Edad (afios) 53+18 62+ 16 0,24
Tiempo en didlisis(meses) 28 (23 - 40) 32 (18 - 49) 0,58
IMC (Kg/m?) 22 (20 - 31) 27 (24 - 33) 0,15
Hb (g/dl) 12+0,9 11,7+0,8 0,43
Ktiv 1,55+0,2 1,65+0,2 0,99
PCRn (g/Kg/dia) 0,79 (0,72 -1,15) 1(0,81-1,0) 0,29
IST % 29,7(23-40) 26 (21 - 36) 0,41
Ferritina (ng/ml) 650 + 373 873 £ 492 0,25
Fe?* (ug/dl) 66 (53 - 85) 71 (52 - 76) 0,84
Transferrina (mg/dl) 170 (133 -196) 156 (144 — 185) 0,80
Recuento eritrocitario (M/pl) 3,8+0,3 3,6+0,2 0,42
VSG 1° h (mm) 16 £ 11 3823 0,01
Colesterol total (mg/dl) 137 £ 59 144 + 34 0,68
Albumina(g/l) 39,3+24 39,6 +3,8 0,85
25(0OH) Vitamina D (ng/ml) 27+ 11 22+12 0,30
Calcio (mg/dI) 8,6 +0,6 9,0+0,6 0,13
P (mg/dl) 4,11 44+14 0,58
PTHi (pg/ml) 163 £ 127 327 £ 159 0,01
Ac Félico (ng/ml) 17,8+ 14 19,4 +13,3 0,76
Vitamina B12 (pg/ml) 487 (389 — 681) 417 (313 - 673) 0,56
Beta-epoetina inicial (Ul/sem) 7000(3250- 8500) 5000(4000-9000) 1,00
Suplementos de Fe Si, n(%) 7 (87%) 18 (78%) 1,00

Media *DE, mediana (p25 - p75).Kt/v: Dosis de diélisis, nPCR: tasa normalizada de catabolismo proteico, IST%: Indice
de saturacion de transferrina, VSG: Velocidad de sedimentacion globular, PTHi: Parathormona intacta. AAE: Agente
estimulador de la eritropoyetina, PRC: paricalcitol. Analisis segun T-student o U de Mann-Whitney segun fuera
necesario.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2728 158 T3

Criterios de inclusién en el estudio: Pacientes = 18 afios de edad, hemodialisis con el mismo tipo de filtro durante los 3
meses previos a la inclusion en el estudio, KT/V = 1,2 (segun técnica de Dauguirdas-22 generacioén), concentracion de
Hb entre 10,5 y 12g/dl al menos durante las 12 semanas previas a la inclusion en el estudio, tratamiento previo con
dosis estables de EPO (beta-epoetina) +/- 1000 Ul durante las 12 semanas previas al inicio del estudio, saturacion de
transferrina =2 20 % y concentraciones séricas de ferritina >100 ng/ml.

Criterios de exclusién del estudio: Insuficiencia cardiaca grado IV (NYHA), episodio de sangrado activo o antecedente
de transfusion durante todo el tiempo de estudio, causas no renales de anemia, neoplasias, déficit de acido félico o
vitamina B12, hemoglobinopatias, hemodlisis, aplasia pura de glébulos rojos secundaria a eritropoyetina, infeccion aguda
o crénica o enfermedad inflamatoria sintomatica o no controlada, hipertensién arterial (HTA) pobremente controlada que
precise la suspension del tratamiento EPO humana recombinante (hrEPO), tratamiento concomitante inmunosupresor
con hemoglobina no controlada, trombocitopatias y/o aplasia medular.

Protocolo de ajuste de las dosis de AEEs: la dosificacion de AEEs se evalué mediante la determinacion de hematimetria
con periodicidad mensual en ambos grupos de tratamiento, procediendo al ajuste de las dosis de AEE segun protocolo a
las 4 semanas del inicio de tratamiento, o previamente si clinica o analiticamente fuera necesario, prolongando el
periodo de estudio durante 24 semanas (Figura 1).

Se incrementara la dosis de AEE segun los siguientes parametros:
o Un 25% si se produce un descenso de Hb <2 g/dLosiHb =29y < 11 g/dL.
o Un 50% si se produce un descenso de Hb =22 g/dL o si Hb es <9 g/dL.

Se disminuira la dosis de AEE segun los siguientes parametros:
o Un 25% si se produce un aumento de Hb = 1 g/dL 6 si las concentraciones de Hb estan entre 12y 13
g/dL.
o Un 50% si se produce un aumento de Hb > 2 g/dL.

Se procedera a la suspensién temporal durante un mes y se reintroducira disminuyendo un 25% la menor dosis
administrada de AEE, sila Hb > 14 g/dL.

Para mantener un seguro y adecuado tratamiento del hiperparatiroidismo secundario, se podra iniciar tratamiento con
paricalcitol en los pacientes que lo precisen; sin embargo, esto sera considerado como criterio de exclusion del estudio.

La administracion de los suplementos hierro seran siempre por via intravenosa y con el objetivo de mantener el indice
de saturacion de la transferrina (%IST) por encima del 20%.

Determinaciones analiticas: todas las muestras de sangre fueron analizadas en el laboratorio central del HUSE,
empleando la metodologia realizada en la practica clinica habitual:
o Hb: La determinacién de la hemoglobina se realiz6 de forma mensual previamente a la sesion de
dialisis y dia correspondiente. El andlisis de las muestras se llevé a cabo mediante citometria de flujo
(CELL-DYN Sapphire® - Abbott) en el laboratorio central del HUSE.
o Klotho: Human Soluble a-Klotho Assay Kit — IBL. ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) tipo
sandwich usando dos tipos de anticuerpos de alta especificidad Anti-Human Klotho (67G3 y 91F1).
Utilizando el TeTra MeltilBenzidina (TMB) como agente cromoégeno.
o Hepcidina: DGR Hepcidin Prohormone ELISA kit. ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) de
tipo competitivo con anticuerpos anti Pro-Hepcidina (policlonales).
o IL-6: Quantikine ELISA Human IL-6 inmmunoassay. ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)
tipo sandwich usando anticuerpos especificos para IL-6 monoclonales de ratén y policlonales.
o Eritropoyetina: Quantikine IVD ELISA Human Erythropoietin Immunoassay. ELISA (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay) tipo sandwich "DAS" (Double Antibody Sandwich) con anticuerpos
monoclonales de raton y policlonales de conejo contra eritropoyetina recombinante humana.

La determinacion de los parametros inflamatorios no convencionales se realizé en los meses 3 y 6 del estudio, debido a
que se considera que los 3 primeros meses del estudio son de titulacién de dosis de AEE y los ultimos tres meses son
en fase de mantenimiento, como se ha mencionado previamente. Al igual que las determinaciones de hemograma, las
extracciones se realizaron previamente a la sesion de didlisis correspondiente a mitad de semana.

Biobanco: Para el analisis de marcadores de anemia inflamatoria: IL-6, hepcidina, eritropoyetina y los niveles
plasmaticos de Klotho, se recuperaron muestras obtenidas y almacenadas segun protocolo en el biobanco del HUSE
(Codigo: PNT/BB/PA/000.01) y que se corresponden a los meses 3y 6.

b) Estudio B:

Estudio transversal disefiado para evaluar las diferencias entre el calcitriol y el paricalcitol asociadas al consumo de
AEEs, ambos usados en el tratamiento del hiperparatiroidismo secundario. Se incluyeron un total de 92 pacientes de la
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Unidad de Dialisis Cronica del Hospital Universitario Son Espases (HUSE) de Palma de Mallorca y de la Unidad de
Hemodialisis Crénica de la Policlinica Miramar. Los pacientes sometidos al tratamiento con calcitriol fueron un total de
31 y los pacientes sometidos al tratamiento con paricalcitol fueron un total de 61. El AEE analizado fue Epoetina-beta

(Neorecormén).

Las caracteristicas clinicas de los pacientes incluidos en el Estudio B se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas clinicas de los pacientes incluidos en el Estudio B.

N =92 Media £ DE Valor minimo Valor maximo
Hb (g/dl) 16,62+ 1,3 8 15

IST % 27,6 +10,5 6 54
Ferritina 321(152-625) 27 1455
PTHi (pg/ml) 299(190-550) 20 2700
Epoetina-beta (Ul/semana) 4000(2000-5500) 0 19000
Epoetina-beta, Si/No (n/%) 76(83)/16(17)

Suplementos Fe IV, Si/No, n (%) 72(78)/20(22)

Hb: hemoglobina, IST: indice de saturacion de trasferrina, PTHi: parathormona intacta. Media + DE, mediana (p25-p75).
c) Estudio C:

Estudio trasversal disefiado para evaluar la distribucion de las dosis de paricalcitol (ug/semana) asociado a una mejor
respuesta eritropoyética. Es decir, el objetivo es evaluar la capacidad predictiva de las dosis de paricalcitol (ug/semana)
sobre las dosis de AEE (Ul/semana), ademas de evaluar las dosis de paricalcitol para predecir los niveles de Hb (g/dl) e
identificar las dosis de paricalcitol asociados a unos niveles Hb en un rango entre 10 y 12 g/dl, que son los niveles
considerados como 6ptimos.

Un total de 58 pacientes fueron incluidos en el presente estudio. EI AEE analizado fue Epoetina-beta (Neorecormon).
Las caracteristicas clinicas de dichos pacientes se muestran en la Tabla 3. En dicha Tabla 3 se muestran también los
resultados comparativos entre el grupo de pacientes en tratamiento con AEE y aquellos con el tratamiento combinado
(AEE+paricalcitol).

Tabla 3. Caracteristicas basales de los pacientes incluidos en el estudio C.

N =58 Media £ DE Valor minimo Valor maximo
Edad (arios) 60+ 13 23 83

Sexo (V/M), n (%) 30 (52) /28 (48)

Hb(g/dl) 11,38+ 1,6 7.4 15,4
IST% 30+ 11 11 68

PTHi (pg/mi)

215 (150-368)

Paricalcitol (mcg/sem)

5(0-7)

Epoetina-beta (Ul/semana)

4500(2000-9250)

Paricalcitol, Si/No (n%)

37(64)/21(36)

Epoetina-beta, Si/No (n%)

46(79)112(21)

Media + DE, mediana (P25-P75). PTHi: parathormona intacta, IST: indice de saturacién de transferrina, Hb:
Hemoglobina.
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Andlisis estadistico: Los resultados obtenidos se presentan en forma de media + DE o en forma de porcentaje, segun
fuera necesario. La comparacién entre variables cuantitativas se realizé6 mediante la prueba t de Student o la prueba U
de Mann Whitney segun su distribucién. Para la comparacion de variables cualitativas se utilizé la prueba Chi2 o prueba
exacta de Fisher. La comparacion entre medias repetidas a lo largo del seguimiento se realiz6 mediante la prueba t de
Student para muestras relacionadas o prueba de Wilcoxon segun la distribucion de las mismas, ajustando el punto de
significacion para comparaciones multiples. Los cambios en las variables en las ramas de estudio a lo largo del estudio
se analizaran mediante un modelo lineal general para medidas repetidas, previa transformacion logaritmica para
asegurar una distribuciéon normal de la muestra. En el caso de no conseguir una adecuada distribuciéon normalizada, se
utilizaran métodos no paramétricos. Para la comparacién multiple entre pares de datos correlacionados se utilizara la
correcciéon de Bonferroni. El analisis estadistico se realizara con el paquete estadistico SPSS 18.0 para Windows.

Debido a que se utilizaron 2 tipos diferentes de AEEs (Epoetina beta y CERA), con el objetivo de homogenizar el
resultado en cuanto a las necesidades de estos farmacos, se realizd una transformaciéon de las dosis de AEEs a sus
valores porcentuales, correspondiendo el 100% de dosis al momento cero (Mes 0).

Dosis 6ptimas de paricalcitol para la obtencion de una mejor respuesta eritropoyética y estabilizacion de los
niveles plasmaticos de Hb (Datos obtenidos del Estudio C).

Para determinar las dosis mas adecuadas necesarias para obtener los mejores niveles de Hb y menores necesidades
de AEE, se realizé un analisis de regresion entre los niveles de Hb, las dosis de AEEs y las dosis de paricalcitol en el
grupo de pacientes del Estudio C (Figura 2). Como se puede observar en dicha Figura 2, las dosis comprendidas entre
5y 10 yg se asocian a menores necesidades de AEE. Esta tendencia se modifica cuando las dosis de paricalcitol
aumentan, por lo que segun el presente modelo de regresion, la administracion de dosis de paricalcitol mayores a 10
pg/semana predice un mayor consumo de AEE.

Al analizar las relaciones entre las dosis de paricalcitol y los niveles de Hb, el analisis de regresién, pone de manifiesto
que en el rango de dosis comprendido entre 5 y 10 pg/semana, los niveles de Hb se encuentran entre 10 y 12 g/dl
(Figura 3), valores considerados éptimos para los niveles de Hb en este grupo de pacientes (Estudio C) derivado de la
necesidad o no de AEE.

Por lo tanto, las dosis 6ptimas de paricalcitol para la obtencién de unos niveles de Hb plasmatica idéneos de entre 10 y
12 g/dl, acompafiados de unas menores necesidades de AEE, para el tratamiento de pacientes con anemia inflamatoria,
se encuentran en el rango comprendido entre 5 y 10 yg/semana.

Adicionalmente se evalud en el grupo de pacientes incluidos en el Estudio C, la probabilidad de presentar niveles de Hb
superiores a 10 g/dl, que segun recomendaciones actuales puede considerarse como un nivel en el que no se precise
de la administracion de AEEs, apreciandose que la posibilidad de presentar unos niveles de Hb superiores o iguales a
10 g/dl, es 6 veces mayor en aquellos que estan siendo tratados con el tratamiento combinado (AEE+PRC) vs aquellos
solo en tratamiento con AEE (73% vs 27% , p<0,01, X%: 7,91,0R: 6,1(IC 95%: 1.6-23,38).

Por otro lado, al analizar el grupo de pacientes en tratamiento combinado (AEE+PRC) (Estudio A), se observa una
asociacion significativa en dicho grupo en relaciéon con unos mayores niveles de Hb, frente al grupo de pacientes que
estaban siendo tratados Unicamente con AEE. Ademas, dicho beneficio se observa a pesar de recibir un 45% menos de
dosis de AEE como se muestra en las Tablas 1y 4.

Tabla 4. Niveles de Hb en pacientes tratados con terapia combinada (AEE+PRC) frente a pacientes tratados
unicamente con AEE.

AEE+PRC (n=19) AEE (n= 27) p-valor
Hb (g/dl) 11,5¢1,2 10,9¢1,3 P=0,005*
Dosis AEE 5000 (4000-8000) 9000 (4000-12000) 0,07**
(Ul/semana)

(*):t-Student, (**):U de Mann-Withney, AEE: Agente estimulador de la erityropoyesis, PRC: paricalcitol

La administracion de paricalcitol en los pacientes en dialisis se realizé de 1 a 3 veces por semana, al igual que la
administracion del AEE especifico que se utilizd, por lo que la administracion conjunta no supondria dificultades, ni
cambios en las pautas habituales de tratamiento en estos pacientes. El rango de dosis de paricalcitol incluye dosis de 5
pg/semana, estas dosis permitirian su utilizacién en pacientes con anemia sin ERC, debido al mejor perfil que presenta
el paricalcitol respecto a otros agonistas de la vitamina D, como el calcitriol, sobre el metabolismo calcio-fésforo, y
también porque no se produciria una sobre-supresion de los niveles de la hormona PTH asociados a la produccion de
una enfermedad ésea dinamica, que seria un aspecto importante de seguridad para la administracion de paricalcitol. Es
decir, el rango de dosis propuesto por la presente invencion puede ser utilizado de forma segura tanto en pacientes con
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ERC e hiperparatiroidismo secundario, asi como en aquellos pacientes sin ERC ni hiperparatiroidismo secundario, que
presenten exclusivamente anemia inflamatoria.

Andlisis comparativo entre paricalcitol y calcitriol (Estudio B).

Para determinar si el tratamiento con calcitriol era capaz de dar lugar a los mismos resultados obtenidos mediante el
tratamiento con paricalcitol, se analizaron los grupos de pacientes incluidos en el Estudio B (Tabla 2), uno de los grupos
tratado con paricalcitol (n=61) y el otro grupo tratado con calcitriol (n= 31).

Como se muestra claramente en la Figura 4 el grupo de pacientes tratado con paricalcitol requiere dosis de AEEs de
aproximadamente 4000 Ul/semana, mientras que el grupo de pacientes tratado con calcitriol muestra un requerimiento
de 9000 Ul/semana, para el control del hiperparatiroidismo secundario (p= 0,002. Test de Mann-Whitney).

Se analiz6 ademas la asociacion de los niveles de Hb entre ambos grupos de pacientes (paricalcitol vs calcitriol) y como
se puede apreciar en la Figura 5, el grupo de pacientes tratado con paricalcitol muestran unos mayores niveles de Hb
(11,89+0,13) respecto al grupo de pacientes tratado con calcitriol (11,10+1,16) (p=0,007).

Los presentes resultados ponen por tanto de manifiesto que la utilizacién de paricalcitol, se asocia a menores
necesidades de AEEs en comparacion con la utilizaciéon de calcitriol. Se aprecia ademas, asociaciéon entre el uso de
paricalcitol y mayores niveles de Hb, mientras que la media de Hb en aquellos pacientes sometidos al tratamiento con
calcitriol fue significativamente inferior. Ambos grupos no presentaban diferencias significativas en el grado de
hiperparatiroidismo secundario, sin embargo, aquellos pacientes en tratamiento con paricalcitol presentaron mayores
niveles de IST (%) a pesar de recibir en el momento del estudio inferiores dosis de suplementos intravenosos de Fe IV,
como se muestra en la siguiente tabla (Tabla 5):

Tabla 5.
Paricacitol (n=61) Calcitriol (n=31) p-valor
PTHi (pg/ml) 276 (170-449) 358 (230-623) 0,18
Ferritina (ng/ml) 494 (244-701) 168 (111-298) <0,01
ITS% 30£10 24110 <0,01
Suplementos de Fe IV (mg/mes) 50 (25-63) 75 (50-100) <0,01

PTHi: Parathormona intacta, IST: indice de saturacién de transferrina.

Estos resultados ponen de manifiesto las diferencias entre ambos analogos de la vitamina D, presentando el paricalcitol
un mejor perfil tanto en las necesidades de AEE, con unos mayores niveles de Hb y un mejor patrén ferrocinético que el
calcitriol.

Andlisis de las necesidades de AEEs en el grupo de pacientes con tratamiento combinado y en el grupo de
pacientes con tratamiento exclusivo con AEE (Estudio A).

Los datos obtenidos pertenecen al estudio MIR-EPO (Estudio A), descrito anteriormente en detalle (Tabla 1).

La variaciéon porcentual de las dosis de AEEs de los 31 pacientes incluidos en el estudio para los meses 3 y 6 fue de:
94+8% (76-112%) y de 93+11% (69-116%) (p= 0,87), respectivamente, resultados que demuestran que dichos
pacientes eran estables en relacion a las dosis administradas de AEEs.

La suplementacion intravenosa de hierro (Fe?* 1V), como el predictor principal de las necesidades de agentes
eritropoyéticos, mostré una disminuciéon media de la dosis de AEE del 36£14% (IC 95%: 5-66%) (p=0,02) (Figura 6).

El analisis comparativo de la evolucién de los requerimientos de AEE entre el grupo de pacientes tratados sin y con
paricalcitol, puso de manifiesto una disminucién significativa en el grupo con paricalcitol (n=18, p=0,01, F=4,89, Eta?
parcial: 0,22) respecto al grupo de pacientes tratados sin paricalcitol (n=8; p=0,39, F=1,09, Eta? parcial: 0,26) (Figura 7).

Para determinar si las variaciones de AEE son independientes del tratamiento con hierro (Fe?*), se analizé nuevamente
la evolucion de las necesidades de AEE en el subgrupo de pacientes que recibié suplementos intravenosos de Fe (Fe
IV.) (n=25). Los resultados obtenidos ponen de manifiesto que en el mes 6 del estudio, el grupo de pacientes en
tratamiento con paricalcitol utilizdé de media un 24% menos de dosis de AEE (Figura 8). Asi el subgrupo que tenia
tratamiento con AEE (n=7) mostré una disminucion de dosis de: 3,00+0,0 a 2,91+0,05 y 2,70+0,28 (Ul/sem, log) (F=
1,09, p=0,40, Eta’parcial: 0,30) a lo largo del estudio frente al subgrupo que tenia el tratamiento combinado con
AEE+PRC (n=18): 3,00+0,0 a 2,66+0,18 y 2,42+0,21 (F=4,891, p=0,01, Eta®parcial: 0,22).
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Andlisis de la evolucidon del indice de saturacion de la transferrina (IST) (Estudio A).

La evolucién de los niveles medios del IST (%) a lo largo del estudio en los pacientes incluidos en el Estudio A, fueron
de: 30,5415, 30,0+13 y 29+17 durante los meses 0, 3 y 6, respectivamente.

Al analizar la evolucion entre los dos grupos de pacientes, sin y con paricalcitol, se aprecia que la disminucién de los
niveles de IST es mayor en aquellos pacientes del grupo tratado sin paricalcitol (Figura 9).

Tras comprobar que la no administracion de hierro se asocié con una disminuciéon de los niveles de IST y para
determinar de forma independiente al uso de hierro en el comportamiento de los niveles de IST entre el grupo de
pacientes sin y con paricalcitol, se evalud la evolucion de los niveles de IST entre ambos grupos incluyendo sélo
aquellos en tratamiento con Fe IV (n = 25). Los resultados pusieron de manifiesto que el grupo sin paricalcitol al final del
estudio presentaba niveles inferiores de IST respecto a los niveles que presentaba al comienzo del estudio, mientras
que por el contrario, el grupo con paricalcitol al final del estudio presentaba niveles superiores de IST respecto a los
niveles que presentaba al comienzo del estudio (Figura 10). Como se aprecia en dicha Figura 10, la media de IST (%)
en los meses 0, 3 y 6 en el grupo de pacientes tratados sin paricalcitol (n=7) fue de 34+19, 31115 y 2949 (F=1,05,
p=0,41) y en el grupo de pacientes tratados con paricalcitol (n=18) fue de 256, 24+5 y 30119 (F=0,92, p=0,41)
respectivamente.

Es importante destacar que el déficit de vitamina D se asocia con el riesgo de padecer anemia, por lo que se presupone
que la suplementacién con vitamina D o analogos de la misma, podria asociarse a claros efectos beneficiosos; sin
embargo se ha apreciado que el efecto del hidroferol (calcifediol), la forma biolégicamente activa de la Vitamina D, no es
beneficioso sobre el IST, incluso se ha observado que pacientes en tratamiento con calcifediol presentan menores
niveles de IST al final del estudio (6 meses) (Figura 11). Como se aprecia en dicha Figura 11, existe una variacion
significativa de los niveles de IST (%) en el grupo de pacientes tratados con hidroferol: 29+12, 33+14 y 2519 (F=3,33,
p=0,04, Eta’parcial: 0,17) frente al grupo de pacientes tratados sin hidroferol: 31+15, 25+8 y 35+22 (F=1,38, p=0,26,
Eta?parcial: 0,09). La explicacion seria un defecto de absorcion intestinal de hierro, debido a la absorcion de calcio
producida por la vitamina D. Se observd como los niveles superiores de 25(OH)vitamina D, se asocian a menores
valores de IST (%) (Figura 11). Esta caracteristica fisiolégica podria ser compartida por el calcitriol, lo cual explicaria en
parte lo observado del estudio comparativo entre paricalcitol y calcitriol (Estudio B). En cambio, este efecto no deseable
sobre el IST, estaria controlado en el caso del uso del paricalcitol, pues su estructura quimica le confiere una menor
capacidad de absorcion intestinal de Ca?* y evitaria asi la disminucion de la absorcion intestinal del hierro.

Andlisis de la evolucion de los niveles de hierro en el grupo de pacientes con tratamiento combinado
(AEE+PRC) respecto al grupo de pacientes tratados sélo con AEE (Estudio A).

Los niveles de hierro (Fe?*) durante los meses 0, 3 y 6 del estudio fueron de 70+28, 68+30 y 65+32 ug/dl (F=0,21,
p=0,80), en el analisis entre el grupo con y sin paricalcitol se aprecié como el grupo sin paricalcitol (n=8) presento los
siguientes valores medios: 78+40, 70+36 y 64+18 pg/dl (F=2,82, p=0,13) y el grupo con paricalcitol (n= 23): 68+23,
68+28 y 6637 pg/dl (F=0,01,p=0,98).

El analisis de la evolucion de los niveles de Fe?* entre aquellos pacientes en tratamiento con suplementos de Fe IV.
(n=25) segun pertenezcan al grupo sin o con paricalcitol se aprecia en la Figura 12. Como se observa en dicha Figura
12 el analisis entre el sub-grupo de pacientes en tratamiento sin paricalcitol (n=7) present6 los siguientes valores
medios: 79+43, 67137 y 64+20 pg/dl (F=2-03, p=0,22) y el grupo con paricalcitol (n= 18): 61+16, 57+14, 68+37 ug/dl
(F=0,80, p=0,46).

Integrando los resultados, se puede concluir que aunque la media general muestra una tendencia a la disminucion de
los niveles plasmaticos de Fe?*, esta disminucion viene determinada por la disminucion que presentan aquellos
pacientes que no estan en tratamiento con paricalcitol. Asi, también la elevacién del Fe?* en aquellos pacientes en
tratamiento con paricalcitol que se aprecia al final del estudio, explicaria el aumento en el IST (%) observado en este
subgrupo, ya que el Fe?* tiene correlacion positiva con el IST (%).

Analisis de la evolucion de los niveles de ferritina plasmatica (Estudio A).

Los resultados mostrados en el grupo de pacientes incluido en el Estudio A ponen de manifiesto una disminucién de los
depdsitos de hierro a lo largo del estudio siendo las medias: 8151469, 744+435 y 5981320 ng/ml (F=5,63, p<0,01,
Eta’parcial: 0,15) para los meses 0 3 y 6, respectivamente. La disminucién de los niveles de ferritina también se observo
al analizar el grupo de pacientes soélo en tratamiento con AEE (n=8) (650+373, 867+558 y 500+271 (ng/ml), F=8,65,
p=0,01, Eta?parcial: 0,74), al igual que en el grupo de pacientes con tratamiento combinado (AEE+PRC) (n=23), siendo
los valores medios para los meses 0, 3 y 6: 873+492, 701+389 y 632+334 (ng/ml), F=8,29, p<0,01, Eta®parcial:0,41)
(Figura 13).
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Anadlisis de la expresion de diferentes marcadores inflamatorios (Estudio A).

Evolucién de niveles de Interleuguina-6 (IL-6).

Los niveles de IL-6 (pg/ml,log) no variaron a lo largo del estudio (0,89+0,46 y 0,91+0,83; p=0,83,F=0,04).

El analisis comparativo entre grupos en tratamiento combinado (AEE+PRC) vs aquellos en tratamiento solo con AEE no
evidencié variaciones a lo largo del tiempo de seguimiento, presentando niveles inferiores de esta citoquina el grupo que
recibia el tratamiento combinado con paricalcitol.

Debido a que no son muy conocidos los factores que influyen en la evolucion de estos marcadores, se ajustd el modelo
estadistico segun valores de PTHi y de VSG. Los resultados obtenidos mostraron una evolucién similar en ambos
grupos, siendo inferiores los niveles de IL-6 en el grupo en tratamiento combinado (Figura 14).

Evolucién de los niveles de hepcidina.

Los valores medios de la hepcidina durante el estudio fueron de: 2,72+0,57 vs 2,62+0,45 pg/ml,log (F=0,67, p=0,42). En
el grupo de pacientes sin paricalcitol se aprecié una disminucion de los niveles de hepcidina al final del estudio (2,82 +
0,12 vs 2,50 + 0,16 pg/ml,log, p=0,03, F= 7,76) y en los pacientes con paricalcitol la evolucién fue de 2,62 + 0,17 vs 2,69
+ 0,12, p= 0,95, F = 0,00). No se apreciaron diferencias significativas en los valores medios de este marcador pro-
inflamatorio entre ambos grupos (AEE vs PRC+AEE: 2,66+0,16 vs 2,68+0,11 pg/ml,log (p=0,91) (Figura 15).

Al realizar el analisis comparativo ajustado segun los niveles de PTHi y VSG, se aprecié que los valores medios de
hepcidina plasmatica durante los meses 3 y 6 del estudio, evolucionaron de forma similar en el grupo de pacientes
tratados con AEE vy el grupo tratado con AEE+PRC (Figura 16). La evolucién similar de este parametro en ambos
grupos de tratamiento, durante los meses 3 y 6 del estudio, teniendo en cuenta que dicha fase del estudio se considera
como la fase de mantenimiento, es importante debido a que la evolucién de los niveles de hepcidina durante dicha fase
de mantenimiento (mes 3 a mes 6) correlacionan de forma inversa con la variacion observada en los niveles de
hemoglobina (Figura 17). Dicha correlacién inversa, se observa también para la evoluciéon del nimero de hematies en el
grupo que recibia paricalcitol, sin presentar esta correlacion el grupo de pacientes que no recibian paricalcitol (Figura
18).

Estos resultados confirman el beneficio del tratamiento con paricalcitol, ya que el principal determinante de los niveles
de hepcidina es la concentracion de eritropoyetina plasmatica como se aprecié mediante un analisis de regresién entre
niveles de hepcidina (pg/ml) y de eritropoyetina (mU/ml) (log) realizado al final del estudio (Figura 19).

Ademas, el presente estudio pone de manifiesto que los niveles de hepcidina disminuyeron de forma similar tanto en los
pacientes tratados sélo con AEE como en los pacientes sometidos al tratamiento combinado (AEE+PRC); a pesar de
que estos ultimos recibieron una menor dosis de AEE. También resulta interesante mencionar como en el grupo de
pacientes con tratamiento combinado la disminuciéon de los niveles de hepcidina si correlaciona con unos mayores
niveles de Hb, lo que representa una adecuada respuesta fisioldgica.

Por otro lado, la presente invencién muestra como los niveles hepcidina se asocian de forma directa con los niveles de
ferritina (en aquellos con tratamiento combinado (r=0,55, p= 0,03), por lo que la disminucién de los niveles de ferritina
derivados de un tratamiento combinado y, no a base de dosis elevadas de AEE, tendria un efecto diferente del
tratamiento combinado, no descrito hasta ahora en el estado de la técnica, que radica en la disminucion de la
sobrecarga tisular de Fe?** (dando lugar a los elevados niveles de ferritina plasmatica), evitando de esta manera sus
efectos adversos relacionados (Garcia-Yébenes I,et al., Neurochem Int. 2012 Dec: 61:1364-9; Gujja P, et al., J Am Coll
Cardiol. 2010 Sep: 56:1001-12).

Evolucién de los niveles Klotho soluble plasmatico.

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto una disminucion significativa de los niveles de Klotho a lo largo del
estudio siendo sus valores medios a los 3 y 6 meses: 2,72+0,14 a 2,66+0,14 pg/ml,log, respectivamente (p<0,01,
F=12,74, Eta®parcial:0,31).

El analisis comparativo entre el grupo de pacientes tratados exclusivamente con AEE frente al grupo de pacientes
sometidos al tratamiento combinado, AEE+PRC, puso de manifiesto una disminucién de los niveles de Klotho (pg/ml)
(log) en ambos grupos de pacientes a lo largo del tiempo de seguimiento (entre los 3 y 6 meses). Los niveles de Klotho
en el grupo con tratamiento combinado fueron de: 2,59+0,10 a 2,55+0,09 pg/ml (log) (p=0,22, F=1,77, Eta?parcial: 0,20)
vs 2,77+0,12 a 2,70+0,14 pg/ml (log) (p<0,01, F=11,08, Eta’parcial: 0,36) obtenidos en el grupo tratado exclusivamente
con AEE. Sin embargo, a pesar de la disminucion de los niveles en el grupo de pacientes sin paricalcitol, también se
aprecio que los niveles medios de Klotho fueron mayores en el grupo de tratamiento combinado: 2,74+0.02 vs 2,57+0.02
pg/ml (log) (p<0,01, F= 11,08, Eta?parcial: 0,29) (Figura 20).
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Por otro lado, también se puso de manifiesto una correlacion positiva en la evolucion de los valores de IST y de Klotho
en los meses 3 y 6 en aquellos pacientes en tratamiento combinado (AEE+PRC), mientras que en aquellos tratados sélo
con AEE no se apreci6 dicha correlacion (Figura 21).

Se realiz6 un analisis de correlacion entre la evolucion de los niveles de Klotho y la presencia de hierro libre entre los
meses 3 y 6 del estudio, que mostro significacion estadistica en aquellos pacientes sometidos al tratamiento combinado
(p<0,01, r= 0,60, n= 20) frente a la correlacion no significativa en aquellos pacientes sometidos al tratamiento sélo con
AEE (r= 0,31, p= 0,45, n= 8).

Por lo tanto, los resultados mostrados evidencian que los mayores niveles de Klotho plasméatico en aquellos pacientes
en tratamiento combinado se asocian a un mayor nivel de hierro libre plasmatico y a un mejor IST (%), que determinan
una menor tasa de destruccién del hematie (inhibicion la eriptosis) y, ademas, se asociaria a una mayor facilidad para la
produccién de los hematies a nivel de la médula 6sea.

Analisis de la evolucion de los niveles de eritropoyetina plasmatica (Estudio A).

Una de las causas principales del desarrollo de la anemia en los pacientes con ERC deriva de la disminucién de los
niveles de eritropoyetina secundaria al deterioro de la funcién renal. Al ser el rifién el 6rgano principal encargado de la
sintesis eritropoyetina, la administracion de menores dosis de eritropoyetina resultaria en una logica disminucion de los
niveles plasméaticos de esta hormona en sangre. En el estado de la técnica se relaciona la administracion de vitamina D
0 anélogos de la misma, con una disminucion de la resistencia a la eritropoyetina; sin embargo, nunca se ha evaluado
que el tratamiento con dichos compuestos, ademas de disminuir los requerimientos de AEEs, induzca un aumento de la
sintesis endogena de eritropoyetina.

En este sentido, la presente invencién muestra un incremento de los niveles de eritropoyetina en plasma en el grupo de
pacientes sometidos al tratamiento combinado (AEE+PRC), siendo los valores medios en el mes 3 y 6: 10,1 mUIl/ml
(4,96-16,8 mUl/ml) y 18,1 mUl/ml (8,2—26,1 mUI/ml) (p=0.01), respectivamente, respecto a los valores obtenidos en los
pacientes sometidos al tratamiento sélo con AEE (Figura 22). Como se observa en dicha Figura 22, los valores
medianos de EPO en el grupo de pacientes sin paricalcitol desde el mes 3 al 6 fueron de: 14,5 (4,7-19) a 13,3 (10-21)
mUl/ml (p= 0,46) y en el grupo con paricalcitol los valores aumentaron desde 86 (4,6-16,7) a 20,2 (7,2-33,6) mUl/ml
(p=0,02).

Debido a que durante el estudio se utilizaron dos formas diferentes de AEE, se realiz6 un sub-analisis de las
evoluciones de los niveles de eritropoyetina segun el tipo de AEE (Neorecormén y CERA) que habian recibido cada
grupo de pacientes y en relacién al tratamiento con o sin paricalcitol (Figura 23), apreciandose que, en ambos grupos,
el uso conjunto con paricalcitol se asocia a mayores elevaciones porcentuales de las concentraciones plasmaticas de
eritropoyetina.

Para evaluar el efecto del aumento de los niveles de eritropoyetina plasmatica se realizé un analisis de correlacion entre
la variacion de los niveles de eritropoyetina plasmatica y la variacidon de los niveles de hemoglobina, apreciandose que
en aquellos pacientes en tratamiento combinado (AEE+PRC) se observa una correlacion positiva acorde con la
respuesta fisioldgica esperada; sin embargo de forma llamativa, se aprecié una correlacion negativa en el grupo tratado
s6lo con AEE, lo que indica que posiblemente, el aumentar los niveles de eritropoyetina mediante un aumento de dosis
de AEE no conllevaria una mejoria en la respuesta eritropoyética (Figura 24).

Andlisis de la evolucién de las dosis de Fe IV entre el grupo de pacientes tratados sin y con paricalcitol (Estudio
A).

No se apreci6 variacion de la dosis de Fe IV a lo largo del tiempo del estudio (Figura 25). El grupo sin paricalcitol recibié
1131£22mg, 75+25 y 100+46 mg/sem (p=0,.20, F= 2,091), mientras que la evolucidon en grupo con paricalcitol fue de
96413, 109420 y 96119 (p= 0,64, F= 0,43).

Analisis de la estabilidad de los niveles de hemoglobina en el grupo de pacientes tratado con o sin paricalcitol
(Estudio A).

Los niveles de Hb a lo largo del estudio MIR-EPO (Estudio A) no variaron de forma significativa, apreciandose que la
evolucion de los mismos fue diferente entre el grupo de tratamiento con AEE frente a aquellos en tratamiento combinado
(AEE+PRC) como se aprecia en la Figura 26.

Como se ha mencionado previamente, la variabilidad de la hemoglobina estd asociada a una discreta pero mayor
mortalidad en los pacientes en tratamiento con AEEs. En este sentido, en la presente invencion se analizo la variabilidad
de los niveles de Hb a lo largo del estudio en ambos grupos de pacientes. Los resultados muestran como esta
variabilidad es inferior en aquellos pacientes en tratamiento combinado con AEE vy paricalcitol frente a aquellos en
tratamiento Unicamente con AEE (Figura 27). Dicha figura pone de manifiesto que la variaciéon de los niveles de Hb
entre los meses 0-3 (lineas grises) y los meses 3-6 (lineas negras) entre el grupo de pacientes en tratamiento con AEE
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(n=8) fue: 0,73+1,30 y -0,22+1,17 (p= 0,25) y en el grupo de pacientes en tratamiento combinado (n=23): 0,10+0,14 y
0,10£1,70 (p= 0,99), entre los meses 0 a 3 y 3 a 6, respectivamente.

Este importante grado de estabilizacion de los valores de hemoglobina en el grupo de pacientes en tratamiento
combinado, conlleva implicito un efecto no analizado hasta el momento y que tendria un especial interés en la respuesta
eritropoyética. Si como hemos observado, la utilizacion de AEE mas paricalcitol se asocia a mejores niveles de Hb, la
elevacion no controlada de los niveles de Hb y obviamente de los hematies podria generar estados de poliglobulia y de
hiperviscocidad deletéreos para la salud.

Al analizar la variacion media de los niveles de Hb entre aquellos en tratamiento combinado (AEE mas paricalcitol) vs
aquellos en tratamiento con AEE, encontramos una correlacion lineal inversa entre las variaciones comprendidas entre
los meses 0y 3 y los meses 3y 6 (r= -0,57, P=0,004), es decir, se aprecia como aquellos pacientes que aumentaron
sus niveles medios de Hb al tercer mes respecto al mes 0 disminuyeron de forma correlacionada sus niveles medios de
hemoglobina entre los meses 3 y 6 del estudio.

Por lo tanto, los resultados ponen de manifiesto que el uso de paricalcitol en el grupo de pacientes con tratamiento
combinado ha producido un estricto control de los niveles de hemoglobina; por lo que, bajo esta condicién, podria
considerarse que la activacion selectiva del receptor de vitamina D, segun se demuestra en la presente invencion,
mediante el uso de paricalcitol, resulta indispensable en el tratamiento de la anemia inflamatoria.

Todos los resultados mostrados en la presente invencion evidencian que el tratamiento con paricalcitol tiene un efecto
beneficioso sobre la ferrocinética, asociado dicho efecto beneficioso, al mejor perfil sobre los niveles de citoquinas
inflamatorias y hepcidina, lo cual a su vez se asocia a una mejor utilizacién de los depésitos tisulares de hierro. Ademas,
los menores niveles de hepcidina se asocian a mayores niveles de Hb y a un mayor nimero de hematies, esta
correlacion inversa se produce en aquellos pacientes en tratamiento con paricalcitol y concuerda con las propiedades
atribuidas a la hepcidina, pero en los datos mostrados en la presente invenciéon, no se aprecia correlacion entre la
disminucion de los niveles de hepcidina y el hipotético aumento del nimero de hematies en aquellos que no reciben
paricalcitol, lo que sugiere un fendmeno de bloqueo fisioldgico a la disminucion de la hepcidina en este grupo de
pacientes. También se aprecié en ellos, como el IST disminuyd a pesar del aumento de dosis de Fe IV, que unido a la
disminucion de los niveles de ferritina plasmatica, nos lleva a concluir el mayor consumo de hierro derivado de una
actividad eritropoyética aumentada por las mayores dosis de AEE que precisa este grupo de pacientes, respecto al
grupo con paricalcitol.

De forma opuesta, en el grupo de pacientes en tratamiento con paricalcitol, se aprecié una correlacion inversa entre los
niveles de hepcidina y el numero de hematies, y un aumento de los niveles de IST, a pesar de recibir menores dosis de
Fe 1V, lo cual afiadido a la disminucién de los niveles de ferritina nos indica que ha existido un aporte endégeno de
hierro, o lo que es lo mismo, se ha inducido una movilizacion adecuada de los depdsitos intracelulares de hierro, todo
ello manteniendo constantes los niveles de hemoglobina plasmatica.

Conviene mencionar ademas que los niveles de hepcidina en el grupo de pacientes que recibié paricalcitol, presentd
una evolucién similar al grupo tratado sélo con AEE, grupo que precisé de una mayor dosis de AEE. La justificacion de
este hecho vendria determinada por la elevacién de los niveles de eritropoyetina en los pacientes que recibieron
paricalcitol, ya que como se demuestra a lo largo de la presente invencion, es el nivel de eritropoyetina plasmatica el
que induce una inhibicion de la expresion de los niveles de hepcidina.

Por otro lado, la presencia de unos mayores niveles de Klotho en aquellos pacientes tratados con paricalcitol podria ser
una nueva propiedad en el tratamiento de la anemia inflamatoria. Se ha descrito que los hematies en los pacientes en
situaciones como la ERC, ferropenia, déficit de eritropoyetina y a nivel de experimentos animales el déficit de Klotho se
asocia a un proceso de muerte prematura llamada eriptosis. Se aprecia como los niveles de Klotho correlacionan de
forma positiva con los niveles de hierro plasmatico.

En el andlisis comparativo, pacientes en tratamiento combinado presentaron correlacion directa entre la evolucién de los
niveles de hierro plasmatico y de Klotho, sin apreciarse esa relacién en el grupo que no recibid paricalcitol.

El consumo de AEE mostr6 como el grupo en tratamiento con paricalcitol precis6 menores dosis de agentes
eritropoyéticos respecto al grupo sin paricalcitol para mantener niveles similares de Hb plasmatica. Este efecto fue
independiente de la administracion de suplementos de hierro como se aprecié en el estudio. La determinacion de los
niveles plasmaticos de eritropoyetina muestra como a lo largo del tiempo aquellos pacientes en tratamiento con
paricalcitol, elevaron sus concentraciones plasmaticas. Este efecto fue también independiente a la administracién de
AEE y de sus dosis, pues precisamente en este grupo de pacientes las dosis administradas fueron inferiores. La
explicacién a este fendmeno podria estar relacionada con una menor eliminacién de las concentraciones plasmaticas de
eritropoyetina o lo que parece mas probable con una mayor sintesis endégena de la misma.

La evolucién de los niveles medios de Hb en el grupo de pacientes con tratamiento combinado, mostré una estabilidad
de dicha molécula muy importante y nunca descrita por otros tratamientos, apreciandose una correlaciéon inversa
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importante entre el grado de variacion de los valores de Hb entre los meses 0 y 3 y la variacion apreciada entre los
meses 3 y 6 del estudio, lo que le confiere al tratamiento con paricalcitol un efecto regulador sobre la eritropoyesis.

Como se puede apreciar de los resultados mostrados en la presente invencion, en el grupo de pacientes que no
recibieron paricalcitol, el aumento de las dosis de hierro (entre el mes 3 y 6) no se asocié a un aumento significativo de
los niveles de Hb, ni a un aumento del IST, es mas, por los resultados obtenidos el aumento de dosis de AEE y el
consiguiente aumento de los niveles de eritropoyetina en plasma, podrian no asociarse a una mejor respuesta sobre la
Hb, incluso parece que podria derivar en peores niveles de hemoglobina, por lo que el tratamiento de la anemia en este
grupo de pacientes se encuentra limitado por la menor eficacia de su tratamiento. Por el contrario, la utilizacién del
paricalcitol se asocié a una mejor utilizacion del hierro, una elevacién de los niveles de eritropoyetina y una respuesta
adecuada a la misma.

En resumen, las propiedades antiinflamatorias, junto con el aumento de niveles de eritropoyetina en los pacientes que
reciben paricalcitol, confieren a éste un interesante papel como terapia coadyuvante en pacientes con anemia de
caracteristicas inflamatorias, como consecuencia de una mejor utilizacién del hierro y de la disminucion de necesidades
de agentes eritropoyéticos.
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REIVINDICACIONES

Paricalcitol para uso en un método para el tratamiento de la anemia inflamatoria, en la que la dosis de
paricalcitol a administrar estd comprendida entre 5-10 pg/semana.

Paricalcitol para uso, segun la reivindicacion 1, donde la dosis de paricalcitol a administrar es de 1 pg/dia.
Paricalcitol para uso, segun la reivindicacion 1, donde la dosis de paricalcitol a administrar es de 5 ug dos
veces a la semana.

Paricalcitol para uso, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en combinacién con al menos un agente
estimulador de la eritropoyesis, donde el agente estimulador de la eritropoyesis se selecciona de entre epoetina
beta y/o Activador Continuo del Receptor de Eritropoyetina (CERA).

Composicion farmacéutica que comprende paricalcitol con al menos un compuesto seleccionado entre
epoetina beta y/o Activador Continuo del Receptor de Eritropoyetina (CERA) y junto con vehiculos o
excipientes farmacéuticamente aceptables, para uso en un método para el tratamiento de la anemia
inflamatoria, en la que la dosis de paricalcitol a administrar estd comprendida entre 5-10 pg/semana.
Composicion farmacéutica para uso, segun la reivindicacion 5, caracterizada por que la dosis de paricalcitol es
de 1 pg/dia.

Composicion farmacéutica para uso, segun la reivindicacion 5, caracterizada por que la dosis de paricalcitol es
de 5 ug dos veces a la semana.
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Figura 11

40 Suplementos
de calcifediol
=
35- ’ Sl
8
by e
@
o 307
.
2571 —
20
| T T
Mes 0 Mes 3 Mes 6
Meses de seguimiento
Figura 12
80 Paricalcitol
—NO
Sl
757
3
o 707
=
o 657
L
607
557
I I I
Mes O Mes 3 Mes 6

Tiempo de seguimiento

25



ES 2728 158 T3

Figura 13
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Figura 15
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