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DESCRIPCIÓN 
 

Métodos para tratar los trastornos de pérdida de cabello 
 
Esta solicitud reivindica prioridad de la Solicitud Provisional de los Estados Unidos No. 61/409.509, que fue presentada 5 
el 2 de noviembre de 2010. 
 
Antecedentes de la invención 
 
El alcance de la invención está definido por las reivindicaciones adjuntas. La Alopecia Areata (AA) es una de las 10 
enfermedades autoinmunes más prevalentes, que conduce a la pérdida de cabello debido al colapso del privilegio 
inmune del folículo piloso y la posterior destrucción autoinmune. La AA es una enfermedad de la piel que conduce a 
la pérdida de cabello en el cuero cabelludo y en otros lugares. En algunos casos graves, puede progresar hasta 
completar la pérdida de cabello en la cabeza o el cuerpo. Aunque se cree que la alopecia areata es causada por la 
autoinmunidad, rara vez se informa el diagnóstico y el tratamiento del nivel genético. La base genética de la AA es en 15 
gran medida desconocida. 
 
Resumen de la invención 
 
Un aspecto de la invención abarca un inhibidor de Jak1 y/o Jak2 seleccionado del grupo que consiste en: AG490 con 20 
el número CAS 133550-30-8; CYT387 con el número CAS 1056634-68-4; SB1518 con el número CAS 937272-79-2; 
TG101348 con el número CAS 936091-26-8; BMS-911543 con el número CAS 1271022-90-2; WP-1034 con el número 
CAS 857064-42-7; CEP-701 con el número CAS 111358-88-4; INCB 018424 con el número CAS 941678-49-5); y 
LY3009104 con el número CAS 1187594-09-7 para uso en el tratamiento de un trastorno de pérdida de cabello 
seleccionado del grupo que consiste en alopecia areata y alopecia androgenética en un mamífero que lo necesite. La 25 
divulgación se refiere a un inhibidor que es un inhibidor de Stat1 y/o un inhibidor de Stat2. En una realización adicional, 
el inhibidor es INCB 018424. El Jak1 y/o Jak2 para uso de acuerdo con la invención, en donde el tratamiento se logra 
induciendo el crecimiento del cabello en el sujeto, la divulgación se refiere a trastornos de pérdida de cabello que 
comprenden efluvio telógeno, tiña de la cabeza, hipotricosis o hipotricosis simple hereditaria. En una realización, el 
Jak1 y/o Jak2 para uso de acuerdo con la invención, en donde la alopecia areata es alopecis universalis o alopecia 30 
total. En una realización, el Jak1 y/o Jak2 para uso de acuerdo con la invención, que comprende además la etapa (b) 
determinar si el inhibidor administrado indujo el crecimiento del cabello en el sujeto afectado con un trastorno de 
pérdida de cabello en comparación con el crecimiento del cabello del sujeto antes de tratamiento con el inhibidor. En 
una realización, el inhibidor es un ARN antisentido que inhibe específicamente la expresión del gen que codifica la 
proteína Jak1 o Jak2; un ARNsi que se dirige específicamente al gen que codifica la proteína Jak1 o Jak2; o una 35 
molécula pequeña. La divulgación se refiere a un ARN antisentido que inhibe específicamente la expresión del gen 
que codifica la proteína Stat1 o Stat2; un ARNsi que se dirige específicamente al gen que codifica la proteína Stat1 o 
Stat2; o una molécula pequeña. En una realización, la molécula pequeña es AG490 con el número CAS 133550-30-
8; CYT387 con el número CAS 1056634-68-4; SB1518 con el número CAS 937272-79-2; TG101348 con el número 
CAS 936091-26-8; BMS-911543 con el número CAS 1271022-90-2; WP-1034 con el número CAS 857064-42-7; CEP-40 
701 con el número CAS 111358-88-4; INCB 018424 con el número CAS 941678-49-5); y LY3009104 con el número 
CAS 1187594-09-7. En otra realización, la molécula pequeña es WP-1034 (Faderl et al., Anticancer Res. 2005 May-
Jun; 25(3B): 1841-50), fludarabina (Fludara, Berlex, CA), epigalocatequina-3-galato (EGCG) o hiperforina. En otra 
realización, el ARNsi se dirige a una secuencia de ácidos nucleicos humana que comprende SEQ ID NO: 2, 4, 6 u 8. 
En algunas realizaciones, el ARNsi dirigido a un gen Jak1 es cualquiera de las secuencias enumeradas en la Tabla 45 
11. La divulgación se refiere a un ARNsi dirigido a un gen Stat1 que es cualquiera de las secuencias enumeradas en 
la Tabla 12. 
 
La divulgación se refiere a un método para inducir el crecimiento del cabello en un sujeto en el que el método 
comprende administrar al sujeto una cantidad eficaz de un inhibidor de una proteína tirosina quinasa (PTK) implicada 50 
en la señalización de citoquinas. En una realización, el inhibidor es un inhibidor Jak/Stat. En otras realizaciones, el 
inhibidor es INCB 018424. En algunas realizaciones, el sujeto padece un trastorno de pérdida de cabello. En otras 
realizaciones, el trastorno de pérdida de cabello comprende alopecia androgenética, efluvio telógeno, alopecia areata, 
efluvio telógeno, tinea capitis, alopecia total, hipotricosis, hipotricosis simple hereditaria o alopecia universal. En 
algunas realizaciones, el compuesto modulador también puede inhibir el crecimiento del cabello, por lo tanto, puede 55 
usarse para el tratamiento de trastornos del crecimiento del cabello, como la hipertricosis. En una realización, el 
método comprende además la etapa (b) que determina si el inhibidor administrado indujo el crecimiento del cabello en 
el sujeto afectado con un trastorno de pérdida de cabello en comparación con el crecimiento del cabello del sujeto 
antes del tratamiento con el inhibidor. En una realización, el inhibidor es un ARN antisentido que inhibe 
específicamente la expresión del gen que codifica la proteína Jak1 o Jak2; un ARNsi que se dirige específicamente al 60 
gen que codifica la proteína Jak1 o Jak2; o una molécula pequeña. En otra realización, el inhibidor es un ARN 
antisentido que inhibe específicamente la expresión del gen que codifica la proteína Stat1 o Stat2; un ARNsi que se 
dirige específicamente al gen que codifica la proteína Stat1 o Stat2; o una molécula pequeña. En una realización, la 
molécula pequeña es AG490, CYT387, SB1518, LY3009104, TG101348, BMS-911543 o CEP-701. En otra realización, 
la molécula pequeña es WP-1034 (Faderl et al., Anticancer Res. 2005 May-Jun; 25(3B): 1841-50), fludarabina 65 
(Fludara, Berlex, CA), epigalocatequina-3-galato (EGCG) o hiperforina. En otra realización, el ARNsi se dirige a una 
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secuencia de ácidos nucleicos humana que comprende la SEQ ID NO: 2, 4, 6 u 8. En algunas realizaciones, el ARNsi 
dirigido a un gen Jak1 es cualquiera de las secuencias enumeradas en la Tabla 11. En otras realizaciones, el ARNsi 
dirigido a un gen Stat1 es cualquiera de las secuencias enumeradas en la Tabla 12. 
 
La divulgación se refiere a un método para tratar un trastorno de pérdida de cabello en un sujeto mamífero que lo 5 
necesita, comprendiendo el método administrar al sujeto un inhibidor de Jak1. En una realización, el inhibidor es un 
anticuerpo o fragmento de anticuerpo que se dirige a la SEQ ID NO: 1. En otra realización, el trastorno de pérdida de 
cabello comprende alopecia androgenética, efluvio telógeno, alopecia areata, efluvio telógeno, tiña de la cabeza, 
alopecia total, hipotricosis, hipotricosis simple hereditaria o alopecia universal. En una realización, el método 
comprende además la etapa (b) que determina si el inhibidor administrado indujo el crecimiento del cabello en el sujeto 10 
afectado con un trastorno de pérdida de cabello en comparación con el crecimiento del cabello del sujeto antes del 
tratamiento con el inhibidor. En una realización, el inhibidor es un ARN antisentido que inhibe específicamente la 
expresión del gen que codifica la proteína Jak1; un ARNsi que se dirige específicamente al gen que codifica la proteína 
Jak1; o una molécula pequeña. En una realización, la molécula pequeña es AG490, CYT387, SB1518, LY3009104, 
TG101348, BMS-911543 o CEP-701. En otra realización, el ARNsi se dirige a una secuencia de ácidos nucleicos 15 
humana que comprende la SEQ ID NO: 2. En algunas realizaciones, el ARNsi dirigido a un gen Jak1 es cualquiera de 
las secuencias enumeradas en la Tabla 11. 
 
La divulgación se refiere a un método para inducir el crecimiento del cabello en un sujeto en el que el método 
comprende administrar al sujeto una cantidad eficaz de un inhibidor de Jak1, controlando así el crecimiento del cabello 20 
en el sujeto. En una realización, el inhibidor comprende un anticuerpo que se une específicamente a una proteína que 
comprende la SEQ ID NO: 1. En algunas realizaciones, el sujeto padece un trastorno de pérdida de cabello. En otras 
realizaciones, el trastorno de pérdida de cabello comprende alopecia androgenética, efluvio telógeno, alopecia areata, 
efluvio telógeno, tinea capitis, alopecia total, hipotricosis, hipotricosis simple hereditaria o alopecia universal. En 
algunas realizaciones, el compuesto modulador también puede inhibir el crecimiento del cabello, por lo tanto, puede 25 
usarse para el tratamiento de trastornos del crecimiento del cabello, como la hipertricosis. En una realización, el 
método comprende además la etapa (b) que determina si el inhibidor administrado indujo el crecimiento del cabello en 
el sujeto afectado con un trastorno de pérdida de cabello en comparación con el crecimiento del cabello del sujeto 
antes del tratamiento con el inhibidor. En una realización, el inhibidor es un ARN antisentido que inhibe 
específicamente la expresión del gen que codifica la proteína Jak1; un ARNsi que se dirige específicamente al gen 30 
que codifica la proteína Jak1; o una molécula pequeña. En una realización, la molécula pequeña es AG490, CYT387, 
SB1518, LY3009104, TG101348, BMS-911543 o CEP-701. En otra realización, el ARNsi se dirige a una secuencia de 
ácidos nucleicos humana que comprende la SEQ ID NO: 2. En algunas realizaciones, el ARNsi dirigido a un gen Jak1 
es cualquiera de las secuencias enumeradas en la Tabla 11. 
 35 
La divulgación se refiere a un método para tratar un trastorno de pérdida de cabello en un sujeto mamífero que lo 
necesita, comprendiendo el método administrar al sujeto un inhibidor de Jak 2. En una realización, el inhibidor es un 
anticuerpo o fragmento de anticuerpo que se dirige a la SEQ ID NO: 3. En otra realización, el trastorno de pérdida de 
cabello comprende alopecia androgenética, efluvio telógeno, alopecia areata, efluvio telógeno, tiña de la cabeza, 
alopecia total, hipotricosis, hipotricosis simple hereditaria o alopecia universal. En una realización, el método 40 
comprende además la etapa (b) que determina si el inhibidor administrado indujo el crecimiento del cabello en el sujeto 
afectado con un trastorno de pérdida de cabello en comparación con el crecimiento del cabello del sujeto antes del 
tratamiento con el inhibidor. En una realización, el inhibidor es un ARN antisentido que inhibe específicamente la 
expresión del gen que codifica la proteína Jak2; un ARNsi que se dirige específicamente al gen que codifica la proteína 
Jak2; o una molécula pequeña. En una realización, la molécula pequeña es AG490, CYT387, SB1518, LY3009104, 45 
TG101348, BMS-911543 o CEP-701. En otra realización, el ARNsi se dirige a una secuencia de ácidos nucleicos 
humana que comprende la SEQ ID NO: 4. 
 
La divulgación se refiere a un método para inducir el crecimiento del cabello en un sujeto donde el método comprende 
administrar al sujeto una cantidad efectiva de un inhibidor de Jak 2, controlando así el crecimiento del cabello en el 50 
sujeto. En una realización, el inhibidor comprende un anticuerpo que se une específicamente a una proteína que 
comprende la SEQ ID NO: 3. En algunas realizaciones, el sujeto padece un trastorno de pérdida de cabello. En otras 
realizaciones, el trastorno de pérdida de cabello comprende alopecia androgenética, efluvio telógeno, alopecia areata, 
efluvio telógeno, tinea capitis, alopecia total, hipotricosis, hipotricosis simple hereditaria o alopecia universal. En 
algunas realizaciones, el compuesto modulador también puede inhibir el crecimiento del cabello, por lo tanto, puede 55 
usarse para el tratamiento de trastornos del crecimiento del cabello, como la hipertricosis. En una realización, el 
método comprende además la etapa (b) que determina si el inhibidor administrado indujo el crecimiento del cabello en 
el sujeto afectado con un trastorno de pérdida de cabello en comparación con el crecimiento del cabello del sujeto 
antes del tratamiento con el inhibidor. En una realización, el inhibidor es un ARN antisentido que inhibe 
específicamente la expresión del gen que codifica la proteína Jak2; un ARNsi que se dirige específicamente al gen 60 
que codifica la proteína Jak2; o una molécula pequeña. En una realización, la molécula pequeña es AG490, CYT387, 
SB1518, LY3009104, TG101348, BMS-911543 o CEP-701. En otra realización, el ARNsi se dirige a una secuencia de 
ácidos nucleicos humana que comprende la SEQ ID NO: 4. 
 
La divulgación se refiere a un método para tratar un trastorno de pérdida de cabello en un sujeto mamífero que lo 65 
necesita, comprendiendo el método administrar al sujeto un inhibidor de Stat 1. En una realización, el inhibidor es un 
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anticuerpo o fragmento de anticuerpo que se dirige a la SEQ ID NO: 5. En otra realización, el trastorno de pérdida de 
cabello comprende alopecia androgenética, efluvio telógeno, alopecia areata, efluvio telógeno, tiña de la cabeza, 
alopecia total, hipotricosis, hipotricosis simple hereditaria o alopecia universal. En una realización, el método 
comprende además la etapa (b) que determina si el inhibidor administrado indujo el crecimiento del cabello en el sujeto 
afectado con un trastorno de pérdida de cabello en comparación con el crecimiento del cabello del sujeto antes del 5 
tratamiento con el inhibidor. En una realización, el inhibidor es un ARN antisentido que inhibe específicamente la 
expresión del gen que codifica la proteína Stat1; un ARNsi que se dirige específicamente al gen que codifica la proteína 
Stat1; o una molécula pequeña. En otra realización, la molécula pequeña es WP-1034 (Faderl et al., Anticancer Res. 
2005 May-Jun; 25 (3B): 1841-50), fludarabina (Fludara, Berlex, CA), epigalocatequina-3-galato (EGCG) o hiperforina. 
En otra realización, el ARNsi se dirige a una secuencia de ácidos nucleicos humana que comprende la SEQ ID NO: 10 
6. En otras realizaciones, el ARNsi dirigido a un gen Stat1 es cualquiera de las secuencias enumeradas en la Tabla 
12. 
 
La divulgación se refiere a un método para inducir el crecimiento del cabello en un sujeto en el que el método 
comprende administrar al sujeto una cantidad efectiva de un inhibidor de Stat 1, controlando así el crecimiento del 15 
cabello en el sujeto. En una realización, el inhibidor comprende un anticuerpo que se une específicamente a una 
proteína que comprende la SEQ ID NO: 5. En algunas realizaciones, el sujeto padece un trastorno de pérdida de 
cabello. En otras realizaciones, el trastorno de pérdida de cabello comprende alopecia androgenética, efluvio telógeno, 
alopecia areata, efluvio telógeno, tinea capitis, alopecia total, hipotricosis, hipotricosis simple hereditaria o alopecia 
universal. En algunas realizaciones, el compuesto modulador también puede inhibir el crecimiento del cabello, por lo 20 
tanto, puede usarse para el tratamiento de trastornos del crecimiento del cabello, como la hipertricosis. En una 
realización, el método comprende además la etapa (b) que determina si el inhibidor administrado indujo el crecimiento 
del cabello en el sujeto afectado con un trastorno de pérdida de cabello en comparación con el crecimiento del cabello 
del sujeto antes del tratamiento con el inhibidor. En una realización, el inhibidor es un ARN antisentido que inhibe 
específicamente la expresión del gen que codifica la proteína Stat1; un ARNsi que se dirige específicamente al gen 25 
que codifica la proteína Stat1; o una molécula pequeña. En otra realización, la molécula pequeña es WP-1034 (Faderl 
et al., Anticancer Res. 2005 May-Jun; 25(3B): 1841-50), fludarabina (Fludara, Berlex, CA), epigalocatequina-3-galato 
(EGCG) o hiperforina. En otra realización, el ARNsi se dirige a una secuencia de ácidos nucleicos humana que 
comprende la SEQ ID NO: 6. En otras realizaciones, el ARNsi dirigido a un gen Stat1 es cualquiera de las secuencias 
enumeradas en la Tabla 12. 30 
 
La divulgación se refiere a un método para tratar un trastorno de pérdida de cabello en un sujeto mamífero que lo 
necesita, comprendiendo el método administrar al sujeto un inhibidor de Stat 2. En una realización, el inhibidor es un 
anticuerpo o fragmento de anticuerpo que se dirige a la SEQ ID NO: 7. En otra realización, el trastorno de pérdida de 
cabello comprende alopecia androgenética, efluvio telógeno, alopecia areata, efluvio telógeno, tiña de la cabeza, 35 
alopecia total, hipotricosis, hipotricosis simple hereditaria o alopecia universal. En una realización, el método 
comprende además la etapa (b) que determina si el inhibidor administrado indujo el crecimiento del cabello en el sujeto 
afectado con un trastorno de pérdida de cabello en comparación con el crecimiento del cabello del sujeto antes del 
tratamiento con el inhibidor. En una realización, el inhibidor es un ARN antisentido que inhibe específicamente la 
expresión del gen que codifica la proteína Stat2; un ARNsi que se dirige específicamente al gen que codifica la proteína 40 
Stat2; o una molécula pequeña. En otra realización, la molécula pequeña es WP-1034 (Faderl et al., Anticancer Res. 
2005 May-Jun; 25 (3B): 1841-50), fludarabina (Fludara, Berlex, CA), epigalocatequina-3-galato (EGCG) o hiperforina. 
En otra realización, el ARNsi se dirige a una secuencia de ácidos nucleicos humana que comprende la SEQ ID NO: 
8. 
 45 
La divulgación se refiere a un método para inducir el crecimiento del cabello en un sujeto en el que el método 
comprende administrar al sujeto una cantidad efectiva de un inhibidor de Stat 2, controlando así el crecimiento del 
cabello en el sujeto. En una realización, el inhibidor comprende un anticuerpo que se une específicamente a una 
proteína que comprende la SEQ ID NO: 7. En algunas realizaciones, el sujeto padece un trastorno de pérdida de 
cabello. En otras realizaciones, el trastorno de pérdida de cabello comprende alopecia androgenética, efluvio telógeno, 50 
alopecia areata, efluvio telógeno, tinea capitis, alopecia total, hipotricosis, hipotricosis simple hereditaria o alopecia 
universal. En algunas realizaciones, el compuesto modulador también puede inhibir el crecimiento del cabello, por lo 
tanto, puede usarse para el tratamiento de trastornos del crecimiento del cabello, como la hipertricosis. En una 
realización, el método comprende además la etapa (b) que determina si el inhibidor administrado indujo el crecimiento 
del cabello en el sujeto afectado con un trastorno de pérdida de cabello en comparación con el crecimiento del cabello 55 
del sujeto antes del tratamiento con el inhibidor. En una realización, el inhibidor es un ARN antisentido que inhibe 
específicamente la expresión del gen que codifica la proteína Stat2; un ARNsi que se dirige específicamente al gen 
que codifica la proteína Stat2; o una molécula pequeña. En otra realización, la molécula pequeña es WP-1034 (Faderl 
et al., Anticancer Res. 2005 May-Jun; 25(3B): 1841-50), fludarabina (Fludara, Berlex, CA), epigalocatequina-3-galato 
(EGCG) o hiperforina. En otra realización, el ARNsi se dirige a una secuencia de ácidos nucleicos humana que 60 
comprende la SEQ ID NO: 8. 
 
En una realización adicional, el inhibidor de Jak1 y/o Jak2 está en una composición adecuada para inyección 
subcutánea, intramuscular, intraperitoneal o intravenosa; una infusión administración oral, nasal, intradérmica, 
subcutánea, transmucosa, rectal o tópica; o una combinación de los mismos. En algunas realizaciones, la 65 
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administración ocurre diariamente, semanalmente, dos veces a la semana, mensualmente, dos veces al mes o 
anualmente. 
 
Breve descripción de las figuras  
 5 
La Figura 1 son imágenes fotográficas de manifestaciones clínicas de AA. En los paneles superiores (Figuras 1A-B), 
pacientes con AA multiplex. En la Figura 1B, el paciente está en fase de nuevo crecimiento. Para los pacientes con 
alopecia universal, existe una falta total de vello corporal y del cuero cabelludo (Figura 1C), mientras que los pacientes 
con alopecia total solo carecen de pelo del cuero cabelludo (Figura ID). En la Figura ID, el crecimiento del cabello se 
observa en la región parietal, mientras que no es evidente el crecimiento en las regiones occipitales o temporales. 10 
 
La Figura 2 muestra un diagrama que muestra la respuesta inflamatoria subyacente a la alopecia areata (AA). 
 
La Figura 3 muestra un diagrama que muestra la respuesta inflamatoria subyacente a la alopecia areata (AA). 
 15 
La Figura 4A es una fotografía de ganglios linfáticos y bazo aislados de ratones C3H afectados con AA (arriba) y 
ratones de control (abajo). 
 
La Figura 4B muestran los resultados del análisis FACS de que NKG2D con células CD8 y Th1 se expanden en los 
ganglios linfáticos cutáneos AA murinos. 20 
 
La Figura 4C es un gráfico de barras que muestra un aumento de 6 veces en el número de células productoras de 
citoquinas en ratones C3H afectados con AA en comparación con los ratones de control. 
 
La Figura 5A es una firma de ARN de piel alopécica en ratones C3H. El mapa de calor muestra que 16 de los 20 genes 25 
no regulados principales son genes de respuesta al interferón. 16 de los 20 principales genes regulados al alza son 
genes sensibles al interferón (IFN-γ pero no los IFN de tipo I están elevados). 
 
La Figura 5B muestra el perfil transcripcional de la piel con AA. La verificación de qPCR de genes individuales 
seleccionados de la lista generada muestra un cambio de pliegue promedio en 3 experimentos. 30 
 
La Figura 6 es un diagrama que muestra los objetivos en AA. 
 
La Figura 7 muestra un diagrama que muestra la ruta del interferón γ. 
 35 
Las Figuras 8A-B muestran dos metodologías de mapeo de genes. La Figura 8A muestra el análisis de ligamiento en 
familias. La Figura 8B muestra análisis de asociación en una cohorte de población. 
 
La Figura 9 muestra un estudio de asociación de Genomewide (GWAS) en AA. 
 40 
Las Figuras 10A-B muestran señales de peligro: expresión de ULBP3 en el folículo piloso tanto en individuos de control 
(Figura 10A) como en pacientes con AA (figura 10B). 
 
Las Figuras 11A-B muestran que la AA es causada por un "enjambre de abejas": las células T CD8 asesinas atraídas 
por NKG2DL. La Figura 11A muestra un enjambre de abejas "anterior a 2010" en AA. La Figura 11B muestra la 45 
identificación "2012" de las abejas ((m) tinción de CD8; (n) tinción de NKG2D y (o) colocalización de NKG2D y CD8). 
 
La Figura 12 muestra un diagrama que muestra la respuesta inflamatoria subyacente a AA. 
 
La Figura 13 muestra INCB18424-202: los marcadores de transcripción Th1 y Th17 y la queratina 16 disminuyen con 50 
INCB 18424 tópico, un tratamiento con inhibidores de JAK1 y JAK2. 
 
La Figura 14 muestra los resultados del puntaje total de lesiones clave para la INCB 18424-203. Los resultados 
muestran cómo ese puntaje de lesión total para todos los grupos de dosis ≥ 2x disminuye con respecto al vehículo, 
logrando importancia después del control para la multiplicidad. 55 
 
Las Figuras 15A-B muestran que el tratamiento con INCB018424 reduce notablemente el engrosamiento epidérmico 
y la inflamación dérmica. No se observa adelgazamiento patológico de la piel. 
 
La Figura 16 es un esquema que muestra que las estrategias preclínicas para interrumpir la patogénesis de AA tienen 60 
como objetivo la interrupción de la inducción y la función efectora de las células T CD8 e incluyen el bloqueo de las 
señales de IFN-γ. 
 
La Figura 17 muestra que las células T CD8+ NKG2D+ se infiltran en los folículos pilosos AA en ratones y humanos. 
Panel superior: Alopecia humana Areata (Pethukova et al., 2010, Nature, 466(7302): 113-7); panel inferior-C3H/HeJ 65 
Alopecia Areata. 
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La Figura 18 muestra células T CD8+NKG2D+ en ratones C3H alopécicos. Las células T CD8 □ αβ +NKG2D+ se 
expanden masivamente en la piel, ganglios linfáticos y sangre de ratones C3H alopécicos. (Las células T NKG2D+ γδ 
están presentes en la piel afectada y no afectada). 
 5 
La Figura 19 muestra células T CD8+NKG2D+ en ratones alopécicos C3H. El inmunofenotipo de las poblaciones LN 
CD8α+NKG2D+ cerradas muestra que son uniformemente células T de memoria productoras de 
CD8αβ+CD44+CXCR3+DX5+NKG2A/C/E+IFN-γ. 
 
La Figura 20 muestra un análisis de tipo de espectro de células T C3H en piel y LN: repertorios de TCR similares son 10 
compartidos por la piel total y las células T CD8+NKG2D+ LN clasificadas identificando estos como los efectores 
relevantes. 
 
Las Figuras 21A-B muestran que las células T CD8 productoras de IFN-γ dominan el AA humana y de ratón. La Figura 
21A: Humano: las células T obtenidas a partir del rastreo de células T de biopsias de piel con AA son uniformemente 15 
CD8+NKG2D+ y producen IFN-γ tras la estimulación con PMA/Ionomicina. La Figura 21B: Ratón: las células de los 
ganglios linfáticos estimulados por C3H/HeJ de ratones alopécicos contienen 3 veces más células T CD8 y CD4 
productoras de IFN-γ que los ratones no afectados. 
 
La Figura 22 muestra que los IFN Tipo I y II están regulados positivamente en la piel con AA de ratón C3H: aumenta 20 
los cambios en la expresión de genes de interferón (normalizados a 18S) entre 3 ratones C3H/HeJ afectados y 3 no 
afectados, utilizando una señal de interferón y una matriz de respuesta qPCR (Stellarray Lonza Cat #00189608). 
 
La Figura 23 muestra gráficos que muestran quimioquinas y citoquinas séricas elevadas en AA humana. Las 
quimioquinas inducidas por interferón y IFN (por ejemplo, IP-10/CXCL10) están elevadas en el suero de AA humana, 25 
en algunos casos se correlacionan con la gravedad de la enfermedad, es decir, enfermedad irregular (AAP) frente a 
universalis (AU). 
 
La Figura 24 es un análisis de Luminex que muestra IL-13 elevada en el suero de sujetos con AA humanas, en algunos 
casos correlacionando con la gravedad de la enfermedad, es decir, la enfermedad en parches (AAP) versus universalis 30 
(AU). 
 
La Figura 25 muestra datos de citometría de flujo que se reunieron en un LSRII utilizando los siguientes mAbs en un 
tubo para teñir a toda la población de células dérmicas C3H liberadas de un parche de piel alopécica de 0.5 cm por 2 
cm después de 30 minutos de digestión con colagenasa: (MHC II, CD11b, CD11c, CD19, 120G8, CD3, CD4, CD8, 35 
DX5, NKG2D). Se identifican las células positivas para γδNKG2D y la población CD8+DX5+NKG2D+. Estas células 
también eran CD3+, con una expresión γδCD3 100 veces mayor que la observada en las células T CD8+ NK+. >95% 
del total de células CD3 positivas fueron contabilizadas. 
 
La Figura 26 es un gráfico que muestra la evaluación de PBMC de cuatro sujetos con AA. La expresión de NKG2D 40 
aumentó en subconjuntos de linfocitos. 
 
La Figura 27 muestra espectros en un ratón C3H-HeJ. El ARN se aisló de biopsias de piel y de células T NKG2D- y 
NKG2D+ CD8+ clasificadas de ganglios linfáticos cutáneos de ratones C3H-HeJ. El análisis de espectrotipificación 
muestra un sesgo de longitud de CDR3 en varias familias Vbeta. Algunas de las familias sesgadas de Vbeta se 45 
comparten entre la piel y las poblaciones de células T CD8+ de ganglios linfáticos NKG2D+ (por ejemplo, Vbeta2, 
Vbeta5.2, Vbeta20), mientras que las familias Vbeta adicionales están sesgadas en la piel (lo que refleja la población 
de células T CD4+). 
 
La Figura 28 es un esquema que muestra que la piel del cuero cabelludo humano obtenida de individuos de control o 50 
afectados por AA puede usarse para establecer cultivos primarios de poblaciones celulares individuales dentro de la 
piel y el folículo piloso. 
 
La Figura 29 muestra un ensayo de 'rastreo' de células T, en el que la dermis humana cultivada obtenida de biopsias 
de piel perforada se usa como material fuente para el análisis de citometría de flujo. Las biopsias de punción cutánea 55 
triseccionada de una biopsia de piel de 6 mm se obtienen de áreas con lesiones alopécicas y sin lesiones. Después 
de eliminar la grasa, la piel finamente picada se presiona suavemente en una matriz Cellfoam y luego se transfiere, 
con la piel hacia arriba, a un pozo de una placa de 24 pozos que contiene 2 ml de medio Skin T con IL-2 (6 ng/ml) e 
IL-15 (10 ng/ml). La profusión de las células T se muestra en la Figura 29A después de retirar la matriz 3 días después. 
También se muestran la citometría de flujo (Figuras 29B-C) y la espectrotipificación (Figura 29D) de estas células. 60 
 
La Figura 30 muestra que se cultivaron células mononucleares de sangre periférica humana (PBMC), paneles 
superiores o esplenocitos murinos en dosis altas de IL-2 (1000/ml) para generar células asesinas activadas por 
linfoquina (LAK). Las células LAK marcadas con fluorescencia verde CFSE se incubaron con cultivo de órganos de 
folículo piloso humano (paneles superiores), o cultivo de folículo piloso de ratón (paneles inferiores) de la región sin 65 
lesión (inferior izquierda dos) o con lesión. 
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La Figura 31 muestra la tinción inmunohistoquímica (IHC) de piel afectada y no afectada con AA en ratones C3H-HeJ. 
 
Descripción detallada de la invención 
 5 
La presente descripción proporciona métodos para tratar un trastorno de pérdida de cabello (por ejemplo, Alopecia 
Areata (AA), una forma autoinmune común de pérdida de cabello) con un inhibidor de la vía Jak/Stat, que incluye Jak 
1 y Jak 2, Stat 1 y Stat 2. La investigación clínica en AA se ha quedado atrás de sus enfermedades autoinmunes 
"hermanas" más investigadas en las que este gen ha estado implicado (por ejemplo, artritis reumatoide (AR), diabetes 
mellitus tipo 1 (T1D), esclerosis múltiple (EM)). La divulgación se refiere a productos terapéuticos no probados 10 
previamente en AA que pueden informar sobre la relevancia clínica de esta vía en AA y enfermedades relacionadas. 
 
Descripción general del integumento y las células capilares 
 
El tegumento (o piel) es el órgano más grande del cuerpo y es un órgano altamente complejo que cubre la superficie 15 
externa del cuerpo. Se fusiona, en varias aberturas corporales, con las membranas mucosas de los canales 
alimentarios y otros. El integumento realiza una serie de funciones esenciales, como mantener un ambiente interno 
constante a través de la regulación de la temperatura corporal y la pérdida de agua; excreción por las glándulas 
sudoríparas; pero predominantemente actúa como una barrera protectora contra la acción de agentes físicos, químicos 
y biológicos en tejidos más profundos. La piel es elástica y, a excepción de algunas áreas, como las plantas de los 20 
pies, las palmas y las orejas, está unida libremente al tejido subyacente. También varía en grosor de 0.5 mm (0.02 
pulgadas) en los párpados ("piel delgada") a 4 mm (0.17 pulgadas) o más en las palmas y las plantas ("piel gruesa") 
(Ross MH, Histology: A text and atlas, 3a edición, Williams and Wilkins, 1995: Capítulo 14; Burkitt HG, et al, Wheater's 
Functional Histology, 3a edición, Churchill Livingstone, 1996: Capítulo 9). 
 25 
La piel está compuesta de dos capas: a) la epidermis y b) la dermis. La epidermis es la capa externa, que es 
relativamente delgada (0.1 mm). Tiene varias células de espesor y se compone de 5 capas: el estrato germinativo, el 
estrato espinoso, el estrato granuloso, el estrato lúcido (que se limita a la piel gruesa) y el estrato córneo. La capa 
epidérmica más externa (el estrato córneo) consiste en células muertas que se desprenden constantemente de la 
superficie y son reemplazadas desde abajo por una sola capa basal de células, llamada estrato germinativo. La 30 
epidermis está compuesta predominantemente por queratinocitos, que constituyen más del 95% de la población 
celular. Los queratinocitos de la capa basal (estrato germinativo) se dividen constantemente, y las células hijas 
posteriormente se mueven hacia arriba y hacia afuera, donde experimentan un período de diferenciación, y finalmente 
se desprenden de la superficie. La población celular restante de la epidermis incluye células dendríticas como las 
células de Langerhans y los melanocitos. La epidermis es esencialmente celular y no vascular, y contiene poca matriz 35 
extracelular, excepto la capa de colágeno y otras proteínas debajo de la capa basal de queratinocitos (Ross MH, 
Histology: A text and atlas, 3rd edition, Williams and Wilkins, 1995: Capítulo 14; Burkitt HG, et al, Wheater's Functional 
Histology, 3rd Edition, Churchill Livingstone, 1996: Capítulo 9). 
 
La dermis es la capa interna de la piel y está compuesta por una red de material extracelular colagenoso, vasos 40 
sanguíneos, nervios y fibras elásticas. Dentro de la dermis hay folículos pilosos con sus glándulas sebáceas asociadas 
(conocidas colectivamente como la unidad pilosebácea) y las glándulas sudoríparas. La interfaz entre la epidermis y 
la dermis es extremadamente irregular y desigual, excepto en la piel delgada. Debajo de las células epidérmicas 
basales a lo largo de la interfaz epidérmica-dérmica, la matriz extracelular especializada está organizada en una 
estructura distinta llamada membrana basal (Ross MH, Histology: A text and atlas, 3rd edition, Williams and Wilkins, 45 
1995: Capítulo 14; Burkitt HG, et al, Wheater's Functional Histology, 3rd Edition, Churchill Livingstone, 1996: Capítulo 
9). 
 
La fibra capilar de los mamíferos está compuesta de células queratinizadas y se desarrolla a partir del folículo piloso. 
El folículo piloso es una clavija de tejido derivada del crecimiento de la epidermis, que se encuentra inmediatamente 50 
debajo de la superficie de la piel. La parte distal del folículo piloso está en continuación directa con la epidermis cutánea 
externa. Aunque es una estructura pequeña, el folículo piloso comprende un sistema altamente organizado de capas 
reconociblemente diferentes dispuestas en series concéntricas. Los folículos pilosos activos se extienden hacia abajo 
a través de la dermis, la hipodermis (que es una capa suelta de tejido conectivo) y hacia la capa de grasa o adiposa 
(Ross MH, Histology: A text and atlas, 3rd edition, Williams and Wilkins, 1995: Capítulo 14; Burkitt HG, et al, Wheater's 55 
Functional Histology, 3rd Edition, Churchill Livingstone, 1996: Capítulo 9). 
 
En la base de un folículo piloso activo se encuentra el bulbo piloso. El bulbo consiste en un cuerpo de células dérmicas, 
conocido como la papila dérmica, contenido en una copa invertida de células epidérmicas conocida como matriz 
epidérmica. Independientemente del tipo de folículo, las células epidérmicas germinativas en la base de esta matriz 60 
epidérmica producen la fibra capilar, junto con varias capas epidérmicas de soporte. La vaina dérmica más baja es 
contigua al tallo basal de la papila, desde donde la vaina se curva externamente alrededor de todas las capas 
epidérmicas de la matriz capilar como una cubierta delgada de tejido. La porción más baja de la vaina dérmica continúa 
como una manga o tubo a lo largo del folículo (Ross MH, Histology: A text and atlas, 3rd edition, Williams and Wilkins, 
1995: Chapter 14; Burkitt HG, et al, Wheater's Histología funcional, 3a edición, Churchill Livingstone, 1996: Capítulo 65 
9). 
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Los apéndices cutáneos en desarrollo, tales como los folículos pilosos y de plumas, dependen de la interacción entre 
la epidermis y la dermis, las dos capas de la piel. En el desarrollo embrionario, un intercambio secuencial de 
información entre estas dos capas apoya una serie compleja de procesos morfogenéticos, lo que da como resultado 
la formación de estructuras foliculares adultas. Sin embargo, en contraste con las células cutáneas y epidérmicas de 5 
la piel en general, ciertas poblaciones de células del folículo piloso, después de la madurez, conservan sus 
comportamientos de tipo embrionario interactivo, inductivo y biosintético. Estas propiedades pueden derivarse de la 
naturaleza muy dinámica del folículo productivo cíclico, en el que la remodelación tisular repetida requiere un alto nivel 
de comunicación interactiva dermoepidérmica, que es vital para el desarrollo embrionario y sería deseable en otras 
formas de reconstrucción tisular. 10 
 
La fibra capilar se produce en la base de un folículo activo a una velocidad muy rápida. Por ejemplo, los folículos 
producen fibras capilares a una velocidad de 0.4 mm por día en el cuero cabelludo humano y hasta 1.5 mm por día en 
vibrissa o bigotes de rata, lo que significa que la proliferación celular en la epidermis del folículo se encuentra entre 
las más rápidas en tejidos adultos (Malkinson FD and JT Kearn, Int J Dermatol 1978, 17: 536-551). El cabello crece 15 
en ciclos. La fase anágena es la fase de crecimiento, en la que hasta el 90% de los folículos pilosos se dice que están 
en anágeno; el catágeno es la fase involutiva o regresiva que representa aproximadamente el 1-2% de los folículos 
capilares; y el telógeno es la fase de reposo o inactiva del ciclo, que representa aproximadamente el 10-14% de los 
folículos capilares. La duración del ciclo varía en diferentes partes del cuerpo. 
 20 
La formación y el ciclo del folículo piloso se controlan mediante un equilibrio de señales inhibidoras y estimuladoras. 
Las señales de señalización son potenciadas por factores de crecimiento que son miembros de la familia TGFβ-BMP. 
Un destacado antagonista de los miembros de la familia TGFβ-BMP es la folistatina. La folistatina es una proteína 
secretada que inhibe la acción de varias BMP (como BMP-2, -4, -7 y -11) y activinas al unirse a dichas proteínas, y 
supuestamente juega un papel en el desarrollo del folículo piloso (Nakamura M, et al., FASEB J, 2003, 17(3): 497-9; 25 
Patel K Intl J Biochem Cell Bio, 1998, 30: 1087-93; Ueno N, et al., PNAS, 1987, 84: 8282-86; Nakamura T, et al., 
Nature, 1990, 247: 836-8; Iemura S, et al., PNAS, 1998, 77: 649-52; Fainsod A, et al., Mech Dev, 1997, 63: 39-50; 
Gamer LW, et al., Dev Biol, 1999, 208: 222-32). 
 
El bulbo terminal profundamente incrustado, donde las interacciones dérmicas-epidérmicas locales impulsan el 30 
crecimiento activo de la fibra, es el centro de señalización del folículo piloso que comprende un grupo de células 
mesenquimales, llamado papila dérmica (DP). Esta misma región también es fundamental para la remodelación del 
tejido y los cambios en el desarrollo involucrados en la alternancia precisa de la fibra capilar o del apéndice entre las 
fases de crecimiento y regresión. El DP, un participante clave en estas actividades, parece orquestar el complejo 
programa de diferenciación que caracteriza la formación de fibra capilar a partir de la fuente primitiva de células 35 
epidérmicas germinativas (Oliver RF, J Soc Cosmet Chem, 1971, 22: 741-755; Oliver RF y CA Jahoda, Biology of Wool 
and Hair (eds Roger et al.), 1971, Cambridge University Press: 51-67; Reynolds AJ and CA Jahoda, Development, 
1992, 115: 587-593; Reynolds AJ, et al., J Invest Dermatol, 1993, 101: 634-38). 
 
La vaina dérmica más baja (DS) surge debajo del tallo basal de la papila, desde donde se curva hacia afuera y hacia 40 
arriba. Esta vaina dérmica entonces recubre externamente las capas de la matriz del cabello epidérmico como una 
capa delgada de tejido y continúa hacia arriba durante todo el folículo. La vaina de la raíz externa (SRO) derivada de 
la epidermis también continúa a lo largo del folículo, que se encuentra inmediatamente interno a la vaina dérmica entre 
las dos capas, y forma una membrana basal especializada denominada membrana vítrea. La vaina de la raíz externa 
constituye poco más que una monocapa epidérmica en el folículo inferior, pero se vuelve cada vez más gruesa a 45 
medida que se acerca a la superficie. La vaina de la raíz interna (IRS) forma un molde para el tallo del cabello en 
desarrollo. Se compone de tres partes: la capa de Henley, la capa de Huxley y la cutícula, siendo la cutícula la parte 
más interna que toca el tallo del cabello. La capa de cutícula del IRS tiene un grosor de una sola célula y se encuentra 
adyacente a la fibra capilar. Se interdigita estrechamente con la capa de la cutícula de la fibra capilar. La capa de 
Huxley puede comprender hasta cuatro capas de células. La capa Henley del IRS es la capa de células individuales 50 
que se extiende adyacente a la capa ORS (Ross MH, Histology: A text and atlas, 3rd edition, Williams and Wilkins, 
1995: Chapter 14; Burkitt HG, et al, Wheater's Functional Histology, 3rd Edición, Churchill Livingstone, 1996: Capítulo 
9). 
 
Alopecia areata 55 
 
La alopecia areata (AA) es una de las enfermedades autoinmunes más frecuentes, que afecta a aproximadamente 4.6 
millones de personas solo en los Estados Unidos, incluidos hombres y mujeres en todos los grupos étnicos, con un 
riesgo de por vida del 1.7% (1) En AA, se desarrolla autoinmunidad contra el folículo piloso, lo que da como resultado 
una pérdida de cabello sin cicatrices que puede comenzar como parches, que pueden unirse y progresar para cubrir 60 
todo el cuero cabelludo (alopecia totalis, AT) o eventualmente todo el cuerpo (alopecia universalis, AU) (Figura 1 ) AA 
fue descrita por primera vez por Cornelius Celsus en el año 30 d.C., utilizando el término "opiasis", que significa 
"serpiente", debido a la sinuosa trayectoria de pérdida de cabello a medida que se extendía lentamente por el cuero 
cabelludo. Hipócrates usó por primera vez la palabra griega 'alopekia' (sarna de zorro), el término moderno "alopecia 
areata" fue utilizado por primera vez por Sauvages en su Nosologica Medica, publicada en 1760 en Lyon, Francia. 65 
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Curiosamente, la AA afecta preferentemente a los folículos pilosos pigmentados en la fase anágena (crecimiento) del 
ciclo del cabello, y cuando el cabello vuelve a crecer en parches de AA, con frecuencia vuelve a crecer blanco o 
incoloro. Por lo tanto, el fenómeno del "blanqueamiento repentino del cabello" se atribuye a AA con un inicio agudo, y 
se ha documentado a lo largo de la historia que ha afectado a varios individuos prominentes en momentos de profundo 
dolor, estrés o miedo (2). Ejemplos incluyen a Shahjahan, quien tras la muerte de su esposa en 1631 experimentó un 5 
blanqueamiento agudo de su cabello, y en su dolor construyó el Taj Mahal en su honor. Sir Thomas More, autor de 
Utopía, quien en la víspera de su ejecución en 1535 se dijo que se había vuelto "blanco tanto en la barba como en el 
cabello". Se cree que el blanqueamiento repentino del cabello es el resultado de un ataque agudo sobre los folículos 
pilosos pigmentados, dejando intactos los pelos blancos. 
 10 
Varios aspectos clínicos de la AA permanecen sin explicación, pero pueden tener pistas importantes para comprender 
la patogénesis. La AA ataca los pelos solo alrededor de la base de los folículos pilosos, que están rodeados por densos 
grupos de linfocitos, lo que da como resultado la aparición patognómica de 'enjambre de abejas' en la histología. Sobre 
la base de estas observaciones, se postula que se emite una señal en el folículo piloso anágeno pigmentado que 
invoca una respuesta inmune aguda o crónica contra el extremo inferior del folículo piloso, lo que conduce a la 15 
perturbación del ciclo capilar, desprendimiento agudo del cabello, anomalías del tallo del cabello y rotura del cabello. 
A pesar de estas perturbaciones dramáticas en el folículo piloso, no hay destrucción permanente de órganos y la 
posibilidad de que vuelva a crecer el cabello permanece si se puede restaurar el privilegio inmune. 
 
A lo largo de la historia, la AA se ha considerado a veces como una enfermedad neurológica provocada por el estrés 20 
o la ansiedad, o como resultado de un agente infeccioso, o incluso una disfunción hormonal. El concepto de un 
mecanismo autoinmune genéticamente determinado como base para AA surgió durante el siglo XX a partir de múltiples 
líneas de evidencia. Los folículos pilosos AA exhiben un infiltrado inmune con células Th, Tc y NK activadas (3, 4) y 
hay un cambio de una respuesta de citoquina supresora (Th2) a una autoinmune (Th1). El modelo humanizado de AA, 
que implica la transferencia del cuero cabelludo del paciente con AA a ratones SCID inmunodeficientes, ilustra la 25 
naturaleza autoinmune de la enfermedad, ya que la transferencia de células T del donante causa la pérdida de cabello 
solo cuando se cultiva conjuntamente con folículo piloso o con homogenato de melanoma humano (5, 6). Las células 
T reguladoras que sirven para mantener la tolerancia inmune se observan en números más bajos en el tejido AA (7), 
y la transferencia de estas células a ratones C3H/HeJ conduce a la resistencia a AA (8). Aunque AA ha sido 
considerado exclusivamente como una enfermedad mediada por células T, en los últimos años se ha postulado un 30 
mecanismo adicional de enfermedad. El folículo piloso se define como uno de los pocos sitios inmunes privilegiados 
seleccionados en el cuerpo, caracterizado por la presencia de barreras de la matriz extracelular para impedir el tráfico 
de células inmunes, la falta de células presentadoras de antígeno y la inhibición de la actividad de las células NK a 
través de la producción local de inmunosupresores. factores y niveles reducidos de expresión de MHC clase I (9). Por 
lo tanto, la noción de un "colapso del privilegio inmune" también se ha invocado como parte del mecanismo por el cual 35 
puede surgir AA. El apoyo a una base genética para AA proviene de múltiples líneas de evidencia, incluida la 
heredabilidad observada en familiares de primer grado (10, 11), estudios de gemelos (12) y, más recientemente, de 
los resultados de nuestros estudios de vinculación basados en la familia (13). Delamere F M et al., 2008 ("Interventions 
for alopecia areata.", THE COCHRANE DATABASE OF SYSTEMATIC REVIEWS, (2008), No. 2, ISSN 1469-493X, 
página CD004413) discute los efectos de las intervenciones utilizadas en el manejo de alopecia areata, alopecia total 40 
y alopecia universal. En general, ninguna de las intervenciones mostró un beneficio significativo del tratamiento en 
términos de crecimiento del cabello en comparación con el placebo. Mahe et al., Androgenetic alopecia and 
microinflammation, International Journal of Dermatology (2000) 39: 576-584A revela una hipótesis que postula el papel 
de la "microinflamación" y las citoquinas inflamatorias para desencadenar un proceso inflamatorio que finalmente 
resulta en alopecia androgenética. Foitzik et al, American Journal of Pathology, Volumen 168, Número 3, marzo de 45 
2006, páginas 748-756, enseña que la vía JAK/STAT juega algún papel en la progresión de la alopecia androgenética. 
 
Tratamiento de los trastornos de pérdida de cabello 
 
Esta divulgación se refiere al descubrimiento de que un agente terapéutico conocido, por ejemplo, un inhibidor de una 50 
proteína tirosina quinasa (PTK) implicada en la señalización de citoquinas, como las proteínas JAK/STAT Jak 1, Jak2, 
Stat 1 o Stat 2 (por ejemplo, INCB 018424; Incyte), puede usarse para el tratamiento de trastornos de pérdida de 
cabello. Ejemplos no limitantes de trastornos de pérdida de cabello incluyen: alopecia androgenética, alopecia areata, 
efluvio telógeno, alopecia areata, alopecia total y alopecia universal. 
 55 
Un aspecto de la invención abarca un inhibidor de Jak1 y/o Jak2 seleccionado del grupo que consiste en: AG490 con 
el No. CAS 133550-30-8; CYT387 con el No. CAS 1056634-68-4; SB1518 con el No. CAS 937272-79-2; TG101348 
con el No. CAS 936091-26-8; BMS-911543 con el No. CAS 1271022-90-2; WP-1034 con el No. CAS 857064-42-7; 
CEP-701 con el No. CAS 111358-88-4; INCB 018424 con el No. CAS 941678-49-5); y LY3009104 con el No. CAS 
1187594-09-7 para uso en el tratamiento de un trastorno de pérdida de cabello seleccionado del grupo que consiste 60 
en alopecia areata y alopecia androgenética en un mamífero que lo necesite. En una realización adicional, el inhibidor 
es INCB 018424. En una realización, la alopecia areata es alopecia total o alopecia universal. La divulgación se refiere 
a un trastorno de pérdida de cabello que comprende efluvio telógeno, tiña de la cabeza, hipotricosis o hipotricosis 
simple hereditaria. 
 65 
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Un aspecto de la presente descripción proporciona un método para inducir el crecimiento del cabello en un sujeto en 
el que el método comprende administrar al sujeto una cantidad eficaz de un inhibidor de una proteína tirosina quinasa 
(PTK) implicada en la señalización de citoquinas. En una realización, el inhibidor es un inhibidor Jak/Stat. En otras 
realizaciones, el inhibidor es INCB 018424. En algunas realizaciones, el sujeto padece un trastorno de pérdida de 
cabello. En otras realizaciones, el trastorno de pérdida de cabello comprende alopecia androgenética, efluvio telógeno, 5 
alopecia areata, efluvio telógeno, tinea capitis, alopecia total, hipotricosis, hipotricosis simple hereditaria o alopecia 
universal. En algunas realizaciones, el compuesto modulador también puede inhibir el crecimiento del cabello, por lo 
tanto, puede usarse para el tratamiento de trastornos del crecimiento del cabello, como la hipertricosis. 
 
La divulgación se refiere a un método para tratar un trastorno de pérdida de cabello en un sujeto mamífero que lo 10 
necesita, comprendiendo el método administrar al sujeto un inhibidor de Jak1. En una realización, el inhibidor es un 
anticuerpo o fragmento de anticuerpo que se dirige a la SEQ ID NO: 1. En otra realización, el trastorno de pérdida de 
cabello comprende alopecia androgenética, efluvio telógeno, alopecia areata, efluvio telógeno, tiña de la cabeza, 
alopecia total, hipotricosis, hipotricosis simple hereditaria o alopecia universal. 
 15 
La divulgación se refiere a un método para inducir el crecimiento del cabello en un sujeto en el que el método 
comprende administrar al sujeto una cantidad efectiva de un inhibidor de Jak1, controlando así el crecimiento del 
cabello en el sujeto. En una realización, el inhibidor comprende un anticuerpo que se une específicamente a una 
proteína que comprende la SEQ ID NO: 1. En algunas realizaciones, el sujeto padece un trastorno de pérdida de 
cabello. En otras realizaciones, el trastorno de pérdida de cabello comprende alopecia androgenética, efluvio telógeno, 20 
alopecia areata, efluvio telógeno, tinea capitis, alopecia total, hipotricosis, hipotricosis simple hereditaria o alopecia 
universal. En algunas realizaciones, el compuesto modulador también puede inhibir el crecimiento del cabello, por lo 
tanto, puede usarse para el tratamiento de trastornos del crecimiento del cabello, como la hipertricosis. 
 
La divulgación se refiere a un método para tratar un trastorno de pérdida de cabello en un sujeto mamífero que lo 25 
necesita, comprendiendo el método administrar al sujeto un inhibidor de Jak 2. En una realización, el inhibidor es un 
anticuerpo o fragmento de anticuerpo que se dirige a la SEQ ID NO: 3. En otra realización, el trastorno de pérdida de 
cabello comprende alopecia androgenética, efluvio telógeno, alopecia areata, efluvio telógeno, tiña de la cabeza, 
alopecia total, hipotricosis, hipotricosis simple hereditaria o alopecia universal. 
 30 
La divulgación se refiere a un método para inducir el crecimiento del cabello en un sujeto donde el método comprende 
administrar al sujeto una cantidad efectiva de un inhibidor de Jak 2, controlando así el crecimiento del cabello en el 
sujeto. En una realización, el inhibidor comprende un anticuerpo que se une específicamente a una proteína que 
comprende la SEQ ID NO: 3. En algunas realizaciones, el sujeto padece un trastorno de pérdida de cabello. En otras 
realizaciones, el trastorno de pérdida de cabello comprende alopecia androgenética, efluvio telógeno, alopecia areata, 35 
efluvio telógeno, tinea capitis, alopecia total, hipotricosis, hipotricosis simple hereditaria o alopecia universal. En 
algunas realizaciones, el compuesto modulador también puede inhibir el crecimiento del cabello, por lo tanto, puede 
usarse para el tratamiento de trastornos del crecimiento del cabello, como la hipertricosis. 
 
La divulgación se refiere a un método para tratar un trastorno de pérdida de cabello en un sujeto mamífero que lo 40 
necesita, comprendiendo el método administrar al sujeto un inhibidor de Stat 1. En una realización, el inhibidor es un 
anticuerpo o fragmento de anticuerpo que se dirige a la SEQ ID NO: 5. En otra realización, el trastorno de pérdida de 
cabello comprende alopecia androgenética, efluvio telógeno, alopecia areata, efluvio telógeno, tiña de la cabeza, 
alopecia total, hipotricosis, hipotricosis simple hereditaria o alopecia universal. 
 45 
La divulgación se refiere a un método para inducir el crecimiento del cabello en un sujeto en el que el método 
comprende administrar al sujeto una cantidad efectiva de un inhibidor de Stat 1, controlando así el crecimiento del 
cabello en el sujeto. En una realización, el inhibidor comprende un anticuerpo que se une específicamente a una 
proteína que comprende la SEQ ID NO: 5. En algunas realizaciones, el sujeto padece un trastorno de pérdida de 
cabello. En otras realizaciones, el trastorno de pérdida de cabello comprende alopecia androgenética, efluvio telógeno, 50 
alopecia areata, efluvio telógeno, tinea capitis, alopecia total, hipotricosis, hipotricosis simple hereditaria o alopecia 
universal. En algunas realizaciones, el compuesto modulador también puede inhibir el crecimiento del cabello, por lo 
tanto, puede usarse para el tratamiento de trastornos del crecimiento del cabello, como la hipertricosis. 
 
La divulgación se refiere a un método para tratar un trastorno de pérdida de cabello en un sujeto mamífero que lo 55 
necesita, comprendiendo el método administrar al sujeto un inhibidor de Stat 2. En una realización, el inhibidor es un 
anticuerpo o fragmento de anticuerpo que se dirige a la SEQ ID NO: 7. En otra realización, el trastorno de pérdida de 
cabello comprende alopecia androgenética, efluvio telógeno, alopecia areata, efluvio telógeno, tiña de la cabeza, 
alopecia total, hipotricosis, hipotricosis simple hereditaria o alopecia universal. 
 60 
La divulgación se refiere a un método para inducir el crecimiento del cabello en un sujeto en el que el método 
comprende administrar al sujeto una cantidad efectiva de un inhibidor de Stat 2, controlando así el crecimiento del 
cabello en el sujeto. En una realización, el inhibidor comprende un anticuerpo que se une específicamente a una 
proteína que comprende la SEQ ID NO: 7. En algunas realizaciones, el sujeto padece un trastorno de pérdida de 
cabello. En otras realizaciones, el trastorno de pérdida de cabello comprende alopecia androgenética, efluvio telógeno, 65 
alopecia areata, efluvio telógeno, tinea capitis, alopecia total, hipotricosis, hipotricosis simple hereditaria o alopecia 
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universal. En algunas realizaciones, el compuesto modulador también puede inhibir el crecimiento del cabello, por lo 
tanto, puede usarse para el tratamiento de trastornos del crecimiento del cabello, como la hipertricosis. 
 
Métodos de manipulación de ADN y aminoácidos y purificación de los mismos 
 5 
La presente invención utiliza técnicas convencionales de biología molecular, microbiología y ADN recombinante 
disponibles para un experto en la materia. Dichas técnicas son bien conocidas por el trabajador calificado y se explican 
completamente en la literatura. Véase, por ejemplo, Maniatis, Fritsch & Sambrook, "Molecular Cloning: A Laboratory 
Manual" (1982): "DNA Cloning: A Practical Approach," Volumes I and II (D. N. Glover, ed., 1985); "Oligonucleotide 
Synthesis" (M. J. Gait, ed., 1984); "Nucleic Acid Hybridization" (B. D. Hames & S. J. Higgins, eds., 1985); "Transcription 10 
and Translation" (B. D. Hames & S. J. Higgins, eds., 1984); "Animal Cell Culture" (R. I. Freshney, ed., 1986); 
"Immobilized Cells and Enzymes" (IRL Press, 1986): B. Perbal, "A Practical Guide to Molecular Cloning" (1984), y 
Sambrook, et al., "Molecular Cloning: a Laboratory Manual" (1989). 
 
Un experto en la materia puede obtener una proteína de varias maneras, que incluyen, pero no se limitan a, aislar la 15 
proteína por medios bioquímicos o expresar una secuencia de nucleótidos que codifica la proteína de interés mediante 
métodos de ingeniería genética. 
 
Una proteína está codificada por un ácido nucleico (que incluye, por ejemplo, ADN genómico, ADN complementario 
(ADNc), ADN sintético, así como cualquier forma de ARN correspondiente). Por ejemplo, puede ser codificado por un 20 
ácido nucleico recombinante de un gen. Las proteínas pueden obtenerse de diversas fuentes y pueden producirse 
según diversas técnicas conocidas en la técnica. Por ejemplo, un ácido nucleico que codifica una proteína puede 
obtenerse mediante el rastreo de bibliotecas de ADN o mediante la amplificación de una fuente natural. Una proteína 
puede ser un fragmento o una porción de la misma. Los ácidos nucleicos que codifican una proteína pueden producirse 
mediante tecnología de ADN recombinante y dichos ácidos nucleicos recombinantes pueden prepararse mediante 25 
técnicas convencionales, que incluyen síntesis química, ingeniería genética, técnicas enzimáticas o una combinación 
de las mismas. Por ejemplo, una proteína Jak 1 es el polipéptido codificado por el ácido nucleico que tiene la secuencia 
de nucleótidos mostrada en SEQ ID NO: 2. Un ejemplo de un polipéptido Jak 1 tiene la secuencia de aminoácidos 
mostrada en SEQ ID NO: 1. Una proteína Jak 2 es el polipéptido codificado por el ácido nucleico que tiene la secuencia 
de nucleótidos mostrada en la SEQ ID NO: 4. Un ejemplo de un polipéptido Jak 2 tiene la secuencia de aminoácidos 30 
mostrada en la SEQ ID NO: 3. Por ejemplo, una proteína Stat 1 es polipéptido codificado por el ácido nucleico que 
tiene la secuencia de nucleótidos mostrada en SEQ ID NO: 6. Un ejemplo de un polipéptido Stat 1 tiene la secuencia 
de aminoácidos mostrada en SEQ ID NO: 5. Una proteína Stat 2 es el polipéptido codificado por el ácido nucleico que 
tiene la secuencia de nucleótidos mostrada en SEQ ID NO: 8. Un ejemplo de un polipéptido Stat 2 tiene la secuencia 
de aminoácidos mostrada en SEQ ID NO: 7. 35 
 
La secuencia de polipéptidos de Jak 1 humano se representa en SEQ ID NO: 1. La secuencia de nucleótidos de Jak 
1 humano se muestra en SEQ ID NO: 2. La información de secuencia relacionada con Jak 1 está accesible en bases 
de datos públicas mediante números de acceso de GenBank NP_002218 (para proteína) y NM_002227.2 (para ácido 
nucleico). 40 
 
La SEQ ID NO: 1 es la secuencia de aminoácidos de tipo salvaje humano correspondiente a Jak1 (residuos 1 - 1154): 
 

 45 
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La SEQ ID NO: 2 es la secuencia de nucleótidos de tipo salvaje humano correspondiente a Jak1 (nucleótidos 1-5053), 
en donde el "ATG" en negrita subrayado denota el comienzo del marco de lectura abierto: 
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La secuencia de polipéptidos de Jak 2 humano se representa en SEQ ID NO: 3. La secuencia de nucleótidos de Jak 
2 humano se muestra en SEQ ID NO: 4. La información de secuencia relacionada con Jak 2 está accesible en bases 
de datos públicas mediante números de acceso de GenBank NP_004963 (para proteína) y NM_004972.3 (para ácido 5 
nucleico). 
 
La SEQ ID NO: 3 es la secuencia de aminoácidos de tipo salvaje humano correspondiente a Jak2 (residuos 1 - 1132): 
 

  10 
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La SEQ ID NO: 4 es la secuencia de nucleótidos de tipo salvaje humano correspondiente a Jak2 (nucleótidos 1-5285), 
en donde el "ATG" en negrita subrayado denota el comienzo del marco de lectura abierto: 
 5 
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La secuencia de polipéptidos de Stat 1 humana se representa en SEQ ID NO: 5. La secuencia de nucleótidos de Stat 
1 humana se muestra en SEQ ID NO: 6. La información de secuencia relacionada con Stat 1 está accesible en bases 
de datos públicas mediante números de acceso de GenBank ADA59516 (para proteínas) y GU211347.1 (para ácido 5 
nucleico). 
 
La SEQ ID NO: 5 es la secuencia de aminoácidos de tipo salvaje humano correspondiente a Stat1 (residuos 1 - 750): 
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La SEQ ID NO: 6 es la secuencia de nucleótidos de tipo salvaje humano correspondiente a Stat1 (nucleótidos 1-2353), 
en donde el "ATG" en negrita subrayado denota el comienzo del marco de lectura abierto: 
 5 

 
 
La secuencia de polipéptidos de Stat 2 humana se representa en SEQ ID NO: 7. La secuencia de nucleótidos de Stat 
2 humana se muestra en SEQ ID NO: 8. La información de secuencia relacionada con Stat 2 está accesible en bases 

E11838771
19-09-2019ES 2 746 554 T3

 



17 

de datos públicas mediante números de acceso de GenBank AAA98760 (para proteínas) y U18671.1 (para ácido 
nucleico). 
 
La SEQ ID NO: 7 es la secuencia de aminoácidos de tipo salvaje humano correspondiente a Stat2 (residuos 1 - 851): 
 5 

 
 
La SEQ ID NO: 8 es la secuencia de nucleótidos de tipo salvaje humano correspondiente a Stat2 (nucleótidos 1-
18648), en donde el "ATG" en negrita subrayado denota el comienzo del marco de lectura abierto: 
 10 
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Variantes de proteínas: Las variantes de proteínas pueden incluir modificaciones de la secuencia de aminoácidos. Por 
ejemplo, las modificaciones de la secuencia de aminoácidos se dividen en una o más de tres clases: variantes de 
sustitución, inserción o eliminación. Las inserciones pueden incluir fusiones de terminal amino y/o carboxilo, así como 5 
inserciones intrasecuencia de residuos de aminoácidos simples o múltiples. Las inserciones normalmente serán 
inserciones más pequeñas que las de las fusiones terminales amino o carboxilo, por ejemplo, del orden de uno a 
cuatro residuos. Las eliminaciones se caracterizan por la eliminación de uno o más residuos de aminoácidos de la 
secuencia de la proteína. Estas variantes normalmente se preparan mediante mutagénesis específica de sitio de 
nucleótidos en el ADN que codifica la proteína, produciendo así el ADN que codifica la variante y, a continuación, 10 
expresando el ADN en cultivo celular recombinante. 
 
Las técnicas para realizar mutaciones de sustitución en sitios predeterminados en el ADN que tienen una secuencia 
conocida son bien conocidas, por ejemplo, mutagénesis de cebador M13 y mutagénesis por PCR. Las sustituciones 
de aminoácidos pueden ser residuos únicos, pero pueden ocurrir en varios lugares diferentes a la vez. En una 15 
realización no limitante, las inserciones pueden ser del orden de aproximadamente 1 a aproximadamente 10 residuos 
de aminoácidos, mientras que las eliminaciones pueden variar de aproximadamente 1 a aproximadamente 30 
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residuos. Las eliminaciones o inserciones pueden realizarse en pares adyacentes (por ejemplo, una supresión de 
aproximadamente 2 residuos o la inserción de aproximadamente 2 residuos). Las sustituciones, eliminaciones, 
inserciones o cualquier combinación de las mismas se pueden combinar para llegar a una construcción final. Las 
mutaciones no pueden colocar la secuencia fuera del marco de lectura y no deben crear regiones complementarias 
que puedan producir una estructura secundaria de ARNm. Las variantes de sustitución son aquellas en las que se ha 5 
eliminado al menos un residuo y se ha insertado un residuo diferente en su lugar. 
 
Se realizan cambios sustanciales en la función o identidad inmunológica seleccionando residuos que difieren más 
significativamente en su efecto sobre el mantenimiento de (a) la estructura del esqueleto del polipéptido en el área de 
la sustitución, por ejemplo, como una lámina o conformación helicoidal, (b) la carga o hidrofobicidad de la molécula en 10 
el sitio objetivo o (c) la mayor parte de la cadena lateral. Las sustituciones que pueden producir los mayores cambios 
en las propiedades de las proteínas serán aquellas en las que (a) un residuo hidrófilo, por ejemplo, serilo o treonilo, 
está sustituido por (o por) un residuo hidrófobo, por ejemplo, leucilo, isoleucilo, fenilalanilo, valilo o alanilo; (b) una 
cisteína o prolina se sustituye por (o por) cualquier otro residuo; (c) un residuo que tiene una cadena lateral 
electropositiva, por ejemplo, lisilo, arginilo o histidilo, está sustituido por (o por) un residuo electronegativo, por ejemplo, 15 
glutamilo o aspartilo; o (d) un residuo que tiene una cadena lateral voluminosa, por ejemplo, fenilalanina, se sustituye 
por (o por) uno que no tiene una cadena lateral, por ejemplo, glicina, en este caso, (e) aumentando el número de sitios 
para sulfuración y/o glicosilación. 
 
La presente descripción proporciona variaciones menores en las secuencias de aminoácidos de las proteínas. Las 20 
variaciones en la secuencia de aminoácidos pueden ser cuando la secuencia mantiene al menos aproximadamente 
30%, al menos aproximadamente 40%, al menos aproximadamente 50%, al menos aproximadamente 60%, al menos 
aproximadamente 70%, al menos aproximadamente 75%, a al menos aproximadamente 80%, al menos 
aproximadamente 90%, al menos aproximadamente 95%, o al menos aproximadamente 99% de identidad con la SEQ 
ID NO: 1, 3, 5 o 7. Por ejemplo, se pueden utilizar reemplazos conservadores de aminoácidos. Los reemplazos 25 
conservadores son aquellos que tienen lugar dentro de una familia de aminoácidos que están relacionados en sus 
cadenas laterales, en donde la intercambiabilidad de los residuos tiene cadenas laterales similares. 
 
Los aminoácidos codificados genéticamente se dividen generalmente en familias: (1) los aminoácidos ácidos son 
aspartato, glutamato; (2) los aminoácidos básicos son lisina, arginina, histidina; (3) los aminoácidos no polares son 30 
alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptófano, y (4) los aminoácidos polares no 
cargados son glicina, asparagina, glutamina, cisteína, serina, treonina, tirosina. Los aminoácidos hidrófilos incluyen 
arginina, asparagina, aspartato, glutamina, glutamato, histidina, lisina, serina y treonina. Los aminoácidos hidrofóbicos 
incluyen alanina, cisteína, isoleucina, leucina, metionina, fenilalanina, prolina, triptófano, tirosina y valina. Otras familias 
de aminoácidos incluyen (i) un grupo de aminoácidos que tienen cadenas laterales alifáticas-hidroxilo, tales como 35 
serina y treonina; (ii) un grupo de aminoácidos que tienen cadenas laterales que contienen amida, tales como 
asparagina y glutamina; (iii) un grupo de aminoácidos que tienen cadenas laterales alifáticas tales como glicina, 
alanina, valina, leucina e isoleucina; (iv) un grupo de aminoácidos que tienen cadenas laterales aromáticas, tales como 
fenilalanina, tirosina y triptófano; y (v) un grupo de aminoácidos que tienen cadenas laterales que contienen azufre, 
tales como cisteína y metionina. Los grupos de sustitución de aminoácidos conservadores útiles son: valina-leucina-40 
isoleucina, fenilalanina-tirosina, lisina-arginina, alanina-valina, glutámico-aspártico y asparagina-glutamina. 
 
Por ejemplo, el reemplazo de un residuo de aminoácido con otro que es biológicamente y/o químicamente similar es 
conocido por los expertos en la técnica como una sustitución conservadora. Por ejemplo, una sustitución conservadora 
estaría reemplazando un residuo hidrofóbico por otro, o un residuo polar por otro. Las sustituciones incluyen 45 
combinaciones tales como, por ejemplo, Gly, Ala; Val, Ile, Leu; Asp, Glu; Asn, Gin; Ser, Thr; Lys, Arg; y Phe, Tyr. La 
mutagénesis de sustitución o de eliminación puede emplearse para insertar sitios para N-glucosilación (Asn-X-Thr/Ser) 
u O-glucosilación (Ser o Thr). Las eliminaciones de cisteína u otros residuos lábiles también pueden ser deseables. 
Eliminaciones o sustituciones de sitios potenciales de proteólisis, Por ejemplo, Arg, se logra, por ejemplo, eliminando 
uno de los residuos básicos o sustituyendo uno por residuos de glutaminilo o histidilo. 50 
 
Sistemas de expresión bacteriana y de levadura. En sistemas bacterianos, se pueden seleccionar varios vectores de 
expresión. Por ejemplo, cuando se necesita una gran cantidad de una proteína codificada por un gen, como Jak 1, Jak 
2, Stat 1 o Stat 2, para la inducción de anticuerpos, se pueden utilizar vectores que dirigen una expresión de alto nivel 
de proteínas que se purifican fácilmente. usado. Ejemplos no limitantes de tales vectores incluyen vectores de 55 
clonación y expresión de E. coli multifuncionales tales como BLUESCRIPT (Stratagene). Los vectores pIN o vectores 
pGEX (Promega, Madison, Wis.) también pueden usarse para expresar moléculas de polipéptidos extraños como 
proteínas de fusión con glutatión S-transferasa (GST). En general, tales proteínas de fusión son solubles y pueden 
purificarse fácilmente de las células lisadas mediante adsorción a perlas de glutatión-agarosa seguidas de elución en 
presencia de glutatión libre. Las proteínas elaboradas en tales sistemas pueden diseñarse para incluir sitios de escisión 60 
de proteasa de heparina, trombina o factor Xa para que el polipéptido clonado de interés pueda liberarse del resto 
GST a voluntad. 
 
Sistemas de expresión de plantas e insectos. Si se usan vectores de expresión de plantas, la expresión de secuencias 
que codifican una proteína Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 puede ser dirigida por cualquiera de varios promotores. Por 65 
ejemplo, los promotores virales como los promotores 35S y 19S de CaMV pueden usarse solos o en combinación con 
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la secuencia líder omega de TMV. Alternativamente, pueden usarse promotores de plantas tales como la pequeña 
subunidad de RUBISCO o promotores de choque térmico. Estas construcciones pueden introducirse en células 
vegetales mediante transformación directa de ADN o mediante transfección mediada por patógenos. 
 
Un sistema de insecto también puede usarse para expresar proteínas Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2. Por ejemplo, en 5 
uno de estos sistemas, el virus de la poliedrosis nuclear de Autographa californica (AcNPV) se usa como un vector 
para expresar genes extraños en células de Spodoptera frugiperda o en larvas de Trichoplusia. Las secuencias que 
codifican un polipéptido de Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 pueden clonarse en una región no esencial del virus, como el 
gen de la polihedrina, y colocarse bajo el control del promotor de la polihedrina. La inserción exitosa de secuencias de 
ácido nucleico, como una secuencia correspondiente a un gen, como un gen Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2, hará que el 10 
gen de polihedrina esté inactivo y produzca virus recombinante que carece de proteína de recubrimiento. Los virus 
recombinantes se pueden usar para infectar células de S. frugiperda o larvas de Trichoplusia en las que se puede 
expresar la proteína o una variante de la misma. 
 
Sistemas de expresión de mamíferos. Un vector de expresión puede incluir una secuencia de nucleótidos que codifica 15 
un polipéptido Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 unido a al menos una secuencia reguladora de una manera que permite la 
expresión de la secuencia de nucleótidos en una célula huésped. Se pueden usar varios sistemas de expresión 
basados en virus para expresar una proteína Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 o una variante de la misma en células 
huésped de mamífero. Por ejemplo, si se usa un adenovirus como vector de expresión, las secuencias que codifican 
una proteína se pueden ligar en un complejo de transcripción/traducción de adenovirus que comprende el promotor 20 
tardío y la secuencia líder tripartita. La inserción en una región E1 o E3 no esencial del genoma viral se puede usar 
para obtener un virus viable que expresa una proteína Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 en células huésped infectadas. Los 
potenciadores de la transcripción, como el potenciador del virus del sarcoma de Rous (RSV), también se pueden usar 
para aumentar la expresión en células huésped de mamíferos. 
 25 
Las secuencias reguladoras son bien conocidas en la técnica y pueden seleccionarse para dirigir la expresión de una 
proteína o polipéptido de interés en una célula huésped apropiada como se describe en Goeddel, Gene Expression 
Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, California (1990). Ejemplos no limitantes de 
secuencias reguladoras incluyen: señales de poliadenilación, promotores (como CMV, ASV, SV40 u otros promotores 
virales como los derivados del virus del papiloma bovino, el polioma y el adenovirus 2 (Fiers, et al., 1973, Nature 273: 30 
113; Hager GL, et al., Curr Opin Genet Dev, 2002, 12(2): 137-41) potenciadores, y otros elementos de control de 
expresión. 
 
Las regiones potenciadoras, que son aquellas secuencias que se encuentran corriente arriba o corriente abajo de la 
región promotora en regiones de ADN no codificantes, también son conocidas en la técnica por ser importantes para 35 
optimizar la expresión. Si es necesario, se pueden emplear los orígenes de replicación de fuentes virales, como si se 
utiliza un huésped procariota para la introducción de ADN plasmídico. Sin embargo, en los organismos eucariotas, la 
integración cromosómica es un mecanismo común para la replicación del ADN. 
 
Para la transfección estable de células de mamífero, una pequeña fracción de células puede integrar el ADN 40 
introducido en sus genomas. El vector de expresión y el método de transfección utilizados pueden ser factores que 
contribuyen a un evento de integración exitoso. Para la amplificación estable y la expresión de una proteína deseada, 
un vector que contiene ADN que codifica una proteína de interés se integra de manera estable en el genoma de las 
células eucariotas (por ejemplo, células de mamífero, como las células del bulbo final del folículo piloso), lo que da 
como resultado expresión estable de genes transfectados. Se puede introducir una secuencia de ácidos nucleicos 45 
exógeno en una célula (tal como una célula de mamífero, ya sea una célula primaria o secundaria) mediante 
recombinación homóloga como se describe en la Patente de los Estados Unidos 5,641,670. 
 
Un gen que codifica un marcador seleccionable (por ejemplo, resistencia a antibióticos o fármacos, como ampicilina, 
neomicina, G418 e higromicina) puede introducirse en células huésped junto con el gen de interés para identificar y 50 
seleccionar clones que expresan de forma estable un gen que codifica una proteína de interés. El gen que codifica un 
marcador seleccionable puede introducirse en una célula huésped en el mismo plásmido que el gen de interés o puede 
introducirse en un plásmido separado. Las células que contienen el gen de interés pueden identificarse mediante la 
selección del fármaco en el que las células que han incorporado el gen marcador seleccionable sobrevivirán en 
presencia del fármaco. Las células que no han incorporado el gen para el marcador seleccionable mueren. Las células 55 
supervivientes pueden seleccionarse para la producción de la molécula de proteína deseada (por ejemplo, una 
proteína codificada por un gen, como Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2). 
 
Transfección celular 
 60 
Se puede usar un vector de expresión eucariota para transfectar células para producir proteínas codificadas por 
secuencias de nucleótidos del vector. Las células de mamífero (como las células aisladas del bulbo piloso; por ejemplo, 
las células de la vaina dérmica y las células de la papila dérmica) pueden contener un vector de expresión (por ejemplo, 
uno que contiene un gen que codifica una proteína Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 o polipéptido) mediante la introducción 
del vector de expresión en una célula huésped apropiada mediante métodos conocidos en la técnica. 65 
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Se puede elegir una cepa de la célula huésped por su capacidad para modular la expresión de las secuencias 
insertadas o para procesar el polipéptido expresado codificado por un gen, tal como un gen Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 
2, de la manera deseada. Dichas modificaciones del polipéptido incluyen, pero no se limitan a, acetilación, 
carboxilación, glicosilación, fosforilación, lipidación y acilación. El procesamiento postraducción que escinde una forma 
"prepro" del polipéptido también puede usarse para facilitar la inserción, plegamiento y/o función correctos. Las 5 
diferentes células huésped que tienen maquinaria celular específica y mecanismos característicos para actividades 
postraduccionales (por ejemplo, CHO, HeLa, MDCK, HEK293 y WI38) están disponibles en la American Type Culture 
Collection (ATCC; 10801 University Boulevard, Manassas, Va. 20110-2209) y puede elegirse para garantizar la 
correcta modificación y procesamiento de la proteína extraña. 
 10 
Se puede introducir un ácido nucleico exógeno en una célula mediante una variedad de técnicas conocidas en la 
técnica, tales como lipofección, microinyección, precipitación con fosfato cálcico o cloruro cálcico, transfección 
mediada por DEAE-dextrano o electroporación. La electroporación se lleva a cabo a un voltaje y capacitancia 
aproximados para dar como resultado la entrada de las construcciones de ADN en las células de interés (como las 
células del bulbo terminal de un folículo piloso, por ejemplo, las células de la papila dérmica o las células de la vaina 15 
dérmica). Otros métodos de transfección también incluyen precipitación de fosfato de calcio modificada, precipitación 
de polibreno, fusión de liposomas y administración de genes mediada por receptores. 
 
Las células que serán manipuladas genéticamente pueden ser células primarias y secundarias obtenidas de diversos 
tejidos, e incluyen tipos de células que pueden mantenerse y propagarse en cultivo. Ejemplos no limitantes de células 20 
primarias y secundarias incluyen células epiteliales (por ejemplo, células de la papila dérmica, células del folículo 
piloso, células de la vaina de la raíz interna, células de la vaina de la raíz externa, células de la glándula sebácea, 
células de la matriz epidérmica), células neurales, células endoteliales, células gliales, fibroblastos, células musculares 
(como los mioblastos) queratinocitos, elementos formados de la sangre (por ejemplo, linfocitos, células de la médula 
ósea) y precursores de estos tipos de células somáticas. 25 
 
El tejido de vertebrados se puede obtener mediante métodos conocidos por un experto en la técnica, tales como 
biopsia por punción u otros métodos quirúrgicos para obtener una fuente de tejido del tipo de célula primaria de interés. 
En una realización, se puede usar una biopsia por punción o extracción para obtener una fuente de queratinocitos, 
fibroblastos, células endoteliales o células mesenquimales (por ejemplo, células del folículo piloso o células de la papila 30 
dérmica). En otra realización, la extracción de un folículo piloso puede usarse para obtener una fuente de fibroblastos, 
queratinocitos, células endoteliales o células mesenquimales (por ejemplo, células del folículo piloso o células de la 
papila dérmica). Se puede obtener una mezcla de células primarias del tejido, utilizando métodos fácilmente 
practicados en la técnica, tales como explantación o digestión enzimática (por ejemplo, utilizando enzimas tales como 
pronasa, tripsina, colagenasa, elastasa dispasa y quimotripsina). También se describen métodos de biopsia en la 35 
Publicación de Solicitud de Patente de los Estados Unidos 2004/0057937 y la Publicación de Solicitud PCT WO 
2001/32840. 
 
Las células primarias se pueden adquirir del individuo al que se administran las células primarias o secundarias 
genéticamente modificadas. Sin embargo, las células primarias también se pueden obtener de un donante, que no 40 
sea el receptor, de la misma especie. Las células también se pueden obtener de otra especie (por ejemplo, conejo, 
gato, ratón, rata, oveja, cabra, perro, caballo, vaca, ave o cerdo). Las células primarias también pueden incluir células 
de una fuente de tejido de vertebrado aislada cultivada unida a un sustrato de cultivo de tejido (por ejemplo, matraz o 
placa) o cultivada en una suspensión; células presentes en un explante derivado de tejido; los dos tipos de células 
mencionados anteriormente se platearon por primera vez; y suspensiones de cultivo celular derivadas de estas células 45 
en placa. Las células secundarias pueden ser células primarias en placa que se eliminan del sustrato de cultivo y se 
vuelven a colocar, o se pasan, además de las células de los pasajes posteriores. Las células secundarias pueden 
pasarse una o más veces. Estas células primarias o secundarias pueden contener vectores de expresión que tienen 
un gen que codifica una proteína de interés (por ejemplo, una proteína o polipéptido Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2). 
 50 
Cultivo celular 
 
Se pueden usar diversos parámetros de cultivo con respecto a la célula huésped que se está cultivando. Las 
condiciones de cultivo apropiadas para células de mamífero son bien conocidas en la técnica (Cleveland WL, et al., J 
Immunol Methods, 1983, 56(2): 221-234) o pueden ser determinadas por un experto en la materia (véase, por ejemplo, 55 
Animal Cell Culture: A Practical Approach 2nd Ed., Rickwood, D. and Hames, BD, eds. (Oxford University Press: Nueva 
York, 1992). Las condiciones de cultivo celular pueden variar según el tipo de célula huésped seleccionada. Se puede 
utilizar medio comercialmente disponible. Ejemplos no limitativos de medio incluyen, por ejemplo, Medio Mínimo 
Esencial (MEM, Sigma, St. Louis, MO); Medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM, Sigma); medio de Ham F10 
(Sigma); Medio de cultivo celular HyClone (HyClone, Logan, Utah); Medio RPMI-1640 (Sigma); y medios definidos 60 
químicamente (CD), que están formulados para diversos tipos de células, por ejemplo, medio CD-CHO (Invitrogen, 
Carlsbad, CA). 
 
Los medios de cultivo celular pueden complementarse según sea necesario con componentes o ingredientes 
suplementarios, que incluyen componentes opcionales, en concentraciones o cantidades apropiadas, según sea 65 
necesario o deseado. Las soluciones de medio de cultivo celular proporcionan al menos un componente de una o más 
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de las siguientes categorías: (1) una fuente de energía, generalmente en forma de un carbohidrato tal como glucosa; 
(2) todos los aminoácidos esenciales, y generalmente el conjunto básico de veinte aminoácidos más cisteína; (3) 
vitaminas y/u otros compuestos orgánicos requeridos a bajas concentraciones; (4) ácidos grasos libres o lípidos, por 
ejemplo ácido linoleico; y (5) oligoelementos, donde los oligoelementos se definen como compuestos inorgánicos o 
elementos naturales que pueden requerirse a concentraciones muy bajas, generalmente en el rango micromolar. 5 
 
El medio también se puede suplementar electivamente con uno o más componentes de cualquiera de las siguientes 
categorías: (1) sales, por ejemplo, magnesio, calcio y fosfato; (2) hormonas y otros factores de crecimiento tales como 
suero, insulina, transferrina y factor de crecimiento epidérmico; (3) hidrolizados de proteínas y tejidos, por ejemplo 
peptona o mezclas de peptonas que se pueden obtener a partir de gelatina purificada, material vegetal o subproductos 10 
animales; (4) nucleósidos y bases tales como adenosina, timidina e hipoxantina; (5) reguladores, como HEPES; (6) 
antibióticos, como gentamicina o ampicilina; (7) agentes protectores de células, por ejemplo poliol plurónico; y (8) 
galactosa. En una realización, se pueden agregar factores solubles al medio de cultivo. 
 
El cultivo de células de mamífero que puede usarse con la presente descripción se prepara en un medio adecuado 15 
para el tipo de célula que se cultiva. En una realización, el medio de cultivo celular puede ser cualquiera de los 
discutidos previamente (por ejemplo, MEM) que se complementa con suero de una fuente de mamífero (por ejemplo, 
suero fetal bovino (FBS)). En otra realización, el medio puede ser un medio acondicionado para sostener el crecimiento 
de células epiteliales o células obtenidas del bulbo piloso de un folículo piloso (tales como células de la papila dérmica 
o células de la vaina dérmica). Por ejemplo, las células epiteliales se pueden cultivar de acuerdo con Barnes y Mather 20 
en Animal Cell Culture Methods (Academic Press, 1998). En una realización adicional, las células epiteliales o las 
células del folículo piloso pueden transfectarse con vectores de ADN que contienen genes que codifican un polipéptido 
o proteína de interés (por ejemplo, una proteína o polipéptido Jak 1 Jak 2, Stat 1 o Stat 2). En otras realizaciones, las 
células se cultivan en un cultivo en suspensión (por ejemplo, un cultivo tridimensional tal como un cultivo en gota 
colgante) en presencia de una cantidad efectiva de enzima, en donde el sustrato enzimático es una molécula de matriz 25 
extracelular en el cultivo en suspensión. Por ejemplo, la enzima puede ser una hialuronidasa. Las células epiteliales o 
las células del folículo piloso se pueden cultivar de acuerdo con métodos practicados en la técnica, por ejemplo, como 
los descritos en la Publicación de Solicitud PCT WO 2004/044188 y en la Publicación de Solicitud de Patente de los 
Estados Unidos No. 2005/0272150, o según lo descrito por Harris en el Manual in Practical Animal Cell Biology: 
Epithelial Cell Culture (Cambridge Univ. Press, Gran Bretaña; 1996; véase Capítulo 8). 30 
 
Un cultivo en suspensión es un tipo de cultivo en el que las células, o agregados de células (tales como agregados de 
células DP), se multiplican mientras se suspenden en medio líquido. Un cultivo en suspensión que comprende células 
de mamífero puede usarse para el mantenimiento de tipos de células que no se adhieren o para permitir que las 
células manifiesten características celulares específicas que no se ven en la forma adherente. Algunos tipos de cultivos 35 
en suspensión pueden incluir cultivos tridimensionales o un cultivo de gota colgante. Un cultivo de gota colgante es un 
cultivo en el que el material que se va a cultivar se inocula en una gota de fluido unida a una superficie plana (como 
un cubreobjetos, portaobjetos de vidrio, placa de Petri, matraz y similares), y se puede invertir sobre una superficie 
hueca. Las células en una gota colgante pueden agregarse hacia el centro colgante de una gota como resultado de la 
gravedad. Sin embargo, de acuerdo con los métodos descritos aquí, las células cultivadas en presencia de una 40 
proteína que degrada la matriz extracelular (como colagenasa, condroitinasa, hialuronidasa y similares) se volverán 
más compactas y agregadas dentro del cultivo de gotas colgantes, la degradación de la ECM permitirá que las células 
se acerquen entre sí, ya que habrá menos ECM presente. Véase también la Publicación Internacional PCT No. 
WO2007/100870. 
 45 
Las células obtenidas del bulbo piloso de un folículo piloso (como las células de la papila dérmica o las células de la 
vaina dérmica) se pueden cultivar como una población única y homogénea (por ejemplo, que comprende células DP) 
en un cultivo de gotas colgantes para generar un agregado de células DP. Las células también se pueden cultivar 
como una población heterogénea (por ejemplo, que comprende células DP y DS) en un cultivo de gotas colgantes 
para generar un agregado quimérico de células DP y DS. Las células epiteliales se pueden cultivar como una 50 
monocapa a la confluencia como se practica en la técnica. Dichos métodos de cultivo pueden llevarse a cabo 
esencialmente de acuerdo con los métodos descritos en el Capítulo 8 del Handbook in Practical Animal Cell Biology: 
Epithelial Cell Culture (Cambridge Univ. Press, Gran Bretaña; 1996); Underhill CB, J Invest Dermatol, 1993, 101(6): 
820-6); en Armstrong and Armstrong, (1990) J Cell Biol 110: 1439-55; o en Animal Cell Culture Methods (Academic 
Press, 1998). 55 
 
Los cultivos tridimensionales pueden formarse a partir de agar (tal como el agar de Gey), hidrogeles (tales como 
matrigel, agarosa y similares; Lee et al., (2004) Biomaterials 25: 2461-2466) o polímeros que están entrecruzados. 
Estos polímeros pueden comprender polímeros naturales y sus derivados, polímeros sintéticos y sus derivados, o una 
combinación de los mismos. Los polímeros naturales pueden ser polímeros aniónicos, polímeros catiónicos, polímeros 60 
anfipáticos o polímeros neutros. Ejemplos no limitativos de polímeros aniónicos pueden incluir ácido hialurónico, ácido 
algínico (alginato), carragenano, sulfato de condroitina, sulfato de dextrano y pectina. Algunos ejemplos de polímeros 
catiónicos incluyen, entre otros, quitosano o polilisina. (Peppas et al., (2006) Adv Mater. 18: 1345-60; Hoffman, A.S., 
(2002) Adv Drug Deliv Rev. 43: 3-12; Hoffman, A.S., (2001) Ann NY Acad Sci 944: 62-73). Ejemplos de polímeros 
anfipáticos pueden incluir, entre otros, colágeno, gelatina, fibrina y carboximetil quitina. Ejemplos no limitativos de 65 
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polímeros neutros pueden incluir dextrano, agarosa o pululano. (Peppas et al., (2006) Adv Mater. 18: 1345-60; 
Hoffman, A.S., (2002) Adv Drug Deliv Rev. 43: 3-12; Hoffman, A.S., (2001) Ann NY Acad Sci 944: 62 -73). 
 
Las células adecuadas para el cultivo de acuerdo con los métodos descritos aquí pueden albergar vectores de 
expresión introducidos, tales como plásmidos. Las construcciones del vector de expresión se pueden introducir 5 
mediante transformación, microinyección, transfección, lipofección, electroporación o infección. Los vectores de 
expresión pueden contener secuencias de codificación, o porciones de las mismas, que codifican las proteínas para 
expresión y producción. Los vectores de expresión que contienen secuencias que codifican las proteínas y polipéptidos 
producidos, así como los elementos de control de transcripción y traducción apropiados, pueden generarse usando 
métodos bien conocidos y practicados por los expertos en la materia. Estos métodos incluyen técnicas sintéticas, 10 
técnicas de ADN recombinante in vitro y recombinación genética in vivo que se describen en J. Sambrook et al., 2001, 
Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, Plainview, NY y en FM Ausubel et al., 1989, 
Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Nueva York, N.Y. 
 
Obtención y purificación de polipéptidos 15 
 
Una molécula de polipéptido codificada por un gen, tal como un gen Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2, o una variante del 
mismo, puede obtenerse mediante purificación a partir de células humanas que expresan una proteína o polipéptido 
codificado por un Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 mediante expresión in vitro o in vivo de una secuencia de ácidos nucleicos 
que codifica una proteína o polipéptido Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2; o por síntesis química directa. 20 
 
Detección de la expresión del polipéptido. Las células huésped que contienen un ácido nucleico que codifica una 
proteína o polipéptido Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2, y que posteriormente expresan una proteína codificada por un gen 
Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2, pueden identificarse mediante diversos procedimientos. conocido por los expertos en la 
materia. Estos procedimientos incluyen, entre otros, hibridaciones de ADN-ADN o ADN-ARN y técnicas de bioensayo 25 
o inmunoensayo de proteínas que incluyen tecnologías basadas en chips, membranas o soluciones para la detección 
y/o cuantificación de ácidos nucleicos o proteínas. Por ejemplo, la presencia de un ácido nucleico que codifica una 
proteína o polipéptido Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 puede detectarse mediante hibridación o amplificación de ADN-
ADN o ADN-ARN usando sondas o fragmentos de ácidos nucleicos que codifican una Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 
proteína o polipéptido. En una realización, un fragmento de un ácido nucleico de un gen Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 30 
puede abarcar cualquier porción de al menos aproximadamente 8 nucleótidos consecutivos de SEQ ID NO: 2, 4, 6 u 
8. En otra realización, el fragmento puede comprender al menos aproximadamente 10 nucleótidos consecutivos, al 
menos aproximadamente 15 nucleótidos consecutivos, al menos aproximadamente 20 nucleótidos consecutivos, o al 
menos aproximadamente 30 nucleótidos consecutivos de SEQ ID NO: 2, 4, 6 u 8. Los fragmentos pueden incluir todas 
las longitudes posibles de nucleótidos entre aproximadamente 8 y aproximadamente 100 nucleótidos, por ejemplo, 35 
longitudes entre aproximadamente 15 y aproximadamente 100 nucleótidos, o entre aproximadamente 20 y 
aproximadamente 100 nucleótidos. Los ensayos basados en amplificación de ácido nucleico implican el uso de 
oligonucleótidos seleccionados de secuencias que codifican un polipéptido codificado por un gen Jak 1, Jak 2, Stat 1 
o Stat 2 para detectar transformantes que contienen un ácido nucleico que codifica un Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 
proteínas o polipéptidos. 40 
 
Los protocolos para detectar y medir la expresión de un polipéptido codificado por un gen, tal como un gen Jak 1, Jak 
2, Stat 1 o Stat 2, usando anticuerpos policlonales o monoclonales específicos para el polipéptido están bien 
establecidos. Ejemplos no limitantes incluyen el ensayo de inmunosorción ligada a enzimas (ELISA), 
radioinmunoensayo (RIA) y clasificación de células activadas por fluorescencia (FACS). Se puede usar un 45 
inmunoensayo monoclonal de dos sitios que usa anticuerpos monoclonales reactivos a dos epítopos no interferentes 
en un polipéptido codificado por un gen, como un gen Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2, o se puede emplear un ensayo de 
unión competitiva. 
 
Las técnicas de marcado y conjugación son conocidas por los expertos en la técnica y pueden usarse en diversos 50 
ensayos de ácidos nucleicos y aminoácidos. Los métodos para producir hibridación marcada o sondas de PCR para 
detectar secuencias relacionadas con secuencias de ácido nucleico que codifican una proteína, como Jak 1, Jak 2, 
Stat 1 o Stat 2, incluyen, pero no se limitan a, oligoetiquetado, traducción de muesca, etiquetado final, o amplificación 
por PCR usando un nucleótido marcado. Alternativamente, las secuencias de ácido nucleico que codifican un 
polipéptido codificado por un gen, como un gen Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2, pueden clonarse en un vector para la 55 
producción de una sonda de ARNm. Dichos vectores son conocidos en la técnica, están disponibles comercialmente 
y pueden usarse para sintetizar sondas de ARN in vitro mediante la adición de nucleótidos marcados y una ARN 
polimerasa apropiada tal como T7, T3 o SP6. Estos procedimientos pueden llevarse a cabo utilizando una variedad 
de kits disponibles comercialmente (Amersham Pharmacia Biotech, Promega y US Biochemical). Las moléculas o 
etiquetas indicadoras adecuadas que pueden usarse para facilitar la detección incluyen radionúclidos, enzimas y 60 
agentes fluorescentes, quimioluminiscentes o cromogénicos, así como sustratos, cofactores, inhibidores y/o partículas 
magnéticas. 
 
Expresión y purificación de polipéptidos. Las células huésped transformadas con una secuencia de ácidos nucleicos 
que codifica un polipéptido, como Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2, pueden cultivarse en condiciones adecuadas para la 65 
expresión y recuperación de la proteína del cultivo celular. El polipéptido producido por una célula transformada se 
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puede secretar o contener intracelularmente dependiendo de la secuencia y/o el vector utilizado. Los vectores de 
expresión que contienen una secuencia de ácidos nucleicos que codifica un polipéptido, como Jak 1, Jak 2, Stat 1 o 
Stat 2, pueden diseñarse para contener secuencias de señal que dirijan la secreción de moléculas de polipéptidos 
solubles codificadas por un gen, como Jak 1, Jak 2, el gen Stat 1 o Stat 2, o una variante del mismo, a través de una 
membrana celular procariota o eucariota o que dirigen la inserción de la membrana de una molécula de polipéptido 5 
unida a la membrana codificada por un gen Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 o una variante en esto. 
 
Se pueden usar también otras construcciones para unir una secuencia génica que codifica un polipéptido Jak 1, Jak 
2, Stat 1 o Stat 2 a una secuencia de nucleótidos que codifica un dominio polipeptídico que facilitará la purificación de 
proteínas solubles. Dichos dominios que facilitan la purificación incluyen, pero no se limitan a, péptidos quelantes de 10 
metales tales como módulos de histidina-triptófano que permiten la purificación en metales inmovilizados, dominios de 
proteína A que permiten la purificación en inmunoglobulina inmovilizada y el dominio utilizado en el sistema de 
purificación de afinidad/extensión de FLAGS (Immunex Corp., Seattle, Washington). Incluyendo secuencias 
enlazadoras escindibles (es decir, aquellas específicas para Factor Xa o enteroquinasa (Invitrogen, San Diego, 
California)) entre el dominio de purificación y un polipéptido codificado por un gen Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 también 15 
se puede usar para facilitar la purificación. Uno de tales vectores de expresión proporciona la expresión de una proteína 
de fusión que contiene un polipéptido codificado por un gen Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 y 6 residuos de histidina que 
preceden a un sitio de escisión de tiorredoxina o enteroquinasa. Los residuos de histidina facilitan la purificación por 
cromatografía de afinidad de iones metálicos inmovilizados, mientras que el sitio de escisión de enteroquinasa 
proporciona un medio para purificar el polipéptido codificado por un gen Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2. 20 
 
Un polipéptido Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 se puede purificar de cualquier célula humana o no humana que exprese 
el polipéptido, incluidas las que se han transfectado con construcciones de expresión que expresan un Jak 1, Jak 2, 
Stat 1 o proteína Stat 2. Una proteína Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 purificada se puede separar de otros compuestos 
que normalmente se asocian con una proteína codificada por un gen Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 en la célula, como 25 
ciertas proteínas, carbohidratos, o lípidos, utilizando métodos practicados en la técnica. Los métodos no limitantes 
incluyen cromatografía de exclusión por tamaño, fraccionamiento con sulfato de amonio, cromatografía de intercambio 
iónico, cromatografía de afinidad y electroforesis en gel preparativa. 
 
Síntesis química. Las secuencias de ácido nucleico que comprenden un gen, tal como un gen Jak 1, Jak 2, Stat 1 o 30 
Stat 2, que codifica un polipéptido pueden sintetizarse, total o parcialmente, usando métodos químicos conocidos en 
la técnica. Alternativamente, se puede producir un polipéptido, como Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2, utilizando métodos 
químicos para sintetizar su secuencia de aminoácidos, tal como por síntesis directa de péptidos utilizando técnicas de 
fase sólida. La síntesis de proteínas puede realizarse utilizando técnicas manuales o por automatización. La síntesis 
automatizada se puede lograr, por ejemplo, usando el Sintetizador de Péptidos 431A de Applied Biosystems (Perkin 35 
Elmer). Opcionalmente, los fragmentos de polipéptidos Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 se pueden sintetizar y combinar 
por separado utilizando métodos químicos para producir una molécula de longitud completa. En una realización, un 
fragmento de una secuencia de ácidos nucleicos que comprende un gen Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 puede abarcar 
cualquier porción de al menos aproximadamente 8 nucleótidos consecutivos de SEQ ID NO: 2, 4, 6 u 8. En una 
realización, el fragmento puede comprender al menos aproximadamente 10 nucleótidos, al menos aproximadamente 40 
15 nucleótidos, al menos aproximadamente 20 nucleótidos o al menos aproximadamente 30 nucleótidos de SEQ ID 
NO: 2, 4, 6 u 8. Los fragmentos incluyen todas las posibles longitudes de nucleótidos entre aproximadamente 8 y 
aproximadamente 100 nucleótidos, por ejemplo, longitudes entre aproximadamente 15 y aproximadamente 100 
nucleótidos, o entre aproximadamente 20 y aproximadamente 100 nucleótidos. 
 45 
Un fragmento Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 puede ser un fragmento de una proteína, como Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 
2. Por ejemplo, Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 el fragmento puede abarcar cualquier porción de al menos 
aproximadamente 8 aminoácidos consecutivos de SEQ ID NO: 1, 3, 5 o 7. El fragmento puede comprender al menos 
aproximadamente 10 aminoácidos consecutivos, al menos aproximadamente 20 aminoácidos consecutivos, al menos 
aproximadamente 30 aminoácidos consecutivos, al menos aproximadamente 40 aminoácidos consecutivos, al menos 50 
aproximadamente 50 aminoácidos consecutivos, al menos aproximadamente 60 aminoácidos consecutivos, al menos 
aproximadamente 70 aminoácidos consecutivos, o al menos aproximadamente 75 aminoácidos consecutivos de SEQ 
ID NO: 1, 3, 5 o 7. Los fragmentos incluyen todas las longitudes de aminoácidos posibles entre aproximadamente 8 y 
100 aproximadamente aminoácidos, por ejemplo, longitudes entre aproximadamente 10 y aproximadamente 100 
aminoácidos, entre aproximadamente 15 y aproximadamente 100 aminoácidos, entre aproximadamente 20 y 55 
aproximadamente 100 aminoácidos, entre aproximadamente 35 y aproximadamente 100 aminoácidos, entre 
aproximadamente 40 y aproximadamente 100 aminoácidos ácidos, entre aproximadamente 50 y aproximadamente 
100 aminoácidos, entre aproximadamente 70 y aproximadamente 100 aminoácidos, entre aproximadamente 75 y 
aproximadamente 100 aminoácidos, o entre aproximadamente 80 y aproximadamente 100 aminoácidos. 
 60 
Un péptido sintético puede purificarse sustancialmente mediante cromatografía líquida de alta resolución (HPLC). La 
composición de un polipéptido sintético de Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 puede confirmarse mediante análisis de 
aminoácidos o secuenciación. Además, cualquier porción de una secuencia de aminoácidos que comprende una 
proteína codificada por un gen Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 puede alterarse durante la síntesis directa y/o combinarse 
usando métodos químicos con secuencias de otras proteínas para producir un polipéptido variante o una proteína de 65 
fusión. 
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Identificación de compuestos moduladores Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 
 
La divulgación se refiere a métodos para identificar compuestos que pueden usarse para controlar y/o regular el 
crecimiento del cabello (por ejemplo, la densidad del cabello) o la pigmentación del cabello en un sujeto. Dado que la 5 
divulgación ha proporcionado la identificación de los genes enumerados aquí como genes asociados con un trastorno 
de pérdida de cabello, la divulgación también proporciona métodos para identificar compuestos que modulan la 
expresión o actividad de un gen y/o proteína de Jak 1, Jak 2, Stat 1o Stat 2. Además, la divulgación proporciona 
métodos para identificar compuestos que pueden usarse para el tratamiento de un trastorno de pérdida de cabello. La 
divulgación también se refiere a métodos para identificar compuestos que pueden usarse para el tratamiento de la 10 
hipotricosis (por ejemplo, hipotricosis simple hereditaria (HHS)). Ejemplos no limitantes de trastornos de pérdida de 
cabello incluyen: alopecia androgenética, alopecia areata, efluvio telógeno, alopecia areata, alopecia total y alopecia 
universal. Los métodos pueden comprender la identificación de compuestos o agentes de prueba (por ejemplo, 
péptidos (como anticuerpos o fragmentos de los mismos), moléculas pequeñas, ácidos nucleicos (como ARNsi o ARN 
antisentido) u otros agentes) que pueden unirse a una molécula de polipéptido codificada por un gen Jak 1, Jak 2, Stat 15 
1 o Stat 2 y/o tienen un efecto estimulante o inhibidor sobre la actividad biológica de una proteína codificada por un 
gen Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 o su expresión, y posteriormente determinar si estos compuestos pueden regular el 
crecimiento del cabello en un sujeto o pueden tener un efecto sobre los síntomas asociados con los trastornos de 
pérdida de cabello en un ensayo in vivo (es decir, examinar un aumento o reducción en el crecimiento del cabello). 
 20 
Tal como se usa en el presente documento, un "compuesto modulador Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2" se refiere a un 
compuesto que interactúa con un gen Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 o un Jak 1, Jak 2, Stat 1 o proteína o polipéptido 
Stat 2 y modula su actividad y/o su expresión. El compuesto puede aumentar la actividad o la expresión de una proteína 
codificada por un gen Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2. Por el contrario, el compuesto puede disminuir la actividad o 
expresión de una proteína codificada por un gen Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2. El compuesto puede ser un agonista de 25 
Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 o un antagonista de Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 (por ejemplo, un inhibidor de Jak1, un 
inhibidor de Jak2, un inhibidor de Stat1 o un inhibidor de Stat2). Algunos ejemplos no limitantes de compuestos 
moduladores de Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 incluyen péptidos (como fragmentos de péptidos que comprenden un 
polipéptido codificado por un gen Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2, o anticuerpos o fragmentos de los mismos), moléculas 
pequeñas y ácidos nucleicos (como ARNsi o ARN antisentido específicos para un ácido nucleico que comprende un 30 
gen Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2). Los agonistas de una proteína Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 pueden ser moléculas 
que, cuando se unen a una proteína Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2, aumentan o prolongan la actividad de una proteína 
Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2. Los agonistas de Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 incluyen, pero no se limitan a, proteínas, 
ácidos nucleicos, moléculas pequeñas o cualquier otra molécula que active una proteína Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2. 
Los antagonistas de una proteína Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 pueden ser moléculas que, cuando se unen a una 35 
proteína Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2, disminuyen la cantidad o la duración de la actividad de una proteína Jak 1, Jak 
2, Stat 1 o Stat 2. Los antagonistas incluyen proteínas, ácidos nucleicos, anticuerpos, moléculas pequeñas o cualquier 
otra molécula que disminuya la actividad de una proteína Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2. 
 
El término "modular", como aparece aquí, se refiere a un cambio en la actividad o expresión de un gen o proteína de 40 
Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2. Por ejemplo, la modulación puede causar un aumento o una disminución de la actividad 
proteica, las características de unión o cualquier otra propiedad biológica, funcional o inmunológica de una proteína 
Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2. 
 
En una realización, un compuesto modulador Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 puede ser un fragmento peptídico de una 45 
proteína Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 que se une a la proteína. Por ejemplo, el polipéptido Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 
puede abarcar cualquier porción de al menos aproximadamente 8 aminoácidos consecutivos de SEQ ID NO: 1, 3, 5 o 
7. El fragmento puede comprender al menos aproximadamente 10 consecutivos aminoácidos, al menos 
aproximadamente 20 aminoácidos consecutivos, al menos aproximadamente 30 aminoácidos consecutivos, al menos 
aproximadamente 40 aminoácidos consecutivos, al menos aproximadamente 50 aminoácidos consecutivos, al menos 50 
aproximadamente 60 aminoácidos consecutivos, o al menos aproximadamente 75 aminoácidos consecutivos ácidos 
de SEQ ID NO: 1, 3, 5 o 7. Los fragmentos incluyen todas las longitudes de aminoácidos posibles entre 
aproximadamente 8 y aproximadamente 100 aminoácidos, por ejemplo, longitudes entre aproximadamente 10 y 
aproximadamente 100 aminoácidos, entre aproximadamente 15 y aproximadamente 100 aminoácidos, entre 
aproximadamente 20 y aproximadamente 100 aminoácidos, entre aproximadamente 35 y aproximadamente 100 55 
aminoácidos, entre aproximadamente 40 y aproximadamente 100 aminoácidos, entre aproximadamente 50 y 
aproximadamente 100 aminoácidos, entre aproximadamente 70 y aproximadamente 100 aminoácidos, entre 
aproximadamente 75 y aproximadamente 100 aminoácidos, o b entre aproximadamente 80 y aproximadamente 100 
aminoácidos. Estos fragmentos de péptidos pueden obtenerse comercialmente o sintetizarse a través de métodos de 
síntesis en fase líquida o en fase sólida (Atherton et al., (1989) Solid Phase Peptide Synthesis: a Practical Approach. 60 
IRL Press, Oxford, Inglaterra). Los fragmentos peptídicos Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 pueden aislarse de una fuente 
natural, manipulados genéticamente o preparados químicamente. Estos métodos son bien conocidos en la técnica. 
 
Un compuesto modulador Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 puede ser una proteína, tal como un anticuerpo (monoclonal, 
policlonal, humanizado, quimérico o completamente humano), o un fragmento de unión del mismo, dirigido contra un 65 
polipéptido codificado por un gen Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2. Un fragmento de anticuerpo puede ser una forma de un 
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anticuerpo diferente a la forma de longitud completa e incluye porciones o componentes que existen dentro de los 
anticuerpos de longitud completa, además de los fragmentos de anticuerpos que han sido diseñados. Los fragmentos 
de anticuerpos pueden incluir, entre otros, Fv de cadena sencilla (scFv), diacuerpos, Fv y (Fab')2, triacuerpos, Fc, Fab, 
CDR1, CDR2, CDR3, combinaciones de CDR, regiones variables, tetracuerpos, anticuerpos híbridos bifuncionales, 
regiones marco, regiones constantes y similares (véase, Maynard et al., (2000) Ann. Rev. Biomed. Eng. 2: 339-76; 5 
Hudson (1998) Curr. Opin. Biotechnol. 9: 395-402). Los anticuerpos pueden obtenerse comercialmente, generarse a 
medida o sintetizarse contra un antígeno de interés de acuerdo con los métodos establecidos en la técnica (Janeway 
et al., (2001) Immunobiology, 5ª ed., Garland Publishing). En una realización, un anticuerpo o fragmento de unión del 
mismo se dirige contra la SEQ ID NO: 1, 3, 5 o 7. Los anticuerpos pueden obtenerse comercialmente, generarse a 
medida o sintetizarse contra un antígeno de interés de acuerdo con los métodos establecidos en la técnica (Janeway 10 
et al., (2001) Immunobiology, 5ª ed., Garland Publishing). Por ejemplo, los anticuerpos dirigidos a Jak 1, Jak 2, Stat 1 
o Stat 2 pueden obtenerse comercialmente de Abcam, Santa Cruz Biotechnology, Abnova Corp., BD Biosciences, 
Antigenix America Inc., etc. Los anticuerpos humanos dirigidos a Jak 1, Jak 2, Stat 1, o Stat 2 (como los anticuerpos 
monoclonales, humanizados o quiméricos) pueden ser terapias de anticuerpos útiles para uso en humanos. 
 15 
La inhibición del ARN que codifica un polipéptido codificado por un gen Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 puede modular 
efectivamente la expresión de un gen Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 a partir del cual se transcribe el ARN. Los inhibidores 
se seleccionan del grupo que comprende: ARNsi; ARN interferente o ARNi; ARNds; ADN transcripto de ARN 
polimerasa III; ribozimas; y ácidos nucleicos antisentido, que pueden ser ARN, ADN o un ácido nucleico artificial. 
 20 
Los oligonucleótidos antisentido, que incluyen moléculas de ADN, ARN y ADN/ARN antisentido, actúan para bloquear 
directamente la traducción de ARNm uniéndose al ARNm diana y evitando la traducción de proteínas. Por ejemplo, 
los oligonucleótidos antisentido de al menos aproximadamente 15 bases y complementarios a regiones únicas de la 
secuencia de ADN que codifica un polipéptido codificado por un gen Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 pueden sintetizarse, 
por ejemplo, mediante técnicas convencionales de fosfodiéster (Dallas et al. al., (2006) Med. Sci. Monit. 12(4): RA67-25 
74; Kalota et al., (2006) Handb. Exp. Pharmacol. 173: 173-96; Lutzelburger et al., (2006) Handb Exp. Pharmacol. 173: 
243-59). Las secuencias de nucleótidos antisentido incluyen, pero no se limitan a: morfolinos, polinucleótidos de 2'-O-
metilo, ADN, ARN y similares. 
 
El ARNsi comprende una estructura bicatenaria que contiene de aproximadamente 15 a aproximadamente 50 pares 30 
de bases, por ejemplo de aproximadamente 21 a aproximadamente 25 pares de bases, y que tiene una secuencia de 
nucleótidos idéntica o casi idéntica a un gen o ARN objetivo expresado dentro de la célula. El ARNsi comprende una 
cadena de ARN con sentido y una cadena de ARN antisentido complementaria recocida por interacciones estándar 
de emparejamiento de bases Watson-Crick. La cadena sentido comprende una secuencia de ácidos nucleicos que es 
sustancialmente idéntica a una secuencia de ácidos nucleicos contenida dentro de la molécula de miARN diana. 35 
"Sustancialmente idéntico" a una secuencia objetivo contenida dentro del ARNm objetivo se refiere a una secuencia 
de ácidos nucleicos que difiere de la secuencia objetivo en aproximadamente un 3% o menos. Las cadenas sentido y 
antisentido del ARNsi pueden comprender dos moléculas de ARN monocatenarias complementarias, o pueden 
comprender una molécula única en la que dos porciones complementarias están emparejadas con bases y están 
unidas covalentemente por un área de "horquilla" monocatenaria. Véase también, McMnaus and Sharp (2002) Nat 40 
Rev Genetics, 3: 737-47, y Sen and Blau (2006) FASEB J., 20: 1293-99. 
 
El ARNsi puede ser ARN alterado que difiere del ARN natural mediante la adición, eliminación, sustitución y/o 
alteración de uno o más nucleótidos. Dichas alteraciones pueden incluir la adición de material no nucleotídico, como 
el (los) extremo(s) del ARNsi o uno o más nucleótidos internos del ARNsi, o modificaciones que hacen que el ARNsi 45 
sea resistente a la digestión de nucleasas, o la sustitución de uno o más más nucleótidos en el ARNsi con 
desoxirribonucleótidos. Una o ambas cadenas del ARNsi también pueden comprender un saliente 3'. Como se usa en 
el presente documento, un saliente 3' se refiere a al menos un nucleótido no apareado que se extiende desde el 
extremo 3' de una cadena de ARN duplicado. Por ejemplo, el ARNsi puede comprender al menos un saliente 3' de 1 
a aproximadamente 6 nucleótidos (que incluye ribonucleótidos o desoxirribonucleótidos) de longitud, o de 1 a 50 
aproximadamente 5 nucleótidos de longitud, o de 1 a aproximadamente 4 nucleótidos de longitud, o de 
aproximadamente 2 a aproximadamente 4 nucleótidos de longitud. Por ejemplo, cada cadena del ARNsi puede 
comprender voladizos 3' de ácido ditimidílico ("TT") o ácido diuridílico ("uu"). 
 
El ARNsi puede producirse química o biológicamente, o puede expresarse a partir de un plásmido recombinante o un 55 
vector viral (por ejemplo, véase la Patente de los Estados Unidos No. 7,294,504 y la Patente de los Estados Unidos 
No. 7,422,896). Métodos ejemplares para producir y probar moléculas de ARNds o ARNsi se describen en la 
Publicación de Solicitud de Patente de los Estados Unidos No. 2002/0173478 a Gewirtz, la Publicación de Solicitud 
de Patente de los Estados Unidos No. 2007/0072204 a Hannon et al., y en la Publicación de Solicitud de Patente los 
Estados Unidos No. 2004/0018176 a Reich et al. 60 
 
En una realización, se puede generar un ARNsi dirigido a una secuencia de ácidos nucleicos humana que comprende 
un gen Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 contra cualquiera de SEQ ID NOS: 2, 4, 6 u 8. En otra realización, un ARNsi dirigido 
a una secuencia de ácidos nucleicos humana que comprende un gen Jak 1 puede comprender cualquiera de las 
secuencias enumeradas en la Tabla 11. En otra realización, un ARNsi dirigido a una secuencia de ácidos nucleicos 65 
humana que comprende un gen Stat 1 puede comprender cualquiera de las secuencias enumeradas en la Tabla 12. 
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En otra realización, el ARNsi dirigido a Jak 1 se enumera en la Tabla 11. 

Tabla 11. 
 

Secuencias de ARNsi para Jak1 
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En otra realización, el ARNsi dirigido a Stat1 se enumera en la Tabla 12. 

Tabla 12. 
 

Secuencias de ARNsi para Stat1 
 

 

 
Los ADN transcritos con ARN polimerasa III contienen promotores, tales como el promotor U6. Estos ADN se pueden 
transcribir para producir pequeños ARN en horquilla en la célula que pueden funcionar como ARNsi o ARN lineales 
que pueden funcionar como ARN antisentido. El compuesto modulador Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 puede contener 5 
ribonucleótidos, desoxirribonucleótidos, nucleótidos sintéticos o cualquier combinación adecuada de manera que se 
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inhiba el ARN y/o gen diana. Además, estas formas de ácido nucleico pueden ser de cadena simple, doble, triple o 
cuádruple (véase, por ejemplo, Bass (2001) Nature, 411, 428 429; Elbashir et al., (2001) Nature, 411, 494 498; y las 
Publicaciones PCT Nos. WO 00/44895, WO 01/36646, WO 99/32619, WO 00/01846, WO 01/29058, WO 99/07409, 
WO 00/44914).  
 5 
Un compuesto modulador Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 puede ser una molécula pequeña que se une a una proteína 
Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 y altera su función, o, por el contrario, mejora su función. Las moléculas pequeñas son un 
grupo diverso de sustancias sintéticas y naturales que generalmente tienen pesos moleculares bajos. Se pueden aislar 
de fuentes naturales (por ejemplo, plantas, hongos, microbios y similares), se obtienen comercialmente y/o están 
disponibles como bibliotecas o colecciones, o se sintetizan. Las moléculas pequeñas candidatas que modulan una 10 
proteína Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 se pueden identificar mediante detección in silico o detección de alto rendimiento 
(HTP) de bibliotecas combinatorias. La mayoría de los productos farmacéuticos convencionales, como la aspirina, la 
penicilina y muchos quimioterapéuticos, son moléculas pequeñas, se pueden obtener comercialmente, se pueden 
sintetizar químicamente o se pueden obtener de bibliotecas aleatorias o combinatorias como se describe a 
continuación (Werner et al., (2006) Brief Funct. Genomic Proteomic 5(1): 32-6). 15 
 
Ejemplos no limitantes de inhibidores de Jak1/Jak2 incluyen: AG490 (Cáceres-Cortes, Anticancer Agents Med Chem. 
2008 Oct; 8(7): 717-22); CYT387 (Pardanani et al., Leukemia. 2009 Aug; 23(8): 1441-5; Monaghan et al., Leukemia. 
2011 Jul 26. doi: 10.1038/leu.2011.175. [Epub ahead of print]); SB1518 (William et al., J Med Chem. 2011 14 de julio; 
54 (13): 4638-58; Hart et al., Leukemia. 2011 21 de junio. Doi: 10.1038/leu.2011.148. [Epub antes de la impresión]); 20 
LY3009104 (INCB28050) (Incyte and Lilly); TG101348 (Wernig et al., Cancer Cell. 2008 Apr; 13(4): 311-20; Pardanani 
et al., J Clin Oncol. 2011 Mar 1; 29(7): 789-96); y BMS-911543 (Purandare et al., Leukemia. 2011, Oct. 21. doi: 
10.1038/leu.2011.292. [Epub antes de la impresión]). 
 
Los inhibidores de JAK1/2 en el desarrollo clínico incluyen a) INCB018424, tópico y oral; Actividad 5nM (Incyte); b) 25 
CEP-701 (Cephalon); y c) TG101348. 
 
α) 
 

 30 
b) 
 

 

 
c) 35 
 

 
 

Ejemplos no limitantes de inhibidores de Stat incluyen: WP-1034 (Faderl et al., Anticancer Res. 2005 May-Jun; 25(3B): 
1841-50), fludarabina (Fludara, Berlex, CA), epigalocatequina- 3-galato (EGCG) e hiperforina. Otros compuestos 40 
dirigidos a la señalización Jak/Stat se describen en Ivanenkov et al., Mini Rev Med Chem. 2011 Jan; 11(1): 55-78. 
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El conocimiento de la secuencia primaria de una molécula de interés, tal como un polipéptido codificado por un gen 
Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2, y la similitud de esa secuencia con proteínas de función conocida, puede proporcionar 
información sobre los inhibidores o antagonistas de la proteína de interés además de los agonistas. La identificación 
y detección de agonistas y antagonistas se facilita aún más mediante la determinación de las características 
estructurales de la proteína, por ejemplo, mediante cristalografía de rayos X, difracción de neutrones, espectrometría 5 
de resonancia magnética nuclear y otras técnicas para la determinación de la estructura. Estas técnicas proporcionan 
el diseño racional o la identificación de agonistas y antagonistas. 
 
Los compuestos de prueba, tales como los compuestos moduladores Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2, pueden 
seleccionarse de grandes bibliotecas de compuestos sintéticos o naturales (véase Wang et al., (2007) Curr Med Chem, 10 
14(2): 133-55; Mannhold (2006) Curr Top Med Chem, 6(10): 1031-47; y Hensen (2006) Curr Med Chem 13(4): 361-
76). Actualmente se utilizan numerosos medios para la síntesis aleatoria y dirigida de compuestos basados en 
sacárido, péptido y ácido nucleico. Las bibliotecas de compuestos sintéticos están disponibles comercialmente en 
Maybridge Chemical Co. (Trevillet, Cornwall, Reino Unido), AMRI (Albany, NY), ChemBridge (San Diego, CA) y 
MicroSource (Gaylordsville, CT). Una biblioteca química rara está disponible en Aldrich (Milwaukee, Wisconsin). 15 
Alternativamente, están disponibles bibliotecas de compuestos naturales en forma de extractos bacterianos, fúngicos, 
vegetales y animales, por ejemplo, Pan Laboratories (Bothell, Wash.) O MycoSearch (N.C.), o son fácilmente 
producibles. Además, las bibliotecas y compuestos producidos de forma natural y sintética se modifican fácilmente a 
través de medios químicos, físicos y bioquímicos convencionales (Blondelle et al., (1996) Tib Tech 14:60). 
 20 
Los métodos para preparar bibliotecas de moléculas son bien conocidos en la técnica y muchas bibliotecas están 
disponibles comercialmente. Las bibliotecas de interés en la divulgación incluyen bibliotecas de péptidos, bibliotecas 
de oligonucleótidos aleatorizados, bibliotecas combinatorias orgánicas sintéticas y similares. Las bibliotecas de 
péptidos degenerados se pueden preparar fácilmente en solución, en forma inmovilizada como bibliotecas de 
presentación de péptidos de flagelos bacterianos o como bibliotecas de presentación de fagos. Los ligandos peptídicos 25 
pueden seleccionarse de bibliotecas combinatorias de péptidos que contienen al menos un aminoácido. Se pueden 
sintetizar bibliotecas de peptoides y unidades estructurales sintéticas no peptídicos. Adicionalmente se pueden 
sintetizar dichas bibliotecas que contienen unidades estructurales sintéticas no peptídicos, que están menos sujetos a 
la degradación enzimática en comparación con sus contrapartes naturales. Por ejemplo, las bibliotecas también 
pueden incluir, entre otras, bibliotecas de péptidos en plásmidos, bibliotecas de moléculas pequeñas sintéticas, 30 
bibliotecas de aptámeros, bibliotecas basadas en traducción in vitro, bibliotecas de polisomas, bibliotecas de péptidos 
sintéticos, bibliotecas de neurotransmisores y bibliotecas químicas. 
 
Se describen ejemplos de bibliotecas sintetizadas químicamente en Fodor et al., (1991) Science 251: 767-773; 
Houghten et al., (1991) Nature 354: 84-86; Lam et al., (1991) Nature 354: 82-84; Medynski, (1994) BioTechnology 12: 35 
709-710; Gallop et al., (1994) J. Medicinal Chemistry 37(9): 1233-1251; Ohlmeyer et al., (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. 
Estados Unidos 90: 10922-10926; Erb et al., (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. Estados Unidos 91: 11422-11426; Houghten 
et al., (1992) Biotechniques 13: 412; Jayawickreme et al., (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. Estados Unidos 91: 1614-1618; 
Salmon et al., (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. Estados Unidos 90: 11708-11712; Publicación PCT No. WO 93/20242, 
fechada el 14 de octubre de 1993; and Brenner et al., (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. Estados Unidos 89: 5381-5383. 40 
 
Ejemplos de bibliotecas de presentación en fagos se describen en Scott et al., (1990) Science 249: 386-390; Devlin et 
al., (1990) Science, 249: 404-406; Christian et al., (1992) J. Mol. Biol. 227: 711-718; Lenstra, (1992) J. Immunol. 
Metanfetamina 152: 149-157; Kay et al., (1993) Gene 128: 59-65; y la Publicación PCT No. WO 94/18318. 
 45 
Las bibliotecas basadas en traducción in vitro incluyen, pero no se limitan a, las descritas en la Publicación PCT No. 
WO 91/05058; y Mattheakis et al., (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. Estados Unidos 91: 9022-9026. 
 
Como se usa en este documento, el término "fuente de ligando" puede ser cualquier biblioteca de compuestos descrita 
en este documento, o extracto de tejido preparado a partir de diversos órganos en el sistema de un organismo, que 50 
se puede usar para detectar compuestos que actuarían como un agonista o antagonista de una proteína Jak 1, Jak 2, 
Stat 1 o Stat 2. Las bibliotecas de compuestos de cribado enumeradas en el presente documento [también véase la 
Publicación de Solicitud de Patente de los Estados Unidos Núm. 2005/0009163, en combinación con estudios en 
animales in vivo, los ensayos funcionales y de señalización descritos a continuación pueden usarse para identificar 
compuestos moduladores de Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 que regulan el crecimiento del cabello o tratar los trastornos 55 
de pérdida de cabello. 
 
La exploración de las bibliotecas se puede lograr mediante cualquier variedad de métodos comúnmente conocidos. 
Véanse, por ejemplo, las siguientes referencias, que describen el cribado de bibliotecas de péptidos: Parmley and 
Smith, (1989) Adv. Exp. Med. Biol. 251:215-218; Scott and Smith, (1990) Science 249:386-390; Fowlkes et al., (1992) 60 
BioTechniques 13:422-427; Oldenburg et al., (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:5393-5397; Yu et al., (1994) Cell 
76:933-945; Staudt et al., (1988) Science 241:577-580; Bock et al., (1992) Nature 355:564-566; Tuerk et al., (1992) 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:6988-6992; Ellington et al., (1992) Nature 355:850-852; Patentes de los Estados Unidos 
Nos. 5,096,815; 5,223,409; y 5,198,346, todas de Ladner et al.; Rebar et al., (1993) Science 263:671-673; y Publicación 
PCT WO 94/18318.  65 
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También se pueden generar y seleccionar bibliotecas combinatorias de moléculas pequeñas. Una biblioteca 
combinatoria de compuestos orgánicos pequeños es una colección de análogos estrechamente relacionados que 
difieren entre sí en uno o más puntos de diversidad y se sintetizan mediante técnicas orgánicas que utilizan procesos 
de varios pasos. Las bibliotecas combinatorias incluyen una gran cantidad de compuestos orgánicos pequeños. Se 
prepara un tipo de biblioteca combinatoria mediante métodos de síntesis paralelos para producir una matriz 5 
compuesta. Una matriz compuesta puede ser una colección de compuestos identificables por sus direcciones 
espaciales en coordenadas cartesianas y dispuestos de manera que cada compuesto tenga un núcleo molecular 
común y uno o más elementos de diversidad estructural variable. Los compuestos en dicha matriz de compuestos se 
producen en paralelo en recipientes de reacción separados, con cada compuesto identificado y rastreado por su 
dirección espacial. Se proporcionan ejemplos de mezclas de síntesis paralelas y métodos de síntesis paralelos en 10 
U.S. Ser. No. 08/177,497, presentada el 5 de enero de 1994 y su correspondiente Solicitud de Patente PCT publicada 
WO95/18972, publicada el 13 de julio de 1995 y la Patente de los Estados Unidos No. 5,712,171 concedida el 27 de 
enero de 1998 y su correspondiente Solicitud de Patente Publicada PCT WO96/22529. 
 
En un ejemplo no limitante, pueden cribarse bibliotecas no peptídicas, tales como una biblioteca de benzodiacepinas 15 
(véase, por ejemplo, Bunin et al., (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 4708-4712). También se pueden usar las 
bibliotecas de peptoides, como la descrita por Simon et al., (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 9367-9371. Describen 
otro ejemplo de una biblioteca que se puede usar, en la que las funcionalidades de amida en los péptidos se han 
permetilado para generar una biblioteca combinatoria transformada químicamente. (1994), Proc. Natl. Acad. Sci. 
Estados Unidos 91: 11138-11142. 20 
 
Las tecnologías de búsqueda y modelado por ordenador permiten la identificación de compuestos, o la mejora de 
compuestos ya identificados, que pueden modular la expresión o actividad de una proteína Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 
2. Una vez identificado dicho compuesto o composición, los sitios o regiones activos de una proteína Jak 1, Jak 2, Stat 
1 o Stat 2 pueden identificarse posteriormente mediante el examen de los sitios a los que se unen los compuestos. 25 
Estos sitios pueden ser sitios de unión a ligandos y pueden identificarse utilizando métodos conocidos en la técnica 
que incluyen, por ejemplo, las secuencias de aminoácidos de péptidos, las secuencias de nucleótidos de ácidos 
nucleicos, o el estudio de complejos del compuesto o composición relevante con su ligando natural. En el último caso, 
se pueden usar métodos cristalográficos químicos o de rayos X para encontrar el sitio activo al encontrar en qué parte 
del factor se encuentra el ligando complejado. 30 
 
La estructura geométrica tridimensional de un sitio, por ejemplo, la de un polipéptido codificado por un gen Jak 1, Jak 
2, Stat 1 o Stat 2, puede determinarse mediante métodos conocidos en la técnica, tales como la cristalografía de rayos 
X, que puede determinar una estructura molecular completa. La RMN en fase sólida o líquida puede usarse para 
determinar ciertas distancias intramoleculares. Se puede usar cualquier otro método experimental de determinación 35 
de estructura para obtener estructuras geométricas parciales o completas. Las estructuras geométricas se pueden 
medir con un ligando complejo, natural o artificial, que puede aumentar la precisión de la estructura del sitio activo 
determinada. 
 
En la técnica se conocen otros métodos para preparar o identificar péptidos que se unen a una diana. La impresión 40 
molecular, por ejemplo, se puede utilizar para la construcción de novo de estructuras macromoleculares como los 
péptidos que se unen a una molécula. Véase, por ejemplo, Kenneth J. Shea, Molecular Imprinting of Synthetic Network 
Polymers: The De Novo síntesis of Macromolecular Binding and Catalytic Sites, TRIP Vol. 2, No. 5, May 1994; 
Mosbach, (1994) Trends in Biochem. Sci. 19(9); y Wulff, G., en Polymeric Reagents and Catalysts (Ford, W. T., Ed.), 
ACS Symposium Series No. 308, págs. 186-230, American Chemical Society (1986). Un método para preparar 45 
imitadores de un compuesto modulador Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 implica los pasos de: (i) polimerización de 
monómeros funcionales alrededor de un sustrato conocido (la plantilla) que exhibe una actividad deseada; (ii) 
eliminación de la molécula plantilla; y luego (iii) polimerización de una segunda clase de monómeros en, el vacío 
dejado por la plantilla, para proporcionar una nueva molécula que exhibe una o más propiedades deseadas que son 
similares a las de la plantilla. Además de preparar péptidos de esta manera, también se pueden preparar otras 50 
moléculas de unión tales como polisacáridos, nucleósidos, fármacos, nucleoproteínas, lipoproteínas, carbohidratos, 
glucoproteínas, esteroides, lípidos y otros materiales biológicamente activos. Este método es útil para diseñar una 
amplia variedad de imitaciones biológicas que son más estables que sus contrapartes naturales, ya que se preparan 
mediante la polimerización por radicales libres de monómeros funcionales, lo que da como resultado un compuesto 
con un esqueleto no biodegradable. Otros métodos para diseñar tales moléculas incluyen, por ejemplo, el diseño de 55 
fármacos basado en relaciones de actividad de estructura, que requieren la síntesis y evaluación de varios compuestos 
y modelado molecular. 
 
Ensayos de cribado 
 60 
Compuestos moduladores Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2. Un compuesto modulador Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 puede 
ser un compuesto que afecta la actividad y/o expresión de una proteína Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 in vivo y/o in vitro. 
Los compuestos moduladores de Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 pueden ser agonistas y antagonistas de una proteína 
Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2, y pueden ser compuestos que ejercen su efecto sobre la actividad de una proteína Jak 
1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 a través de la expresión, a través de modificaciones postraduccionales, o por otros medios. 65 
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Los compuestos o agentes de prueba que se unen a una proteína Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 y/o tienen un efecto 
estimulante o inhibidor sobre la actividad o la expresión de una proteína Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 puede identificarse 
mediante dos tipos de ensayos: (a) ensayos basados en células que utilizan células que expresan una proteína Jak 1, 
Jak 2, Stat 1 o Stat 2 o una variante de la misma en la superficie celular; o (b) ensayos sin células, que pueden hacer 
uso de proteínas Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 aisladas. Estos ensayos pueden emplear un fragmento biológicamente 5 
activo de una proteína Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2, proteínas de longitud completa o una proteína de fusión que incluye 
todo o una porción de un polipéptido codificado por un Jak 1, Jak 2, Gen Stat 1 o Stat 2. Se puede obtener una proteína 
Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 de cualquier especie de mamífero adecuada (por ejemplo, humana, rata, pollo, xenopus, 
equina, bovina o murina). El ensayo puede ser un ensayo de unión que comprende la medición directa o indirecta de 
la unión de un compuesto de prueba. El ensayo también puede ser un ensayo de actividad que comprende la medición 10 
directa o indirecta de la actividad de una proteína Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2. El ensayo también puede ser un ensayo 
de expresión que comprende la medición directa o indirecta de la expresión de secuencias de ácido nucleico de ARNm 
de Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 o una proteína codificada por un gen Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2. Los diversos ensayos 
de detección pueden combinarse con un ensayo in vivo que comprende medir el efecto del compuesto de prueba 
sobre los síntomas de un trastorno o enfermedad de pérdida de cabello en un sujeto (por ejemplo, alopecia 15 
androgenética, alopecia areata, alopecia total o alopecia universal), pérdida de pigmentación del cabello en un sujeto, 
o incluso hipotricosis. 
 
Un ensayo in vivo también puede comprender evaluar el efecto de un compuesto de prueba sobre la regulación del 
crecimiento del cabello en modelos de mamíferos conocidos que muestran fenotipos de crecimiento del cabello 20 
defectuosos o aberrantes o mamíferos que contienen mutaciones en el marco de lectura abierto (ORF) de secuencias 
de ácido nucleico que comprende un gen Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 que afecta la regulación del crecimiento del 
cabello o la densidad del cabello, o la pigmentación del cabello. En una realización, controlar el crecimiento del cabello 
puede comprender una inducción del crecimiento o densidad del cabello en el sujeto. Aquí, el efecto del compuesto 
en la regulación del crecimiento del cabello puede observarse visualmente mediante el examen del crecimiento o 25 
pérdida física del cabello del organismo, o evaluando la expresión de proteínas o ARNm utilizando métodos conocidos 
en la técnica. 
 
También se pueden realizar ensayos para seleccionar compuestos de prueba que se unen o modulan la actividad de 
una proteína Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2. El compuesto de prueba se puede obtener por cualquier medio adecuado, 30 
tal como a partir de bibliotecas de compuestos convencionales. La determinación de la capacidad del compuesto de 
prueba para unirse a una forma unida a la membrana de la proteína Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 se puede lograr 
mediante el acoplamiento del compuesto de prueba con un radioisótopo o marcador enzimático de tal manera que la 
unión del compuesto de prueba a la célula que expresa una proteína Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 se puede medir 
detectando el compuesto marcado en un complejo. Por ejemplo, el compuesto de prueba puede marcarse con 3H, 14C, 35 
35S o 125I, directa o indirectamente, y el radioisótopo puede detectarse posteriormente mediante recuento directo de 
radioemisión o recuento de centelleo. Alternativamente, el compuesto de prueba puede marcarse enzimáticamente 
con, por ejemplo, peroxidasa de rábano picante, fosfatasa alcalina o luciferasa, y el marcador enzimático detectado 
por determinación de la conversión de un sustrato apropiado en producto. 
 40 
Los ensayos basados en células pueden comprender poner en contacto una célula que expresa Jak 1, Jak 2, Stat 1 o 
Stat 2 con un agente de prueba y determinar la capacidad del agente de prueba para modular (aumentar o disminuir) 
la actividad o la expresión de la molécula unida a la membrana. La determinación de la capacidad del agente de 
prueba para modular la actividad de la molécula Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 unida a la membrana se puede lograr 
mediante cualquier método adecuado para medir la actividad de dicha molécula, como el monitoreo de eventos de 45 
señalización corriente abajo (por ejemplo, You et al., Ann N Y Acad Sci. 2008 Dec; 1150: 300-10; Posadas et al., 
Expert Rev Clin Immunol. 2009 Jan; 5(1): 9-17; Korhonen et al., Basic Clin Pharmacol Toxicol. 2009 Apr; 104 (4): 276-
84; Vital et al., Ther Clin Risk Manag.2006 Dec; 2(4): 365-75; Malek and Castro, Inmunidad. 2010 Aug 27; 33(2): 153-
65; Cheng et al., Immunol Rev.2011 MAy; 241(1): 63-76; Lanier, Nat Immunol.2008 MAy; 9(5): 495-502; Lowell, Cold 
Spring Harb Perspect Biol. 2011 March 1; 3(3). Pii: a002352; Mócsai et al., Nat Rev Immunol. 2010 Jun; 10(6): 387-50 
402; Bradshaw, Cell Signal. 2010 Aug; 22(8): 1175 -84; Ivanenkov et al., Mini Rev Med Chem. 2011 Jan; 11(1): 55-78; 
Himpe et al., Biofactors. 2009 Jan-feb; 35(1): 76-81). 
 
Una proteína Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 o la diana de una proteína Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 puede inmovilizarse 
para facilitar la separación de formas complejas de formas no complejas de una o ambas proteínas. La unión de un 55 
compuesto de prueba a una proteína Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 o una variante de la misma, o interacción de una 
proteína Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 con una molécula objetivo en presencia y ausencia de un compuesto de prueba, 
se puede lograr en cualquier recipiente adecuado para contener los reactivos. Ejemplos de tales recipientes incluyen 
placas de microtitulación, tubos de ensayo y tubos de microcentrífuga. En una realización, se puede proporcionar una 
proteína de fusión que agrega un dominio que permite que una o ambas proteínas se unan a una matriz (por ejemplo, 60 
proteínas de fusión glutatión-S-transferasa (GST) o proteínas de fusión glutatión-S-transferasa puede adsorberse en 
perlas de glutatión y Sepharose (Sigma Chemical; St. Louis, Mo) o en placas de microtitulación derivadas de glutatión). 
 
Una proteína Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2, o una variante de la misma, también puede inmovilizarse uniéndose a un 
soporte sólido. Ejemplos no limitantes de soportes sólidos adecuados incluyen portaobjetos de vidrio o plástico, placas 65 
de cultivo de tejidos, pozos de microtitulación, tubos, chips de silicio o partículas tales como perlas (que incluyen, entre 
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otras, látex, poliestireno o perlas de vidrio). Cualquier método conocido en la técnica puede usarse para unir un 
polipéptido (o polinucleótido) correspondiente a Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 o una variante del mismo, o compuesto 
de prueba a un soporte sólido, incluido el uso de enlaces covalentes y no covalentes, o absorción pasiva. 
 
La expresión de una proteína Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 también se puede controlar. Por ejemplo, los reguladores 5 
de la expresión de una proteína Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 pueden identificarse mediante el contacto de una célula 
con un compuesto de prueba y la determinación de la expresión de una proteína codificada por Jak 1, Jak 2, Stat 1 o 
gen Stat 2 o secuencias de ácido nucleico de ARNm Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 en la célula. El nivel de expresión de 
una proteína codificada por un gen Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 o secuencias de ácido nucleico de ARNm Jak 1, Jak 
2, Stat 1 o Stat 2 en la célula en presencia del compuesto de prueba se compara con el nivel de expresión de proteína 10 
o ARNm en ausencia del compuesto de prueba. El compuesto de prueba se puede identificar como un regulador de 
la expresión de una proteína Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 con base en esta comparación. Por ejemplo, cuando la 
expresión de una proteína codificada por un gen Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 o las secuencias de ácido nucleico de 
ARNm Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 en la célula es estadísticamente o significativamente mayor en presencia del 
compuesto de prueba que en su ausencia, el compuesto de prueba se identifica como un estimulador/potenciador de 15 
la expresión de una proteína codificada por un gen Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 o Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 secuencias 
de ácido nucleico de ARNm en la célula. Se puede decir que el compuesto de prueba es un compuesto modulador 
Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 (como un agonista). 
 
Alternativamente, cuando la expresión de una proteína codificada por un gen Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 o las 20 
secuencias de ácido nucleico de ARNm Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 en la célula es estadísticamente o 
significativamente menor en presencia del compuesto de prueba que en su ausencia, el compuesto se identifica como 
un inhibidor de la expresión de una proteína codificada por un gen Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 o Jak 1, Jak 2, Stat 1 
o Stat 2 secuencias de ácido nucleico de ARNm en la célula. También se puede decir que el compuesto de prueba es 
un compuesto modulador Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 (como un antagonista). El nivel de expresión de una proteína 25 
codificada por un gen de ARNm de Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 o secuencias de ácido nucleico de ARNm de Jak 1, 
Jak 2, Stat 1 o Stat 2 en la célula en las células puede determinarse mediante métodos descritos previamente. 
 
Para los ensayos de unión, el compuesto de prueba puede ser una molécula pequeña que se une y ocupa el sitio de 
unión de un polipéptido codificado por un gen Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2, o una variante del mismo. Esto puede hacer 30 
que el sitio de unión del ligando sea inaccesible para el sustrato de manera que se evite la actividad biológica normal. 
Ejemplos de tales moléculas pequeñas incluyen, pero no se limitan a, péptidos pequeños o moléculas similares a 
péptidos. En los ensayos de unión, el compuesto de prueba o un polipéptido codificado por un gen Jak 1, Jak 2, Stat 
1 o Stat 2 puede comprender un marcador detectable, como un marcador fluorescente, radioisotópico, 
quimioluminiscente o enzimático (por ejemplo, fosfatasa alcalina, peroxidasa de rábano picante o luciferasa). La 35 
detección de un compuesto de prueba que se une a un polipéptido codificado por un gen Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 
se puede determinar mediante recuento directo de radioemisión, recuento de centelleo o determinando la conversión 
de un sustrato apropiado a un producto detectable. 
 
La determinación de la capacidad de un compuesto de prueba para unirse a una proteína Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 40 
también se puede lograr usando el Análisis de Interacción Biamolecular (BIA) en tiempo real [McConnell et al., 1992, 
Science 257 1906-1912; Sjolander, Urbaniczky, 1991, Anal. Chem 63, 2338-2345]. BIA es una tecnología para estudiar 
interacciones bioespecíficas en tiempo real, sin etiquetar a ninguno de los interactuantes (por ejemplo, BIA-core™). 
Los cambios en el fenómeno óptico de la resonancia del plasmón superficial (SPR) se pueden usar como una 
indicación de reacciones en tiempo real entre moléculas biológicas. 45 
 
Para identificar otras proteínas que se unen o interactúan con una proteína Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 y modulan su 
actividad, un polipéptido codificado por un gen Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 puede ser utilizado como proteína cebo en 
un ensayo de dos híbridos o ensayo de tres híbridos (Szabo et al., 1995, Curr. Opin. Struct. Biol. 5, 699-705; Patente 
de los Estados Unidos No. 5,283,317), según los métodos practicados en el arte. El sistema de dos híbridos se basa 50 
en la naturaleza modular de la mayoría de los factores de transcripción, que consisten en dominios de unión y 
activación de ADN separables. 
 
Ensayos funcionales. Los compuestos de prueba pueden analizarse para determinar la capacidad de aumentar o 
disminuir la actividad de una proteína Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2, o una variante de la misma. La actividad se puede 55 
medir después de poner en contacto una proteína Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 purificada, una preparación de 
membrana celular o una célula intacta con un compuesto de prueba. Un compuesto de prueba que disminuye la 
actividad de una proteína Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 en al menos aproximadamente 10%, al menos aproximadamente 
20%, al menos aproximadamente 30%, al menos aproximadamente 40%, al menos aproximadamente 50%, al menos 
aproximadamente 60%, al menos aproximadamente 70%, al menos aproximadamente 75%, al menos 60 
aproximadamente 80%, al menos aproximadamente 90%, al menos aproximadamente 95% o 100% se identifica como 
un agente potencial para disminuir la actividad de una proteína Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2, por ejemplo un antagonista. 
Un compuesto de prueba que aumenta la actividad de una proteína Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 en al menos 
aproximadamente 10%, al menos aproximadamente 20%, al menos aproximadamente 30%, al menos 
aproximadamente 40%, al menos aproximadamente 50%, al menos aproximadamente 60%, al menos 65 
aproximadamente 70%, al menos aproximadamente 75%, al menos aproximadamente 80%, al menos 
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aproximadamente 90%, al menos aproximadamente 95% o 100% se identifica como un agente potencial para 
aumentar la actividad de una proteína Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2, por ejemplo un agonista. 
 
Tratamiento y Prevención 
 5 
La divulgación también se refiere a un método para tratar o prevenir un trastorno de pérdida de cabello en un sujeto. 
En una realización, el método comprende detectar la presencia de una alteración en un gen Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 
2 en una muestra del sujeto, siendo la presencia de la alteración indicativa de un trastorno de pérdida de cabello, o la 
predisposición a un trastorno de pérdida de cabello y, administrando al sujeto que lo necesita, un tratamiento 
terapéutico contra un trastorno de pérdida de cabello. El tratamiento terapéutico puede ser una administración de 10 
fármacos (por ejemplo, una composición farmacéutica que comprende un ARNsi dirigido a un ácido nucleico Jak 1, 
Jak 2, Stat 1 o Stat 2). En una realización, la molécula terapéutica a administrar comprende un polipéptido codificado 
por un gen Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2, que comprende al menos aproximadamente 75%, al menos aproximadamente 
80%, al menos aproximadamente 85%, al menos aproximadamente 90%, al menos aproximadamente 93%, al menos 
aproximadamente 95%, al menos aproximadamente 97%, al menos aproximadamente 98%, al menos 15 
aproximadamente 99% o 100% de la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 1, 3 , 5 o 7, y exhibe la función de 
disminuir la expresión de una proteína codificada por un gen Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2. Esto puede restaurar la 
capacidad de iniciar el crecimiento del cabello en las células derivadas de los folículos pilosos o la piel. En otra 
realización, la molécula terapéutica a administrar comprende una secuencia de ácidos nucleicos que comprende un 
gen Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 que codifica un polipéptido, que comprende al menos aproximadamente 75%, al 20 
menos aproximadamente 80%, al menos aproximadamente 85%, al menos aproximadamente 90%, al menos 
aproximadamente 93%, al menos aproximadamente 95%, al menos aproximadamente 97%, al menos 
aproximadamente 98%, al menos aproximadamente 99% o 100% de la secuencia de ácidos nucleicos de SEQ ID NO: 
2, 4, 6 u 8, y codifica un polipéptido con la función de disminuir la expresión de una proteína codificada por un gen Jak 
1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2, restaurando así la capacidad de iniciar el crecimiento del cabello en las células derivado de 25 
las células del folículo piloso o de la piel. 
 
La alteración se puede determinar a nivel del ADN, ARN o polipéptido. Opcionalmente, la detección se puede 
determinar realizando un ensayo de ligadura de oligonucleótidos, un ensayo basado en confirmación, un ensayo de 
hibridación, un ensayo de secuenciación, un ensayo de amplificación específica de alelo, un ensayo de 30 
microsecuenciación, un análisis de curva de fusión, una cromatografía líquida de alto rendimiento desnaturalizante 
(DHPLC) ensayo (por ejemplo, véase Jones et al, (2000) Hum Genet., 106(6): 663-8), o una combinación de los 
mismos. En otra realización, la detección se realiza secuenciando todo o parte de un gen Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 
o mediante hibridación selectiva o amplificación de todo o parte de un Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 gene. Se puede 
llevar a cabo una amplificación específica del gen Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 antes del paso de identificación de 35 
alteración. 
 
Una alteración en una región cromosómica ocupada por un gen Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 puede ser cualquier forma 
de mutación(es), eliminación(es), reordenamiento(s) y/o inserciones en la codificación y/o región no codificante del 
locus, solo o en varias combinaciones. Las mutaciones pueden incluir mutaciones puntuales. Las inserciones pueden 40 
abarcar la adición de uno o varios residuos en una porción codificante o no codificante del locus del gen. Las 
inserciones pueden comprender una adición de entre 1 y 50 pares de bases en el locus del gen. Las eliminaciones 
pueden abarcar cualquier región de uno, dos o más residuos en una porción codificante o no codificante del locus del 
gen, tal como desde dos residuos hasta el gen o locus completo. Las eliminaciones pueden afectar a regiones más 
pequeñas, como dominios (intrones) o secuencias repetidas o fragmentos de menos de aproximadamente 50 pares 45 
de bases consecutivas, aunque también pueden ocurrir eliminaciones más grandes. La reorganización incluye la 
inversión de secuencias. La alteración en una región cromosómica ocupada por un gen Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 
puede dar como resultado sustituciones de aminoácidos, empalme o procesamiento de ARN, inestabilidad del 
producto, la creación de codones de detención, mutaciones de cambio de marco y/o producción de polipéptidos 
truncados. La alteración puede dar como resultado la producción de un polipéptido codificado por un gen Jak 1, Jak 50 
2, Stat 1 o Stat 2 con función, estabilidad, focalización o estructura alteradas. La alteración también puede causar una 
reducción, o incluso un aumento en la expresión de proteínas. En una realización, la alteración en la región 
cromosómica ocupada por un gen Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 puede comprender una mutación puntual, una 
eliminación o una inserción en un Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 gen o producto de expresión correspondiente. En otra 
realización, la alteración puede ser una eliminación o eliminación parcial de un gen Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2. La 55 
alteración se puede determinar a nivel del ADN, ARN o polipéptido. 
 
En otra realización, el método puede comprender detectar la presencia de expresión de ARN alterada. La expresión 
de ARN alterado incluye la presencia de una secuencia de ARN alterada, la presencia de un empalme o procesamiento 
de ARN alterado, o la presencia de una cantidad alterada de ARN. Estos pueden detectarse mediante diversas 60 
técnicas conocidas en la técnica, incluida la secuenciación de todo o parte del ARN o mediante hibridación selectiva 
o amplificación selectiva de todo o parte del ARN. En una realización adicional, el método puede comprender detectar 
la presencia de expresión alterada de un polipéptido codificado por un gen Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2. La expresión 
de polipéptido alterado incluye la presencia de una secuencia de polipéptido alterada, la presencia de una cantidad 
alterada de polipéptido o la presencia de una distribución de tejido alterada. Estos pueden detectarse mediante 65 
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diversas técnicas conocidas en la técnica, incluida la secuenciación y/o la unión a ligandos específicos (tales como 
anticuerpos). 
 
Se pueden usar diversas técnicas conocidas en el arte para detectar o cuantificar la expresión alterada de genes o 
ARN o secuencias de ácido nucleico, que incluyen, pero no se limitan a, hibridación, secuenciación, amplificación y/o 5 
unión a ligandos específicos (tales como anticuerpos). Otros métodos adecuados incluyen oligonucleótidos específicos 
de alelos (ASO), ligadura de oligonucleótidos, amplificación específica de alelos, inmunotransferencia Southern (para 
ADN), inmunotransferencia Northern (para ARN), análisis de conformación monocatenario (SSCA), PFGE, hibridación 
fluorescente in situ (FISH), migración de gel, electroforesis en gel desnaturalizante sujetada, HLPC desnaturalizante, 
análisis de curva de fusión, análisis de heterodúplex, protección contra RNasa, escisión química o enzimática, ELISA, 10 
radioinmunoensayos (RIA) y ensayos inmunoenzimáticos (IEMA). Algunas de estas metodologías (como SSCA y 
CGGE) se basan en un cambio en la movilidad electroforética de los ácidos nucleicos, como resultado de la presencia 
de una secuencia alterada. Según estas técnicas, la secuencia alterada se visualiza mediante un cambio en la 
movilidad de los geles. Los fragmentos se pueden secuenciar para confirmar la alteración. Algunas otras metodologías 
se basan en la hibridación específica entre ácidos nucleicos del sujeto y una sonda específica para ARN o gen alterado 15 
o de tipo salvaje. La sonda puede estar en suspensión o inmovilizada en un sustrato. La sonda se puede etiquetar 
para facilitar la detección de híbridos. Algunas de estas metodologías son adecuadas para evaluar una secuencia de 
polipéptidos o un nivel de expresión, como inmunotransferencia Northern, ELISA y RIA. Estos últimos requieren el uso 
de un ligando específico para el polipéptido, por ejemplo, el uso de un anticuerpo específico. 
 20 
Secuenciación. La secuenciación puede llevarse a cabo utilizando técnicas bien conocidas en la técnica, utilizando 
secuenciadores automáticos. La secuenciación puede realizarse en el gen completo Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 o en 
dominios específicos del mismo, como aquellos de los que se sabe o se sospecha que portan mutaciones perjudiciales 
u otras alteraciones. 
 25 
Amplificación. La amplificación se basa en la formación de híbridos específicos entre secuencias complementarias de 
ácido nucleico que sirven para iniciar la reproducción de ácidos nucleicos. La amplificación puede realizarse de 
acuerdo con diversas técnicas conocidas en la técnica, tales como la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), la 
reacción en cadena de la ligasa (LCR), la amplificación por desplazamiento de cadena (SDA) y la amplificación basada 
en la secuencia de ácidos nucleicos (NASBA). Estas técnicas se pueden realizar utilizando reactivos y protocolos 30 
disponibles comercialmente. Las técnicas útiles en la técnica abarcan PCR en tiempo real, PCR específica de alelo o 
PCR-SSCP. La amplificación generalmente requiere el uso de cebadores de ácido nucleico específicos para iniciar la 
reacción. Los cebadores de ácidos nucleicos útiles para amplificar secuencias de un locus o gen Jak 1, Jak 2, Stat 1 
o Stat 2 pueden hibridarse específicamente con una porción de un locus de genes Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 que 
flanquean un objetivo región del locus, en donde la región objetivo se altera en ciertos sujetos que tienen un trastorno 35 
de pérdida de cabello. En una realización, la amplificación puede comprender el uso de cebadores de PCR directos e 
inversos que comprenden secuencias de nucleótidos de las SEQ ID NO. 2, 4, 6 u 8. 
 
La divulgación proporciona un cebador de ácidos nucleicos, en el que el cebador puede ser complementario e 
hibridarse específicamente con una porción de una secuencia codificante de Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 (por ejemplo, 40 
gen o ARN) alterada en ciertos sujetos que tienen un trastorno de pérdida de cabello. Los cebadores pueden ser 
específicos para secuencias alteradas en un gen o ARN Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2. Al usar tales cebadores, la 
detección de un producto de amplificación indica la presencia de una alteración en un gen Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 
2 o la ausencia de dicho gen. Los cebadores también se pueden usar para identificar polimorfismos de un solo 
nucleótido (SNP) ubicados en o alrededor de un locus genético Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2; Los SNP pueden 45 
comprender un solo cambio de nucleótidos, o un grupo de SNP en y alrededor de un gen Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2. 
Ejemplos de cebadores pueden ser moléculas de ácidos nucleicos monocatenarios de aproximadamente 5 a 60 
nucleótidos de longitud, o aproximadamente 8 a aproximadamente 25 nucleótidos de longitud. La secuencia puede 
derivarse directamente de la secuencia de un gen Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2. La complementariedad perfecta es útil 
para garantizar una alta especificidad; sin embargo, se puede tolerar cierto desajuste. Por ejemplo, un cebador de 50 
ácidos nucleicos o un par de cebadores de ácidos nucleicos como se describió anteriormente pueden usarse en un 
método para detectar la presencia o una predisposición a un trastorno de pérdida de cabello en un sujeto. 
 
Los métodos de amplificación incluyen, por ejemplo, reacción en cadena de la polimerasa, PCR (PCR PROTOCOLS, 
A GUIDE TO METHODS AND APPLICATIONS, ed. Innis, Academic Press, N.Y., 1990 y PCR STRATEGIES, 1995, 55 
ed. Innis, Academic Press, Inc., N.Y., reacción en cadena de la ligasa (LCR) (véase, por ejemplo, Wu, Genomics 4: 
560, 1989; Landegren, Science 241: 1077, 1988; Barringer, Gene 89: 117, 1990); amplificación de la transcripción 
(véase, por ejemplo, Kwoh, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 1173, 1989), y, replicación de secuencia autosostenida 
(véase, por ejemplo, Guatelli, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87: 1874, 1990); amplificación de Q Beta replicasa (véase, 
por ejemplo, Smith, J. Clin. Microbiol. 35: 1477-1491, 1997), ensayo de amplificación Q-beta replicasa automatizado 60 
(véase, por ejemplo, Burg, Mol. Cell. Probes 10: 257-271, 1996) y otras técnicas mediadas por ARN polimerasa (por 
ejemplo, NASBA, Cangene, Mississauga, Ontario); véase también Berger, Methods Enzymol. 152: 307-316, 1987; 
Sambrook; Ausubel; Patentes de los Estados Unidos Nos. 4,683,195 y 4,683,202; Sooknanan, Biotechnology 13: 563-
564, 1995. 
 65 
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Hibridación selectiva. Los métodos de detección de hibridación se basan en la formación de híbridos específicos entre 
secuencias de ácido nucleico complementarias que sirven para detectar alteraciones de secuencia de ácidos 
nucleicos. Una técnica de detección implica el uso de una sonda de ácido nucleico específica para genes o ARN 
alterados o de tipo salvaje, seguida de la detección de la presencia de un híbrido. La sonda puede estar en suspensión 
o inmovilizada sobre un sustrato o soporte (por ejemplo, como en una matriz de ácido nucleico o tecnologías de chips). 5 
La sonda se puede etiquetar para facilitar la detección de híbridos. Por ejemplo, una muestra del sujeto puede ponerse 
en contacto con una sonda de ácidos nucleicos específica para un gen Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 de tipo salvaje o 
un gen Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 alterado, y la formación de un híbrido se puede evaluar posteriormente. En una 
realización, el método comprende poner en contacto simultáneamente la muestra con un conjunto de sondas que son 
específicas, respectivamente, para un gen Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 de tipo salvaje y para diversas formas alteradas 10 
de los mismos. Por lo tanto, es posible detectar directamente la presencia de diversas formas de alteraciones en un 
gen Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 en la muestra. Además, diversas muestras de diversos sujetos pueden tratarse en 
paralelo. 
 
Una sonda puede ser una secuencia de polinucleótidos que es complementaria y puede hibridarse específicamente 15 
con un (porción objetivo de) un gen o ARN Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2, y que es adecuada para detectar polimorfismos 
de polinucleótidos asociados con alelos de un gen (o genes) Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 que predisponen o están 
asociados con un trastorno de pérdida de cabello. Las sondas útiles son aquellas que son complementarias de un gen 
Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2, ARN o porción objetivo del mismo. Las sondas pueden comprender ácidos nucleicos 
monocatenarios de entre 8 y 1000 nucleótidos de longitud, por ejemplo, entre 10 y 800, entre 15 y 700, o entre 20 y 20 
500. También se pueden usar sondas más largas. Una sonda útil es una molécula de ácido nucleico monocatenario 
de entre 8 y 500 nucleótidos de longitud, que puede hibridarse específicamente con una región de un gen o ARN Jak 
1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 que conlleva una alteración. Por ejemplo, la sonda se puede dirigir a una región cromosómica 
ocupada por un gen Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2. 
 25 
La secuencia de las sondas puede derivarse de las secuencias de un gen Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 y ARN como 
se proporciona en este documento. Se pueden realizar sustituciones de nucleótidos, así como modificaciones químicas 
de la sonda. Dichas modificaciones químicas pueden lograrse para aumentar la estabilidad de los híbridos (por 
ejemplo, grupos intercalados) o para marcar la sonda. Algunos ejemplos de marcadores incluyen, sin limitación, 
radiactividad, fluorescencia, luminiscencia y marcado enzimático. 30 
 
Se encuentra una guía para la hibridación de ácidos nucleicos en, por ejemplo, Sambrook, ed., Molecular Cloning: A 
Laboratory Manual (3rd Ed.), Vols. 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory, 2001; Current Protocols in Molecular Biology, 
Ausubel, ed. John Wiley & Sons, Inc., New York, 1997; Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology: 
Hybridization with Nucleic Acid Probes, Part I. Theory and Nucleic Acid Preparation, Tijssen, ed. Elsevier, N.Y., 1993. 35 
 
Unión específica de ligando 
 
Como se discute aquí, la alteración en una región cromosómica ocupada por un gen Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 o la 
alteración en la expresión de un gen Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2, también se puede detectar seleccionando las 40 
alteraciones en una secuencia o nivel de expresión de un polipéptido codificado por un gen Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 
2. Se pueden usar diferentes tipos de ligandos, como anticuerpos específicos. En una realización, la muestra se pone 
en contacto con un anticuerpo específico para un polipéptido codificado por un gen Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 y 
posteriormente se determina la formación de un complejo inmune. Se pueden usar varios métodos para detectar un 
complejo inmune, tales como ELISA, radioinmunoensayos (RIA) y ensayos inmunoenzimáticos (IEMA). 45 
 
Por ejemplo, un anticuerpo puede ser un anticuerpo policlonal, un anticuerpo monoclonal, así como fragmentos o 
derivados del mismo que tienen sustancialmente la misma especificidad de antígeno. Los fragmentos incluyen 
regiones Fab, Fab'2 o CDR. Los derivados incluyen anticuerpos de cadena sencilla, anticuerpos humanizados o 
anticuerpos polifuncionales. Un anticuerpo específico para un polipéptido codificado por un gen Jak 1, Jak 2, Stat 1 o 50 
Stat 2 puede ser un anticuerpo que se une selectivamente a dicho polipéptido, es decir, un anticuerpo generado contra 
un polipéptido codificado por un Jak 1, Jak 2, Stat 1 o gen Stat 2 o un fragmento que contiene epítopo del mismo. 
Aunque puede ocurrir una unión no específica a otros antígenos, la unión al polipéptido diana ocurre con una mayor 
afinidad y puede discriminarse de manera confiable de la unión no específica. En una realización, el método puede 
comprender poner en contacto una muestra del sujeto con un anticuerpo específico para un tipo salvaje o una forma 55 
alterada de un polipéptido codificado por un gen Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2, y determinar la presencia de un complejo 
inmune. Opcionalmente, la muestra puede ponerse en contacto con un soporte recubierto con anticuerpo específico 
para el tipo salvaje o la forma alterada de un polipéptido codificado por un gen Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2. En una 
realización, la muestra puede ponerse en contacto simultáneamente, o en paralelo o secuencialmente, con varios 
anticuerpos específicos para diferentes formas de un polipéptido codificado por un gen Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2, 60 
como un tipo salvaje y diversas formas alteradas de los mismos. 
 
Terapia génica y métodos de reemplazo de proteínas 
 
El suministro de ácidos nucleicos en células viables puede realizarse ex vivo, in situ o in vivo mediante el uso de 65 
vectores, tales como vectores virales (por ejemplo, lentivirus, adenovirus, virus adenoasociado o un retrovirus), o ex 

E11838771
19-09-2019ES 2 746 554 T3

 



41 

vivo mediante el uso de métodos físicos de transferencia de ADN (por ejemplo, liposomas o tratamientos químicos). 
Las técnicas no limitantes adecuadas para la transferencia de ácido nucleico a células de mamíferos in vitro incluyen 
el uso de liposomas, electroporación, microinyección, fusión celular, DEAE-dextrano y el método de precipitación con 
fosfato de calcio (véase, por ejemplo, Anderson, Nature, suplemento al vol. 392, no. 6679, pp. 25-20 (1998)). La 
introducción de un ácido nucleico o un gen que codifica un polipéptido descrito en el presente documento también se 5 
puede lograr con sustratos extracromosómicos (expresión transitoria) o cromosomas artificiales (expresión estable). 
Las células también se pueden cultivar ex vivo en presencia de composiciones terapéuticas de la presente invención 
para proliferar o producir un efecto o actividad deseados en dichas células. Las células tratadas pueden entonces 
introducirse in vivo con fines terapéuticos. 
 10 
Los ácidos nucleicos pueden insertarse en vectores y usarse como vectores de terapia génica. Se han utilizado varios 
virus como vectores de transferencia génica, incluidos papovavirus, por ejemplo, SV40 (Madzak et al., 1992), 
adenovirus (Berkner, 1992; Berkner et al., 1988; Gorziglia and Kapikian, 1992; Quantin et al., 1992; Rosenfeld et al., 
1992; Wilkinson et al., 1992; Stratford-Perricaudet et al., 1990), virus vaccinia (Moss, 1992), virus adenoasociado 
(Muzyczka, 1992; Ohi et al., 1990 ), virus del herpes que incluyen HSV y EBV (Margolskee, 1992; Johnson et al., 1992; 15 
Fink et al., 1992; Breakfield and Geller, 1987; Freese et al., 1990) y retrovirus de aves (Biandyopadhyay and Temin, 
1984 ; Petropoulos et al., 1992), murino (Miller, 1992; Miller et al., 1985; Sorge et al., 1984; Mann and Baltimore, 1985; 
Miller et al., 1988) y origen humano (Shimada et al., 1991; Helseth et al., 1990; Page et al., 1990; Buchschacher and 
Panganiban, 1992). Ejemplos no limitantes de técnicas de transferencia génica in vivo incluyen la transfección con 
vectores virales (por ejemplo, Retrovirales) (véase la Patente de los Estados Unidos No. 5,252,479) y la transfección 20 
mediada por liposomas proteicos virales (Dzau et al., Trends in Biotechnology 11: 205 -210 (1993). Por ejemplo, las 
vacunas de ADN desnudo son generalmente conocidas en la técnica; véase Brower, Nature Biotechnology, 16: 1304-
1305 (1998). Los vectores de terapia génica pueden administrarse a un sujeto mediante, por ejemplo, inyección 
intravenosa, administración local (véase, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos No. 5,328,470) o mediante 
inyección estereotáctica (véase, por ejemplo, Chen, et al., 1994. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 3054-3057). La 25 
preparación del vector de terapia génica puede incluir el vector de terapia génica en un diluyente aceptable, o puede 
comprender una matriz de liberación lenta en la que está incrustado el vehículo de administración génica. 
Alternativamente, donde el vector de administración génica completo puede producirse intacto a partir de células 
recombinantes, por ejemplo, vectores retrovirales, la preparación farmacéutica puede incluye una o más células que 
producen el sistema de administración de genes. 30 
 
Para revisiones de protocolos y métodos de terapia génica, véase Anderson et al., Science 256: 808-813 (1992); 
Patentes Nos. 5,252,479, 5,747,469, 6,017,524, 6,143,290, 6,410,010 6,511,847; y las Publicaciones de Solicitud de 
los Estados Unidos Nos. 2002/0077313 y 2002/00069. Para revisiones adicionales de la tecnología de terapia génica, 
véase Friedmann, Science, 244: 1275-1281 (1989); Verma, Scientific American: 68-84 (1990); Miller, Nature, 357: 455-35 
460 (1992); Kikuchi et al., J Dermatol Sci. 2008 May; 50(2): 87-98; Isaka et al., Expert Opin Drug Deliv. 2007 Sep; 4(5): 
561-71; Jager et al., Curr Gene Ther. 2007 Aug; 7(4): 272-83; Waehler et al., Nat Rev Genet. 2007 Aug; 8(8): 573-87; 
Jensen et al., Ann Med. 2007; 39 (2): 108-15; Herweijer et al., Gene Ther. 2007 Jan ; 14(2): 99-107; Eliyahu et al., 
Molecules, 2005Jan 31; 10(1): 34-64; y Altaras et al., Adv Biochem Eng Biotechnol. 2005; 99: 193-260. 
 40 
La terapia de reemplazo de proteínas puede aumentar la cantidad de proteína mediante la introducción exógena de 
proteínas de tipo salvaje o biológicamente funcionales por medio de infusión. Se puede sintetizar un polipéptido de 
reemplazo de acuerdo con técnicas químicas conocidas o se puede producir y purificar mediante técnicas biológicas 
moleculares conocidas. La terapia de reemplazo de proteínas se ha desarrollado para diversos trastornos. Por 
ejemplo, una proteína de tipo salvaje se puede purificar a partir de un sistema de expresión celular recombinante (por 45 
ejemplo, células de mamífero o células de insecto; véase la Patente de los Estados Unidos No. 5,580,757 de Desnick 
et al.; las Patentes de los Estados Unidos Nos. 6,395,884 y 6,458,574 de Selden et al., Patente de los Estados Unidos 
No. 6,461,609 de Calhoun et al.; Patente de los Estados Unidos No. 6,210,666 de Miyamura et al.; Patente de los 
Estados Unidos No. 6,083,725 de Selden et al.; Patente de los Estados Unidos No. 6,451,600 de Rasmussen et al.; 
Patente de los Estados Unidos No. 5,236,838 de Rasmussen et al. y Patente de los Estados Unidos No. 5,879,680 de 50 
Ginns et al.), Placenta humana o leche animal (véase la Patente de los Estados Unidos No. 6,188,045 de Reuser et 
al.), u otras fuentes conocidas en el arte. Después de la infusión, la proteína exógena puede ser absorbida por los 
tejidos a través de un mecanismo no específico o mediado por el receptor. 
 
Un polipéptido codificado por un gen Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 también puede administrarse en un sistema de 55 
liberación controlada. Por ejemplo, el polipéptido puede administrarse usando infusión intravenosa, una bomba 
osmótica implantable, un parche transdérmico, liposomas u otros modos de administración. En una realización, se 
puede usar una bomba (véase Langer, supra; Sefton, CRC Crit. Ref. Biomed. Eng. 14: 201 (1987); Buchwald et al., 
Surgery 88: 507 (1980); Saudek et al.; N. Engl. J. Med. 321: 574 (1989)). En otra realización, se pueden usar materiales 
poliméricos (Véase Medical Applications of Controlled Release, Langer and Wise (eds.), CRC Pres., Boca Raton, 60 
Florida (1974); Controlled Drug Bioavailability, Drug Product Design and Performance, Smolen and Ball (eds.), Wiley, 
Nueva York (1984); Ranger and Peppas, J. Macromol. Sci. Rev. Macromol. Chem. 23:61 (1983); véase también Levy 
et al., Science 228: 190 (1985); During et al., Ann. Neurol. 25: 351 (1989); Howard et al., J. Neurosurg. 71: 105 (1989)). 
En otra realización más, se puede colocar un sistema de liberación controlada cerca de la diana terapéutica, 
requiriendo así solo una fracción de la dosis sistémica (véase, por ejemplo, Goodson, en Medical Applications of 65 
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Controlled Release, supra, vol. 2, págs. 115). -138 (1984)). Otros sistemas de liberación controlada son analizados en 
la revisión de Langer (Science 249: 1527-1533 (1990)). 
 
Composiciones farmacéuticas y administración para terapia 
 5 
Las proteínas Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 y los compuestos moduladores de Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 pueden 
administrarse al sujeto una vez (por ejemplo, como una inyección o deposición única). Alternativamente, las proteínas 
Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 y los compuestos moduladores Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 se pueden administrar una o 
dos veces al día a un sujeto que lo necesite durante un período de aproximadamente dos a aproximadamente 
veintiocho días, o de aproximadamente siete a aproximadamente diez días. Las proteínas Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 10 
2 y los compuestos moduladores Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 también se pueden administrar una o dos veces al día a 
un sujeto durante un período de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 veces al año, o una combinación de los mismos. 
Además, las proteínas Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 y los compuestos moduladores de Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 de 
la invención pueden administrarse conjuntamente con otro agente terapéutico. Cuando un régimen de dosificación 
comprende múltiples administraciones, la cantidad efectiva de las proteínas Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 y los 15 
compuestos moduladores Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 administrados al sujeto pueden comprender la cantidad total de 
gen producto administrado en todo el régimen de dosificación. 
 
Las proteínas Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 y los compuestos moduladores de Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 pueden 
administrarse a un sujeto por cualquier medio adecuado para administrar proteínas Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 y 20 
compuestos moduladores de Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 para células del sujeto, tales como la dermis, epidermis, 
células de la papila dérmica o células del folículo piloso. Por ejemplo, las proteínas Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 y los 
compuestos moduladores Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 pueden administrarse mediante métodos adecuados para 
transfectar células. Los métodos de transfección para células eucariotas son bien conocidos en la técnica e incluyen 
la inyección directa del ácido nucleico en el núcleo o pronúcleo de una célula; electroporación; transferencia de 25 
liposomas o transferencia mediada por materiales lipofílicos; administración de ácido nucleico mediada por receptor, 
aceleración bioballística o de partículas; precipitación de fosfato de calcio y transfección mediada por vectores virales. 
 
Las composiciones de esta invención pueden formularse y administrarse para reducir los síntomas asociados con un 
trastorno de pérdida de cabello por cualquier medio que produzca contacto del ingrediente activo con el sitio de acción 30 
del agente en el cuerpo de un sujeto, tal como un humano o animal (por ejemplo, un perro, gato o caballo). Se pueden 
administrar por cualquier medio convencional disponible para su uso junto con productos farmacéuticos, ya sea como 
ingredientes activos terapéuticos individuales o en una combinación de ingredientes activos terapéuticos. Se pueden 
administrar solos, pero generalmente se administran con un vehículo farmacéutico seleccionado en función de la ruta 
de administración elegida y la práctica farmacéutica estándar. 35 
 
Una dosis terapéuticamente eficaz de los compuestos moduladores de Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 puede depender 
de una serie de factores conocidos por los expertos en la materia. La(s) dosis(s) de los compuestos moduladores de 
Jak 1 o Jak 2 pueden variar, por ejemplo, dependiendo de la identidad, el tamaño y la condición del sujeto o muestra 
que se está tratando, más dependiendo de la ruta por la cual se administrará la composición, si corresponde, y el 40 
efecto que el profesional desea que los compuestos moduladores de Jak 1 o Jak 2 tengan sobre el ácido nucleico o 
polipéptido descrito en este documento. Estas cantidades pueden ser determinadas fácilmente por un experto en la 
materia. Cualquiera de las aplicaciones terapéuticas descritas en el presente documento puede aplicarse a cualquier 
sujeto que necesite dicha terapia, incluyendo, por ejemplo, un mamífero como un perro, un gato, una vaca, un caballo, 
un conejo, un mono, un cerdo, una oveja, una cabra o un humano. 45 
 
Las composiciones farmacéuticas para uso de acuerdo con la invención pueden formularse de manera convencional 
usando uno o más vehículos o excipientes fisiológicamente aceptables. Las composiciones terapéuticas de la 
invención pueden formularse para una variedad de vías de administración, incluida la administración sistémica y tópica 
o localizada. Las técnicas y formulaciones generalmente se pueden encontrar en Remmington's Pharmaceutical 50 
Sciences, Meade Publishing Co., Easton, Pa (20th Ed., 2000). Para la administración sistémica, es útil una inyección, 
que incluye intramuscular, intravenosa, intraperitoneal y subcutánea. Para inyección, las composiciones terapéuticas 
de la invención pueden formularse en soluciones líquidas, por ejemplo, en reguladores fisiológicamente compatibles 
tales como la solución de Hank o la solución de Ringer. Además, las composiciones terapéuticas pueden formularse 
en forma sólida y redisolverse o suspenderse inmediatamente antes de su uso. También se incluyen formas liofilizadas. 55 
Las composiciones farmacéuticas de la presente invención se caracterizan por ser al menos estériles y libres de 
pirógenos. Estas formulaciones farmacéuticas incluyen formulaciones para uso humano y veterinario. 
 
Según la invención, un vehículo farmacéuticamente aceptable puede comprender cualquiera y todos los disolventes, 
medios de dispersión, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifúngicos, agentes isotónicos y retardantes de la 60 
absorción, y similares, compatibles con la administración farmacéutica. El uso de tales medios y agentes para 
sustancias farmacéuticamente activas es bien conocido en la técnica. Se puede usar cualquier medio o agente 
convencional que sea compatible con el compuesto activo. Los compuestos activos suplementarios también se pueden 
incorporar en las composiciones. 
 65 
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La divulgación también se refiere a un kit que comprende un vehículo farmacéuticamente aceptable y un compuesto 
modulador Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2 identificado usando los ensayos de cribado descritos en este documento 
empaquetados con instrucciones de uso. Para los moduladores que son antagonistas de la actividad de una proteína 
Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2, o que reducen la expresión de una proteína Jak 1, Jak 2, Stat 1 o Stat 2, las instrucciones 
especificarían el uso de composición farmacéutica para promover la pérdida de cabello en la superficie del cuerpo de 5 
un mamífero (por ejemplo, brazos, piernas, área del bikini, cara). 
 
Para los compuestos moduladores de Jak 1 o Jak 2 que son agonistas de la actividad de una proteína Jak 1 o Jak 2 
o aumentan la expresión de una o más proteínas codificadas por los genes Jak 1 o Jak 2, las instrucciones 
especificarían el uso de la composición farmacéutica para regular el crecimiento del cabello. En una realización, las 10 
instrucciones especificarían el uso de la composición farmacéutica para el tratamiento de trastornos de pérdida de 
cabello. En una realización adicional, las instrucciones especificarían el uso de la composición farmacéutica para 
restaurar la pigmentación del cabello. Por ejemplo, administrar un agonista puede reducir las canas en un sujeto. 
 
Una composición farmacéutica que contiene un compuesto modulador Jak 1 o Jak 2 puede administrarse junto con 15 
un vehículo farmacéuticamente aceptable, para cualquiera de los efectos terapéuticos discutidos aquí. Dichas 
composiciones farmacéuticas pueden comprender, por ejemplo, anticuerpos dirigidos a polipéptidos codificados por 
genes que comprenden un gen Jak 1 o Jak 2, o variantes del mismo, o agonistas y antagonistas de un polipéptido 
codificado por un gen Jak 1 o Jak 2. Las composiciones pueden administrarse solas o en combinación con al menos 
otro agente, tal como un compuesto estabilizante, que puede administrarse en cualquier vehículo farmacéutico 20 
biocompatible estéril que incluye, pero no se limita a, solución salina, solución salina regulada, dextrosa y agua. Las 
composiciones pueden administrarse a un paciente solo, o en combinación con otros agentes, fármacos u hormonas. 
 
Las soluciones inyectables estériles se pueden preparar incorporando el compuesto modulador Jak 1 o Jak 2 (por 
ejemplo, un polipéptido o anticuerpo) en la cantidad requerida en un disolvente apropiado con uno o una combinación 25 
de ingredientes enumerados aquí, según se requiera, seguido por esterilización filtrada. Generalmente, las 
dispersiones se preparan incorporando el compuesto activo en un vehículo estéril que contiene un medio de dispersión 
básico y los otros ingredientes requeridos de los enumerados aquí. En el caso de polvos estériles para la preparación 
de soluciones inyectables estériles, ejemplos de métodos de preparación útiles son el secado al vacío y la liofilización 
que produce un polvo del ingrediente activo más cualquier ingrediente adicional deseado de una solución previamente 30 
filtrada estéril del mismo. 
 
En algunas realizaciones, el compuesto modulador Jak 1 o Jak 2 puede aplicarse a través de sistemas de 
administración transdérmica, que liberan lentamente el compuesto activo para absorción percutánea. Pueden usarse 
potenciadores de permeación para facilitar la penetración transdérmica de los factores activos en los medios 35 
condicionados. Los parches transdérmicos están descritos, por ejemplo, en Patente de los Estados Unidos No. 
5,407,713; Patente de los Estados Unidos No. 5,352,456; Patente de los Estados Unidos No. 5,332,213; Patente de 
los Estados Unidos No. 5,336,168; Patente de los Estados Unidos No. 5,290,561; Patente de los Estados Unidos No. 
5,254,346; Patente de los Estados Unidos No. 5,164,189; Patente de los Estados Unidos No. 5,163,899; Patente de 
los Estados Unidos No. 5,088,977; Patente de los Estados Unidos No. 5,087,240; Patente de los Estados Unidos No. 40 
5,008,110; y Patente de los Estados Unidos No. 4,921,475. 
 
Se pueden utilizar diversas rutas de administración y diversos sitios de implantación celular, tales como subcutáneo o 
intramuscular, para introducir la población agregada de células en un sitio de preferencia. Una vez implantadas en un 
sujeto (como un ratón, una rata o un humano), las células agregadas pueden estimular la formación de un folículo 45 
piloso y el crecimiento posterior de una estructura capilar en el sitio de introducción. En otra realización, las células 
transfectadas (por ejemplo, las células que expresan una proteína codificada por un gen Jak 1 o Jak 2 se implantan 
en un sujeto para promover la formación de folículos pilosos dentro del sujeto. En otras realizaciones, las células 
transfectadas son células derivadas de el bulbo final de un folículo piloso (como las células de la papila dérmica o las 
células de la vaina dérmica). Células agregadas (por ejemplo, células cultivadas en un cultivo de gota colgante) o 50 
células transfectadas (por ejemplo, células producidas como se describe aquí) mantenidas durante 1 o se pueden 
introducir (o implantar) más pasajes en un sujeto (como una rata, un ratón, un perro, un gato, un humano y similares). 
 
La administración "subcutánea" puede referirse a la administración justo debajo de la piel (es decir, debajo de la 
dermis). En general, el tejido subcutáneo es una capa de grasa y tejido conectivo que alberga vasos sanguíneos y 55 
nervios más grandes. El tamaño de esta capa varía en todo el cuerpo y de persona a persona. La interfaz entre las 
capas subcutánea y muscular se puede abarcar mediante administración subcutánea. 
 
Este modo de administración puede ser factible cuando la capa subcutánea es suficientemente delgada para que los 
factores presentes en las composiciones puedan migrar o difundirse desde el lugar de administración y entrar en 60 
contacto con las células del folículo piloso responsables de la formación del cabello. Por lo tanto, donde se utiliza la 
administración intradérmica, el bolo de la composición administrada se localiza cerca de la capa subcutánea. 
 
La administración de los agregados celulares (tales como los agregados DP o DS) no está restringida a una única 
ruta, sino que puede abarcar la administración por múltiples rutas. Por ejemplo, las administraciones ejemplares por 65 
múltiples rutas incluyen, entre otras, una combinación de administración intradérmica e intramuscular, o administración 
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intradérmica y subcutánea. Las administraciones múltiples pueden ser secuenciales o concurrentes. Otros modos de 
aplicación por múltiples rutas serán evidentes para el experto. 
 
En otras realizaciones, este método de implantación será un tratamiento único para algunos sujetos. En realizaciones 
adicionales, se requerirán implantaciones de terapia celular múltiple. En algunas realizaciones, las células utilizadas 5 
para la implantación generalmente serán células genéticamente modificadas específicas del sujeto. En otra 
realización, se pueden usar células obtenidas de una especie diferente u otro individuo de la misma especie. Por lo 
tanto, el uso de tales células puede requerir la administración de un inmunosupresor para evitar el rechazo de las 
células implantadas. Dichos métodos también se han descrito en la Publicación de Solicitud de Patente de los Estados 
Unidos 2004/0057937 y la Publicación de Solicitud PCT WO 2001/32840. 10 
 
Inhibidores 
 
Las citoquinas se producen para activar las células vecinas para comunicar señales de peligro entre sí y propagar y 
amplificar la respuesta inflamatoria. A lo largo de los años, se aprendió cómo neutralizar estas citoquinas con 15 
anticuerpos bloqueantes e inhibir su señalización en las células que responden mediante inhibidores de proteínas de 
tirosina quinasa de molécula pequeña. Existen fármacos aprobados por la FDA para ambas metodologías, por 
ejemplo, anticuerpos bloqueadores IL-2 y TNF y la molécula pequeña Gleevec™ disponible por vía oral que bloquea 
la señalización de las citoquinas. Siempre que sea posible, el centro buscará formulaciones tópicas de moléculas 
pequeñas que deberían mejorar la eficacia al tiempo que limitan la toxicidad sistémica (índices terapéuticos mejorados) 20 
fomentando la evaluación clínica en AA de otros inhibidores de moléculas pequeñas en flujo de desarrollo 
biofarmacéutico. 
 
Para bloquear la señalización de los receptores de citoquinas, se puede usar el inhibidor tópico/oral de JAK1/2 (Incyte), 
que ya ha demostrado seguridad y eficacia en pacientes con psoriasis y AR. 25 
 
Los inhibidores pueden comprender péptidos (como anticuerpos o fragmentos de los mismos), moléculas pequeñas, 
ácidos nucleicos (como ARNsi o ARN antisentido) u otros agentes) que pueden unirse a una molécula de polipéptido 
codificada por un gen de interés y/o moléculas que tienen un efecto inhibitorio sobre la actividad biológica de una 
proteína de interés o su expresión. 30 
 
Tal como se usa en este documento, un "inhibidor de Jak 1" se refiere a un compuesto que interactúa con un gen Jak 
1 o una proteína o polipéptido Jak 1 e inhibe su actividad y/o su expresión. El compuesto puede disminuir la actividad 
o expresión de una proteína codificada por Jak 1. 
 35 
En una realización, un inhibidor de Jak 1 puede ser un fragmento peptídico que se une a una proteína que comprende 
SEQ ID NO: 1. Por ejemplo, el fragmento puede abarcar cualquier porción de al menos aproximadamente 8 
aminoácidos consecutivos de SEQ ID NO: 1. El fragmento puede comprender al menos aproximadamente 10 
aminoácidos consecutivos, al menos aproximadamente 20 aminoácidos consecutivos, al menos aproximadamente 30 
aminoácidos consecutivos, al menos aproximadamente 40 aminoácidos consecutivos, al menos aproximadamente 50 40 
aminoácidos consecutivos, al menos aproximadamente 60 aminoácidos consecutivos aminoácidos, o al menos 
aproximadamente 75 aminoácidos consecutivos de SEQ ID NO: 1. Los fragmentos incluyen todas las longitudes de 
aminoácidos posibles entre e incluyendo aproximadamente 8 y aproximadamente 100 aminoácidos, por ejemplo, 
longitudes entre aproximadamente 10 y aproximadamente 100 aminoácidos, entre aproximadamente 15 y 
aproximadamente 100 aminoácidos, entre aproximadamente 20 y aproximadamente 100 aminoácidos, entre 45 
aproximadamente 35 y aproximadamente 100 aminoácidos, entre aproximadamente 40 y aproximadamente 100 
aminoácidos, entre aproximadamente 50 y aproximadamente 100 aminoácidos, entre aproximadamente 70 y 
aproximadamente 100 aminoácidos, entre aproximadamente 75 y aproximadamente 100 aminoácidos, o entre 
aproximadamente 80 y aproximadamente 100 aminoácidos. Estos fragmentos de péptidos pueden obtenerse 
comercialmente o sintetizarse a través de métodos de síntesis en fase líquida o en fase sólida (Atherton et al., (1989) 50 
Solid Phase Peptide Synthesis: a Practical Approach. IRL Press, Oxford, Inglaterra). 
 
Tal como se usa en este documento, un "inhibidor de Jak 2" se refiere a un compuesto que interactúa con un gen Jak 
2 o una proteína o polipéptido Jak 2 e inhibe su actividad y/o su expresión. El compuesto puede disminuir la actividad 
o expresión de una proteína codificada por Jak 2. 55 
 
En una realización, un inhibidor de Jak 2 puede ser un fragmento peptídico que se une a una proteína que comprende 
la SEQ ID NO: 3. Por ejemplo, el fragmento puede abarcar cualquier porción de al menos aproximadamente 8 
aminoácidos consecutivos de la SEQ ID NO: 3 El fragmento puede comprender al menos aproximadamente 10 
aminoácidos consecutivos, al menos aproximadamente 20 aminoácidos consecutivos, al menos aproximadamente 30 60 
aminoácidos consecutivos, al menos aproximadamente 40 aminoácidos consecutivos, al menos aproximadamente 50 
aminoácidos consecutivos, al menos aproximadamente 60 aminoácidos consecutivos aminoácidos, o al menos 
aproximadamente 75 aminoácidos consecutivos de SEQ ID NO: 3. Los fragmentos incluyen todas las longitudes de 
aminoácidos posibles entre e incluyendo aproximadamente 8 y aproximadamente 100 aminoácidos, por ejemplo, 
longitudes entre aproximadamente 10 y aproximadamente 100 aminoácidos, entre aproximadamente 15 y 65 
aproximadamente 100 aminoácidos, entre aproximadamente 20 y aproximadamente 100 aminoácidos, entre 
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aproximadamente 35 y aproximadamente 100 aminoácidos, entre aproximadamente 40 y aproximadamente 100 
aminoácidos, entre aproximadamente 50 y aproximadamente 100 aminoácidos, entre aproximadamente 70 y 
aproximadamente 100 aminoácidos, entre aproximadamente 75 y aproximadamente 100 aminoácidos, o entre 
aproximadamente 80 y aproximadamente 100 aminoácidos. Estos fragmentos de péptidos pueden obtenerse 
comercialmente o sintetizarse a través de métodos de síntesis en fase líquida o en fase sólida (Atherton et al., (1989) 5 
Solid Phase Peptide Synthesis: a Practical Approach. IRL Press, Oxford, Inglaterra). 
 
Tal como se usa en el presente documento, un "inhibidor de Stat 1" se refiere a un compuesto que interactúa con un 
gen de Stat 1 o una proteína o polipéptido de Stat 1 e inhibe su actividad y/o su expresión. El compuesto puede 
disminuir la actividad o expresión de una proteína codificada por Stat 1. 10 
 
En una realización, un inhibidor de Stat 1 puede ser un fragmento de péptido que se une a una proteína que comprende 
la SEQ ID NO: 5. Por ejemplo, el fragmento puede abarcar cualquier porción de al menos aproximadamente 8 
aminoácidos consecutivos de la SEQ ID NO: 5 El fragmento puede comprender al menos aproximadamente 10 
aminoácidos consecutivos, al menos aproximadamente 20 aminoácidos consecutivos, al menos aproximadamente 30 15 
aminoácidos consecutivos, al menos aproximadamente 40 aminoácidos consecutivos, al menos aproximadamente 50 
aminoácidos consecutivos, al menos aproximadamente 60 aminoácidos consecutivos aminoácidos, o al menos 
aproximadamente 75 aminoácidos consecutivos de SEQ ID NO: 5. Los fragmentos incluyen todas las longitudes de 
aminoácidos posibles entre e incluyendo aproximadamente 8 y aproximadamente 100 aminoácidos, por ejemplo, 
longitudes entre aproximadamente 10 y aproximadamente 100 aminoácidos, entre aproximadamente 15 y 20 
aproximadamente 100 aminoácidos, entre aproximadamente 20 y aproximadamente 100 aminoácidos, entre 
aproximadamente 35 y aproximadamente 100 aminoácidos, entre aproximadamente 40 y aproximadamente 100 
aminoácidos, entre aproximadamente 50 y aproximadamente 100 aminoácidos, entre aproximadamente 70 y 
aproximadamente 100 aminoácidos, entre aproximadamente 75 y aproximadamente 100 aminoácidos, o entre 
aproximadamente 80 y aproximadamente 100 aminoácidos. Estos fragmentos de péptidos pueden obtenerse 25 
comercialmente o sintetizarse a través de métodos de síntesis en fase líquida o en fase sólida (Atherton et al., (1989) 
Solid Phase Peptide Synthesis: a Practical Approach. IRL Press, Oxford, Inglaterra). 
 
Tal como se usa en el presente documento, un "inhibidor de Stat 2" se refiere a un compuesto que interactúa con un 
gen Stat 2 o una proteína o polipéptido Stat 2 e inhibe su actividad y/o su expresión. El compuesto puede disminuir la 30 
actividad o expresión de una proteína codificada por Stat 2. 
 
En una realización, un inhibidor de Stat 2 puede ser un fragmento peptídico que se une a una proteína que comprende 
SEQ ID NO: 7. Por ejemplo, el fragmento puede abarcar cualquier porción de al menos aproximadamente 8 
aminoácidos consecutivos de SEQ ID NO: 7. El fragmento puede comprender al menos aproximadamente 10 35 
aminoácidos consecutivos, al menos aproximadamente 20 aminoácidos consecutivos, al menos aproximadamente 30 
aminoácidos consecutivos, al menos aproximadamente 40 aminoácidos consecutivos, al menos aproximadamente 50 
aminoácidos consecutivos, al menos aproximadamente 60 aminoácidos consecutivos aminoácidos, o al menos 
aproximadamente 75 aminoácidos consecutivos de SEQ ID NO: 7. Los fragmentos incluyen todas las longitudes de 
aminoácidos posibles entre e incluyendo aproximadamente 8 y aproximadamente 100 aminoácidos, por ejemplo, 40 
longitudes entre aproximadamente 10 y aproximadamente 100 aminoácidos, entre aproximadamente 15 y 
aproximadamente 100 aminoácidos, entre aproximadamente 20 y aproximadamente 100 aminoácidos, entre 
aproximadamente 35 y aproximadamente 100 aminoácidos, entre aproximadamente 40 y aproximadamente 100 
aminoácidos, entre aproximadamente 50 y aproximadamente 100 aminoácidos, entre aproximadamente 70 y 
aproximadamente 100 aminoácidos, entre aproximadamente 75 y aproximadamente 100 aminoácidos, o entre 45 
aproximadamente 80 y aproximadamente 100 aminoácidos. Estos fragmentos de péptidos pueden obtenerse 
comercialmente o sintetizarse a través de métodos de síntesis en fase líquida o en fase sólida (Atherton et al., (1989) 
Solid Phase Peptide Synthesis: a Practical Approach. IRL Press, Oxford, Inglaterra). 
 
Tal como se usa en el presente documento, un "inhibidor de Jak/Stat" se refiere a un compuesto que interactúa con 50 
un gen Jak1/Jak2/Stat1/Stat2 o una proteína o polipéptido Jak1/Jak2/Stat1/Stat2 e inhibe su actividad y/o su expresión. 
El compuesto puede disminuir la actividad o expresión de una proteína codificada por Jak1/Jak2/Stat1/Stat2. 
 
Un inhibidor puede ser una proteína, tal como un anticuerpo (monoclonal, policlonal, humanizado, quimérico o 
completamente humano), o un fragmento de unión del mismo, dirigido contra un polipéptido codificado por la SEQ ID 55 
NO: 1, 3, 5 o 7. Un fragmento de anticuerpo puede ser una forma de un anticuerpo diferente a la forma de longitud 
completa e incluye porciones o componentes que existen dentro de los anticuerpos de longitud completa, además de 
los fragmentos de anticuerpos que han sido diseñados. Los fragmentos de anticuerpos pueden incluir, entre otros, Fv 
de cadena sencilla (scFv), diacuerpos, Fv y (Fab')2, triacuerpos, Fc, Fab, CDR1, CDR2, CDR3, combinaciones de 
CDR, regiones variables, tetracuerpos, anticuerpos híbridos bifuncionales, regiones marco, regiones constantes y 60 
similares (véase, Maynard et al., (2000) Ann. Rev. Biomed. Eng. 2: 339-76; Hudson (1998) Curr. Opin. Biotechnol. 9: 
395-402). Los anticuerpos pueden obtenerse comercialmente, generarse a medida o sintetizarse contra un antígeno 
de interés de acuerdo con los métodos establecidos en la técnica (Janeway et al., (2001) Immunobiology, 5ª ed., 
Garland Publishing). 
 65 
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Un inhibidor también puede ser una molécula pequeña que se une a una proteína y altera su función. Las moléculas 
pequeñas son un grupo diverso de sustancias sintéticas y naturales que generalmente tienen pesos moleculares bajos. 
Se pueden aislar de fuentes naturales (por ejemplo, plantas, hongos, microbios y similares), se obtienen 
comercialmente y/o están disponibles como bibliotecas o colecciones, o se sintetizan. Las moléculas pequeñas 
candidatas que modulan una proteína pueden identificarse mediante un cribado in silico o un cribado de alto 5 
rendimiento (HTP) de bibliotecas combinatorias. La mayoría de los productos farmacéuticos convencionales, como la 
aspirina, la penicilina y muchos quimioterapéuticos, son moléculas pequeñas, se pueden obtener comercialmente, se 
pueden sintetizar químicamente o se pueden obtener de bibliotecas aleatorias o combinatorias (Werner et al., (2006) 
Brief Funct. Genomic Proteómica 5(1): 32-6). En algunas realizaciones, el agente es una molécula pequeña que se 
une, interactúa o se asocia con una proteína o ARN diana. Una molécula tan pequeña puede ser una molécula orgánica 10 
que, cuando la diana es una diana intracelular, es capaz de penetrar la bicapa lipídica de una célula para interactuar 
con la diana. Las moléculas pequeñas incluyen, entre otras, toxinas, agentes quelantes, metales y compuestos 
metaloides. Las moléculas pequeñas se pueden unir o conjugar a un agente de direccionamiento para guiar 
específicamente la molécula pequeña a una célula particular. 
 15 
Composiciones farmacéuticas y administración para terapia 
 
Un inhibidor o agonista descrito en este documento puede incorporarse en composiciones farmacéuticas adecuadas 
para administración, por ejemplo, el inhibidor y un vehículo farmacéuticamente aceptable. 
 20 
Un vehículo farmacéuticamente aceptable puede comprender cualquiera y todos los disolventes, medios de dispersión, 
recubrimientos, agentes antibacterianos y antifúngicos, agentes isotónicos y retardadores de la absorción, y similares, 
compatibles con la administración farmacéutica. El uso de tales medios y agentes para sustancias farmacéuticamente 
activas es bien conocido en la técnica. Se puede usar cualquier medio o agente convencional que sea compatible con 
el compuesto activo. Los compuestos activos suplementarios también se pueden incorporar en las composiciones. 25 
 
Cualquiera de las aplicaciones terapéuticas descritas en el presente documento se puede aplicar a cualquier sujeto 
que necesite dicha terapia, incluyendo, por ejemplo, un mamífero como un perro, un gato, una vaca, un caballo, un 
conejo, un mono, un cerdo, una oveja, una cabra o un humano. 
 30 
Una composición farmacéutica puede administrarse junto con un vehículo farmacéuticamente aceptable, para 
cualquiera de los efectos terapéuticos discutidos aquí. Dichas composiciones farmacéuticas pueden comprender, por 
ejemplo, anticuerpos dirigidos a polipéptidos. Las composiciones pueden administrarse solas o en combinación con al 
menos otro agente, tal como un compuesto estabilizante, que puede administrarse en cualquier vehículo farmacéutico 
biocompatible estéril que incluye, pero no se limita a, solución salina, solución salina regulada, dextrosa y agua. Las 35 
composiciones pueden administrarse a un paciente solo, o en combinación con otros agentes, fármacos u hormonas. 
 
Una composición farmacéutica está formulada para ser compatible con su ruta de administración prevista. Ejemplos 
de vías de administración incluyen la administración parenteral, por ejemplo, intravenosa, intradérmica, subcutánea, 
oral (por ejemplo, inhalación), transdérmica (tópica), transmucosa y rectal. Las soluciones o suspensiones utilizadas 40 
para la aplicación parenteral, intradérmica o subcutánea pueden incluir los siguientes componentes: un diluyente estéril 
como agua para inyección, solución salina, aceites fijos, polietilenglicoles, glicerina, propilenglicol u otros solventes 
sintéticos; agentes antibacterianos tales como alcohol bencílico o metil parabenos; antioxidantes tales como ácido 
ascórbico o bisulfito de sodio; agentes quelantes tales como ácido etilendiaminotetraacético; reguladores como 
acetatos, citratos o fosfatos y agentes para el ajuste de la tonicidad como cloruro de sodio o dextrosa. El pH se puede 45 
ajustar con ácidos o bases, como el ácido clorhídrico o el hidróxido de sodio. La preparación parenteral puede incluirse 
en ampollas, jeringas desechables o viales de dosis múltiples de vidrio o plástico. 
 
Las composiciones farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen soluciones acuosas estériles (donde son 
solubles en agua) o dispersiones y polvos estériles para la preparación extemporánea de soluciones o dispersiones 50 
inyectables estériles. Para la administración intravenosa, los portadores adecuados incluyen solución salina fisiológica, 
agua bacteriostática, Cremophor EM™ (BASF, Parsippany, NJ) o solución salina regulada con fosfato (PBS). En todos 
los casos, la composición debe ser estéril y debe ser fluida en la medida en que exista una fácil utilización en jeringa. 
Debe ser estable en las condiciones de fabricación y almacenamiento y debe preservarse contra la acción 
contaminante de microorganismos como bacterias y hongos. El vehículo puede ser un disolvente o medio de 55 
dispersión que contenga, por ejemplo, agua, etanol, un poliol farmacéuticamente aceptable como glicerol, 
propilenglicol, polietilenglicol líquido y mezclas adecuadas de los mismos. Se puede mantener la fluidez adecuada, 
por ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento como la lecitina, mediante el mantenimiento del tamaño de partícula 
requerido en el caso de dispersión y mediante el uso de tensioactivos. La prevención de la acción de los 
microorganismos se puede lograr mediante diversos agentes antibacterianos y antifúngicos, por ejemplo, parabenos, 60 
clorobutanol, fenol, ácido ascórbico, timerosal y similares. En muchos casos, puede ser útil incluir agentes isotónicos, 
por ejemplo, azúcares, polialcoholes tales como manitol, sorbitol, cloruro de sodio en la composición. La absorción 
prolongada de las composiciones inyectables puede lograrse incluyendo en la composición un agente que retrase la 
absorción, por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina. 
 65 
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Las soluciones inyectables estériles pueden prepararse incorporando el inhibidor (por ejemplo, un polipéptido o 
anticuerpo o molécula pequeña) o agonista en la cantidad requerida en un disolvente apropiado con uno o una 
combinación de ingredientes enumerados aquí, según se requiera, seguido de esterilización por filtración. 
Generalmente, las dispersiones se preparan incorporando el compuesto activo en un vehículo estéril que contiene un 
medio de dispersión básico y los otros ingredientes requeridos de los enumerados aquí. En el caso de polvos estériles 5 
para la preparación de soluciones inyectables estériles, ejemplos de métodos de preparación útiles son el secado al 
vacío y la liofilización que produce un polvo del ingrediente activo más cualquier ingrediente adicional deseado de una 
solución previamente filtrada estéril del mismo. 
 
Las composiciones orales generalmente incluyen un diluyente inerte o un vehículo comestible. Pueden encerrarse en 10 
cápsulas de gelatina o comprimirse en tabletas. Para el propósito de la administración terapéutica oral, el compuesto 
activo puede incorporarse con excipientes y usarse en forma de tabletas, pastillas o cápsulas. Las composiciones 
orales también se pueden preparar usando un vehículo fluido para usar como enjuague bucal, en donde el compuesto 
en el vehículo fluido se aplica por vía oral y se agita y expectora o traga. 
 15 
Se pueden incluir agentes de unión y/o materiales adyuvantes farmacéuticamente compatibles como parte de la 
composición. Las tabletas, píldoras, cápsulas, pastillas y similares pueden contener cualquiera de los siguientes 
ingredientes, o compuestos de naturaleza similar: un aglutinante tal como celulosa microcristalina, goma de tragacanto 
o gelatina; un excipiente tal como almidón o lactosa, un agente desintegrante tal como ácido algínico, primogel o 
almidón de maíz; un lubricante tal como estearato de magnesio o esteroles; un agente de deslizamiento tal como 20 
dióxido de silicio coloidal; un agente edulcorante tal como sacarosa o sacarina; o un agente aromatizante como menta, 
salicilato de metilo o aroma de naranja. 
 
La administración sistémica también puede ser por medios transmucosa o transdérmicos. Para la administración 
transmucosa o transdérmica, se usan agentes de penetración apropiados para la barrera que va a ser permeada en 25 
la formulación. Tales agentes de penetración son generalmente conocidos en la técnica e incluyen, por ejemplo, para 
administración transmucosa, detergentes, sales biliares y derivados de ácido fusídico. La administración transmucosa 
se puede lograr mediante el uso de aerosoles nasales o supositorios. Para la administración transdérmica, los 
compuestos activos se formulan en pomadas, ungüentos, geles o cremas como se conoce generalmente en la técnica. 
 30 
A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y científicos utilizados en el presente documento tienen 
el mismo significado que el entendido comúnmente por un experto en la materia a la que pertenece esta invención. A 
continuación, se describen métodos y materiales ejemplares, aunque los métodos y materiales similares o 
equivalentes a los descritos aquí también se pueden usar en la práctica o prueba de la presente invención. 
 35 
Los expertos en la materia reconocerán, o podrán determinar, utilizando no más que la experimentación de rutina, 
numerosos equivalentes a las sustancias y procedimientos específicos descritos aquí. Tales equivalentes se 
consideran dentro del alcance de esta invención, y están cubiertos por las reivindicaciones que siguen. 
 
Las publicaciones y referencias citadas en este documento no se admiten como técnica anterior. 40 
 
Ejemplos 
 
A continuación se proporcionan ejemplos para facilitar una comprensión más completa de la invención. Los siguientes 
ejemplos ilustran los modos a manera de ejemplo de hacer y practicar la invención. Sin embargo, el alcance de la 45 
invención no se limita a realizaciones específicas descritas en estos ejemplos, que son solo para fines ilustrativos, ya 
que se pueden utilizar métodos alternativos para obtener resultados similares. 
 
Ejemplo 1 
 50 
Se ha demostrado que el interferón γ es un objetivo en AA murino (véase Nakamura, et al. 2008, Am J Pathol, 172(3): 
650-658; véase también Freyschmidt-Paul et al., Br J Dermatol., 155(3): 515-521; véase también Gilhar et al., Journal 
Invest. Dermatol., 124 (1): 288-289). En la AA humana, los PBMC de AA muestran sesgo hacia Th1, la piel con AA 
muestra la firma IFN y los genes GWAS (SOCS/IFN-g/), pero también IL-2/6/13/21/26. 
 55 
La ruta del interferón γ (Figura 7) induce NKG2DL en las células HF diana, mejora la presentación del antígeno por 
DC, promueve la autoinmunidad celular Th1 y aumenta la citólisis mediada por NK y CTL. 
 
Los inhibidores de JAK1/2 en el desarrollo clínico incluyen a) INCB018424, tópico y oral; Actividad 5nM (Incyte); b) 
CEP-701 (Cephalon); y c) TG101348. 60 
 
a) 
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b) 

 
c) 
 5 

 
 

 
Tabla 1. INCB18424-203: Eventos adversos emergentes del tratamiento en orden descendente (todos los afectados) 

(la administración oral se considera un perfil aceptable) 10 
 

Término preferido Medra Vehículo (n=50) Activo (n=149)

Irritación en el lugar de aplicación, prurito 7 (14.0) 14 (9.3) 

Nasofaringitis 1 (2.0) 10 (6.7)

Infección del tracto respiratorio superior 3 (6.0) 10 (6.7) 

Sinusitis 1 (2.0) 6 (4.0)

Dolor de espalda 0 (0.0) 5 (3.4) 

Dolor de cabeza 0 (0.0) 4 (2.7)

Influenza 2 (4.0) 4 (2.7) 

Dolor abdominal 0 (0.0) 3 (2.0)

Seis SAE, ninguno relacionado con el tratamiento: próstata ca, hospitalización prolongada por colecistitis, colelitiasis 
(1.5%); reparación de hernia de disco, oclusión coronaria con hx ASHD (0.5%). CVA (vehículo) 

 
Los programas clínicos en AA incluyen lo siguiente: 
 
• AA leve a moderada: Psoriasis de fase 2/3 y mielofibrosis de fase 3 oral, utilizando un inhibidor tópico JAK 15 
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Una cohorte basada en la población evaluó casos determinados a través del National Alopecia Areata Registry frente 
a controles determinados a través del proyecto de New York City Cancer. Fueron emparejados para la ascendencia 
del norte de Europa usando AIMS. 
 
• Casos: n=1080 (Alopecia Universalis=482; Alopecia Totali =120; Alopecia Areata Transitoria=176; Alopecia Areata 5 
Parcheada=302) 
 
• Controles: n=1053 
 
La Figura 9 presenta un estudio de la Genomewide Association (GWAS) en alopecia areata. 10 
 

Tabla 2: Lista de genes implicados en AA 

Región Gen Función Asociación más fuerte 
(valor p) 

Relación de probabilidad 
máxima 

2q33.2 CTLA4 Proliferación de células T 3.55x10-13 1.44

ICOS Proliferación de células T 4.33x10-08 1.32 

4q27 IL21/IL2 Proliferación de células T-, B- y NK 4.27x10-08 1.34

6q25.1 ULBP6 Ligando activador de NKG2D 4.49x10-19 1.65 

ULBP3 Ligando activador de NKG2D 4.43x10-17 1.52

9q31.1 STX17 Encanecimiento prematuro 3.60x10-07 1.33 

10p15.1 IL2RA 
(CD25) 

Proliferación de células T 1.74x10-12 1.41 

11q13 PRDX5 Enzimas antioxidantes 4.14x10-07 1.33

12q13 Eos (IKZF4) Proliferación de células T 3.21x10-08 1.34 

ERBB3 Receptor del factor de crecimiento 
epidérmico 

1.27x10-07 1.34 

6p21.32 
(HLA) 

MICA Ligando activador de NKG2D 1.19x10-17 1.44

NOTCH4 Diferenciación de células T 1.03x10-08 1.61 

BTNL2 Proliferación de células T 2.11x10-26 2.70

HLA-DRA Presentación de antígeno 2.93x10-31 2.62 

HLA-DQA1 Presentación de antígeno 3.60x10-17 2.15

HLA-DQA2 Presentación de antígeno 1.38x10-35 5.43 

HLA-DQB2 Presentación de antígeno 1.73x10-13 1.60

HLA-DOB Presentación de antígeno 2.07x10-08 1.72 

 
Tabla 3: Modelo de causa común de enfermedades autoinmunes de la piel. Véase también 

http://www.genome.gov/gwastudies (para psoriasis) y Jin et al., 2010, NEJM, 362: 1686-1697. 15 
 

Región Gen Asociación más fuerte 
(valor p) 

Relación de probabilidad 
máxima 

Involucrado en otras enfermedades 
autoinmunes 

2q33.2 CTLA4 3.55x10-13 1.44 T1D, RA, CeD, MS, SLE, GD

ICOS 4.33x10-08 1.32   T1D, RA, CeD, MS, SLE, GD 

4q27 IL21/IL2 4.27x10-08 1.34 T1D, RA, CeD, PS 

6q25.1 ULBP6 4.49x10-19 1.65 Ninguno

ULBP3 4.43x10-17 1.52 Ninguno 
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(continuación) 

Región Gen Asociación más 
fuerte (valor p) 

Relación de 
probabilidad máxima 

 Involucrado en otras 
enfermedades autoinmunes 

9q31.1 STX17 360x10-07 1.33 Ninguno 

10p15.1 IL2RA 
(CD25) 

1.74x10-12 1.41   T1D, MS, GD, GV 

11q13 PRDX5 4.14x10-07 1.33 MS 

12q13 Eos (IKZF4) 3.21x10-08 1.34   T1D, SLE 

ERBB3 1.27x10-07 1.34 T1D, SLE 

6p21.32 
(HLA) 

MICA 1.19x10-07 1.44 T1D, RA, CeD, UC, PS, SLE 

NOTCH4 1.03x10-08 1.61   T1D, RA, MS 

C6orf10 1.45x10-16 2.36 T1D, RA, PS, GV 

BTNL2 2.11x10-26 2.70   T1D, RA, UC, CD, SLE, MS, 
GV 

HLA-DRA 2.93x10-31 2.62 T1D, RA, CeD, MS, GV 

HLA-DQA1 3.60x10-17 2.15 
 

T1D, RA, CeD, MS. SLE, PS, 
CD, UC, GD, GV 

HLA-DQA2 1.38x10-35 5.43   T1D, RA 

HLA-DQB2 1.73x10-13 1.60 RA 

HLA-DOB 2.07x10-08 1.72     

Diabetes tipo I (T1D), artritis reumatoide (AR), enfermedad celíaca (CeD), esclerosis múltiple (MS), sistema de lupus 
eritematoso (SLE), enfermedad de Graves (GD), psoriasis (PS), vitiligo generalizado (GV). 
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Tabla 4: Modelo de causa común de enfermedades autoinmunes de la piel. Véase también 
http://www.genome.gov/gwastudies (para psoriasis) y Jin et al., 2010, NEJM, 362: 1686-1697. 
 
Tabla 5: Lista de genes implicados en AA. Los círculos negros indican genes que afectan a NKG2D; los círculos grises 
indican genes que afectan la regulación de las células T; los círculos negros con estrella indican genes que afectan 5 
los órganos terminales 

Región   Gen Función Asociación más fuerte 
(valor p)

Relación de 
probabilidad máxima

2q33.2   
CTLA4 Proliferación de células T  3.55x10-13 1.44 

 
ICOS Proliferación de células T 4.33x10-08 1.32 

4q27   
IL21/IL2 Proliferación de células T, 

banda NK 
4.27x10-08 1.34 

6q25.1  ULBP6 Ligando activador de NKG2D 4.49x10-19 1.65 

   ULBP3 Ligando activador de NKG2D 4.43x10-17 1.52 

9q31.1   
STX17 Canas prematuras 3.60x10-07 1.33 

10p15.1   IL2RA 
(CD25) 

Proliferación de células T 1.74x10-12 1.41 

11q13   
PRDX5 Enzima antioxidante 4.14x10-07 1.33 

12q13   
Eos (IKZF4) Proliferación de células T 3.21x10-08 1.34 

    ERBB3 receptor del factor de 
crecimiento epidérmico

1.27x10-07 1.34 

6p21.32  MICA Ligando activador de NKG2D 1.19x10-07 1.44 

(HLA)   NOTCH4 Diferenciación de células T 1.03x10-08 1.61 

    C6orf10  1.45x10-16 2.36 

    BTNL2 Proliferación de células T 2.11x10-26 2.70 

HLA-DRA Presentación de antígeno 2.93x10-31 2.62 

HLA-DQA1 Presentación de antígeno 3.60x10-17 2.15 

HLA-DQA2 Presentación de antígeno 1.38x10-35 5.43 

HLA-DQB2 Presentación de antígeno 1.73x10-13 1.60 

HLA-DOB Presentación de antígeno 2.07x10-08 1.72 

 
Las vías comunes con otras enfermedades autoinmunes, que incluyen ligandos NK en los órganos diana incluyen las 
siguientes: 
 10 
• En la AR, los sinoviocitos expresan aberrantemente ligandos MIC, lo que conduce a la estimulación de células T 
autorreactivas. 
 
• En la enfermedad celíaca, los ligandos MIC se sobreexpresan en el epitelio intestinal durante la enfermedad activa. 
 15 
• En la diabetes tipo 1, las células de los islotes en ratones NOD prediabéticos expresan el ligando RAE-1. 
 
La expresión aberrante de ligandos activadores de NK en individuos genéticamente predispuestos puede inducir o 
exacerbar la enfermedad. 
 20 
Las vías candidatas en AA que presentan nuevas oportunidades para la terapia incluyen las siguientes: 
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• Miembros de la familia de receptores coestimuladores, que tienen efectos complementarios sobre la activación de 
las células T, y su equilibrio controla el resultado general de las respuestas inmunes y autoinmunes. 
 
• Genes que mejoran la respuesta citotóxica de las células NK; desencadena las células T para producir citoquinas 
proinflamatorias; e induce a las células T CD4(+) a diferenciarse en células Th17. 5 
 
• Genes que desempeñan un papel fundamental en la regulación del sistema inmune adaptativo mediante el control 
de la supervivencia y la proliferación de las células T (Treg) reguladoras, que son necesarias para el mantenimiento 
de la tolerancia inmune. 
 10 
• Receptores activadores expresados en células asesinas naturales (NK), células T NK1.1 (+) y células T. Los ligandos 
de NKG2D incluyen MHC clase I relacionada con la cadena (MIC) A, MICB. 
 
Los compuestos candidatos para el tratamiento de AA incluyen compuestos dirigidos a la señalización Jak/Stat se 
describen en Ivanenkov et al., Mini Rev Med Chem. Enero de 2011; 11(1): 55-78. 15 
 
Ejemplo 2 
 
Se realizarán los siguientes estudios genéticos: 
 20 
• Un estudio de replicación con otros 1000 pacientes con AA. 
 
• Secuenciación profunda de las regiones candidatas. 
 
• Recolección de 10,000 pacientes. 25 
 
• Estudios genéticos comunes T1D, CeO y AA 
 
Se realizará un estudio de inmunología con ligandos activadores de NK usando transgénicos inducibles por ULBP3, 
ULBP6, nuevos modelos de ratones. 30 
 

Tabla 6: Genes con significación nominal en los estudios GWAS 
 

 Gen Mb Recuento de 
SNPs 

<1x10-4 

Valor p 
mínimo 

observado 

Valor p 
mínimo 

imputado 

Informes autoinmune Clasificación GO

 Cromosoma 2       

 HDAC4 240.03 1 8.10E-05 5.59E-05  Respuesta 
inflamatoria  

 Cromosoma 3       

 CACNA2D3 55.02 1 7.28E-05 1.47E-05 CeD  

 Cromosoma 5       

 IL13 132.02 2 1.87E-06  Asma respuesta 
inmune 

 Cromosoma 6       

 HLA-G 29.94 1 1.07E-04 4.54E-06 RA, MS, SLE, PS, 
T1D, Asma, 

respuesta 
inmune 

 HLA-A 30.01 1 1.00E-04 2.72E-05 MS, T1D, PS, GD, 
Asma, Vitiligo 

respuesta 
inmune 

 MICB 31.59 2 1.89E-05 1.97E-05 MS, T1D, UC, RA, 
CeD, Asma 

respuesta 
inmune 

 TAP2 32.91 1 6.42E-06 1.28E-05 T1D, RA, SLE, PS, 
GD 

respuesta 
inmune 
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(continuación) 
 

 Gen Mb Recuento de 
SNPs 

<1x10-4 

Valor p 
mínimo 

observado 

Valor p 
mínimo 

imputado 

Informes autoinmune Clasificación GO

 Cromosoma 7       

 IL6 22.72 2 7.72E-05 4.34E-05 RA, T1D, CeD Respuesta 
inflamatoria 

 CHCHD3 132.44 1 3.07E-05 2.02E-05 CeD  

 Cromosoma 8       

 CSMD1 3.02 1 8.65E-05 8.38E-05 CeD, MS, PS  

 Cromosoma 12       

 IFNG 66.84 1 1.55E-05 1.29E-05 CeD, T1D, RA, MS, 
SLE, PS, GD, 

Asma 

 

 IL26 66.87 2 7.18E-05 6.45E-05 MS, Asma respuesta 
inmune 

 Cromosoma 16       

 KIAA0350 
(CLEC16A) 

11.11 6 1.77E-05 1.15E-05 T1D, MS, 
Enfermedad de 

tiroides 

 

 SOCS1 11.24 2 1.16E-05 8.66E-06 CeD, T1D, Asma  

 Cromosoma 18       

 ANKRD12 9.25 2 3.59E-05 1.55E-05   

 PTPN2 12.80 1 4.09E-06 3.38E-07 CD, T1D  

 
 

Tabla 7: Análisis de vías de genes nominales (véase http://david.abcc.ncifcrf.gov/) 5 

Categoría Término Genes

hsa05332 Enfermedad de injerto contra huésped IL6, IFNG, HLA-A, HLA-DMA, HLA-G 

hsa04612 Procesamiento y presentación de antígenos HSPA1L, TAP2, HLA-A, HLA-DMA, HLA-G

hsa04630 Ruta de señalización Jak-STAT SPRY2, IL6, SOCS1, IFNG, IL26, IL13 

hsa05330 Rechazo de aloinjerto IFNG, HLA-A, HLA-DMA, HLA-G 

hsa04940 Diabetes mellitus tipo I IFNG, HLA-A, HLA-DMA, HLA-G 

hsa04650 Citotoxicidad mediada por células asesinas naturales MICB, IFNG, HLA-A, HLA-G 

hsa05320 Enfermedad tiroidea autoinmune HLA-A, HLA-DMA, HLA-G 

hsa05416 Miocarditis viral  HLA-A, HLA-DMA, HLA-G 

hsa04060 Interacción citoquina-receptor de citoquina IL6, IFNG, IL26, IL13 

 
Ejemplo 3- Muestras de estudio, genotipificación, control de calidad y estratificación de la población. 
 
La alopecia areata (AA) es un problema médico importante y es la enfermedad autoinmune más prevalente en los 
Estados Unidos (Tabla 8), que afecta a aproximadamente 4.6 millones de personas, incluidos hombres y mujeres de 10 
todos los grupos étnicos, con un riesgo de por vida del 1.7% (Kyriakis KP, Paltatzidou K, Kosma E, Sofouri E, Tadros 
A, Rachioti E. Alopecia areata prevalence by gender and age. J Eur Acad Dermatol Venereol. 23: 572-3, 2009). 
Además, la AA representa la segunda forma más común de pérdida de cabello humano, solo superada por la alopecia 
androgenética, y causa desfiguración significativa y angustia psicológica a las personas afectadas (Figura 1). La AA 
afecta a más individuos que la mayoría de las otras enfermedades autoinmunes combinadas, incluido el lupus 15 
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eritematoso (LE), la diabetes tipo 1 (T1D), la psoriasis, la esclerosis múltiple (EM) y la artritis reumatoide (AR) (Tabla 
8). 
 

Tabla 8. Prevalencia de enfermedades autoinmunes 

Enfermedad Autoinmune  Tasa por 100.000

Alopecia Areata 1700

Psoriasis 696-1527 

Artritis reumatoide 310-800

Diabetes Tipo 1 227-355 

Esclerosis múltiple 177-358

Lupus eritematoso sistémico 34-150 

 5 
En marcado contraste con estas otras condiciones, la investigación sobre la patogénesis y el desarrollo de terapias 
innovadoras en la AA ha quedado muy rezagada. Esto puede deberse en parte a la percepción de que la AA es 
simplemente un trastorno cosmético. En realidad, la AA lleva una de las cargas más altas entre las enfermedades de 
la piel, particularmente entre niños y adolescentes cuya autoimagen está tan estrechamente relacionada con su 
apariencia (Bickers DR, Lim HW, Margolis D, Weinstock MA, Goodman C, Faulkner E, Gould C, Gemmen E, Dall T; 10 
American Academy of Dermatology Association; Society for Investigative Dermatology. The burden of skin diseases: 
2004 a joint project of the American Academy of Dermatology Association and the Society for Investigative 
Dermatology. J Am Acad Dermatol. 55: 490-5, 2006). 
 
A pesar de su alta prevalencia, no hay tratamientos basados en la evidencia para AA. Una evaluación exhaustiva del 15 
análisis Cochrane de diecisiete ensayos clínicos aleatorizados (ECA) con un total de 540 participantes no encontró 
tratamiento comprobado de AA (Delamere FM, Sladden MM, Dobbins HM, Leonardi-Bee J. Interventions for alopecia 
areata. Cochrane Database Syst Rev. 2: CD004413, 2008). Cada ensayo incluyó de 6 a 85 participantes y evaluó una 
variedad de intervenciones que incluyeron corticosteroides tópicos y orales, ciclosporina tópica, terapia fotodinámica 
y minoxidil tópico. En general, ninguna de las intervenciones mostró un beneficio significativo del tratamiento en 20 
términos de crecimiento del cabello en comparación con el placebo. Se concluyó que pocos (si los hay) tratamientos 
para AA han demostrado ser efectivos. No se encontraron ECA sobre el uso de difenciprona, dinitroclorobenceno, 
corticosteroides intralesionales o ditranol, aunque estos medicamentos se usan comúnmente para el tratamiento de 
AA. Del mismo modo, aunque los corticosteroides tópicos y el minoxidil se prescriben ampliamente y parecen ser 
seguros, no hay evidencia convincente de que sean beneficiosos a largo plazo. La mayoría de los ensayos han sido 25 
mal informados y/o son tan pequeños que cualquier beneficio clínico importante no es concluyente. Estas 
observaciones subrayan la importancia de definir la base genética de AA y determinar su patogénesis, de modo que 
se puedan desarrollar metodologías terapéuticas racionales y se pueda comenzar la investigación traslacional. 
 
Evaluación preclínica de la focalización Jak/Stat en Alopecia Areata 30 
 
El receptor NKG2D (NKG2D), funciona para eliminar las células que emiten señales de peligro y la desregulación de 
este proceso de reconocimiento a menudo conduce al desarrollo de autoinmunidad. Se perseguirán las influencias de 
la inhibición de JAK y NF-kb, donde, sin estar limitado por la teoría, la expresión de NKG2DL se inhibirá a nivel 
transcripcional. INCB18424, un inhibidor de JAK1/JAK2 (po/tópico), se encuentra en ensayos clínicos de fase II para 35 
trastornos mieloproliferativos/mielofibrosis y en psoriasis. 
 

Tabla 9: Inhibidores de moléculas pequeñas de Jak1/Jak2 

Moléculas pequeñas

Inhibidor JAK1/JAK2 
(INCB18424) 

PTKi: Antagonista competitivo de 
hendidura de unión a ATP

Señalización de 
interferón

Tópica 
Fase 

II/Psoriasis

 
Los estudios de GWAS revelaron una serie de loci de riesgo compartidos con otras formas de autoinmunidad, tales 40 
como artritis reumatoide (AR), diabetes tipo I (T1D), enfermedad celíaca (CeD), lupus eritematoso sistémico (LES), 
esclerosis múltiple (MS) y psoriasis (PS), en particular, CTLA-4, IL2/IL2RA, IL21 y genes críticos para el mantenimiento 
de Treg. 
 
Una base genética de AA proporciona vías de exploración para terapias basadas en los mecanismos subyacentes de 45 
AA. Dichas terapias se centrarán no solo en subconjuntos de células T y mecanismos comunes a otras formas de 
autoinmunidad, sino también en mecanismos únicos que involucran vías de señalización de Jak1/Jak2 y efectores 
posteriores. 
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El origen de la autoinmunidad en AA puede residir en el folículo piloso mismo. Los estudios en este documento se 
centran en definir señales de peligro putativas en el folículo piloso que contribuyen a la patogénesis de AA. También 
se identificarán los alelos patógenos que residen dentro del MHC, que pueden contribuir a la desregulación inmune 
que impulsa la patogénesis de AA. Esto puede deberse en parte a la importancia de las células presentadoras de 
antígeno (APC) en la presentación de señales de peligro como neoantígenos para el sistema inmune. 5 
 
Se investigarán los mecanismos de señalización Jak1/Jak2, y se evaluará la importancia de las interacciones 
Jak1/Jak2/Stat1/Stat2 como impulsores de la inducción de la enfermedad. Se seguirán las metodologías 
farmacológicas que interrumpan la señalización Jak1/Jak2 /Stat1/Stat2. 
 10 
Los ratones deficientes en C3H IFN-γ están protegidos del desarrollo de AA. Se muestra que los IFN son capaces de 
regular al alza NKG2DL en queratinocitos y fibroblastos dérmicos humanos cultivados. La reticulación adicional de 
NKG2D induce la producción de IFN-γ por las células T innatas NK, NKT y γδ, creando así un potencial circuito de 
retroalimentación positiva, que impulsa la inmunidad autorreactiva adaptativa. Por lo tanto, la transferencia adoptiva y 
los experimentos de agotamiento/bloqueo de anticuerpos definirán las células que llevan NKG2D involucradas. 15 
 
Se examinarán las intervenciones farmacológicas dirigidas a la interrupción del eje CD8 NKG2D. Se buscará interferir 
con la regulación positiva de NKG2DL o la activación de células que llevan NKG2D son metodologías racionales. Se 
muestra que la ruta IFN → JAK/STAT puede inducir la expresión de NKG2DL. 
 20 
Se evaluará si la ruta IFN→JAK/STAT es fundamental para la inducción de NKG2DL en piel normal y enferma. La 
Ruta de señalización IFN JAK/STAT puede inhibirse eficazmente con inhibidores tópicos de JAK1/JAK2, incluido un 
agente que ha tenido un éxito clínico temprano en la psoriasis. Si la respuesta al interferón tipo I subyace a la regulación 
positiva del ligando NKG2D, los inhibidores de JAK1/JAK2 pueden bloquear esta inducción, así como bloquear los 
componentes dependientes de IFN-gamma de la respuesta inmune adaptativa. 25 
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Ejemplo 4 
 20 
Los mecanismos autoinmunes específicos subyacentes a la alopecia areata (AA) han permanecido sin claridad y, por 
lo tanto, la investigación clínica de AA históricamente se ha quedado atrás de otras enfermedades autoinmunes. A 
pesar de la gran cantidad de nuevos bioterapéuticos disponibles para la evaluación clínica en autoinmunidad, los 
esteroides intralesionales o sistémicos siguen siendo el estándar de atención y solo se han publicado dos pequeños 
ensayos clínicos aleatorios en la última década. Las ideas proporcionadas por el descubrimiento de los genes GWAS 25 
proporcionan una hoja de ruta para cerrar esta brecha, al investigar las vías inmunológicas identificadas por GWAS, 
tanto por su relevancia mecanicista como terapéutica. 
 
Identificar terapias eficaces, clínicamente relevantes, en modelos de ratón de alopecia areata. En el estado normal, 
los folículos capilares (HF) representan un santuario inmune privilegiado (IP), que expresa poca o ninguna molécula 30 
clásica de HLA clase I. En AA activa, el estado de IP se pierde, ya que la expresión de HLA clase I y la expresión del 
ligando NKG2D están marcadamente reguladas. Dada la fuerte asociación genética de los loci de ligando de NKG2D 
con AA humana, sin estar atados por la teoría, la regulación ascendente de NKG2DL aberrante y la activación 
persistente de NKG2D en las células efectoras inmunes impulsa la iniciación y progresión inflamatoria de AA. Sin estar 
obligado por la teoría, en AA, como para la enfermedad celíaca, IL-15 puede impulsar la diferenciación del efector de 35 
células T CD8 permitiendo una citotoxicidad CD8 "tipo NK" promiscua. De hecho, las señales inflamatorias locales de 
HF IL-15/NKG2DL están acompañadas por un denso infiltrado de células T CD8+ que expresan marcadores NK, 
probablemente los efectores inmunes a AA críticos responsables de la producción de IFNγ y la citotoxicidad de HF. 
Estas observaciones colectivas, realizadas tanto en humanos como en ratones, invitan a la evaluación terapéutica. 
 40 
El potencial terapéutico de bloquear la reprogramación y la citotoxicidad de tipo NK al interferir con las citoquinas 
relevantes (IFN-γ y las vías de señalización del inmunorreceptor relevantes (NKG2D). Un modelo de alopecia de injerto 
en el que todos los ratones C3H injertados desarrollan AA de manera oportuna, se utilizará durante 12 semanas. Esto 
acelera en gran medida la detección de drogas ya que la evaluación de la prevención/reversión de la enfermedad 
espontánea en C3H/HeJ no es práctica dado el inicio tardío (>6 meses de edad) y la baja incidencia acumulativa 45 
(15%). Se evaluarán las metodologías de molécula pequeña, que tienen la ventaja de un suministro tópico potencial, 
y proteínas bioterapéuticas (anticuerpos) que tienen una especificidad biológica superior. Los objetivos generales son 
utilizar bioterapéuticos para establecer rutas inmunes críticas que podrían ser el objetivo de metodologías tópicas de 
moléculas pequeñas más clínicamente sostenibles. 
 50 
Identificar los biomarcadores AA asociados con la enfermedad y su reversión con una terapia eficaz en ratones C3H. 
Las metodologías que usan GWAS y el perfil transcripcional, por ejemplo, así como las metodologías que usan 
inmunotinción y FAC de subconjuntos de células T, por ejemplo, se han tomado para identificar varios biomarcadores 
AA patógenos en la piel y la sangre de ratones con AA. Estos estudios con ratones continuarán informando el 
desarrollo de una plataforma de biomarcadores de traducción en AA humana. En la piel, los estudios en ratones 55 
alopécicos C3H/Hej demostraron que los genes inducidos por IFN están regulados de forma espectacular, incluidas 
las quimioquinas CXCL9-11, que probablemente sean responsables del reclutamiento de un infiltrado denso de 
CXCR3+ NKG2D productor de IFN-γ asociado a HF portadores de CD8 T efectores. Los datos espectrales 
proporcionan evidencia sorprendente de que estos efectores NKG2D+ CD8 T circulantes son células T efectoras de 
autoantígeno de buena fe que aumentan con la progresión de la enfermedad. La evaluación temporal de estos 60 
biomarcadores serológicos, cutáneos y celulares en ratones durante el tratamiento permitirá identificar biomarcadores 
inflamatorios dinámicos, mecánicamente importantes y premonitorios que predicen el resultado terapéutico e informan 
el descubrimiento/utilización de biomarcadores clínicos. 
 
Validación preclínica de metodologías dirigidas utilizando tejidos humanos AA ex vivo. Para acelerar el desarrollo 65 
clínico de tratamientos que demuestren "prueba de concepto" en el modelo de ratón con AA, se utilizarán tejidos AA 
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humanas para la validación de objetivos y estudios correlativos. El sistema de "rastreo" proporcionará un bioensayo 
humano ex vivo conveniente para validar que los agentes que invierten la AA del ratón se traducen en humanos, 
inhibiendo efectivamente la supervivencia/expansión/función de las células T AA humanas. 
 
Así como el ADN humano de miles de sujetos alopécicos proporcionó genes GWAS y una visión única de la 5 
enfermedad humana, los tejidos humanos, la sangre y la piel de los sujetos con AA se utilizarán para continuar 
interrogando estas vías inmunes genéticamente implicadas en última instancia por su utilidad terapéutica. 
Conceptualmente, el modelo de ratón de la alopecia areata prosigue a la humana, proporcionando los fundamentos 
de pruebas preclínicas para metodologías terapéuticas en la alopecia areata. 
 10 
Las enfermedades autoinmunes afectan a unos 23 millones de individuos en los Estados  Unidos (1) y aunque no se 
establece la prevalencia de AA, es una de las enfermedades autoinmunes más prevalentes (2, 3). En 1999-2000, hubo 
una estimación de 2.4 millones de visitas al consultorio por AA, la mitad de las cuales fueron realizadas por pacientes 
de entre 20 y 30 años. La AA causa desfiguración significativa y angustia psicológica a las personas afectadas y 
conlleva una de las cargas más altas entre las enfermedades de la piel, particularmente entre los niños y adolescentes 15 
cuya autoimagen está tan estrechamente relacionada con su apariencia (4). En la actualidad, el pronóstico de AA es 
impredecible y no existe un tratamiento definitivo. Las terapias actuales incluyen esteroides y terapia inmunológica 
tópica, e inducen remisiones duraderas en solo un tercio de los pacientes (5, 6). A pesar de su alta prevalencia, una 
evaluación exhaustiva del análisis Cochrane concluyó que no hay tratamientos basados en la evidencia para AA (7). 
 20 
En marcado contraste con otras afecciones autoinmunes, la investigación sobre la patogénesis y el desarrollo de 
terapias innovadoras en AA se ha quedado muy rezagada. En la era de las terapias inmunológicas dirigidas, solo se 
han informado dos estudios clínicos que evalúan la bioterapéutica de proteínas en AA (8, 9) (ambos dirigidos al tráfico 
de células T). En parte, esto se ha debido a la comprensión limitada de las vías inmunes de la AA específicas que 
impulsarían la evaluación de las metodologías terapéuticas racionales. Sobre la base de una nueva comprensión de 25 
la base genética y patógena se obtendrán datos preclínicos de prueba de concepto de AA que impulsarán la evaluación 
clínica de las metodologías terapéuticas racionales en esta enfermedad. 
 
El estudio GWAS (10) reveló una serie de loci de riesgo compartidos con otras formas de autoinmunidad, como RA, 
T1D, enfermedad celíaca (CeD), SLE, MS y PS, en particular, CTLA4, IL2/IL2RA, IL21, NKG2D ligandos y genes 30 
críticos para la función Treg (Eos). La similitud genética con RA, T1D y CeD es especialmente notable a la luz de la 
importancia patogénica de la expresión de un ligando NK en el órgano final (sinovio, islote, intestino y piel), y la 
participación de la vía NKG2DL/NKG2D en la patogenia de cada una de estas tres enfermedades (11, 14). Una ventaja 
de los estudios inmunoterapéuticos en la piel es la relativa facilidad de acceso del órgano diana. Por lo tanto, los 
estudios en este documento que examinan la piel pueden proporcionar información importante sobre la citotoxicidad 35 
de CD8 desencadenada por NKG2D e IL-15, la lesión desencadenada por IFN, etc., que afectan la comprensión de 
estas otras enfermedades humanas relacionadas en las que el órgano diana no es accesible. De hecho, los estudios 
positivos en cualquiera de estas enfermedades autoinmunes que comparten una causa común pueden servir como 
base para tratamientos comunes. 
 40 
Los mecanismos autoinmunes específicos subyacentes a la AA han permanecido oscuros más allá de la visión 
predominante de que es el resultado del ataque mediado por células T del folículo piloso. En el estado normal, los 
folículos pilosos representan un santuario inmune privilegiado (IP) (15-17), que expresa poca o ninguna molécula 
clásica de HLA de clase I y, en cambio, expresa los ligandos inhibitorios de HLA HLA-E y HLA-G, evitando así 
simultáneamente el reconocimiento inmune por la clase I restringió las células CD8 mientras regulaba negativamente 45 
las células NK, que de otro modo podrían reaccionar al "ser perdido" (16, 18-21). En AA activa, el estado de IP del 
folículo piloso normal no es operativo, ya que la expresión de HLA clase I está marcadamente regulada. Estudios 
previos han observado que los infiltrados de células T CD4 y CD8 rodean el folículo piloso en áreas alopécicas de la 
piel en ratones y humanos (22, 23). De hecho, la transferencia de células T totales, pero no de células B o sueros, 
puede transferir la enfermedad de un ratón o humano alopécico a un ratón WT (24) o SCID normal (25), lo que implica 50 
que las células T efectoras son las células patógenas. Sin embargo, los mediadores moleculares de la inflamación 
específica del sitio no se han identificado previamente. Con la guía de los hallazgos de GWAS y estudios 
inmunobiológicos previos, se proporciona una nueva visión de este trastorno autoinmune común, que conducirá al 
desarrollo de tratamientos innovadores y racionalmente dirigidos para satisfacer las necesidades no satisfechas de 
los pacientes con AA. 55 
 
Vías inmunológicas AA identificadas por estudios de GWAS. Los loci genéticos más altamente significativos 
encontrados asociados con alopecia areata se muestran en la Tabla 10: (el área gris denota genes "nominalmente 
significativos"). Estos estudios seminales han sido validados en un estudio confirmatorio en una población distinta. Los 
genes subrayados son genes expresados en HF, mientras que los genes en negrita son genes expresados en células 60 
inmunes. En general, muchos loci susceptibles son compartidos por otros estados autoinmunes específicos de tejido, 
con diabetes tipo I que muestra la superposición más llamativa (columna derecha). La similitud con RA, T1D y CeD es 
particularmente notable, ya que se ha demostrado que NKG2D tiene un papel importante en la patogénesis de cada 
una de estas tres enfermedades (11-14). Por lo tanto, es probable que la comprensión de cualquiera de estos sistemas 
de enfermedad/modelo arroje luz sobre las vías patógenas comunes compartidas por múltiples estados autoinmunes. 65 
Los alelos más altamente significativos identificados (aparte de HLA) fueron cuatro ligandos NKG2D (UBLP-3/UBLP-
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6/MICA/MICB en negrita cursiva) y un ligando inhibidor (HLA-G). El receptor NKG2D (NKG2D), funciona para eliminar 
las células que emiten señales de peligro y la desregulación de este proceso de reconocimiento a menudo conduce al 
desarrollo de la autoinmunidad (26). Otros genes expresados en HF que contribuyen al riesgo incluyen HLA, genes 
de procesamiento de antígeno (TAP) y PRDX/STX17. 
 5 

2q33.2 CTLA4 Inhibición costim 3.6x10-13 T1D, RA, CeD, MS, SLE, GD 

ICOS Células T costim 4.3x10-08 T1D, RA, CeD, MS, SLE 

4q27 IL21 Función NK/Th17 4.3x10-08 T1D, RA, CeD, PS 

 IL2 Células T/T reg. prolif. 3.0x10-04 T1D, RA, CD, MS, CD, SLE, PS, GD 

6q25.1 ULBP6 Ligandos NK G2D 4.5x10-19 Ninguno

ULBP3 Ligandos NK G2D 4.4x10-17 Ninguno 

9q31.1 STX17 Encanecimiento 3.6x10-07 Ninguno

10p15 IL2RA  Prolif. célula T/Treg 1.7x10-12 T1D, MS, GD

11q13 PRDX5 Enz antiox 4.1x10-07 MS 

12q13 Eos  T-reg programa ing. 3.2x10-08 T1D, SLE

6p21.3  MICA Ligando NK G2D 1.2x10-07 T1D, RA, CeD, UC, PS, SLE 

(HLA) NOTC H4 Hematopoyesis 1.0x10-08 T1D, RA, MS

 BT NL2 T-células costim. 2.1x10-26 T1D, RA, UC, CD, SLE, MS 

 HLA-DRA Presentación Ag 2.9x10-31 T1D, RA, CeD, MS 

 HLA-DQA1 Presentación Ag 3.6x10-17 T1D, RA, CeD, MS, SLE, PS, CD, UC, 
GD

 HLA-DQA2 Presentación Ag 1.4x10-35 T1D, RA 

 HLA-DQB2 Presentación Ag 1.7x10-13 RA

 HLA-DOB Presentación Ag 2.1x10-08  SLE 

5 IL-13 Polarización Th2 1.9X10-05 Asma

6 HL A-G Inhibición NK G2A 1.0X10-04 RA, MS, SLE, PS, T1D, Asma 

 HL A-A Presentación Ag 1.0X10-04 MS, T1D, PS, RA, GD, Asma, Vitiligo

 MICB Ligandos NK G2D 1.9X10-05 MS, T1D, UC, RA, CeD, Asma 

 TAP2 Presentación Ag 6.4X10-06 T1D, RA, SLE, PS, GD 

7 IL6 Inflamación 7.7X10-05 RA, T1D, CeD 

12 IFN G Th1/inflamación 1.5X10-05 CD, T1D, RA, MS, SLE, PS, GD, 
Asma 

 IL26 Polarización T 7.2X10-05 MS, Asma

16 CL EC16A Receptor de lecitina 
tipo C 

1.8X10-05 T1D, MS, GD 

 SOCS1 JAK/STAT inh 1.2X10-05 CeD, T1D, Asma 

18 PTPN2 Fosfatasa 4.2X10-06 CeD, T1D

 
Tabla 10: Loci genéticos asociados con AA 
 
La producción de IFN-γ por los efectores CD8 que llevan NKG2D activados puede revertir el privilegio inmunológico y 
perpetuar el circuito inflamatorio. 10 
 
Las rutas relacionadas con IFN-γ pueden debilitarse con la terapéutica existente bajo investigación clínica, lo que 
agiliza la ruta de traducción. En los últimos diez años, varios inhibidores de moléculas pequeñas de proteínas tirosina 
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quinasas (PTKi) han sido desarrollados con éxito clínicamente tanto para el suministro oral como tópico. Se utilizarán 
metodologías PTKi para bloquear las respuestas inflamatorias mediadas por CD8 en AA, a saber, la inhibición de la 
señalización JAK/STAT, responsable de la capacidad de respuesta de las citoquinas, corriente abajo de la citoquina 
efectora CD8 IFN-γ. 
 5 
Identificar terapias clínicamente relevantes dirigidas a respuestas de células T efectoras en ratones alopécicos 
 
Usando análisis de inmunotinción y citometría de flujo de poblaciones celulares totales de piel con AA, se encontraron 
células T CD8+NKG2D+ infiltrando el folículo piloso (figura 17) y expandidas en piel con AA pero no normal (figura 18 
y figura 4A). Además, los ratones con AA exhiben linfadenopatía cutánea, al menos en parte debido a la expansión 10 
sistémica dramática de la población CD8+ NKG2D+, tanto en el ganglio linfático cutáneo AA como en la sangre, lo que 
representa totalmente 6+/-1% del total de células LN son 2.4+/-1.3% del total de PBMC, cada una más de diez veces 
mayor que la observada en ratones C3H normales. Estas células T CD8+NKG2D+ son potentemente citotóxicas contra 
las células de la vaina dérmica de HF (Figura 21). El análisis inmunofenotípico adicional de las células T CD8+NKG2D+ 
reveló que esta población expresaba el marcador de memoria T CD44+ y múltiples "marcadores NK", incluidos DX5, 15 
NKG2A/C/E y NKp46 (Figura 19). 
 
Para proporcionar pruebas de que la población circulante de CD8+NKG2D+ representaba la población efectora 
"específica de AA" bona fide, sin estar vinculados por la teoría, las células T CD8+ NKG2D+ encontradas en el ganglio 
linfático pueden expresar un repertorio de TCR similar al total de células T que se encuentran infiltradas en la piel con 20 
AA. La Figura 20 muestra que las poblaciones de ganglios linfáticos CD8+NKG2D- exhiben una distribución normal de 
longitudes de CDR, un patrón que refleja una población de células T policlonales no restringida. Por el contrario, el 
repertorio de TCR de las células T de la piel está altamente restringido con casi todos los miembros de la familia Vβ 
dominados por un pequeño número de longitudes de CDR, indicativo de una población oligoclonal de células T 
impulsadas por antígeno. Las células T CD8+NKG2D+ de las células de los ganglios linfáticos cutáneos también están 25 
muy restringidas y muestran un patrón sorprendentemente similar con las células T cutáneas totales. 
 
Estos datos confirman que las células T CD8+NKG2D+ contienen la mayoría de las poblaciones de células T 
oligoclonales encontradas en la piel. Además, la evidencia de la expansión de las células T oligoclonales comunes en 
la piel y los ganglios linfáticos argumenta en contra de la posibilidad de que estas poblaciones LN (o incluso 30 
marcadores) se expandan/activen como un proceso reactivo a eventos inflamatorios. Por ejemplo, las células Treg 
(CD4+CD25+FoxP3+) también aumentan en número en los ganglios linfáticos AA, sin embargo, este es probablemente 
un proceso reactivo, ya que su tipo de espectro es diverso y diferente de los presentes en la piel. Nótese que algunos 
TCR/clones se encuentran en la piel, pero no en el drenaje de los ganglios linfáticos cutáneos, por ejemplo, Vβ10. 
Estos probablemente incluyen poblaciones de células T CD4+ que se encuentran en la piel con AA pero que no están 35 
presentes en la fracción CD8+ LN clasificada. Estos datos establecen que las células T CD8+NKG2D+ son los efectores 
patógenos NKG2D+ en AA de ratón, estableciendo un paralelo del modelo de ratón con AA humana. 
 
Modelo AA preclínico para establecer una prueba de concepto para metodologías terapéuticas in vivo 
 40 
Modelo de injerto de piel C3H/HeJ: El modelo de ratón C3H/HeJ para alopecia areata se ha estudiado desde que se 
informó por primera vez de este modelo en 1994 (29, 30, 31). Si bien se encontraron otros modelos de ratones para 
la alopecia areata (32), este modelo sigue siendo el más estudiado y utilizado en el campo hoy en día. Después de 
haber realizado una variedad de ensayos farmacológicos con este modelo a lo largo de los años (33), se han 
optimizado una variedad de protocolos (34). 45 
 
El injerto de piel de grosor completo de ratones C3H/HeJ alopécicos a ratones hembra C3H/HeJ no afectados de 2-3 
meses de edad da como resultado alopecia irregular durante las 10 semanas de injerto en todos los receptores, que 
progresa a alopecia generalizada a las 20 semanas. Se emplea una variedad de sistemas de puntuación histológica 
integrales y eficientes que se basan en el entrenamiento tradicional de los histopatólogos donde el adjetivo utilizado 50 
en las descripciones (normal, 0; leve, 1; moderado, 2; severo, 3; y extremo, 4) se convierte en un valor numérico para 
la importación en una base de datos relacional (Mouse Disease Information System [o MoDIS]: 
http://research.jax.org/faculty/sundberg/registration.php) (35, 36). Esta base de datos se puede exportar a través de 
Excel para importarla a un análisis estadístico u otro programa de software. La alopecia areata se clasifica según la 
gravedad, la ubicación de las células inflamatorias, los tipos y el número relativo de células inflamatorias (granulocitos, 55 
mastocitos, linfocitos), distrofia folicular, etc. Se incorporarán en este panel biomarcadores de proteínas y ARN 
moleculares, y generación y análisis de esta base de datos de variables múltiples se realizará. 
 
Protocolo #1: en el entorno de prevención, los ratones receptores serán tratados a partir de la primera semana después 
del injerto. 60 
 
Protocolo #2: Para el tratamiento, los ratones injertados con AA establecido tempranamente serán tratados para 
revertir la progresión de AA. 
 
Los agentes se examinarán primero en el modelo de prevención. Los agentes que previenen con éxito la AA luego 65 
avanzarán a una evaluación secundaria en el contexto de una enfermedad establecida, mientras que aquellos que no 
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pasen la primera prueba serán descartados, permitiendo la entrada de otras metodologías innovadoras. Los siguientes 
son las metodologías terapéuticas iniciales, tanto biológicos específicos como moléculas pequeñas, elegidos para la 
evaluación preclínica. 
 
Se probarán inhibidores de la molécula pequeña de la proteína JAK de la tripsina quinasa (PTKis) que se dirigen a las 5 
rutas de activación involucradas en la respuesta del efector T. Estos PTKis ya se encuentran en ensayos clínicos de 
fase III que facilitan la traducción y el posible desarrollo clínico de los tópicos dirigidos a células T "tipo NK". 
 
Intervenciones terapéuticas con intervenciones de molécula pequeña de PTKi 
 10 
El suministro tópico tiene ventajas obvias para limitar las exposiciones y toxicidades sistémicas. Los estudios 
preclínicos y clínicos han demostrado que el suministro de PTKi de molécula pequeña en crema puede superar la 
barrera cutánea y alcanzar concentraciones locales efectivas en la dermis con una exposición sistémica limitada (78). 
Las PTK clave fundamentales para las respuestas efectoras T en AA serán direccionadas, a saber, la citoquina IFNγ. 
 15 
Direccionar IFNs con inhibidores Jak1/2: Los interferones son un objetivo terapéutico atractivo en AA ya que 
probablemente participan en varios pasos en la respuesta inflamatoria; incluyendo la eliminación del privilegio 
inmunológico de HF e inducir la respuesta inflamatoria celular. Los interferones sobrerregulan varias moléculas 
proinflamatorias relevantes en el órgano del extremo del folículo piloso, incluyendo NKG2DL, moléculas de adhesión 
(por ejemplo, ICAM-1), procesamiento/presentación antigénica (TAP1/2, LMP, proteosoma, MHCI y II) y además 20 
impulsan respuesta efectora del sistema inmune (aumento de las respuestas de tipo Th1, activación DC y citotoxicidad 
mediada por IFN-γ). En el modelo de ratón C3H-HeJ de AA, se requiere IFN-γ para la patogénesis (89, 90) y la 
administración de interferón-y acelera la enfermedad (91). Es importante destacar que la administración de anticuerpos 
neutralizantes de IFN-γ revierte la patogénesis de AA en el ratón C3H-HeJ (92, 93). Del mismo modo, en humanos, la 
alopecia areata se ha observado en varias series como un efecto secundario de la terapia con interferón tipo I (94-25 
104) y los perfiles de transcripción de la piel humana AA han observado una respuesta IFN tipo I en biopsias de 
lesiones (105) y Th1 sesgado y citoquinas/quimioquinas con respuesta de IFN elevada en la sangre periférica (Figuras 
22, 23) (106-110) y revisado en (111). Las células T obtenidas de los explantes de biopsia de piel con AA eran células 
CD8+NKG2D+ de manera uniforme y cuando se estimulaban producían IFN-γ (Figura 21A) pero no IL-4 o IL-17. En 
marcado contraste, la mayoría de las células T obtenidas de los explantes normales de la piel son CD4+ (112, 113). 30 
La situación es similar en ratones con AA, las células T CD8 productoras de IFN-γ se expanden en el ganglio linfático 
cutáneo (Figuras 19, 21). En la piel, nuestros estudios de perfiles de transcripción de la piel total aislada de la piel C3H 
con lesiones versus sin lesiones ha identificado una respuesta de interferón como la firma dominante con 17 de los 20 
genes regulados al alza que son genes de respuesta a interferón (Figura 22). De hecho, los IFN regulan al alza la 
expresión de NKG2DL en los objetivos del folículo piloso, cerrando un círculo patogénico mediado por IFN, en el que 35 
el IFN-γ producido por los efectores CD8 impulsa los ligandos HF NKG2D que conducen a la activación de 
CD8+NKG2D+. 
 
Inhibidores clínicos de JAK1/2: Tanto los anticuerpos de bloqueo (114, 115) como las PTKis de molécula pequeña 
están en desarrollo clínico dirigidos a la respuesta de IFN en autoinmunidad. La activación de STAT1/2 inducida por 40 
IFN está mediada por las quinasas Jak1/Jak2/Tyk y han surgido datos clínicos utilizando PTKis Jak1/Jak2 orales en 
varias afecciones autoinmunes, incluyendo AR y psoriasis. Las terapias tópicas tienen la ventaja adicional de un índice 
terapéutico mejorado que limita el potencial de inmunosupresión sistémica. INCB018424 inhibe Jak1 y Jak2 
(IC50=1nM) y es el único inhibidor tópico de JAK (78) actualmente en investigación clínica y su perfil de seguridad 
hasta la fecha ha sido aceptable. La prueba de concepto con administración oral se ha demostrado en una enfermedad 45 
dependiente de Jak (mielofibrosis) (116) y en una enfermedad dermatológica impulsada por la producción local de 
citoquinas (modelos de psoriasis) (78). En sujetos con psoriasis, el INCB018424 tópico indujo respuestas clínicas 
rápidas y la normalización de las respuestas cutáneas a citoquinas Th1/Th17 (datos no publicados de 
clinictrials.gov/ct2/show/NCT00820950). En conjunto, el INCB018424 tópico es una intervención segura que se 
predice que tiene eficacia en la alopecia areata, un estado inflamatorio dominado por una firma de IFN. 50 
 
Metodología: Protocolo #1: Suministro sistémico de INCB018424: Dos veces al día (90 mg/kg) la sonda orogástrica 
proporciona una buena exposición sistémica dada la vida media t1/2 de 3-6 horas en el roedor. De esta manera, se 
puede evaluar si la inhibición de JAK1/2 previene la progresión de AA. 
 55 
Protocolo #2: administración tópica de INCB018424 (1.5%): Inversión de parches AA por inhibidor tópico JAK1/JAK2. 
El tratamiento tópico diario (78) comenzará a nuevas áreas irregulares afectadas en ratones injertados que comienzan 
a emerger 6-10 semanas después del injerto. El tratamiento tópico puede restringirse a áreas específicas de la piel 
del ratón mediante un vendaje apropiado para evitar exposiciones sistémicas de acicalamiento, lamido, etc. Es 
importante destacar que al tratar las áreas afectadas se puede evaluar la cuestión clínicamente relevante de si la 60 
exposición tópica puede revertir la progresión de AA. 
 
Identificación de biomarcadores murinos de la actividad de la enfermedad AA que reportan la investigación clínica. 
 
La identificación de eventos inmunológicos que acompañan el resultado del tratamiento en estos estudios preclínicos 65 
es importante, tanto para validar el mecanismo de acción propuesto como para proporcionar biomarcadores útiles que 
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informarán la evaluación clínica potencial de estas mismas terapias en pacientes con AA. Dado que en la evaluación 
clínica, las bioespecificaciones se limitarán a muestras de sangre y piel, la atención se centrará en los biomarcadores 
de ratón en el ratón que se pueden tomar fácilmente de estos sitios. Las metodologías que usan GWAS y el perfil 
transcripcional, por ejemplo, así como las metodologías que usan inmunotinción y FAC de subconjuntos de células T, 
por ejemplo, se han tomado para identificar varios biomarcadores patógenos en la piel y la sangre de ratones con AA. 5 
Los estudios en ratones alopécicos C3H/HeJ ya han identificado varios biomarcadores cutáneos regulados al alza en 
AA, como los genes inducidos por IFN (Figura 22). Los datos de tipo espectral (figura 20) han proporcionado pruebas 
sorprendentes de que estos efectores NKG2D+ CD8 T circulantes son células T efectoras accionadas por autoantígeno 
de buena fe. La evaluación temporal de estos biomarcadores serológicos, cutáneos y celulares en ratones, con y sin 
tratamiento, permitirá identificar biomarcadores inflamatorios proféticos dinámicos, mecánicamente importantes, que 10 
predicen el resultado terapéutico e informan el descubrimiento/utilización de biomarcadores clínicos. 
 
Biomarcadores celulares de efectores inmunes circulantes en AA: Las células T CD8 "tipo NK" se expanden en la piel, 
la sangre y los ganglios linfáticos en ratones con AA y son una herramienta valiosa para investigar la patogénesis. 
Además, el subconjunto celular parece directamente relevante para la enfermedad humana. 15 
 
Inmunomonitorización basada en espectros: Las células T CD8 de tipo NK se identificarán en ratones con AA en la 
circulación por citometría de flujo de 50 µl de sangre completa (Figura 18). Los números totales y el tipo de espectro 
de este subconjunto de células T clasificadas CD8+NKG2D+, se evaluarán cada tres semanas después del injerto para 
monitorizar la evolución de la dominación clonal/propagación del epítopo dentro de un solo ratón. El análisis espectral 20 
se utilizará para confirmar que la pérdida inmunofenotípica de las células T CD8+NKG2D+ se debe a la eliminación 
relacionada con el tratamiento de los clones de células T alopécicas circulantes. Esta metodología de 
inmunomonitorización no invasiva se utilizará para seguir a los ratones en todos los tratamientos. Por ejemplo, 3 
semanas de tratamiento con el inhibidor JAK1/2 INCB018424 no lo hicieron. Sin estar obligados por la teoría, se espera 
que los inhibidores de JAK1/2 anulen las consecuencias inflamatorias posteriores de las citoquinas efectoras derivadas 25 
de células T (IFN-γ, IL-17) en el tejido diana. 
 
Firmas inmunitarias "proteómicas" en suero: Las citoquinas y las quimioquinas en suero son un reflejo del medio 
inflamatorio en el órgano diana. Los datos en humanos demuestran elevaciones de varias citoquinas y quimioquinas, 
algunas de las cuales se correlacionan con la actividad de la enfermedad (por ejemplo, IL-8), ampliando las 30 
observaciones de estudios previos (106, 107, 109). De acuerdo con nuestros hallazgos generales que implican IL-15 
e IFN-γ en la patogénesis de AA, se observa que IFN-γ y la conocida quimioquina inducible por IFN-γ IP-10 (CXCL10) 
están reguladas al alza en sueros de AA humanos. Los biomarcadores inflamatorios de citoquinas/quimioquinas 
funcionalmente relevantes se identificarán en los sueros de ratones con AA utilizando una metodología multianalítica 
(plataforma Luminex). La ventaja del desarrollo de biomarcadores en el ratón, además de la homogeneidad genética, 35 
es la relativa facilidad de los estudios longitudinales para identificar biomarcadores que ocurren temprano o tarde en 
la progresión de la enfermedad y, por el contrario, con la respuesta al tratamiento. A nivel de ARN, los microarreglos 
de IFN de piel de ratón C3H demostraron que tanto los IFN de tipo I (IFNα1-3, ε□ como el IFN de tipo II (IFN-γ□) también 
estaban regulados positivamente por varias quimioquinas asociadas a IFN (CXCL9-11, CCL5). La producción de 
citoquinas/quimioquinas se examinará en sueros utilizando el ensayo Luminex multianalito personalizado (I+D), 40 
abordando exhaustivamente los niveles séricos de 9 quimioquinas (CCL2-5, CCL11, CXCL5, CXCL9, CXCL10, 
CXCL11) y 14 citoquinas (IFNα, IFNγ, IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12, IL-13, IL-15, IL-17, TNF, GM-CSF). Se 
incluyen pares de anticuerpos para detectar niveles séricos de NKG2DLs (117) e IL-15Rα. 
 
Perfil transcripcional de la piel: En la AA humana, estudios publicados de pequeñas series de pacientes han observado 45 
una respuesta de IFN Tipo I en biopsias de lesiones (105) y sesgo Th1 y citoquinas/quimioquinas con respuesta de 
IFN elevada en la sangre periférica (106- 110) y revisado en (111). Estos datos se reflejan en el análisis del ratón C3H. 
El perfil transcripcional de ARN aislado de piel de ratón alopécica reveló una respuesta de IFN dominante. 18 de los 
21 principales genes regulados al alza en la piel con AA eran genes de respuesta IFN, lo que se confirmó por PCR en 
tiempo real (Figura 22). La regulación al alza de los genes de respuesta a IFN CXCL9-11 es notable ya que las células 50 
CD8+NKG2D+ también expresan uniformemente su receptor de quimioquinas compartido, CXCR3, un receptor 
regulado al alza en efectores inmunes de corta duración (118-120). Estas quimioquinas también están reguladas al 
alza en los sueros de sujetos con AA humanas y, por lo tanto, pueden ser un biomarcador cutáneo AA funcionalmente 
relevante en la piel (ARNm) y en la sangre (proteína). El trabajo en esta área continuará, construyendo una base de 
datos de firmas de ARN de la piel recolectadas antes y durante el tratamiento en curso, que puede usarse para adaptar 55 
los planes de tratamiento y como indicadores tempranos de la respuesta al tratamiento. Para alcanzar estos objetivos, 
se realizarán estudios paralelos en el ratón con esteroides intralesión y CTLA4-Ig, así como con intervenciones 
terapéuticas, para proporcionar una base de datos de perfil transcripcional que será útil para hacer referencias 
cruzadas de los estudios de tratamiento humano (análisis genómico comparativo entre estudios y para el posible 
desarrollo clínico de metodologías más novedosas). 60 
 
Sujetos humanos 
 
Se tomarán biopsias de piel del cuero cabelludo de un mínimo de 100 pacientes con alopecia areata y 
aproximadamente 100 controles. La población de sujetos consistirá en pacientes con AA y sujetos de control no 65 
afectados que recibirán un trasplante de cabello. La aprobación para la recolección de estas muestras se sometió a 
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una revisión/exención acelerada, ya que se descartan tejidos. Se está preparando un protocolo para la recolección de 
biopsias del cuero cabelludo de pacientes con AA. Se reclutará un mínimo de 100 sujetos con AA, pero la recolección 
de más de 100 será beneficiosa y aumentará el poder de esta metodología. 
 
Con el fin de lograr la máxima homogeneidad entre las muestras para generar el interactoma de expresión, los folículos 5 
capilares se recolectarán exclusivamente de sujetos varones caucásicos de mediana edad con AA, ya que los 
donantes de control coincidentes son más comúnmente de este grupo. Por lo tanto, a pesar del hecho de que AA no 
muestra predilección étnica o de género, los pacientes de AA serán seleccionados para que coincidan en edad y 
género con los controles para el propósito de este estudio (varones caucásicos de mediana edad). Los pacientes con 
enfermedad activa (es decir, con algunos folículos pilosos restantes) también serán seleccionados para que puedan 10 
ser microdiseccionados eficientemente. 
 
Animales vertebrados 
 
Se adquirirán ratones Jackson C3H/HeJ (2-3 meses) y cruces retirados que muestren pérdida de cabello visible de 15 
Jackson Labs. Los animales se mantendrán en condiciones estándar en las instalaciones para animales. 
 
A los ratones se les administrarán fármacos o anticuerpos mediante inyecciones sistémicas o tópicamente. Para 
aplicaciones tópicas, la piel del ratón se afeitará en la superficie dorsal con un cortador eléctrico. Una semana después 
del afeitado, los ratones recibirán una aplicación tópica de los químicos disueltos en acetona o 10% v/v en propilenglicol 20 
como vehículos. Las inyecciones se administrarán por vía intraperitoneal o subcutánea. La dosificación y la frecuencia 
de administración se seguirán según los protocolos establecidos. Los ratones serán monitorizados diariamente para 
detectar signos de angustia durante la duración del tratamiento. 
 
Referencias 25 
 
1. NIH Biennial Report of the Director, National Institutes of Health Fiscal Years 2006 & 2007, Summary of Activities 
by Disease Category, Autoimmune Diseases. (2007). 
 
2. Tobias, L. A Briefing Report on Autoimmune Diseases and AARDA: Past, Present, and Future, (2010). 30 
 
3. Safavi, K.H., Muller, S.A., Suman, V.J., Moshell, A.N. & Melton, L.J., 3rd Incidence of alopecia areata in Olmsted 
County, Minnesota, 1975 through 1989. Mayo Clin Proc 70, 628-633 (1995). 
 
4. Wasserman, D., Guzman-Sanchez, D.A., Scott, K. & McMichael, A. Alopecia areata. Int J Dermatol 46, 121-131 35 
(2007). 
 
5. Alkhalifah, A., Alsantali, A., Wang, E., McElwee, K.J. & Shapiro, J. Alopecia areata update: part II. Treatment. J Am 
Acad Dermatol 62, 191-202, quiz 203-194. 
 40 
6. Alkhalifah, A., Alsantali, A., Wang, E., McElwee, K.J. & Shapiro, J. Alopecia areata update: part I. Clinical picture, 
histopathology, and pathogenesis. J Am Acad Dermatol 62, 177-188, quiz 189-190. 
 
7. Delamere, F.M., Sladden, M.M., Dobbins, H.M. & Leonardi-Bee, J. Interventions for alopecia areata. Cochrane 
Database Syst Rev, CD004413 (2008). 45 
 
8. Kaelin, U., Hassan, A.S., Braathen, L.R. & Yawalkar, N. Treatment of alopecia areata partim universalis with 
efalizumab. J Am Acad Dermatol 55, 529-532 (2006). 
 
9. Strober, B.E. et al. Alefacept for severe alopecia areata: a randomized, double-blind, placebo-controlled study. Arch 50 
Dermatol 145, 1262-1266 (2009). 
 
10. Petukhova, L. et al. Genome-wide association study in alopecia areata implicates both innate and adaptive 
immunity. Nature 466, 113-117 (2010). 
 55 
11. Abadie, V., Sollid, L.M., Barreiro, L.B. & Jabri, B. Integration of genetic and immunological insights into a model of 
celiac disease pathogenesis. Annu Rev Immunol 29, 493-525 (2011). 
 
12. Champsaur, M. & Lanier, L.L. Effect of NKG2D ligand expression on host respuesta inmunes. Immunol Rev 235, 
267-285 (2010). 60 
 
13. Van Belle, T.L. & von Herrath, M.G. The role of the activating receptor NKG2D in autoimmunity. Mol Immunol 47, 
8-11 (2009). 
 
14. Caillat-Zucman, S. How NKG2D ligands trigger autoimmunity? Hum Immunol 67, 204-207 (2006). 65 
 

ES 2 746 554 T3

 



63 

15. Paus, R., Ito, N., Takigawa, M. & Ito, T. The hair follicle and immune privilege. J Investig Dermatol Symp Proc 8, 
188-194 (2003). 
 
16. Paus, R., Nickoloff, B.J. & Ito, T. A 'hairy' privilege. Trends Immunol 26, 32-40 (2005). 
 5 
17. Paus, R., Slominski, A. & Czarnetzki, B.M. Is alopecia areata an autoimmune-response against melanogenesis-
related proteins, exposed by abnormal MHC class I expression in the anagen hair bulb? Yale J Biol Med 66, 541-554 
(1993). 
 
18. Gilhar, A., Paus, R. & Kalish, R.S. Lymphocytes, neuropeptides, and genes involved in alopecia areata. J Clin 10 
Invest 117, 2019-2027 (2007). 
 
19. Ito, T. et al. Collapse and restoration of MHC class-I-dependent immune privilege: exploiting the human hair follicle 
as a model. Am J Pathol 164, 623-634 (2004). 
 15 
20. Ito, T. et al. Maintenance of hair follicle immune privilege is linked to prevention of NK cell attack. J Invest Dermatol 
128, 1196-1206 (2008). 
 
21. Ito, T., Meyer, K.C., Ito, N. & Paus, R. Immune privilege and the skin. Curr Dir Autoimmun 10, 27-52 (2008). 
 20 
22. Sundberg, J.P., Boggess, D., Montagutelli, X., Hogan, M.E. & King, L.E., Jr. C3H/HeJ mouse model for alopecia 
areata. J Invest Dermatol 104, 16S-17S (1995). 
 
23. Sundberg, J.P., Oliver, R.F., McElwee, K.J. & King, L.E., Jr. Alopecia areata in humans and other mammalian 
species. J Invest Dermatol 104, 32S-33S (1995). 25 
 
24. McElwee, K.J. et al. Transfer of CD8(+) cells induces localized hair loss whereas CD4(+)/CD25(-) cells promote 
systemic alopecia areata and CD4(+)/CD25(+) cells blockade disease onset in the C3H/HeJ mouse model. J Invest 
Dermatol 124, 947-957 (2005). 
 30 
25. Gilhar, A. et al. Transfer of alopecia areata in the human scalp graft/Prkdc(scid) (SCID) mouse system is 
characterized by a TH1 response. Clin Immunol 106, 181-187 (2003). 
 
26. Van Belle, T.L. & von Herrath, M.G. The role of the activating receptor NKG2D in autoimmunity. Molecular 
Immunology 47, 8-11 (2009). 35 
 
29. Sun, J., Silva, K.A., McElwee, K.J., King, L.E., Jr. & Sundberg, J.P. The C3H/HeJ mouse and DEBR rat models for 
alopecia areata: review of preclinical drug screening approaches and results. Exp Dermatol 17, 793-805 (2008). 
 
30. Sundberg, J.P., Cordy, W.R. & King, L.E., Jr. Alopecia areata in aging C3H/HeJ mice. J Invest Dermatol 102, 847-40 
856 (1994). 
 
31. Sundberg, J.P., Cordy, W.R. & King, L.E. Alopecia areata in aging C3H/HeJ mice. J Invest Dermatol 102, 847-856 
(1994). 
 45 
32. McElwee, K., Boggess, D., Miller, J., King, L. & Sundberg, J. Spontaneous alopecia areata-like hair loss in one 
congenic and seven inbred laboratory mouse strains. J Invest Dermatol Symp Proc 4, 202-206 (1999). 
 
33. Sun, J., Silva, K.A., McElwee, K.J., King, L.E. & Sundberg, J.P. The C3H/HeJ mouse and DEBR rat models for 
alopecia areata: preclinical drug screening tools Exp Dermatol 17, 793-805 (2008). 50 
 
34. Sundberg, J.P., Silva, K.A., McPhee, C. & King, L.E. Skin diseases in laboratory mice: approaches to drug target 
identification and efficacy screening. Methods Mol Biol 602, 193-213 (2010). 
 
35. Sundberg, B.A., Schofield, P.N., Gruenberger, M. & Sundberg, J.P. A data capture tool for mouse pathology 55 
phenotyping. Vet Pathol 46, 1230-1240 (2009). 
 
36. Sundberg, J.P., Sundberg, B.A. & Schofield, P.N. Integrating mouse anatomy and pathology ontologies into a 
diagnostic/phenotyping database: tools for record keeping and teaching. Mammalian Genome 19, 413-419 (2008). 
 60 
74. Dandekar, A.A., O'Malley, K. & Perlman, S. Important roles for gamma interferon and NKG2D in gammadelta T-
cell-induced demyelination in T-cell receptor beta-deficient mice infected with a coronavirus. J Virol 79, 9388-9396 
(2005). 
 
78. Fridman, J.S. et al. Preclinical evaluation of local JAK1 and JAK2 inhibition in cutaneous inflammation. J Invest 65 
Dermatol 131, 1838-1844 (2011). 

ES 2 746 554 T3

 



64 

 
81. Karaman, M.W. et al. A quantitative analysis of kinase inhibitor selectivity. Nat Biotechnol 26, 127-132 (2008). 
 
89. Freyschmidt-Paul, P. et al. Interferon-gamma-deficient mice are resistant to the development of alopecia areata. Br 
J Dermatol 155, 515-521 (2006). 5 
 
90. Hirota, R. et al. Induction of hair regrowth in the alopecia site of IFN-gamma knockout mice by allografting and IFN-
gamma injection into the transplantation site. J Interferon Cytokine Res 23, 433-439 (2003). 
 
91. Gilhar, A., Kam, Y., Assy, B. & Kalish, R.S. Alopecia areata induced in C3H/HeJ mice by interferon-gamma: 10 
evidence for loss of immune privilege. J Invest Dermatol 124, 288-289 (2005). 
 
92. Skurkovich, S., Korotky, N.G., Sharova, N.M. & Skurkovich, B. Treatment of alopecia areata with anti-interferon-
gamma antibodies. J Investig Dermatol Symp Proc 10, 283-284 (2005). 
 15 
93. Nakamura, M., Jo, J., Tabata, Y. & Ishikawa, O. Controlled delivery of T-box21 small interfering RNA ameliorates 
autoimmune alopecia (Alopecia Areata) in a C3H/HeJ mouse model. Am J Pathol 172, 650-658 (2008). 
 
94. Mistry, N., Shapero, J. & Crawford, R.I. A review of adverse cutaneous drug reactions resulting from the use of 
interferon and ribavirin. Can J Gastroenterol 23, 677-683 (2009). 20 
 
95. Maticic, M., Poljak, M., Lunder, T., Rener-Sitar, K. & Stojanovic, L. Lichen planus and other cutaneous 
manifestations in chronic hepatitis C: pre- and post-interferon-based treatment prevalence vary in a cohort of patients 
from low hepatitis C virus endemic area. J Eur Acad Dermatol Venereol 22, 779-788 (2008). 
 25 
96. Kartal, E.D., Alpat, S.N., Ozgunes, I. & Usluer, G. Adverse effects of high-dose interferon-alpha-2a treatment for 
chronic hepatitis B. Adv Ther 24, 963-971 (2007). 
 
97. Kartal, E.D., Alpat, S.N., Ozgunes, I. & Usluer, G. Reversible alopecia universalis secondary to PEG-interferon 
alpha-2b and ribavirin combination therapy in a patient with chronic hepatitis C virus infection. Eur J Gastroenterol 30 
Hepatol 19, 817-820 (2007). 
 
98. Demirturk, N., Aykin, N., Demirdal, T. & Cevik, F. Alopecia universalis: a rare side effect seen on chronic hepatitis 
C treatment with peg-IFN and ribavirin. Eur J Dermatol 16, 579-580 (2006). 
 35 
99. Yu, M.L. et al. A randomised study of peginterferon and ribavirin for 16 versus 24 weeks in patients with genotype 
2 chronic hepatitis C. Gut 56, 553-559 (2007). 
 
100. Taliani, G. et al. Reversible alopecia universalis during treatment with PEG-interferon and ribavirin for chronic 
hepatitis C. J Chemother 17, 212-214 (2005). 40 
 
101. Radny, P. et al. Alopecia areata induced by adjuvant treatment with alpha-interferon in malignant melanoma? 
Dermatology 209, 249-250 (2004). 
 
102. Agesta, N., Zabala, R. & Diaz-Perez, J.L. Alopecia areata during interferon alpha-2b/ribavirin therapy. 45 
Dermatology 205, 300-301 (2002). 
 
103. Kernland, K.H. & Hunziker, T. Alopecia areata induced by interferon alpha? Dermatology 198, 418-419 (1999). 
 
104. Lang, A.M., Norland, A.M., Schuneman, R.L. & Tope, W.D. Localized interferon alfa-2b-induced alopecia. Arch 50 
Dermatol 135, 1126-1128 (1999). 
 
105. Ghoreishi, M., Martinka, M. & Dutz, J.P. Type 1 interferon signature in the scalp lesions of alopecia areata. Br J 
Dermatol. 
 55 
106. Barahmani, N. et al. Serum T helper 1 cytokine levels are greater in patients with alopecia areata regardless of 
severity or atopy. Clin Exp Dermatol (2009). 
 
107. Kuwano, Y. et al. Serum chemokine profiles in patients with alopecia areata. Br J Dermatol 157, 466-473 (2007). 
 60 
108. Arca, E., Musabak, U., Akar, A., Erbil, A.H. & Tastan, H.B. Interferon-gamma in alopecia areata. Eur J Dermatol 
14, 33-36 (2004). 
 
109. Benoit, S., Toksoy, A., Goebeler, M. & Gillitzer, R. Selective expression of chemokine monokine induced by 
interferon-gamma in alopecia areata. J Invest Dermatol 121, 933-935 (2003). 65 
 

ES 2 746 554 T3

 



65 

110. Hoffmann, R. et al. Cytokine mRNA levels in Alopecia areata before and after treatment with the contact allergen 
diphenylcyclopropenone. J Invest Dermatol 103, 530-533 (1994). 
 
111. Gregoriou, S. et al. Cytokines and other mediators in alopecia areata. Mediators Inflamm 2010, 928030. 
 5 
112. Clark, R.A. et al. The vast majority of CLA+ T cells are resident in normal skin. J Immunol 176, 4431-4439 (2006). 
 
113. Clark, R.A. et al. A novel method for the isolation of skin resident T cells from normal and diseased human skin. 
J Invest Dermatol 126, 1059-1070 (2006). 
 10 
114. Bissonnette, R. et al. A randomized, double-blind, placebo-controlled, phase I study of MEDI-545, an anti-
interferon-alfa monoclonal antibody, in subjects with chronic psoriasis. JAm Acad Dermatol 62, 427-436. 
 
115. Hommes, D.W. et al. Fontolizumab, a humanised anti-interferon gamma antibody, demonstrates safety and clinical 
activity in patients with moderate to severe Crohn's disease. Gut 55, 1131-1137 (2006). 15 
 
116. Verstovsek, S. et al. Safety and efficacy of INCB018424, a JAK1 and JAK2 inhibitor, in myelofibrosis. N Engl J 
Med 363, 1117-1127 (2010). 
 
117. Nuckel, H. et al. The prognostic significance of soluble NKG2D ligands in B-cell chronic lymphocytic leukemia. 20 
Leukemia 24, 1152-1159 (2010). 
 
118. Hu, J.K., Kagari, T., Clingan, J.M. & Matloubian, M. Expression of chemokine receptor CXCR3 on T cells affects 
the balance between effector and memory CD8 T-cell generation. Proc Natl Acad Sci U S A 108, E118-127. 
 25 
119. Kohlmeier, J.E. et al. Inflammatory chemokine receptors regulate CD8(+) T cell contraction and memory 
generation following infection. J Exp Med 208, 1621-1634. 
 
120. Kurachi, M. et al. Chemokine receptor CXCR3 facilitates CD8(+) T cell differentiation into short-lived effector cells 
leading to memory degeneration. J Exp Med 208, 1605-1620. 30 
 
125. Ramsborg, C.G. & Papoutsakis, E.T. Global transcriptional analysis delineates the differential inflammatory 
response interleukin-15 elicits from cultured human T cells. Exp Hematol 35, 454-464 (2007). 
 
126. Chiossone, L. et al. Molecular analysis of the methylprednisolone-mediated inhibition of NK-cell function: evidence 35 
for different susceptibility of IL-2-versus IL-15-activated NK cells. Blood 109, 3767-3775 (2007). 
 
127. Creed, T.J. et al. The effects of cytokines on suppression of lymphocyte proliferation by dexamethasone. J 
Immunol 183, 164-171 (2009). 
 40 
128. Goleva, E., Kisich, K.O. & Leung, D.Y. A role for STAT5 in the pathogenesis of IL-2-induced glucocorticoid 
resistance. J Immunol 169, 5934-5940 (2002). 
 
129. Rentzos, M. et al. Circulating interleukin-15 and RANTES chemokine in MS patients: effect of treatment with 
methylprednisolone in patients with relapse. Neurol Res 32, 684-689 (2009). 45 
 
130. Tliba, O. et al. Cytokines induce an early steroid resistance in airway smooth muscle cells: novel role of interferon 
regulatory factor-1. Am J Respir Cell Mol Biol 38, 463-472 (2008). 
 
131. Xu, Q., Goleva, E., Ou, L.S., Li, L.B. & Leung, D.Y. CD56+ cells induce steroid resistance in B cells exposed to 50 
IL-15. J Immunol 172, 7110-7115 (2004). 
 
Ejemplo de referencia 5 
 
Se identificaron células T efectoras alopécicas en el ganglio linfático y en la sangre de ratones alopécicos usando 55 
especificación de células clasificadas por flujo. Se desarrolló un ensayo a base de sangre para controlar estas células 
T alopécicas durante el tratamiento. Se han desarrollado ensayos citotóxicos para evaluar componentes funcionales 
de las interacciones del folículo piloso (HF) con CTL, tanto en humanos como en ratones. 
 
Utilizando muestras biológicas humanas obtenidas de sujetos con AA, se demostró que las células T circulantes 60 
expresan altos niveles de NKG2D y las células T primarias obtenidas de la piel están dominadas por células 
productoras de CD8+NKG2D+ IFN-γ que establecen paralelos entre el ratón y la enfermedad humana. 
 
Inmunofenotipificación e inmunobiología de la piel. 
 65 
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Para estudiar las rutas en bioespecificaciones se requiere el análisis de poblaciones celulares heterogéneas en la piel 
y en la sangre. En la investigación clínica de la autoinmunidad humana, la alopecia areata ofrece una oportunidad 
única debido a la accesibilidad del estudio que permite el órgano final/aislamiento de los efectores inmunes patógenos 
en su microambiente relevante. Se proporcionarán las herramientas analíticas y el personal necesarios para el estudio 
óptimo de estas preciosas bioespecies de piel de órganos terminales y sus contrapartes celulares/serológicas en la 5 
sangre obtenida del mismo individuo. 
 
Preparación y análisis de bioespecímenes: 
 
Se proporcionará lo siguiente para ayudar en el análisis de sangre: 10 
 
i) Análisis de cianoquinas/quimioquinas multianalitos a partir de muestras de suero. 
 
ii) Inmunofenotipificación citométrico de flujo, incluido el análisis de citoquinas de PBMC humanas de sujetos con AA. 
 15 
iii) Clasificación de flujo para aplicaciones posteriores utilizando subconjuntos de células T (perfil de ARN, 
especificación de espectros). 
 
Se proporcionará lo siguiente para ayudar en el análisis de la piel: 
 20 
i) Preparación/análisis de fracciones celulares viables tanto del folículo piloso primario como de los componentes de 
las células T para estudios funcionales (citotoxicidad) y analíticos (clonación de células T, espectrotipificación). 
 
ii) Inmunotinción y transcripción de perfiles de piel completa 
 25 
iii) Inmunofenotipificación citométrico de flujo de linfocitos dérmicos de piel con AA humana y de ratón. 
 
Experimentos científicos 
 
a. Se identificarán subconjuntos celulares patógenos específicos de HF en la sangre periférica de sujetos con AA. Con 30 
este fin, el análisis de tipo de espectro se utilizará como una herramienta para identificar las poblaciones de células T 
alopécicas humanas circulantes, como se hizo para el modelo de ratón, al hacer coincidir el tipo de espectro 
encontrado en las células T de piel total con los tipos de espectros de subconjuntos de células T de sangre periférica 
específicos clasificados en la sangre periférica obtenida de los mismos pacientes. 
 35 
b. Se establecerá el predominio de Th1 en AA humana y se desarrollará la lógica y la plataforma de biomarcadores 
para las terapias dirigidas a Th1. La focalización terapéutica de las vías Th específicas de la enfermedad ha tenido 
éxito en otras enfermedades inflamatorias de la piel humana, especialmente en la psoriasis, una enfermedad Th17 
prototípica. Hay datos sustanciales en el modelo animal de AA para AA como enfermedad Th1 predominante. El perfil 
Th de las células T AA dérmicas infiltrantes y los subconjuntos de células T circulantes relevantes en la sangre se 40 
abordarán mediante una metodología de múltiples puntas, que incluye análisis de citología multianalito, ARN, 
inmunotinción y flujo intracelular de la piel y la sangre. 
 
Una metodología integradora para la investigación traslacional comienza con estudios básicos que identifican rutas 
dirigibles en AA, luego prueba estas rutas terapéuticamente en modelos preclínicos, evaluación de biomarcadores 45 
longitudinales en ensayos clínicos y búsqueda de investigación basada en la población basada en estudios genéticos. 
Los efectos terapéuticos preclínicos de las intervenciones se evaluarán en los modelos de ratón con AA injertados, se 
evaluarán los efectos del tratamiento sobre las respuestas inflamatorias en la piel y la sangre, y se proporcionarán 
bioespecies humanas para la validación de la relevancia humana en estudios ex vivo. 
 50 
La monitorización de las interacciones patogénicas entre las células inmunes y las células diana en la piel en humanos 
requiere un procesamiento y análisis sofisticado de tejidos y sangre humanos primarios. 
 
La citometría de flujo se ha convertido en la herramienta principal para la identificación de poblaciones celulares de 
acuerdo con parámetros específicos y, por lo tanto, es empleada por un número cada vez mayor de científicos 55 
biomédicos. 
 
La inmunobiología de la piel presenta características y desafíos específicos; La arquitectura especial del tejido, 
incluidas sus funciones de barrera, sus poblaciones de células inmunes únicas asociadas y su proximidad/interacción 
cercana con la flora microbiana, y las dificultades prácticas de aislar linfocitos infiltrantes, son parte de las 60 
complejidades necesarias para ser entendidas en el enfoque de enfermedades inmunológicas de la piel. Se 
encuentran disponibles servicios que brindan asistencia con el procesamiento y tinción de tejidos, así como el 
aislamiento celular, y esenciales para asegurar resultados consistentes de alta calidad. 
 
La citometría de flujo es una herramienta para investigadores clínicos y se requiere un conocimiento práctico de su 65 
uso para todos los inmunólogos traslacionales. Están disponibles cuatro citómetros de flujo, que incluyen dos 
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instrumentos de caballo de batalla (FAC Canto y FAC Calibre), un LSR II de 6 láser y un BD Influx de 4 láser. El LSR 
II y BD Influx han sido diseñados para tener láseres/detectores comparables para facilitar la transición del análisis a la 
clasificación preparativa. El LSR II está equipado con 6 láseres, capaces de detectar en total 19 colores 
simultáneamente, proporcionando versatilidad para detectar proteínas fluorescentes (mBanana, GFP, BFP, 
RFP/dsRed, mCherry mRasberry) y tintes fluorescentes/fluorocromos químicos. LSR II puede analizar diversos tipos 5 
de células dentro de poblaciones de células heterogéneas a partir de tejidos utilizando una amplia gama de 
fluorocromos orgánicos e inorgánicos. Estos parámetros fluorescentes adicionales permiten la detección de eventos 
funcionales coordinados en tipos de células específicos en poblaciones mixtas (por ejemplo, IFN-gamma intracelular, 
producción de IL-10 y detección de fosfoproteína en poblaciones de células T de tejidos cutáneos y ganglios linfáticos 
drenantes). El instrumento básico LSR II está equipado con tres láseres; azul (488 nm), rojo (633 nm), violeta (405 10 
nm). El LSR II de diseño personalizado contiene, además, tres láseres adicionales que permiten la detección de hasta 
20 colores y un lector de placas de 96 pozos. Los diseños de panel de 10 colores "dejar uno afuera" para subconjuntos 
de células T (por ejemplo, Tregs), células B y monocitos se han diseñado para aprovechar el láser 594 amarillo verdoso 
100W que tiene una sensibilidad exquisita para Alexa 594 "roja". Por lo tanto, los investigadores pueden adoptar un 
diseño de "dejar uno afuera" para examinar con sensibilidad la expresión de un marcador de interés específico 15 
mediante tinción con anticuerpos conjugados con Alexa 594. 
 
Calidad: Se realizará un desarrollo de panel para inmunofenotipificar poblaciones de linfocitos en sangre periférica 
humana y otros experimentos. Debido a la capacidad del sistema de 6 láser del LSR II, se estableció un conjunto 
común de colores "fáciles de usar" que se pueden usar sin necesidad de compensación. La capacidad de hacer un 20 
experimento de 5/6 colores sin la necesidad de compensación fluorescente brinda una mayor resolución de datos ya 
que los fluorocromos están tan separados entre sí en el espectro y son excitados independientemente por cada línea 
de láser. Esto permite que las poblaciones se separen claramente, algo que es raro cuando se aplica una 
compensación. La combinación actual de fluorocromo seleccionada es DAPI (activada en las células negativas DAPI) 
Pacific Blue, FITC, PE, Alexa Fluor 594 y APC, sin embargo, actualmente se están probando y utilizando otras 25 
combinaciones de fluoruros. Este conjunto de 5 fluorocromos sirve como plataforma base para paneles, a los que se 
pueden agregar fluorocromos adicionales. En un experimento de prueba de concepto, el uso de 5 fluorocromos se 
mostró simultáneamente sin necesidad de compensación. Los esplenocitos C57BL/6 se tiñeron con CD8 Pacific Blue, 
CD3 FITC, CD45R (B220) PE, CD11b Bio+Estreptavidina Alexa Fluor 594 y CD4 APC. 
 30 
Mantenimiento y control de calidad para inmunobiología de la piel: El procedimiento utilizado para el aislamiento de 
linfocitos de biopsias de piel se ha adaptado de un método desarrollado por Clark y Kupper (2) en el que las biopsias 
son cultivo en matrices de espuma de celulosa recubiertas de tantalio tridimensionales para promover la migración de 
células T de las biopsias. De cada población de células aisladas, se utilizará una fracción menor para la tinción de 
CD45/CD3 para evaluar el número de leucocitos/linfocitos T por citometría de flujo antes de estudios adicionales o 35 
criopreservación. Para su reutilización, las matrices se remojarán durante 30 minutos en lejía al 10%, luego se 
enjuagarán en agua y se transferirán a una solución de limpiador enzimático Enzyte (Decon Labs). Las matrices se 
dejarán en esta solución en una placa caliente con agitador durante 24 horas, se enjuagarán con agua destilada y se 
dejarán secar antes de esterilizarlas en autoclave. 
 40 
Se proporcionarán técnicas analíticas de piel completa (por ejemplo, inmunotinción). Se proporcionará lo siguiente: 1) 
experiencia crítica en inmunobiología de la piel para la preparación/análisis de fracciones celulares viables tanto de 
los folículos pilosos primarios como de las células T cutáneas; 2) capacidades de desarrollo de biomarcadores para 
bioespecíficos clínicos, incluido el análisis multianalítico (Luminex) y el perfil transcripcional de bioespecíficos clínicos 
preciosos (piel y sangre de sujetos inscritos en ensayos clínicos). Se proporcionarán las herramientas para investigar 45 
procesos biológicos y monitorizar los mecanismos inflamatorios de AA en muestras preclínicas y clínicas tanto de la 
sangre como del órgano final diana de AA.http://www.c2b2.columbia.edu/page.php?pageid=10 
 
Las capacidades en el análisis y almacenamiento de datos de microarreglos, análisis de secuencias y rutas están 
disponibles para los estudios en este documento, y se extienden hasta los algoritmos más recientes para la ingeniería 50 
inversa de redes reguladoras. Se crean y mantienen varias bases de datos ampliamente utilizadas. Además, todas las 
bases de datos importantes de secuencia y estructura se mantienen centralmente. Esto permite búsquedas directas a 
gran escala, si es necesario, utilizando algoritmos personalizados y computación en clúster. Muchos de los métodos 
de investigación desarrollados se agrupan en aplicaciones de software y servicios computacionales, disponibles 
gratuitamente para la comunidad científica (http://www.c2b2.columbia.edu/page.php?pageid=10). 55 
 
Los siguientes servicios están disponibles: 
 
1. Inmunomonitorización: 
 60 
a. Análisis de citoquinas y quimioquinas de multianalitos a partir de muestras de suero 
 
Hay dos metodologías disponibles: a) Los sistemas de inmunoensayos basados en microesferas múltiples (por 
ejemplo, CBA/FlowCytomix) proporcionan múltiples analitos que permiten evaluar 10 o más citoquinas/quimioquinas 
en una sola lectura de una muestra de pequeño volumen (50 µl). La capacidad de alto rendimiento del pozo 96 LSR II 65 
proporciona facilidad de uso combinada con eficiencia. El software (compuerta "a presión") está disponible 
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internamente para el análisis de datos. También se desarrollará un sistema de ensayo basado en perlas multiplex para 
cuantificar NKG2DL humano y murino soluble en el suero, para el cual se encuentran disponibles en el mercado 
conjuntos de anticuerpos específicos. b) El análisis multiplex utilizando la plataforma Luminex está disponible en el 
CTSA para el análisis de matrices de citoquinas y quimioquinas de ratones y humanos disponibles comercialmente 
(Figura 24). Los ensayos Luminex se proporcionan por tarifa de servicio, con reactivos adquiridos por el usuario. Una 5 
vez que una plataforma de biomarcadores de suero AA, la compra a granel de analitos seleccionados permitirá un 
ahorro de costos. 
 
Inmunofenotipificación citométrico de flujo 
 10 
Se ha establecido usando flujo multiparamétrico que las células CD8+NKG2D+ dominan la población de leucocitos 
dérmicos recolectados de la piel de ratones con alopecia espontánea (Figura 25). Para abordar la situación humana, 
se han desarrollado paneles de flujo para definir alteraciones cuantitativas en cualquiera de los 30 subconjuntos de 
PBMC centrados en las poblaciones de células T NK y CD4 y CD8 utilizando 3 tubos FACS (tubo de subconjunto de 
células T, tubo marcador NK para CD4, CD8 y células NK y un tercer tubo de células no T); Marcadores de linaje: 15 
CD3, CD4, CD8α, CD8β, CD14, CD19, CD20, CD56, CD64; Marcadores del subconjunto de células T: CD45Ra, 
CD45Ro, CD56, CD62L, CCR7, CD127, FoxP3, Helio; Análisis del receptor de quimioquinas cutáneas: CCR4, CCR8, 
CCR10, CLA, E y P-selectina; miembros de la familia de inmunorreceptores NK: inhibidor: KIR/CD158, CD94/NKG2A, 
LILR/ILT, LAIR1 NKR-P1 activador: NKp46, NKp30, NKp44, NKG2C, NKG2D. En la evaluación inicial de las PBMC 
de cuatro sujetos con AA, se observó un aumento de la expresión de NKG2D en las células T CD56+ CD8+ y las 20 
células NK, pero no en las células T CD4+ (Figura 26). 
 
Análisis de citoquinas: La activación de células T periféricas de la capa leucocitaria recién aisladas con 
PMA/ionomicina impulsará la producción de citoquinas por las células T de memoria circulante. Después de 4 horas 
de incubación con brefeldina, las células se tiñen con marcadores de superficie celular, se fijan y se permeabilizan 25 
antes de la tinción intracelular para IL-2, IFN-γ, TNF, IL-4, IL-17 y FOXP3/helios. Estas citoquinas/factores de 
transcripción junto con los marcadores de superficie CD3, CD4, CD8, CD25, CD56, CD62L, NKG2D, CD45Ra, 
CD45Ro, CLA/CCR4 delinearán la fracción de Th1/Th2/Th17/Tregs en el compartimento total y cutáneo de células T 
CD4/CD8 ingenuas y de memoria y su expresión de NKG2D. Sin estar limitados a la teoría, utilizando un LSRII, que 
permite pruebas multiparamétricas desde un solo tubo, de 2 a 4 millones de PBMC serán más que suficientes para 30 
este análisis. Esto dejará suficientes PBMC (>20 millones de células) de una extracción de sangre de 30 ml para 
proporcionar otros objetivos. 
 
Clasificación de flujo para aplicaciones posteriores utilizando subconjuntos de células T 
 35 
El objetivo es proporcionar potenciales células T alopécicas para el análisis funcional posterior. Por ejemplo, se 
proporcionarán subconjuntos de células T ordenadas por flujo para el perfil de ARN, por ejemplo, el perfil 
transcripcional de células T de tipo NK. Para los estudios de biomarcadores, enfocarse en el subconjunto celular 
apropiado mejorará la resolución del análisis, que de lo contrario se diluirá por la presencia de ARN de la población 
mixta heterogénea de PBMC. 40 
 
Los estudios en el ratón con AA indican que las células T alopécicas (Figura 24), están recirculando y se pueden 
encontrar y aislar fácilmente de la sangre y los ganglios linfáticos cutáneos. Se pueden aislar más de 5 millones de 
células T CD8+NKG2D+ mediante la clasificación por flujo de los ganglios linfáticos cutáneos de un solo ratón. Este 
es un número impresionante de células T "patógenas" primarias frescas para el estudio posterior y es una mejora 45 
sustancial en los rendimientos celulares que uno puede esperar recuperarse de los "arrastres" de la piel alopécica. La 
identificación de subconjuntos de células T patógenas en la sangre de sujetos humanos con AA es un objetivo 
científico. Se proporcionarán subconjuntos de células T aislados de flujo para aplicaciones posteriores, incluidos 
estudios de biomarcadores, estudios funcionales y espectros para proporcionar evidencia de la relevancia 
inmunopatógena de subconjuntos de células T específicos. 50 
 
i) Análisis de espectrotipo del repertorio de TCR 
 
La espectrotipificación o el análisis de distribución de longitud de cadena β de TCR o ARN de tejidos o subconjuntos 
de linfocitos fenotípicamente separados proporciona un retrato cualitativo de la utilización/repertorio de clonotipo de 55 
TCR de las células T infiltrantes. En los últimos años, esta técnica ha sido utilizada por otros (5-7) como un método 
altamente sensible y preciso para delinear la proporción de células T expandidas clonalmente en una muestra. La 
oligoclonalidad, evidencia de expansión de subconjuntos de células T con TCR restringidos, es indicativo de impulso 
antigénico en procesos inflamatorios y puede usarse como un primer paso para identificar clones de células T 
patógenas. Como cada reordenamiento de TCR varía en la longitud de CDR3 en múltiplos de tres nucleótidos, la 60 
heterogeneidad de la longitud de CDR3 dentro de una población de células T puede usarse como una medida de la 
diversidad de TCR. El principio de esta técnica es amplificar por PCR el ADNc obtenido de una población de células 
T usando cebadores de miembros de la familia Vβ específicos corriente arriba y un cebador de región constante 
corriente abajo que abarcan juntos la región CDR3 hecha por unión VDJ combinatoria y de unión. Los productos de 
PCR se marcan con fluorocromo en una reacción de extensión de cebador ("escurrimiento") usando un cebador de 65 
región constante marcado con fluorescencia. Los productos se ejecutan en el analizador de ADN ABI PRISM 3700. 
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Con el software Gene Mapper se puede visualizar y analizar el tamaño de los picos correspondientes a longitudes 
discretas de CDR3 (Figuras 20 y 27). Los datos se exportan y comparan con los repertorios policlonales de referencia, 
y se calculan medidas de oligoclonalidad como la distancia de Hamming. El área de los picos en cada histograma 
refleja la frecuencia de expresión de cada longitud de CDR3 dentro de cada familia. Un predominio de expansiones 
clonales en la piel indica un papel principal para los antígenos dérmicos en la conducción de enfermedades y permitirá 5 
la investigación enfocada de las células T patógenas. Por el contrario, un repertorio policlonal de clones no expandidos 
indicará el reclutamiento por receptores de quimioquinas no clonalmente específicos. Las comparaciones del repertorio 
de TCR en la piel sin lesiones y en la sangre de los mismos individuos indicarán si las poblaciones de células T 
residentes en la piel expandidas clonalmente también pueden encontrarse en la circulación. De manera similar, se 
pueden utilizar subconjuntos de células T para el material fuente de ARN para el análisis del repertorio. Por ejemplo, 10 
las Figuras 20 y 27 demuestran que en ratones C3H se encuentra una población oligoclonal en la piel de la lesión, un 
repertorio que también está sobrerrepresentado en poblaciones de ganglios linfáticos CD8 positivos, pero no negativos 
para NKG2D. Estos datos confirman que las células T CD8+NKG2D+ contienen la mayoría (pero no todas) de las 
poblaciones de células T oligoclonales que se encuentran en la piel. Nótese que algunos TCR/clones se encuentran 
en la piel, pero no en el drenaje de los ganglios linfáticos cutáneos, por ejemplo, Vβ10. Estos probablemente incluyen 15 
poblaciones de células T CD4+ que se encuentran en la piel con AA pero que no están presentes en la fracción CD8+ 
LN clasificada. Esta metodología proporciona evidencia poderosa de "impulso de antígeno", y combinado con la 
clasificación de flujo como se muestra aquí, identifica subconjuntos de células T patógenas entre poblaciones de 
células. 
 20 
Esta evidencia de compartición clonal u oligoclonalidad será investigada y validada en muestras de ratones y humanos 
a nivel de resolución de clonotipo mediante la preparación de bibliotecas bacterianas de los productos de PCR usando 
clonación basada en topoisomerasa, y secuenciando la cadena β de TCR de los clones resultantes de una manera de 
alto rendimiento utilizando técnicas basadas en 96 pozos como se describe (5-7). Por lo general, se seleccionan 48 o 
96 clones y se secuencian para cada producto de PCR. Las secuencias se exportan y alinean en Geneious y la 25 
estructura fina del uso y unión de elementos VDJ se determina usando Vquest. Esto permite la identificación definitiva 
de clones compartidos y el tráfico de linfocitos en diferentes regiones, así como la enumeración precisa de la 
composición clonotípica de una muestra. Además, los TCR clonotípicos se pueden usar para estudios de transducción 
génica para generar células T y ratones retrogénicos que expresan TCR alopécicos. Este esfuerzo también puede 
conducir al desarrollo de modelos TCR transgénicos "humanizados" de alopecia utilizando TCR alopécicos humanos 30 
expresados transgénicamente en ratones transgénicos HLA02. 
 
ii) Biomarcadores de transcripción de células inmunes circulantes 
 
Una firma transcripcional que marca lupus agresivo, resistente al fármaco, puede identificarse dentro del 35 
compartimento de células T CD8, pero no cuando se usa ARN de PBMC totales (8). De este modo, combinar la 
clasificación de flujo con el perfil transcripcional potencia enormemente la capacidad analítica. En la alopecia areata, 
el subconjunto celular patogénico en el parece ser células T CD8+NKG2Dhi que envuelven el folículo piloso y puede 
ser de relevancia patógena en términos generales en autoinmunidad (9) incluyendo ambas enfermedades celíacas (4, 
10), diabetes tipo I (11) y artritis reumatoide (12-14). El perfil transcripcional de estas células en la enfermedad celíaca 40 
(4, 10) describió previamente una programación transcripcional de tipo NK de estas células que se evaluará de manera 
similar en células T CD8 circulantes purificadas y derivadas de la piel. Será importante abordar específicamente los 
perfiles de transcripción de estas poblaciones celulares para identificar las vías biológicas centrales de estas células. 
 
Se identificaron genes autoinmunes regulados epigenéticamente usando metodologías genómicas basadas en 45 
Illumina y se obtuvo ADN de células T humanas autoinmunes clasificadas de pacientes con diabetes tipo I, alopecia 
areata y enfermedad celíaca. Se identificó la hipermetilación de las regiones promotoras que regulan negativamente 
la expresión de genes inmunorreguladores importantes, incluidos CD3, PD-1 y FasL. 
 
iii) Inmunología celular 50 
 
El análisis por citometría de flujo de las PBMC activadas se puede usar para el análisis de citoquinas intracelulares 
y/o la señalización de la activación de proteínas fosforiladas. Las respuestas clásicas de linfocitos específicos de 
antígeno, mitogénicos o mixtos se pueden apreciar con células T teñidas con CFSE o con incorporación de timidina. 
El equipo disponible incluye un recolector de células y un lector de placas Microbeta/Trilux (para ensayos de 55 
citotoxicidad de proliferación y liberación de cromo a base de timidina), lectores/lavadores de placas ELISA, lectores 
ELISPOT. 
 
Inmunobiología de la piel 
 60 
Preparación de folículo piloso primario y componentes de células T para estudios funcionales (citotoxicidad), 
preparativos (clonación de células T) y analíticos (espectros de especificación, perfiles de ARN). Las muestras de 
biopsia de pacientes con AA en estudio son preciosas, y los estudios de inmunotinción y perfiles de transcripción 
tienen la máxima prioridad dada la viabilidad y el poder informativo de estas dos metodologías. La piel del cuero 
cabelludo humano de rutina se obtiene de individuos de control (donantes de trasplante capilar) para establecer 65 
cultivos primarios de poblaciones celulares individuales dentro de la piel y el folículo piloso. 
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a) Cultivo de células T y componentes del folículo piloso, cultivo de órganos del folículo piloso y cultivo de órganos de 
la piel. 
 
i) Objetivos de IC: Se utilizará piel del cuero cabelludo humano obtenida de individuos de control o afectados por AA 5 
para establecer cultivos primarios de poblaciones celulares individuales dentro de la piel y el folículo piloso (Figura 28) 
para estudiar la regulación de NKG2DL en poblaciones de IC primaria y evaluar poblaciones de IC como objetivos en 
ensayos de CTL. La piel interfolicular se tratará de manera dispar para separar los componentes epidérmico y dérmico 
y se procesará enzimáticamente para establecer cultivos primarios de queratinocitos y fibroblastos. Los folículos 
pilosos se microdisseccionarán para separar los componentes mesenquimatoles y se utilizarán para cultivar células 10 
de la vaina dérmica (DSC) y células de la papila dérmica (DPC). El cultivo de órganos de folículos capilares sin suero 
establecido en el laboratorio, modelado según los protocolos de Kondo and Philpott et al (15) (Figura 30), se utilizará 
para cultivar rutinariamente folículos individuales de individuos de control, así como lesiones (cuando sea posible) y 
controlar la piel de pacientes con AA. Los folículos se cultivan en condiciones de crecimiento sin suero y muestran un 
crecimiento anágeno normal durante 7-10 días, seguido de la entrada de catágenos y la desintegración de la matriz 15 
(16). Para los ensayos de citotoxicidad, los folículos se transferirán a los medios que sostienen las células T citotóxicas 
o las células NK (MyeloCult, Stemcell Technologies) durante 4-8 horas. Los explantes de piel mantienen una 
arquitectura normal de la piel, así como el microambiente inmune, y se utilizarán para estudios funcionales (17). 
 
ii) Efectores de células T: El aislamiento de un número suficiente de células T de la piel humana digerida/dispersada 20 
enzimáticamente puede ser difícil; sin embargo, las células T cultivadas se expandieron utilizando la metodología de 
rastreo dérmico desarrollada por Clark (2). Los explantes de piel se han usado para expandir la población de células 
T residentes de la piel cultivando los explantes en matrices de espuma celular durante 3 semanas en IMDM que 
contiene 20% de FCS, IL-2 e IL-15. Esta técnica produce 0.3-3.0 x 106 células T por biopsia de 4 mm que permite 
inmunofenotipificado, clonación de células T, perfil Th y otras aplicaciones posteriores (por ejemplo, perfil 25 
transcripcional, citotoxicidad y otros ensayos funcionales). Para pacientes con AA en ensayos de intervención, si se 
obtienen suficientes células T después de tres semanas de expansión (>1x106), se dividirán, con la mitad de la 
población utilizada para el aislamiento/perfil de ARN y la otra mitad utilizada para inmunofenotipificado de flujo/perfil 
Th. Si los rendimientos son inferiores a 1x106 células totales, los estudios se limitarán al perfil de ARN. Para los 
pacientes con AA que no están en estudio, habrá más libertad para usar células T rastreadas y objetivos de IC 30 
autólogos para estudios funcionales alternativos, que incluyen, por ejemplo, ensayos citolíticos y estudios con bloqueo 
de anticuerpos/moléculas pequeñas. Como ejemplo de la capacidad de analizar poblaciones clínicas raras de células 
T, la Figura 29 ilustra un ensayo de "rastreo" de células T, en el que la dermis humana cultivada obtenida de biopsias 
de piel perforada se usa como material fuente para el análisis de citometría de flujo. 
 35 
Obsérvese que las células T obtenidas de biopsias de piel con AA son células T CD8+NKG2D+ que producen IFN-γ 
oligoclonal en contraste sorprendente con la población CD4 policlonal esperada observada en los arrastres de la piel 
normal (2, 18). 
 
b.) Interacción de la piel y los componentes inmunes en los modelos de Alopecia areata 40 
 
Los protocolos establecidos están disponibles para evaluar las interacciones inmunes de la piel para los estudios en 
este documento. Las células cultivadas primarias, así como los folículos cultivados en órganos, pueden usarse como 
dianas usando células T citotóxicas de control o linfocitos de sangre periférica del paciente, o los derivados de la piel 
(Figura 29). Las células efectoras inmunitarias se pueden cultivar conjuntamente con células diana/folículos pilosos 45 
marcados con CFSE y la citólisis se medirá colorimétricamente mediante la liberación de LDH, o alternativamente, las 
células muertas se teñirán con 7-AAD y los números de células se contarán por citometría de flujo. Estos ensayos se 
pueden usar para determinar los requisitos moleculares para la interacción de los efectores inmunes y los objetivos 
de IC, incluida la citotoxicidad. Por ejemplo, como se muestra aquí, la citotoxicidad requirió el compromiso de NKG2D 
y la sensibilización previa de los objetivos con citoquinas/ligandos TLR que se sabe que regulan al alza la transcripción 50 
de NKG2DL y la expresión superficial. 
 
Evaluación de biomarcadores cutáneos de patogénesis: Inmunotinción y perfil transcripcional 
 
La AA muestra una alta correlación con varios trastornos autoinmunes, lo que hace que el folículo piloso sea un órgano 55 
altamente accesible para estudiar los mecanismos básicos de autoinmunidad. Ha habido un interés sustancial en 
identificar marcadores biológicos sustitutos tempranos de patogénesis. Como tal, AA representa un sistema modelo 
para el desarrollo de biomarcadores que puede tener relevancia para una amplia gama de enfermedades. Los 
siguientes biomarcadores se usan actualmente para monitorizar el desarrollo de AA y la respuesta al tratamiento tanto 
en humanos como en ratones. 60 
 
a) Tinción inmunohistoquímica para infiltración linfocítica. La AA está asociada con la presencia de infiltrado inmune 
intrafolicular y parafolicular. Para inmunohistoquímica, el tejido se fijará en formol al 10% en PBS durante 8 horas a 
temperatura ambiente y se almacenará en etanol al 70% para secciones de parafina o se incrustará directamente en 
Cryomatrix (Shandon, Waltham, MA) en hielo seco para secciones congeladas que se almacenan a -80°C. 65 
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Los bloques de tejido embebidos en parafina se cortan en secciones de 8 µm, y la tinción con hematoxilina y eosina 
(H&E) se lleva a cabo para estudios histológicos. El tejido congelado también se secciona a un grosor de 8 µm y se 
fija en paraformaldehído al 4% para la tinción de inmunofluorescencia. Las secciones se tiñen con anticuerpos 
secundarios marcados con fluorescencia y se obtienen imágenes de inmunofluorescencia usando el microscopio Zeiss 
Axioskop. La tinción inmunohistológica/fluorescente básica incluirá tinción con anticuerpos primarios contra CD3, CD4, 5 
CD8. Como un ejemplo de las inmunotinción, se proporciona evidencia de que MHC I e II e ICAM-1 están reguladas 
de forma masiva en IC alopécicos que están asociadas con un infiltrado denso dominado por CD8 (Figura 31). 
 
b) Aislamiento de ARN total de la piel y PCR cuantitativa para marcadores inflamatorios. Se analizará la piel humana 
y de ratón para determinar la elevación de las transcripciones de genes inflamatorios ya definidos, incluidos los genes 10 
de respuesta a IFN, y las firmas de genes que se definirán, incluidas las transcripciones de células T CD8 de "tipo 
NK". El ARN total se extraerá de la piel utilizando un kit de purificación RNeasy (Qiagen). El ARN total tratado con 
DNasa se transcribirá de forma inversa utilizando la transcriptasa inversa SuperScript II (Invitrogen, Carlsbad, CA). 
 
La RT-PCR se realizará utilizando SYBR Green Master Mix y un sistema de detección de secuencia ABI Prism 7000 15 
(Applied Biosystems, Foster City, CA). GAPDH y β-actina se utilizarán como genes de control de normalización interna. 
 
Uno de los objetivos de los estudios en el presente documento es establecer el fenotipo de las poblaciones efectoras 
AA circulantes haciendo coincidir los tipos de subconjuntos de células T AA de sangre periférica clasificadas con las 
que se encuentran en las células T de la piel totales del mismo paciente. Las técnicas de clasificación por citometría 20 
de flujo se combinarán con un análisis de tipo de espectro para identificar células T patógenas en la circulación de 
pacientes con AA. Esta misma metodología se utilizó en el modelo de ratón para mostrar que las células de los ganglios 
linfáticos CD8+NKG2D+ contienen la mayoría de los clones de células T que se encuentran en la piel alopécica. En 
sujetos con AA, el repertorio de TCR se comparará en la piel y la sangre lesionadas y no lesionadas de los mismos 
individuos para identificar si las poblaciones de células T residentes en la piel expandidas clonalmente también se 25 
encuentran en la circulación. Mediante el perfeccionamiento progresivo de los criterios de clasificación para aislar el 
material de ARN de origen de los subconjuntos de células T circulantes, uno debería ser capaz (al menos parcialmente) 
de igualar el repertorio de TCR encontrado en la piel total del mismo paciente y de esta manera identificar los 
marcadores inmunofenotípicos de CD4 patógeno y células T CD8. La identificación de subconjuntos de células T 
patógenas será enormemente valiosa para monitorizar estudios clínicos, refinar el desarrollo de biomarcadores y 30 
proporcionaría materiales celulares únicos para estudios de patogénesis de cabecera a banco. 
 
Otro objetivo de los estudios en este documento es establecer el perfil Th de las células T AA que se infiltran en la 
dermis y circulan en la sangre periférica. Perfil de diferenciación/citoquina de los linfocitos T AA patógenos: El 
direccionamiento terapéutico de vías Th específicas ha tenido éxito en otras enfermedades inflamatorias de la piel 35 
humana, especialmente en la psoriasis, una enfermedad Th17 prototípica. Hay datos sustanciales en el modelo animal 
de AA para AA como enfermedad Th1 predominante (19-23). Para establecer el predominio de Th1 en humanos y 
desarrollar la lógica y la plataforma de biomarcadores para las terapias dirigidas a Th1, se abordará el perfil Th de las 
células T AA cutáneas infiltrantes y los subconjuntos de células T circulantes relevantes en la sangre utilizando una 
metodología de múltiples puntas que incluye multianalito, análisis de ARN, inmunotinción y análisis citométrico de flujo 40 
intracelular de la piel y la sangre. La refinación de los marcadores inmunofenotípicos para las células T AA CD4 y 
CD8, por supuesto, permitirá la detección de perfiles Th de las posibles células T específicas de alopécicos entre la 
población circulante policlonal. 
 
Aunque el perfil transcripcional de las lesiones AA de una pequeña serie de sujetos es indicativo de sesgo de tipo Th1 45 
(24), sin estar limitado por la teoría, la AA no es "una enfermedad". La ocurrencia común en sujetos con AA de 
afecciones inmunes comórbidas que reflejan un sesgo subyacente Th2 o Th1/17 que predispone a enfermedades con 
vías patógenas comunes incluyendo hipersensibilidad (25) (dermatitis) y otras afecciones autoinmunes (26-33) (véase 
estudios descritos en este documento) sugiere que puede haber un AA de tipo Th2, así como un tipo de AA Th1 o 
Th17. Por lo tanto, es importante identificar respuestas funcionales de células T en PBMC de la periferia y de explantes 50 
de tejido con lesiones AA de un gran número de pacientes que podrían identificar subconjuntos de AA con diferentes 
perfiles Th y correlacionar estos parámetros de biomarcadores de función inmune con la presencia o ausencia de los 
SNP relevantes. 
 
Se evaluará el inmunofenotipo de células T de células T periféricas y células T con lesiones. Se estudiarán 50 55 
pacientes AA y 50 controles normales del GWAS, con historia clínica adjunta. La evaluación de los perfiles Th de las 
células T circulantes totales es sencilla, pero se aplicará un flujo multiparamétrico a los subconjuntos de células T para 
una evaluación más granular, como ayuda en última instancia por la definición de marcadores inmunofenotípicos de 
poblaciones patogénicas AA. El aislamiento de un número suficiente de células T de la piel humana 
digerida/dispersada enzimáticamente puede ser difícil y puede verse alterado por las condiciones del cultivo. La 60 
correlación se realizará con perfiles de transcripción utilizando metodologías de piel completa y muestras de piel 
microdiseccionadas para describir el perfil de citoquinas dentro del infiltrado de la vaina folicular, así como de los 
infiltrados en el epitelio interfolicular. 
 
Sujetos humanos 65 
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Las biopsias de piel del cuero cabelludo se recolectarán de sujetos normales que consisten en pacientes AA y sujetos 
de control no afectados que reciben trasplante de cabello. Se obtendrán biopsias adicionales de sujetos en ensayos 
clínicos. 
 
Las fuentes de material de investigación serán biopsias de piel del cuero cabelludo de pacientes y controles de AA. El 5 
ARN de pequeñas muestras de tejido, incluidos los compartimentos del folículo piloso microdiseccionados, se obtienen 
de forma rutinaria. Se proporcionarán biopsias de tejido de pacientes con AA y controles. 
 
Animales vertebrados 
 10 
Se adquirirán ratones Jackson C3H/HeJ (2-3 meses) y cruces retirados que muestren pérdida de cabello visible de 
Jackson Labs. Las cepas de ratones establecidas por cada investigador principal participante se alojarán en sus 
respectivos recintos de alojamiento de animales. Los ratones tendrán acceso gratuito a la dieta de agua y gránulos 
(dieta para roedores 5010, LabDiet, PMI Nutrition International). 
 15 
Se establecerá un cultivo celular primario para componentes individuales de la piel y del folículo, así como cultivos de 
pelo/órganos de la piel para ratones de tipo salvaje y transgénicos o noqueados. Estos estudios también involucran la 
caracterización del folículo piloso y del tejido de la piel. Los ratones serán sacrificados por asfixia con CO2 seguido de 
dislocación cervical, un método aprobado por veterinarios y ampliamente recomendado. Es el método más rápido y 
humano que no está asociado con ningún dolor o estrés para los animales. Los ratones se afeitarán en la superficie 20 
dorsal con un cortador eléctrico y luego se disecará el tejido de la piel. El esquema de aislamiento de los componentes 
celulares individuales de la piel y el folículo piloso, así como el aislamiento de las células T de los explantes de la piel 
se describe en las Figuras 25, 28 y 29. Las muestras de piel también se incluirán en OCT y parafina. Además de la 
piel, el bazo y el timo también se diseccionarán de los animales y se utilizarán para la citometría de flujo. El suero de 
los animales también se recogerá por sangrado de la cola y se utilizará para el perfil de citoquinas. 25 
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Ejemplo 6 
 
Se realizaron estudios preclínicos in vivo de bloqueo de Jak1/Jak2 usando el inhibidor INCB018424 Jak1/Jak2 en el 10 
modelo animal injertado de la enfermedad, ratones C3H-HeJ. 0/5 ratones desarrollaron alopecia después del 
tratamiento con INCB018424, mientras que 2/5 ratones tratados con placebo desarrollaron AA. 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Un inhibidor de Jak1 y/o Jak2 seleccionado del grupo que consiste en: AG490 con el No CAS 133550-30-8; CYT387 
con el No. CAS 1056634-68-4; SB1518 con el No. CAS 937272-79-2; TG101348 con el No. CAS 936091-26-8; BMS-
911543 con el No. CAS 1271022-90-2; WP-1034 con el No. CAS 857064-42-7; CEP-701 con el No. CAS 111358-88-5 
4; INCB 018424 con el No. CAS 941678-49-5; y LY3009104 con el No. CAS 1187594-09-7 para usar en un método 
de tratamiento de un trastorno de pérdida de cabello seleccionado del grupo que consiste en alopecia areata y alopecia 
androgenética en un mamífero que lo necesite. 
 
2. El inhibidor Jak1 y/o Jak2 para uso de acuerdo con la reivindicación 1, en el que el tratamiento se logra induciendo 10 
el crecimiento del cabello en el sujeto. 
 
3. El inhibidor Jak1 y/o Jak2 para uso de acuerdo con la reivindicación 1 o 2, en donde el inhibidor es INCB 018424 
con el No. CAS 941678-49-5. 
 15 
4. El inhibidor Jak1 y/o Jak2 para uso de acuerdo con la reivindicación 1 o 2, en donde el inhibidor es LY3009104 con 
el No. CAS 1187594-09-7. 
 
5. El inhibidor Jak1 y/o Jak2 para uso de acuerdo con la reivindicación 1 o 2, en donde el inhibidor es AG490 con el 
No. CAS 133550-30-8; CYT387 con el No. CAS 1056634-68-4; SB1518 con el No. CAS 937272-79-2; TG101348 con 20 
el No. CAS 936091-26-8; BMS-911543 con el No. CAS 1271022-90-2; WP-1034 con el No. CAS 857064-42-7, o CEP-
701 con el No. CAS 111358-88-4. 
 
6. El inhibidor de Jak1 y/o Jak2 para uso de acuerdo con la reivindicación 1 o 2, en donde el trastorno de pérdida de 
cabello es alopecia areata. 25 
 
7. El inhibidor Jak1 y/o Jak2 para uso de acuerdo con la reivindicación 1 o 2, en donde el trastorno de pérdida de 
cabello es alopecia androgenética. 
 
8. El inhibidor Jak1 y/o Jak2 para uso de acuerdo con la reivindicación 6, en donde la alopecia areata es alopecia total 30 
o alopecia universal. 
 
9. El inhibidor de Jak1 y/o Jak2 para uso de acuerdo con la reivindicación 1, en el que el inhibidor de Jak1 y/o Jak2 
está en una composición adecuada para administración intravenosa, intramuscular, intraperitoneal, intradérmica, 
subcutánea, oral, nasal, transdérmica, tópica, transmucosa o rectal. 35 
 
10. El inhibidor de Jak1 y/o Jak2 para uso de acuerdo con la reivindicación 2, en el que el inhibidor de Jak1 y/o Jak2 
está en una composición adecuada para administración intravenosa, intramuscular, intraperitoneal, intradérmica, 
subcutánea, oral, nasal, transdérmica, tópica, administración transmucosa o rectal. 
 40 
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