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EMPLEO DE LOS DERIVADOS DE LA CICLOSPORINA EN LA POSICION 3,
PARA EL CRECIMIENTO DEL CABELLO

Descripcién

Campo técnico

La presente invencion se refiere a un agente promotor
del crecimiento del cabello, el cual comprende un derivado de
la ciclosporina como ingrediente activo, y con mas
particularidad, a un agente promotor del crecimiento del
cabello que comprende derivados de la ciclosporina
modificados en la posicién 3, como ingrediente activo.

Antecedentes

Como promedio, el cuero cabelludo humano contiene
aproximadamente de 100.000 a 150.000 cabellos. Cada cabello
tiene tres principales etapas de desarrollo: anagen, catagen
y telogen, después de lo cual el cabello se cae. En un ciclo,
el crecimiento del cabello es repetitivo, y la duracion de un
ciclo es diferente de Ilos otros ciclos, oscilando
aproximadamente de 3 a 6 afios. De esta forma, el adulto medio
pierde normalmente aproximadamente de 50 a 100 cabellos cada
dia. En general, la alopecia se refiere a un fenbmeno en
donde la duracién de la fase de crecimiento anagen se acorta,
y el porcentaje de cabellos en las fases catagen y telogen
aumenta, por lo cual el nimero de cabellos perdidos aumenta

excesiva y anormalmente.



10

15

20

25

ES 2348 225 T3

Existen muchas teorias para explicar la pérdida de I

cabello, incluyendo por ejemplo, una pobre circulacion de | a
sangre, un excesivo funcionamiento de las hormonas sexuale S
masculinas, una excesiva produccion y secrecién de sebo, u n

deterioro del cuero cabelludo por los peréxidos, bacterias,

etc. factores hereditarios, envejecimiento, estrés, etc.. Sin
embargo, los mecanismos explicitos no se han descubierto.
Recientemente, la poblacion que padece la pérdida del cabello
tiene tendencia a aumentar, puesto que los habitos dietéticos
cambiantes y el estrés impuesto a los individuos debido al
ambiente social moderno, etc. ha aumentado. También, la edad
de los individuos afectados por la alopecia esta disminuyendo

y ademas la poblaciéon de mujeres que sufren de alopecia esta
aumentando.

Una de las preparaciones que se emplea mas habitualmente
para el tratamiento y prevencion de la alopecia es una que
contiene minoxidilo. Existen dos agentes para el nuevo
crecimiento del cabello que han recibido la aprobacion de la
U.S. Food and Drug Administration ("Administracion U.S. d e
Alimentos y Farmacos"), y el minoxidilo es uno de estos
agentes para el nuevo crecimiento del cabello. EI minoxidilo
fue originalmente desarrollado como un farmaco para la
hipertension con el propésito de reducir la presion de la
sangre. Sin embargo, al emplear este farmaco se observdé como
efecto secundario un efecto tricogénico, y a partir de
entonces, este farmaco se convirti6 en famoso como agente
para el nuevo crecimiento del cabello. Aunque el mecanismo

por el cual el minoxidilo actida como un agente para el nuev 0
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crecimiento del cabello, no esta claramente dilucidado, s
cree que el minoxidilo aumenta el flujo de la sangre mediant
la expansion de los vasos sanguineos, mediante lo cual la
raices de los cabellos se alimentan con mas nutrientes
eventualmente se promueve el crecimiento del cabello.

Este modelo de crecimiento del flujo sanguineo ha sid
indirectamente apoyado por un informe reciente, segun el cua
el minoxidilo potencia la expresion del factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF), un factor d
crecimiento asociado con la vasodilatacion de la papila
dérmica, la cual es una célula importante que constituye las
raices del cabello. Se ha informado también, que otro efecto
distinto al efecto vasodilatador del minoxidilo en el
mecanismo de restauracion del cabello, es que el minoxidilo
promueve la activacion de las células de la papila dérmica en
las raices del cabello incubado i n vi tro,y el crecimiento de
los foliculos del cabello en un cultivo de tejido de los
foliculos in vitro. Estos hechos indican que el minoxidilo
puede actuar directamente sobre las raices del cabello como
un factor de crecimiento.

Ademas, el finasteride, un principal componente de la
Propecia, el cual ha empezado a vender la firma Merck, se
emplea también en el tratamiento de la alopecia. Inhibe la
conversion de la hormona masculina testosterona en dihidro
testosterona, la cual es una hormona masculina mas potente
que la testosterona. En diciembre de 1997, se aprobd por la
US FDA la administracion de un comprimido de 1 mg de

finasteride, como agente para el nuevo crecimiento de
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cabello para el tratamiento del modelo masculino de pérdida
de cabello solamente en los hombres, y actualmente ya esta
comercialmente disponible. En estudios clinicos se ha
demostrado que tiene un efecto tricdgeno significativo. Sin
embargo, se ha informado que el finasteride puede inhibir la
funcion sexual masculina como efecto colateral. Dado que ni
el finasteride ni el minoxidilo muestran un efecto superior
en las pruebas clinicas, y existe un consenso sobre los
efectos secundarios, muchas investigaciones han conducido a
desarrollar unos nuevos mejores agentes para el nuevo
crecimiento del cabello.

La familia de farmacos de la ciclosporina tiene una
actividad inmunosupresora. Es también efectiva para inhibir
el crecimiento de virus, hongos, protozoos, etc. y tienen
varios efectos fisioldgicos tales como la nefrotoxicidad,
hepatotoxicidad, hipertensién, agrandamiento del periodontio,
efecto tricogénico, etcétera, como efectos colaterales. La
ciclosporina A, una ciclosporina representativa, es un
péptido ciclico que tiene la siguiente formula quimica, la
cual comprende 11 aminodcidos, incluyendo varios N-metil

aminodcidos y la D-alanina en el radical n° 8:

[Férmula de la estructura 1 ]
-MeBmt-Abu-Sar-MelLeu-Val-MeLeu-Ala-DAla-MeLeu-MelLeu-MeVal -
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

en d onde MeBmt es N-metil-(4R)-4-[(E)-2-butenil]-4-metil

L-treonina, Abu es el acido L-a - aminobutirico, Sar es sarco
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sina, MeLeu es N-metil-L-leucina, Val es L-valina, Ala es L
alanina, DAla es D-alanina, MeVal es N-metil-L-valina

La forma aminoacido de la ciclosporina A de la formul
quimica 1 de mas arriba, es la configuracion L, a no ser qu
se especifiqgue otra cosa. La numeracion de los radicales de
los amino&cidos empieza por MeBmt y continta en el sentido de
las agujas del reloj, es decir el nimero 1 para MeBmt y el
namero 11 para el dltimo MeVal (N- metil-L-valina) como se
muestra en la estructura de la formula 1. La nhomenclatura de
varios derivados incluyendo las ciclosporinas de la A ala Z,
sigue los métodos habitualmente empleados (Helv. Chim. Acta,
1987, 70:13-36). Por ejemplo si el Abu en la posicién 2 de la
ciclosporina A es substituido por la L-alanina, L-treonina,
L-valina 6 L-norvalina, los derivados asi preparados reciben
el nombre de ciclosporina B, ciclosporina C, ciclosporina D,
o ciclosporina G, respectivamente. Ademas, cuando los
radicales de los aminoacidos de los derivados de la
ciclosporina difieren de los de la ciclosporina A, los
derivados reciben el nombre mediante la descripcion del
substituyente. Por ejemplo, si la sarcosina, que es el

radical aminoacido 3 de la ciclosporina A, se substituye con

N-metil-D-Abu 3, 6  N-metil-D-Nva 8. los derivados asi
preparados reciben el nombre de [N-metil-D-Abu %] ciclosporina
A 6 [N-metil-D-Nva % ciclosporina A, respectivamente.

Mientras tanto se emplea un método habitual para la
abreviacion de los aminoacidos, a saber, N-metil-L-leucina se
abrevia con MeLeu, N-metil-L-isoleucina con Melle, N-metil-L-

Valina con MeVal, N-metil-L-alanina con MeAla, N-metil-L
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norvalina con MeNva, L-leucina con Leu, L-isoleucina con lle,
sarcosina con Sar, L-serina con Ser, L-valina con Val, L
alanina con Ala, D-alanina con D-Ala, L-4cido aminobutirico
con Abu, L-treonina con Thr y L-norvalina con Nva. Ademas,
como para un derivados de la ciclosporina del cual se
substituye con azufre en lugar de un oxigeno carbonilo en el
radical de aminoacido 7, el nombre del derivado puede ser
ciclosporina 7-tioamida 6 ( "8 CS-NHi]ciclosporina, de acuerdo
con diferentes referencias (Helv. Chim. Acta. 74:1953-1990,
1991; J.0rg.Chem, 58: 673-677, 1993; J. Org. Chem. 59: 7249
7258, 1994).

Hasta el momento, el posible desarrollo de Ila
ciclosporina como un agente para el nuevo crecimiento de
cabelloo, ha sido estudiado por muchos grupos de
investigaciéon.  Particularmente, han sido  ampliamente
realizadas investigaciones que implican ensayos de nuevo
crecimiento del cabello en animales, alopecia areata humana
J. Am. Acad. Dermatol., 1990, 22:242-250), modelo de
alopecia humana masculina (J. Am. Acad. Dermatol.,, 1990,
22:251-253 y Skin Pharmacol., 1994, 7: 101-104), y efecto de
inhibicion de la pérdida de cabello a causa de Ila
guimioterapia en modelos animales (Am. J. Pathol., 1997, 150:
1433-1441). En experimentos comparativos sobre la espalda del
ratén, se ha mostrado que la ciclosporina tiene un efecto de
nuevo crecimiento del cabello aproximadamente 100 veces
superior al minoxidilo. En base a dichos resultados, se ha

intentado utilizar la ciclosporina como un tratamiento para
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el modelo de la alopecia masculina, y se han registrad
muchas solicitudes de patentes

Por ejemplo la solicitud de patentes japonesa Kokai n
Sho 60-243008, Sho 62-19512, y Sho 62-19513 describen e
empleo de derivados de la ciclosporina como un agente para el
nuevo crecimiento del cabello. También la solicitud de
patente europea n° 0414632B1 describe un derivado de la
ciclosporina modificado en la posicion 8 y la publicacion PCT
n® 93/17039 describe la isociclosporina. Ademas, la patente
de Estados Unidos n° 5.807.820 y la patente inglesa n°
2.218.334 A describe la ciclosporina con una excelente absor
cion transdérmica de conformidad al empleo de la ciclosporin
como restaurador del cabello

La patente WO 00/51558 describe derivados de
ciclosporina A para el tratamiento de la pérdida de cabello.
La patente U.S. 4771122 describe la [D-2-metiltio-Sar
closporina A con actividad terapéutica (ejemplo 23).

Descripcioén de la invencio n

Por lo tanto, la presente invencion ha sido formulada a
la vista de los problemas anteriores, asociados con los
efectos laterales de la ciclosporina A, y es un objetivo de
la presente invencién, el proporcionar un agente promotor del
crecimiento del cabello, que comprenda un derivado de la
ciclosporina como ingrediente activo, el cual ejerce una
excelente capacidad de promocion del crecimiento del cabello.

De acuerdo con un aspecto de la presente invencion, el
objetivo anterior y otros objetivos pueden realizarse

mediante la provision de un agente promotor del crecimient

0s

ci -
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del cabello, el cual comprende un analogo de la ciclosporin
en la posicibn 3, el cual es la [D-2-metiltio-Sar
ciclosporina A

Breve descripcion de los dibujo S

Los anteriores y otros objetivos, caracteristicas y
otras ventajas de la presente invencion, se comprenderan con
mayor claridad a partir de la siguiente descripcion detallada

tomada conjuntamente con los dibujos que se acompafian, en los

cuales:

La figura 1 es un espectro de RMN de H 1 de [D-2
(metiltio)-Sar 3]ciclosporina A:;

La figura 2 es un espectro de RMN de , de [DE3®
(metiltio)-Sar 3ciclosporina A ;

Mejor modalidad para la realizacién de la invencié n

A continuacion se describe la presente invencién con mas
detalle, conjuntamente con varios ejemplos. Estos ejemplos se
proporcionan solamente para fines ilustrativos, y la presente
invencibn no se realiza para estar limitada por estos
ejemplos.

Con el objetivo de desarrollar un nuevo agente con un
efecto promotor del crecimiento del cabello, los presentes
inventores sintetizaron quimicamente una variedad de analogos
de la ciclosporina en la posicion 3, y examinaron los efectos
promotores del crecimiento del cabello de los mismos. Asi la
invenciéon proporcioné un agente promotor del crecimiento del
cabello que comprende un derivado de la ciclosporina como

ingrediente activo

3]_
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Ejemplo 1: sintesis de un andlogo en posicién, de |

ciclosporin a

Un método general para la alquilacién de la ciclosporin
A fue el siguiente. Se afiadid tetrahidrofurano (THF)
diisopropilamina ((i-Pr) oNH), y se afadié a una solucién de
n-butil litio (BuLi) en hexano, en atmdsfera de nitrégeno
a -78 °C, seguido de agitacion durante 30 minutos. A la solu
cion de LDA (litio diisopropilamida) asi preparada, se afiadié
la ciclosporina A en THF, se agit6 durante 1 hora, y se
anadio el electrofilo.

1-5: Sintesis del (D-2-(metiltio)-Sar 3] ciclosporina A

De acuerdo con el método general, la alquilacién se
efectué empleando THF (100 ml), (i-Pr) oNH (1,6 ml), BuLi (4,0
ml), ciclosporina A (1,0 g) en 30 ml de THF y disulfuro de
metilo (Me ,S;) (1,5 ml). La solucion se agitdé durante 14
horas a 0 °C y se le afladieron 20 ml de agua, seguido de una
concentracion. Al residuo se le afiadio éter (Et 20), se lavd
secuencialmente con agua y una solucion saturada de cloruro
de sodio, y se secé con MgSO 4 anhidro. Después de la con
centracion, el residuo se someti6 a una columna cromato
grafica de silicagel (100 g de silicagel, diclorometano:
alcohol metilico = 50: 1~ 96: 4), seguido de una HPLC para
obtener los compuestos del titulo 5 (0,36 g) y 6 (0,05 g). El
peso molecular del compuesto se determiné mediante el ana
lisis FAB MS (ZMS AX 505H). Para confirmar la estructura
molecular se efectuaron medidas de la resonancia magnética

nuclear (RMN) a 600 MHz (Bruker) para la RMN de H ! ya 150
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MHz (Broker) para la RMN de , y @b espectros esté
mostrados en las figuras 9 y 10, respectivamente

1. Preparaciéon de un tonico capilar que contiene [D-2

metiltio-Sar %] ciclosporina A

Se mezclaron los ingredientes individuales y se
agitaron, y las mezclas se disolvieron completamente para
preparar tres tonicos capilares promotores del crecimiento
del cabello, con composiciones como se muestran en la tabla 1
a continuacion. Se descubri6é que la composicién 1 de la tabla
1 tiene un efecto para promover el crecimiento del cabello a
un nivel similar de un toénico capilar convencional que
contiene 0,1% de ciclosporina A, segun se evalu6 en un
experimento con animales de acuerdo con el ejemplo de ensayo

descrito mas adelante.

Tabla 1: formulacion de un ténico capila r

(unidad:% en peso)

Ingredientes compuesto Il  compuesto 2  compuesto 3
Etanol 40,0 40,0 40,0
[D- 2-(metiltio)-Sar’)] ciclosporina A 0,1 1,0 8,0
Acetato de tocoferol 0,1 0,1 0,1
Acido salicilico 0,3 0,3 0,3
L- mentol 0,3 0,3 0,3
Tween 20 0,5 0,5 0,5
Perfume tipico tipico tipico
Colorante tipico tipico tipico

Agua resto resto resto
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2. Preparacion de una crema capilar que contiene la [D

2-metiltio-Sar 3] ciclosporina A

Se mezclaron los ingredientes individuales de la fas
aceite y de la fase agua, en un recipiente por separado,
cada mezcla se disolviéo completamente calentando hasta 80 °C.
Se mezclaron las dos fases de los ingredientes, se emulsiono,

y se enfrid a temperatura ambiente. Se mezclaron aditivos co

mo por ejemplo un perfume y un colorante, para preparar tres
cremas capilares, con las composiciones que se muestran en la

tabla 2 a continuacion. El agua se afadi6 para ajustar al

100 % el peso total incluyendo los ingredientes de la fase

aceite y de la fase agua.

Se descubrié que la composicion 1 de la tabla 2 tiene un
efecto promotor del crecimiento del cabello a un nivel
similar al de una crema capilar convencional conteniendo 0,1%
de ciclosporina A, como se evalu6 en un experimento con

animales de acuerdo con el ejemplo de ensayo descrito mas

adelante.
Tabla 2: formulacion de la una crema capilar
(unidad:% en peso)
Ingredientes compuesto Il  compuesto 2  compuesto 3
Parafina 5,0 5,0 5,0
Alcohol cetoestearilico 5,5 5,5 5,5
Vaselina 5,5 5,5 5,5
Monoestearato de glicerina 3,0 3,0 3,0

Polioxietilenoctildodeciléter 3,0 3,0 3,0



10

15

20

25

ES 2348 225 T3

11
Propilparabeno 0,3 0,3 0,3
[D- 2—metilti0—Sar3] ciclosporina A 0,1 1,0 8,0
Glicerina 7,0 7,0 7,0
Dipropilenglicol 20,0 20,0 20,0
Polietilenglicol 5,0 5,0 5,0
Agua resto sin incluir perfume y colorante
Perfume tipico tipico tipico
Colorante tipico tipico tipico

3: Preparacion de un champu que contiene la

[D-2-metiltio-Sar 3]ciclosporina A

Se mezclaron todos los ingredientes individuales,
excepto el perfume, el colorante y el agua, y la mezcla se
disolvi6 completamente calentando y agitando. Después de
enfriar a temperatura ambiente, la mezcla se mezclé con el
perfume y el colorante. El agua se afadié finalmente para
ajustar el peso total al 100 %, para preparar tres champus

con las composiciones que se muestran en la tabla 3 a conti

nuacion:
Tabla 3: formulacion de un champu
(unidad:% en peso)
Ingredientes compuesto Il  compuesto 2  compuesto 3
Sal sodica del acido laurilsulfarico POE 40,0 40,0 40,0

(30% en peso de la solucion acuosa)
Dietanolamida del acido graso del 3,0 3,0 3,0
aceite de palma

Propilenglicol 2,0 2,0 2,0



10

15

20

25

ES 2348 225 T3

12
Acido metil paraoxibenzoico 0,2 0,2 0,2
Etanol 2,0 2,0 2,0
[D- 2—metilti0—Sar3] ciclosporina A 1,0 3,0 10,0
Acido salicilico 0,3 0,3 0,3
L-mentol 0,3 0,3 0,3
Perfume tipico tipico tipico
Colorante tipico tipico tipico
Agua resto resto resto

4: Preparacion de un acondicionador para el cabello, que

contiene la [D- 2-metiltio-Sar %] ciclosporina A

Se mezclaron los ingredientes individuales de la fase
aceite y de la fase agua en un recipiente por separado, y
cada mezcla se disolvi6 completamente calentando a 80 °C. Se
mezclaron las dos fases de los ingredientes, se emulsionaron,

y se enfriaron a temperatura ambiente. Se mezclaron los
aditivos como por ejemplo el perfume y el colorante para
preparar tres acondicionadores para el cabello, con las
composiciones que se muestran en la tabla 4 mas adelante. El
agua se afiadid para ajustar al 100% el peso total incluyendo

los ingredientes de la fase aceite y la fase agua.

Tabla 4: formulaciéon de un acondicionador del cabell

(unidad:% en peso)

Ingredientes compuestol  compuesto2  compuesto 3

Cetanol 3,0 3,0 3,0

Monoestearato de glicerol autoemulsionable 2,0 2,0 3,0
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Escualeno 10,0 10,0 10,0
[D- 2—metilti0—Sar3] ciclosporina A 1,0 5,0 10,0
Propilenglicol 2,0 2,0 2,0
Cloruro de estearildimetil bencilamonio

(solucioén acuosa al 25% en peso 8,0 8,0 8,0
Acido metil paraoxibenzoico 0,2 0,2 0,2
Acido salicilico 0,3 0,3 0,3
L- mentol 0,3 0,3 0,3
Agua resto resto resto
Perfume tipico tipico tipico
Colorante tipico tipico tipico

Ejemplo de ensayo: ensayo para el efecto de promocion

del crecimiento de cabello de los derivados de la ciclospori

na de la invencion

Se emplearon ratones hembra C57BL/6 de 6 a 7 semanas d
edad. Después de eliminar los pelos del centro de la espald
con una afeitadora eléctrica, los ratones fueron pesados
randomizados y asignados a los grupos de ensayo con un
distribucion uniforme por pesos. Los ratones se dejaron un
dia para que se adaptaran. A partir del dia siguiente se
aplicé sobre la espalda de lo ratones, la ciclosporina A y
los derivados de la ciclosporina A, [D-2-metiltio
Sar ®Jciclosporina A, preparada mediante HPLC en el ejemplo 1
en cantidades de 100 pl (conc. 0,1% peso/volumen) durante 30
dias. Los resultados se determinaron por examen visual, en
términos de grados de nuevo crecimiento del cabello. Con

respecto a las areas respectivas de cabello eliminado, se
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examinaron las proporciones del nuevo crecimiento de cabello
y se compararon

Como puede verse en la tabla 5,
ciclosporina de la invencion, tienen un efecto promoto
significativo del crecimiento del cabello, comparado con el
control, en el cual se aplicé a lo ratones solamente un
vehiculo. Ademas los derivados mostraron un nivel similar del
efecto promotor del crecimiento del cabello, con respecto a
la ciclosporina A. Mientras tanto, durante el transcurso de
30 dias, al comparar el aspecto de las espaldas, el ratén del
control y todos los grupos del ensayo, no mostraron ninguna
irritacion especifica en la piel.

Tabla 5: evaluacion de los derivados de la ciclosporin

los derivados de |

a

en base al nuevo crecimiento del cabello en ratone

Compuesto aplicado vehiculo ciclosporina A 1*
Area de nuevo crecimiento de cabello 35 91 93
en %

*[D-2-metiltio-Sar’]ciclosporina A

Sobre la base de los resultados anteriores, los
derivados de ciclosporina de la invencion pueden ser
formulados en cualquier forma incluyendo formulaciones
liquidas, sprays, geles, pastas, emulsiones, cremas, acon
dicionadores, champus, y similares. Puede disponerse de una
gran variedad de formas, pero considerando su alta demanda
comercial, los ténicos capilares, cremas, acondicionadores, y
champus destacan entre los mismos. Como revela el ejemplo del

ensayo de mas arriba, el derivado de ciclosporina [D-2
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metiltio-Sar 3ciclosporina A, presenta un excelente efecto d
promocion del crecimiento del cabello, comparado con e
control

Aplicabilidad industria I

Como resulta aparente a partir de la descripcion, la
presente invencion proporciona un agente para promover el
crecimiento del cabello que comprende el derivado de la
ciclosporina A substituido en la posicion 3 de la
ciclosporina A como ingrediente activo, el cual presenta un

excelente efecto de promocion del crecimiento del cabello.

*kkk %
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REIVINDICACIONES

1. [D-2-metiltio-Sar 3Iciclosporina A, para emplear como

agente promotor del crecimiento del cabello.

*kkk  *
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