














4 

3 

7 

8 

 

      
PETITORIO - FORMULARIO ÚNICO DE SOLICITUD  

PATENTE PCT 
                                               ENTRADA EN FASE NACIONAL                        P2013/000174 

SOLICITUD DE: 
 

       Patente de Invención.                                    Patente de Modelo de Utilidad. 

 

 
       Capítulo I.                                                    Capítulo II. 

 

                        
 
 
SOLICITANTE 

(71) 

        
Nombre:  NOVARTIS AG  
Dirección: Lichtstrasse 35, CH-4056 Basel, 
Suiza  
 

Nacionalidad o Domicilio: Suiza 
Lugar de Constitución:   Suiza 

  
IDENTIFICACIÓN 

 
C.C.          NIT    
 
C.E.          Otro   
 
  Cual   
 
Número  

Teléfono:                          Fax: 
E-mail:         
 

 
 
 
REPRESENTANTE 
O APODERADO 

 
Nombre:  CARLOS R. OLARTE 
 
Dirección: Carrera 5 No 34-03 Bogotá D.C. 
 
Teléfono:  601-7700       Fax:    601-7799 
E-mail:  office@olartemoure.com 
 

IDENTIFICACIÓN 
 

  C.C.          NIT  
   
  C.E.          Otro   

                  Cual 
Número 79782747Bta              
TP 74.295 

 
 
 
INVENTOR (ES) 

(72) 

 
Nombre: VER PAGINA ADJUNTA 
Dirección: VER PAGINA ADJUNTA 
 
 Nacionalidad o Domicilio: VER PAGINA ADJUNTA 
 

PCT (86) 
 

Solicitud Internacional No.   PCT/US2012/034647            Fecha    Abril 23, 2012 
 

Publicación Internacional No. WO 2012/148846 A1          Fecha    Noviembre 01, 2012 

Título (54)  COMBINACIÓN DE UN INHIBIDOR DE CINASA DE FOSFATIDIL-
INOSITOL-3 (PI3K) Y UN INHIBIDOR DE mTOR   
 

Clasificación Internacional (51)  A61K 31/436, A61K 31/4439, A61P 35/00 

  
               Prioridad 
 
       SI          NO  

(33) País de Origen (32) Fecha (31) Número de 
Solicitud 

US 
 

 
               

     Abril 25,2011 
 
 

61/478,572 
 
 

 
Comprobante de pago No.   13-                            Fecha     

 

1 

X 

2 

 
 

Espacio reservado para el adhesivo de radicación. 

 

 

 

 

 

X  

  

 X 

9 

6 

X  

5 



 

 11 

 
ANEXOS 
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De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional. 
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COMBINACIÓN DE UN INHIBIDOR DE CINASA DE FOSFATIDIL-

INOSITOL-3 (PI3K) Y UN INHIBIDOR DE mTOR  

 

Campo de la Invención  

 La presente invención se refiere a una combinación 

farmacéutica que comprende un Compuesto Inhibidor de cinasa de 

fosfatidi l-inositol-3 (PI3K), el cual es un derivado de 2-carboxamida-

cicloamino-urea, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, 

y cuando menos un inhibidor del objetivo de rapamicina de mamífero 

(mTOR), o una sal  farmacéuticamente aceptable del mismo; a una 

composición farmacéutica, la cual comprende dicha combinación; y a 

los usos de esta combinación en el tratamiento de las enfermedades 

proli ferativas, más específicamente de las enfermedades 

dependientes de la cinasa del objetivo de rapamicina de mamífero 

(mTOR). 

Antecedentes de la Invención 

 Se ha demostrado que la inhibición del objetivo de rapamicina 

de mamífero (mTOR) puede inducir la señalización del receptor del 

factor de crecimiento tipo insulina 1 (IGF-1R) corriente arriba que da 

como resultado la activación de AKT en las células de cáncer. Se ha 

sugerido que este fenómeno tiene una función en la atenuación de 

las respuestas celulares a la inhibición de mTor, y puede atenuar la 

actividad clínica de los inhibidores de mTOR. Se ha encontrado el 

aumento en pAKT, por ejemplo, en aproximadamente el 50 por ciento 

de los tumores de todos los pacientes en un estudio en Fase I en los 
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pacientes con tumores sólidos avanzados (Taberno y colaboradores, 

Journal of Clinical Oncology, 26 (2008), páginas 1603-1610).  

 A pesar de las numerosas opciones de tratamiento para los 

pacientes de las enfermedades proli ferativas, sigue existiendo una 

necesidad de agentes terapéuticos efectivos y seguros, y una 

necesidad de su uso preferencial  en la terapia de combinación. Los 

compuestos de la fórmula (A), como se estipulan en la presente, e 

incluyendo la 1-(4-meti l-5-[2-(2,2,2-tri f luoro-1,1-dimeti l -eti l)-piridin-4-

i l ]-t iazol-2-i l )-amida de 2-amida del ácido (S)-pirrol idin-1,2-

dicarboxíl ico, son inhibidores altamente selectivos de la isoforma 

alfa de la cinasa de fosfatidi l -inosi tol-3 (PI3K). De una manera 

sorprendente, se ha descubierto que la combinación de una cantidad 

efectiva del los compuestos inhibidores de PI3K específ icos de alfa 

de la fórmula (A), con una cantidad efectiva de cuando menos un 

inhibidor de mTor, da como resultado una mejora sinérgica 

inesperada en el tratamiento de las enfermedades dependientes del 

objetivo de rapamicina de mamífero (mTOR), en particular, cáncer. 

Cuando se administran de una manera simultánea, en secuencia o 

por separado, este Compuesto Inhibidor de PI3K específico de alfa y 

el inhibidor de mTor de la presente invención, interactúan para 

inhibir fuertemente la prol i feración celular. Esta interacción benéfica 

permite hacer una reducción en la dosis requerida para cada 

compuesto, conduciendo a una reducción en los efectos secundarios, 

y a una mejora de la efectividad clínica a largo plazo de los 

compuestos en el tratamiento.  
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Breve Descripción de la Invención 

 Ahora se ha encontrado, de acuerdo con la presente invención, 

que un compuesto inhibidor de la cinasa de fosfatidi l-inositol-3 

(PI3K) específico de la isoforma al fa de la fórmula (A), o una sal 

farmacéuticamente aceptable del mismo, reduce o bloquea la 

fosfori lación y activación de AKT mediante los inhibidores de mTOR. 

De conformidad con lo anterior, la presente invención se refiere a 

una combinación farmacéutica que comprende un compuesto de la 

fórmula (A), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y 

cuando menos un inhibidor de mTor, o una sal farmacéuticamente 

aceptable del mismo. 

 En una modalidad preferida, el compuesto de la fórmula (A) en 

la presente invención es la 1-({4-meti l -5-[2-(2,2,2-tri f luoro-1,1-

dimeti l -eti l )-piridin-4-i l ] -t iazol-2-i l} -amida) de 2-amida del ácido (S)-

pirrol idin-1,2-dicarboxíl ico (“Compuesto I”).  

 En una modalidad preferida, el inhibidor de mTor de la 

presente invención se selecciona a partir de rapamicina RAD 

(sirol imus), y derivados/análogos de la misma, tales como everolimus 

(RAD001), temsirol imus (CCI-779), zotarol imus (ABT578), SAR543, 

ascomicina (un análogo etíl ico de FK506), deferol imus (AP23573/ 

MK-8669), AP23841, KU-0063794, INK-128, EX2044, EX3855, 

EX7518, AZD08055, OSI-027, WYE-125132, XL765, NV-128, WYE-

125132, y EM101/LY303511. 

 En un aspecto, la presente invención proporciona una 

combinación farmacéutica, la cual comprende un compuesto de la 



 

 

4

  5 

10 

15 

20 

25 

fórmula (A), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y 

cuando menos un inhibidor de mTor, o una sal farmacéuticamente 

aceptable del mismo, para uti l izarse en el tratamiento o en la 

prevención de una enfermedad dependiente de la cinasa mTor. 

 En un aspecto adicional, la presente invención proporciona el  

uso de un compuesto de la fórmula (A), o de una sal  

farmacéuticamente aceptable del mismo, y cuando menos un 

inhibidor de mTor, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, 

para la elaboración de un medicamento para el  tratamiento o la 

prevención de una enfermedad dependiente de la cinasa mTor.  

 En un aspecto adicional, la presente invención proporciona un 

método para el tratamiento o la prevención de una enfermedad 

dependiente de la cinasa mTor, mediante la administración de un 

compuesto de la fórmula (A), o de una sal farmacéuticamente 

aceptable del mismo, y cuando menos un inhibidor de mTor, o una 

sal farmacéuticamente aceptable del mismo. 

 En un aspecto adicional, la presente invención proporciona una 

combinación de un compuesto de la fórmula (A), y cuando menos un 

inhibidor de mTor seleccionado a partir del grupo que consiste en 

rapamicina RAD (sirol imus), y derivados/análogos de la misma, tales 

como everolimus (RAD001), temsirol imus (CCI-779), zotarol imus 

(ABT578), SAR543, ascomicina (un análogo etíl ico de FK506),  

deferol imus (AP23573/ MK-8669), AP23841, KU-0063794, INK-128, 

EX2044, EX3855, EX7518, AZD08055, OSI-027, WYE-125132, 

XL765, NV-128, WYE-125132, y EM101/LY303511, en donde los 
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ingredientes activos están presentes en cada caso en forma l ibre o 

en la forma de una sal farmacéuticamente aceptable, y 

opcionalmente cuando menos un vehículo farmacéuticamente 

aceptable, para su uso simultáneo, separado, o en secuencia, para el 

tratamiento de las enfermedades dependientes de la cinasa del 

objetivo de rapamicina de mamífero (mTOR). 

 En un aspecto adicional, la presente invención proporciona un 

método para reducir o bloquear la fosfori lación y activación de AKT 

mediante los inhibidores de mTor, el cual comprende administrar un 

compuesto de la fórmula (A), o una sal farmacéuticamente aceptable 

del mismo, a un animal de sangre caliente que lo necesite.  

 En otra modalidad, la presente invención proporciona un 

método para el  tratamiento de una enfermedad proli ferativa 

dependiente de la fosfori lación y activación adquirida de AKT durante 

el tratamiento con cuando menos un inhibidor de mTor, o una sal  

farmacéuticamente aceptable del mismo, el cual comprende 

administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto 

de la fórmula (A), o de una sal farmacéuticamente aceptable del 

mismo, a un animal de sangre caliente que lo necesite. 

 En una modalidad adicional, la presente invención se refiere a 

un método para el tratamiento de una enfermedad proli ferativa que 

ha l legado a ser resistente o que tiene una sensibi l idad reducida al  

tratamiento con cuando menos un inhibidor de mTor, o una sal  

farmacéuticamente aceptable del mismo, el cual comprende 

administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto 
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de la fórmula (A), o de una sal farmacéuticamente aceptable del 

mismo, a un animal de sangre caliente que lo necesite. La 

resistencia se debe, por ejemplo, a la fosfori lación y activación de 

AKT. 

 En un aspecto adicional, la presente invención proporciona un 

método para mejorar la eficacia del tratamiento de una enfermedad 

proli ferativa con cuando menos un inhibidor de mTor, o una sal 

farmacéuticamente aceptable del mismo, el cual comprende 

administrar una combinación que comprende un compuesto de la 

fórmula (A), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y 

cuando menos un inhibidor de mTor, o una sal farmacéuticamente 

aceptable del mismo, a un animal de sangre caliente que lo necesite. 

En un aspecto, la presente invención proporciona una composición 

farmacéutica, la cual comprende un compuesto inhibidor de PI3K de 

la fórmula (A), o una sal  farmacéuticamente aceptable del mismo, y 

cuando menos un inhibidor de mTor, o una sal farmacéuticamente 

aceptable del mismo. 

Descripción Detallada de las Figuras 

La Figura 1 muestra los niveles de fosfori lación de AKT (S473); 

MAPK (T202/Y204); MEK1/2 (S217/S221), y los niveles de actina en 

la presencia de everolimus (RAD001) como único agente, 1-({4-meti l-

5-[2-(2,2,2-tri f luoro-1,1-dimeti l-eti l )-piridin-4-i l ]- t iazol-2-i l}-amida) de 

2-amida del ácido (S)-pirrol idin-1,2-dicarboxíl ico (“Compuesto I”) 

como único agente, y everolimus (RAD001) en combinación con el  

Compuesto I en las células tumorales de mama BT474, como se 
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detectan mediante análisis Western Blot.  

La Figura 2 muestra los niveles de fosfori lación de AKT (S473) 

en la presencia de everolimus (RAD001) como único agente, el 

Compuesto I como único agente, y everolimus (RAD001) en 

combinación con el  Compuesto I , en comparación con el control de 

vehículo en las células tumorales de mama BT474, como se 

cuanti f ican mediante la metodología de Arreglo Inverso de Proteínas. 

La Figura 3 muestra los niveles de fosfori lación de AKT (T308) 

en la presencia de everolimus (RAD001) como único agente, el 

Compuesto I como único agente, y everolimus (RAD001) en 

combinación con el  Compuesto I , en comparación con el control de 

vehículo en las células tumorales de mama BT474, como se 

cuanti f ican mediante la metodología de Arreglo Inverso de Proteínas. 

La Figura 4 muestra los niveles totales de expresión de AKT en 

la presencia de everolimus (RAD001) como único agente, el  

Compuesto I como único agente, y everolimus (RAD001) en 

combinación con el  Compuesto I , en comparación con el control de 

vehículo en las células tumorales de mama BT474, como se 

cuanti f ican mediante la metodología de Arreglo Inverso de Proteínas. 

La Figura 5 muestra los niveles de fosfori lación de AKT (S473); 

MAPK (T202/Y204), y los niveles de actina en la presencia de 

everolimus (RAD001) como único agente, el Compuesto I como único 

agente, y everolimus (RAD001) en combinación con el Compuesto I 

en las células tumorales de mama MDA-MB231, como se detectan 

mediante análisis Western Blot.  
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La Figura 6 muestra los niveles de fosfori lación de AKT (S473) 

en la presencia de everolimus (RAD001) como único agente, el 

Compuesto I como único agente, y everolimus (RAD001) en 

combinación con el  Compuesto I , en comparación con el control de 

vehículo en las células tumorales de mama MDA-MB231, como se 

cuanti f ican mediante la metodología de Arreglo Inverso de Proteínas. 

La Figura 7 muestra los niveles de fosfori lación de AKT (T308) 

en la presencia de everolimus (RAD001) como único agente, el 

Compuesto I como único agente, y everolimus (RAD001) en 

combinación con el  Compuesto I , en comparación con el control de 

vehículo en las células tumorales de mama MDA-MB231, como se 

cuanti f ican mediante la metodología de Arreglo Inverso de Proteínas. 

La Figura 8 muestra los niveles totales de expresión de AKT en 

la presencia de everolimus (RAD001) como único agente, el  

Compuesto I como único agente, y everolimus (RAD001) en 

combinación con el  Compuesto I , en comparación con el control de 

vehículo en las células tumorales de mama MDA-MB231, como se 

cuanti f ican mediante la metodología de Arreglo Inverso de Proteínas. 

La Figura 9 muestra los niveles de fosfori lación de AKT (S473) 

(Panel A), y los niveles totales de AKT (Panel B) en la presencia de 

everolimus (RAD001), y de everolimus (RAD001) en combinación con 

el Compuesto I  en las células tumorales de mama MDA-MB231, como 

se detectan mediante Western Blot, y además como se cuantif ican 

uti l izando el software Quantity One, en un segundo conjunto de 

experimentos. 
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La Figura 10 muestra los niveles de fosfori lación de AKT 

(S473) en la presencia de everolimus (RAD001) como único agente, 

el Compuesto I  como único agente, y everolimus (RAD001) en 

combinación con el  Compuesto I , en comparación con el control de 

vehículo en las células tumorales de mama MDA-MB231, como se 

cuanti f ican mediante la metodología de Arreglo Inverso de Proteínas, 

en un segundo conjunto de experimentos. 

La Figura 11 muestra los niveles de fosfori lación de AKT 

(T308) en la presencia de everolimus (RAD001) como único agente, 

el Compuesto I  como único agente, y everolimus (RAD001) en 

combinación con el  Compuesto I , en comparación con el control de 

vehículo en las células tumorales de mama MDA-MB231, como se 

cuanti f ican mediante la metodología de Arreglo Inverso de Proteínas, 

en un segundo conjunto de experimentos. 

La Figura 12 muestra los niveles totales de expresión de AKT 

en la presencia de everolimus (RAD001) como único agente, el 

Compuesto I como único agente, y everolimus (RAD001) en 

combinación con el  Compuesto I , en comparación con el control de 

vehículo en las células tumorales de mama MDA-MB231, como se 

cuanti f ican mediante la metodología de Arreglo Inverso de Proteínas, 

en un segundo conjunto de experimentos. 

La Figura 13 muestra los datos de proli feración celular de 

matriz de la dosis completa a parti r del tratamiento de un único 

agente y concomitante con everolimus (RAD001) y/o el Compuesto I 

en modelos de células de cáncer de mama humano SKBR-3. 
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La Figura 14 muestra los datos de proli feración celular de 

matriz de la dosis completa a parti r del tratamiento de un único 

agente y concomitante con everolimus (RAD001) y/o el Compuesto I 

en modelos de células de cáncer de mama humano BT-474. 

La Figura 15 muestra los datos de proli feración celular de 

matriz de la dosis completa a parti r del tratamiento de un único 

agente y concomitante con everolimus (RAD001) y/o el Compuesto I 

en modelos de células de cáncer de mama humano T47-D. 

La Figura 16 muestra los datos de proli feración celular de 

matriz de la dosis completa a parti r del tratamiento de un único 

agente y concomitante con everolimus (RAD001) y/o el Compuesto I 

en modelos de células de cáncer de mama humano ZR-75-1. 

Descripción Detallada de la Invención 

La presente invención se refiere a una combinación 

farmacéutica que comprende: (a) un compuesto de la fórmula (A), 

como se define en la presente, o una sal farmacéuticamente 

aceptable del mismo, y (b) cuando menos un inhibidor de mTor, o 

una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.  

Las siguientes definiciones generales se aplicarán en esta 

memoria descriptiva, a menos que se especifique de otra manera: 

Los términos "comprendiendo" e "incluyendo” se uti l izan en la 

presente en su sentido abierto y no l imitante, a menos que se 

observe de otra manera. 

Los términos “un" y "uno" y "el”, y referencias similares en el  

contexto de describir la invención (en especial en el contexto de las 
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siguientes reivindicaciones) se deben interpretar para cubrir tanto el  

singular como el plural , a menos que se indique de otra manera en la 

presente, o que sea claramente contradicho por el contexto. Cuando 

se uti l ice la forma plural para los compuestos, sales, y similares, 

esto también signif ica un solo compuesto, sal, o similar.  

“Combinación” se refiere a ya sea una combinación fi ja en una 

forma unitaria de dosificación, o bien a un kit de partes para la 

administración combinada, en donde un compuesto de la fórmula (A) 

y un componente de combinación (por ejemplo, otro fármaco como se 

explica más adelante, también referido como “componente de 

combinación" o "agente terapéutico”) se pueden administrar 

independientemente al mismo tiempo o por separado dentro de 

intervalos de tiempo, en especial en donde estos intervalos de 

tiempo permitan que los componentes de la combinación muestren 

un efecto cooperativo, por ejemplo, sinérgico.  

 “Combinación farmacéutica", como se uti l iza en la presente, 

signif ica un producto que resulta de la mezcla o combinación de más 

de un ingrediente activo, e incluye tanto las combinaciones fi jas 

como no fi jas de los ingredientes act ivos. El término “combinación 

fi ja" o "dosis f i ja” signif ica que los ingredientes activos, por ejemplo, 

un compuesto de la fórmula (A) y un componente de combinación, se 

administran ambos a un paciente de una manera simultánea en la 

forma de una sola entidad o dosificación. El término “combinación no 

fi ja” signif ica que los ingredientes activos, por ejemplo, un 

compuesto de la fórmula (I) y un componente de combinación, se 
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administran ambos a un paciente como entidades separadas, ya sea 

de una manera simultánea, concurrente, o en secuencia, sin l ímites 

de tiempo específicos, en donde esta administración proporcione 

niveles terapéuticamente efectivos de los dos compuestos en el  

cuerpo del animal de sangre caliente que lo necesite. Esto últ imo 

también se aplica a la terapia de cóctel, por ejemplo, a la 

administración de tres o más ingredientes activos. 

El término "un inhibidor de cinasa de fosfatidi l -inositol-3” se 

define en la presente para referirse a un compuesto que dirige, 

reduce, o inhibe la cinasa PI-3. Se ha demostrado que la actividad 

de la cinasa PI-3 aumenta en respuesta a un número de estímulos 

hormonales y de factores de crecimiento, incluyendo insul ina, factor 

de crecimiento derivado de plaquetas, factor de crecimiento tipo 

insulina, factor de crecimiento epidérmico, factor estimulante de 

colonias, y factor de crecimiento de hepatocitos, y se ha implicado 

en los procesos relacionados con el crecimiento y la transformación 

celular. 

El término “composición farmacéutica” se define en la presente 

para referirse a una mezcla o solución que contiene cuando menos 

un ingrediente activo o agente terapéutico, para administrarse a un 

animal de sangre caliente, por ejemplo, a un mamífero o a un ser 

humano, con el objeto de prevenir o tratar una enfermedad o 

condición particular que afecte al animal de sangre caliente.  

El término “farmacéuticamente aceptable” se define en la 

presente para referirse a los compuestos, materiales, composiciones 
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y/o formas de dosif icación que, dentro del alcance de un buen juicio 

médico, sean adecuados para hacer contacto con los tej idos de un 

animal de sangre caliente, por ejemplo, de un mamífero o de un ser 

humano, sin una excesiva toxicidad irri tación, respuesta alérgica, y 

otras complicaciones problemáticas, de una manera conmensurada 

con una proporción razonable de beneficio/riesgo. 

La frase “cantidad terapéuticamente efectiva” se uti l iza en la 

presente para signif icar una cantidad suficiente para reducir por 

cuando menos aproximadamente el 15 por ciento, de preferencia por 

cuando menos el 50 por ciento, más preferiblemente por cuando 

menos el 90 por ciento, y de una manera muy preferible, para evitar 

un défici t clínicamente signif icativo en la actividad, función y 

respuesta del animal de sangre caliente que lo necesite. De una 

manera alternativa, una cantidad terapéuticamente efectiva es 

suficiente para provocar una mejora en una condición/un síntoma 

clínicamente signif icativo en el animal de sangre caliente que lo 

necesite. 

El término “tratar" o "tratamiento", como se uti l iza en la 

presente, comprende el tratamiento que l ibera, reduce, o al ivia 

cuando menos un síntoma en un sujeto, o que efectúa una demora 

del progreso de una enfermedad. Por ejemplo, el tratamiento puede 

ser la disminución de uno o varios síntomas de un trastorno, o la 

erradicación completa de un trastorno, tal como cáncer. Dentro del  

signif icado de la presente invención, el término “tratar” también 

denota detener, retardar el establecimiento (es decir, el período 
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anterior a la manifestación clínica de una enfermedad), y/o reducir el  

riesgo de desarrol lar o empeorar una enfermedad. El término 

“proteger” se uti l iza en la presente para signif icar prevenir, retardar, 

o tratar, o todas, como sea apropiado, el desarrol lo o la continuación 

o la agravación de una enfermedad en un sujeto.  

El término "prevenir", "previniendo" o "prevención", como se 

uti l iza en la presente, comprende la prevención de cuando menos un 

síntoma asociado con, o causado por, el estado, enfermedad, o 

trastorno que esté siendo prevenido.  

El término “conjuntamente activos terapéuticamente" o "efecto 

terapéutico conjunto", como se uti l iza en la presente, signif ica que 

los agentes terapéuticos se pueden dar por separado (de una manera 

cronológicamente escalonada, en especial de una manera específica 

de la secuencia) a intervalos de tiempo tales que de preferencia, en 

el animal de sangre caliente, en especial en el ser humano que se 

vaya a tratar, todavía muestren una interacción (de preferencia 

sinérgica) (efecto terapéutico conjunto). Que éste sea el caso se 

puede determinar, entre otras cosas, siguiendo los niveles en sangre 

que muestren que ambos compuestos estén presentes en la sangre 

del ser humano que se vaya a tratar, cuando menos durante ciertos 

intervalos de tiempo. 

La Publicación Internacional Número WO2010/029082 describe 

los derivados específicos de 2-carboxamida-cicloamino-urea, los 

cuales se ha encontrado que tienen una actividad inhibidora para las 

cinasas PI3 (cinasas de fosfatidi l-inositol-3). Estos inhibidores 
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específicos de la cinasa de fosfatidi l-inositol-3 (PI3K), t ienen 

propiedades farmacológicas convenientes, y muestran una mejor 

selectividad para la cinasa-PI3 alfa comparándose con los subtipos 

beta y/o delta y/o gamma. Los derivados específicos de la 2-

carboxamida-cicloamino-urea que son adecuados para la presente 

invención, su preparación, y las formulaciones adecuadas que los 

contienen, se describen en la Publ icación Internacional Número 

WO2010/029082, e incluyen los compuestos de la fórmula (A): 

N

S

N N
H

NH2O

R3

O

R2

R1

A

(A) 

o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos, en 

donde: 

A representa un heteroari lo seleccionado a partir del grupo 

que consiste en: 

N
N N

N

N
N

NH
 

R1  representa uno de los siguientes sustituyentes: (1) alquilo 

de 1 a 7 átomos de carbono insustituido o sustituido, de preferencia 

sustituido, en donde los sust ituyentes se seleccionan 
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independientemente a partir de una o más, de preferencia de una a 

nueve de las siguientes fracciones: deuterio, f lúor, o de una a dos de 

las siguientes fracciones: cicloalquilo de 3 a 5 átomos de carbono; 

(2) cicloalquilo de 3 a 5 átomos de carbono opcionalmente sustituido, 

en donde los sust ituyentes se seleccionan independientemente a 

partir de una o más, de preferencia de una a cuatro de las siguientes 

fracciones: deuterio, alquilo de 1 a 4 átomos de carbono (de 

preferencia meti lo), f lúor, ciano, amino-carbonilo; (3) fenilo 

opcionalmente sustituido, en donde los sustituyentes se seleccionan 

independientemente a partir de una o más, de preferencia de una a 

dos de las siguientes fracciones: deuterio, halógeno, ciano, alquilo 

de 1 a 7 átomos de carbono, alquilo de 1 a 7 átomos de carbono-

amino, di-(alquilo de 1 a 7 átomos de carbono)-amino, alquilo de 1 a 

7 átomos de carbono-amino-carbonilo, di-(alquilo de 1 a 7 átomos de 

carbono)-amino-carbonilo, alcoxilo de 1 a 7 átomos de carbono;      

(4) amina opcionalmente mono- o di-sustituida; en donde los 

sustituyentes se seleccionan independientemente a parti r de las 

siguientes fracciones: deuterio, alquilo de 1 a 7 átomos de carbono 

(que está insustituido o sustituido por uno o más sustituyentes 

seleccionados a parti r del grupo de deuterio, f lúor, cloro, hidroxilo), 

fenil -sulfonilo (que está insustituido o sustituido por uno o más, de 

preferencia uno de alquilo de 1 a 7 átomos de carbono, alcoxilo de 1 

a 7 átomos de carbono, di-(alquilo de 1 a 7 átomos de carbono)-

amino-alcoxilo de 1 a 7 átomos de carbono); (5) sulfonilo sustituido;  

en donde el sustituyente se selecciona a parti r de las siguientes 
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fracciones: alquilo de 1 a 7 átomos de carbono (que está insustituido 

o sustituido por uno o más sustituyentes seleccionados a parti r del  

grupo de deuterio, f lúor),  pirrol idino (que está insustituido o 

sustituido por uno o más sustituyentes seleccionados a parti r del 

grupo de deuterio, hidroxilo, oxo; en particular un oxo); (6) f lúor, 

cloro; 

R2  representa hidrógeno; 

R3  representa: (1) hidrógeno, (2) f lúor, cloro, (3) meti lo 

opcionalmente sustituido, en donde los sustituyentes se seleccionan 

independientemente a partir de una o más, de preferencia de una a 

tres de las siguientes fracciones: deuterio, f lúor, cloro, dimeti l-amino; 

con la excepción de la 1-({5-[2-(terbuti l)-pirimidin-4-i l ] -4-meti l-

t iazol-2-i l}-amida) de 2-amida del ácido (S)-pirrol idin-1,2-

dicarboxíl ico. 

Los radicales y símbolos como se uti l izan en la definición de un 

compuesto de la fórmula (A) t ienen los signif icados como se dan a 

conocer en la Publicación Internacional Número WO2010/029082, 

cuya publicación se incorpora a la presente solicitud como referencia 

en su total idad.  

Un compuesto preferido de la presente invención es un 

compuesto que se describe específicamente en la Publicación 

Internacional Número WO2010/029082. Un compuesto muy preferido 

de la presente invención es la 1-({4-meti l-5-[2-(2,2,2-tri f luoro-1,1-

dimeti l -eti l )-piridin-4-i l ] -t iazol-2-i l} -amida) de 2-amida del ácido (S)-

pirrol idin-1,2-dicarboxíl ico (Compuesto I) o una sal 
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farmacéuticamente aceptable de la misma. La síntesis de la 1-({4-

meti l-5-[2-(2,2,2-tri f luoro-1,1-dimeti l -eti l)-piridin-4-i l ]- t iazol-2-i l}-

amida) de 2-amida del ácido (S)-pirrol idin-1,2-dicarboxíl ico se 

describe en la Publicación Internacional Número WO2010/029082 

como el Ejemplo 15. 

Las combinaciones farmacéuticas de la presente invención 

incluyen cuando menos un compuesto que dirige, reduce, o inhibe la 

actividad/función de la cinasa de serina/treonina mTor. Estos 

compuestos será referidos como un “inhibidor de mTOR” e incluyen, 

pero no se l imitan a, los compuestos, proteínas o anticuerpos que 

dirigen/inhiben la actividad/función de los miembros de la famil ia de 

cinasa mTor, por ejemplo, rapamicina RAD (sirol imus, que también 

se conoce por el nombre de RAPAMUNE), y los derivados/análogos 

de la misma, tales como everolimus (RAD001, Novartis), o los 

compuestos que inhiben la actividad de cinasa de mTor mediante su 

enlace directo con la hendidura de enlace del ATP de la enzima. El  

everolimus (RAD001) también se conoce por el nombre de 

CERTICAN o AFINITOR. 

Los inhibidores de mTor adecuados incluyen, por ejemplo: 

I.  Rapamicina, la cual es un macrólido inmunosupresor de 

lactama que es producido por Streptomyces hygroscopicus .  

II.  Derivados de rapamicina, tales como: 

  a.  rapamicina sustituida, por ejemplo, una 40-O-

rapamicina susti tuida, por ejemplo, como se describe en la Patente 

de los Estados Unidos de Norteamérica Número US 5,258,389, en las 
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Publicaciones Internacionales Números WO 94/09010 y WO 

92/05179, en las Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica 

Números US 5,118,677, US 5,118,678, US 5,100,883, US 5,151,413, 

y US 5,120,842, en las Publicaciones Internacionales Números WO 

93/11130, WO 94/02136, WO 94/02485 y WO 95/14023, todas las 

cuales se incorporan a la presente como referencia;  

 b. una 16-O-rapamicina sustituida, por ejemplo, como 

se da a conocer en las Publicaciones Internacionales Números WO 

94/02136, WO 95/16691 y WO 96/41807, el contenido de las cuales 

se incorpora a la presente como referencia;  

 c.  una rapamicina 32-hidrogenada, por ejemplo, como 

se describe en la Publicación Internacional Número WO 96/41807 y 

en la Patente de los Estados Unidos de Norteamérica Número US 

5,256,790, incorporadas a la presente como referencia. 

 d. Los derivados de rapamicina preferidos son los 

compuestos de la fórmula (B): 
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en donde: 

R1  es CH3 o alquini lo de 3 a 6 átomos de carbono, 

R2 es H o -CH2-CH2-OH, 3-hidroxi-2-(hidroxi-meti l)-

2-meti l -propanoílo o tetrazoli lo, y X es =O, (H,H) o (H,OH) 

en el  entendido de que R2 es diferente de H cuando 

X es =O y R1 es CH3,  

o un pro-fármaco de los mismos cuando R2 es           

–CH2-CH2-OH, por ejemplo, un éter f isiológicamente hidrol izable de 

los mismos. 

Los compuestos de la fórmula (B) se dan a conocer, 

por ejemplo, en las Solicitudes Internacionales del TCP Números 

WO94/09010, WO95/16691 o WO 96/41807, las cuales se incorporan 

a la presente como referencia. Se pueden preparar como se da a 

conocer o por analogía a los procedimientos descritos en estas 

referencias. 

Los compuestos preferidos son 32-desoxo-

rapamicina, 16-pent-2-ini loxi-32-desoxo-rapamicina, 16-pent-2-

ini loxi-32(S)-dihidro-rapamicina, 16-pent-2-ini loxi-32(S)-dihidro-40-O-

(2-hidroxi-eti l)-rapamicina y, más preferiblemente, 40-O-(2-hidroxi-

eti l)-rapamicina, como se da a conocer como el Ejemplo 8 en la 

Solicitud Internacional del TCP Número WO94/09010. 

Los derivados de rapamicina particularmente 

preferidos de la fórmula (B) son 40-O-(2-hidroxi-eti l)-rapamicina, 40-

[3-hidroxi-2-(hidroxi-meti l)-2-meti l-propanoato]-rapamicina (también 
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denominada como CCI779), 40-epi-(tetrazoli l )-rapamicina (también 

denominada como ABT578), 32-desoxo-rapamicina, 16-pent-2-ini loxi-

32(S)-di-hidro-rapamicina, o TAFA-93.  

 e. Los derivados de rapamicina también incluyen 

los denominados como rapálogos, por ejemplo, como se dan a 

conocer en las Solicitudes Internacionales del TCP Números 

WO98/02441 y WO01/14387, por ejemplo, AP23573, AP23464, o 

AP23841. 

 Se ha encontrado que la rapamicina y sus 

derivados, con base en la actividad observada, por ejemplo, que se 

enlazan con la macrofi l ina-12 (también conocida como proteína de 

enlace de FK-506 o FKBP-12), por ejemplo, como se describe en las 

Solicitudes Internacionales del TCP Números WO94/09010, 

WO95/16691 o WO96/41807, son úti les, por ejemplo, como 

inmunosupresores, por ejemplo, en el  tratamiento de rechazo agudo 

de aloinjerto. 

III.  Ascomicina, la cual es un análogo etíl ico de FK506. 

IV.  AZD08055 (AstraZeneca), y OSI-027 (OSI 

Pharmaceuticals), los cuales son compuestos que inhiben la 

actividad de cinasa de mTor mediante su enlace directo con la 

hendidura de enlace del ATP de la enzima. 

V. SAR543, deferol imus (AP23573/ MK-8669, Ariad/ Merck & 

Co.),  AP23841 (Ariad), KU-0063794 (AstraZeneca/ Kudos), INK-128 

(Intel l ikine), EX2044, EX3855, EX7518, WYE-125132 (Wyeth), XL765 

(Exelisis), NV-128 (Novogen), WYE-125132 (Wyeth), EM101/ 
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LY303511 (Emil iem). 

Un inhibidor de mTor preferido para la presente invención es el  

everolimus (RAD001). El everolimus (RAD001) tiene el nombre 

químico de ((1R,9S,12S,15R,16E,18R,19R,21R,23S,24E,26E,28E, 

30S,32S,35R)-1,18-dihidroxi-12-{(1R)-2-[(1S,3R,4R)-4-(2-hidroxi-

etoxi)-3-metoxi-ciclohexil ]-1-meti l-eti l}-19,30-dimetoxi-15,17,21,23, 

29,35-hexameti l -11,36-dioxa-4-aza-triciclo-[30.3.1.04,9]-hexa-

triaconta-16,24,26,28-tetraeno-2,3,10,14,20-pentaona). El  everolimus 

y sus análogos se describen en la Patente de los Estados Unidos de 

Norteamérica Número 5,665,772, en la columna 1, l ínea 39 a la 

columna 3, l ínea 11. 

La estructura de los agentes activos identi f icados por números 

de código, nombres genéricos o comerciales, se puede tomar de la 

edición actual del compendio estándar “The Merck Index” o de las 

bases de datos, por ejemplo, Patents International (por ejemplo, IMS 

World Publications). El contenido correspondiente de las mismas se 

incorpora a la presente como referencia. 

De la misma manera están comprendidas las sales 

farmacéuticamente aceptables de los mismos, los racematos 

correspondientes, diaestereoisómeros, enantiómeros, tautómeros, 

así como las modificaciones de cristal correspondientes de los 

compuestos anteriormente descri tos (es decir, los compuestos de la 

fórmula (A) y los inhibidores de mTOR), en donde estén presentes, 

por ejemplo, solvatos, hidratos y pol imorfos, los cuales se dan a 

conocer en las mismas. Los compuestos uti l izados como ingredientes 
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activos en las combinaciones de la invención se pueden preparar y 

administrar como se describe en los documentos citados, 

respectivamente. También, dentro del alcance de esta invención está 

la combinación de más de dos ingredientes activos separados como 

se estipula anteriormente, es decir, una combinación farmacéutica 

dentro del alcance de esta invención podría incluir tres ingredientes 

activos o más. 

En una modalidad, la presente invención proporciona una 

combinación farmacéutica, la cual comprende un compuesto de la 

fórmula (A), o la 1-({4-meti l-5-[2-(2,2,2-tri f luoro-1,1-dimeti l -eti l )-

piridin-4-i l ] -t iazol-2-i l}-amida) de 2-amida del ácido (S)-pirrol idin-1,2-

dicarboxíl ico (“Compuesto I”) de una manera específica, o una sal  

farmacéuticamente aceptable del mismo, y cuando menos un 

inhibidor de mTor, o una sal  farmacéuticamente aceptable del mismo. 

En una modalidad, la presente invención proporciona una 

combinación farmacéutica, la cual comprende un compuesto de la 

fórmula (A), o la 1-({4-meti l-5-[2-(2,2,2-tri f luoro-1,1-dimeti l -eti l )-

piridin-4-i l ] -t iazol-2-i l}-amida) de 2-amida del ácido (S)-pirrol idin-1,2-

dicarboxíl ico (“Compuesto I”) de una manera específica, o una sal  

farmacéuticamente aceptable del mismo, y el inhibidor de mTor 

everolimus (RAD001) o una sal farmacéuticamente aceptable del 

mismo. 

Las combinaciones farmacéuticas de la presente invención son 

úti les en el tratamiento o en la prevención de una enfermedad 

dependiente de la cinasa mTor en un animal de sangre caliente que 
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lo necesite. Por consiguiente, en un aspecto, la presente invención 

proporciona una combinación farmacéutica, la cual comprende un 

compuesto de la fórmula (A), o la 1-({4-meti l -5-[2-(2,2,2-tri f luoro-1,1-

dimeti l -eti l )-piridin-4-i l ] -t iazol-2-i l} -amida) de 2-amida del ácido (S)-

pirrol idin-1,2-dicarboxíl ico (“Compuesto I”) de una manera 

específica, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y 

cuando menos un inhibidor de mTor, o una sal farmacéuticamente 

aceptable del mismo, para uti l izarse en el tratamiento o en la 

prevención de una enfermedad dependiente de la cinasa mTor. 

El término “enfermedades dependientes de la cinasa mTOR” 

incluye, pero no se restringe a, los siguientes síntomas:  

•  Rechazo de trasplante de órganos o tej idos, por ejemplo, 

para el tratamiento de receptores de, por ejemplo, trasplantes de 

corazón, pulmón, corazón-pulmón combinados, hígado, riñón, 

pancreáticos, de piel o córnea; enfermedad del injerto contra el  

huésped, tal  como en seguida de trasplante de médula ósea; 

•  Restenosis; 

•  Síndromes de hamartoma, tales como esclerosis tuberosa 

o enfermedad de Cowden; 

•  Linfangioleiomiomatosis; 

•  Retini t is pigmentosa;  

•  Enfermedades autoinmunes, incluyendo encefalomieli t is,  

diabetes mell i tus dependiente de insulina, lupus, dermatomiosit is,  

artri t is,  y enfermedades reumáticas;  

•  Leucemia l infoblástica aguda resistente a esteroides;  
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•  Enfermedades fibróticas, incluyendo esclerodermia, 

f ibrosis pulmonar, f ibrosis renal,  f ibrosis quística; 

•  Hipertensión pulmonar; 

•  Inmunomodulación; 

•  Esclerosis múltiple; 

•  Síndrome de VHL; 

•  Complejo de Carney; 

•  Poliposis adenomatosa famil iar;  

•  Síndrome de poliposis juvenil;  

•  Síndrome de Birt-Hogg-Duke; 

•  Cardiomiopatía hipertrófica famil iar;  

•  Síndrome de Wolf-Parkinson-White; 

•  Trastornos neurodegenerativos, tales como Parkinson, 

Huntington, Alzheimer, y demencias causadas por mutaciones tau, 

ataxia espinocerebelar t ipo 3, enfermedad de neuronas motoras 

causada por mutaciones SOD1, l ipofucinosis ceroides 

neuronales/enfermedad de Batten (neurodegeneración pediátrica) ;  

•  Degeneración macular húmeda y seca; 

•  Consunción muscular (atrofia, caquexia), y miopatías, 

tales como enfermedad de Danon;  

•  Infecciones bacterianas y virales, incluyendo M. 

tuberculosis, estreptococos del grupo A, HSV tipo I, infección por 

VIH; 

•  Neurofibromatosis, incluyendo Neurofibromatosis t ipo 1; 

•  Síndrome de Peutz-Jeghers. 
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Adicionalmente, las “enfermedades dependientes de cinasa 

mTOR” incluyen las enfermedades proli ferativas, tales como 

cánceres y otras malignidades relacionadas. Una l ista no l imitante de 

los cánceres asociados con las cascadas de señalización de mTor 

patológicas incluye cáncer de mama, carcinoma de células renales, 

tumores gástricos, tumores neuroendocrinos, l infomas, y cáncer de 

próstata. 

Los ejemplos para una enfermedad proli ferativa son, por 

ejemplo, tumor benigno o maligno, carcinoma del cerebro, riñón, 

hígado, glándula suprarrenal, vej iga, mama, estómago, tumores 

gástricos, de ovarios, colon, recto, próstata, páncreas, pulmón, 

vagina o ti roides, sarcoma, gl ioblastomas, mieloma múltiple o cáncer 

gastrointestinal, en especial carcinoma de colon o adenoma colo-

rectal, o un tumor de cuello y cabeza, una híper-prol i feración 

epidérmica, soriasis, hiperplasia de próstata, una neoplasia, una 

neoplasia de carácter epitel ial, l infomas, un carcinoma mamario, o 

una leucemia. 

En un aspecto adicional, la presente invención proporciona el  

uso de un compuesto de la fórmula (A), o 1-({4-meti l-5-[2-(2,2,2-

tri f luoro-1,1-dimeti l-eti l)-piridin-4-i l ] -t iazol-2-i l}-amida) de 2-amida del 

ácido (S)-pirrol idin-1,2-dicarboxíl ico (Compuesto I) de una manera 

específica, o de una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y 

cuando menos un inhibidor de mTor, o una sal farmacéuticamente 

aceptable del mismo, para la elaboración de un medicamento para el 
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tratamiento o la prevención de una enfermedad dependiente de la 

cinasa mTor.  

En otro aspecto, la presente invención proporciona un método 

para el tratamiento o la prevención de una enfermedad dependiente 

de la cinasa mTor, mediante la administración de un compuesto de la 

fórmula (A), o 1-({4-meti l -5-[2-(2,2,2-tri f luoro-1,1-dimeti l -eti l)-piridin-

4-i l ] -t iazol-2-i l} -amida) de 2-amida del ácido (S)-pirrol idin-1,2-

dicarboxíl ico (Compuesto I) de una manera específica, o de una sal  

farmacéuticamente aceptable del mismo, y cuando menos un 

inhibidor de mTor, o una sal  farmacéuticamente aceptable del mismo. 

En otro aspecto, la presente invención proporciona una 

combinación de un compuesto de la fórmula (A), o 1-({4-meti l-5-[2-

(2,2,2-tri f luoro-1,1-dimeti l -eti l )-piridin-4-i l ] -t iazol-2-i l} -amida) de 2-

amida del ácido (S)-pirrol idin-1,2-dicarboxíl ico (Compuesto I) de una 

manera específica, y cuando menos un inhibidor de mTor 

seleccionado a parti r del grupo que consiste en rapamicina RAD 

(sirol imus), y derivados/análogos de la misma, tales como everolimus 

(RAD001), temsirol imus (CCI-779), zotarol imus (ABT578), SAR543, 

ascomicina (un análogo etíl ico de FK506), deferol imus (AP23573/ 

MK-8669), AP23841, KU-0063794, INK-128, EX2044, EX3855, 

EX7518, AZD08055, OSI-027, WYE-125132, XL765, NV-128, WYE-

125132, y EM101/LY303511, en donde los ingredientes activos están 

presentes en cada caso en forma l ibre o en la forma de una sal  

farmacéuticamente aceptable, y opcionalmente cuando menos un 

vehículo farmacéuticamente aceptable, para su uso simultáneo, 
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separado, o en secuencia, para el tratamiento de las enfermedades 

dependientes de la cinasa del objetivo de rapamicina de mamífero 

(mTOR). 

La presente invención proporciona un método para reducir o 

bloquear la fosfori lación y activación de AKT mediante los 

inhibidores de mTor, el cual comprende administrar un compuesto de 

la fórmula (A), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, a 

un animal de sangre caliente que lo necesite. En otra modalidad, la 

presente invención proporciona un método para el tratamiento de una 

enfermedad proli ferativa dependiente de la fosfori lación y activación 

adquirida de AKT durante el tratamiento con cuando menos un 

inhibidor de mTor, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, 

el cual comprende administrar una cantidad terapéuticamente 

efectiva de un compuesto de la fórmula (A), o de una sal 

farmacéuticamente aceptable del mismo, a un animal de sangre 

caliente que lo necesite. 

En otra modalidad, la presente invención se refiere a un 

método para el tratamiento de una enfermedad proli ferativa que ha 

l legado a ser resistente o que tiene una sensibi l idad reducida al  

tratamiento con cuando menos un inhibidor de mTor, o una sal  

farmacéuticamente aceptable del mismo, el cual comprende 

administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto 

de la fórmula (A), o de una sal farmacéuticamente aceptable del 

mismo, a un animal de sangre caliente que lo necesite. La 

resistencia es, por ejemplo, debido a la fosfori lación y activación de 
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AKT. 

En un aspecto adicional, la presente invención proporciona un 

método para mejorar la eficacia del tratamiento de una enfermedad 

proli ferativa con cuando menos un inhibidor de mTor, o una sal 

farmacéuticamente aceptable del mismo, el cual comprende 

administrar una combinación que comprende un compuesto de la 

fórmula (A), o 1-({4-meti l -5-[2-(2,2,2-tri f luoro-1,1-dimeti l -eti l)-piridin-

4-i l ] -t iazol-2-i l} -amida) de 2-amida del ácido (S)-pirrol idin-1,2-

dicarboxíl ico (Compuesto I) de una manera específica, o una sal  

farmacéuticamente aceptable del mismo, y cuando menos un 

inhibidor de mTor, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, 

a un animal de sangre caliente que lo necesite. 

El inhibidor de mTor uti l izado de acuerdo con la presente 

invención se puede seleccionar a parti r de rapamicina RAD 

(sirol imus), y derivados/análogos de la misma, tales como everolimus 

(RAD001), temsirol imus (CCI-779), zotarol imus (ABT578), SAR543, 

ascomicina (un análogo etíl ico de FK506), deferol imus (AP23573/ 

MK-8669), AP23841, KU-0063794, INK-128, EX2044, EX3855, 

EX7518, AZD08055, OSI-027, WYE-125132, XL765, NV-128, WYE-

125132, y EM101/LY303511. Los inhibidores de mTor particular-

mente preferidos de acuerdo con la presente invención son sirol imus 

y/o everolimus. 

Las composiciones farmacéuticas o la combinación de acuerdo 

con la presente invención se pueden probar en estudios clínicos. Los 

estudios clínicos adecuados pueden ser, por ejemplo, estudios de 
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escala de dosis, de etiqueta abierta, en pacientes con enfermedades 

proli ferativas. Estos estudios prueban en particular el sinergismo de 

los ingredientes activos de la combinación de la invención. Los 

efectos benéficos sobre las enfermedades proli ferativas se pueden 

determinar directamente a través de los resultados de estos 

estudios, los cuales son conocidos como tales para una persona 

experta en este campo. Estos estudios pueden ser particularmente 

adecuados para comparar los efectos de una monoterapia uti l izando 

los ingredientes activos y una combinación de la invención. De 

preferencia, la dosis del agente (a) se escala hasta que se alcance la 

Máxima Dosificación Tolerada, y el agente (b) se administra con una 

dosis f i ja. De una manera alternativa, el agente (a) se puede 

administrar en una dosis f i ja y la dosis del agente (b) se puede 

escalar. Cada paciente puede recibir la dosis del agente (a) ya sea 

diariamente, o bien de una forma intermitente. La ef icacia del 

tratamiento se puede determinar en estos estudios, por ejemplo, 

después de 12, 18 ó 24 semanas, mediante la evaluación de los 

puntajes de síntomas cada 6 semanas.  

La administración de una combinación farmacéutica de la 

invención puede dar como resultado no solamente un efecto 

benéfico, por ejemplo, un efecto terapéutico sinérgico, por ejemplo, 

con respecto a al iviar, demorar el  progreso de, o inhibir los 

síntomas, sino también efectos benéficos adicionales sorprendentes, 

por ejemplo, más pocos efectos secundarios, una mejor calidad de 

vida o una patología reducida, comparándose con una monoterapia 
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que aplique solamente uno de los ingredientes farmacéuticamente 

activos uti l izados en la combinación de la invención. 

Un beneficio adicional puede ser que se pueden uti l izar dosis 

más bajas de los ingredientes activos de la combinación de la 

invención, por ejemplo, que las dosificaciones no necesitan ser 

solamente con frecuencia más pequeñas, sino que también se 

pueden aplicar con menor frecuencia, lo cual puede disminuir la 

incidencia o la gravedad de los efectos secundarios. Esto está de 

acuerdo con los deseos y requerimientos de los pacientes que se 

vayan a tratar. 

Es un objetivo de esta invención proporcionar una composición 

farmacéutica, la cual comprende una cantidad que es conjuntamente 

efectiva terapéuticamente para dirigirse a, o prevenir, una 

enfermedad dependiente del objetivo de mamífero de rapamicina 

(mTOR) en un animal de sangre caliente, de (a) el compuesto de la 

fórmula (A), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y (b) 

cuando menos un inhibidor de mTOR, o una sal farmacéuticamente 

aceptable del mismo, y opcionalmente cuando menos un vehículo 

farmacéuticamente aceptable. En esta composición, los componentes 

de combinación (a) y (b) se pueden administrar juntos, uno después 

del otro, o por separado en una forma de dosificación unitaria 

combinada o en dos formas de dosif icación unitaria separadas. La 

forma de dosificación unitaria también puede ser una combinación 

fi ja. 

En un aspecto, la presente invención proporciona una 
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composición farmacéutica, la cual comprende: (a) un compuesto de 

la fórmula (A), o una sal  farmacéuticamente aceptable del mismo, y 

(b) cuando menos un inhibidor de mTOR, o una sal 

farmacéuticamente aceptable del mismo, y opcionalmente cuando 

menos un vehículo farmacéuticamente aceptable. En una modalidad, 

la composición farmacéutica comprende una cantidad del compuesto 

de la fórmula (A), y cuando menos un inhibidor de mTOR, la cual es 

conjuntamente efectiva terapéuticamente contra una enfermedad 

dependiente del objetivo de mamífero de rapamicina (mTOR). 

En otro aspecto, la presente invención proporciona una 

combinación farmacéutica, la cual comprende: (a) un compuesto de 

la fórmula (A), o una sal  farmacéuticamente aceptable del mismo, y 

(b) cuando menos un inhibidor de mTOR, o una sal 

farmacéuticamente aceptable del mismo, y opcionalmente cuando 

menos un vehículo farmacéuticamente aceptable, para su uso 

simultáneo, separado, o en secuencia. Los componentes de 

combinación (a) y (b) se pueden administrar juntos o por separado a 

un animal de sangre caliente que lo necesite.  

De acuerdo con la presente invención, las composiciones 

farmacéuticas para la administración separada del componente de 

combinación (a), y el componente de combinación (b), o para la 

administración en una combinación fi ja, es decir,  una sola 

composición galénica comprendiendo cuando menos dos 

componentes de combinación (a) y (b), se pueden preparar de una 

manera conocida por sí misma, y son aquéllas adecuadas para su 
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administración enteral , tal como oral o rectal, y parenteral a 

mamíferos (animales de sangre caliente), incluyendo seres humanos, 

las cuales comprenden una cantidad terapéuticamente efectiva de 

cuando menos un componente de combinación farmacológicamente 

activo solo, por ejemplo, como se indica anteriormente, o en 

combinación con uno o más vehículos o di luyentes 

farmacéuticamente aceptables, en especial adecuados para 

aplicación enteral o parenteral.   

El término “vehículo” se refiere a un di luyente, adyuvante, 

excipiente, o portador con el  que se administre el  compuesto. Estos 

vehículos farmacéuticos pueden ser l íquidos estéri les, tales como 

agua y aceites, incluyendo aquéllos de origen de petróleo, animal, 

vegetal, o sintético, tales como aceite de cacahuate, aceite de 

semil la de soya, aceite mineral, aceite de ajonjol í, y similares. De 

preferencia se emplean agua o soluciones salinas en solución 

acuosa y soluciones acuosas de dextrosa y gl icerol  como los 

vehículos, en particular para las soluciones inyectables. Los 

vehículos farmacéuticos adecuados se describen en “Remington's 

Pharmaceutical  Sciences” por E. W. Martin. 

Las preparaciones farmacéuticas para la terapia de 

combinación para su administración enteral o parenteral son, por 

ejemplo, aquéllas que están en formas de dosificación unitaria, tales 

como tabletas recubiertas con azúcar, tabletas, cápsulas o 

supositorios, o ampolletas. Si no se indica de otra manera, éstas se 

preparan de una manera conocida por sí misma, por ejemplo, por 
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medio de los procesos convencionales de mezcla, granulación, 

recubrimiento con azúcar, disolución, o l iofi l ización. Se apreciará 

que el contenido unitario de un componente de combinación 

contenido en una dosis individual de cada forma de dosif icación no 

necesita consti tuir por sí mismo una cantidad efectiva, debido a que 

se puede alcanzar la cantidad efectiva necesaria mediante la 

administración de una plural idad de unidades de dosificación. 

Las composiciones farmacéuticas adecuadas pueden contener, 

por ejemplo, de aproximadamente el 0.1 por ciento a 

aproximadamente el 99.9 por ciento, de preferencia de 

aproximadamente el 1 por ciento a aproximadamente el 60 por ciento 

de los ingredientes activos. La cantidad real del compuesto de la 

fórmula (A) y el inhibidor de mTOR, administrada de acuerdo con la 

presente invención, dependerá de numerosos factores, tales como la 

gravedad de la enfermedad que se vaya a tratar, la edad y salud 

relativa del sujeto, la potencia del compuesto uti l izado, la vía y forma 

de administración, y otros factores. El fármaco se puede administrar 

más de una vez al día, de preferencia una o dos veces al día. Todos 

estos factores están dentro de la capacidad del clínico que atienda. 

El compuesto de la fórmula (A) se puede administrar en las 

cantidades terapéuticamente efect ivas en el intervalo de 

aproximadamente 0.05 a aproximadamente 50 mil igramos por 

ki logramo de peso corporal  del  receptor al  día; de preferencia, de 

aproximadamente 0.1 a 25 mil igramos/ki logramo/día, más 

preferiblemente de aproximadamente 0.5 a 10 mil igramos/ki logramo/ 
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día. Por consiguiente, para su administración a una persona de 70 

ki logramos, el  intervalo de dosificación estaría más preferiblemente 

en el  intervalo de aproximadamente 35 a 700 mil igramos al día.  

El inhibidor de mTOR everolimus (RAD001) se puede 

administrar a un ser humano en un intervalo de dosificación diaria de 

0.5 a 1,000 mil igramos; de preferencia en el  intervalo de 0.5 

mil igramos a 15 mi l igramos; más preferiblemente en el intervalo de 

0.5 mil igramos a 10 mil igramos.  

En particular, se puede administrar una cantidad 

terapéuticamente efectiva de cada uno de los componentes de 

combinación de la invención de una manera simultánea o en 

secuencia y en cualquier orden, y los componentes se pueden 

administrar por separado o como una combinación fi ja.,  por ejemplo, 

el método para prevenir o tratar enfermedades proli ferativas de 

acuerdo con la invención puede comprender: (i)  la administración del 

primer agente (a) en forma l ibre o de sal  farmacéuticamente 

aceptable, y (i i ) la administración de un agente (b) en forma l ibre o 

de sal farmacéuticamente aceptable, de una manera simultánea o en 

secuencia en cualquier orden, en cantidades conjuntamente efectivas 

terapéuticamente, de preferencia en cantidades sinérgicamente 

efectivas, por ejemplo, en dosificaciones diarias o intermitentes 

correspondientes a las cantidades descritas en la presente. Los 

componentes de combinación individuales de la combinación de la 

invención se pueden administrar por separado en diferentes tiempos 

durante el  curso de la terapia o de una manera concurrente en 
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formas de combinación divididas o individuales. Adicionalmente, el  

término administración también abarca el uso de un pro-fármaco de 

un componente de combinación que se convierta in vivo hasta el 

componente de combinación como tal. Por consiguiente, se debe 

entender que la presente invención abarca todos los regímenes de 

tratamiento simultáneo o alternado, y el término "administración" se 

debe interpretar de conformidad con lo anterior.  

La dosificación efectiva de cada uno del componentes de 

combinación empleados en la combinación de la invención puede 

variar dependiendo del compuesto particular o de la composición 

farmacéutica empleada, del modo de administración, de la condición 

que se esté tratando, y de la gravedad de la condición que se esté 

tratando. Por consiguiente, el régimen de dosificación de la 

combinación de la invención se selecciona de acuerdo con una 

variedad de factores, incluyendo la vía de administración y la función 

renal y hepática del paciente. Un clínico o médico de una experiencia 

ordinaria puede determinar fáci lmente y prescribir la cantidad 

efectiva de los ingredientes activos individuales requeridos para 

al iviar,  contrarrestar, o detener el progreso de la condición. La 

precisión óptima para alcanzar la concentración de los ingredientes 

activos dentro del intervalo que proporcione eficacia sin toxicidad, 

requiere de un régimen basado en la cinética de la disponibi l idad de 

los ingredientes act ivos para los sit ios objetivo. 

La presente invención comprende además las siguientes 

modalidades: 
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•  Una combinación sinérgica para su administración 

humana, la cual comprende un compuesto de la fórmula (A), el cual 

es la 1-({4-meti l-5-[2-(2,2,2-tri f luoro-1,1-dimeti l-eti l)-piridin-4-i l ] -

t iazol-2-i l}-amida) de 2-amida del ácido (S)-pirrol idin-1,2-

dicarboxíl ico, y cuando menos un inhibidor de mTOR, en forma l ibre 

o en la forma de una sal  del  mismo, en un intervalo de combinación 

que corresponde a un intervalo de combinación sinérgica de 

aproximadamente 330 nM a 3 µM, y de aproximadamente 1 nM a 27 

nM, respectivamente, en el modelo de células de cáncer de mama 

SKBR-3 o en el  modelo de células de cáncer de mama BT-474. 

•  Una combinación sinérgica para su administración 

humana, la cual comprende un compuesto de la fórmula (A), el cual 

es la 1-({4-meti l-5-[2-(2,2,2-tri f luoro-1,1-dimeti l-eti l)-piridin-4-i l ] -

t iazol-2-i l}-amida) de 2-amida del ácido (S)-pirrol idin-1,2-

dicarboxíl ico, y cuando menos un inhibidor de mTOR, en forma l ibre 

o en la forma de una sal  del  mismo, en un intervalo de combinación 

que corresponde a un intervalo de combinación sinérgica de 

aproximadamente 12 nM a 100 nM, y de aproximadamente 1 nM a 27 

nM, respectivamente, en el modelo de células de cáncer de mama 

T47-D. 

•  Una combinación sinérgica para su administración 

humana, la cual comprende un compuesto de la fórmula (A), el cual 

es la 1-({4-meti l-5-[2-(2,2,2-tri f luoro-1,1-dimeti l-eti l)-piridin-4-i l ] -

t iazol-2-i l}-amida) de 2-amida del ácido (S)-pirrol idin-1,2-
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dicarboxíl ico, y cuando menos un inhibidor de mTOR, en forma l ibre 

o en la forma de una sal  del  mismo, en un intervalo de combinación 

que corresponde a un intervalo de combinación sinérgica de 

aproximadamente 3 µM, y de aproximadamente 1 nM a 27 nM, 

respectivamente, en el modelo de células de cáncer de mama        

ZR-75-1. 

Los siguientes ejemplos son i lustrativos solamente y no 

pretenden ser l imitantes. 

 

Ejemplo 1: Efecto de la combinación de Everolimus (RAD001) con 

el Compuesto I  en células tumorales de mama BT474 y MDA-MB-

231 detectado mediante análisis Western Blot.   

Material y Métodos 

Preparación de compuestos :  

 El compuesto everolimus (RAD001) es sintetizado por Novartis 

Pharma AG. Se prepara una solución de suministro 20 mM en 

sulfóxido de dimeti lo (DMSO), y se almacena a -20°C. Se prepara 

una solución de suministro 10 mM de la 1-({4-meti l -5-[2-(2,2,2-

tri f luoro-1,1-dimeti l-eti l)-piridin-4-i l ] -t iazol-2-i l}-amida) de 2-amida del 

ácido (S)-pirrol idin-1,2-dicarboxíl ico (“Compuesto I”) en sulfóxido de 

dimeti lo (DMSO), y se almacena a -20°C. 

Células y condiciones de cultivo celular:  

 Las células de carcinoma de mama humano BT474 (ATCC HTB-

26), y MDA-MB-231 (ATCC HTB-20), se obtienen en la American 

Type Culture Collection (ATCC, Rockvil le, MD, EUA).  
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 Las células BT474 se mantienen en un medio Hybri-Care 

(ATCC) complementado con suero fetal de becerro al 10 por ciento 

en volumen/volumen y L-glutamina 2 mM. Las células MDA-MB-231 

se cult ivan en un medio RPMI 1640 (Amimed, Allschwil, Suiza) 

complementado con suero fetal de becerro al 10 por ciento en 

volumen/volumen y L-glutamina 2 mM. Todos los medios se 

complementan con 100 microgramos/mil i l i t ro de penici l ina/ 

estreptomicina, y las células se mantienen a 37°C en CO2 al  5 por 

ciento. 

Tratamiento celular y extracción de células:  

 Las células BT474 y MDA-MB-231 se siembran a una densidad 

de 3.3 x 104 células/cm2 y 1.6 x 104 células/cm2, respectivamente, y 

se incuban durante 48 horas a 37°C y con CO2 al 5 por ciento, antes 

del tratamiento con el vehículo de sulfóxido de dimeti lo (DMSO), 

RAD001 20 nM, y/o diferentes concentraciones del Compuesto I  

durante 24 horas.  

 Los l isados celulares se preparan como sigue. Las placas de 

cultivo se lavan una vez con suero regulado con fosfato helado (PBS) 

que contiene PMSF 1 mM, y una vez con regulador de extracción 

helado [Hepes 50 mM (pH de 7.4), NaCl 150 mM, ß-gl icerofosfato    

25 mM, NaF 25 mM, EGTA 5 mM, EDTA 1 mM, PPi 15 mM, orto-

vanadato de sodio 2 mM, molibdato de sodio 10 mM, leupeptina (10 

microgramos/mil i l i tro), aprotinina (10 microgramos/mil i l i tro), DTT 1 

mM, y PMSF 1 mM]. Los inhibidores de proteasa se adquieren en 

SIGMA Chemical, St. Louis, Mo. Las células se extraen en el mismo 
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regulador, que contiene NP-40 al 1 por ciento (SIGMA Chemicals).  

Los extractos se homogeneizan, se aclaran mediante centri fugación, 

se ponen en al ícuotas, y se congelan a –80°C. La concentración de 

proteína se determina con El Ensayo de Proteína BCA (Pierce, 

Rockford, IL, EUA). 

Inmunotransferencia: 

 Veinte microgramos de extractos celulares se resuelven 

electroforéticamente sobre geles desnaturalizantes de dodecil-sul fato 

de sodio/poliacri lamida al 12 por ciento (SDS-PAGE), y se 

transfieren a fi l t ros de dif luoruro de polivini l ideno (PVDF; Mil l ipore 

Corporation, Bedford, MA, EUA) mediante transferencia húmeda (1 

hora a 250 mA), y se sondean durante la noche a 4°C con los 

siguientes anticuerpos primarios:  

(a) Anti-fosfo-Akt (S4 7 3) (clon 14-05; 1:2000) se obtiene en 

DAKO (Glostrup, Dinamarca), y se di luye en suero regulado con 

fosfato (PBS), Tween al 0.5 por ciento en volumen/volumen, leche al 

0.5 por ciento en peso/volumen. 

(b) Anti-fosfo-MAPK (T2 0 2/Y2 04) (clon ECA297; 1:50) se 

obtiene en DAKO (Glostrup, Dinamarca), y se di luye en suero 

regulado con fosfato (PBS), Tween al 0.5 por ciento en 

volumen/volumen, leche al 0.5 por ciento en peso/volumen. 

(c) Anti-fosfo-MEK 1/2 (S21 7/S2 2 1) (cat # 9154; 1:1000) se 

obtiene en Cell Signaling Technology, y se di luye en suero regulado 

con fosfato (PBS), Tween al 0.1 por ciento en volumen/volumen, 

leche al 0.5 por ciento en peso/volumen. 
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(d) Anti-Actina (cat # MAB1501; 1:20,000) se obtiene en 

Chemicon (Bil lerica, MA, EUA), y se di luye en suero regulado con 

fosfato (PBS), Tween al  0.1 por ciento en volumen/volumen. 

Después de la incubación con el anticuerpo primario apropiado 

(como se enlista anteriormente), las proteínas decoradas se revelan 

uti l izando inmunoglobulinas anti-ratón o anti -conejo conjugadas con 

peroxidasa de radícula roja, seguidas por una quimiluminiscencia 

mejorada (kit ECL Plus; Amersham Pharmacia Biotech, 

Buckinghamshire, Reino Unido), y se cuantif ican uti l izando el 

software Quanti ty One (Bio-Rad, Munich, Alemania). 

Cada extracto celular se cuanti f ica además mediante la 

metodología de Arreglo Inverso de Proteínas como se describe en 

seguida. 

Cada uno de los extractos celulares se mancha sobre chips de 

microarreglos de proteína PWG ZeptoMARK® (Zeptosens, Witterswil ,  

Suiza) con el Nano-Graficador sin contacto basado en micro-

dosificación piezoeléctrica Nano-Plotter 2.1 (GeSiM, 

Grosserkmannsdorf, Alemania). Después de manchar los 

microarreglos de proteína ZeptoMARK®, los chips se incuban 

durante 1 hora a 37°C. Para recibir un resultado de bloqueo 

uniforme, se administra el regulador de bloqueo BB! CeLyA 

(Zeptosens, Cat. No. 9040) por medio de un nebulizador ultrasónico. 

Después de 30 minutos de bloqueo, los chips se enjuagan 

extensamente con agua desionizada (calidad Mil l i-Q, 18MΏ x cm), y 

se secan en un flujo de aire con nitrógeno. 
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Después del procedimiento de manchado y bloqueo de la 

muestra, los chips ZeptoMARK® se transfieren al  ZeptoCARRIER 

(Zeptosens, Cat. No. 1100), cuyas seis celdas de flujo resuelven 

individualmente los seis arreglos sobre un chip, y se lavan dos veces 

con 200 microl i tros de regulador de ensayo CAB1 CeLyA (Zeptosens, 

Cat. No. 9032). El regulador de ensayo se aspira entonces, y cada 

compartimiento se incuba con 100 microl i tros del anticuerpo objetivo 

primario (pAkt Ser473: CST#4060; pAkt Thr308: CST#2965, Akt1 

pan: Epitomics # 1085-1) a temperatura ambiente durante la noche. 

Después de la incubación, se remueve el anticuerpo primario, los 

arreglos se lavan dos veces con regulador CAB1 y se incuban 

adicionalmente con 100 microl i tros de fragmentos Fib de IgG anti-

conejo marcados con Alexa-fluor 647 (Nitrógeno; #Z25305) durante 

una hora a temperatura ambiente en la oscuridad. Después de la 

incubación, los arreglos se lavan dos veces con 200 microl i tros de 

regulador CAB1. La fluorescencia de los fragmentos Fib enlazados 

con el objetivo se lee en el ZeptoReader (Zeptosens, Witterswil, 

Suiza) uti l izando un dispositivo de láser (longitud de onda de 

excitación de 635 nanómetros), y una cámara CCD. La señal de 

fluorescencia se evaluó con los tiempos de exposición de 1, 3, 5 y 10 

segundos, dependiendo de la intensidad de la señal.  

Las imágenes de fluorescencia para cada arreglo se analizan 

con el software ZeptoVIEW Pro 2.0 (Zeptosens, Witterswi l, Suiza), y 

se calcula el RFI para cada señal.  
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Anticuerpos y di luciones de anticuerpos empleadas en este 

experimento: 

 

Antígeno Proveedor Ref.  Dilución 

pAkt Ser473 
Cell Signaling 

Technology 
4060 1/ 500 

Akt 1 pan Epitomics 1085-1 1/ 500 

Zenon® Alexa Fluor 

647 conejo 
Invitrogen Z25305 1/ 500 

 

 

Resultados: 

 Los niveles de fosfori lación de AKT(S473), MAPK (T202/Y204), 

MEK1/2 (S217/S221), y los niveles totales de actina en la presencia 

de everolimus (RAD001), y de everolimus (RAD001) en combinación 

con el Compuesto I, en las células tumorales de mama BT474, 

determinados mediante análisis Western Blot, se i lustran en la  

Figura 1. 

 Los niveles de fosfori lación de AKT(S473), AKT (T308), y los 

niveles totales de AKT en la presencia de everolimus (RAD001), y de 

everolimus (RAD001) en combinación con el Compuesto I,  en las 

células tumorales de mama BT474, como se cuantif ican mediante el 

Arreglo Inverso de Proteína, se i lustran en las Figuras 2 a 4, 
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respectivamente. 

 Los niveles de fosfori lación de AKT(S473), MAPK (T202/Y204), 

y los niveles totales de actina en la presencia de everolimus 

(RAD001), y de everolimus (RAD001) en combinación con el  

Compuesto I, en las células tumorales de mama MDA-MB231, 

determinados mediante análisis Western Blot, se i lustran en la  

Figura 5. 

 Los niveles de fosfori lación de AKT(S473), AKT (T308), y los 

niveles totales de AKT en la presencia de everolimus (RAD001), y de 

everolimus (RAD001) en combinación con el Compuesto I,  en las 

células tumorales de mama MDA-MB231, como se cuantif ican 

mediante Arreglo Inverso de Proteína, se i lustran en las Figuras 6 a 

8, respectivamente. 

 Los niveles de fosfori lación de AKT(S473), y los niveles totales 

de AKT en la presencia de everolimus (RAD001), y de everolimus 

(RAD001) en combinación con el Compuesto I, en las células 

tumorales de mama MDA-MB231, determinados mediante análisis 

Western Blot, y cuantif icados uti l izando el software Quantity One, 

como se muestra en la Figura 9, en un segundo conjunto de 

experimentos. 

 Los niveles de fosfori lación de AKT(S473), AKT (T308), y los 

niveles totales de AKT en la presencia de everolimus (RAD001), y de 

everolimus (RAD001) en combinación con el Compuesto I,  en las 

células tumorales de mama MDA-MB231, como se cuantif ican, en un 

segundo conjunto de experimentos, mediante Arreglo Inverso de 
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Proteína, se i lustran en las Figuras 10 a 12, respectivamente. 

 

Ejemplo 2: Efecto de la combinación de Everolimus (RAD001) con 

el Compuesto I en el modelo de células de cáncer de mama 

humano SKBR-3 

Material y métodos 

 La línea celular de cáncer de mama humano SKBR-3 se 

adquiere en American Type Cell Collection. La línea celular de 

cáncer de mama humano SKBR-3 se amplif ica con HER2. La l ínea 

celular de cáncer de mama humano SKBR-3 se cult iva a 37°C en una 

incubadora con CO2 al 5 por ciento en RPMI 1640 (ATCC #30-2001) 

u otro medio sugerido complementado con suero bovino fetal  al 10 

por ciento, 2 mil imoles/l i tro de glutamina y piruvato de sodio al 1 por 

ciento. 

Ensayo de proli feración celular:  

 La viabil idad celular se determina mediante la medición del 

contenido celular de ATP uti l izando el  ensayo de viabil idad celular 

luminiscente CellTi ter-Glo® (Promega #G7573) de acuerdo con el  

protocolo del fabricante. Dicho de una manera breve, se emplacan de 

1,500 a 50,000 células en placas ya sea de 384 o bien de 96 pozos 

en 25 microl i tros (384 pozos) o en 100 microl i tros (96 pozos) del 

medio de cult ivo, las células se dejan adherirse durante la noche, y 

seguido por 72 horas de incubación con di ferentes concentraciones 

de fármacos o de combinaciones de fármacos; al f inal del tratamiento 

con el fármaco, se agrega un volumen igual del reactivo CellTiter-Glo 
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a cada pozo para l isar las células, y se registran las señales de 

luminiscencia en un lector de placas Envision. 

Método para calcular el efecto de la combinación:  

 Para evaluar el efecto de la combinación de everolimus 

(RAD001), y 1-({4-meti l-5-[2-(2,2,2-tri f luoro-1,1-dimeti l -eti l)-piridin-4-

i l ]-t iazol-2-i l} -amida) de 2-amida del ácido (S)-pirrol idin-1,2-

dicarboxíl ico (“Compuesto I”), y para identi f icar el efecto sinérgico 

potencial en todas las posibles concentraciones, se conducen los 

estudios de la combinación con una “matriz de dosis”, en donde se 

prueba una combinación en todas las posibles permutaciones de 

everolimus di luido en serie (RAD001), y las dosis del Compuesto I  

como único agente, y en todos los ensayos de combinación, los 

compuestos se apl ican de una manera simultánea. Las curvas de 

respuesta a la dosis de un solo agente, IC5 0, IC9 0, y el sinergismo se 

analizan todos uti l izando el software Chalice (CombinatoRx, 

Cambridge, MA). El sinergismo se calcula mediante la comparación 

de una respuesta de la combinación a aquéllos de sus agentes 

individuales, contra el modelo de referencia de dosis aditiva del 

fármaco consigo mismo. Las desviaciones a parti r de la aditividad de 

la dosis se pueden evaluar visualmente en un Isobolograma, o 

numéricamente con un Índice de Combinación. El exceso de 

inhibición comparándose con la aditividad también se puede graficar 

como un diagrama de matriz de dosis completa para capturar en 

dónde se presentan los sinergismos. Con el f in de cuantif icar la 

fuerza global de los efectos de la combinación, también se calcula 
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una puntuación de volumen VH S A=ΣX, Y  lnfX  lnfY  ( Ida to s  – IH SA) entre los 

datos y la superficie más alta del agente individual, normalizada para 

los factores de di lución del agente individual fX ,fY.   

Resultados: 

 El efecto del agente individual y del tratamiento concomitante 

con everolimus (RAD001)/Compuesto I  sobre la prol i feración celular 

se evalúa uti l izando el ensayo Cell-t i ter-glow (CTG) descrito 

anteriormente. Las células se emplacan a 3,000 células por pozo en 

placas de 384 pozos por tripl icado, y se tratan con el  compuesto 

durante 72 horas antes de la medición (Figura 13). En este estudio 

de “matriz de dosis”, el everolimus (RAD001) se somete a una 

dilución en serie de 4 dosis 3 veces con la dosis al ta a 27 nM, y la 

dosis baja a 1 nM, y el Compuesto I  se somete a una dilución en 

serie de 7 dosis 3 veces con la dosis alta a 3 µM y con la dosis baja 

a aproximadamente 4 nM.  

 Los resultados de este estudio se estipulan en la Figura 13. El  

Compuesto I solo provoca una inhibición dependiente de la 

concentración del crecimiento celular con la Am ax , la máxima fracción 

de inhibición = 0.40 (inhibición del crecimiento del 40 por ciento 

comparándose con el control de sulfóxido de dimeti lo (DMSO)); el  

everolimus (RAD001) exhibe un nivel similar de un efecto inhibidor 

del crecimiento menor sobre la prol i feración celular que un agente 

individual, y nunca alcanzó una IC5 0,  y la Am ax  = 0.32. El tratamiento 

concomitante con everolimus (RAD001)/Compuesto I refuerza de una 

manera signif icativa el máximo nivel de inhibición, con Am ax  = 0.63 
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comparándose con cualquiera de los agentes individuales 

(everolimus (RAD001) Am ax  = 0.32, y el Compuesto I Am ax= 0.40). 

Sobre toda la matriz de dosis, se observan mejores actividades 

sinérgicas para el everolimus (RAD001) en todas las dosis (1 nM a 

27 nM), y parte de los intervalos de dosis más altos para el  

Compuesto I (de 330 nM a 3 µM). En concentraciones relativamente 

bajas del Compuesto I (de 4 nM a 37 nM), la combinación no parece 

exhibir un beneficio adicional comparándose con el Compuesto I y 

everolimus (RAD001) como tratamientos con un solo agente en este 

experimento.  

 

Ejemplo 3: Efecto de la combinación de Everolimus (RAD001) con 

el Compuesto I en células tumorales de mama BT-474 

Material y métodos 

 La línea celular de cáncer de mama humano BT-474 se 

adquiere en la American Type Cell Collection. La línea celular de 

cáncer de mama humano BT-474 incluye tanto la mutación PIK3CA 

como la amplif icación HER2. La l ínea celular de cáncer de mama BT-

474 se cult iva a 37°C en una incubadora con CO2 al 5 por ciento en 

RPMI 1640 (ATCC #30-2001) u otro medio sugerido complementado 

con suero bovino fetal al 10 por ciento, 2 mil imoles/l i tro de 

glutamina, y piruvato de sodio al  1 por ciento. 

Ensayo de proli feración celular:  

 La viabil idad celular se determina mediante la medición del 

contenido celular de ATP uti l izando el  ensayo de viabil idad celular 
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luminiscente CellTi ter-Glo® (Promega #G7573) de acuerdo con el  

protocolo del fabricante. Dicho de una manera breve, se emplacan de 

1,500 a 50,000 células en placas ya sea de 384 o bien de 96 pozos 

en 25 microl i tros (384 pozos) o 100 microl i tros (96 pozos) del medio 

de cult ivo, las células se dejaron adherirse durante la noche, y 

seguido por 72 horas de incubación con di ferentes concentraciones 

de fármacos o combinaciones de fármacos; al f inal del tratamiento 

con el fármaco, se agrega un volumen igual del reactivo CellTiter-Glo 

a cada pozo para l isar las células, y se registran las señales de 

luminiscencia en un lector de placas Envision. 

Método para calcular el efecto de la combinación:  

 Para evaluar el efecto de la combinación de everolimus 

(RAD001), y 1-({4-meti l-5-[2-(2,2,2-tri f luoro-1,1-dimeti l -eti l)-piridin-4-

i l ]-t iazol-2-i l} -amida) de 2-amida del ácido (S)-pirrol idin-1,2-

dicarboxíl ico (“Compuesto I”), y para identi f icar el efecto sinérgico 

potencial en todas las posibles concentraciones, se conducen los 

estudios de la combinación con una “matriz de dosis”, en donde se 

prueba una combinación en todas las posibles permutaciones de 

everolimus di luido en serie (RAD001), y dosis del Compuesto I como 

único agente, y en todos los ensayos de combinación, los 

compuestos se apl ican de una manera simultánea. Las curvas de 

respuesta a la dosis de un solo agente, IC5 0, IC9 0, y el sinergismo, se 

analizan todos uti l izando el software Chalice (CombinatoRx, 

Cambridge, MA). El sinergismo se calcula mediante la comparación 

de una respuesta de la combinación a aquéllos de sus agentes 
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individuales, contra el modelo de referencia de dosis aditiva del 

fármaco consigo mismo. Las desviaciones a parti r de la aditividad de 

la dosis se pueden evaluar visualmente en un Isobolograma, o 

numéricamente con un Índice de Combinación. El exceso de 

inhibición comparándose con la aditividad también se puede graficar 

como un diagrama de matriz de dosis completa para capturar en 

dónde se presentan los sinergismos. Con el f in de cuantif icar la 

fuerza global de los efectos de la combinación, también es calcula 

una puntuación de volumen VH S A=ΣX, Y  lnfX  ln fY  (Ida t os  – IH SA) entre los 

datos y la superficie más alta del agente individual, normalizada para 

los factores de di lución del agente individual fX , fY .  

Resultados: 

 El efecto del agente individual y el tratamiento concomitante 

con everolimus (RAD001)/Compuesto I  sobre la prol i feración celular 

se evalúa uti l izando el ensayo Cell-t i ter-glow (CTG) descrito 

anteriormente. El efecto del agente individual y el tratamiento 

concomitante con everolimus (RAD001)/Compuesto I sobre la 

prol i feración celular se evalúa uti l izando el ensayo Cel l-t i ter-glow 

(CTG) descrito anteriormente. El establecimiento del experimento es 

idéntico al procedimiento del experimento descrito anteriormente 

para el modelo SKBR-3 (Figura 14). Y se aplica la misma “matriz de 

dosis” (everolimus (RAD001): 4 dosis, 3X, de 1 nM a 27 nM, 

Compuesto I : 7 dosis, 3X, de 4 nM a 3 µM).  

 Los resultados de este estudio se estipulan en la Figura 14. El  

Compuesto I solo provoca una inhibición dependiente de la 
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concentración del crecimiento celular con la IC50  alrededor de 3 µM y 

una Am ax  de alrededor de 0.53 (inhibición del crecimiento del 53 por 

ciento comparándose con el control de sulfóxido de dimeti lo 

(DMSO)); el everolimus (RAD001) exhibe un efecto inhibidor del 

crecimiento menor sobre la prol i feración celular como un agente 

individual, nunca alcanza una IC5 0, y la Ama x  = 0.36. El tratamiento 

concomitante con everolimus (RAD001)/Compuesto I refuerza de una 

manera signif icativa el máximo nivel de inhibición, con Am ax  = 0.66 

comparándose con cualquiera de los agentes individuales 

(everolimus (RAD001) Am ax  = 0.36, y el Compuesto I Am ax= 0.53). 

Sobre toda la matriz de dosis, se observan mejores actividades 

sinérgicas para el everolimus (RAD001) en todas las dosis (de 1 nM 

a 27 nM), y el Compuesto I en dosis alta (de 330 nM a 3 µM). En 

concentraciones más bajas del Compuesto I (de 4 nM a 37 nM), la 

combinación no parece exhibir un beneficio adicional comparándose 

con el  Compuesto I  y everolimus (RAD001) como tratamientos con un 

solo agente en este experimento. 

 

Ejemplo 4: Efecto de la combinación de Everolimus (RAD001) con 

el Compuesto I en un modelo células de cáncer de mama humano 

T47-D 

Material y métodos 

 La línea celular de cáncer de mama humano T47-D se adquiere 

en American Type Cell Collection. La línea celular de cáncer de 

mama humano T47-D incluye la mutación PIK3CA. La línea celular de 
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cáncer de mama humano T47-D se cult iva a 37°C en una incubadora 

con CO2 al 5 por ciento en RPMI 1640 (ATCC #30-2001) u otro medio 

sugerido complementado con suero bovino fetal al 10 por ciento, 2 

mil imoles/l i t ro de glutamina, y piruvato de sodio al 1 por ciento. 

Ensayo de proli feración celular:  

 La viabil idad celular se determina mediante la medición del 

contenido celular de ATP uti l izando el  ensayo de viabil idad celular 

luminiscente CellTi ter-Glo® (Promega #G7573) de acuerdo con el  

protocolo del fabricante. Dicho de una manera breve, se emplacan de 

1,500 a 50,000 células en placas ya sea de 384 o bien de 96 pozos 

en 25 microl i tros (384 pozos) o 100 microl i tros (96 pozos) de medio 

de cult ivo, las células se dejan adherirse durante la noche, y seguido 

por 72 horas de incubación con diferentes concentraciones de 

fármacos o combinaciones de fármacos; al f inal del tratamiento con 

el fármaco, se agrega un volumen igual del reactivo CellTiter-Glo a 

cada pozo para l isar las células, y se registran las señales de 

luminiscencia en un lector de placas Envision.  

Método para calcular el efecto de la combinación:  

 Para evaluar el efecto de la combinación de everolimus 

(RAD001) y 1-({4-meti l-5-[2-(2,2,2-tri f luoro-1,1-dimeti l -eti l)-piridin-4-

i l ]-t iazol-2-i l} -amida) de 2-amida del ácido (S)-pirrol idin-1,2-

dicarboxíl ico (“Compuesto I”), y para identi f icar el efecto sinérgico 

potencial en todas las posibles concentraciones, se conducen 

estudios de la combinación con una “matriz de dosis”, en donde se 

prueba una combinación en todas las posibles permutaciones de 
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everolimus di luido en serie (RAD001), y dosis del Compuesto I como 

único agente, y en todos los ensayos de combinación, los 

compuestos se apl ican de una manera simultánea. Las curvas de 

respuesta a la dosis de un solo agente, IC5 0, IC9 0, y el sinergismo se 

analizan todos uti l izando el software Chalice (CombinatoRx, 

Cambridge MA). El  sinergismo se calcula mediante la comparación 

de una respuesta de la combinación con aquéllos de sus agentes 

individuales, contra el modelo de referencia de dosis aditiva del 

fármaco consigo mismo. Las desviaciones a parti r de la aditividad de 

la dosis se pueden evaluar visualmente en un Isobolograma o 

numéricamente con un Índice de Combinación. El exceso de 

inhibición comparándose con la aditividad también se puede graficar 

como un diagrama de matriz de dosis completa para capturar en 

dónde se presentan los sinergismos. Con el f in de cuantif icar la 

fuerza global de los efectos de la combinación, también se calcula 

una puntuación de volumen VH S A=ΣX, Y  lnfX  ln fY  (Ida t os  – IH SA) entre los 

datos y la superficie más alta del agente individual, normalizada para 

los factores de di lución del agente individual fX , fY .  

Resultados: 

 El efecto del agente individual y el tratamiento concomitante 

con everolimus (RAD001)/Compuesto I  sobre la prol i feración celular 

se evalúa uti l izando el ensayo Cell-t i ter-glow (CTG) descrito 

anteriormente. El efecto del agente individual y el tratamiento 

concomitante con everolimus (RAD001)/Compuesto I sobre la 

prol i feración celular se evalúa uti l izando el ensayo Cel l-t i ter-glow 
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(CTG) descrito anteriormente. El establecimiento del experimento es 

idéntico al procedimiento del experimento descrito anteriormente 

para el modelo SKBR-3 (Figura 15). Y se aplica la misma “matriz de 

dosis” (everolimus (RAD001): 4 dosis, 3X, de 1 nM a 27 nM, 

Compuesto I : 7 dosis, 3X, de 4 nM a 3 µM).  

 Los resultados de este estudio se estipulan en la Figura 15. El  

Compuesto I solo provoca una inhibición dependiente de la 

concentración signif icativa del crecimiento celular con la IC5 0 de 

alrededor de 330 nM y la Am ax  de alrededor de 0.67 (inhibición del 

crecimiento del 67 por ciento comparándose con el  control  de 

sulfóxido de dimeti lo (DMSO)); el everolimus (RAD001) exhibe un 

efecto inhibidor del  crecimiento menor sobre la prol i feración celular 

como un agente individual, y nunca alcanzó una IC5 0, y la Amax  = 

0.37. El  tratamiento concomitante con everolimus (RAD001)/  

Compuesto I no refuerza el máximo nivel de inhibición, con Am ax  = 

0.68, comparable con el tratamiento con el Compuesto I como único 

agente (Am ax= 0.67). Sobre toda la matriz de dosis, se observan 

actividades l igeramente mejoradas y débilmente sinérgicas se 

observan para el everolimus (RAD001) en todas las dosis (de 1 nM a 

27 nM), y en la dosis relativa del Compuesto I (de 12 nM a 100 nM).  

En el extremo tanto alto como bajo de las concentraciones del 

Compuesto I (4nM, de 330 nM a 3 µM), la combinación no parece 

exhibir un beneficio adicional comparándose con el Compuesto I y 

everolimus (RAD001) como tratamientos con un solo agente en este 

experimento.  
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Ejemplo 5: Efecto de la combinación de Everolimus (RAD001) con 

el Compuesto I en el modelo de cáncer de mama humano ZR-75-1 

Material y métodos 

 La línea celular de cáncer de mama humano ZR-75-1 se 

adquiere en American Type Cell Collection. La línea celular de 

cáncer de mama humano ZR-75-1 incluye la mutación PTEN. La línea 

celular de cáncer de mama humano ZR-75-1 se cult iva a 37°C en una 

incubadora con CO2 al 5 por ciento en RPMI 1640 (ATCC #30-2001) 

u otro medio sugerido complementado con suero bovino fetal  al 10 

por ciento, 2 mil imoles/l i tro de glutamina, y piruvato de sodio al 1 por 

ciento. 

Ensayo de proli feración celular:  

 La viabil idad celular se determina mediante la medición del 

contenido celular de ATP uti l izando el  ensayo de viabil idad celular 

luminiscente CellTi ter-Glo® (Promega #G7573) de acuerdo con el  

protocolo del fabricante. Dicho de una manera breve, se emplacan de 

1,500 a 50,000 células en placas ya sea de 384 o bien de 96 pozos 

en 25 microl i tros (384 pozos) o 100 microl i tros (96 pozos) de medio 

de cult ivo; las células se dejan adherirse durante la noche, y seguido 

por 72 horas de incubación con diferentes concentraciones de 

fármacos o combinaciones de fármacos; al f inal del tratamiento con 

el fármaco, se agrega un volumen igual del reactivo CellTiter-Glo a 

cada pozo para l isar las células, y se registran las señales de 

luminiscencia en un lector de placas Envision.  
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Método para calcular el efecto de la combinación:  

 Para evaluar el efecto de la combinación de everolimus 

(RAD001) y 1-({4-meti l-5-[2-(2,2,2-tri f luoro-1,1-dimeti l -eti l)-piridin-4-

i l ]-t iazol-2-i l} -amida) de 2-amida del ácido (S)-pirrol idin-1,2-

dicarboxíl ico (“Compuesto I”), y para identi f icar el efecto sinérgico 

potencial en todas las posibles concentraciones, se conducen 

estudios de la combinación con una “matriz de dosis”, en donde se 

prueba una combinación en todas las posibles permutaciones de 

everolimus di luido en serie (RAD001), y dosis del Compuesto I como 

único agente, y en todos los ensayos de combinación, los 

compuestos se apl ican de una manera simultánea. Las curvas de 

respuesta a la dosis de un solo agente, IC5 0, IC9 0, y el sinergismo, se 

analizan todos uti l izando el software Chalice (CombinatoRx, 

Cambridge MA). El  sinergismo se calcula mediante la comparación 

de una respuesta de la combinación con aquéllos de sus agentes 

individuales, contra el modelo de referencia de dosis aditiva del 

fármaco consigo mismo. Las desviaciones a parti r de la aditividad de 

la dosis se pueden evaluar visualmente en un Isobolograma o 

numéricamente con un Índice de Combinación. El exceso de 

inhibición comparándose con la aditividad también se puede graficar 

como un diagrama de matriz de dosis completa para capturar en 

dónde se presentan los sinergismos. Con el f in de cuantif icar la 

fuerza global de los efectos de la combinación, también se calcula 

una puntuación de volumen VH S A=ΣX, Y  lnfX  ln fY  (Ida t os  – IH SA) entre los 
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datos y la superficie más alta del agente individual, normalizada para 

los factores de di lución del agente individual fX , fY .  

Resultados: 

 El efecto del agente individual y el tratamiento concomitante 

con everolimus (RAD001)/Compuesto I  sobre la prol i feración celular 

se evalúa uti l izando el ensayo Cell-t i ter-glow (CTG) descrito 

anteriormente. El efecto del agente individual y el tratamiento 

concomitante con everolimus (RAD001)/Compuesto I sobre la 

prol i feración celular se evalúa uti l izando el ensayo Cel l-t i ter-glow 

(CTG) descrito anteriormente. El establecimiento del experimento es 

idéntico al procedimiento del experimento descrito anteriormente 

para el modelo SKBR-3 (Figura 16). Y se aplica la misma “matriz de 

dosis” (everolimus (RAD001): 4 dosis, 3X, de 1 nM a 27 nM, 

Compuesto I : 7 dosis, 3X, de 4 nM a 3 µM).  

 Los resultados de este estudio se estipulan en la Figura 16. El  

Compuesto I solo no provoca una inhibición signi f icativa sobre el 

crecimiento celular con la Am ax  alrededor de 0.16 (inhibición del 

crecimiento del 16 por ciento comparándose con el  control  de 

sulfóxido de dimeti lo (DMSO)); el everolimus (RAD001) exhibe un 

mejor efecto inhibidor del crecimiento sobre la prol i feración celular 

como un agente individual, con la IC5 0 alrededor de 15nM, y la Amax  = 

0.55. El  tratamiento concomitante con everolimus (RAD001)/  

Compuesto I refuerza de una manera signif icativa el  máximo nivel de 

inhibición, con Am a x  = 0.67 comparándose con cualquiera de los 

agentes individuales (everolimus (RAD001) Ama x  = 0.55, y el  
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Compuesto I Am ax= 0.16). Sin embargo, sobre toda la matriz de dosis, 

se observa un refuerzo del efecto signif icativo y débilmente sinérgico 

en la dosis más alta del Compuesto I  (3 µM). En el intervalo de dosis 

más baja del Compuesto I (de 4 nM a 1 µM), la combinación no 

parece exhibir un beneficio adicional comparándose con el  

Compuesto I  y everolimus (RAD001) como tratamientos con un solo 

agente en este experimento.  

 

Ejemplo 6: Efecto de la combinación de Everolimus (RAD001) con 

el Compuesto I en el modelo de xenoinjerto en ratón sin pelo de 

carcinoma de próstata humano DU145 

Métodos y Materiales: 

 Se uti l izan ratones sin pelo machos de 8 semanas de edad 

(nu/nu, Harlan) que tienen un intervalo de peso corporal (BW) de 

21.0 a 31.3 gramos en el día 1 del estudio. Los animales se 

al imentan con agua al gusto (ósmosis inversa, 1 ppm de Cl), y Dieta 

de Laboratorio Modificada e Irradiada NIH 31 (R) que consiste en el 

18.0 por ciento de proteína cruda, el  5.0 por ciento de grasa cruda, y 

el 5.0 por ciento de fibra cruda. Los ratones se alojan en Camas para 

Animales de Laboratorio irradiadas Enrich-o’cobs(TM) en micro-

aisladores estáticos con un ciclo de 12 horas de luz a 21-22°C y con 

el 40 al 60 por ciento de humedad. 

 La línea celular de carcinoma de próstata humano DU145 se 

obtiene en la American Type Culture Collection (ATCC). La línea 

celular DU145 se mantiene como cultivos que crecen 
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exponencialmente en el medio RPMI-1640 complementado con suero 

bovino fetal al 10 por ciento, glutamina 2 mM, 100 unidades/ 

mil i l i tros de penici l ina G-sodio, 100 microgramos/mil i l i t ro de sulfato 

de estreptomicina, 2 microgramos/mil i l i tro de gentamicina, HEPES 10 

mM, y Bicarbonato de sodio al 0.075 por ciento. Las células 

tumorales se cult ivan en matraces de cultivo de tej ido en una 

incubadora humidi ficada a 37°C, en una atmósfera de CO2 al 5 por 

ciento y con el 95 por ciento de aire.  

 Las células de carcinoma de próstata DU145 se cosechan 

durante el crecimiento exponencial, y se vuelven a suspender en una 

concentración de 5 x 107 células/mil i l i tro en suero regulado con 

fosfato (PBS) frío con MatrigelM R  al 50 por ciento (BD Biosciences). 

Cada ratón sin pelo se inocula subcutáneamente en el f lanco 

derecho con 0.2 mil i l i tros de la suspensión (1 x 107 células). Los 

tumores se calibraron en dos dimensiones para monitorear el 

crecimiento a medida que su volumen promedio se aproximaba al 

intervalo deseado de 100 a 150 mil ímetros cúbicos. El  tamaño del 

tumor, en mil ímetros cúbicos, se calcula a partir de: Volumen del 

tumor = (anchura2 x longitud)/2. El peso del tumor se puede estimar 

con la asunción de que 1 mil igramo es equivalente a 1 milímetro 

cúbico de volumen tumoral. Siete días después de la implantación 

del tumor, en el día 1 del estudio, los ratones con tamaños tumorales 

individuales de 144 a 196 milímetros cúbicos se clasif ican en 11 

grupos de diez ratones, con un volumen tumoral promedio del grupo 

de 181 a 184 milímetros cúbicos.  
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 La 1-({4-meti l -5-[2-(2,2,2-tri f luoro-1,1-dimeti l -eti l )-piridin-4-i l ] -

t iazol-2-i l}-amida) de 2-amida del ácido (S)-pirrol idin-1,2-

dicarboxíl ico (“Compuesto I”) se agita en N-meti l-pirrol idona (NMP; 

volumen final del  10 por ciento) a temperatura ambiente hasta 

disolverse. Se agregó polieti lenglicol  300 (PEG300) (volumen final  

del 30 por ciento), seguido por Solutol® HSS15 (volumen f inal del 20 

por ciento), y la mezcla se agita hasta quedar homogénea. El 

volumen final se alcanza mediante la adición de agua desionizada 

(volumen final del 40 por ciento). El vehículo del Compuesto I, NMP: 

PEG300: Solutol® HS15: agua desionizada (10:30:20:60), se designa 

como el “Vehículo 1”. Se preparan soluciones para las dosis más 

bajas mediante la di lución de la solución de dosis alta con el  

Vehículo 1. Se preparan soluciones de dosificación frescas 

semanalmente, y se almacenan a 4°C, protegidas de la luz.  

 El everolimus (RAD001) se formula en una microemulsión que 

contiene el ingrediente activo al 2 por ciento (peso/peso), es decir,  

20 mil igramos de RAD001/gramo; la densidad de la microemulsión es 

de 0.995 gramos/cm3. La microemulsión de RAD001 se pone en 

alícuotas, e inicialmente se almacena a -20°C. Se descongela una 

alícuota del suministro, se divide en porciones diarias ponderadas, y 

se almacena a 4°C. En cada día del tratamiento, una alícuota de 

RAD001 se l leva hasta la temperatura ambiente, y se di luye con 

dextrosa en agua (D5W), para proporcionar una solución de 1 

mil igramo/mil i l i tro para la dosis más alta. Este suministro se di luye 
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con D5W para preparar soluciones para las dosis más bajas. La 

microemulsión de placebo se di luye con D5W, y se designa como el  

“Vehículo 2”. 

Plan de tratamiento: 

 El Compuesto I , RAD001, y sus vehículos, se administran cada 

uno mediante intubación oral (p.o.) una vez al día durante veintiún 

días consecutivos (qd x 21). Para las terapias de combinación en los 

Días 1-20, el RAD001 se dosifica dentro de 30 minutos después del 

Compuesto I . En el  día 21 y en el día 7 en el Grupo 10, se dosifica el 

RAD001 seguido inmediatamente por el Compuesto I , sobre una base 

de jaula por jaula. El pacli taxel se administra por medio de 

inyecciones de bolo en la vena de la cola (i .v.) una vez al día el los 

días al ternados para cinco dosis (qod x 5). El volumen de 

dosificación (10 mil i l i tros/ki logramo, 2 mil i l i tros/20 gramos por ratón) 

se escala al peso de cada animal como se determine en el día de la 

dosificación, excepto en los fines de semana, cuando se l levan 

adelante los pesos corporales (BWs) del viernes. 

 11 grupos de ratones sin pelo (n = 10 por grupo) se tratan 

como sigue: Los ratones del Grupo 1 reciben el Vehículo 1 y el  

Vehículo 2, y sirven como controles para todos los análisis. Los 

Grupos 2 a 4 reciben monoterapias con 12.5, 25, y 50 mil igramos/ 

ki logramo del Compuesto I, respectivamente. Los Grupos 5 a 7 

reciben monoterapias con 2.5, 5, y 10 mil igramos/ki logramo de 

RAD001, respectivamente. El Grupo 8 recibe 12.5 mil igramos/ 

ki logramo del Compuesto I en combinación con 10 mil igramos/ 
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ki logramo de RAD001. El Grupo 9 recibe 25 mil igramos/ki logramo del 

Compuesto I  en combinación con 5 mil igramos/ki logramo de RAD001. 

El Grupo 10 recibe 50 mil igramos/ki logramo del Compuesto I en 

combinación con 2.5 mil igramos/ki logramo de RAD001; debido a la 

toxicidad, este tratamiento se detiene después de siete dosis de 

cada agente (qd x 7). El Grupo 11 recibe 25 mil igramos/ki logramo de 

pacli taxel.  

Inhibición del crecimiento tumoral: 

 La eficacia de tratamiento se determina en el  día 21. Para el  

propósito de los análisis estadísticos y gráficos, ∆TV, la diferencia 

en el volumen del tumor entre el día 1 (el inicio de la dosificación), y  

el día del punto final, se determina para cada animal que sobreviva 

al día 21. Para cada grupo de tratamiento, la respuesta en el día del 

punto final se calcula mediante la siguiente relación:  

T/C(%) = 100 x ∆T/ ∆C, para ∆T >0 

 en donde ∆T = (volumen promedio del tumor del grupo tratado 

en el día del punto final) – (volumen promedio del tumor del grupo 

tratado en el día 1), y ∆C = (volumen promedio del tumor del grupo 

de control en el día del punto final) – (volumen promedio del tumor 

del grupo de control en el día 1). Un tratamiento que alcance un 

valor T/C del 40 por ciento o menos se puede clasi f icar como 

potencialmente activo terapéuticamente.  

Criterios para las Respuestas de Regresión: 

 La eficacia del tratamiento también se puede determinar a 

partir del  número de respuestas de regresión. El tratamiento puede 
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provocar una regresión parcial (PR) o una regresión completa (CR) 

del tumor en un animal. Una regresión parcial (PR) indica que el  

volumen del tumor es del 50 por ciento o menos de su volumen en el 

día 1 para tres mediciones consecutivas durante el transcurso del 

estudio, e igual o mayor de 13.5 milímetros cúbicos para una o más 

de estas tres mediciones. Una regresión completa (CR) indica que el  

volumen del tumor es menor de 13.5 milímetros cúbicos para tres 

mediciones consecutivas durante el transcurso del estudio. 

Toxicidad: 

 Los animales se pesan en los Días 1 a 5, y en cada día del 

tratamiento (excepto en los días del f in de semana) hasta el f inal del 

estudio. La toxicidad aceptable para la máxima dosis tolerada se 

define como una pérdida de peso corporal (BW) promedio del grupo 

de menos del 15 por ciento durante la prueba, y no más de una 

muerte relacionada con el tratamiento (TR) entre diez animales. 

Cualquier animal con pérdidas del peso corporal (BW) que excedan 

al 20 por ciento para una medición, se debe eutanizar y clasif icar 

como una muerte relacionada con el tratamiento (TR), a menos que 

sea la primera muerte en el grupo. Las muertes no relacionadas con 

el tratamiento (NTR) se van a categorizar como NTRa (debidas a un 

accidente o a un error),  NTRu (debidas a causas desconocidas), o 

NTRm (diseminación del tumor por invasión y/o metástasis 

confirmada en la necropsia). Con el f in de conservar los animales 

mientras que se proporcione la máxima información, la primera 

muerte en un grupo se va a clasif icar como debida a causas 
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desconocidas (NTRu), pero la muerte se debe volver a clasif icar 

como relacionada con el tratamiento (TR) si  el desempeño 

subsiguiente del grupo muestra que el tratamiento es tóxico. 

Muestreo: 

 En el día 7, los Animales #1-4 en el Grupo 10 se eutanizan 2 

horas después de la dosificación mediante punción cardíaca térmica 

bajo anestesia con CO2. En el día 8, a las 24 horas después de la 

dosificación, el Animal #5 se muestrea de la misma manera. Se 

recolecta el volumen completo de sangre a parti r de cada animal, y 

se procesa individualmente para determinar el plasma con K-EDTA 

como anticoagulante. Las muestras de plasma se congelan a -80°C. 

Los tumores se separan y se congelan instantáneamente en N2  

l íquido. A las 2 y 24 horas después de la dosificación final en el día 

21, se muestrean cuatro animales por punto del t iempo en los 

Grupos 1, 4, 6 y 9 para determinar la sangre y los tumores como se 

describe anteriormente.  

 En los datos sin procesar, los Animales #2, 6 y 7 del Grupo 4 

salen del estudio como muertes relacionadas con el tratamiento (TR); 

y los Animales #4 y 10 del Grupo 9 salen como relacionadas con el  

tratamiento (TR) y no relacionadas con el tratamiento (NTR), 

respectivamente. Estos animales realmente sobreviven hasta el  día 

21 y se muestrean. 

Análisis estadísticos y gráficos: 

 Los análisis estadísticos y gráficos se l levan a cabo con Prism 

3.03 (Graph Pad) para Windows. El signif icado de las diferencias 
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entre los valores promedio ∆TV para los grupos de ratones tratados 

contra los de control se determina mediante el análisis de variación 

(ANOVA), con la prueba de Bartlett,  y con una prueba de 

comparación múltiple de Dunnett post-hoc . Cuando la prueba de 

Bartlett  indica diferencias signif icativas entre las variaciones (P< 

0.0001), los resultados se analizan con la prueba de Kruskal-Wall is 

no paramétrica, que muestra las di ferencias signif icativas entre los 

cambios de volumen promedio (P<0.0001). Las diferencias entre los 

grupos se analizan post-hoc  con la prueba de comparación múltiple 

de Dunn. Se emplea la prueba Mann-Whitney U para comparar los 

cambios de volumen promedio en dos grupos. Los análisis 

estadísticos de dos colas se conducen en P = 0.05. Prism resume los 

resultados de prueba como no signif icativos (ns) en P > 0.05, 

signif icativos (simbolizados por “*”) en 0.01 < P < 0.05, muy 

signif icativos (simbolizados por “**”) en 0.001 < P < 0.01, y 

extremadamente signif icativos (simbol izados por “***”) en P < 0.001. 

Debido a que las pruebas de signif icado estadístico no proporcionan 

una estimación de la magnitud de la diferencia entre grupos, todos 

los niveles de signi f icado se describen ya sea como significativos o 

no signif icativos. 

 Se construye una gráfica de dispersión para mostrar los 

valores ∆TV para los animales individuales, por grupo. El promedio 

del grupo + error estándar del promedio (SEM), o los volúmenes 

tumorales medios se grafican como las funciones l ineales del t iempo. 

Los cambios de peso corporal (BW) promedio del grupo durante el 
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transcurso del estudio se grafican como porcentaje de cambio + error 

estándar del promedio (SEM), a partir del día 1. Las curvas del 

crecimiento tumoral están truncadas cuando la muerte relacionada 

con el  tratamiento excedió del 10 por ciento. 

Resultados: 

 Se obtienen los siguientes datos a part ir del estudio:  

 

Grupo n Tratamiento 

Cambio de 

Volumen 

promedio, mm3 

Signif. 

Estadístico 

(vs. G1, G2, 

G3, G6, o G7) 

BW 

Prome-

dio Nadir 

Muertes 

(TR/ 

NTR) 

1 10 
Vehículo 1, 

Vehículo 2 

784 

(T/C = --) 
-- -- 0/0 

2 10 
Compuesto I  

(12.5 mg/kg) 

501 

(T/C = 64%) 

ns (vs. 

G1) 

-- (otros) 

-- 0/0 

3 10 
Compuesto I  

(25 mg/kg) 

129 

(T/C = 16%) 

*** (vs. 

G1) 

-- (otros) 

-- 0/0 

4 7 
Compuesto I  

(50 mg/kg) 

150 

(T/C = 19%) 

ne (vs. 

G1) – 

(otros) 

- 

8.1% 

día 8 

3/0 
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Grupo n Tratamiento 

Cambio de 

Volumen 

promedio, mm3 

Signif. 

Estadístico 

(vs. G1, G2, 

G3, G6, o G7) 

BW 

Prome-

dio Nadir 

Muertes 

(TR/ 

NTR) 

5 10 
RAD001 (2.5 

mg/kg) 

424 

(T/C = 54%) 

ns (vs. 

G1) 

-- (otros) 

-- 0/0 

6 10 
RAD001 (5 

mg/kg) 

269 

(T/C = 43%) 

* (vs. G1) 

-- (otros) 
-- 0/0 

7 10 
RAD001 (10 

mg/kg) 

341 

(T/C = 43%) 

ns (vs. 

G1) 

-- (otros) 

-- 0/0 

8 8 

Compuesto I  

(12/ mg/kg), 

RAD001 (10 

mg/kg) 

226 

(T/C = 29%) 

* (vs. G1) 

ns (vs. 

G2, vs. 

G7) 

-- (otros) 

-4.9% 

Día 

15 

1/1 

9 8 

Compuesto I  

(25 mg/kg), 

RAD001 (10 

mg/kg) 

115 

(T/C = 15%) 

*** (vs. 

G1) 

ns (vs. 

G3, vs. 

G6) 

- 

11.6

% día 

21 

1/1 
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Grupo n Tratamiento 

Cambio de 

Volumen 

promedio, mm3 

Signif. 

Estadístico 

(vs. G1, G2, 

G3, G6, o G7) 

BW 

Prome-

dio Nadir 

Muertes 

(TR/ 

NTR) 

-- (otros) 

10 0 

Compuesto I  

(50 mg/kg), 

RAD001 2.5 

mg/kg) 

-- 

ne (vs. 

G1) 

-- (otros) 

-

19.4

% día 

5 

5/0 

(5 

ES) 

11 9 Paclitaxel 

898 

(T/C = 

115%) 

ns 

(usando 

la prueba 

de Mann-

Witney U) 

(vs. G1) 

-- (otros) 

-1.9% 

Día 

12 

0/1 

 

Punto final del estudio = 1000 mm3 ; Días en progreso = 21.  

n = Número de animales en un grupo que no murieron por causas 

relacionadas con el  tratamiento, accidentales, o desconocidas, o que 

se eutanizaron para el muestreo. 

Cambio de volumen promedio = cambio de volumen promedio del 

grupo entre el  día 1 y el día 21. 
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T/C = 100 x (∆T/ ∆C) = porcentaje de cambio entre el día 1 y el día 

21 en el volumen tumoral promedio de un grupo tratado (∆T) 

comparándose con el cambio en el grupo de control 1 (∆C). 

Significado estadíst ico (Kruskal-Wall is con la prueba de comparación 

múltiple de Dunn post-hoc): ne = no evaluable, ns = no signif icativo, 

* = P < 0.05; *** = P < 0.001, comparándose con el grupo indicado. 

BW Promedio Nadir = peso corporal promedio más bajo del grupo, 

como el porcentaje de cambio desde el día 1 hasta el día 21;              

-- indica que no se observa ninguna disminución en el peso corporal 

promedio. 

ES = Eutanizados para el muestreo. 

 En este estudio, un intervalo amplio de valores ∆TV para los 

ratones del Grupo 1 tratados con vehículo, da como resultado 

diferencias de hasta 9.9 veces entre los animales individuales. 

Todavía se observan actividades signif icativas con todos los 

tratamientos que producen valores T/C por debajo del umbral del 40 

por ciento que denota la actividad terapéutica potencial .  

 Las combinaciones del Compuesto I/RAD001 en las 

proporciones de dosis de 12.5:10 y 25:5 mil igramos/ki logramo 

(Grupos 8 y 9) dan como resultado el 29 por ciento y el 15 por ciento 

de T/C, y las actividades estadísticamente signif icativas (P < 0.05 y 

P < 0.001), respectivamente. La terapia de combinación en la 

proporción de 12.5:10 mil igramos/ki logramo (Grupo 8) mejora con las 

monoterapias con el Compuesto I y RAD001 en los Grupos 2 y 7, 

respectivamente; sin embargo, los valores ∆TV para el Grupo 8 están 
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dentro de los intervalos de valores para Grupos 2 y 7, y no se 

observa ninguna mejora estadísticamente signif icativa durante la 

monoterapia.  

 La terapia de combinación en la proporción de 25:5 mil igramos/ 

ki logramo (Grupo 9) da como resultado el 15 por ciento de T/C y, por 

consiguiente, mejora l igeramente con la monoterapia con el  

Compuesto I en el Grupo 3 (16 por ciento de T/C). La combinación 

del Compuesto I /RAD001 en la proporción de dosis de 50:2.5 

mil igramos/ki logramo da como resultado el 19.4 por ciento de la 

pérdida de peso corporal  (BW) promedio del grupo en el  día 5; y el 

50 por ciento de mortal idad en el día 7 cuando se interrumpe el 

tratamiento. 
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REIVINDICACIONES  

 

1. Una combinación farmacéutica, la cual comprende: 

a) un compuesto de la fórmula (A): 

N

S

N N
H

NH2O

R3

O

R2

R1

A

(A) 

o una sal  del  mismo, en donde: 

A representa un heteroari lo seleccionado a 

partir del  grupo que consiste en: 

N
N N

N

N
N

NH
 

R1  representa uno de los siguientes 

sustituyentes: (1) alquilo de 1 a 7 átomos de carbono insustituido o 

sustituido, de preferencia sustituido, en donde los sustituyentes se 

seleccionan independientemente a parti r de una o más, de 

preferencia de una a nueve de las siguientes fracciones: deuterio, 

f lúor, o de una a dos de las siguientes fracciones: cicloalquilo de 3 a 

5 átomos de carbono; (2) cicloalquilo de 3 a 5 átomos de carbono 

opcionalmente sustituido, en donde los sustituyentes se seleccionan 
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independientemente a partir de una o más, de preferencia de una a 

cuatro de las siguientes fracciones: deuterio, alquilo de 1 a 4 átomos 

de carbono (de preferencia meti lo), f lúor, ciano, amino-carbonilo; (3) 

fenilo opcionalmente sustituido, en donde los susti tuyentes se 

seleccionan independientemente a parti r de una o más, de 

preferencia de una a dos de las siguientes fracciones: deuterio, 

halógeno, ciano, alquilo de 1 a 7 átomos de carbono, alquilo de 1 a 7 

átomos de carbono-amino, di-(alquilo de 1 a 7 átomos de carbono)-

amino, alquilo de 1 a 7 átomos de carbono-amino-carbonilo, di-

(alquilo de 1 a 7 átomos de carbono)-amino-carbonilo, alcoxilo de 1 a 

7 átomos de carbono; (4) amina opcionalmente mono- o di-sustituida; 

en donde los sust ituyentes se seleccionan independientemente a 

partir de las siguientes fracciones: deuterio, alquilo de 1 a 7 átomos 

de carbono (que está insustituido o sustituido por uno o más 

sustituyentes seleccionados a partir del grupo de deuterio, f lúor, 

cloro, hidroxilo),  fenil-sulfonilo (que está insustituido o sustituido por 

uno o más, de preferencia uno de alquilo de 1 a 7 átomos de 

carbono, alcoxilo de 1 a 7 átomos de carbono, di-(alquilo de 1 a 7 

átomos de carbono)-amino-alcoxilo de 1 a 7 átomos de carbono);    

(5) sulfonilo sustituido; en donde el  sustituyente se selecciona a 

partir de las siguientes fracciones: alquilo de 1 a 7 átomos de 

carbono (que está insustituido o sustituido por uno o más 

sustituyentes seleccionados a parti r del grupo de deuterio, f lúor), 

pirrol idino (que está insustituido o sustituido por uno o más 

sustituyentes seleccionados a parti r del grupo de deuterio, hidroxilo, 
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oxo; en particular un oxo); (6) f lúor, cloro; 

R2  representa hidrógeno; 

R3  representa: (1) hidrógeno, (2) f lúor, cloro,     

(3) meti lo opcionalmente sustituido, en donde los susti tuyentes se 

seleccionan independientemente a parti r de una o más, de 

preferencia de una a tres de las siguientes fracciones: deuterio, 

f lúor, cloro, dimeti l -amino; 

con la excepción de la 1-({5-[2-(terbuti l)-pirimidin-4-

i l ]-4-meti l- t iazol-2-i l }-amida) de 2-amida del ácido (S)-pirrol idin-1,2-

dicarboxíl ico 

y 

b) cuando menos un inhibidor de mTOR. 

2. La combinación farmacéutica de acuerdo con la 

reivindicación 1, en donde el compuesto de la fórmula (A) es la 1-({4-

meti l-5-[2-(2,2,2-tri f luoro-1,1-dimeti l -eti l)-piridin-4-i l ]- t iazol-2-i l}-

amida) de 2-amida del ácido (S)-pirrol idin-1,2-dicarboxíl ico. 

3. Una combinación farmacéutica de acuerdo con las 

reivindicaciones 1 ó 2, en donde el inhibidor de mTOR se selecciona 

a parti r de rapamicina RAD (sirol imus), y derivados/análogos de la 

misma, tales como everolimus (RAD001), temsirol imus (CCI-779), 

zotarol imus (ABT578), SAR543, ascomicina (un análogo etíl ico de 

FK506), deferol imus (AP23573/ MK-8669), AP23841, KU-0063794, 

INK-128, EX2044, EX3855, EX7518, AZD08055, OSI-027, WYE-

125132, XL765, NV-128, WYE-125132, y EM101/LY303511 

4. Una combinación farmacéutica de acuerdo con la 
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reivindicación 1 ó 2, para uti l izarse en el tratamiento o en la 

prevención de una enfermedad dependiente de la cinasa del objetivo 

de mamífero de rapamicina (mTOR). 

5. Una composición farmacéutica, la cual comprende un 

compuesto de la fórmula (A) de acuerdo con la reivindicación 1, o 

una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y cuando menos un 

inhibidor de mTOR, o una sal  farmacéuticamente aceptable del 

mismo. 

6.  El uso de un compuesto de la fórmula (A): 

N

S

N N
H

NH2O

R3

O

R2

R1

A

(A) 

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en 

donde: 

A representa un heteroari lo seleccionado a parti r del  

grupo que consiste en: 

N
N N

N

N
N

NH  

R1  representa uno de los siguientes sustituyentes:     

(1) alquilo de 1 a 7 átomos de carbono insustituido o sustituido, de 

preferencia sustituido, en donde los sustituyentes se seleccionan 
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independientemente a partir de una o más, de preferencia de una a 

nueve de las siguientes fracciones: deuterio, f lúor, o de una a dos de 

las siguientes fracciones: cicloalquilo de 3 a 5 átomos de carbono; 

(2) cicloalquilo de 3 a 5 átomos de carbono opcionalmente sustituido, 

en donde los sust ituyentes se seleccionan independientemente a 

partir de una o más, de preferencia de una a cuatro de las siguientes 

fracciones: deuterio, alquilo de 1 a 4 átomos de carbono (de 

preferencia meti lo), f lúor, ciano, amino-carbonilo; (3) fenilo 

opcionalmente sustituido, en donde los sustituyentes se seleccionan 

independientemente a partir de una o más, de preferencia de una a 

dos de las siguientes fracciones: deuterio, halógeno, ciano, alquilo 

de 1 a 7 átomos de carbono, alquilo de 1 a 7 átomos de carbono-

amino, di-(alquilo de 1 a 7 átomos de carbono)-amino, alquilo de 1 a 

7 átomos de carbono-amino-carbonilo, di-(alquilo de 1 a 7 átomos de 

carbono)-amino-carbonilo, alcoxilo de 1 a 7 átomos de carbono;      

(4) amina opcionalmente mono- o di-sustituida; en donde los 

sustituyentes se seleccionan independientemente a parti r de las 

siguientes fracciones: deuterio, alquilo de 1 a 7 átomos de carbono 

(que está insustituido o sustituido por uno o más sustituyentes 

seleccionados a parti r del grupo de deuterio, f lúor, cloro, hidroxilo), 

fenil -sulfonilo (que está insustituido o sustituido por uno o más, de 

preferencia uno de alquilo de 1 a 7 átomos de carbono, alcoxilo de 1 

a 7 átomos de carbono, di-(alquilo de 1 a 7 átomos de carbono)-

amino-alcoxilo de 1 a 7 átomos de carbono); (5) sulfonilo sustituido;  

en donde el sustituyente se selecciona a parti r de las siguientes 
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fracciones: alquilo de 1 a 7 átomos de carbono (que está insustituido 

o sustituido por uno o más sustituyentes seleccionados a parti r del  

grupo de deuterio, f lúor),  pirrol idino (que está insustituido o 

sustituido por uno o más sustituyentes seleccionados a parti r del 

grupo de deuterio, hidroxilo, oxo; en particular un oxo); (6) f lúor, 

cloro; 

R2  representa hidrógeno; 

R3  representa: (1) hidrógeno, (2) f lúor, cloro, (3) meti lo 

opcionalmente sustituido, en donde los sustituyentes se seleccionan 

independientemente a partir de una o más, de preferencia de una a 

tres de las siguientes fracciones: deuterio, f lúor, cloro, dimeti l-amino; 

con la excepción de la 1-({5-[2-(terbuti l)-pirimidin-4-i l ] -4-

meti l- t iazol-2-i l}-amida) de 2-amida del ácido (S)-pirrol idin-1,2-

dicarboxíl ico; y 

cuando menos un inhibidor de mTOR, para la elaboración 

de un medicamento para el tratamiento o la prevención de una 

enfermedad dependiente de la cinasa del objetivo de mamífero de 

rapamicina (mTOR). 

7. El uso de acuerdo con la reivindicación 6, en donde el 

compuesto de la fórmula (A) es la 1-({4-meti l-5-[2-(2,2,2-tri f luoro-1,1-

dimeti l -eti l )-piridin-4-i l ] -t iazol-2-i l} -amida) de 2-amida del ácido (S)-

pirrol idin-1,2-dicarboxíl ico. 

8. El uso de acuerdo con las reivindicaciones 6 ó 7, en 

donde el inhibidor de mTOR se selecciona a parti r de rapamicina 

RAD (sirol imus), y derivados/análogos de la misma, tales como 
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everolimus (RAD001), temsirol imus (CCI-779), zotarol imus (ABT578), 

SAR543, ascomicina (un análogo etíl ico de FK506), deferol imus 

(AP23573/ MK-8669), AP23841, KU-0063794, INK-128, EX2044, 

EX3855, EX7518, AZD08055, OSI-027, WYE-125132, XL765, NV-128, 

WYE-125132, y EM101/LY303511. 

9. El uso de acuerdo con las reivindicaciones 6 ó 7, en 

donde la enfermedad que se vaya a tratar es un tumor benigno o 

maligno; carcinoma del cerebro, riñón, hígado, glándula suprarrenal,  

vej iga, mama, carcinoma de células renales, tumores neuro-

endocrinos, próstata, estómago, tumores gástricos, de ovarios, 

colon, recto, próstata, páncreas, pulmón, vagina o tiroides, sarcoma, 

gl ioblastomas, mieloma múltiple o cáncer gastrointestinal,  en 

especial carcinoma de colon o adenoma colo-rectal , o un tumor de 

cuello y cabeza, una híper-prol i feración epidérmica, soriasis, 

hiperplasia de próstata, una neoplasia, una neoplasia de carácter 

epitel ial, l infomas, un carcinoma mamario o una leucemia; rechazo 

de trasplante de órganos o tej idos; restenosis; esclerosis tuberosa; 

enfermedad de Cowden; l infangioleiomiomatosis; retinit is 

pigmentosa; enfermedades autoinmunes; leucemia l infoblástica 

aguda resistente a esteroides; enfermedades fibróticas; hipertensión 

pulmonar; Inmunomodulación; esclerosis múltiple; síndrome de VHL; 

complejo de Carney; poliposis adenomatosa famil iar; síndrome de 

poliposis juvenil;  síndrome de Birt-Hogg-Duke; cardiomiopatía 

hipertrófica famil iar; síndrome de Wolf-Parkinson-White; un trastorno 

neurodegenerativo; degeneración macular húmeda y seca; 
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consunción muscular (atrofia, caquexia), o miopatías; una infección 

bacteriana o viral; neurofibromatosis, o síndrome de Peutz-Jeghers. 

10. Una combinación farmacéutica de acuerdo con la 

reivindicación 1 ó 2, para uti l izarse en el tratamiento o en la 

prevención de una enfermedad dependiente de la cinasa del objetivo 

de mamífero de rapamicina (mTOR). 

11. Un método para el tratamiento o la prevención de las 

enfermedades dependientes de la cinasa del objetivo de mamífero de 

rapamicina (mTOR), mediante la administración de un compuesto de 

la fórmula (A) de acuerdo con la reivindicación 1 ó 2, o de una sal 

farmacéuticamente aceptable del mismo, y cuando menos un 

inhibidor de mTOR, o una sal  farmacéuticamente aceptable del 

mismo. 

12. Un método para el tratamiento de una enfermedad 

proli ferativa dependiente de la fosfori lación y activación adquirida de 

AKT en el tratamiento con cuando menos un inhibidor de mTOR, el  

cual comprende administrar una cantidad terapéuticamente efectiva 

de un compuesto de la fórmula (A) de acuerdo con la reivindicación 1 

ó 2, o de una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, a un 

animal de sangre caliente que lo necesite. 

13. El método de acuerdo con la reivindicación 12, en donde 

la enfermedad que se vaya a tratar es un tumor benigno o maligno; 

carcinoma del cerebro, riñón, hígado, glándula suprarrenal, vej iga, 

mama, carcinoma de células renales, tumores neuroendocrinos,  

próstata, estómago, tumores gástricos, de ovarios, colon, recto, 
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próstata, páncreas, pulmón, vagina o ti roides, sarcoma, 

gl ioblastomas, mieloma múltiple o cáncer gastrointestinal,  en 

especial carcinoma de colon o adenoma colo-rectal , o un tumor de 

cuello y cabeza, una híper-prol i feración epidérmica, soriasis, 

hiperplasia de próstata, una neoplasia, una neoplasia de carácter 

epitel ial, l infomas, un carcinoma mamario o una leucemia; rechazo 

de trasplante de órganos o tej idos; restenosis; esclerosis tuberosa; 

enfermedad de Cowden; l infangioleiomiomatosis; retinit is 

pigmentosa; enfermedades autoinmunes; leucemia l infoblástica 

aguda resistente a esteroides; enfermedades fibróticas; hipertensión 

pulmonar; Inmunomodulación; esclerosis múltiple; síndrome de VHL; 

complejo de Carney; poliposis adenomatosa famil iar; síndrome de 

poliposis juvenil;  síndrome de Birt-Hogg-Duke; cardiomiopatía 

hipertrófica famil iar; síndrome de Wolf-Parkinson-White; un trastorno 

neurodegenerativo; degeneración macular húmeda y seca; 

consunción muscular (atrofia, caquexia) o miopatías; una infección 

bacteriana o viral; neurofibromatosis, o síndrome de Peutz-Jeghers. 

14. Un método para el tratamiento de una enfermedad 

proli ferativa que ha l legado a ser resistente o que tiene una 

sensibi l idad reducida al tratamiento con cuando menos un inhibidor 

de mTOR, el cual comprende administrar una cantidad 

terapéuticamente efectiva de un compuesto de la fórmula (A) de 

acuerdo con la reivindicación 1 ó 2, o de una sal farmacéuticamente 

aceptable del mismo, a un animal de sangre caliente que lo necesite. 

15. Un método para mejorar la eficacia del tratamiento de un 
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objetivo de una enfermedad proli ferativa con cuando menos un 

inhibidor de mTOR, el cual comprende administrar una combinación 

que comprende un compuesto de la fórmula (A) de acuerdo con la 

reivindicación 1 ó 2, y cuando menos un inhibidor de mTOR, a un 

animal de sangre caliente que lo necesite. 
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RESUMEN 

 

 La presente invención se refiere a una combinación 

farmacéutica que comprende un compuesto inhibidor de cinasa de 

fosfatidi l-inositol-3 (PI3K), el cual es un derivado de 2-carboxamida-

cicloamino-urea, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, 

y cuando menos un inhibidor del objetivo de rapamicina de mamífero 

(mTOR), o una sal  farmacéuticamente aceptable del mismo; a una 

composición farmacéutica, la cual comprende dicha combinación; y a 

los usos de esta combinación en el tratamiento de las enfermedades 

proli ferativas, más específicamente de las enfermedades 

dependientes de la cinasa del objetivo de rapamicina de mamífero 

(mTOR). 

 

* * * * * 
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FIG. 14 

Inhibición Isobologramo 
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REIVINDICACIONES  

 

1. Una combinación farmacéutica, la cual comprende: 

a) un compuesto de 1-({4-meti l -5-[2-(2,2,2-tri f luoro-

1,1-dimeti l-eti l )-piridin-4-i l ]- t iazol-2-i l}-amida) de 2-amida del ácido 

(S)-pirrol idin-1,2-dicarboxíl ico, o una sal farmacéuticamente 

aceptable de la misma, 

  y 

b) cuando menos un inhibidor de mTOR seleccionado 

a parti r de rapamicina RAD (sirol imus) y derivados/análogos de la 

misma, everolimus (RAD001), temsirol imus (CCI-779), zotarol imus 

(ABT578), SAR543, ascomicina (un análogo etíl ico de FK506),  

deferol imus (AP23573/ MK-8669), AP23841, KU-0063794, INK-128, 

EX2044, EX3855, EX7518, AZD08055, OSI-027, WYE-125132, 

XL765, NV-128, WYE-125132, y EM101/LY303511 o una sal 

farmacéuticamente aceptable de los mismos,  

para uti l izarse en el tratamiento o en la prevención de 

una enfermedad dependiente de cinasa del objetivo de rapamicina de 

mamífero (mTOR) seleccionada a parti r de rechazo de trasplante de 

órganos o tej idos, enfermedad del injerto contra el  huésped, 

restenosis, síndromes de hamartoma, l infangioleiomiomatosis, 

retinit is pigmentosa, enfermedades autoinmunes, leucemia 

l infoblástica aguda resistente a esteroides, enfermedades fibróticas, 

hipertensión pulmonar, inmunomodulación, esclerosis múltiple, 

síndrome de VHL, complejo de Carney, poliposis adenomatosa 
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famil iar, síndrome de poliposis juvenil, síndrome de Birt-Hogg-Due, 

cardiomiopatía hidrotrófica famil iar, síndrome de Wolf-Parkinson-

White, trastornos neurodegenerativos, degeneración macular húmeda 

y seca, consunción muscular y miopatías, infecciones bacterianas y 

virales, neurofibromatosis, síndrome de Peutz-Jeghers, y una 

enfermedad proli ferativa.  

2. Una combinación farmacéutica para usarse de acuerdo 

con la reivindicación 1, en donde el inhibidor de mTOR es everolimus 

(RAD001). 

3. Una combinación farmacéutica para usarse de acuerdo 

con la reivindicación 1 ó 2, en donde la enfermedad proli ferativa se 

selecciona a parti r de tumor benigno o maligno, carcinoma del 

cerebro, riñón, hígado, glándula suprarrenal, vej iga, mama, 

carcinoma de células renales, tumores neuroendocrinos, próstata, 

estómago, tumores gástricos, ovarios, colon, recto, próstata, 

páncreas, pulmón, vagina o ti roides, sarcoma, gl ioblastomas, 

mieloma múltiple o cáncer gastrointestinal, una híper-prol i feración 

epidérmica, soriasis, hiperplasia de próstata, una neoplasia, una 

neoplasia de carácter epitel ial, l infomas, un carcinoma mamario, o 

una leucemia. 

4. Una combinación farmacéutica para usarse de acuerdo 

con la reivindicación 3, en donde el cáncer gastrointestinal se 

selecciona a partir de carcinoma de colon, adenoma colo-rectal, o un 

tumor de cuello y cabeza. 

5. Una composición farmacéutica, la cual comprende una 
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combinación farmacéutica de acuerdo con la reivindicación 1 ó 2, 

para uti l izarse en el tratamiento o en la prevención de una 

enfermedad dependiente de cinasa mTOR seleccionada a partir de 

rechazo de trasplante de órganos o tej idos, enfermedad del injerto 

contra el huésped, restenosis, síndromes de hamartoma, 

l infangioleiomiomatosis, retinit is pigmentosa, enfermedades 

autoinmunes, leucemia l infoblástica aguda resistente a esteroides, 

enfermedades fibróticas, hipertensión pulmonar, inmunomodulación, 

esclerosis múltiple, síndrome de VHL, complejo de Carney, poliposis 

adenomatosa famil iar, síndrome de poliposis juvenil, síndrome de 

Birt-Hogg-Due, cardiomiopatía hidrotrófica famil iar, síndrome de 

Wolf-Parkinson-White, trastornos neurodegenerativos, degeneración 

macular húmeda y seca, consunción muscular y miopatías, 

infecciones bacterianas y virales, neurofibromatosis, síndrome de 

Peutz-Jeghers, y una enfermedad proli ferativa.  

6. El uso de un compuesto de 1-({4-meti l -5-[2-(2,2,2-

tri f luoro-1,1-dimeti l-eti l)-piridin-4-i l ] -t iazol-2-i l}-amida) de 2-amida del 

ácido (S)-pirrol idin-1,2-dicarboxíl ico, o de una sal farmacéuticamente 

aceptable de la misma, y cuando menos un inhibidor de mTOR 

seleccionado a parti r de rapamicina RAD (sirol imus) y derivados/ 

análogos de la misma, everolimus (RAD001), temsirol imus (CCI-779), 

zotarol imus (ABT578), SAR543, ascomicina (un análogo etíl ico de 

FK506), deferol imus (AP23573/ MK-8669), AP23841, KU-0063794, 

INK-128, EX2044, EX3855, EX7518, AZD08055, OSI-027, WYE-

125132, XL765, NV-128, WYE-125132, y EM101/LY303511 o una sal  
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farmacéuticamente aceptable de los mismos, para la elaboración de 

un medicamento para el tratamiento o la prevención de una 

enfermedad dependiente de cinasa del objetivo de rapamicina de 

mamífero (mTOR) seleccionada a parti r de rechazo de trasplante de 

órganos o tej idos, enfermedad del injerto contra el  huésped, 

restenosis, síndromes de hamartoma, l infangioleiomiomatosis, 

retinit is pigmentosa, enfermedades autoinmunes, leucemia 

l infoblástica aguda resistente a esteroides, enfermedades fibróticas, 

hipertensión pulmonar, inmunomodulación, esclerosis múltiple, 

síndrome de VHL, complejo de Carney, poliposis adenomatosa 

famil iar, síndrome de poliposis juvenil, síndrome de Birt-Hogg-Due, 

cardiomiopatía hidrotrófica famil iar, síndrome de Wolf-Parkinson-

White, trastornos neurodegenerativos, degeneración macular húmeda 

y seca, consunción muscular y miopatías, infecciones bacterianas y 

virales, neurofibromatosis, síndrome de Peutz-Jeghers, y una 

enfermedad proli ferativa. 

7. Un método para el  tratamiento o la prevención de una 

enfermedad de cinasa dependiente del objetivo de rapamicina de 

mamífero (mTOR), mediante la administración de un compuesto de 1-

({4-meti l -5-[2-(2,2,2-tri f luoro-1,1-dimeti l -eti l )-piridin-4-i l ] -t iazol-2-i l}-

amida) de 2-amida del ácido (S)-pirrol idin-1,2-dicarboxíl ico, o de una 

sal farmacéuticamente aceptable de la misma, y cuando menos un 

inhibidor de mTOR seleccionado a parti r de rapamicina RAD 

(sirol imus) y derivados/análogos de la misma, everolimus (RAD001), 

temsirol imus (CCI-779), zotarol imus (ABT578), SAR543, ascomicina 
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(un análogo etíl ico de FK506), deferol imus (AP23573/ MK-8669), 

AP23841, KU-0063794, INK-128, EX2044, EX3855, EX7518, 

AZD08055, OSI-027, WYE-125132, XL765, NV-128, WYE-125132, y 

EM101/LY303511, o una sal farmacéuticamente aceptable de los 

mismos, a un animal de sangre caliente que lo necesite, en donde la 

enfermedad dependiente de cinasa del objetivo de rapamicina de 

mamífero (mTOR) se selecciona a parti r de rechazo de trasplante de 

órganos o tej idos, enfermedad del injerto contra el  huésped, 

restenosis, síndromes de hamartoma, l infangioleiomiomatosis, 

retinit is pigmentosa, enfermedades autoinmunes, leucemia 

l infoblástica aguda resistente a esteroides, enfermedades fibróticas, 

hipertensión pulmonar, inmunomodulación, esclerosis múltiple, 

síndrome de VHL, complejo de Carney, poliposis adenomatosa 

famil iar, síndrome de poliposis juvenil, síndrome de Birt-Hogg-Due, 

cardiomiopatía hidrotrófica famil iar, síndrome de Wolf-Parkinson-

White, trastornos neurodegenerativos, degeneración macular húmeda 

y seca, consunción muscular y miopatías, infecciones bacterianas y 

virales, neurofibromatosis, síndrome de Peutz-Jeghers, y una 

enfermedad proli ferativa.  

8. Un uso de acuerdo con la reivindicación 6, o un método 

de acuerdo con la reivindicación 7, en donde el inhibidor de mTOR 

es everolimus (RAD001). 

9. Un uso de acuerdo con la reivindicación 6, o un método 

de acuerdo con la reivindicación 7, en donde la enfermedad 

proli ferativa se selecciona a parti r de tumor benigno o maligno; 
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carcinoma del cerebro, riñón, hígado, glándula suprarrenal, vej iga, 

mama, carcinoma de células renales, tumores neuroendocrinos,  

próstata, estómago, tumores gástricos, ovarios, colon, recto, 

próstata, páncreas, pulmón, vagina o ti roides, sarcoma, 

gl ioblastomas, mieloma múltiple o cáncer gastrointestinal ,  una híper-

prol i feración epidérmica, soriasis, hiperplasia de próstata, una 

neoplasia, una neoplasia de carácter epitel ial, l infomas, un 

carcinoma mamario, o una leucemia. 

10. Un uso o un método de acuerdo con la reivindicación 9, 

en donde el cáncer gastrointestinal se selecciona a parti r de 

carcinoma de colon, adenoma colo-rectal, y un tumor de cuello y 

cabeza. 

11. Un método para el tratamiento de una enfermedad 

proli ferativa que ha l legado a ser resistente o que tiene una 

disminución de sensibi l idad al tratamiento con cuando menos un 

inhibidor de mTOR seleccionado a parti r de rapamicina RAD 

(sirol imus) y derivados/análogos de la misma, everolimus (RAD001), 

temsirol imus (CCI-779), zotarol imus (ABT578), SAR543, ascomicina 

(un análogo etíl ico de FK506), deferol imus (AP23573/ MK-8669), 

AP23841, KU-0063794, INK-128, EX2044, EX3855, EX7518, 

AZD08055, OSI-027, WYE-125132, XL765, NV-128, WYE-125132, y 

EM101/LY303511, o una sal farmacéuticamente aceptable de los 

mismos, el cual comprende administrar una cantidad 

terapéuticamente efectiva de un compuesto de 1-({4-meti l -5-[2-

(2,2,2-tri f luoro-1,1-dimeti l -eti l )-piridin-4-i l ] -t iazol-2-i l} -amida) de 2-
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amida del ácido (S)-pirrol idin-1,2-dicarboxíl ico, o de una sal  

farmacéuticamente aceptable de la misma, a un animal de sangre 

caliente que lo necesite. 

12. Una combinación farmacéutica, la cual comprende: 

a) un compuesto de 1-({4-meti l -5-[2-(2,2,2-tri f luoro-

1,1-dimeti l-eti l )-piridin-4-i l ]- t iazol-2-i l}-amida) de 2-amida del ácido 

(S)-pirrol idin-1,2-dicarboxíl ico, o una sal farmacéuticamente 

aceptable de la misma, y 

b) cuando menos un inhibidor de mTOR seleccionado 

a partir de everolimus (RAD001), temsirol imus (CCI-779), zotarol imus 

(ABT578), SAR543, deferol imus (AP23573/ MK-8669), AP23841, KU-

0063794, INK-128, EX2044, EX3855, EX7518, AZD08055, OSI-027, 

WYE-125132, XL765, NV-128, WYE-125132, y EM101/LY303511, o 

una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos. 

13. Una combinación farmacéutica de acuerdo con la 

reivindicación 12, en donde el inhibidor de mTOR es everolimus 

(RAD001), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.  
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RESUMEN 

 

 La presente invención se refiere a una combinación 

farmacéutica que comprende un compuesto inhibidor de cinasa de 

fosfatidi l-inositol-3 (PI3K), el cual es un derivado de 2-carboxamida-

cicloamino-urea, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, 

y cuando menos un inhibidor del objetivo de rapamicina de mamífero 

(mTOR), o una sal  farmacéuticamente aceptable del mismo; a una 

composición farmacéutica, la cual comprende dicha combinación; y a 

los usos de esta combinación en el tratamiento de las enfermedades 

proli ferativas, más específicamente de las enfermedades 

dependientes de la cinasa del objetivo de rapamicina de mamífero 

(mTOR). 

 

* * * * * 










