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RESUMEN CON EL OBJETO Y LA FINALIDAD DE LA INVENCION

Proveer combinaciones de un inhibidor de cinasa de tirosina de abl, receptora de PDGF, y/o receptora
de Kit, con un compuesto orginico capaz de enlazarse con glicoproteina 4cida-2, (AGP), asi como a
preparaciones farmacéuticas y/o terapias, en relacién con estados de enfermedad que respondan a la
inhibicién de cinasa de tirogina de abl, receptora PDGF, y/o receptora de Kit. En particular, Is invencién
s¢ refiere a productos o combinaciones que comprenden un inhibidor de cinasa de tirosina de abi,
receptora de PDGF y/o receptora de Kit con un compuesto orginico capaz de enlazarse con AGP, en una
combinacién fija, o para su administracién cronolégicamento escalonada o simuiténes, y al uso combinado
de ambas clases de compuestos, ya sea en una combmacién fije, o pare su administracién cronolégica-
mente cscalonada o simulténea, pera el tratamiento de enfermedades proliferativas, especialmente
enfermedades tumorales especiaimente aguéilas que se puedan tratar mediante la inhibicién de la actividad
de cinasa de tirosina de abl, receptora de PDGF, y/o receptora de Kit.
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Esta invenci6n se refiere a combinaciones de un inhibidor
de cinasa de torosina de abl, receptora de PDGF, y/o receptora
de Kit, con un compuesto orgénico capaz de enlazarse con glico-
proteina &cida-a, (AGP), ;si como a preparaciones farmacéuticas
y/o terapias, en relacién con estados de enfermedad que respon-
dan a la inhibicién de cinasa de tirosina de abl, receptora
PDGF, y/o receptora de Kit. En particular, la invencién se re-
fiere a productos o combinaciones gque comprenden un inhibidor
de cinasa de tirosina de abl, receptora de PDGF y/o receptora
de Kit con un compuesto orgdnico capaz de enlazarse con glico-
proteina &cido-a,, en una combinacién fija, o para su adminis-
tracién cronolébgicamente escalonada o simultdnea, y al uso com-
binado de ambas clases de compuestos, ya sea en una combinacién
fija, o para su administraci6n cronolbégicamente escalonada o
simultinea, para el tratamiento de enfermedades proliferativas,
especialmente enfermedades tumorales especialmente aquéllas que
se puedan tratar mediante la inhibicién de la actividad de ci-
nasa de tirosina de abl, receptora de PDGF, y/o receptora de

Kit.
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Antecadantas da la Invencién

Se sabe que un numero de compuestos inhiben la prolifera-
cién de células por medio de la inhibicién de la cinasa de ti-
rosina de abl, receptora de PDGF, y/o receptora de Kit. Por
ejemplo, la Solicitud Internacional Numero WO 98/35958, la So-
licitud de Patente Internacional NtGmero WO 97/02266, y espe-
cialmente la Solicitud de Patente Europea Numero EP 0,564,409-
A, asi como la Solicitud Internacional NiGmero WO 99/03854, toda
las cuales se incorporan a la presente como referencia, mencio-
nan compuestos que son inhibidores de cuandc menos una de las
cinasas de tiro-s':!.'rfaf migzlﬂ‘g%gaas anteriormente. Ademas, los
compuestos que son de interés, son Tirfostina AG957 (wver Kaur
y colaboradores, Anticancer Drugs 5, 213-222 (1994)), Herbimi-
cina A (Okabe and Uehara, Leukemia and Lympﬁoma 12, 2156-2162
(1994), Blood 80, 1330-1338 (1994) y Leuk. Res 18, 213-220
(1994), asi como Rioran y colaboradores, Oncogene 16, 133-1542
(1998)); Tirfostinas AG 1295, AG 1296 (ver Kovalenko y colabo-
radores, Cancer Res 54, 6106-6114 (1994), Lipson y colaborado-
res, Pharmacol & Exp- Therap. 285, 844-852 (1998), Krystal y
colaboradores, Cancer Res. 57, 2203-2208 (1997)); SU 101 (Le-
flunomida), asi como su metabolito (ver Shawer y colaboradores,
Clin. Cancer Res. 3, 1167-1177 (1997), Mattar y colaboradores
FEBS Lett 334, 161-164 (1993), Cherwinskyi y colaboradores, In-
flamm. Res. 3, 1167-1177 (1997), y Strawn y colaboradores, Exp.

Opin. Invest. Drugs 7, 533-573 (1988)); y Piridopirimidinas
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(ver, por ejemplo Hamby y colaboradores, J. Med. Chem. 40,
2296-2303 (1997),_Dahring y colaboradores, J. Pharmacol. Exp.
Ther. 281, 1446-1456 (1997), Klutcho y colaboradores , Life
Sci. 62, 143-150 (1998), Panek y colaboradores J. Pharmacol.
Exp. Ther 283 1433-1444 (1997), Boschelli y colaboradores, J.
Med. Chem. 41, 4365-4377 (1998)). Todas las referencias men-
c¢ionadas anteriormente se incorporan a la presente como refe-
rencia.

Estos compuestos, como se describen en las Solicitudes de
Patentes mencionadas y en otras publicaciones, han demostrado
ser efectives en la profilaxis, y especialmente en el trata-
miento de enfermedades que son ocasionadas por la desregulacién
de la fosforilacién y/o de la actividad de las cinasas de tiro-
sina recién mencionadas.

La fosforilacién de proteinas se ha conocido durante mucho
tiempo como un paso esencial en la diferenclacién y en la divi-
sién de las células. La fosforilacién es catalizada por las
cinasas de proteina subdivididas en 1las cinasas de seri-
na/treoninp y de tirosina. Las cinasas de tirosina comprenden
la cinasa de tirosina receptora de PDGF (Factor de Crecimiento
Derivado de Plaquetas) = PDGF-R TK, la cinasa de tirosina de
abl (abl), y la cinasa de tirosina receptora de Kit (Kit R TK).
Cuando se desregulan estas cinasas de tirosina, por ejemplo,
por medio de mutacién o activacién a través de factores exter-

nos, por ejemplo compuestos (compuestos internos naturales, ta-
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les como PDGF, o compuestos externos) que se enlazan con ellas,
entre otras cosas, el resultado es la desrregulacidn del creci-
miento celular. |

El PDGF (Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas) es
un factor de crecimiento que se presenta con mucha frecuencia,
que tiene un papel importante tanto el crecimiento normal como
en la proliferacién celular patolégica, tal como en la carcino-
génesis y en los desdSrdenes en las células de mGsculo liso de
los vasos sanguineos, por ejemplo en ateroesclerosis y trombo-
8is. Su inhibicién se puede medir en analogia al procedimiento
descrito en la Patente Europea Nimerc EP 0,564,409, mencionada
anteriormente (ver también E. Andrejauskas-Buchdunger y U. Re-
genass en Cancer Research 52, 5353-5358 (1992)).

La inhibicién de cinasa de abl, por ejemplo, la cinasa de
tirosina de v-abl, se determina de acuerdo con los métodos de
N. Lydon y colaboradores, Oncogene Research 5, 161-173 (1990) y
J.F. Geissler y colaboradores, Cancer Research 52, 4492-4498
(1992). En estos mé&todos, se utilizan [Val®]-angiotensina II y
{y-2?P] -ATP como sustratos.

La inhibicién de la cinasa de tirosina receptora de Kit se
puede medir, por ejemplo, como en el ensayoc de cinasa c-Kit in
vitro:

El ensayo de cinasa c-Kit in vitro se realiza en placas de
96 pozos como un ensayo de enlace de filtro, utilizando el do-

minio de «c¢inasa c¢-Kit fusionado con GST(glutationa-S-
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transferasa) recombinante expresado en baculovirus, y purifica-
do sobre glutatiocna-Sepharose. La proteina de fusién con GST
se incuba bajo condiciones optimizadaé en la presencia o en au-
gsencia de f&rmaco, y la inhibicidén de cinasa se mide detectando
la reduccién en 1la foeforilaciém del péptido P-275 de po-
1i (GluTyr) (4:1). Se utiliza Gamma- [**P] -ATP como el donador de
fosfato. De una manera alternativa, es posible utilizar un en-
sBayo celular para c-Kit: A las células que sobreexpresan c-Kit
se les agota el suero, y se incuban durante 90 minutos a 37°C
con el firmaco, antes de su estimulo con el factor de células
de tallo humano recombinante. Se analizan cantidades iguales
de proteina a partir de los lisados celulares, para determinar
la inhibicién de fosforilacifn de c-Kit mediante Western blot,
utilizando anticuerpos contra la fosfotircsina.

Debido a las propiedades descritas, los compuestos que muestran
inhibicién de una de las cinasas de tirosina mencionadas ante-
riormente, se pueden utilizar como terapéuticos, especialmente
para el tratamiento de enfermedades proliferativas, tales como
céincer, especialmente tumores y leucemias.

Los compuestos, por otra parte, se pueden utilizar no so-
lamente como ingredientes activos inhibidores de tumores, sino
también como fArmacos contra enfermedades proliferativas no ma-
lignas, por ejemplo aterocesclerosis, trombosis, psoriasis, es-
clerodermitis, y fibrosis. También son adecuados para las

aplicaciones adicionales mencionadas anteriormente para los mo-



10

15

25

duladores de cinasa C de proteina, y se pueden utilizar espe-
cialmente en el tratamiento de enfermedades que respondan a la
inhibicién de la cinasa receptora de PDGF.

Un inhibidor de cinasa de tirosina como se describe ante-
riormente, también inhibe la cinasa de BCR/Abl (ver Nature Me-
dicine 2, 561-566 (1996)) y por 1lo tanto, es adecuado para el
tratamiento de céncer y enfermedades tumorales positivas para
BCR/Abl, tales como leucemias (especialmente leucemia mieloide
crdnica y leucemia linfoblastica aguda, en donde se encuentran
especialmente mecanismos de accién apoptbticos), y también
muestra efectos sobre el subgrupo de células de tallo leucémi-
cas, asi como el potencial para la purificacién de estas célu-
las in vitro después de remover estas células (por ejemplo, re-
mocién de médula 6sea) y reimplantacién de las células una vez
que se han liberado de las cé&lulas de cdncer (por ejemplo, re-
implantacién de células de médula 6sea purificadas).

En adicién, un inhibidor de cinasa de tirosina como se
describe anteriormente, puede moastrar efectos (itiles en el tra-
tamiento de desbrdenes que se presenten como un resultado de
transplante, por ejemplo trasplante alogénico, especialmente
rechazo de tejido, tal como especialmente bronquiolitis oblite-
rativa (OB), es decir, un rechazo crénico de trasplantes de
pulmén alogénicos. En contraste con los pacientes sin OB,
aquélloe con OB con frecuencia muestran una concentracién ele-

vada de PDGF en los fluidos de lavado bloncoalveolares. Los
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inhibidores de cinasa de tirosina también pueden ser efectivos
en enfermedades asociadas con la migraciém y proliferacién de
células de misculo liso vasculares (en donde el PDGF y el PDGF-
R con frecuencia también tienen un papel), tales como resteno-
gsis y ateroesclerosis. También puede inhibir la angiogénesis.

Todos estos usos se describen con detalle en las Patentes
NGmeros EP 0,564,409; WO 97/02266; WO 99/03854 y WO 98/35958, o
en las otras referencias mencionadas anteriormente.

Un ejemplo de un compuesto que muestra actividad inhibido-
ra sobre las cinasas de tirosina anteriormente mencionadas, es
el compuesto denominado 4-(4-metilpiperazin-l-ilmetil)-N-([4-me-
til-3-(4-piridin-3-il)pirimidin-2-ilamino}fenil)benzamida, que
se describe en la Patente Europea Nimeroc EP 0,564,409, y en la
forma de la sal de metansulfonato (STI571 posteriormente en la
presente), de preferencia en la forma del cristal-f§, en la Pu-
blicacién Internacional Nimero WO 99/03834.

Este compuestos es un potente inhibidor de bcr/abl, una
proteina de fusién oncogénica que ocasiona Leucemia Mieloide
Crénica (CML). Sin embargo, se ha observado en un ensayo cli-
nico continuo, que los pacientes de (M en crisis, y los pa-
cientes de Leucemia Linfobldstica Aguda Positiva de Cromosoma
Filadelfia reincidentes {(Ph+-ALL) muestran solamente respuestas
temporalea al STI571, que son seguidas ©or un breve periodo de
tiempo por el desarrollo de resistencia.

Previamente mostramos que este comp:-28to puede curar rato-
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nee inyectados con células leucémicas BCR/ABL+humanas, 8i se
mantiene una inhibicién continua de la actividad de cinasa de
bcr/abl. Este modelo se utilizd para estudiar el posible desa-
rrollo de resistencia a STI571. Cuando se trataron animales
que tenfan tumores grandes (>400 miligramos), se observé una
reduccién del tumor en todos los animales, con desaparicién en
algunos. Sin embargo, ningfin animal se curd, y los animales
reincidentes no respondiercn a un tratamiento adicional, y la
actividad de cinasa de bcr/abl no fue inhibida por la adminis-
tracién de STIS71 in vivo, aungque se obtuvieron concentraciones
en plasma activas (aproximadamente 10 uM). Los tumores se se-
pararon de los animales resistentes reincidentes, se pusieron
en cultivo, y se probaron dentro de 24 horas para determinar su
sensibilidad in wvitro al STI571. 5/5 tumores examinados mos-
traron una ICsp (0.1-0.3 uM) no significativamente diferente de
aquélla de la linea parental KU812.

Se puede desarrollar resistencia como el resultado de va-
rios factores, operando al nivel celular, o bien solamente in
vivo. Se puede desarrollar resistencia al farmaco, por ejem-
plo, como un resultado de mutacién/amplificacién del gen blan-
co, induccién de metabelismo, y, paradéjicamente, una mayor de-
gradacién posterior a la traduccién de la proteina blanco, ¥y
seimilares.

De una manera sorprendente, se ha encontrado que los datos

farmacocinéticos indicaron que los animales reincidentes alcan-

/
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zaron concentraciones pico similares a las de los controles,
pero mostraron una reduccién significativamente mis lenta en
las concentraciones de STI571 a través del tiempo. Ahora hemos
encontrado que esto se debe a la presencia de un factor de en-
lace en el plasma de los animalee reincidentes, que puede redu-
cir la distribucién del tejido, y liberar el STI571. Se proba-
ron un nGmero de proteinas in vitro, para determinar su capaci-
dad para inhibir la actividad biolb6gica del STI571. Aunque la
albilimina no tieme influencia sobre la inhibicién por el STI571
de la proliferacién de KU812, la glicoproteina &cida-a, (AGP)
lo hace en concentraciones fisiolbégicas, incrementando la ICsgp
para STI571 hasta 90 veces. La AGP también inhibe el efecto
del STIS571 sobre la fosforilaci6n de bcr/abl in vitro. La
Constante de Asociacién (Ka) para el enlace especifico con
STI571 se calcula y se encuentra que es €60 veces mis alta en
AGP que en la alblimina. Los niveles de AGP se miden en ratones
mediante un inmunoensayo. Se encuentra una fuerte correlacién
entre la carga tumoral y las concentraciones de AGP. En adi-
cién, el tratamiento previo con STIS71 in vivo también incre-
menta los niveles en plasma de AGP. De acuerdo con lo anterior,
los animales previamente tratados con STIS571, y luego inyecta-
dos con células KUB1l2 y tratados con STI571 24 horas més tarde,
responden menos al tratamiento que los controles (animales cu-

rados: B8/16 contra 16/16, p>0.01). Estos resultados sugieren

"que la elevacibén de los niveles de AGP, ya sea inducida por el

12
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tumor o por el tratamiento mismo, es responsable del desarrollo
de resistencia al STIS571.

La presente invencién tiene la tarea de proporcionar un
medio para superar la resistencia que se desarrolla en los ani-
males de sangre caliente si se aplica STI571 o cualquier otro
de los inhibidores de cinasa de tirosina mencionados anterior-
mente, durante el tratamiento de una enfermedad, como se men-
ciond anteriormente.

El resultado sorprendente de que la resistencia contra un inhi-
bidor de cinasa de tirosina, especialmente STI571, se puede de-
ber al enlace de AGP, y por lo tanto, a la concentraciémn libre
mis baja del farmaco activo en el plasma sangquineo, forma una
base para la blsqueda de una solucibén, sea mediante la deten-
cién de una molécula requladora, por ejemplo una proteina regu-
ladora, para que no se permita la activacién de la transcrip-
cién del gen de AGP, mediante la detencién de la amplificacidn
del gen de AGP, mediante la inhibicién de la transcripcifn ge-
nética del ARNm que codifica AGP, mediante la inhibicién de la
traduccién de este ARNm en la proteina madura, mediante la in-
fluencia en su distribucidén y acabado hasta la glicoproteina
final, mediante la inhibicién de su secrecién hacia el plasma
sanguineo, mediante la dosificacién mds grande del inhibidor de
cinasa de tirosina, mediante la neutralizacién de la AGP, por
ejemplo por anticuerpos, mediante la activacién del metabolismo

o la eliminacién del plasma, mediante la activacién de la- de-

12
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gradacién posterior a la traduccién de AGP o sus precursores, Yy
similares.
Inesperadamente, en vista de los reportes que informan que hay
dudas sobre la relevancia del desplazamiento del farmaco duran-
te la terapia de firmacos combinados (ver, por ejemplo, Kremer
y colaboradores, Pharmacological Rev. 40 (1), 1-47 (1988))}, se
ha encontrado que es posible, mediante la combinacién de uno o
mds compuestos de enlace de AGP, con un inhibidor de cinasa de
tirosina de abl, receptora de PDGF, y/o receptora de Kit, supe-
rar este tipo de resistencia.

Por consiguiente, la presente invencién permite tener una
mejora importante en la terapia de pacientes que tengan una de

lae enfermedades mencionadas en la presente divulgacién.

Caompendio de la Invancién

Esta invencién se refiere a una combinacién de (a) un
inhibidor de cinasa de tirosina de abl, receptora de PDGF, y/o
receptora de Kit (componente (a)) y (b) un compuesto orgdnico
capas de enlazarse con una glicoproteina acida-a; (AGP) (compo-
nente (b)), asf como a preparaciones farmacéuticas y/o tera-
pias, en relacidén con estados de enfermedad que respondan a la
inhibicién de la cinasa de tirosina de abl, receptora de PDGF,
y/o receptora de Kit. En particular, la invencién se refiere a
productos o combinaciones que comprenden {(a) un inhibidor de

cinasa de tirosina de abl, receptora de PDGF, y/o receptora de

I+
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Kit, y (b) un compuesto orgdnico capaz de enlazarse con la gli-
coproteina &cido-a,; (AGP), ya sea en una combinacién fija, o
para su administracién cronolSgicamente escalonada o simulta-
nea, y al usc combinado de ambas clases de compuesto, ya sea en
una combinacién fija o éara su administracién cronoclégicamente
escalonada o simultdnea, para el tratamiento de enfermedades
proliferativas, especialmente enfermedades tumorales, especial-
mente aquéllas que puedan ser tratadas mediante la inhibicibén
de la actividad de cinasa de tirosina de abl, receptora de

PDGF, y/o receptora de Kit.

Daacripcién de laz Figuras

Las Fiquras 1A y B muestran los efectos de la carga tumo-
ral inicial y de la duracién del tratamiento con STIS71.

Figura 1lA: Se inyectaron dos grupos de 15 ratones sin pelo
con 50 x 10° células leucémicas XUB12. El tratamiento con
STI571 (160 miligramos/kilogramo oralmente cada 8 horae durante
11 dias) se inicia después de un dia (grupo I; cuadros) o des-
pués de 8 dias (grupo II; rombos) en la presencia de un peso de
tumor promedioc de 276 + 97 miligramos. Los nimercs entre pa-
réntesis indican el nimero de animales exentos de tumor.

Figura 1B: Los ratones sin pelo inyectados con células
KUB12 se tratan con STI571 (160 miligramos/kilogramo oralmente
cada 8 horas durante 11 dias) después de un dfa (grupo I), des-

pués de 8 dias (grupo II, peso del tumor promedio de 253 1 122
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miligramos), o después de 15 dias (grupo III, peso del tumor
promedio de 1054 i 258 miligramos). Los resultados represen-
tan el promedio de tres experimentos consecutivos.

Figura 1C: Los animales pertenecientes al grupo II se de-
jan sin tratamiento (controles), o se tratan con STIS571 (160
miligramos/kilogramo oralmente cada 8 horas) durante 11 & 18
dfas con STIS71.

La PFigura 2 muestra el efecto del re-tratamiento con
ST1571 sobre la reincidencia del tumor después de una respuesta
inicial al STiI571. Las lineas punteadas se refieren al creci-
miento ai los tumores no fueron tratados (ver la parte de méto-
dos en los Ejemplos).

La Figura 3 muestra la eensibilidad in vitro a STIS71 de
dos tumores resistentes in vivo. Los valores se expresan como
un porcentaje de los controles que incorporaron 129'36216329
cpm.

La Figura 4 muestra la inhibicién in wvivo de la actividad
de cinasa de Bcr/Abl mediante STI571. Los ratones que tienen
tumor se tratan agudamente con STIS571 oralmente (160 miligra-
mos/kilogramo), y se sacrifican en diferentes puntos del tiem-
po. Las muestras de tumor se extraen y se utilizan para el
andlisis Western blot con anti-fosfotirosina (pTyr) o anti-
Abelson (Abl). El STI571 inhibe eficientemente la fosforilacién
de la cinasa de tirosina de BCR/ABL en los controles (Ctrl) a

las 2 y a las 4 horas (inhibicién del 80 por ciento y del 50

[6
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por ciento mediante andlisis densitométrico), comparandose con
los animales no tratados (n.t.), mientras que los extractos de
los animales reincidentes (Rel) son resistente al tratamiento
con STI571.

La Figura 5 muestra las concentraciones en plasma y en tu-
mor de STI571, en ratones que tienen tumor previamente tratados
o no con STIS71. Los animales se tratan agudamente con STIS571
(160 miligramos/kilogramo oralmente), y se sacrifican a las
0.5, 2, y 5 horas més tarde. El STI571 se determina mediante
HPLC en muestra de plasma y en extractos de tumor. Los ratones
de control nunca reciben un tratamiento previo con STI571,
mientras que los ratones previamente tratados se someten a dos
ciclos de 11 dias de STI571 (como en la Figura 2). Los pesos
de tumor promedio son de 450 i+ 129 miligramos en los controles
de 684 + 283 miligramos en los ratones previamente tratados.

La Figura 6 muestra la sensibilidad in vitro a STI571 de célu-
las KUB12 en la presencia de glicoproteina &cida a; (A) y albii-
mina (B) (ver la recuperacién de ’H-timidina en los métodos).

La Figura 7 muestra el efecto de dos muestras de suero que
contienen diferentes cantidades de AGP sobre la actividad in
vitro de STI571 sobre células KUS812.

Las Figuras 8A y B muestran la determinacién de AGP en ra-
tones normales y que tienen tumor.

Figura B8A: Concentraciones en plasma promedio de AGP en

ratones con diferentes estados de enfermedad o de tratamiento.
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Grupo 1 (n=11) se refiere a ratones normales, grupo 2 (n=8) a
ratones tratados con STI571 durante 11 dias (y muestreados tres
dias después de la descontinuacién del tratamiento), grupo 3
(n=6) a ratones que tienen un tumor de 8 dias de edad (pesoc
promedio de 304 : 116 miligramos), grupo 4 (n=7) a ratones que
tienen un tumor de 15 dias de edad (peso promedio de 1184 i+ 295
miligramos) .

Figura 8B: Determinacidn directa de AGP en ratones norma-
les y que tienen tumor, mediante isoelectroenfoque: las pistas
1-2 se refieren a ratones normales, las pistas 3-4 a los anima-
les que tienen tumores grandes (>1 gramo). Las diferentes iso-
formas de AGP se indican y estan comprendidas entre un pH de
3.4 y 4.0.

La Figura 9 muestra el efecto de AGP (en 1 miligramos/mi-
lilitro) y eritromicina, sobre la actividad de STI571 (en un
uM) sobre cé€lulas KUB1l2.

La Figura 10 muestra el efecto de AGP y eritromicina sobre
la inhibicién de la autofosforilacién de bcr/abl inducida por
STI571.

Se incuban 3 x 10° células por pozo a 37°C con bage de
eritromicina (100 uM), STI571 (3 uM) AGP (2 miligramos/mili-
litro). Después de 1 hora, la células se lavan dos veces con
suero regulado con fosfato frfo (PBS), y subsecuentemente se
ligsan en 500 microlitros de regulador de Laemmli 1 x. Los li-

gados celulares que corresponden a 90,000 células se analizan

/%
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mediante electroforesis SDS sobre poliacrilamida al 7.5 por
ciento. Se detectan bcr/abl endégeno y ber/abl fosforilado con
tirosina, con el anticuerpo monoclonal de ratdn correspondien-
te.

Las Figuras 11A y B muestran el efecto in vivo de la eri-
tromicina sobre la co-administracién con STI571 a ratones gque
tienen tumor. Loa animales que tienen tumores de 11 dias de
edad se asignan aleatoriamente a dos grupos separados. 15 ra-
tones se tratan con STI571 y eritromicina (peso de tumor prome-
dio de 385 i 53 miligramos), mientras que otros 15 ratones re-
cibieron sclamente STI571 (peso de tumor promedioc de 390 + 114
miligramos). Los grupos de control reciben eritromicina sola-
mente, resuspendida en metilcelulosa al 5 por ciento (5 rato-
nes), © metilcelulosa al 5 por ciento solamente (6 ratones).

Figura 11A: Pesos de tumor promedio durante el tratamiento
(dias 0-20).

Figqura 11B: Porcentaje de ratones que tienen tumor: en ca-
da punto del tiempo, se calcula el porcentaje de los ratones
que tienen un tumor palpable sobre el nimero total de ratones
vivos en ese momento. El nitmero de ratones vivos en cierto
punto del tiempo se indica por los nimeros entre paréntesis
(durante los experimentos 2 y 3, les animales se sacrificaron
accidentalmente en el grupo que recibia solamente STI571, y en
el grupo que recibia el tratamiento combinado, respectivamen-

te) .



15

t7

La Figura 12 muestra el efecto del tratamiento previo so-
bre el efecto anti-leucémico de STIS71. Dos grupos de ratones
gin pelo se tratan con STI571 {160 miligramos/kilogramo cada 8
horas) durante 11 dias, empezando en el dia 1 después de la in-
yeccidén de células leucémicas. La linea punteada se refiere a
los animales de contrel, noc tratados previamente. La linea s86-
lida se refiere a los animales que han recibido un tratamiento
idéntico de STI571, 14 dias antes de ser inyectados con cé&lulas

leucémicas bcr/abl + de KU812.

Deacripcifn Detallada da la Invencldn

De una manera sorprendente, se han observadoc efectos posi-
tivos, y de preferencia inclusive sinérgicos, entre los inhibi-
dores de cinasa de tirosina de abl, de PDFG-R, y/o receptora de
Kit, y los compuestos orginicos capaces de enlazarse con glico-
proteina &cida-o; (AGP) en modelos de xenoinjerto de ratones
8in pelo. Esta es una evidencia de que los inhibidores de ci-
nasa de tirosina se pueden utilizar no solamente como agentes
individuales, sino también especialmente en una terapia de com-
binacién con compuestos orgdnicos capaces de enlazarse con AGP
para el tratamiento de enfermedades de cancer.

Esta combinacién ofrece una gran cantidad de ventajas: en
primer lugar, los inhibidores de cinasa de tirosina pueden
exhibir efectos secundarios significativos hasta efectos real-

mente téxicos, de modo que simplemente la compensaci6n del en-
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lace de AGP mediante un incremento de la dosis de un inhibidor
de cinasa de tirosina con frecuencia es muy dificil o imposi-
ble, con el objeto de obtener un equilibrio responsable entre
el uso terapéutico y los efectos secundarios. Sin embargo, en
las nuevas combinaciones descritas en la presente, es posible
disminuir la cantidad de inhibidor de cinasa de tirosina nece-
saria, y por lo tanto, aliviar los efectos secundarios. Segun-
do, el compuesto orginico que se puede utilizar como el com-
puesto capaz de enlazarse con AGP, se puede seleccionar a par-
tir de compuestos con muy alta tolerabilidad, permitiendo de
esta manera una gran flexibilidad en el tratamiento de pacien-
tese de cancer. Tercero, debido al hecho de que la liberacidn
de los inhibidores de cinasa de tirosina farmacéuticamente ac-
tivos a partir de AGP que se enlace en plasma, abre un ruta to-
talmente nueva de tratamiento, también es posible tratar tipos
de cdncer que hayan sido muy dificiles de tratar, o inclusive
pricticamente no afectados por la terapia con quimioterapeiiti-
cos convencionales. Mas importante, es posible superar la de-
sensibilizacién in vivo (resistencia) de las células prolifera-
tivas a un inhibidor de cinasa de tirosina, que pueda estar
presente ya sea al principio del tratamiento (por ejemplo, de
preferencia debido a altos niveles de AGP en el plasma sangui-
neo}), o que bien pueda haberse desarrollado o se esté desarro-
llando durante el tratamiento conr un inhibidor de cinasa de ti-

rosina de abl, de PDGF-R, y/o receptora de Kit, como se descri-

21
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be en la presente divulgaciébn.

La presente invencién de preferencia se refiere a una pre-
paracién en combinacién que comprende (a) cuando menos un inhi-
bidor de cinasa de tirosina de abl, de PDGF-R, y/o receptora de
Kit, y (b) cuando menos un compuesto orginico capaz de enlazar-
se con glicoproteina &dcida-a; (ACP); o sales farmacéuticamente
aceptables de cualquier componente (a), (b), 6 (a) y (b), si
estd presente cuando menos un grupo formador de sal.

La invencidén también se refiere a un método para el trata-
miento de una enferwedad proliferativa que se pueda tratar me-
diante la administracién de un inhibidor de cinasa de tirosina
de abl, de PDGF-R, y/o receptora de Kit, en donde:

(a) cuando menos un inhibidor de cinasa de tirosina de
abl, de PDGF-R, y/o receptora de Kit, y

(b) cuando menos un compuesto orgdnico capaz de enlazarse
con glicoproteina §cida-a, (AGP),

se administran a un mamifero en combinacién con una canti-
dad gque sea conjuntamente efectiva terapéuticamente contra una
enfermedad proliferativa que se pueda tratar mediante la admi-
nistracién de un inhibidor de cinasa de tirosina de abl, de
PDGF-R, y/o receptora de Kit, en donde cualquier componente (a)
y/o (b} también puede estar presente en la forma de una sal
farmacéuticamente aceptable, si estd presente cuando menos un
grupo formador de sal.

La invencién también se refiere a un producto gque compren-

2L
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de:

(a) cuando menos un inhibidor de cinasa de tirosina de
abl, de PDGF-R, y/o receptora de Kit, y

{b) cuando menos un compuesto orgdnico capaz de enlazarse
con glicoproteina Acida-a;, (AGP),

en donde cualquier componente (a) y/o (b) también puede
estar presente en la forma de una sal farmacéuticamente acepta-
ble, B8i esti presente cuando menos un grupo formador de sal,

en la presencia o en ausencia de uno o mis materiales de
vehiculo farmacéuticamente aceptables, como una preparacién en
combinacién para su uso simultineo © cronolSégicamente escalona-
do dentro de un periodo de tiempo que sea suficientemente pe-
quefiloc para que los compuestos de tanto el componente (a) como
del componente (b), mejoren la actividad antiproliferativa del
compuesto (a) contra las células proliferantes, especialmente
en un paciente, para el tratamiento de una enfermedad prolife-
rativa que responda a este compuesto.

La invencién también se refiere a una preparacién farma-
céutica que comprende una cantidad, que es conjuntamente efec-
tiva para el tratamiento de una enfermedad proliferativa que
pueda ser tratada mediante la administracién de un inhibidor de
cinasa de tirosina de abl, de PDGF-R, y/o receptora de Kit, de:

(a) cuando menos un inhibidor de cinasa de tirosina de
abl, de PDGF-R, y/o receptora de Kit, y

(b) cuando menos un compuesto orgdnico capaz de enlazarse
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con glicoproteina &cida-a,,

en donde cualquier componente {(a) y/o (b) también puede
estar presente en la forma de una sal farmacéuticamente acepta-
ble, si estd presente cuando menos un grupo formador de sal,

con uno o mis materiales de vehiculo farmacéuticamente
aceptables.

La invencién también se refiere al uso de una combinacién
de:

(a) cuando menos un inhibidor de cinasa de tirosina de
abl, de PDGF-R, y/o receptora de Kit, y

(b) cuando menos un compuesto orgdnico capaz de enlazarse
con glicoproteina &cida-a,,

en donde cualquier componente (a) y/o (b) también puede
estar presente en la forma de una sal farmacéuticamente acepta-
ble, sBi estd presente cuando menos un grupo formador de sal,
para producir preparaciones farmacéuticas para utilizarse como
composicicnes contra una enfermedad proliferativa gue pueda ser
tratada mediante la administracién de un inhibidor de cinasa de
tirosina de abl, de PDGF-R, y/o receptora de Kit.

Se incluye el uso en un método para inhibir la hiperproli-
feracidén de células, el cual comprende poner en contacto las
células hiperproliferantes con una preparacién farmacéutica o
producto como se egpecifica en los Gltimos dos péarrafos, espe-
cialmente un método para el tratamient; de una enfermedad pro-

liferativa, el cual comprende poner en contacto a un sujeto, a

24
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las células, a los tejidos, o a un fluido corporal de este su-
jeto, del gue se sospeche que tenga una enfermedad hiperproli-
ferativa, con una composicién o producto farmacéutico como se
egpecifica en los dltimos dos pdrrafos.

Los términos generales utilizados anteriormente en la pre-
sente y posteriormente en la presente, de preferencia tienen
los siguientes significados, 8i no sBe indica de otra manera:

El término "cuando menos uno', haciendo referencia a: a)
inhibidores de cinasa de tirosina de abl, de PDGF-R, y/o recep-
tora de Kit, o b) compuestos orgdnicos capaces de enlazarse con
glicoproteina &cido-a;, se refiere a uno o méds, especialmente
uno a ¢inco miembros de cada grupo a) o b), de preferencia a un
compuesto del grupo a) y uno o mds, especialmente 1 a 5, més
especialmente 1 6 2 compuestos del grupo b).

El término "inhibidor de cinasa de tirosina de abl, de
PDGF-R, y/o receptora de Kit", de preferencia significa uno de
los siquientes compuestos:

Un compuesto mencionado en la Solicitud Internacional NG-
mero WO 97/02266, en la Solicitud de Patente Internacional NG-
mero WO 98/35958, y especialmente en la Solicitud de Patente
Europea Nimero EP 0,564,409-A, asi como en la Solicitud Inter-
nacional Nimero WO 99/03854, todas las cuales se incorporan a
la presente como referencia; Tirfostina AG957 (ver Kaur y cola-
boradores, Anticancer Drugs 5, 213-222 (1994)), Herbimicina A

(Okabe and Uehara, Leukemia and Lymphoma 12, 2156-2162 (1994),
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Blood B0, 1330-1338 (1994) y Leuk. Res 18, 213-220 (1994), asi
como Rioran y co}aboradores, Oncogene 16, 133-1542 (1998));
Tirfostinas AG 1295, AG 1296 (ver Kovalenko y colaboradores,
Cancer Res 54, 6106-6114 (1994), Lipson y colaboradores, Phar-
macol & Exp- Therap. 285, 844-852 (1998), Krystal y colaborado-
res, Cancer Res. 57, 2203-2208 (1997)); SU 101 (Leflunomida),
asi como su metabolito (ver Shawer y colaboradores, Clin. Can-
cer Res. 3, 1167-1177 (1997), Mattar y colaboradores FEBS Lett
334, 161-164 (1993), Cherwinskyi y colaboradores, Inflamm. Res.
3, 1167-1177 (1997), y Strawn y colaboradores, Exp. Opin. In-
vest. Drugs 7, 533-573 (1998)); y Piridopirimidinas (ver, por
ejemplo Hamby y colaboradores, J. Med. Chem. 40, 2296-2303
(1997), Dahring y colaboradores, J. Pharmacol. Exp. Ther. 281,
1446-1456 (1997), Klutcho y colaboradores , Life Sci. 62, 143-
150 (1998), Panek y colaboradores J. Pharmacol. Exp. Ther 283
1433-1444 (1997), Boschelli y colaboradores, J. Med. Chem. 41,
4365-4377 (1998)). Todas las referencias mencicnadas anterior-
mente se incorporan a la presente como referencia. Los inhibi-
dores de cinasa de tirosina, su sintesis, y su uso, se pueden
deducir de estas referencias.

El término "y/o" utilizado en "inhibidor de cinasa de ti-
rosina de abl, de PDGF-R, y/o receptora de Kit" significa que
cualquiera o mids de las cinasas de tirosina mencicnadas es
inhibida por un compuesto abarcado por esta expresidn.

De preferencia, uno de los siguientes compuestos signifi-

26
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ca, en el término de "inhibidor de cinasa de tirosina de abl,
de PDGF-R, y/o receptora de Kit":

(A} Un compuesto de la f£6rmula IV:

x\
N (CHR);
N R,
/A:B \ / V)
N
\ (\‘ta P
D—E Q)

en donde:
resde 0 a 2;
nesde0a2;

mes de 0 a 4;

R, Yy R; (i) son alquilo inferior, especialmente metilo, ©

(ii) forman juntos un puente en la subfédrmula I*:

_ora, )

logréndose el enlace por medio de los dos dtomos de carbo-
no terminales, o (iii) forman juntes un puente en la subférmula

Thw;

Tz ('.‘)
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en donde uno o dos de los miembros de anillo T,, T;, Ti, ¥
T, son nitr6geno, y los otros en cada caso son CH, y el enlace
se logra por medio de T; y Tq:

A, B, D, v E son, independientemente unos de otros, N &
CH, estipulando que no mias de dos de estos radicales sean N;

G es alquileno inferior, alquileno inferior sustituido por
aciloxile o hidroxileo, -CH;-O-, -CH;-S-, -CHy-NH-, oxa (-0-},
tia (-8-), 6 imino (-NH-);

Q es alquilo inferior, especialmente metilo;

R es H 6 alquilo inferior;

X es imino, oxa, o tia;

Y es arilo, piridilo, o cicloalquilo insustituido o susti-
tuido; y

Z ea amino mono o disustituido, halégeno, alquilo, alquilo
sustituido, hidroxileo, hidroxilo eterificado o esterificado,
nitro, ciano, c¢arboxilo, carboxilo esterificado, alcanoilo,
carbamoilo, carbamoilo N-mono- o N,N-disustituido, amidino,
guanidino, mercapto, sulfo, tiofenilo, feniltiocalquilo infe-
rior, alquiltiofenilo, fenilsulfinilo, fenilalquilsulfinilo in-
ferior, alquilfenilsulfinilo, fenilsulfonilo, fenilalquilsul-
fonilo inferior, o alquilfenilsulfonilo, en donde - 8i esté
presente mds de un radical Z (m = > 2) - los sustituyentes 2
son iguales o diferentes unos de otros;

y en donde los enlaces caracterizados, si estén presentgs,

por una linea ondulada, son enlaces sencillos o dobles;

7%
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© un N-6xido del compuesto definido, en donde uno o mis
dtomos de N llevan un &tomo de oxigeno;

con la estipulacién de que, si Y es piridilo o cicloalqui-
lo insustituido, X sea imino, y los radicales reatantes sean
como se definen, G se seleccione a partir de un grupc que com-
prenda alquileno inferior, -CH;-0-, -CH,-$-, oxa, Yy tia;

o una sal del mismo.

De preferencia, las definiciones de ios sustituyentes da-
das anteriormente tienen los significados, especialmente los
significados preferidos, descritos en la Solicitud de Patente
Internacional NGmero WO 9*;35958. El mis preferido de esatos

compuestos es el compuesto de la férmula V:

v)

con el nombre 1-(4-clorocanilino) -4- (4-piridilmetil) -
ftalazina, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;
{(B) un compuesto de 7H-pirrolo(2,3-dlpirimidina de 1la

fé6rmula VI:
R),

| (V1)

24
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en donde:
gqes 061,

nesdela3cuandkogqes 0, ones de 0 a 3 cuando q es

R es halégeno, alquilo inferior, hidroxilo, alcanoiloxilo
inferior, alcoxilo inferior, carboxilo, alcoxicarbonilo infe-
rior, garbamoilo, N-alquilcarbamoilo inferior, N,N-
dialquilcarbamoilo inferior, ciano, amino, alcanoilamino infe-
rior, alquilamino inferior, N,N-dialquilamino inferior, o tri-
fluorometilo, siendo posible, cuando estén presentes varios ra-
dicales R en la molécula, que estos radicales sean idénticos o
diferentes;

a) R; Yy R, son cada uno independientemente del otro:

a) fenilo sustituido por carbamoilmetoxilo, carboximeto-
xilo, benzoiloxicarbonilmetoxilo, alcoxicarbonilmetoxilo infe-
rior, fenilo, amino, alcanoilamino inferior, alquilamino infe-
rior, N,N-dialquilamino inferior, hidroxilo, alcanoiloxilo in-
ferior, carboxilo, alcoxicarbonilo inferior, carbamoilo, N-
alquilcarbamoilo inferior, N,N-dialquilcarbamoilo inferior,
ciano, o por nitro;

)] hidrégeno;

Y) piridilo insustituido o sustituido por halégeno o pof
alquilo inferior;

&) N-bencilpiridinio-2-ilo; naftilo; ciano; carboxilo;

alcoxicarbonilo inferior; carbamoiflo; N-alquilcarbamoilo infe-
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rior; N,N-dialquilcarbamoilo inferior; N-bencilcarbamoilo; for-
milo; alcanollo inferior; alquenilo inferior; alqueniloxilo in-
ferior; o

£) alquilo inferior sustituido por:

tex) halébgeno, amino, alquilamino inferior, piperazino,
dialquilamino inferior,

€f) fenilamino que estid insustituido o sustituido en 1la
fraccién de fenilo por haldgeno, alquilo inferior, hidroxilo,
alcanoiloxilo inferior, alcoxilo inferior, carboxilo, alcoxi-
carbonilo inferior, carbamoilo, N-alquilcarbamoiloc inferior,
N,N-dialquilcarbamoilo inferior, c¢iano, amino, alcanoilamino
inferior, alquilamino inferior, N,N-dialguilamino inferior, o
por trifluorometilo,
gY) hidroxilo, alcoxilo inferior, ciano, carboxilo, alcoxicar-
bonilo inferior, carbamoilo, N-alquilcarbamoflo inferior, N,6N-
dialquilcarbamoilo inferior, mercapto, o

e5) por un radical de la fé6rmula R;-S(O)a- en donde R; es
alquilo inferior, ymes 0, 1 6 2, o

b) cuando q es 1, uno de los radicales R, Y R; es alquileo
inferior insustituido o feniloc insustituido, y el otro de los
radicales R; ¥y R; tiene uno de los significados dados anterior-
mente en el pArrafo a), con la excepcitn de hidrégeno, o

c) R; y R, son juntos 1,4-alcadienileno de 4 a 10 &tomos

de carbono sustituido por amino, alcanoilamino inferior, alqui-
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lamino inferior, N,N-dialquilamino inferior, nitro, halégeno,
hidroxilo, alcanoiloxilo inferior, carboxilo, alcoxicarbonilo
inferior, carbamoilo, N-alquilcarbamoilo inferior, N,N-
dialquilcarbamoilo ‘- inferior, o por c¢iano, o son aza-1,4-
alcadienileno que tiene hasta 9 atomos de carbono, o

d) cuando g es 1, R; Yy Rz son cada uno independientemente
del otro, alquilo inferior insustituido o fenilo insustituid&.
o tienen uno de los significados dados anteriormente en el pia-
rrafo a), y
R¢ es8 hidrbgeno, alquilo inferior, alcoxicarbonile inferior,
carbamoflo, N-alquilcarbamoilo inferior, ° N,N-
dialquilcarbamoilo inferior,

© una sal del mismo.

De preferencia, las definiciones de los sustituyentes da-
das anteriormente tienen los significados, especialmente los
gsignificados preferidos, descritos en la Solicitud de Fatente
Internacional Namero WO 97/02266. El mds preferido de estos

compuestos es el compuesto de la foérmula VIE:
H

(vin,

22
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que tiene el nombre (R)-6-(4-hidroxifeil) -4-[(1-
feniletil) -amino] -7H-pirrolo(2,3-d]pirimidina; o mds prefarido:

(c) un derivado de N-fenil-2-pirimidinamida de la férmula

(Tmghineh)

.

en donde:

R, es pirazinilo, 1l-metil-1H-pirrolilo, fenilo sustituido
por amino o por aminocalquilo inferior, en donde el grupo amino
en cada caso estd libfe, alquilado, o acilado, 1H-indolilo 6
1H-imidazolilo enlazado en un dtomo de carbono del anillo de 5
miembros, o piridilo insustituido o sustituido por alquilo in-
ferior enlazado en un &tomo de carbono del anillo, e insusti-
tuido o sustituido en el 4tomo de nitrdgeno por oxigeno,

Rz Y Ry son cada uno independientemente del otro, hidxrdgeno
o alquilo inferior,

uno o dos de los radicales R,, Rs, Rg, Ry, Y Ry son cada uno
nitro, alcoxilo inferior sustituido por flGor, o un radical de
la fé6rmula II:

-N(Rs) -C(=X} - (¥)n-Rio (11),
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en donde:

Ry es hidrégeno o alquilo inferior,

X es oxo, tio, imino, N-alquilimino inferior, hidroxi-imino, u
O-alquilhidroxi-imino inferior,

Y es oxigeno o el grupo NH,

nes 061, y

Ry;p es un radical alifdtico que tiene cuando menos 5 &tomos
de carbono, © un radical aromdtico, aromitico-alif&tico, ci-
cloalif&tico, cicloalifitico-alifitico, heterociclico, © hete-
rociclico-alifdtico, y los radicales restantes R, Rs, Rg, R1, ¥
Ry Bon cada uno independientemente de los otros, hidrégeno, al-
quilo inferior que estd insustituido o sustituido por amino li-
bre o alquilado, piperazinilo, piperidinilo, pirrolidinilo, o
por morfolinilo, o alcanoilo inferior, trifluorometilo, hidro-
xilo libre, eterificado o esterificado, amino libre, alquilado
o acilado, o carboxilo libre o esterificado, ©

una sal de estos compuestos que tengan cuando menos un
grupo formador de sal.

De preferencia, las definiciones de los sustituyentes da-
das anteriormente tienen los sBignificados, especialmente les
significados preferidos, descritos en la Solicitud de Patente
Europea NiGmero EP 0,564,409. El m&s preferido de estos com-

puesto es el compuesto de la f6rmula III:
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con el nombre 4-{4-metilpiperazin-l-ilmetil)-N-[4-metil-3-{4-
piridin-3-il)pirimidin-z-ilamino)fenil]ben;amida, de prefe-
rencia en la forma de la sal de metansulfonato, como se descri-
be en la Publicacién Internacional Nimero WO 99/03854, méds pre-
feriblemente en la forma de la sal de metansulfonato en la for-
ma del cristal-P, como se deecribe en la Publicacién Interna-
cional Ndmero WO 99/03854. Este compuesto (la forma de la sal
de metansulfonato) se denomina como STIS71 posteriormente en la
presente.

Un "compuesto orgdnico capaz de enlazarse con una glico-
proteina &cida-a, (AGP)", es en general un fdrmaco bésico o
neutro, pero también un fdrmaco &cido, especialmente seleccio-
nado a partir del grupo que consiste en:

bloqueadores-alfa, especialmente Nicergolina o Prazosina;

anestésicos/analgésicos, especialmente Alfentanil, Cetami-
na, o Etidocaina;

analgésicoa, especialmente Fentanil, Meperidina, Metadona,
O Fenilbuctazona;

anesté&sicos, especialmente Bupivacaina, Etidocaina, o Fen-
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ciclidina;

anestésicos/antiarritmicos, especialmente Lidocaina o Fen-
ciclidina;

antiarrfitmicos, especialmente Aprindina, Disopiramida,
Quinidina, o Verapamil;

antibiéticos, especialmente Eritromicina;

aqticuagulantes, especialmente Acenocumarol, Dipiridamol,
PCR2362 (derivado de tienopiridima), Ticlopidina, o Warfarina;

antiepilépticos, especialmente Fenitoina, o Carbamazepina;
agentes antiinflamatorios, especialmente Naproxeno;

bloqueadores-beta, especialmente Alprenclol, Metoprolol,
Oxprenclel, Pindolol, y compuestos relacionados, Propranoclcl, o
Timolol;

esteroides, tales como Progesterona, Cortexona, Cortisol,
Testosterona, Estradiol, o Prednisolona;

bloqueadores neuromusculares, especialmente Metocurina o
d-Tubocurarina;

psicotrépicos, especialmente Amitriptilina, Clorpromazina,
Ciclazindol, Desmetilimipramina, Diazepam, Doxepina, Fluraze-
pam, Flufenazina, Haloperidol, Imipramina, Loxapina, Mianseri-
na, Nortriptilina, Norzimelidina, Perazina, Perfenazina, Feno-
barbital, Derivados de Fenotiazina, Promazina, Acepromazina,
Protipendilo, Tioridazina, Tiotixeno, Triazolam, Trifluoperazi-
na, o Zimelidina;

vinaminas y provitaminas, especialmente Vitamina B,y & &ci-
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do félico;

sondas fluorescentes, especialmente DAPN (derivado de pro-
pranolol}, 1,8-Anilino-naftalensulfonato;

firmacos adicionales, especialmente Aminopirina, Amoxapi-
na, Bupropifn, Maprolitina, Nomifensina, Trazodona, fédrmacos
con grupo amonio cuaternario, Ritodrina, Doxazosina, Trimazosi-
na, Binedalina, Amsacrina, Apazona, SKF 525A, Ciclazindol, PCR
2362, Indometacina, Probenecida, Acido Retinoico, Sulfinpirazo-
na, Tolmetina, Benoxaprofeno, Heparina, Sufentanil, Lofentanil,
Metoclopramida, Nicardipina, Pirmenol, mifepristona, RU 42 633,
Aprindil, Auramina, O, Bepridil, Desipramina, Desmetilclomi-
praina, Moxaprindina, Quinina, Lorcainida, Protipendilo, Pro-
triptilina, Trihexifenidilo, Biperideno, Matacualona, Difenhi-
dramina, Glutetimida, Clordiazepdxido, L-triptéfano, Mepivacai-
na, Levometadona, Opipramol, Trifluopromazina, o Trimipramina;

plastificantes, tales como fosfato de tris-butoxietilo
{TBEP) ;
estaurosporina (ver la Patente de los Estados Unidos de Nortea-
mérica Nimero 4,107,297) o derivados estaurosporina, de prefe-
rencia aquéllos dados a conocer en las Solicitudes de Patente
Europeas Nimeros EP (,296,110 y/o EP 0,238,011, especialmente
N-benzoil-estaurosporina {(PTK412 - ver la Solicitud de Patente
Europea Nimero EP 0,296,110), & 7-hidroxi-estaurosporina (UCN-
01 - ver la Solicitud de Patente europea NGmero EP 0,238,011} ;

asi como un metabolito de cualquiera de estos compuestos;

37
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O una sal - especialmente farmacéuticamente aceptable - de
los mismos.

Las Patentes NGmeros EP 0,238,011; US 4,107,297 y EP
0,296,110 se incorporan como referencia, asi como las siquien-
tes publicaciones: Kremer y colaboradores, Pharmacol. Rev.
40(1), 1-47 {(1988); Cancer Res. 5B, 3248-3253 (19%8); Br. J.
Clin. Pharmacol 22, 499-506 (1986); Physiol. Functions, and
Pharmacol., pédginas 321-336: F. Bree y colaboradores, "Binding
to aj;-acidic glycoprotein and relevant apparent volume of dis-
tribution", Alan R. Liss Inc., 1989; Protein Binding and Drug
Transport (Tillement y Lindenlaub, editores): "Drug binding to
human a,.acidic glycoprotein - focus on a single binding site”,
Stuttgart 1986. En todas estas publicaciones, se mencionan
compuestos capaces de enlazarse con AGP, que son las mecdalida-
des preferidas de la presente invencién.

Se prefiere mis cualquiera de los compuestos mencionados
anteriormente diferentes de un esteroide. Para un segundo uso
médico (por ejemplc, en los grupos de pacientes en donde se ha-
ya desarrollado resistencia, mids especialmente pacientes de CML
en crisis y pacientes de Ph+-ALL reincidentes), también los es-
teroides son fitiles.

Un compuesto orgénico capaz de enlazarse con AGP, para
utilizarse en la combinacitn de acuerdo con la invencién, en

adicién a una cinasa de tirosina de abl, de PDGF-R, o receptora

de Kit, también se puede seleccionar a partir de una o mids ci--

3%
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nasas de tirosina de abl, de PDGF-R, o receptora de Kit adicio-
nales, significando que el componente (b) en las modalidades de
la invencién, también puede ser uno de estos compuestos.

De preferencia, la cinasa de tirosina de abl, de PDGF-R,
y/o receptora de Kit (componente (a))}, se selecciona a partir
del grupo que consiste en 1-(4-cloroanilino) -4-(4-
piridilmetil) -ftalazina, (R)-6-(4-hidroxifeil) ~4-[(1-fenil-
etil)-amino] -7H-pirrolol(2,3-dlpirimidina, y de preferencia 4-
(4-metilpiperazin-1-ilmetil)-N-[4-metil-3-{4-piridin-3-il)pi-
rimidin-2-ilamino)fenil)-benzamida; o una sal de las mismas;
mis preferiblemente, la sal de metansulfonato de 4-({4-
metilpiperazin-1-ilmetil)-N- [4-metil-3-(4-piridin-3-il)pirimi-
din-2-ilamino) fenil] -benzamida, méds preferible en la forma del
cristal-p, como se describe en la Publicacién Internacional Ni-
mero WO 99/03854.

El compuesto orgédnico capaz de enlazarse con la glicopro-
tefna &cido-a, (componente (b)), de preferencia es un antibiéb-
tico, especialmente eritromicina, o estaurosporina o un deriva-
do de estaurosporina, especialmente N-benzoil-estaurosporina
(PKC412) & 7-hidroxi-estaurosporina (UCN-01), o una sal de las
mismae, mi&s especialmente eritromicina, o una sal farmacéutica-
mente aceptable de la misma.

Se puede utilizar uﬁo o mds de cada uno de los inhibidores
de cinasa de tirosina y el compuesto orgdnico capaz de enlazar-

se con AGP, en una combinacidén o en una terapia de combinacién,
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de acuerdo con la presente invencién.

Enlace significa especialmente un enlace competitivo, pero
también puede ser cualquier otro tipo de enlace (por ejemplo,
para sitios de enlace que muestren efectos aloestéricos sobre
el componente de enlace del sitio (a)) que conduzca a un enlace
reducido de un inhibidor de cinasa de tirosina de abl, de PDGF-
R-, y/o receptora de Kit con AGP. Este enlace se puede determi-
nar in vitro en analogfa a los métodos descritos en los ejem-
plos que se encuentran mis adelante en la presente.

El enlace puede ser irreversible (por ejemplo, mediante
enlace covalente o ifnico}, o de preferencia reversible.

"Capaz de enlazarse" significa que el compuesto tiene afi-
nidad con AGP, que permite el enlace como se describié ante-
riormente, de preferencia con una concentracién en un enlace
medio-miximo en el rango milimolar a sub-nanomolar, especial-
mente en el rango de 100 uM a 1 nM.

El término "una enfermedad proliferativa que pueda Ber
tratada mediante la administracién de una cinasa de tirosina de
abl, de PDGF-R, y/o receptora de Kit", para cualquier enferme-
dad mencionada en la presente, significa: de preferencia cual-
quier enfermedad que responda a estos compuestos; especialmente
una enfermedad proliferativa seleccionada a partir de una en-
fermedad de cincer, especialmente una enfermedad tumoral o leu-
cemia, o una enfermedad proliferativa no maligna, por ejemplo

ateroesclerosis, trombosis, psoriasis, esclerodermitis,:o fi-
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brosis. De una manera mids preferible, significa una enferme-
dad seleccionada a partir del grupoc que consiste en CML (leuce-
mia mieloide crénica) y ALL (leucemia linfoblAstica aguda), o
un tumor s6lido, especialmente seleccionado a partir de céncer
de pulmbén, especialmente céncer de pulmén gque no es de células
pequefias, y a partir de céncer de la préstata.

El término "cantidad que es conjuntamente efectiva tera-
péuticamente contra una enfermedad proliferativa que pueda ser
tratada mediante la administracién de un inhibidor de cinasa de
tirosina de abl, de PDGF-R y/o receptora de Kit", de preferen-
cia significa cualquier cantidad de los componentes de las com-
binaciones que, en la combinacién, reduzca la proliferacidén de
las células responsables de cualquiera de las enfermedades pro-
liferativas mencionadas (por ejemplo, crecimiento tumoral redu-
cido), o de preferencia, inclusive que ocasione una regresién,
mis preferiblemente inclusive la desaparicién parcial o comple-
ta, de estas células (por ejemplo, regresién de tumor, de pre-
ferencia cura).

De preferencia, en cualquiera de las modalidades de 1la
presente invencién, la dosis de cada uno de los componentes de
la combinacién {componentes (a) y (b)) se selecciona de tal ma-
nera que se alcance un nivel en plasma sanguineo gque esté arri-
ba de la concentracién del enlace medio-m&ximo del componente
(b), el compuesto orgénico capaz de enlazarse con AGP, in vivo,

cuando menos una parte del tiempo en que esté presente el com-

“/
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ponente (a)}, el inhibidor de cinasa de tirosina de abl, de
PDGF-R, y/o receptora de Kit. Esta concentracién ge puede de-
terminar, por ejemplo, in vitro, de acuerdo con los procedi-
mientos convencionales, por ejemplo en analogia a los métodos
descritos en los ejemplos para la determinacién de Ka, mientras
que la concentraci6nm en plasma sanguineo de los componentes (a)
y (b) en un animal de sangre caliente (significando especial-
mente un paciente humano) también se puede determinar de acuer-
do con los métodos de rutina.

De preferencia, la dosificacién del componente (b) se se-
lecciona de tal manera que la concentracién del componente (b)
sea mayor de 0.05 uM, en plasma, mis preferiblemente mayor de
0.1 uM, y muy preferiblemente entre 0.5 y 100 uM, especialmente
entre 1 y 50 uM, del individuo tratado, cuando menos parte del
tiempo en que también esté& presente el coﬁponente (a) . Mas
preferiblemente, la concentracién de cualquiera de los compo-
nentes {a) y (b) es mayor de 0.1 pM, mis preferiblemente mayor
de 1 uM, y muy preferiblemente entre 0.5 y 100 uM, especialmen-
te entre 1 y 50 uM, en el plasma sanguineo del individuo trata-
do, cuando menos parte del tiempo en que también esté presente
el componente (a) 6 el componente (b), respectivamente.

Las concentraciones en plasma se puede determinar de
acuerdo con los métodos convencionales, por ejemplo empleando
HPLC de muestras procesadas de acuerdo con los procedimientos

convencionales.
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El término "un producto que comprende:

(a) cuando menos un inhibidor de cinasa de tiroeina de
abl, de PDGF-R, y/o receptora de Kit, y

(b} cuando menos un compuesto orgénico capaz de enlazarse
con glicoproteina dcida-a; (AGP),

en donde cualgquier componente (a) y/o (b} también puede
estar presente en la forma de una sal farmacéuticamente acepta-
ble, si estd presente cuando menos un grupo formador de sal,

en la presencia o en ausencia de uno o mids materiales de
vehiculo farmacéuticamente aceptables, como una preparacién en
combinacién para su uso simultdneo o cronoldgicamente escalona-
do dentro de un perfiodo de tiempo que sBea suficientemente pe-
quefio para que los compuestos de tanto el componente (a) como
del componente (b), mejoren la actividad antiproliferativa del
compuesto (a) contra las células proliferantes, especialmente
en un paciente, para el tratamiento de una enfermedad prolife-
rativa que responda a este compuesto", significa especialmente
un "estuche" o "estuche de partes" en el sentido de que los
componentes efectivos (a) y (b) de la combinacidén, se puedan
dosificar de manera independiente, o mediante el usc de combi-
naciones fijas diferentes con cantidades distinquidas de cual-
quiera de los componentes (a) y (b) en diferentes puntos del
tiempo. Las partes del estuche de partes se pueden entonces
administrar de una manera simultdnea, o de una manera cronoié-

gicamente escalonada, es decir, en diferentes puntos del tiem-

‘3
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po, Y con intervalos de tiempo iguales o diferentes para cual-
quier parte del estuche de partes, con la condicién de que los
intervalos de tiempo se seleccionen de tal manera que el efecto
sobre la enfermedad proliferativa en el uso combinado de 1las
partes sea mayor que el efecto que se obtendria mediante el uso
de solamente el componente (a), es decir, una inhibicién mis
fuerte de la preoliferaci6n, o de preferencia, una regresién mis
fuerte o inclusive la cura de la enfermedad proliferativa, que
cuando se administre solamente la misma dosis de un solo compo-
nente {(a). Esto es lo que significa el término "para mejorar
la actividad antiproliferativa contra células proliferantes,
especialmente en un paciente®; de preferencia; esto significa
una mejora del efecto mediante el componente (b), especialmente
una reversién parcial o completa de la resistencia de una en-
fermedad proliferativa a uno o mis compuestos del tipo del com-
ponente (a), y/o que ocasione la regresién de las células pro-
liferantes, hasta e incluyendo su destruccibédn completa.

El término "células proliferantes", de preferencia signi-
fica las células que se proliferan de una manera anormal, tales
como las células de cancer.

Se prefieren las combinaciones que muestren una mejor ac-
tividad antiproliferativa, al compararse con el {inico componen-
te (a) solo, especialmente combinaciones que muestren sinergis-
mo (combinaciones sinérgicas), o combinaciones que conduzcan a

la regresién de los tejidos proliferativos y/o a la:cura de las

Wif
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enfermedades proliferativas, mas preferiblemente combinaciones
en donde se supere parcial o completamente la resistencia (sig-
nificando la resistencia ya al principio del tratamiento, o la
resistencia que sea un resultado de periodos mids © menos pro-
longados de tratamiento con el componente (a)) de una enferme-
dad proliferativa en un animal de sangre caliente, especialmen-
te un ser humano, a uno o mids compuestos del tipo de componente
{a).

Los "materiales de vehiculo farmacéuticamente aceptables"
se explica mds adelante en la definicién de las preparaciones
farmacéuticas.

En cualquier combinacién o tratamiento de combinacién de
acuerdo con la invenciém descrita en la presente, el uso en
combinacién con el objeto de revertir completa o parcialmente
la resistencia {presente antes del tratamiento, o desarrollada
o en desarrollo durante el tratamiento con un firmaco que com-
prenda un componente (a) como se describe en la presente) de
una enfermedad proliferativa al tratamiento con un fdrmaco que
comprenda un componente (a) como se define en la presente in
vivo, especialmente en un animal de sangre caliente, especial-
mente un ser humano, es el preferido.

Una resistencia completa o parcial significa especialmente que
se encuentra una eficiencia mis baja, por ejemplo en té&rminos
de detener o demorar la proliferacién, ocasionar la regresidén o

incluaive la cura, por ejemplo, menos inhibicibn de prolifera-

YAY
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cibén, o una duracién mds larga del tratamiento hasta que se en-
cuentre una respuesta esperada si ya no esti presente la resis-
tencia, por ejemplo de .un tumor o leucemia, que en un animal,
por ejemplo, un ser humano, gque no muestre resistencia, o que
ya no se encuentren los éxitos de tratamiento iniciales (espe-
cialmente en un paciente que desarrolle resistencia solamente
durante el tratamiento con un componente (a)) en las etapas
posteriores del tratamiento, especialmente en pacientes de CML
con crisis, y en los pacientes de Ph+-ALL reincidentes.

Se debe entender que la invencién se refiere también a
cualquier uso de combinaciones de un componente (a) y un compo-
nente (b), como se definen anteriormente y m&s adelante, en un
método para inhibir la hiperproliferacién de células, el cual
comprende poner en contacto las células hiperproliferantes con
una preparacién o producto farmacéutico en el sentido de un es-
tuche de partes, especialmente un método para el tratamiento de
una enfermedad proliferativa, el cual comprende poner en con-
tacto a un sujeto, a las cé&lulas, a los tejidos, o a un fluido
corporal de este sujeto, del que se sospeche que tenga una en-
fermedad hiperproliferativa. Esto incluye especialmente el
tratamiento de, por ejemplo, células afuera del cuerpo, con la
intensién de reemplazar las células hiperproliferantes en el
cuerpo de un sujeto con cé&lulas hiperproliferantes, por cé&lulas
normales; por ejemplo, se pueden tomar sangre con células del

pistema inmuhe de un sujeto, se pueden tratar afuera del cuerpo
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con un componente (a) y un componente (b} para seleccionar las
células no hiperproliferativas, se pueden destruir las células
de tallo y las células sanguineas restantes del sistema inmune
en el sujeto, por ejemplo, mediante irradiacién o quimiotera-
pia, y luego se pueden reimplantar las células normales selec-
cionadas en el sujeto, por ejemplo mediante inyeccibn, etcéte-
ra. Los métodos que se van a emplear en estas clases de trata-
miento son conocidos por la persona que tenga experiencia en la
materia.

Cualquiera de las referencias mencionadas en esta memoria
descriptiva, se incorpora como referencia, especialmente los
pasajes wmarcados como preferidos en la presente.

En el entendido de que estén presentes uno o mas grupos
formadores de sal, también pueden estar presentes las sustan-

cias de férmaco correspondientes a los componentes (a) y/o (b)

en la forma de sales.

Las sales son especialﬁente las sales farmacéuticamente
aceptables, por ejemplo sustancialmente no téxicas.

Estas sales se forman, por ejemplo, a partir de compuestos
que tengan un grupo dcido, por ejemplo un grupo carboxilo, fos-
fodiéster, o fosforotiato, y son, por ejemplo, sus sales con
bases adecuadas, tales como sales de metal no téxicas derivadas
a partir de metales de los grupos Ia, Ib, Iia, y Iib de la Ta-
bla Peribédica de los Elementos, especialmente las sales de me-

tales alcalinos adecuadas, por ejemplo las sales de litio, so-

uy



10

15

45

dio, o potasio, o las sales de metales alcalinotérreos, por
ejemplo las sales de magnesio o calcio, ademds las sales de
zinc o amonio, también las sales que se forman con aminas orgi-
nicas, tales como mono-, di-, o tri-alquilaminag insustituidas
o sustituidas por hidroxilo, especialmente mono-, di-, o tri-
alquilaminas inferioresm, o con compuestos de amonio cuaterna-
rio, por ejemplo con N-metil-N-etilamina, dietilamina, trieti-
lamina, mono-, bis-, o tris-(2-hidroxialquilo inferior)amina,
tales como mono-, bis-, o tris-{(2-hidroxietil)amina, 2-
hidroxihidroxiterbutilamina, o tris(hidroximetil)metilamina,
N,N-dialquilo inferior-N-(hidro.xialquilo inferior) -aminas, ta-
les como N,N-dimetil-N- (2-hidroxietil) -amina o tri-(2-
hidroxietil)-amina, o N-metil-D-glucamina, © sales de amonio
cuaternario, tales como sales de tetrabutilamonio. Los compues-
tos que tengan un grupo bédsico, por ejemplo un grupo amino o
imino, pueden formar sales de adicibn de acido, por ejemplo con
dcido inorgédnicos, por ejemplo un &cido halohidrico, tal como
dcido clorhidrico, &dcido sulftrico, o &cido fosfbdrico, o con
dcidos carboxilicos organicos, sulfénicos, sulfo, o fosfo, o
Acidos sulfamicos N-sustituidos, tales como, por ejemplo, &cido
acético, &cido propibnico, &cido glic6lico, 4&cido succinico,
dcido maleico, &cido hidroximaleico, dcido metilmaleico, &cido
fumdrico, &cido milico, Acido tartérico, &cido glucdnico, &cido
glucdrico, &cido glucurbnico, 4&cido citrico, &cido benzoico,

Scido cinaAmico, A&cido mandéliceo, &cido esalicilico, Acido :4-

VA
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aminosalicilico, &cido 2-fenoxibenzoico, 4cido 2-acetoxi-
benzoico, &cido embdnico, dcido nicotinico, o dcido isonicoti-
nico, también con aminodcidos, por ejemplo a-aminodcidos, y
también con dcido metansulfénico, &4cido etansulfénico, &cido 2-
hidroxietansulfénico, &cido etan-1,2-disulfénico, A&cido bencen-
sulfénico, &cido 4-metilbencensulfénico, 4&cido naftalen-2-
sulfénico, 2- &6 3-fosfoglicerato, glucosa-6-fosfato, &cido N-
ciclohexilgulfiamico (con la formaciédn de los ciclamatos), o con
otros compuestos orgdnicos dcidos, tales como &cido ascérbico.
Los compuestos que tengan grupos &Acidos o bésicos también pue-
den formar sales internmas. Si estd presente mds de un grupo
formador de sal, también es posible que estén presentes sales
mixtas.

Para el propdsito de aislamiento o purificacién, también
es posible utilizar sales farmacéuticamente inaceptables, por
ejemplo sales de picrato o perclorato.

Los términos "compuestos", "componentes", y "sales", tam-
bién incluyen expresamente los compuestos individuales o las
sales individuales.

Como se puede entender a partir del presente texto, el
término "combinacién'" en los péirrafos anteriores, y especial-
mente en los pdrrafos siguientes, que describen variantes més
especificas y preferidas de la presente invencifn, se pretende
referir a:

{i) una preparacién en combinacifn que comprende: (a)

"
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cuando menos un inhibidor de cinasa de tirosina de abl, de
PDGF-R, y/o receptora de Kit, y (b} cuando menos un compuesto
organico capaz de enlazarse con glicoproteina édcida-a; (AGP), o
sales farmacéuticamente aceptables de cualquier componente {(a),
(b), o {(a) y (b}, si estid presente cuando menos un grupo forma-
dor de sal;

(ii) un método para el tratamiento de una enfermedad pro-
liferativa que pueda ser tratada mediante la administracidén de
un inhibidor de cinasa de tirosina de abl, de PDGF-R, y/o re-
ceptora de Kit, en donde {a) cuando menos un inhibidor de cina-
ga de tirosina de abl, de PDGF-R, y/o receptora de Kit, y

(b) cuando menos un compuesto orgédnico capaz de enlazarse
con glicoproteina &cido-a, (AGP),

se administran a un mamifero en combinacién con una canti-
dad que sea conjuntamente efectiva terapéuticamente contra una
enfermedad proliferativa que se pueda tratar mediante la admi-
nistracién de un inhibidor de cinasa de tirosina de abl, de
PDGF-R, y/o receptora de Kit, en donde cualquier componente (a)
y/o (b) también puede estar presente en la forma de una sal
farmacéuticamente aceptable, si esti presente cuando menos un
grupo formador de sal;

(iii)} un producto que comprende:

{a) cuando menos un inhibidor de cinasa de tirosina de
abl, de PDGF-R, y/o receptora de Kit, y

{(b} cuando mencos un compuesto orgdnico capaz de enlazarse
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con glicoproteina acida-a, (AGP),

en donde cualquier componente (a) y/o (b) también puede
estar presente en la forma de una sal farmacéuticamente acepta-
ble, 8i estd presente cuando menos un grupo formador de sal,

en la presencia o en ausencia de uno o mds materiales de
vehiculo farmacéuticamente aceptables, como una preparacién en
combinacifén para su uso simultineo o cronoldgicamente escalona-
do dentro de un periodo de tiempo que sea suficientemente pe-
quefio para que los compuestos de tanto el componente {a) como
del componente (b), mejoren la actividad antiproliferativa del
compuesto (a) contra las células proliferantes,.especialmente
en un paciente, para el tratamiento de una enfermedad prolife-
rativa que responda a este compuesto.
(iv) una preparacién farmacéutica que comprende una cantidad,
que es conjuntamente efectiva para el tratamiento de una enfer-
medad proliferativa que se pueda tratar mediante la administra-
cién de inhibidor de cinasa de tirosina de abl, de PDGF-R, y/o
receptora de Kit, de:

(a) cuando menos un inhibidor de cinasa de tirosina de
abl, de PDGF-R, y/o receptora de Kit, y

(b) cuando menos un compuesto orgénico capaz de enlazarse
con glicoproteina acida-a,,

en donde cualquier componente (a) y/o (b) también puede
estar presente en la forma de una sal farmac&uticamente acepta-

ble, si estd presente cuando menos un grupo formador de sal,

S|
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con uno © mis materiales de vehiculo farmacéuticamente
aceptables; y/o

v) el uso de una combinacién de:

(a) cuando menos un inhibidor de cinasa de tirosina de
abl, de PDGF-R, y/o receptora de Kit, y

{b) cuando menos un compuesto orginico capaz de enlazarse
con glicoproteina &cida-a,,

en donde cualquier componente ({(a) y/o (b) también puede
estar presente en la forma de una sal farmacéuticamente acepta-
ble, 5i estad presente cuando menos un grupo formador de sal,

para producir preparaciones farmacéuticas para utilizarse
como compeosiciones contra una enfermedad proliferativa que pue-
da ser tratada mediante la administracién de un inhibidor de
cinasa de tirosina de abl, de PDGF-R, y/o receptora de Kit;

o cualquier combinacién de estos objetos de la invencién,
hasta donde sea permisible bajo las leyes de patente respecti-
vas;

o las variantes mis especificas y preferidas de las mis-
mas, como se dan mas adelante;

en donde cualquier componente (a) y/o (b) también puede
estar presente en la forma de una sal farmacéuticamente acepta-
ble, si estd presente cuando menos un grupo formador de sal;

8i no se define de otra manera o es evidente de otra mane-
ra a partir del contexto.

dentro de los Biguientes grupos de modalidades mds prefe-

5%
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ridas de la invencién, las definiciones mds generales pueden
ser reemplazadas por definiciones mi&s especificas de acuerdo
con las Qadas anteriormente, o (especialmente con respecto al a
definicién de composiciones farmacéuticas y métodos de uso) mis
adelante.

Se prefiere una combinacién de (a) cuando menos uno, y de pre-
ferencia un inhibidor de cinasa de tircsina de abl, receptora
de PDGF, y/o receptora de Kit, seleccionado a partir de:

(i) un compuesto de 7H-pirrolo[2,3-d)pirimidina de 1la

f6rmula VI:
R),
Ngﬂﬁ\P )
O AN
N NH
L —
R; R,
en donde:
gqes 0 61,

nesdela3cuando q es 0, o n es de 0 a 3 cuando q es

R es halégeno, alquilo inferior, hidroxilo, aicanoiloxilo
inferior, alcoxilo inferior, carboxileo, alcoxicarbonilo infe-
rior, carbamoilo, N-alquilcarbamoilo inferior, N,N-
dialquilcarbamoflo inferior, ciano, amino, alcanoilamine infe-
rior, alquilamino inferior, N,N-dialquilamino inferior, o tri-

fluorometilo, siendo posible, cuando estén presentes varios ra-
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dicales R en la molécula, que estos radicales sean idénticos o
diferentes;

a) R: Y R: son cada uno independientemente del otro:

o) fenilo sustituido por carbamoilmetoxilo, carboximeto-
xilo, benzoiloxicarbonilmetoxilo, alcoxicarbonilmetoxilo infe-
rior, fenilo, amino, alcanoilamino inferior, alquilamino infe-
rior, N,N-dialquilamino inferior, hidroxilo, alcanoiloxilo in-
ferior, carboxilo, alcoxicarbonilo inferior, carbamoflo, N-
alquilcarbamoilo_ inferior;,; N,N-dialquilcarbamocilo inferior,
ciano, o por nitro;

B) hidrégeno;

y) piridilo insustituido o sustituido por haldégeno o por
alquilo inferior;

8} N-bencilpiridinio-2-ilo; naftilo; ciano; carboxilo;
alcoxicarbonilo inferior; carbamoflo; N-alquilcarbamoflo infe-
rior; N,N-dialquilcarbamoilo inferior; N-bencilcarbamoilo; for-
milo; alcanoflo inferior; alquenilo inferior; algueniloxilo in-
ferior; o

£) alquilo inferior sustituido por:

¢a) halégeno, amino, alquilamino inferior, piperazino,
dialquilamino inferior,

ef) fenilamino que est& insustituido o sustituido en la
fracci6én de fenilo por halégen;, alquilo inferior, hidroxilo,

alcanoiloxilo inferior, alcoxilo inferior, carboxilo; alcoxi-

5¢
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carbonilo inferior, carbamoil , N-alquilcarbamoilo inferior,
N,N-dialquilcarbamoilo inferior, c¢iano, amino, alcanocilamino
inferior, alquilamino inferior, N,N-dialquilamino inferior, o
por trifluorometilo,
g£y) hidroxilo, alcoxilo inferior, ciano, carboxilo, alcoxicar-
bonilo inferior, carbamoilo, N-alquilcarbamoilo inferior, N,N-
dialquilcarbamoilo inferior, mercapto, o

€d) por un radical de la fé6rmula R;-S{O)a- en donde R; es
alquilo inferior, ymes 0, 1 6 2, o

b) cuando g es 1, uno de los radicales R; y R; es alquilo
inferior insustituido o fenilo insustituido, y el otro de los
radicales R; y R, tiene uno de los significados dados anterior-
mente en el pdrrafo a), con la excepcién de hidrégeno, o

c) Ri Y Rz son juntos 1,4-alcadienileno de 4 a 10 &tomos
de carbono sustituido por amino, alcanoilamino inferior, alqui-
lamino inferior, N,N-dialquilamino inferior, nitro, palégeno,
hidroxilo, alcanoiloxilo inferior, carboxilo, alcoxicarbonilo
inferior, carbameilo, N-alquilcarbamoilo inferior, N,N-
dialquilcarbamoflo inferior, o por ciano, © son aza-1l,4-
alcadienileno que tiene hasta 9 dtomos de carbono, o

d) cuando q@ es 1, R; Yy R; son cada uno independientemente
del otro, alquilo inferior insustituido o fenilo insustituido,
o tienen uno de los significados dados anteriormente en el péa-
rrafo a), y

R¢ es hidrégeno, alquilo inferior, alcoxicarbonilo: inferior,
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carbamoilo, N-alquilcarbamoilo inferior, o] "N,N-
dialquilcarbamoilo inferior,

o una sal del mismo (de preferencia, las definiciones de
los sustituyentes dadas anteriormente tienen los significados,
especialmente los significhdos preferidos, descritos en la So-
licitud de Patente Internacional Nimero WO 97/02266 - el més

preferido de estos compuestos es el compuesto de la férmula

VII: H
HNT N - (Vi)
H
\\ 4/ N
N
CH,
que tiene el nombre (R) -6-(4-hidroxifenil) -4-{(1-

feniletil) -amino)] - 7H-pirrolo(2,3-dlpirimidina);

b4
{(ii) un derivado de N-fenil-2-pirimidinamina de la férmula
I R, Ry
R, R, R
R YN
=N H
R



10

15

20

34

en donde:

R, es pirazinilo, 1-metil-1H-pirrolilo, fenilo sustituido
por amino o por aminocalquilo inferior, en donde el grupo amino
en cada casc estd libre, alquilado, o acilado, 1H-indolilo 6
1H-imidazolilo enlazadec en un &tomo de carbono del anillo de 5
miembros, o piridilo insustituido o sustituido por alquilo in-
ferior enlazado en un &tomo de carbono del anillo, e insusti-
tuido o sustituido en el &tomo de nitrégeno por oxigeno,

R: y R; son cada uno independientemente del otro, hidrégeno
o alquilo inferior,

uno o dos de los radicales Ry, Rs, Rg, R;, ¥ Rgy son cada uno
nitro, alcoxilo inferior sustituido por flior, o un radical de
la f6rmula II:

'N(R’) 'C(=X) '(Y)n'Rlo (II’:

en donde:

Ry es hidrdgeno o alquilo inferior,

X es oxo, tio, imino, N-alquilimino inferior, hidroximino,
u O-alquilhidroximino inferior,

Y es oxigeno o el grupo NH,

nes 061, y

Rig es un radical alifdtico que tiene cuando menos 5 &tomos

de carbono, o un radical aromidtico, aromitico-alifético, ci-

53
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cloalifdtico, cicloalifdtico-alifdticc, heterociclico, o hete-
rociclico-alifdtico, y los radicales restantes R;, Rs, R¢, R+, Y
Ry son cada uno independientemente de _.=s otros, hidrégeno, al-
qgquilo inferior que estd insustituido o sustituido por amino li-
bre o alquilade, piperazinilo, piperiiinilo, pirrolidinilo, o
por morfolinilo, o alcanoileo inferior, trifluorometilo, hidro-
xilo libre, eterificado o esterificade, amino libre, algquilado
o acilado, o carboxilo libre o esterificado, o

una sal de estos compuestos que tengan cuando menos un
grupo formador de sal (de preferencia, las definicicnes de los
sustituyentes dadas anteriormente tieren los significados, es-
pecialmente los significados preferidcs, descritos en la Soli-
citud de Patente Europea Nimero EP 0,5£:,409. El méds preferido

de estos compuestos es el compuesto de ia f&rmula III:
H H N/\
I I |
NN

N N N
> D’ .
. N 9]

con el nombre de 4-(4-metilpiperazin-l-ilmetil)-N-[4-
metil-3-{4-piridin-3-il)pirimidin-2-ilazino)fenil]benzamida, de
preferencia en la forma de la sal de metansulfonato, como se

describe en la >Publicacidén Internacicnal NaGmero WO 99/03854,



10

15

56,

mas preferiblemente en la forma de la sal de metamnsulfonato en
la forma del cristal-B como se describe en la Publicacién In-
ternacional Namero WO 99/03854;

con (b) cuando menos un (de preferencia uno) compuesto or-
gdnico capaz de enlazarse con la glicoproteina &cida-a, (AGP),
seleccionado a partir del grupo que consiste en:

Nicergolina, Prazosina, Alfentanil, Cetamina, Etidocaina,
Fentanil, Meperidina, Metadona, Fenilbutazona, Bupivacaina,
Etidocaina, Fenciclidina, Lidocaina, Fenciclidina, Aprindina,
Disopiramida, Quinidina, Verapamil, Eritromicina, Acenocumarol,
Dipiridamol, PCR2362, Ticlopidina, Warfarina, Fenitoina, Car-
bamazepina, Naproxeno, Alprenoclol, Metoprolel, Oxprenolol, Pin-
dolol, Propranolol, Timolol, Progesterona, Cortexona, Cortisol,
Testosterona, Estradiol, Prednisolona, Metocurina, d-
Tubocurarina, Amitriptilina, Clorpromazina, Ciclazindol, Desme-
tilimipramina, Diazepam, Doxepina, Flurazepam, Flufenazina, Ha-
loperidol, Imipramina, Loxapina, Mianserina, Nortriptilina,
Norzimelidina, Perazina, Perfenazina, Fenobarbital, Derivados
de Fenotiazina, Promazina, Acepromazina, Protipendilo, Tiorida-
zina, Tiotixeno, Triazolam, Trifluoperazina, Zimelidina, vita-
mina B,; &cido f&lico, DAPN, 1,8-Anilino-naftalensulfonato;
Aminopirina, Amoxapina, Bupropién, Maprolitina, Nomifensina,
Trazodona, Ritodrina, Doxazosina, Trimazosina, Binedalina,
Amsacrina, Apazona, SKF 525A, Ciclazindol, PCR 2362, Indometa-

cina, Probenecida, Acido Retinoico, Sulfinpirazona, Tolmetina,
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Benoxaprofeno, Heparina, Sufentanil, Lofentanil, Metocloprami-
da, Nicardipina, Pirmenol, mifepristona, RU 42 633, Aprindil,
Auramina O, Bepridil, Desipramina, Desmetilclomipraina, Moxa-
prindina, Quinina, Lorcainida, Protipendilo, Protriptilina,
Trihexifenidilo, Biperideno, Matacualona, Difenhidramina, Glu-
tetimida, Clordiazep6xido, L-triptéfano, Mepivacaina, Levometa-
dona, Opipramol, Trifluopromazina, Trimipramina, Fosfato de
tris-butoxietilo, estaurosporina, N-benzoil-estaurosporina, Yy
7-hidroxi-estaurosporina;

asi como un metabolito de cualquiera de estos compuestos;

en donde cualquier componente {a) y/o (b) de preferencia
puede estar presente en la forma libre o en la forma de una sal
farmacéuticamente aceptable, si esti presente cuando menos un
grupo formador de sal.

Se prefiere mids una combinacién de: (a) cuando menos uno,
de preferencia un inhibidor de cinasa de tirosina de abl, re-
ceptora de PDGF, y/o receptora de Kit, seleccionado a partir
del grupo que consiste en - 1-(4-clorcanilino)-4-(4-
piridilmetil)-ftalazina, (R) -6- (4-hidroxifeil) -4-{(1-fenil-
etil)-amino] -7H-pirrolo(2,3-d]lpirimidina, 4 de preferencia 4-
(4-metilpiperazin-1-ilmetil) -N-[4-metil-3-(4-piridin-3-il)pi-
rimidin-2-ilamino) fenil)] -benzamida; o una sal farmacéuticamente
aceptable de cualquiera o més de estos compuestos; mis preferi-
blemente la sal de metansulfonato de 4-(4-metilpiperazin-1-

ilmetil) -N-[4-metil-3-(4-piridin-3-il)pirimidin-2-ilamino)fe-
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nillbenzamida, mis preferiblemente en la forma del cristal-p;
con -

(b) cuando menos uno, de preferencia un compuesto capaz
de enlazarse con glicoproteina &cido a,, que de preferencia sea
un antibiético, especialmente eritromicina, o estaurocsporina o
un derivado de estaurosporina, especialmente N-benzoil-
estaurosporina o 7-hidroxi-estaurosporina, o una sal farmacéu-
ticamente aceptable de las mismas, mis especialmente eritromi-
cina, o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma.

De una manera mis preferible, en todas las modalidades
mencionadas anteriormente, la enfermedad que se va a tratar es
una enfermedad de céincer, especialmente una leucemia o un tumor
s6lido, de preferencia una enfermedad seleccionada a partir del
grupo que consiste en CML (leucemia mieloide crénica), y ALL
{leucemia linfobldstica aguda), o un tumor s&lido, especialmen-
te seleccionado a partir de cédncer de pulmdn, especialmente
cidncer de pulmén que no sea de células pequefias, y a partir de
cancer de la prdstata.

De preferencia, se utiliza una combinaciédn de acuerdo con
la presente invencién en el tratamiento de un animal de sangre
caliente, especialmente un ser humano, que tenga una enfermedad
proliferativa que (especialmente debido a niveles de AGP més
altos que los normales) sea, © durante el tratamiento con un
inhibidor de cinasa de tirosina de abl, de PDGF-R y/o receptora

de Kit, esté llegando a ser, o haya llegado a ser, completa o©

&l
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parcialmente resistente a este tratamiento, tales como animales
de sangre caliente que representen un grupo especial de sujetos
a prueba.

En otra modalidad preferida de la presente invencibn, la
combinacién se utiliza dirigida a'un animal de sangre caliente,
especialmente un ser humano, con el objeto de evitar ya profi-
lacticamente el surgimiento de una resistencia parcial o com-
pleta durante el tratamiento de una enfermedad proliferativa
con un inhibidor de cinasa de tirosina de abl, de PDGF-R, y/o

receptora de Kit.

Compoaicionas Farmacéuticas (=Preparaciones). y Procasod:

Cuando se mencione el siguiente "componente (a) y/o (b)",
pretende Bignificar cualquiera o mis de los compuestos defini-
dos anteriormente como el componente (a) y el componente (b)
como tales, © una sal farmacéuticamente aceptable de uno o mis
de los componentes respectivos.

Las composiciones farmacéuticas pueden encontrar uso en
una combinacién de acuerdo con la invencidén que comprenda cual-
quiera o mds de los componentes (a) y {(b), con las propiedades
de acuerdo con la invencién, como ingrediente activo. Las com-
binaciones se pueden utilizar solas (por ejemplo, como una com-
binacién fija), o como estuches de partes. Se prefieren espe-
cialmente las composiciones para administracién enteral, espe-

cialmente oral, o parenteral. Las composiciones comprenden uno

L2
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o mds de los componentes (a) y (b}, o combinaciones de los mis-
mos como tales, o de preferencia junto con un vehiculo farma-
céuticamente aceptable. La dosis de cualquier ingrediente ac-
tivo depende de la enfermedad que se vaya a tratar y de la es-
pecie, edad, peso, y condicién individual, asi como del método
de administracién.

Se prefiere una composicién farmacéutica o una combinacidén
que sea adecuada para administrase a un animal de sangre ca-
liente, especialmente un ser humano, que sufra de cualquier en-
fermedad mencionada en la presente; de preferencia, cualquier
enfermedad significa que responda a un inhibidor de cinasa de
tirosina de abl, de PDGF-R, y/o receptora de Kit; especialmente
una enfermedad proliferativa seleccionada a partir de una en-
fermedad de cdncer, especialmente una enfermedad tumoral o leu-
cemia, o una enfermedad proliferativa no maligna, por ejemplo
ateroesclerosis, trombosis, psoriasis, esclerodermitis, o fi-
brosis; de una manera méds preferible, significa una enfermedad
seleccionada a partir del grupo que consiste en CML (leucemia
mieloide crénica) y ALL (leucemia lifoblédstica aguda), o un tu-
mor s86lido, especialmente seleccionado a partir de céncer de
pulmén, especialmente c&ncer de pulmébn que no sea de células
pequefias, y de céncer de la pr6stata; mads preferiblemente, sig-
nifica cualquiera de las enfermedades mencionadas gue haya lle-
gado a ser, o que esté llegando a ser, resistente al tratamien-

to con uno o mis de los inhibidores de cinasa de tirosina men-

&2
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cionados, o que fuera resistente a este tratamiento ya antes
del tratamiento con cualquier inhibidor de cinasa de tircsina,
especialmente debido a que estén presentes concentraciones mis
altas de AGP en el plasma sanguineo del individuo que se vaya a
tratar.

Las composiciones farmacéuticas comprenden de aproximada-
mente el 0.0001 por ciento a aproximadamente el 95 por ciento
de cualquier componente {(a) y/o (b}, comprendiendo de preferen-
cia las formas de dosificacién que estén en una forma de una
sola dosis, de aproximadamente el 10 por ciento a aproximada-
mente el 90 por ciento del componente {a) & (b), y comprerdien-
do de preferencia las formas de dosificacién que no estén en
una forma de una sola dosis, de aproximadamente el 10 por cien-
to a aproximadamente el 60 por ciento de cada componente. Las
formas de dosificacién unitaria, tales como grageas, tablatas,
ampolletas, o cépsulas, comprenden de aproximadamente 5 mili-
gramos a aproximadamente 1.5 gramos del componente (a) y/o del
componente (b), de preferencia de 5 miligramos a aproximadamen-
te 1 gramo.

Las composiciones farmacéuticas se preparan de una manera
conocida por si misma, por ejemplo por medio de procesos con-
vencionales de mezcla, granulacién, confiteria, disolucidn, o
liofilizacién. Por ejemplo, las composiciones farmac&uticas
para administracién oral se pueden obtener mediante la corbina-

cién del componente (a) y/o (b) con uno o mids vehiculoe slidos

& F
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0 liquidos, donde sea necesariose se granula una mezcla resul-
tante, y se procesa la mezcla o los grdnulos, 8i se desea o es
apropiado, con la adicifén de excipientes adicionales, para for-
mar tabletas ¢ nicleos de grageas o soluciones, respectivamen-
te.

Los vehiculos adecuados son especialmente rellenos, tales
como azficares, por ejemplo lactosa, sacarosa, manitol, o sorbi-
tol, preparaciones de celulosa y/o fosfatos de calcio, por
ejemplo trifosfato de calcio o fosfato &cido de calcio, y aglu-
tinantes, tales como almidones, por ejemplo almiddén de maiz, de
trigo, de arroz o de papa, metilcelulosa, hidroxipropilmetilce-
lulosa, carboximetilcelulosa de sodio, y/o polivinilpirrolido-
na, y/o, si se desea, desintegrantes, tales como los almidones
anteriormente mencionados, y también almid6n de carboximetilo,
polivinilpirrolidona reticulada o &cideo alginico, © una sal del
mismo, tal como alginato de sodio. Los excipientes adicionales
son especialmente acondicionadores de flujo y lubricantes, por
ejemplo &cido Bilicico, talco, 4&cido estedrico, o sales del
mismo, t;les como estearato de magnesioc o de calcio, y/o polie-
tilenglicol, o sua derivados.

A los nificleos de grageas se les pueden proporcionar recu-
brimientos adecuados, opcionalmente entéricos, utilizéndose,
entre otras cosas, soluciones de azicar concentradas, las cua-
les pueden comprender goma ardbiga, talco, polivinilpirrolido-

na, polietilenglicol, y/o diéxido de titanio, © soluciones de
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recubrimiento en solventes o mezclas de solventes orgéinicos
adecuados, o, para la preparacién de recubrimientos entéricos,
soluciones de preparaciones de celulosa adecuadas, tales como
ftalato de acetilcelulosa o ftalato de hidroxipropilmetilcelu-
losa. Se pueden agregar colorantes o pigmentos a las tabletas
o a los recubrimientos de grageas, por ejemplo para propbsitos
de identificacién, o para indicar diferentes dosis del ingre-
diente activo.

Las composiciones farmacéuticas oralmente administrables
también son cépsulas llenadas en seco que conseistan en gelati-
na, y también cépsulas selladas blandas consistentes en gelati-
na y un plastificante, tal como glicerol o sorbitol. Las cép-
sulas llenadas en seco pueden contener el componente {a) y/o
(b) en la forma de gr&nulos, por ejemplo mezclados con relle-
nos, tales como almidén de maiz, aglutinantes y/o abrillantado-
res, tales como talco o estearato de magnesio, y donde sea
apropiado, estabilizantes (ver anteriormente para los "vehicu-
los adecuados"). En las cédpsulas blandas, el ingrediente acti-
vo de preferencia se disuelve o se suspende en excipientes 1i-
quidos adecuados, por ejemplo aceites grasos, ®Lauroglicol (Ga-
teefossé S.A., Saint Priest, Francia), ®Gelucire (Gattefossé
S.A., Saint Priest, Francia) o aceite de ajonjoli, aceite de
parafina, © polietilenglicoles liquidos, tales como PEG 300 6
400 (Fluka, Suiza), o polipropilenglicoles, a cada uno de los

cuales también se les pueden agregar estabilizantes o detergen-
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tes, 0 en agua que comprenda vehiculos solubles adicionales co-
mo se mencionaron anteriormente, tales como metilcelulosa o ma-
nitel.

Otras formas orales de administraciébn son, por ejemplo,
soluciones o jarabes preparados de la manera acostumbrada, que
comprendan al componente (a) y/o (b), por ejemplo en una forma
suspendida, y en una concentracién de aproximadamente el 0.001
por ciento al 20 por ciento, de preferencia de aproximadamente
el 0.001 por ciento a aproximadamente el 2 por ciento, © en una
concentracién similar que proporcione una sola dosis adecuada
cuando se administre, por ejemplo, en medidas de 0.5 a 10 mili-
litros. También son adecuados, por ejemplo, los concentrados
en polvo o liquidos para preparar licuados, por ejemplo en le-
che. Estos concentrados también se pueden empacar en cantidades
de una sola dosis.

Son posibles los Sistemas de Suministro Transdérmico, es-
pecialmente con ingredientes activos neutros. Las formulacio-
nes adecuadas comprenden, por ejemplo, de aproximadamente el
0.0001 por ciento a aproximadamente el 2 por ciento en peso del
componente (a) y/o (b). En un aspecto preferido, se proporcio-
nan formulaciones que comprenden de aproximadamente el 2 por
ciento al 99.9999 por ciento (o el resto hasta el 100 por cien-
to) de un alcohol alifdtico de cadena corta. Los alcoholes
adecuados incluyen etanol, isopropanol, propilenglicol, y gli-

cerol. En un aspecto mids preferido, estas formulaciones pueden
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comprender adicionalmente un mejorador de flujo. Los mejorado-
res de flujo adecuados incluyen, por ejemplo, sulféxido de de-
cilmetilo, sulféxido de dimetilo, asi como cetonas ciclicas,
lactonas, anhidridos, y ésteres. Algunos de estos mejoradores
de flujo también incrementan la retencitn del componente (a)
y/o (b), y por lo tanto, actlian para incrementar su concentra-
cién en la piel misma. Para las formulaciones para tratamiento
directo (local), tal como aplicacién tépica a la piel, se pre-
fiere utilizar un mejorador de flujo que no solamente maximice
el flujo transedérmico, eino que incremente la retencién del
componente {(a) y/o (b) en la piel. Se ha reportado gue ciertos
mejoradores de cetonas ciclica y lactona incrementan la reten-
cién local, asf como, y por lo tanto, comprenden una clase pre-
ferida de mejoradores para administracién tdpica del componente
(a) y/o {(b). En las formulaciones para tratamiento sistémico,
es preferible utilizar un mejorador de flujo que maximice el
flujo con una retencién local minima del ingrediente activo.

Las concentraciones farmac&uticas rectalmente administra-
bles adecuadas son, por ejemplo sBupositorios que consistan en
una combinacién del ingrediente activo con una base de suposi-
toric. Las bases de supositorio adecuadas son, por ejemplo,
triglicéridos naturales o sintéticos, hidrocarburos de parafi-
na, polietilenglicoles, o alcanoles superiores.

Para administracién parenteral, son adecuadas especialmen-

te las soluciones acuosas de un ingrediente .activo en una forma
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soluble en agua, por ejemplo en la forma de una sal soluble en
agua, en la presencia o en ausencia de sales, tales como cloru-
ro de podio, -y/o alcoholes de azicar, tales como manitol, o
suspensiones acuosas para inyeccién que comprendan sustancias
incrementadoras de la viscosidad, por ejemplo carboximetilcelu-
losa de sodio, sorbitol, y/o dextrano, y donde sea apropiado,
estabilizantes. El componente (a) y/o (b), donde sea apropiado
junto con excipientes, también puede estar en la forma de un
liofilizado, y se puede hacer en una solucién antes de su admi-
nistracién parenteral mediante la adicién de solventes adecua-
dos.

Las soluciones como se utilizan, por ejemplo, para admi-
nistracién parenteral, también se pueden utilizar como solucio-
nes para infusién.

Las formulaciones preferidas que comprenden cualquier com-
ponente (b}, son aquéllas que se acostumbran para el uso clini-
co respectivo de cualquiera o mds agentes que pertenezcan a ese
grupo de compuestos que se conocen en la técnica.

Las formulaciones preferidas para el componente (a) son
las mencionadas en los ejemplos.

La invencién también se refiere a un método para el trata-
miento de las condiciones patolégicas anteriormente menciona-
das. Para este propSsito, en las combinaciones como se descri-
ben anteriormente en la presente, cualquiera de los componentes

{a) y/o (b), o una sal farmacéuticamente aceptable de los mis-

&7
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mos, se puede administrar profildcticamente o terapéuticamente,
de preferencia en una cantidad que sea efectiva contra las en-
fermedades mencionadas, a un animal de sangre caliente, por
ejemplo el hombre, que requiera dicho tratamiento, de preferen-
cia en la forma de una composicién farmacéutica. La dosis de
cualquier componente (a) y/o (b) depende de la especie del ani-
mal de sangre caliente que sBe vaya a tratar, de su peso corpo-
ral, de su edad, y de su estado individual, de las circunstan-
cias farmacocinéticas individuales, de la enfermedad que se va-
ya a tratar, y de la via de administracién. De preferencia,
para un peso corporal de aproximadamente 70 kilogramos, se ad-
ministra una dosis diaria de 10 miligramos a 2,500 miligramos,
mis preferiblemente de aproximadamente 50 miligramos a aproxi-
madamente 2,000 miligramos, muy preferiblemente de aproximada-
mente 100 miligramos a aproximadamente 1,500 miligramos de
cualquiera de los componentes (a) y/o (b). Los nifios reciben
una dosgis correspondientemente mis baja, basdndose en su &rea
superficial de piel, (el &rea superficial de piel de un adulto
de 70 kilogramos como referencia es e 1.73 metros cuadrados).
La presente invencién se puede ilustrar mediante los si-
guientes ejemplos, que no pretenden limitar el alicance de la
presente invencién, sinoc que sirven meramente como modalidades

paradigméiticas:

20
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Ejemploa:

Introduccicn

El gen de fusién oncogénico BCR/ABL codifica para la proteina
hibrida becr/abl que ocasiona, debido a su actividad de cinasa
de tirosina mejorada y constitutiva, tres enfermedades diferen-
tes: Leucemia Mieloide Crénica (CML), parte de Leucemia Linfo-
bl&stica Aguda (ALL) y de Leucemia Mieloide Agquda (AML).

El bloque de la actividad de cinasa de bcr/abl representa una
estrategia innovadora y racional para el tratamiento de CML y
de los otros cidnceres ocasionados por esta protefna de fusién
oncogénica (Druker BJ, y colaboradores: Effects of a selective
inhibitor of the Abl tyrosine kinase on the growth of Bcr/Abl
positive cells. Nat, Med. 2: 561-6, 1996).

El STIS71 (anteriormente conocido como CGP57148 representa
un inhibidor activo y relativamente especi{fico de la actividad
de cinasa de bcr/abl. El STIS71 bloquea la proliferacién, e
induce la apoptosis en células BCR/ABL+ in vitro; inhibe el
crecimiento de las células de médula 6sea clonogénica obtenidas
de pacientes de CML, y puede erradicar el crecimiento de célu-
las leucémicas in vivo. La actividad de STI571 in wvivo esté
condicionada al logro de una inhibicién estable y continua de
bcr/abl, que requiere de miltiples administraciones diarias en
el modelo murino que se estudid (le Coutre y colaboradores, J.
Natl. Cancer Inst. 91, 163-168 (1999)).

Basdndose en esta y en informacibén adicional, el STI571 ‘se
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estd probando ahora en ensayos clinicos iniciales en CML y en
otras enfermedades asociadas con BCR/ABL. Esta disponible una
informacién muy limitada con respecto al posible surgimiento de
resistencia a STIS71. Se han seleccionado dos lineas celulares
para estudiar la resistencia a STI571 in vitro (le Coutre P. Yy
colaboradores, Blood 90:496a, 1997). El mecanismo de resisten-
cia se desconoce en un caso, mientras gque involucra la amplifi-
cacién de BCR/ABL y la sobreexpresién de proteina en el segun-
do. La relevancia biolégica de estas sublineas seleccionadas
in vitro, ein embargo, todavia se tiene que establecer, debido
a que las condiciones de peleccién in vitro son diferentes, y
normalmente mis estrictas que la situacién in vivo.

No hay informacién disponible sobre el desarrollo y carac-
terizacién de la resistencia in vivo a STI571. En nuestro mo-
delo de ratén anteriormente descrito (le Coutre P y colaborado-
res, J. Natl. Cancer Inst. 91, 163-168, 1999), se observd un
fracaso del tratamiento en algunos animales, cuando el trata-
miento se demor$ por una semana después de la inyeccién de cé-
lulas leucémicas, y ya estaba presente una masa de tumor mensu-
rable. Este modelo, por consiguiente, podria ser Gtil para es-
tudiar y caracterizar el posible surgimiento de resistencia a
STIS571 in vivo.

Aqui, se establece un modelo para la resistencia in vivo
a STI571. La caracterizacién molecular de este modelo, asi co-

me una estrategia para superar la presencia de resisténcia,

22
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también se identifica y se valida experimentalmente.

MATERIALES ¥ METODOR
BTI571 T bl Hgin-anaa

El STI571 (previamente conocido como CGP57148B) se obtiene
como se describe en las Patentes Nimeros EP 0,564,409 y WO
99/03854. Para los experimentos in vitro, se preparan solu-
cionea de suministro de este compuesto en 1 y en 10 mM con agua
destilada, se filtran y se almacenan a -20°C, y luego se des-
congelan antes de que se inicie el experimento, y se utilizan
en una concentracién de 0.1-10 uM. Las preparaciones utilizadas
para los experimentos animales, se hacen diariamente en una
concentracién de 16 miligramos/mililitro, y se disuelven en
agua o en una solucién de metilcelulosa al 5 por ciento (Metho-
cell, Fluka}) y se mantienen a 4°¢C.

Eritromicina Madulador sk }\\wp mema oA- 4.

Para los experimentos in vitro, se utiliza base de eritro-
micina (Sigma). Se prepara una nueva solucién de suministro
justo antes de cada experimento, en una concentracién de 20 mM,
y se utiliza en una concentracién de 1-100 pM. La eritromicina
se disuelve en etanol, y se diluye adicionalmente con agua des-
tilada. Para los experimentos in vivo, se utiliza estolato de
eritromicina (proporcionado por Giset-Brocades Italy SPA, Capua,
Italia) en una concentracién de 35 miligramos/mililitro, en una

soluciédn de metilcelulosa al 5 por ciento, y STI571 16 miligra-
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mos/mililitro.

Administxacidn in vivo de STIS71

Los ratones CD1 nu/nu hembras de 7 a 9 semanas de edad ad-
quiridos en Chales River Breedin Laboratorieas (Calco, Italia)
ge mantienen bajo condiciones de laboratorio convencionales de
acuerdo con los lineamientos de los Institutos Nacionales de
Céncer, Milan, Italia. Este estudio est& aprobado por el comi-
té de ética institucional para los animales de laboratorio uti-
lizados en la investigacién experimental. Se inyecta la linea
celular positiva para bcr/abl Ku8l2 (50 x 10° células por ani-
mal) subcutineamente en el flanco izquierdo del animal. Se ad-
ministra el tratamiento oral a través de una jeringa conectada
con un tubo de plastico suave introducido en el es6fago (déndo-
selo). El peso del tumor (TW) y el peso total se monitorean
cada 3 a 4 dias. El peso del tumor se calcula mediante la f&r-
mula TW [mg] = (d® x D), en donde d y D son los difmetros mis
corto y mids largo del tumor, reespectivamente, medidos en milf-
metros. El tratamiento se inicia de 1 a 15 dias después de la

inyeccién de células leucémicas.

Lineas Celulsras
Se utiliza la linea celular de leucemia humana KU812 posi-
tiva para Ber/Abl (ver Kishi K. A new leukemia cell line with

Philadelphia chromosome characterized as basophil precursors.

7%+



10

15

72

Leuk Res 92: 381-90, 1985). La linea KU8l2 se obtuvo de un pa-
ciente de CML en crisis, y se mantiene en RPMI 1640 (Bio Whi-
ttaker Europe), complementado con suero fetal de becerro al 10
por ciento (FCS) bajo condiciones de cultivo celular convencio-
nales.

La linea celular KU8l1l2 es accesible por medio de Deutsche
Sammlung fdr Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ), Maschero-
der Weg, Braunschweig, Alemania, que tiene el nimero de acceso
DSMZ No: ACC 378.

Otras linea celulares andlogas que se pueden utilizar en
las pruebas descritas mis adelante, son:

Linea Celular: BV-173 (Tipo de Célula: leucemia precursora
de células B humanas) DSMZ No: ACC 20;

Linea Celular: X-562 (Tipo de Cé&lula: leucemia mieloide
crénica humana en crisis} DSMZ No: ACC 10;

Linea Celular: LAMA-B4 (Tipo de Célula: leucemia mieloide
crénica humana en crisis) DSMZ No: ACC 168;

Linea Celular: EM-3 (Tipo de Célula: leucemia mieloide
crénica humana en crisis) DSMZ No: ACC 134;

Linea Celular: MEG-01 (Tipo de Célula: leucemia mieloide
crénica humana en crisis megacariocitica) DSMZ No: ACC 364; 6

Linea Celular: NALM-1 (Tipo de Cé&lula: leucemia mieloide

crdénica humana en crisis) DSMZ No: ACC 131.

7S
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Determinacién de la actividad de proliferacifm in vitro (ensayo
de recuparacifp de timidina tritiada [*HtdRl)

200 microlitros de cada linea celular (KU 812, LAMA 84),
conteniendo 104 células, se siembran en diferentes concentra-
ciones de 8TI571, desde 0 hasta 10 uM, en placas dé microtitu-
laciébn de 96 pozos (Corning Costar Corp., Cambridge, MA) en
seis réplicas. Después de 54 horas a 37°C, se agregan 20 mi-
crolitros de RPMI 1640 + FCS al 10 por ciento conteniendo timi-
dina tritiada (1 uCi/pozo) a cada pozo. Después de 18 horas
adicionales, se cosechan las células y se transfieren a un fil-
tro (Estera de Filtro Spot-on, Pharmacia Biotech Europe, Bru-
selas, Bélgica). La recuperacidn timidina tritiada se determi-
na mediante un contador de cintilacién de liquidos de placa be-
ta 1205 (Wallac Inc., Turku, Finlandia). La ICss (concentra-
cién inhibidora 50) se define como la concentracién del com-
puesto que produce una reduccidén de proliferacidén del 50 por

ciento en comparacién con los controles no tratados.

Anfdliois Wastern blot

Se realiza el inmunomanchado como se describi6é anterior-
mente (Gambacorti-Passerini C y colaboradores: Blood Cells, Mo-
lecules, and Diseases 23, 380-94, 1997). Las células se lavan
dos veces con suero regulado con fosfato (PBS) frfo, y subse-
cuentemente se lisan en 200 microlitros de regulador de Laemmli

1 x (Tris-HCl1l 50 mM, pH de 6.8, SDS al 2 por ciento, azul de
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bromofenol al 0.1 por ciento, glicerol al 10 por ciento, B-
mercaptoetanol al 5 por ciento). Los lisados celulares, co-
rrespondientes a 90,000 - 150,000 células, se hierven a 95°C
durante 10 minutos, se sonican durante 1 minuto, y se analizan
mediante electroforesis en gel SDS sobre geles de poliacrilami-
da al 7.5 por ciento. Se detectan bcr/abl end6geno, ber/abl
tirosinfosforilado, y la actina endfgena, con el anticuerpc mo-
noclonal de ratém correspondiente, o con antisuerc de conejo, y
luego se visualizan mediante deteccién de quimiluminescencia
mejorada (ECL, Amersham Corp.) utilizando inmunoglobulina G de
cabra anti-ratén o anti-conejo enlazada con peroxidasa de r&ba-
no como el anticuerpo secundario (Amersham Corp). El1 anticuer-
po monoclonal anti-abl (Clon Ab-3) se adgquiere en Calbiochem.
El anticuerpo monoclonal anti-fosfotirosina (clon 4G10) se ad-
quiere en Upstate Biotechnology. El anticuerpo policlonal de
conejo anti-actina se adquiere en Sigma. El andligis densito-
métrico se realiza con un Fosfodensitémetro Eagle Eye 11 (Stra-
tagene), y las intensidades de las bandas de bcr/abl fosforila-
do con tirosina Be normalizan contra los niveles de expresién

de bcr/abl y actina.

Determinacién de AGP
Los niveles en spuero de glicoproteina &dcido-a; (AGP) se
detectan mediante inmunodifusién, o bien mediante el método de

isoelectroenfoque. Para la inmunodifusién, se aplican 5.0 mi-
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crolitros de cada muestra en un pequeflo pozo de una placa de
agar (SRID, pruebq de placa de inmunodifusiébn radial sencilla,
Cardiotech Services JINIC Louisgville, 1KY, EUA), que contiene
antisuero de AGP. La placa se incuba durante 24 horas a 37°C.
La cantidad especifica de AGP dentro de la muestra se mide por
el tamafio del anillo de precipitina, y se determina mediante
una comparacién con los estdndares a 1,000, 250, y 125 micro-
gramos/mililitro, proporcionados con cada estuche de prueba.
Las determinaciones se realizan por duplicado. Para el isoe-
lectroenfoque, se vacia una IPG (gradiente de pH inmovilizado)
(Gianazza, E., Celentano, F, Ettori, C., Righetti, P.G., Immo-
bilized pH gradients: Theory and methodology. Electrophoresis
1989, 10, 806-808) en el rango de pH de 2.5 a 5, entre una so-
lucidén &cida que contiene Inmovilina pK 1, 3 mM, pK 3.6, 11.83
mM, pK 9.3, 0.76 mM, y Tris 12.9 mM, y una solucién basica que
contiene inmovilina pK 3.6, 9.28 mM, pK 4.6, 9.50 mM, y pK 9.3,
16.13 mM (Amersham Pharmacia, Uppsala, Suecia). Después de la
polimerizacién, el gel se lava tres veces en glicerol al 1 por
ciento, se seca y se hidrata en urea 8M - anfolitos portadores
al 0.5 por ciento, rango de pH de 2.5 a 5 (Pharmacia). Subse-
cuentemente, se cargan alicuotas de 7.5 microlitros de suero,
diluidas hasta 25 microlitros con 2-mercaptoetanol al 2 por
ciento, cerca del cdtodo. Después de una prueba durante la no-
che a 55 V/cm, las muestras se enfocan durante 90 minutos a 165

V/cm. el patrédn de proteina se tifie con Coomassie.
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Estimacidén de los parfmetros de enlace

Se incuban plasma o AGP humana purificada (Sigma) o albii-
mina {(diluida en PBS) con diferentes concentraciones de STIS71
a temperatura ambiente durante 30 minutos. Las concentraciones
de STI571 se determinan mediante HPLC, con un limite inferior
de deteccidn de 0.1 uM. El1 STIS71 libre se determina mediante
ultrafiltracién con un corte a 30 KD. Se construyen las gr&fi-
cas de Scatcﬁard Modificadas. Se calcula la Constante de Aso-
ciacién (Ka) como se describié anteriormente (Fuse E, Tanii H,

Kurata N y colaboradores, Cancer Res., 58, 3248-53, 19958).

Andlisis estadistico

El anilisis estadistico se realiza con la prueba exacta de
Fisher o T. Estudiante utilizando el programa de andlisis
Priem. Para los andlisis de sobrevivencia, los datos se coumpa-
ran mediante la prueba de Logrank. Los valores P «<0.05 se con-
sideran estadi{sticamente significativos, y se derivan a partir

de pruebas estadisticas dobles.

Elemplao 1:  La eficacia de STIS7]1 estd relaclopnada con la
carga de tumor inicial

Los ratones sin pelc se inyectan subcutdneamente con 50
millones de células KU812. El tratamiento se inicia después de

1, 8, y 15 diase, respectivamente {qrupos 1 a III), en la pre-

7
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sencia de aproximadamente S0 300 millones y 1,000 millones de
células leucémicas. Aunque se observa regresién del tumor en
todos lo grupos, solamente se obtienen curas en los primeros
dos grupos. La Figura 1A muestra los resultados de un experi-
mento representativo. Aunque todos los animales del grupo I se
curan de una manera reproducible, los ratones del grupo II de-
sarrollan reincidencias de entre el 33 por ciento y el 40 por
ciento; no se observa nunca una cura en el grupo III. Las re-
incidencias normalmente se desarrollan de 1 a 3 semanas después
de la descontinuacién del tratamiento. La Figura 1B presenta
los resultados combinados de tres experimentos diferentes. Es
evidente una clara relacién entre la cantidad de tumor presente
al principio del tratamiento, y el resultado de la terapia.
Una posible explicacién para estos resultados podria residir en
la duracién insuficiente de administracién de S8STI571 en los
grupos II y III. Para probar esta hipStesis, los ratones del
grupo II se tratan durante 11 6 18 dfas. El resultado de un
experimento representativo se muestra en la Figura 1C, e indica
que el incremento en la duracién del tratamiento no aminora la
velocidad de cura. Estos resultados indican que, en este mode-
lo, el tratamiento con STI571 puede curar a los animales sola-
mente 5i se erradica el tumor en los primeros 11 difas del tra-
tamiento. Si no sucede esto, no se puede alcanzar la cura, in-
clusive con una exposicién mds larga al compuesto. En otra pa-

labras: ha surgido algiln tipo-de resistencia.



5

10

15

8

Los animales que presentan tumores recurrentes se vuelven

a tratar con el mismo programa de STIS71 (régimen de 11 dias).
El tratamiento empieza tan pronto como los tumores llegan a ser
nuevamente mensurables. La Figura 2 muestra un experimento re-
presentativo. Es evidente que los tumores reincidentes respon-
den pobremente al nuevo tratamiento, y eventualmente empiezan a
crecer de una manera similar a los tumores de los animales no
tratados (lineas punteadas). Aunque las células leucémicas son
resistentes in vivo a STIS571, no se conoce su sensibilidad in-
trinseca al STI571. Para investigar esta cuestién, se separan
los tumores de los animales resistentes, se obtienen suspensio-
nes celulares, y se colocan las células en cultivo, y se prue-
ban para determinar la sgensibilidad in vitro a STIS571 dentro de
24-48 horas, como se describi6 anteriormente (le Coutre P, y
colaboradores, J. Natl, Cancer Inst. 91, 163-168, 1999). La Fi-
gura 3 presenta los resultados obtenidos de dos de estos tumo-
rea. Es evidente que las cé&lulas leuc&micas obtenidas de los
animales resistentes retienen su sensibilidad a STI571, debido
a que pu ICs no difiere de aquélla de la linea celular paren-
tal KUBl12. Estos resultados no conducen a evaluar si la acti-
vidad es cinasa de la proteina bcr/abl todavia es inhibida por

la administracién de STI571. Con este objetivo, se realizan
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experimentos farmacocinéticos moleculares (descritos en le Cou-
tre P, y colaboradores, J. Natl, Cancer Inst. 91, 163-168,
1999), para investigar el grado y la duracién de inhibicién de
ber/abl in vivo en los animales que no son previamente trata-
dos, o en ratones que reincidieron despu&s del tratamiento ini-
cial, y fueron resistentes a un segundo ciclo de administracién
de STI571. Los ratones que tienen tumor se tratan agudamente, y
se sacrifican a las 2 y a las 4 horas. Los niveles de activi-
dad de cinasa de Bcr/Abl (medida como autofosforilacién) obte-
nidos en un experimento representativo, se muestran en la Figu-
ra 4. Aunque los ratones no tratados previamente muestran la
inhibicidén anteriormente reportada en la fosforilacién de
ber/abl tanto a las 2 como a las 4 horas (pistas 4 y 6), los
animales reincidentes resistentes a STI571 no son inhibidos por
el tratamiento (pistas 3 y 5). Estos experimentos indican que
los ratones reincidentes son resistentes a un tratamiento adi-
cional, y que no se logr5 en esta situacién la inhibicién de la
actividad de cinasa de bcr/abl. Sin embargo, las células leu-

cémicas retienen su sensibilidad in vitro a STIS71.

Una posible explicacién de los resultados anteriormente

reportados, podria residir en un metabolismo incrementado de

STI571 en los animales previamente tratados, con niveles en
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plasma de STI571 mas bajos resultantes. Para investigar esta
cuestidn, los ratones que tienen tumor, ya Sea previamente tra-
tados con STI571 o no {controles), se sacrifican a las 0.5,
2.0, y 5.0 horas después de un tratamiento agudo con STIS571, y
se determinan las concentraciones totales en plasma de STIS571
mediante HPLC. Los resultados se presentan en la Figura 5.
Aunque los animales de control y previamente tratados alcanzan
niveles en plasma similares a los 30 minutos, los niveles de
STI571 disminuyen mAs rédpidamente en los animales de control,
compardndose con los ratones previamente tratados (p<0.01).
Las concentraciones intratumcrales muestran un patrdén opuesto:
los tumores presentes en los animales previamente tratados con-
tienen concentraciones mas bajas de STIS71 en todos los puntos
del tiempo, alcanzando este fenémeno un significado estadistico
en el punto del tiempo de 5 horas. Estos resultados no confir-
man nuestra hipétesis, e inclusive muestran que los animales
resistentes mantienen concentraciones mas altas de STI571 en su
sangre durante un tiempo mas largo. Estos datos, entre otras
alternativas, podrian en su lugar se compatibles con la presen-
cia, en la sangre de los ratones resistentes, de un "factor"
capaz de fijarse y reducir la tolerancia y la actividad biolé-

gica del STIS71.

Ejemplo 4: La glicoproteina &cida-a, (AGP) fija el SYTI571,

@ inhibe sus efectos.
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Dos proteinas de plasma que pueden fijar f&rmacos sén al-
bimina y AGP. La AGP de preferencia fija las molé&culas b&sicas
(Kremer y colaboradores, Drug binding to human a,-acidic glyco-
protein in health and disease, Pharmacological Reviews 40, 1-
47, 1988). Se utilizan células KUB1l2 in vitro para evaluar el
efecto de la AGP sobre la actividad biolégica del STIS571. De-
bide a que no estd disponible la AGP de murino en cantidades
suficientes para este tipo de experimentos (Fuse E y colabora-
dores, Cancer Res. S8, 3248-53, 1998), se utiliza AGP humana.
Loe resultados de un experimento representativo se presentan en
la Figura 6A. Es evidente que la AGP inhibe la actividad del
STI571 (medida con ICs,); este efecto es proporcional a la con-
centracién de AGP. La ICs;y Be incrementa desde los 0.05 uM
usuales en ausencia de AGP (Gambacorti-Passerini C, y colabora-
dores, Blood Cells, Molecules, and Diseases 23, 380-94, 1997},
hasta mis de 3.0 uM en una concentracién de AGP de 2 miligra-
mos/mililitro. En un experimento separado, se calcula la ICs,
en 2.0 miligramos/mililitro de AGP, a 4.5 gM (no se muestran
los datos). La albiimina no incrementa sustancialmente la ICsp
para STIS71, inclusive en 50 miligramos/mililitro (Figura 6B).
Por consiquiente, la AGP pero no la alblimina, puede incrementar
la ICs, para STI571 hasta valores 90 veces mis altos que en los
controles.

Debido a que se observa un efecto inhibidor de AGP, se

calcula la Constante de Asociacién (Ka) de STIS571 .para AGP y
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para albGmina. Con este objetivo, se incuba una cantidad fija
de AGP (5 uM) con diferentes concentraciones de STIS571, y se
evaliia la cantidad de fdrmaco no fijado (fraccién libre) me-
diante ultrafiltracién. Se obtienen las curvas de la gréafica
de Scatchard tanto para AGP como para albimina. En el caso de
la AGP, se encuentra un valor de 8.7 litros/mol, que es aproxi-
madamente 60 veces mids alta que la Ka calculada para albimina
(0.15). Estos resultados indican que, aunque tanto la albimina
como la AGP pueden fijar el STI571, la dltima fija el STI571
con una afinidad mucho més alta, y como resultado, inhibe la
actividad biolégica del STI571.

Para confirmar los rggultados anteriormente mencionados,
se estimulan células KUBLELin vitro con sueros que contienen
diferentes cantidades de AGP. La Figura 7 presenta un experi-
mento representativo en donde se agregan dos sueros gue contie-
nen 130 microgr;moa/mililitro de AGP (tridngulos), y 1,150 mi-
crogramos/mililitro de AGP (cuadros), respectivamente (en una
concentracién final del 15 por ciento), a cultivos de KuU812
(control: sueroc al 0 por ciento; xombos). Es evidente que la
inhibicién de la actividad de STIS71 estd asociada con el con-
tenido respectivo de AGP de cada muestra de suero. El cambio
en el porcentaje de suero presente en el cultivo, produce un
incremento o una reduccién proporcional en su actividad inhibi-
dora (no mostrado). Se concluye que la AGP puede fijar el

STIS71; y esta fijacién tiene importantes consecuencias biolé-
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gicas, y bloquea la capacidad del STIS71 para inhibir la acti-

vidad enzimitica de la cinasa de Bcr/Abl.

Ejemplo S:  Relacifno entre loas niveles en suero de AGP. la
carga tumoral y el tratamlento con STIS71

Los resultados previamente presentados indican que la
AGP, una proteina en plasma inducible, inhibe potentemente la
actividad de STI571 in vitro. Se determinan los niveles en
plasma de AGP en ratones sin pelo en diferentes etapas de la
enfermedad, mediante inmunodifusién, para evaluar si estos va-
lores se pueden asociar con la sensibilidad in viveo de las cé-
lulas leucémicas KU812 al tratamiento con STI571. La Figura 8A
presenta los valores de AGP en ratones en diferentes etapas de
la enfermedad. Los valores de AGP basales en ratones son muy
bajos (96 %+ 21 microgramos/mililitre). Las concentraciones de
AGP se elevan proporcionalmente con la carga de tumor presente.
Los ratones con una carga de tumor de aproximadamente 200 mili-
gramos (correspondientes a aproximadamente 200 millones de cé-
lulas leucémicas) muestran un incremento del cuidruple en los
valores de AGP (383 : 131 microgramos/mililitro), mientras que
lo ratones con 0.8 - 1 gramo de tumores, muestran valores de
AGP mayores de 1 miligramo/mililitro (1,580 i+ 234 microgramos/-
mililitro). Los animales con tumores mensurables que se curan
mostraron una reduccidén progresiva en las concentraciones de

AGP, Yy regresarcn a los niveles normales en 4 - B semanas. Los
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experimentos con AGP purificada indican que las variaciones en
las concentraciones de AGP observadas entre los ratones norma-
les y los animales que tienen tumores grandes, ocasionan un
cambio en la fraccién de STI571 fijada por AGP desde el 42 por
ciento hasta mas del 99 por ciento (no mostrado). Es intere-
sante que el tratamiento con STI571 (160 miligramos/kilo-gramo
oralmente durante 11 dfas) también produce un incremento més
bajo pero estadisticamente significativo de los valoree de AGP
(213 + 43 microgramos/mililitro). Los mayores niveles de AGP
en los ratones que tienen tumor también son evidenciados me-
diante isoelectroenfoque (Figura 8B). Estos resultados tomados
juntos, muestran que la carga de tumor (y hasta un menor grado
el tratamiento previo con STI571) induce la sintesis de AGP,
una proteina en plasma que, a su vez, puede fijar e inactivar

el STIS71.

Ejemplo 6:  La eritromicina. enlazadora de AGP. pusda libe-
xar al bloguao mediadn por AGP da la actividad del STIS71 Jn
vitro,

(a) Se sabe que varios fArmacos se enlazan con AGP, in-
cluyendo eritromicina (Kremer y colaboradores, Pharmacological
reviews 40, 1-47, 1988). Si el mecanismo mediante el cual la
AGP blogque el STIS571 es mediado por el enlace de la AGP al
STIS71, entonces una tercera molécula capaz de enlazarse con

AGP podria competir con el STI571 por el enlace de AGP, hacien-
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do de esta manera que el STI571 esté mids disponible para la ac-
tividad biolégica. Para validar esta hipftesis, se agrega eri-
tromicina en 5 a 30 gM a cultivos de KUBl2 conteniendo STIS71
(1 uM), AGP 1 miligramo/mililitro), o tanto STIS71 L{1 uM) como
AGP (1 miligramo/mililitro). Los resultados de un experimento
representativo se presentan en la Figura 9 (STI solo: cuadros;
AGP sola: tridngulos; STI y AGP: rombos). La eritromicina res-
tablece la sensibilidad al STI571 con una clara relacién de
respuesta.a la dosis. La eritromicina no modifica la ICsy para
STI571 en ausencia de AGP, excluyendo de esta manera un efecto
directo sobre el efecto anti-leucémico del STI571 (no mostra-
do}.

(b) También se evalGan los efectos de la eritromicina so-
bre el blogque mediado por STI571 de la actividad de cinasa de
becr/abl (Figura 10). Las células KUB12 se tratan in vitro con
STI571, AGP, y eritromicina, se incuban a 37°C durante 1 hora y
se lisa; luego se evalGa la cantidad de actividad de cinasa
utilizando un anticuerpo anti-fosfotirosina. La Figura 10
muestra que la AGP inhibe la actividad del STI571. La activi-
dad del STIS571 se puede restablecer mediante la adicién de eri-
tromicina.

Los experimentos {a) y (b) proporcionan evidencia en dos
ensayos diferentes, de que la eritromicina puede restablecer la

sensibilidad del STIS71 in vitro.
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Elemplo 7:  Efectos in vivo de la administracidp de eritro-
micina y del tratamiento previo con STIS71

(a) Habiendo demostrado el efecto inhibidor de la AGP y
su reversidn mediante eritromicina in vitro, validamos experi-
mentalmente la modulacién in vivo de los valores de AGP, o de
su capacidad de enlace. Los ratones se inyectan con células
KUB12, y se inicia el tratamiento 11 dias después en la presen-
cia de una carga de tumor aproximada de 400 miligramos. En es-
ta situacién, se esperan pocas ©0 ninguna cura a partir de un
tratamiento estéindar con S8TIS71. Los ratones se tratan con
STIS71 (160 miligramos/kilogramo oralmente cada 8 horas) solo o
en combinacién con estolato de eritromicina (350 miligramos/-
kilogramo cada 8 horas) -durante 18 dias. La formulacién de
etolato de eritromicina se selecciona, debido a que previamente
se demostrd su buena disponibilidad oral en ratones, esperdndo-
se que la dosis seleccionada produzca concentraciones pico mds
altas que 20 uM. Como se ejemplifica en la Figura 11A, el tra-
tamiento combinado produce una reduccién de tumor significati-
vamente mds alta en el dia 6, y a partir del dia 16 en adelan-
te. Es importante observa que, aunque la regresién del tumor
es progresiva en los ratones que reciben el tratamiento combi-
nado, algunos tumores empiezan a volver a crecer durante los
dltimos dias del tratamiento en el grupo tratado solamente con
STI571. El efecto de agregar eritromicina al STIS71 es todavia

mis evidente cuando se comparan las velocidades de curacidn en
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los dos grupos (Figura 11B). En la serie que recibe soclamente
STI571, 5/15 animales muestran desaparicién del tumor. Sin em-
bargo, 4 animales reincidieron entre los dias 25 y 40, curéindo-
se solamente 1/13 animales en el dfa 120 (Gltimo dfa del segui-
miento). En el grupo que recibidé la terapia combinada de eri-
tromicina/STI571, 14/15 ratones llegaron a quedar sin tumor, y
solamente un animal reincidid, en el dia 30. Por consiguiente,
10/12 animales se curan con el tratamiento combinado; este va-
lor es significativamente diferente (p<0.01) del obtenido
(1/13) en el grupo con solamente STI571. Los grupos de control
que reciben eritromicina solamente, no muestran evidencia algu-
na de regresién del tumor (no mostrado).

(b} También se evaldan los efgctos biolégicos del trata-
miento previo con STI571. Los ratones se tratan previamente o
no con STI571 durante 14 dias, se inyectan con células KU812, y
luego se tratan con STIS71 (160 miligramos/-kilogramo cada 8
horas durante 11 dfas), empezando 24 horas después de la inyec-
cién de células leucémicas. Bajo estas circunstancias, se espe-
ra que el 100 por ciento de los animales se curen con el
STIS71. Los resultados se presentan en la Figura 12. En el
grupo de control (ratones no tratados previamente) 0/14 anima-
les desarrollaron crecimiento del tumor. En el grupo de los
ratones previamente tratados, el crecimiento del tumor se pre-
senta en 7/14 animales (p<0.05), indicando que el incremento de

AGP asociado con el tratamiento previo con STI571 también puede

g0
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producir un efecto bioldégico significativo. Estos resultados,
tomados juntos, apoyan la evidencia experimental para los efec-
tos negativos de la AGP sobre la actividad terapéutica del
STI571; también sugieren y proporcionan una validacién experi-
mental parcial de una estrategia que tiene como objetivo deri-
var in vivo la resistencia mediada por AGP, utilizando molécu-

las capaces de enlazarse con AGP en competencia con el STIS571.

nillamino] -fenillbenzamida. forma del cristal-f. '[Ma-[inib_
Normalmente se preparan tabletas que contienen 100 mili-
gramos de la sustancia activa mencionada en el titulo, en la

siguiente composicién:

Composeicidn

Ingrediente activo 100 mg
Lactosa cristalina . 240 mg
Avicel 80 mg
PVPPXL 20 mg
Rerosil 2 mg
Estearato de magnesio 5 mg

qq
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Preparacién: La sustancia activa se mezcla con los materiales
de vehiculo, y se comprimen en una mdquina formadora de table-
tas (Korsch EKO, didmetro de perforacién de 10 milimetros).
Avicel es celulosa microcristalina (FMC, Filadelfia, EUA).
PVPPXL es polivinilpirrolidona, reticulada (BASF, Alema-
nia) .

Aeropil es di6xido de silicio (Degussa, Alemania).

Se preparan normalmente cipsulas que contienen 100 mili-
gramos del compuesto mencionado en el tfitulo como sustancia ac-

tiva, en la siguiente composicién:

Compoaicidn

Ingrediente activo 100 mg
Avicel 200 mg
PVPPXL 15 mg
Aerosil 2 mg
Estearato de magnesio 1.5 mg

Las cdpsulas se preparan mezclando los componentes, y lle-

92
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nando la mezcla en cdpsulas de gelatina dura, tamafio 1. PVPPXL

= Crospovidona XL (ver el Ejemplc 10).

Crospovidona XL: Povidona reticulada = homopolimero reti-
culado insoluble en agua de N-vinil-2-pirrolidona.

Aerosil 200: gel de silice puro (&rea superficial de
acuerdo con BET 200 + 25 mi/g. tamafio de grano promedio, 12
nanémetros) .

Avicel: celulosa microcristalina.

La composicién del relleno de la cipeula para las cépsulas
de 100, 50, y 25 miligramos es idéntica. Las diferentes con-
centraciones de dosificacifn se obtienen variando solamente el
peso del relleno de la cdpsula. Los tamafios de capsula preten-
didos son 100 miligramos tamafio 1, 50 miligramos tamafio 3, y 25

miligramos tamafio 4.

T3
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Iabla 1: Composicidén para cdpsulas (Cantidades utilizadas por

cada lote en [kgl)
Excipientes

Bal de metansul-
fonato de 4-(4-
metilpiperazin-1-
ilmetil)-N-{4-me-
til-3-(4-piridin-
3-il)pirimidin-2-
ilamino) fenil] -
benzamida en la
forma del cristal-
p

Avicel PH 102
Crospovidona XL
Aerosil 200
Estearato de mag-
nesio

Total

Tamafio de cdpsula

91

Porcentaje 100 mg.
51.96 119.50
40.00 92.00

6.52 15.00
0.87 2.00
0.65 1.50

100.00 230,

00

59.75

46.00

1.00

'115.00

25 mg.

29.875
23.000
3.750

0.500

0.375

57.50

¢



Iabla 2:

Ingraediente

Porcentaje

100 mg

50 mg

CANTIDAD POR

LOTE (%)

CANTIDAD POR

LOTE (Kg)

CANTIDAD POR

LOTE (Xg)

sal de mentan-
sulfonato de 4-
(4-metilpipera-
zin-1-ilmetil) -N-
[4-metil-3-(4-pi-
ridin-3-il)piri-
midin-2-ilamino) -
fenil] -benzamida
en la forma del

cris-tal-p

51.96

18.224

9.112

Celulosa MK GR

40.00

14.030

7.015

Crospovidona XL

2.288

1.144

Aerosil 200

0.305

0.153

Estearato de Mag-

nesio

0.228

0.114

Total

100.00

35.075

17.538

Tamafio de cédpsula

1

3

Cantidad de céap-

sulas

152'500

152'500
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Aqui se puede utilizar cualquier formulacién convencional

conocida para la eritromicina

Un ejemplo para una formulacién con estolato de eritromi-

cina se da en la Tabla 3.

Tabla 3: (Cantidades Utilizadas por cada lote en [Kgl)

Excipiente Porcentaje
Estolato de eritro-

micina 51.96
Avicel PH 102 40.00
Crospovidona XL 6.52
Aerosil 200 0.87
Estearato de Magne-

Bio 0.65
Total 100.00

100 mg.

119.50
92.00
15.00

2.00

1.50

230.00

59.75

46.00

25 mg.

29.875
23.000
3.750

0.500

0.375

57.50
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Tabla 4: (Cantidades utilizadas por cada lote en [kg])

Excipientes Porcentaje 100 mg. 50 mg. 25 mg.
sal de metansul-

fonato de 4-(4-

metilpiperazin-1-

ilmetil) -N- [4-me-

til-3-{4-piridin-

3-il}pirimidin-2-

ilamino) fenil] -

benzamida en la

forma del cristal-

B 25.98 59.75 29.875 14.9375

Estolateo de eritro-

micina 25.98 59.75 29.875 14,9375
Avicel PH 102 40.00 92.00 46.00 23.000
Crospovidona XL 6.52 15.00 7.50 3.750
Aerosil 200 0.87 2.00 1.00 0.500

Estearato de mag-
nesio 0.65 1.50 0.75 0.375

Total 100.00 230.00 115.00 57.50



10

5

95

1. Una preparacién en combinacién que comprende: (a)
cuando menos un inhibidor de cinasa de tirosina de abl, de
PDGF-R, y/o receptora de Kit, y (b) cuando menos un compuesto
orgdnico capaz de enlazarse con glicoproteina &cido-a; (AGP); o©
sales farmacéuticamente aceptables de cualquier componente {a),
(b), o {a) y (b}, 8i estd presente cuandé menos un grupo forma-
dor de sal, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

2. Una preparacidén en combinacién de acuerdo con la rei-
vindicacién 1, en donde el inhibidor de cinasa de tirosina de
abl, receptora de PDGF, y/o receptora de Kit, (a) se selecciona

a partir del grupo que consiste en:

(i) un compuesto de 7H-pirrolo[2,3-dlpirimidina de 1la

Lo o t——

f&rmula VI:
(R)y
NP NN
OB A\ | (Vi
N NH
L —
R; R,
en donde:
qes 0 6 1,

nesde 1l a3 cuando g es 0, o n es de 0 a 3 cuando q es

1,
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R es halbégeno, alquilo inferior, hidroxilo, alcanoiloxilo
inferior, alcoxilo inferior, carboxilo, alcoxicarbonilo infe-
rior, carbamoilo, N-alquilcarbamoilo inferior, N,N-
dialquilcarbamoflo inferior, ciano, amino, alcanoilamino infe-
rior, alquilamino inferior, N,N-dialquilamino inferior, o tri-
fluorometilo, siendo posible, cuando estén presentes varios ra-
dicales R en la molécula, que estos radicales sean idénticos o
diferentes;

a) R; ¥ R2 son cada uno independientemente del otro:

a) fenilo sustituido por carbamoilmetoxilo, carboximeto-
xilo, benzoiloxicarbonilmetoxilo, alcoxicarbonilmetoxilo infe-
rior, fenilo, amino, alcancoilamino inferior, alquilamino infe-
rior, N,N-dialquilamino inferior, hidroxilo, alcanoiloxilo in-
ferior, carboxile, alcoxicarbonile inferior, carbamoilo, N-
alquilcarbamoilo inferior, N,N-dialquilcarbamoilo inferior,
ciano, o por nitro;

B) hidrégeno;

Y) piridilo ingustituido o sustituido por halégeno o por
alquilo inferior;

8) N-bencilpiridinio-2-ilo; naftilo; ciano; carboxilo;
alcoxiéarbonilo inferior; carbamoflo; N-alquilcarbamoilo infe-
rior; N,N-dialquilcarbamoilo inferior; N-bencilcarbamoilo; for-
milo; alcanoflo inferior; alquenilo inferior; alqueniloxilo in-
ferior; o

€) alquilo inferior sustituido por:



15

20

97

ea) halégeno, amino, alquilamino inferior, piperazino,
dialquilamino inferior,

ef) fenilamino que estd insustituido o sustituido en la
fraccién de fenilo por halégeno, alquilo inferior, hidroxilo,
alcanoiloxilo inferior, alcoxilo inferior, carboxilo, alcoxi-
carbonilo inferior, carbamoilo, N-alquilcarbamoilo inferior,
N,N-dialquilcarbamoflo inferior, ciano, amino, alcanoilamino
inferior, alquilamino inferior, N,N-dialquilamino inferior, o
por trifluorometilo,
ey) hidroxilo, alcoxilo inferior, ciano, carboxilo, alcoxicar-
bonilo inferior, carbamoilo, N-alquilcarbamoilo inferior, N,N-
dialquilcarbamoflo inferior, mercapto, o

ed) por un radical de la f&é6rmula R;-S{0O)y- en donde R; es
alquilo inferior, ymes 0, 1 6 2, ©

b} cuando g es 1, uno de los radicales R; Yy R; es alquilo
inferior insustituido o fenilo insustituido, y el otro de los
radicales R; y R; tiene uno de los significados dados anterior-
mente en el pArrafo a), con la excepcién de hidrégeno, o

c) R; y R: son juntos 1,4-alcadienileno de 4 a 10 &tomoa
de carbono sustituido por amino, alcanoilamino inferior, alqui-
lamino inferior, N,N-dialquilaminc inferior, nitro, haldgeno,
hidroxilo, alcanoiloxilo inferior, cgfboxilo, alcoxicarbonilo
inferior, carbamoilo, N-alquilcarbamoilo inferior, N,N-

dialquilcarbamoilo inferior, o por ciano, © son aza-1,4-

100
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alcadienileno que tiene hasta 9 itomos de carbono, o

d) cuando q es 1, R; y R; son cada uno independientemente
del otro, alquilo inferior insustituido o fenilo insustituido,
o tienen uno de los significados dados anteriormente en el pa-
rrafo a}, y
R¢ es hidrégenc, alquilo inferior, alcoxicarbonile inferior,
carbamoilo, N-alquilcarbamoilo inferior, o N,N-
dialquilcarbamoilo inferior,

o una sal del mismo;

Y

(ii) un derivado de N-fenil-2-pirimidinamina de la férmula

R R' H5
'/ N .
\ H4
R; N.H
=N

Ry

en donde:

Ry es pirazinilo, 1-metil-1H-pirrolilo, feniloc sustituido
por amino o por aminoalquilo inferior, en donde el grupo amino
en cada caso estid libre, alquilado, o acilado, 1H-indolilo &
1H-imidazolilo enlazado en un Stomo de carbono del anillo de 5
miembros, o piridilo insustituido o sustituido por alquilo in-

ferior enlazado en un &4tomo de carbono del anillo, e insusti-

oXi
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tuido o sustituido en el &tomo de nitrbgeno por oxigeno,

R; Y R; son cada uno independientemente del otro, hidrbgeno
o alquilo inferior,

uno o dos de los radicales R,, Rs, Rg, Ry, Y Ry son cada uno
nitro, alcoxilo inferior sustituido por fldor, o un radical de
la £6rmula II:

-N(Rg) -C(=X) - (Y} a-Ryo {(11),

en donde:

Ry e8 hidrégeno o alquilo inferior,

X es oxo, tio, imino, N-alquilimino inferior, hidroximino,
u O-alquilhidroximine inferior,

Y es oxigeno o el grupo NH,

nes 061, y

Ryp e8 un radical alifitico que tiene cuando menos 5 &tomos
de carbono, o un radical aromitico, aromdtico-alifético, ci-
cloalifitico, cicloalifitico-alifético, heterociclico, o hete-
rociclico-alifético, y los radicales restantes Ry, Rs, R¢, Ry, ¥
Rg son cada uno independientemente de los otros, hidrégeno, al-
quilo inferior que estf§ insustituido o sustituido por amino li-
bre o alquilado, piperazinilo, piperidinilo, pirrolidinilo, o
por morfolinilo, o alcanoilo inferior, trifluorometilo, hidro-
xilo libre, eterificado o esterificado, amino libre, alquilado
o acilado, o carboxilo libre o esterificado, o

una sal de estos compuestos gue tengan cuando menos un
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grupo formador de sal;

Y el compuesto org&nico capaz de enlazarse con la glico-
proteina &cido-a;, (AG#) (b) Be selecciona a partir del grupo
que consiste en:

Nicergolina, Prazosina, Alfentanil, Cetamina, Etidocaina,
Fentanil, Meperidina, Metadona, Fenilbutazona, BupiQacaina,
Etidocaina, Fenciclidina, Lidocaina, Fenciclidina, Aprindina,
Digopiramida, Quinidina, Verapamil, Eritromicina, Acenocumarol,
Dipiridamol, PCR2362, Ticlopidina, Warfarina, Fenitoina, Car-
bamazepina, Naproxenc, Alprenolol, Metoprolol, Oxprenolol, Pin-
dolol, Propranoclol, Timolol, Progesterona, Cortexona, Cortisol,
Testoaterona, Estradiol, Prednisolona, Metocurina, d-
Tubocurarina, Amitriptilina, Clorpromazina, Ciclazindol, Desme-
tilimipramina, Diazepam, Doxepina, Flurazepam, Flufenazina, Ha-
loperidol, Imipramina, Loxapina, Mianserina, Nortriptilina,
Norzimelidina, Perazina, Perfenazina, Fenobarbital, Derivados
de Fenotiazina, Promazina, Acepromazina, Protipendilo, Tiorida-
zina, Tiotixeno, Triazolam, Trifluoperazina, Zimelidina, wvita-
mina B,; &cido f&lico, DAPN, 1,8-Anilino-naftalensulfonato;
Aminopirina, Amoxapina, Bupropién, Maprolitina, Nomifensina,
Trazodona, Ritodrina, Doxazosina, Trimazosina, Binedalina,
Amsacrina, Apazona, SKF 525A, Ciclazindol, PCR 2362, Indometa-
cina, Probenecida, Acido Retinoico, Sulfinpirazona, Tolmetina,
Benoxaprofeno, Heparina, Sufentanil, Llofentanil, Metocloprami-

da, Nicardipina, Pirmenol, mifepristona, RU 42 633, Aprindil,
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Auramina O, Bepridil, Desipramina, Desmetilclomipraina, Moxa-
prindina, Quinina, Lorcainida, Protipendilo, Protriptilina,
Trihexifenidilo, Biperideno, Matacualona, Difenhidramina, Glu-
tetimida, Clordiazepéxido, L-triptéfano, Mepivacaina, Levometa-
dona, Opipramol, Trifluopromazina, Trimipramina, Fosfato de/)'
tris-butoxietilo, estaurosporina, N-benzoil-estaurosporina, y
7-hidroxi-estaurosporina;

asi como un metabolito de cualquiera de estos compuestos;

en donde cualquier componente (a) y (b) también puede es-
tar presente en la forma de una sal farmacéuticamente acepta-
ble, si estd presente cuando menos un grupo formador de sal.

3. Una preparacién en combinacién de acuerdo con la rei-
vindicacién 1; en donde se combinan (a) cuando menos un inhibi-
dor de cinasa de tirosina de abl, receptora de PDGF, y/o recep-
tora de Kit, seleccionado a partir del grupo que consiste en 1-
(4-cloroanilino) -4- (4-piridilmetil)-ftalazina, (R}-6-(4-hidro-
xifeil)-4-[(1-fenil-etil)-amino] -7H-pirrolo(2,3-dlpirimidina, y
4-(4-metilpiperazin-1-ilmetil) -N- [4-metil-3-(4-piridin-3-il)pi-
rimidin-2-ilamino) fenil] -benzamida; o una sal farmacéuticamente
aceptable de cualquiera o mids de estos compuestos; y

(b} cuando menos un compuesto capaz de enlazarse con la
glicoproteina 4cida-a,, seleccionado a partir del grupo que
consiste en un antibiético, eptauroaporina, N-benzoil-
estaurosporina, y 7-hidroxi-estaurosporina, o una sal farmacéu-

ticamente aceptable de las mismas.
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4. Una preparacién en combinacién de acuerdo con la rei-
vindicacién 1, en donde (a) el inhibidor de cinasa de tirosina
de abl, receptora de PDGF, y/o receptora de Kit es 4-{4-
metilpiperazin-1-ilmetil) -N- [4-metil-3-({4-piridin-3-il)pirimi-
din-2-ilamino)fenillbenzamida, o una sal farmacéuticamente
aceptable de la misma, y (b) el compuesto capas de enlazarse
con la glicoproteina &cido-a; es eritromicina, o una sal farma-
céuticamente aceptable de la misma.

5. Un producto gque comprende:

(a) cuando menos un inhibidor de cinasa de tirosina de
abl, de PDGF-R, y/o receptora de Xit, y

{(b) cuando menos un compueeto orgdnico capaz de enlazarae
con glicoproteina &cida-a,,

en donde cualquier componente (a) y/o (b) también puede
estar presente en la forma de una sal farmacéuticamente acepta-
ble, si esté presente cuando menos un grupo formador de sal,

en la presencia o en ausencia de uno o mias materiales de
vehiculo farmacéuticamente aceptables, como una preparacién en
combinacién para su uso simultdneo o cronolégicamente escalona-
do dentro de un perfodo de tiempo que sea suficientemente pe-
quefio para que los compuestos de tanto el componente (a) como
del componente (b), mejoren la actividad antiproliferativa del
compuesto (a) contra las cé&lulas proliferantes, especialmente
en un paciente, para el tratamiento de una enfermedad prolife-

rativa que responda a este compuesto.

1OS
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6. El producto de acuerdo con la reivindicacién 5, en
donde el inhibidor de cinasa de tirosina de abl, treceptora de
PDGF, y/o receptora de Kit, se selecciona a partir del grupo
que consiste en:

(i) un compuesto de 7H-pirrolo[2,3-d]lpirimidina de 1la

férmula VI:
(R),
i v
(C H!)q W
KN NH
]‘.' —
R; R,
en donde:
gqes 0 61,

nes de 1l a 3 cuando ges 0, o nes de 0 a 3 cuando q es
1,

R es halégeno, alquilo inferior, hidroxilo, alcanoiloxilo
inferior, alcoxilo inferior, carboxilo, alcoxicarbonilo infe-
rior, carbamoilo, N-alguilcarbamofle inferior, N,N-
dialquilcarbamoilo inferior, ciano, amino, alcanoilamino infe-
rior, alquilamino inferior, N,N-dialquilamino inferior, o tri-
fluorometilo, siendo posible, cuando estén presentes varios ra-
dicales R en la molécula, que estos radicales sean idénticos o
diferentes;

a) R, Y R; son cada uno independientemente del otro:

jo6
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o) fenilo sustituido por carbamocilmetoxilo, carboximeto-
xilo, benzoiloxicarbonilmetoxilo, alcoxicarbonilmetoxilo infe-
rior, fenilo, amino, alcancilamino inferior, alquilamino infe-
rior, N,N-dialquilamino inferior, hidroxilo, alcanoiloxilo in-
ferior, carboxilo, alcoxicarbonilo inferior, carbamoilo, N-
alquilcarbamoilo inferior, N,N-dialquilcarbamcilo inferior,
ciano, o por nitro;

1] hidrégeno;

Y) piridilo insuetituido o sustituido por halbégenc o por
alquilo inferior;

8) N-bencilpiridinio-2-ilo; mnaftilo; ciano; carboxilo;
alcoxicarbonilo inferior; carbamoilo; N-alquilcarbamoilo infe-
rior; N,N-dialquilqarbamoilo inferior; N-bencilcarbamoflo; for-
milo; alcanoilo inferior; alquenile inferior; alqueniloxilo in-
ferior; o

€) alquilo inferior sustituido por:

ea) halégeno, amino, alquilamino inferior, piperazino,
dialquilamino inferior,

ef) fenilamino que est& insustituido o sustituido en 1la
fraccién de fenilo por haldgeno, alquilo inferior, hidroxilo,
alcanoiloxilo inferior, alcoxilo inferior, carboxilo, alcoxi-
carbonilo inferior, -carbamoflo, N-alquilcarbamoilo inferior,
N,N-dialquilcarbamoilo inferior, ciéno, amino, alcanoilamino

inferior, alquilamino inferior, N,N-dialquilamine inferior, o

/07
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por trifluorometilo,
€Y) hidroxilo, alcoxilo inferior, ciano, carboxilo, alcoxicar-
bonilo inferior, carbamcilo, N-alquilcarbamoilc inferior, N,N-
dialquilcarbamoilo inferior, mercapto, o

ed) por un radical de la férmula R;-S(O)a- en donde R; es

alquilo inferior, ymes 0, 1 & 2, o

b) cuando g es 1, uno de los radicales R, Y R; es alquilo .

inferior insustituido o fenilo insustituido, y el otro de los
radicales R; y Rz tiene uno de los significacios dados anterior-
mente en el pArrafo a), con la excepcién de hidrSgeno, o

c) R; y Rz eon juntos 1,4-alcadienileno de 4 a 10 &tomos
de carbono sustituido por amino, alcanoilamino inferior, alqui-
lamino inferior, N,N-dialquilamino inferior, nitro, halégeno,
hidroxilo, alcanoiloxilo inferior, carboxilo, alcoxicarbonilo
inferior, carbamoilo, N-alquilcarbamoilo inferior, N,N-
dialquilcarbamoile inferior, o por ciano, © son aza-1,4-
alcadienileno que tiene hasta 9 dtomos de carbono, o

d) cuando @ es 1, R; Y R; son cada uno independientemente
del otro, alquilo inferior insustituido o fenilo insustituido,
o tienen uno de los significados dados anteriormente en el p&-
rrafo a), y
R¢ es hidrbgeno, alquilo inferior, alcoxicarbonilo inferior,
carbamoilo, N-alquilcarbamoilo inferior, o N,N-
dialquilcarbamoilo inferior,

o una sal del misesmo;

10%
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(ii) un derivado de N-fenil-2-pirimidinamina de la férmula

R, Ry

R; Ry

R|
N
/4 \> A
R; N, 4
=N H

Ry

{,

en donde:

R, es pirazinilo, 1-metil-1H-pirrolilo, fenilo sustituido
por amino o por amincalquilo inferior, en donde el grupo amino
en cada caso estd libre, alquilado, o acilado, 1H-indolilo &
1H-imidazolilo enlazado en un &tomo de carbono del anillo de 5
miembros, o piridilo insustituido o sustituido por alquilo in-
ferior enlazado en un &tomo de carbono del anillo, e insusti-
tuido o sustituido en el &tomo de nitrfgeno por oxigeno,

R:; ¥ Ry son cada uno independientemente del otro, hidrégeno
o alquilo inferior,

uno o dos de los radicales R, Rs, R, R:, Y Ry son cada uno
nitro, alcoxilo inferior sustituido por fldor, o un radical de
la férmula II:

'N(REJ 'C(=x)'(Y)u'R10 (II) ’

en donde:
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Ry es hidrégeno o alquilo inferior,

X es oxo, tio, imino, N-alquilimino inferior, hidroximino,
u O-alquilhidroximino inferior,

Y es oxigeno o el grupoc NH,

nes 061, y

Rip €8 un radical alifatico que tiene cuando menos 5 aAtomos
de carbono, o un radical arom&tico, aromidtico-alifdtico, ci-
cloalifdtico, cicloalif&tico-alifdtico, heterociclico, o hete-
rociclico-alifatico, y los radicales restantes R,, Rs, Rg, Ry, ¥
Ry Bon cada uno independientemente de los otros, hidrégeno, al-
quilo inferior que estd insustituido o sustituido por amino 1li-
bre o alguilado, piperazinilo, piperidinilo, pirrolidinile, o
por morfolinilo, o alcanoilo inferior, trifluorometilo, hidro-
xilo libre, eterificado o esterificado, amino libre, alquilado
o acilado, o carboxilo libre o esterificado, o

una sal de estos compuestos que tengan cuando menos un
grupo formador de sal;

Y el compuesto orgdnico capaz de enlazarse con la glico-
proteina &cido-a; (AGP) (b) se selecciona a partir del grupo
gue consiste en:

Nicergolina, Prazosina, Alfentanil, Cetamina, Etidocaina,
Fentanil, Meperidina, Metadona, Fenilbutazona, Bupivacaina,
Etidocaina, PFenciclidina, Lidocalina, Fenciclidina, Aprindina,
Disopiramida, Quinidina, Verapamil, Eritromicina, Acenocumarol,

Dipiridamol, PCR2362, Ticlopidina, Warfarina, PFenitoina, Car-

{10
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bamazepina, Naproxeno, Alprenolol, Metoprolol, Oxprenolol, Pin-
dolol, Prcpranolol, Timolol, Progesterona, Cortexona, Cortisocl,
Testosterona, Estradiol, Prednisolona, Metocurina, d-
Tubocurarina, Amitriptilina, Clorpromazina, Ciclazindol, Desme-
tilimipramina, Diazepam, Doxepina, Flurazepam, Flufenazina, Ha-
loperidol, Imipramina, Loxapina, Mianserina, Nortriptilina,
Norzimelidina, Perazina, Perfenazina, Fenobarbital, Derivados
de Fenotiazina, Promazina, Acepromazina, Protipendilo, Tiorida-
zina, Tiotixeno, Triazolam, Trifluoperazina, Zimelidina, vita-
mina B,; &cido £f6lico, DAPN, 1,8-Anilino-naftalensulfonato;
Aminopirina, Amoxapina, Bupropifn, Maprolitina, Nomifensina,
Trazodona, Ritodrina, Doxazosina, Trimazosina, Binedalina,
Amsacrina, Apazona, SKF 525A, Ciclazindol, PCR 2362, Indometa-
cina, Probenecida, Acido Retinoico, Sulfinpirazona, Tolmetina,
Benoxaprofeno, Heparina, Sufentanil, Lofentanil, Metocloprami-
da, Nicardipina, Pirmenol, mifepristona, RU 42 633, Aprindil,
Auramina O, Bepridil, Desipramina, Desmetilclomipraina, Moxa-
prindina, Quinina, Lorcainida, Protipendilo, Protriptilina,
Trihexifenidilo, Biperideno, Matacualona, Difenhidramina, Glu-
tetimida, Clordiazepéxido, L-triptéfano, Mepivacaina, Levometa-
dona, Opipramol, Trifluopromazina, Trimipramina, Fosfato de
tris-butoxietilo, estaurosporina, N-benzoil-estaurosporina, Y
7-hidroxi-estaurosporina;
asi como un metabolito de cualquiera de estos compuestos;

en donde cualquier componente (a} y/o (b} también puede

11
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estar presente en la forma de una sal farmacéuticamente acepta-
ble, si estd presente cuando menocs un grupo formador de sal.

7. El producto de acuerdo con la reivindicacién 5, en
donde: (a) el inhibidor de cinasa de tirosina de -abl, receptora
de PDGF, y/o receptora de Kit se selecciona a partir del grupo
que consiste en 1-(4-cloroanilino) -4- (4-piridilmetil) -
ftalazina, (R)-6-(4-hidroxifeil) -4-[(1-fenil-etil) -amino] - 7H-
pirrolo[2,3-d]pirimidina, y 4-(4-metilpiperazin-l1-ilmetil)-N-
[4-metil-3- (4-piridin-3-il)pi-rimidin-2-ilamino) fenil] -benzami-
da; o una sal farmac&uticamente aceptable de cualqﬁiera o més
de estos compuestosa; Yy

{b) el compuesto capaz de enlazarse con la glicoproteina
dcido-a;, se Belecciona a partir del grupo que consiste en un
antibiético, estaurosporina, N-benzoil-estaurosporina, y 7-
hidroxi-estaurosporina, o una sal farmacéuticamente aceptable
de cualquiera o mdés de estos compuestos.

8. El producto de acuerdo con la reivindicacién S, en donde

[

(a) el inhibidor de cinasa de tirosina de abl, receptora de

PDGF, y/o receptora de Kit es 4-{4-metilpiperazin-l-ilmetil)-N-
[4-metil-3- (4-piridin-3-il)pirimidin-2-ilamino) fe-nil] -
benzamida, o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma, y
(b) el compuesto capaz de enlazarse con la glicoproteina &cido-
o, es eritromicina, o una sal farmacéuti-camente aceptable de
la misma.

9. El uso de una combinacién de: (a) cuando menos °© un
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inhibidof de cinasa de tirosina de abl, de PDGF-R, y/o recepto-
ra de Kit, y

(b) cuando menos un compuesto orgdnico capaz de enlazarse
con glicoproteina 4cida-a,,

en donde cualquier componente (a) y/o (b) también puede
estar presente en la forma de una sal farmacéuticamente acepta-
ble, si est4 presente cuando menos un grupo formador de sal,

para producir una preparacién farmacéutica para utilizarse
como compésiciones contra una enfermedad proliferativa que pue-
da ser tratada mediante la administracién de un inhibidor de
cinasa de tirosina de abl, de PDGF-R, y/o receptora de Kit.

10. Un método para el tratamiento de una enfermedad pro-
liferativa que se pueda tratar mediante la administracién de un
inhibidor de cinasa de tirosina de abl, de PDGF-R y/o receptora
de Kit, en donde:

(a) cuando menos un inhibidor de cinasa de tirosina de
abl, de PDGF-R, y/o receptora de Kit, y

{(b) cuando menos un compuesto orgdnico capaz de enlazarse
con glicoproteina &cida-a; (AGP),

se administran a un mamifero en combinaciém con una canti-
dad que sea conjuntamente efectiva terapéuticamente contra una
enfermedad proliferativa que se pueda tratar mediante la admi-
nistracién de un inhibidor de cinasa de tirosina de abl, de
PDGF-R, y/o receptora de Ki;, en donde cualquier componente {a)

y/o (b) también puede estar presente en la forma de una sal

)12
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farmacéuticamente aceptable, si estd presente cuando menos un
grupo formador de sal.

11. Una preparacidén farmacéutica que comprende una canti-
dad, que ees conjuntamente efectiva para el tratamiento de una
enfermedad proliferativa que puede ser tratada mediante la ad-
ministracién de un inhibidor de cinasa de tirosina de abl, de
PDGF-R, y/o receptora de Kit, de:

(a} cuando menos un inhibidor de cinasa de tirosina
de abl, de PDGF-R, y/o receptora de Kit, y

(b) cuando menos un compuesto orgdnico capaz de enlazarse
con glicoproteina acida-a,,

en donde cualquier componente (a) y/o (b) también puede
estar presente en la forma de una sal farmacéuticamente acepta-
ble, si esti presente cuando menos un grupo formador de sal,

con uno o mis materiales de vehiculo farmacéuticamente

aceptables.

s
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Esta invencién se refiere a combinaciones de un inhibidor de
cinasa de tirosina de abl, receptora de PDGF, y/o receptora de
Kit, con un compuesto orgdnico capaz de enlazarse con glicopro-
teina &cida-a, (AGP), asi como a preparaciones farmacéuticas
y/o terapias, en relacién con estados de enfermedad que respon-
dan a la inhibicién de cinasa de tirosina de abl, receptora
PDGF, y/o receptora de Kit. En particular, la invencién se re-
fiere a productos o combinaciones que comprenden un inhibidor
de cinasa de tirosina de abl, receptora de PDGF y/o receptora
de Kit con un compuesto orginico capaz de enlazarse con AGP, en
una combinacién fija, o para su administracién cronolégicamente
escalonada o simultinea, y al uso combinado de ambas clases de
compuestos, ya Sea en una combinacifén fija, o para su adminis-
tracién cronolégicamente escalonada o simultdnea, para el tra-
tamiento de enfermedades proliferativas, especialmente enferme-
dades tumorales especialmente aquéllas que se puedan tratar me-
diante la inhibicién de la actividad de cinasa de tirosina de

abl, receptora de PDGF, y/o receptora de Kit.

* & % & W
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Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

INFORME DE PROTOCOLO

Expediente 00-97404 .
Fecha:_21 de Marzo del 2001 .

Se certifica que:

Desde fecha 16 de Abril de 1997

del folio _90.643 __ al folio __90.650
- del libro de Protocolo N°_3ll ,
obra el poder N°___17398 conferido por
NOVARTIS AG (NOVARTIS SA) (NOVARTIS INC)
domiciliado(a) en _Basgilea,
Suilza . al doctor__Jlimena
Escobaxr Uribe y/o Ignacip Escobar Uribe

Facultad para desistir y sustituir _gi .

Revisado_____ 202022

Carrera 13 No. 27-00 Pisos 5, 7y 10
Conmutador: 382 0840
Fax: 382 2695
E-mali: info@sic.gov.co
Bogota, D.C., Colombia
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Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

2020
Bogota, D.C.

Doc:.'lora
JIMENA ESCOBAR URIBE
Apoderada

REFERENCIA: Radicacién No. 00-87404

Tramite 002
Evento 001
Actuacion 430
Oficio No. 0884
Folios 001

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de 1a
Daecision 488 de la Comisién de la Comunidad Andina, se le comunica que:

- Debe allegar copla del documento en que consta la cesién del derecho a la patente otorgado por el
inventor al solicitante o a su causante (art. 26-k, Dec 486/2000).

- El Interesado debe informar la direccién del solicitante, debido a que en la solicitud no aparece b
misma. (Art. 27-b, D 486/00).

En cumplimiento del articulo 39 de la Decision 486 de la Comisién de la Comunidad Andina,
se le requiere para que dentro del término de dos (2) meses siguientes a la fecha de
notificacién del presents oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados. En caso
de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicltud se considerard abandonada
y perdera su prelacion.

Notifiquese el prasente oficio conforme a lo dispuesto en el articulo 8 de la Resolucién
Reglamentaria No. 210 del"15 e enero del 2001. .

CE§PEDES DE VERGEL
Isién de-Nuevas Creaciones

ALIX CARM
Jefe de la
29 MR 2N

El anterior requerimiento fue notificado por fijacién en lista de fecha

Sa recuerda al intsresacdo qua dabe pressntar, deniro de loa diecisdis masass sigulentas contados a partir de Ia fecha de
prasantaciSn de ia solicitud cuya prioridad ss Invoca, copla de la miama cartificada por la autoridad que la expidié v, en los
casos en que haya lugar, la traduccién aimple del capitulo relvindicaiorio. El incumplimienio de éste piax o, acamreard la pérdida
de la prioridad invocada.

202027/202022

Carrera 13 No. 27-00 Pisos 5, 7y 10
Conmutador: 382 0840
Fax 382 2695
E-mall: Info@slc.gov.co
'Bogotd, D.C., Colombia
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