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DESCRIPCION
Combinaciones de agentes terapéuticos para uso en el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas
Campo de la invencion

La presente invencién se relaciona con una combinacion de agentes terapéuticos para uso en la prevencion o
tratamiento de enfermedades neurodegenerativas, por ejemplo enfermedad de Huntington, y productos y
composiciones farmacéuticas que comprenden tal combinacién para uso en la prevencion o tratamiento de tales
enfermedades neurodegenerativas.

Materia que no es abarcada por el alcance de las reivindicaciones no forma parte de la invencidn reivindicada aqui.

En células de mamiferos, el objetivo de la rapamicina quinasa (MTOR) existe como un complejo de multiproteinas
descrito como el complejo mTORCL1 o complejo mTORC?2, el cual detecta la disponibilidad de nutrientes y energia e
integra el ingreso de factores de crecimiento y sefializacién de estrés. El complejo mTORCL1 es sensible a los
inhibidores mMTOR alostéricos tales como rapamicina, esta compuesto de mTOR, GBL y proteinas reguladoras
asociadas del mTOR (raptor), y se enlaza a la proteina peptidil prolil isomerasa FKBP12 (una proteina enlanzante de
FK506 1A, 12 kDa). En contraste, el complejo mTORC2 esta compuesto de mTOR, GBL y proteinas acompafiantes
insensibles a la rapamicina de mTOR (rictor) y no se enlaza a la proteina FKBP12 in vitro.

El complejo mTORC1 ha demostrado estar involucrado en el control de traduccién de proteinas, operando como un
factor de crecimiento y un aparato sensible a los nutrientes para la regulacion del crecimiento y la proliferacion. El
mMTORC1 regula la traduccidn de proteinas a través de dos sustratos clave corriente abajo: S6 quinasa, el cual a su
vez fosforila la proteina ribosémica S6, y la proteina 1 de enlazamiento al factor de traduccién eucariota 4E (4EBP1),
el cual juega un papel clave en la modulacion de la traduccién dependiente de la caperuza regulada por elF4E. El
complejo mTORCL1 regula el crecimiento celular en respuesta a la energia y a la homeostasis de nutrientes de la
célula, y la desregulacion de mTORC1 es comun en una amplia variedad de canceres humanos. La funcién del
mTORC2 involucra la regulacion de la supervivencia celular a través de la fosforilacién de Akt y la modulacién de la
dinamica del citoesqueleto de actina.

El complejo mTORCL1 es sensible a los inhibidores alostéricos de mTOR tales como la rapamicina y sus derivados
en gran parte debido al modo de accion de la rapamicina, el cual involucra la formulaciéon de un complejo intracelular
con FKBP12 y enlaza al dominio de enlazamiento FKBP12-rapamicina (FRB) del mTOR. Esto da como resultado un
cambio conformacional en el mMTORCL1 el cual se cree que altera y debilita la interaccién con su proteina raptor de
andamio, impidiendo a su vez que los sustratos tales como S6K1 tengan acceso a mTOR y sean fosforilados. La
rapamicina y los analogos tales como RAD001 han ganado relevancia clinica inhibiendo la hiperactivacion de mTOR
asociada con trastornos de proliferacion tanto benignos como malignos.

El RADO01 es de otra forma conocido como everolimus (Afinitor®), tiene el nombre quimico
(1R,9S,12S,15R,16E,18R,19R,21R,23S,24E, 26 E,28E,30S,32S,35R)-1,18-dihidroxi-12-{(1R)-2-[(1S,3R,4R)-4-(2-
hidroxietoxi)-3-metoxiciclohexil]-1-metiletil}-19,30-dimetoxi-15,17,21,23,29,35-hexametil-11,36-dioxa-4-aza-
triciclo[30.3.1.04'9]hexatriaconta-16,24,26,28-tetraen-2,3,10,14,20-pentaona y la siguiente estructura quimica
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El everolimus es un farmaco aprobado por la FDA para el tratamiento de cancer de rifion avanzado y aln esta
siendo investigado en varios otros ensayos de fase clinica Ill en oncologia. Los estudios preclinicos han demostrado
que el everolimus es capaz de inhibir la proliferacion de una amplia variedad de lineas celulares tumorales tanto in
vitro como in vivo, presumiblemente a través de la supresion de la funcion de mTORCL1 sensible a la rapamicina. El
everolimus, como un derivado de la rapamicina, es un inhibidor de mTOR alostérico que es altamente potente al
inhibir parte de la funcion de mTORC1, a saber la S6 quinasa (S6K) y el sustrato S6 de S6K corriente abajo. Sin
embargo, el everolimus (y otros analogos de la rapamicina) tienen poco o ningun efecto para inhibir los eventos de
fosforilacion de cebadores en 4EBP1 (T37/46), el cual esta implicado como una guia clave en la tumorigénesis y
mantenimiento. Los inhibidores alostéricos de mTOR tales como everolimus (y otros analogos de la rapamicina)
tienen poco o ningun efecto en inhibir la ruta del mMTORC2, o su activacion resultante de la sefalizacion de Akt.
Ejemplos adicionales de inhibidores de mTOR alostéricos incluyen sirolimus (rapamicina, AY-22989), 40-[3-hidroxi-2-
(hidroximetil)-2-metilpropanoato]-rapamicina (también llamado Temsirolimus o CCI-779) y Deferolimus (AP-
23573/MK-8669).

Alternativamente, se ha encontrado que los inhibidores de mTOR competitivos por el ATP, cataliticos, apuntan al
dominio de mTOR quinasa directamente y apuntan tanto a mTORC1 como a mTORC2. También hay inhibidores
mas efectivos de mTORC1 que tales inhibidores de mTOR alostéricos como la rapamicina, puesto que modulan
mMTORC1 resultantes resistentes a la rapamicina tales como la fosforilacion de 4EBP1-T37/46 y la traduccion
dependiente de la caperuza.

El BEZ235 es un inhibidor catalitico de mTOR, que tiene el nombre quimico 2-metil-2-[4-(3-metil-2-0x0-8-quinolin-3-
il-2,3-dihidro-imidazo[4,5-c]quinolin-1-il)-fenil]-propionitrilo y la siguiente estructura quimica

N
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El BEZ235 también puede ser utilizado en su forma de sal monotosilato. La sintesis de BEZ235 esta descrita en
W02006/122806.

Como inhibidor catalitico del mTOR el BEZ235 es capaz de suspender la funcién completa del complejo mTORC1,
incluyendo tanto las funciones sensibles a la rapamicina (fosforilacion de S6K, y subsecuentemente la fosforilacién
de S6) e insensibles a la rapamicina (fosforilacién de 4EBP1). EI BEZ235 tiene un efecto diferencial de acuerdo con
la concentracién de farmaco usada, con lo cual la inhibicion de mTOR predomina a una concentracion baja (menos
de 100 nmol/L) pero lo hace la inhibicion dual PI3K/mTOR a concentraciones relativamente mas altas
(aproximadamente 500 nmol/L), Serra et al., 2008.

Un inhibidor catalitico de mTOR adicional descrito en la literatura es CCG168 (conocido de otra manera como AZD-
8055, Chresta et al., 2010) el cual tiene el nombre quimico {5-[2,4-bis-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-pirido[2,3d]pirimidin-
7-il]-2-metoxi-fenil}-metanol y la siguiente estructura quimica

Ejemplos adicionales de inhibidores cataliticos de mTOR incluyen 8-(6-metoxi-piridin-3-il)-3-metil-1-(4-piperazin-1-il-
3-trifluorometil-fenil)-1,3-dihidro-imidazo[4,5-c]quinolin-2-one (W02006/122806), Ku-0063794 (Garcia-Martinez et al.,
2009) y WYE-354 (Yu et al., 2009).

La enfermedad de Huntington (HD) esta caracterizada por la muerte de células neuronales selectivas en el cortex y
el estriato lo cual lleva a demencia progresiva, incapacidad motora y cambios de personalidad. Una caracteristica
molecular principal en el HD es la aparicion gradual de inclusiones citosélicas y nucleares de poliQ las cuales
avanzan en paralelo con la apariciéon y progresion de la enfermedad. En el estriato, las neuronas de la espina de
tamafio mediano (MNs) exhiben un incremento gradual de inclusiones de poliQ, descenso de DARPP-32 y
degeneracion global de los axones ((The Huntington’s Disease Collaborative Research Group. 1993; Davies et al.,
1997; Bibb et al., 2000; Luthi-Carter et al., 2000). Para seguir la degeneracion del estriato, se ha desarrollado un
modelo ex-vivo para la enfermedad de Huntington utilizando cultivos de secciones corticoestriatales del modelo de
ratén R6/2. Esta metodologia esta basada en el método de interfaz y produce cultivos en seccion que pueden ser
mantenidos por varias semanas (Galimberti et al., 2006; Gogolla et al., 2006; Galimberti et al., 2010). Cuando las
secciones de R6/2 fueron investigadas en diferentes semanas in vitro, se observé un incremento gradual en las
inclusiones de poliQ, un descenso de DARPP-32 y una pérdida global de neurofilamentos en el estriato.

Tal como se describe aqui, se iniciaron estudios en secciones de R6/2 para investigar si la eliminacion de Huntington
mutante (mHrtt) es suficiente para preservar la degeneracion del estriato. En particular, se indujo autofagia inhibiendo
la ruta del mTOR de los dias 14 a 21 in vitro (DIV). La inhibicién de mTOR indujo la autofagia, inclusiones reducidas
de poliQ y preservé el DARPP-32 y la pérdida de neurofilamentos en el estriato. De manera interesante, una
combinacién de dosis bajas de un inhibidor alostérico de mTOR (RADO001) y un inhibidor catalitico de mTOR
(BEZ235 0 CCG168) trabajo de manera sinérgica en comparacion con RAD0O01 250 nM y BEZ235 50 nM como
tratamientos individuales. Ademads, la inhibicion combinacional de mTOR de RAD001 250 nM/BEZ235 30 nM
preservo la degeneracion del estriato en una concentracion de BEZ235 10 veces mas baja. Asi, los resultados
descritos aqui sugieren que combinaciones de dosis bajas de un inhibidor alostérico de mTOR y un inhibidor
catalitico de mTOR reduce la degeneracion del estrato en secciones R6/2 y representan una oportunidad terapéutica
para el tratamiento de HD. Esta interaccion sinérgica inesperada permite una reduccién en la dosis adquirida,
llevando a efectos colaterales menores y potenciando la efectividad clinica.

Ademas de HD, pueden tratarse también otras enfermedades neurodegenerativas causadas por proteinas
susceptibles de agregacion por induccion de la autofagia a través de la inhibicion de la ruta de mTOR, por ejemplo,
enfermedad de Parkinson, ataxia espinocerebelar tipo 3 (también conocida como enfermedad de Machado-Joseph),
enfermedad de Alzheimer, enfermedad neuronal motora causada por mutaciones en la superéxido dismutasa 1y
formas de neuropatia periférica causadas por mutaciones en la proteina mielina 22 periférica. Para descripcion
adicional del enlace entre la autofagia y la neurodegeneracion véase Rubinstein DC et al., 2007 and Sarkar S et al.,
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2009. La W02008103636 divulga compuestos de férmula (1), tales como el BEZ235 preferido para el tratamiento de
trastornos neurodegenerativos tales como enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington, enfermedad de
Alzheimer, ataxia espinocerebelar tipo 3, enfermedad neuronal motora.

La W02010118419 divulga inhibidores de mTOR para el tratamiento de enfermedades o trastornos relacionados con
la edad, tales como entre otros enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington.

La W02010049481 divulga combinaciones farmacéuticas que comprenden inhibidores de PK3K de férmula (I) e
inhibidores de mTOR, tales como RADO001, AZD-8055 (CCG168), etc. Las combinaciones entre otras son usadas
para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas, tales como enfermedad de Huntington, enfermedad de
Alzheimer, ataxia espinocerebelar tipo 3, enfermedad neuronal motora.

Resumen de la invencién

En un primer aspecto de la invencién, se provee por lo tanto una combinacion de un inhibidor alostérico de mTOR y
un inhibidor catalitico de mTOR para uso en el tratamiento o prevencion de una enfermedad neurodegenerativa
seleccionada de enfermedad de Huntington, enfermedad de Parkinson, ataxia espinocerebelar tipo 3, enfermedad
de Alzheimer y enfermedad neuronal motora en donde el inhibidor alostérico de mTOR es RADOO1 y el inhibidor
catalitico de mTOR de BEZ235 o CCG168.

En otro aspecto, la invencién se relaciona con un producto de combinacion que comprende un inhibidor alostérico
de mTOR vy un inhibidor catalitico de mTOR para uso simultaneo, separado o secuencial en el tratamiento o
prevencion de una enfermedad neurodegenerativa seleccionada de enfermedad de Huntington, enfermedad de
Parkinson, ataxia espinocerebelar tipo 3, enfermedad de Alzheimer y enfermedad neuronal motora en donde el
inhibidor alostérico de mTOR es RADOO1 y el inhibidor catalitico de mTOR es BEZ235 o CCG168.

En un aspecto adicional, la invencion se relaciona con una composicion farmacéutica que comprende un inhibidor
alostérico de mTOR, un inhibidor catalitico de mTOR y un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable para
uso en el tratamiento o prevencién de una enfermedad neurodegenerativa seleccionada de enfermedad de
Huntington, enfermedad de Parkinson, ataxia espinocerebelar tipo 3, enfermedad de Alzheimer y enfermedad
neuronal motora en donde el inhibidor alostérico de mTOR es RADOQO1 y el inhibidor catalitico de mTOR es BEZ235
0 CCG168.

Descripcion detallada de las figuras
Figura 1: La combinacion de RAD001/BEZ235 o CCG168 induce autofagia en secciones de cerebro de R6/2.

(A) Descripcion esquematica del tratamiento de secciones de cerebro. Las secciones fueron preparadas en el dia
postnatal 7 (P7) y tratadas con RAD001, BEZ235 y CCG168 de DIV14 a DIV21.

(B) Analisis bioquimico de la actividad de mTORC1 (p-S6 S240/244), induccion de autofagia (conversion de LC3-11/1)
y B-actina. El tratamiento con BEZ235 50 nM no redujo p-S6 S240/244 y no tuvo efecto en el incremento de la
conversién LC3-1l/I (relaciéon LC3-11/I). Sin embargo, RAD001 250 nM y RAD001 250 nM/BEZ235 50 nM redujo p-S6
S240/244 y la combinacién de ambos incrementd adicionalmente el nivel de LC3-II.

(C) Andlisis cuantitativo de la conversion de LC3-ll/1 (relacién LC3-1l/l). Noétese que la combinacién de
RADO001/BEZ235 indujo una conversiéon significativa de LC3-1l/l en comparacién con concentraciones bajas
individuales. BEZ235 300 nM y CCG168 300 nM alcanzaron eficacia similar, indicando que BEZ235 o CCG168
juntos con RADOO1 inducen de manera sinérgica la autofagia (N=5 secciones para cada condicion, ANOVA ** una
via p<0.01, Prueba t de Student Post hoc, *** p<0.001).

Figura 2: La combinacion de RADO01/BEZ235 o CCG168 reduce las inclusiones de poliQ en secciones de cerebro
de R6/2.

La cuantificacion de la densidad de poliQ a partir de DIV7 hasta DIV21 y bajo tratamientos diferentes en DIV21. La
combinacién de RAD0O01/BEZ235 redujo en 40% + 11 de la densidad de poliQ en comparacion con las secciones
tratadas en DIV21 R6/2 DMSO, mientras que concentraciones individuales de RAD0OO1 de 250 nM y BEZ235 de 50
nM no mostraron efecto. La combinacion de RAD0O01/CCG168 también redujo la densidad de poliQ en comparacion
con las secciones tratadas con DIV21 R6/2 DMSO. (N=5 secciones para cada condicion, ANOVA * una via p<0.05,
prueba t de Student Post hoc, *** p<0.001).

Figura 3: La combinacién de RAD001/BEZ235 o CCG168 evita la degeneracion del estriato en secciones de cerebro
de R6/2 segun se establecioé por analisis cuantitativo de la intensidad de DARPP-32 a DIV21.
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La combinacién de RADO01/BEZ235 preservé 80% + 5 del nivel de DARPP-32 en comparacién con las secciones
R6/2 de control. La combinacién de RAD001/CCG168 también fue efectiva para preservar los niveles de DARPP-32
(N=5 secciones para cada condicion, ANOVA** de una via p<0.01, prueba t de Student Post hoc, ** p<0.01; ***
p<0.001).

Figura 4: La combinacién de RAD001/BEZ235 o CCG168 evita la degeneracion del estriato en secciones de cerebro
de R6/2 segun se establece por analisis cuantitativo de la intensidad de neurofilamento a DIV21.

La combinacion de RADO01/BEZ235 preservé el 95% + 12 del nivel de neurofilamentos en comparacion con las
secciones de control de R6/2. La combinacién de RAD001/CCG168 también fue efectiva en preservar los niveles de
neurofilamentos. (N=5 secciones para cada condicién, ANOVA ** una via p<0.01, prueba t de Studen Post hoc, **
p<0.01, *** p<0.001).

Descripcion detallada de la invencion

En un primer aspecto de la invencién, se provee por lo tanto una combinacion de un inhibidor alostérico de mTOR y
un inhibidor catalitico de mTOR para uso en el tratamiento o prevencion de una enfermedad neurodegenerativa
seleccionada de enfermedad de Huntington, enfermedad de Parkinson, ataxia espinocerebelar tipo 3, enfermedad
de Alzheimer y enfermedad neuronal motora en donde el inhibidor alostérico de mTOR es RADOO1 y el inhibidor
catalitico de mTOR es BEZ235 o CCG168.

En una realizacion, se provee una combinacion de RAD0OO1 y BEZ235 o CCG168 para uso en el tratamiento o
prevencion de una enfermedad neurodegenerativa seleccionada de enfermedad de Huntington, enfermedad de
Parkinson, ataxia espinocerebelar tipo 3, enfermedad de Alzheimer y enfermedad neuronal motora en donde el
RADO0O01 o el CCG168 se administran a una dosis de aproximadamente 1.5 mg/kg/dia y el BEZ235 se administra a
una dosis de aproximadamente 2.5 mg/kg/dia.

En una realizacion, se provee una combinacion de RAD0O01 y BEZ235 o CCG168 para uso en el tratamiento o
prevencion de enfermedad neurodegenerativa seleccionada de enfermedad de Huntington, enfermedad de
Parkinson, ataxia espinocerebelar tipo 3, enfermedad de Alzheimer y enfermedad neuronal motora en donde:

- el RADOO1 es administrado a una dosis de entre 1.4y 1.6 mg/kg/dia y el BEZ235 0 CCG168 es administrado a una
dosis de entre 2.4 y 2.6 mg/kg/dia;

- el RADOO1 es administrado a una dosis de entre 1.3y 1.7 mg/kg/dia y el BEZ235 0 CCG168 es administrado a una
dosis de entre 2.3 y 2.7 mg/kg/dia;

- el RADOO01 es administrado a una dosis de entre 1.2 y 1.8 mg/kg/dia y el BEZ235 0 CCG168 es administrado a una
dosis de entre 2.2 y 2.8 mg/kg/dia;

- el RADOO1 es administrado a una dosis de entre 1.1 y 1.9 mg/kg/dia y el BEZ235 0 CCG168 es administrado a una
dosis de entre 2.1y 2.9 mg/kg/dia;

- el RADOO1 es administrado a una dosis de entre 1.0 y 2.0 mg/kg/dia y el BEZ235 0 CCG168 es administrado a una
dosis de entre 2.0 and 3.0 mg/kg/dia;

- el RADOO1 es administrado a una dosis de entre 0.8 y 2.2 mg/kg/dia y el BEZ235 0 CCG168 es administrado a una
dosis de entre 1.8 y 2.6 mg/kg/dia;

- el RADOO01 es administrado a una dosis de entre 0.6 y 2.4 mg/kg/dia y el BEZ235 o0 CCG168 es administrado a una
dosis de entre 1.6 y 2.8 mg/kg/dia;

- el RADOO01 es administrado a una dosis de entre 0.4 y 2.6 mg/kg/dia y el BEZ235 o0 CCG168 es administrado a una
dosis de entre 1.4 and 3.0 mg/kg/dia;

- el RADOO1 es administrado a una dosis de entre 0.2 y 2.8 mg/kg/dia y el BEZ235 0 CCG168 es administrado a una
dosis de entre 1.0 and 3.5 mg/kg/dia;

- el RADOO1 es administrado a una dosis de entre 0.01 and 3.0 mg/kg/dia y el BEZ235 0 CCG168 es administrado a
una dosis de entre 0.5 and 4.0 mg/kg/dia;

- el RAD0O01 es administrado a una dosis de entre 0.01 and 5.0 mg/kg/dia y el BEZ235 o CCG168 es administrado a
una dosis de entre 0.01 and 5.0 mg/kg/dia; o
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- el RAD0OO01 es administrado a una dosis de entre 0.01 y 10.0 mg/kg/dia y el BEZ235 o0 CCG168 es administrado a
una dosis de entre 0.01 y 10.0 mg/kg/dia.

En una realizacion, se provee una combinacion de RAD0O01 y BEZ235 o CCG168 para uso en el tratamiento o
prevencion de una enfermedad neurodegenerativa seleccionada de enfermedad de Huntington, enfermedad de
Parkinson, ataxia espinocerebelar tipo 3, enfermedad de Alzheimer y enfermedad neuronal motora en donde el
RADO0O01 es administrado a una dosis de entre 0.01 y 10.0 mg/kg/dia y el BEZ235 o0 CCG168 se administra a una
dosis de entre 0.01 y 10.0 mg/kg/dia.

En otro aspecto, la invencion se relaciona con un producto de combinacién que comprende un inhibidor alostérico de
mTOR y un inhibidor catalitico de mTOR para uso simultaneo, separado o secuencial en el tratamiento o prevencion
de una enfermedad neurodegenerativa seleccionada de enfermedad de Huntington, enfermedad de Parkinson,
ataxia espinocerebelar tipo 3, enfermedad de Alzheimer y enfermedad neuronal motora en donde el inhibidor
alostérico de mTOR es RADOO1 vy el inhibidor catalitico de mTOR es BEZ235 o CCG168.

En una realizaciéon, se provee un producto de combinacién que comprende una o mudltiples dosis de
aproximadamente 100 mg de RADOO1 y aproximadamente 175 mg de BEZ235 o CCG168 bien como preparaciones
individuales o como una combinacién preparada para uso simultaneo, separado o secuencial en el tratamiento o
prevencion de una enfermedad neurodegenerativa seleccionada de enfermedad de Huntington, enfermedad de
Parkinson, ataxia espinocerebelar tipo 3, enfermedad de Alzheimer y enfermedad neuronal motora.

En una realizacion, se provee un producto de combinacién que comprende una o multiples dosis de 90 a 100 mg de
RADO001 y 165 a 185 mg de BEZ235 o0 CCG168; 80 a 120 mg de RAD001 y 155 a 195 mg de BEZ235 o CCG168; 70
a 130 mg de RADOO1 y 145 a 205 mg de BEZ235 0 CCG168; 60 a 140 mg de RADO01 y 135 a 215 mg de BEZ235 o
CCG168; 50 a 150 mg de RAD001 y 125 a 225 mg de BEZ235 0 CCG168; 50 a 200 mg de RAD001 y 100 a 300 mg
de BEZ235 0 CCG168; 25 a 175 mg de RAD001 y 100 a 250 mg de BEZ235 o0 CCG168; 1 a 200 mg de RADO01 y
50 a 300 mg de BEZ235 0 CCG168; 1 a 300 mg de RAD0O01 y 1 a 500 mg de BEZ235 o0 CCG168; 0 1 a 500 mg de
RADO001 y 1 a 800 mg de BEZ235 o0 CCG168; bien sea como preparaciones individuales o como una preparacion
combinada para uso simultdneo, separado o secuencial en el tratamiento o prevenciéon de una enfermedad
neurodegenerativa seleccionada de enfermedad de Huntington, enfermedad de Parkinson, ataxia espinocerebelar
tipo 3, enfermedad de Alzheimer y enfermedad neuronal motora.

En otro aspecto de la invencion, se provee una composicion farmacéutica que comprende un inhibidor alostérico de
mTOR, un inhibidor catalitico de mTOR y un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable para uso en el
tratamiento o prevencion de una enfermedad neurodegenerativa seleccionada de enfermedad de Huntington,
enfermedad de Parkinson, ataxia espinocerebelar tipo 3, enfermedad de Alzheimer y enfermedad neuronal motora
en donde el inhibidor alostérico de mMTOR es RADOO1 y el inhibidor catalitico de mTOR es BEZ235 o CCG168.

En una realizacion, se provee una composicién farmacéutica que comprende:
- aproximadamente 100 mg de RADO0O1;

- aproximadamente 175 mg de BEZ235 0 CCG168; y

- un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable;

para uso en el tratamiento o prevencion de una enfermedad neurodegenerativa seleccionada de enfermedad de
Huntington, enfermedad de Parkinson, ataxia espinocerebelar tipo 3, enfermedad de Alzheimer y enfermedad
neuronal motora.

En una realizacion, se provee una composicién farmacéutica que comprende:
-90 a 110 mg de RADOO1;

- 165 a 185 mg de BEZ235 0 CCG168;y

- un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable;

para uso en el tratamiento o prevencion de una enfermedad neurodegenerativa seleccionada de enfermedad de
Huntington, enfermedad de Parkinson, ataxia espinocerebelar tipo 3, enfermedad de Alzheimer y enfermedad
neuronal motora.

En una realizacién, se provee una composicion farmacéutica que comprende:

7



10

15

20

25

30

35

ES 2570 183 T3

- 80 a 120 mg de RADOO01;
- 155 a 195 mg de BEZ235 0 CCG168;y
- un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable;

para uso en el tratamiento o prevencion de una enfermedad neurodegenerativa seleccionada de enfermedad de
Huntington, enfermedad de Parkinson, ataxia espinocerebelar tipo 3, enfermedad de Alzheimer y enfermedad
neuronal motora.

En una realizacion, se provee una composicién farmacéutica que comprende:
- 70 a 130 mg de RADOO1;

- 145 a 205 mg de BEZ235 0 CCG168;y

- un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable;

para uso en el tratamiento o prevencion de una enfermedad neurodegenerativa seleccionada de enfermedad de
Huntington, enfermedad de Parkinson, ataxia espinocerebelar tipo 3, enfermedad de Alzheimer y enfermedad
neuronal motora.

En una realizacién, se provee una composicion farmacéutica que comprende:
- 60 a 140 mg de RADOO1;

-135a 215 mg de BEZ235 0 CCG168;y

- un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable;

para uso en el tratamiento o prevencion de una enfermedad neurodegenerativa seleccionada de enfermedad de
Huntington, enfermedad de Parkinson, ataxia espinocerebelar tipo 3, enfermedad de Alzheimer y enfermedad
neuronal motora.

En una realizacion, se provee una composicion farmacéutica que comprende:
- 50 a 150 mg de RADOO01;

- 125 a 225 mg de BEZ235 0 CCG168; y

- un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable;

para uso en el tratamiento o prevencion de una enfermedad neurodegenerativa seleccionada de enfermedad de
Huntington, enfermedad de Parkinson, ataxia espinocerebelar tipo 3, enfermedad de Alzheimer y enfermedad
neuronal motora.

En una realizacién, se provee una composicion farmacéutica que comprende:
- 50 a 200 mg de RADOO01;

- 100 a 300 mg de BEZ235 0 CCG168;y

- un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable;

para uso en el tratamiento o prevencion de una enfermedad neurodegenerativa seleccionada de enfermedad de
Huntington, enfermedad de Parkinson, ataxia espinocerebelar tipo 3, enfermedad de Alzheimer y enfermedad
neuronal motora.

En una realizacion, se provee una composicién farmacéutica que comprende:

- 25 a 175 mg de RADOO1;
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- 100 a 250 mg de BEZ235 0 CCG168;y
- un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable;

para uso en el tratamiento o prevencion de una enfermedad neurodegenerativa seleccionada de enfermedad de
Huntington, enfermedad de Parkinson, ataxia espinocerebelar tipo 3, enfermedad de Alzheimer y enfermedad
neuronal motora.

En una realizacién, se provee una composicion farmacéutica que comprende:

-1 a 200 mg de RADOO1;

- 50 a 300 mg de BEZ235 0 CCG168;y

- un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable;

para uso en el tratamiento o prevencion de una enfermedad neurodegenerativa seleccionada de enfermedad de
Huntington, enfermedad de Parkinson, ataxia espinocerebelar tipo 3, enfermedad de Alzheimer y enfermedad
neuronal motora.

En una realizacién, se provee una composicion farmacéutica que comprende:

-1 a 300 mg de RADOO1;

-1 a 500 mg de BEZ235 0 CCG168;y

- un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable;

para uso en el tratamiento o prevencion de una enfermedad neurodegenerativa seleccionada de enfermedad de
Huntington, enfermedad de Parkinson, ataxia espinocerebelar tipo 3, enfermedad de Alzheimer y enfermedad
neuronal motora.

En una realizacion, se provee una composicion farmacéutica que comprende:

-1 a 500 mg de RADOO1;

-1 a 800 mg de BEZ235 0 CCG168;y

- un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable;

para uso en el tratamiento o prevencion de una enfermedad neurodegenerativa seleccionada de enfermedad de
Huntington, enfermedad de Parkinson, ataxia espinocerebelar tipo 3, enfermedad de Alzheimer y enfermedad

neuronal motora.

En una realizacion preferida de la presente invencion, el inhibidor alostérico de mTOR vy el inhibidor catalitico de
mTOR se administran oralmente.

En una realizacion preferida adicional de la presente invencion, la enfermedad neurodegenerativa es enfermedad de
Huntington.

Tal como se utiliza aqui, el término “un”, “una”, “el/la” y términos similares utilizados en el contexto de la presente
invencion (especialmente en el contexto de las reivindicaciones) se considera que cubren tanto los singulares como
los plurales al menos que se indique otra cosa aqui o se contradiga claramente por el contexto.

Tal como se utiliza aqui, el término “aproximadamente” en conexién con una dosis de farmaco particular tendra el
significado de una dosis de farmaco en el rango de mas/menos 10%, preferiblemente mas/menos 5%, mas
preferiblemente mas/menos 2.5%, o mas preferiblemente todavia mas/menos 1%, de la dosis nominal de farmaco. A
manera de ejemplo, una dosis nominal de farmaco de aproximadamente 100 mg de ingrediente activo puede
contener desde 90 a 110 mg, preferiblemente desde 95 hasta 105 mg, mas preferiblemente desde 97.5 a 102.5 mg,
0 mas preferiblemente todavia de 99 a 101 mg de ingrediente activo por dosis.

Tal como se utiliza aqui, el término “inhibidor alostérico de mTOR” se refiere a un compuesto que apunta, hace
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disminuir o inhibe la actividad/funcion de la mTOR quinasa a través del enlazamiento a un sitio de enlazamiento
alostérico, por ejemplo el sitio de enlazamiento de FKBP12 rapamicina (FRB), del complejo mTORCL1. Ejemplos de
inhibidores alostéricos de mTOR incluyen sirolimus (rapamicina, AY22989), RAD001, 40-[3-hidroxi-2-(hidroximetil)-2-
metilpropanoato]-rapamicina (también llamado Temsirolimus o CCI-779) y Deferolimus (AP-23573/MK-8669).
Referencia a cualquier inhibidor alostérico particular de mTOR aqui también comprende cualquier sal,
estereoisbmero, tautdbmero, solvatos, hidratos y polimorfos farmacéuticamente aceptables de los mismos. Si una
sustancia en particular es 0 no un inhibidor alostérico de mTOR puede establecerse utilizando andlisis cinéticos de
enzimas estandar bien conocidos para los experimentados en el arte, Childs et al., (1976), Fersth A. (1985) y Dixon
M. (2000). Si una sustancia en particular funciona 0 no como un inhibidor alostérico enlazandose al FRB del
complejo mMTORC1 puede establecerse utilizando el ensayo de transferencia de energia de resonancia por
fluorescencia resuelta en tiempo (TR-FRET) descrito mas adelante.

Tal como se utiliza aqui, el término "BEZ235" también comprende cualquier sal, estereoisdbmero, tautbmero, solvato,
hidrato y polimorfos farmacéuticamente aceptables del mismo. Por ejemplo, en una realizaciéon de la presente
invencion, el BEZ235 es provisto en su forma de sal de monotosilato.

Tal como se utiliza aqui, el término "inhibidor catalitico de mTOR" se refiere a un compuesto que apunta, disminuye
0 hace inhibir la actividad/funcion catalitica del mTOR enlazandose en su sitio de enlazamiento de ATP. El término
“inhibidor catalitico de mTOR" tal como se utiliza aqui incluye tanto inhibidores cataliticos PIBK/mTOR como
inhibidores cataliticos selectivos de mTOR. Ejemplos de inhibidores cataliticos de mTOR incluyen BEZ235, 8-(6-
metoxi-piridin-3-il)-3-metil-1-(4-piperazin-1-il-3-trifluorometil-fenil)-1,3-dihidro-imidazo[4,5-c]quinolin-2-one
(W02006/122806), AZD-8055, Ku-0063794 (Garcia-Martinez et al., 2009) y WYE-354 (Yu et al., 2009). La referencia
a cualquier inhibidor catalitico de mTOR en particular aqui también comprende cualquier sal, estereoisomero,
tautdmero, solvato, hidrato y polimorfos farmacéuticamente aceptables del mismo. Si una sustancia en particular es
o0 no un inhibidor catalitico de mTOR puede establecerse utilizando andlisis cinéticos de enzima estandar bien
conocidos para los experimentados en el arte, Childs et al., (1976), Fersth A. (1985) y Dixon M. (2000).

Tal como se utiliza aqui, el término “CCG168” también comprende cualquier sal, esterecisbmero, tautdmero, solvato,
hidrato y polimorfos farmacéuticamente aceptables del mismo.

Tal como se utiliza aqui, el término “combinacion” se refiere a cualquier combinacion de un inhibidor alostérico de
mTOR vy un inhibidor catalitico de mTOR util en el tratamiento o prevencién de una enfermedad neurodegenerativa,
por ejemplo enfermedad de Huntington. Cualquier tal combinacion puede ser administrada simultaneamente o
secuencialmente. El término “combinacion” también incluye “producto de combinacion”.

Tal como se utiliza aqui, el término “producto de combinacién” se refiere a cualquier producto que comprende tanto
un inhibidor alostérico de mTOR como un inhibidor catalitico de mTOR, por ejemplo, una composicion farmacéutica
de dosis fija combinada que comprende un inhibidor alostérico de mTOR y un inhibidor catalitico de mTOR como
ingredientes activos, o un conjunto de partes que comprende preparaciones individuales o combinadas de un
inhibidor alostérico de mTOR y un inhibidor cataliico de mTOR en formas adecuadas para administracion
simultanea, separada o secuencial. Una composicion farmacéutica de dosis fija combinada comprende tanto un
inhibidor alostérico de mTOR como un inhibidor catalitico de mTOR en una composicion farmacéutica sencilla, por
ejemplo una pildora o comprimido sencillos que comprenden RAD0O01 y BEZ235 o0 CCG168.

Tal como se utiliza aqui, un sujeto “requiere” un tratamiento si tal sujeto se beneficiaria biolégicamente,
medicamente o en calidad de vida de tal tratamiento.

Tal como se utiliza aqui, el término “inhibir”, “inhibicién” o “que inhibe” se refiere a la reduccién o supresion de una
condicion, sintoma, o trastorno, o enfermedad, dados, o un descenso significativo en la actividad de linea base de
una actividad o proceso biolégicos.

Tal como se utiliza aqui, el término “mg/kg/dia” se refiere a mg de compuesto por kg de peso corporal de sujeto por
dia.

Tal como se utiliza aqui, el término “preparacién de un inhibidor alostérico de mTOR y un inhibidor catalitico de
mTOR” incluye composiciones farmacéuticas de un inhibidor alostérico de mTOR y un inhibidor catalitico de mTOR.
El término “preparaciones individuales de un inhibidor alostérico de mTOR y un inhibidor catalitico de mTOR” se
refiere a preparaciones separadas de un inhibidor alostérico de mTOR y un inhibidor catalitico de mTOR, mientras
que “una preparacion combinada de un inhibidor alostérico de mMTOR y un inhibidor catalitico de mTOR” se refiere a
una preparacion sencilla que comprende tanto un inhibidor alostérico de mTOR como un inhibidor catalitico de
mTOR, por ejemplo, una composicion farmacéutica de dosis fija combinada que comprende tanto un inhibidor
alostérico de mTOR como un inhibidor catalitico de mTOR, por ejemplo RAD0O01 y BEZ235 o CCG168 en una
pildora o comprimido sencillos.
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Tal como se utiliza aqui, el término “vehiculo farmacéuticamente aceptable” incluye cualquiera y todos los solventes,
medios de dispersion, recubrimientos, surfactantes, antioxidantes, conservantes, (por ejemplo, agentes
antibacterianos, agentes antifingicos), agentes isoténicos, agentes de retardo de la absorcion, sales, conservantes,
estabilizadores de farmaco, aglomerantes, excipientes, agentes de desintegracion, lubricantes, agentes endulzantes,
agentes saborizantes, colorantes y similares y combinaciones de los mismos, tal como es sabido por los
experimentados en el arte (véase, por ejemplo, Remington Pharmaceutical Sciences, 18th Ed. Mack Printing
Company, 1990, pp. 1289-1329). Excepto en el caso de que cualquier vehiculo convencional sea incompatible con el
ingrediente activo, su uso en las composiciones terapéuticas o farmacéuticas esta contemplado.

Tal como se utiliza aqui, el término “prevencion” de cualquier enfermedad o trastorno en particular se refiere a la
administracion de un compuesto de la invencién a un sujeto antes de que los sintomas de esa enfermedad o
trastorno sean evidentes.

Tal como se utiliza aqui, el término “RAD001” también comprende cualquier sal, estereoisomero, tautomero, solvato,
hidrato y polimorfo farmacéuticamente aceptables del mismo.

Tal como se utiliza aqui, el término “sujeto” se refiere a un animal. Tipicamente el animal es un mamifero. Un sujeto
también se refiere por ejemplo a primates (por ejemplo, humanos, masculino o femenino), vacas, ovejas, cabras,
caballos, perros, gatos, conejos, ratas, ratones, peces, aves y similares. En ciertas realizaciones, el sujeto es un
primate. En aun otras realizaciones, el sujeto es un humano.

El término “una cantidad terapéuticamente efectiva” de un compuesto de la presente invencion se refiere a una
cantidad del compuesto de la presente invencién que iniciara la respuesta biolégica o médica de un sujeto, por
ejemplo, reduccién o inhibicién de una enzima o una actividad proteinica, o mejora sintomas, alivia condiciones,
hace mas lenta o retarda la progresion de una enfermedad, o evita una enfermedad, etc.

Tal como se utiliza aqui, el término “tratar”, “que trata” o “tratamiento” de cualquier enfermedad o trastorno se refiere
en una realizacion, a mejorar la enfermedad o trastorno (esto es, hacer mas lento o detener o reducir el desarrollo de
la enfermedad o al menos uno de los sintomas clinicos de la misma) en un sujeto por administracion de una
combinacién de acuerdo con la presente invencion. En una realizacion “tratar”, “que trata” o “tratamiento” se refiere a
aliviar o mejorar al menos un parametro fisico incluyendo aquellos que pueden no ser discernibles por el paciente.
En aun otra realizacion, “tratar”, “que trata” o “tratamiento” se refiere a modular la enfermedad o trastorno, bien sea
fisicamente (por ejemplo, estabilizacién de un sintoma discernible), fisiolégicamente (por ejemplo estabilizacion de
un parametro fisico), o ambos.

Todos los métodos descritos aqui pueden ser ejecutados en cualquier orden adecuado a menos que se indique otra
cosa aqui o que sea contradicho claramente de otra manera por el contexto. El uso de cualquiera y todos los
ejemplos, o lenguaje de ejemplo (por ejemplo “tal como”) provistos aqui pretende solamente ilustrar mejor la
invencién y no plantea una limitacién sobre el alcance de la invencién reivindicada de otra forma.

Los compuestos de las combinaciones de la presente invencidbn pueden ser administrados bien sea
simultdaneamente o secuencialmente. Los compuestos de las combinaciones de la presente invencion también
pueden ser administrados separadamente, mediante la misma o diferente ruta de administraciéon, o juntos en la
misma composicion farmacéutica.

Un Kit de partes de la presente invencion comprende medios para retener separadamente preparaciones
individuales o combinadas de un inhibidor alostérico de mTOR y un inhibidor catalitico de mTOR, tales como un
contenedor, botella dividida o paquetes en lamina divididos. Un ejemplo de tal conjunto es un empaque blister tal
como se utiliza tipicamente para el empaque de comprimidos, capsulas y similares.

El conjunto de la invencion también puede ser utilizado para administrar formas de dosificaciéon diferente, por
ejemplo, oral y parenteral, para administrar las composiciones separadas en diferentes intervalos de dosificacion, o
para titular las composiciones separadas una contra otra. Para ayudar en el cumplimiento, el conjunto de la
invencion comprende tipicamente instrucciones para administracion.

El inhibidor alostérico de mTOR vy el inhibidor cataliticos de mTOR de las combinaciones de la invencién pueden ser
puestos juntos en una terapia de combinacion: (i) antes de entregar el producto de combinacién a los médicos (por
ejemplo en el caso de un conjunto); (ii) por los médicos mismos (o bajo la guia del médico) justo antes de la
administracion; o (iii) en los pacientes mismos, por ejemplo durante la administracion secuencial de un inhibidor
alostérico de mTOR y un inhibidor catalitico de mTOR.

La composicion farmacéutica de la presente invencién puede ser formulada para rutas particulares de administracion
tales como administracion oral, administracion parenteral y administracion rectal, etc. En una realizacion preferida de
la presente invencion, el inhibidor alostérico de mTOR y el inhibidor catalitico de mTOR son administrados

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2570 183 T3

oralmente. Ademas, las composiciones farmacéuticas de la presente invenciéon pueden configurarse en una forma
sélida (incluyendo sin limitacién cépsulas, comprimidos, pildoras, granulos, polvos o supositorios), o en una forma
liquida (incluyendo sin limitacion soluciones, suspensiones o emulsiones). Las composiciones farmacéuticas pueden
ser sometidas a operaciones farmacéuticas convencionales tales como esterilizacion y/o pueden contener
diluyentes, agentes lubricantes o agentes reguladores inertes convencionales, asi como adyuvantes, tales como
conservantes, estabilizadores, agentes de humectacion, emulsificantes y reguladores, etc.

Tipicamente, las composiciones farmacéuticas son comprimidos o capsulas de gelatina que comprende los
ingredientes activos junto con

a) diluyentes, por ejemplo lactosa, dextrosa, sacarosa, manitol, sorbitol, células y/o glicina;

b) lubricantes, por ejemplo silica, talco, acido estedarico, su sal de magnesio o calcio y/o polietilenglicol; para
comprimidos también

c) aglomerantes, por ejemplo, silicato de magnesio y aluminio, pasta de almidén, gelatina, tragacanto, metil celulosa,
carboximetil celulosa de sodio y/o polivinilpirrolidona; si se desea

d) desintegrantes, por ejemplo, almidones, agar, acido alginico o su sal de sodio, 0 mezclas efervescentes; y/o
e) absorbentes, colorantes, sabores y endulzantes.

Los comprimidos pueden ser bien recubiertos por una pelicula o con recubrimiento entérico de acuerdo con métodos
conocidos en el arte.

Composiciones adecuadas para administracion oral incluyen una cantidad efectiva de un compuesto de la invencién
en la forma de comprimidos, pastillas, suspensiones acuosas u oleosas, polvos o granulos dispersables, emulsiones,
capsulas duras o blandas, o jarabes o elixires. Las composiciones previstas para uso oral se preparan de acuerdo
con cualquier método conocido en el arte para la manufactura de composiciones farmacéuticas y tales
composiciones pueden contener uno o mas agentes seleccionados del grupo consistente de agentes endulzantes,
agentes saborizantes, agentes colorantes y agentes de conservacion con el fin de proveer preparaciones
farmacéuticamente elegantes y palatables. Los comprimidos pueden contener los ingredientes activos en mezcla
con excipientes no téxicos farmacéuticamente aceptables que son adecuados para la manufactura de tabletas.
Estos excipientes son, por ejemplo, diluyentes inertes, tales como carbonato de calcio, carbonato de sodio, lactosa,
fosfato de calcio o fosfato de sodio; agentes de granulacién y desintegracion, por ejemplo, almidén de maiz o acido
alginico; agentes de aglomeracioén, por ejemplo almidén, gelatina o acacia; y agentes lubricantes, por ejemplo
estearato de magnesio, acido estedrico o talco. Los comprimidos son no recubiertos o recubiertos por técnicas
conocidas para retardar la desintegracion y absorcion en el tracto gastrointestinal y por lo tanto proveer una accién
sostenida durante un periodo mas largo. Por ejemplo, puede emplearse un material para retardo en el tiempo tal
como monoestearato de glicerilo o diestearato de glicerilo. Las formulaciones para uso oral pueden ser presentadas
como capsulas de gelatina dura en donde el ingrediente activo estd mezclado con un diluyente sdlido inerte, por
ejemplo, carbonato de calcio, fosfato de calcio o caolin, 0 como capsulas de gelatina blanda en donde el ingrediente
activo estd mezclado con agua o un medio oleoso, por ejemplo, aceite de cacahuete, parafina liquida o aceite de
oliva.

Puede proveerse una composicion farmacéutica individual que comprende BEZ235 en forma de una capsula de
gelatina dura para administracion oral que comprende 5, 25 o 100 mg de BEZ235. Los excipientes pueden ser:
lactosa, crospovidona, polivinilpirrolidona K30, almidén, aerosil y estearato de magnesio. Las capsulas de 5y 25 mg
pueden utilizar una cubierta de capsula de Tamafio 4; la capsula de 100 mg puede utilizar una cubierta de capsula
de Tamario 1.

El RADOO1 es un farmaco aprobado por la FDA y por lo tanto las composiciones farmacéuticas individuales
adecuadas que comprenden RADOOL1 estan disponibles comercialmente. Por ejemplo, el RADOO1 puede ser
administrado en forma de comprimido para administracion oral en un comprimido que comprende una cantidad
adecuada de RADO001 e hidroxitolueno butilado (BHT), estearato de magnesio, hidroxipropil metilcelulosa,
crospovidona y lactosa como excipientes. El RAD0O01 también puede ser administrado como un comprimido
dispersable que comprende una cantidad adecuada de RADOOl1 y BHT, estearato de magnesio, hidroxipropil
metilcelulosa, crospovidona, silica anhidra coloidal y lactosa como excipientes.

Ciertas composiciones inyectables son soluciones isotonicas 0 suspensiones acuosas, y Se preparan
ventajosamente supositorios a partir de emulsiones 0 suspensiones grasas. Dichas composiciones pueden ser
esterilizadas y/o contener adyuvantes, tales como agentes de conservacion, de estabilizaciéon, de humectaciéon o
emulsificacién, promotores de la disolucién, sales para regular la presién osmoética y/o reguladores. Ademas,
también pueden contener otras sustancias terapéuticamente valiosas. Dichas composiciones se preparan de
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acuerdo con métodos de mezcla, granulado y recubrimiento convencionales, respectivamente, y contienen
aproximadamente 0.1-75%, o contienen aproximadamente 1-50%, del ingrediente activo.

Composiciones adecuadas para aplicacion transdérmica incluyen una cantidad efectiva de un compuesto de la
invencion con un vehiculo adecuado. Vehiculos adecuados para administracion transdérmica incluyen solventes
absorbibles farmacol6gicamente aceptables para ayudar en el paso a través de la piel del huésped. Por ejemplo, los
dispositivos transdérmicos estan en la forma de una venda que comprende un miembro de soporte, un reservorio
que contiene el compuesto opcionalmente con vehiculos, opcionalmente una barrera que controla la rata para
suministrar el compuesto a la piel del huésped a una rata controlada y predeterminada durante un periodo
prolongado de tiempo, y medios para asegurar el dispositivo a la piel.

Composiciones adecuadas para aplicacién tépica, por ejemplo, a la piel y los ojos, incluyen soluciones acuosas,
suspensiones, unglientos, cremas, geles o formulaciones asperjables, por ejemplo, para administracion mediante un
aerosol o similares. Tales sistemas de administracion topica seran apropiados en particular para la aplicacién
dérmica, por ejemplo para el tratamiento de cancer de piel, por ejemplo, para uso profilactico en cremas solares,
lociones, aspersiones y similares. Son asi particularmente adecuadas para uso en formulaciones tépicas, incluyendo
cosmeéticos bien conocidas en el arte. Pueden contener solubilizantes, estabilizadores, agentes potenciadores de la
tonicidad, reguladores y conservantes.

Tal como se utiliza aqui una aplicacion topica también puede ser pertinente a una inhalacién o a una aplicacion
intranasal. Pueden ser suministradas convenientemente en la forma de un polvo seco (bien sea solo, como una
mezcla, por ejemplo una mezcla seca con lactosa, o una particula componente mezclada, por ejemplo con
fosfolipidos) a partir de un inhalador para polvo seco o una presentacion de aspersion en aerosol a partir de un
contenedor presurizado, bomba, aspersor, atomizador o nebulizador, con o sin el uso de un propelente adecuado.

La presente invencion provee adicionalmente composiciones farmacéuticas anhidras y formas de dosificacion que
comprenden un inhibidor alostérico de mTOR y un inhibidor catalitico de mTOR como ingredientes activos, puesto
que el agua puede facilitar la degradacion de ciertos compuestos.

Las composiciones farmacéuticas y formas de dosificacion anhidras de la invencién pueden ser preparadas
utilizando ingredientes anhidros o con bajo contenido de humectacién y condiciones de baja humectacion o baja
humedad. Una composicién farmacéutica anhidra puede ser preparada y almacenada de tal manera que se
mantenga su naturaleza anhidra. De acuerdo con lo anterior, las composiciones anhidras son empacadas utilizando
materiales conocidos por evitar la exposicion al agua de tal manera que pueden ser incluidos en kits de formulacion
adecuados. Ejemplos de empaques adecuados incluyen, pero no se limitan a, laminas selladas herméticamente,
plasticos, contenedores de dosis unitarias (por ejemplo, viales), empaques blister y empaques de banda.

La invencion provee adicionalmente composiciones farmacéuticas y formas de dosificacion que comprenden uno o
mas agentes que reducen la rata en la cual el compuesto de la presente invencidn como ingrediente activo se
descompondra. Tales agentes, se denominan aqui como “estabilizadores”.

Las dosificaciones de un inhibidor alostérico de mTOR y un inhibidor catalitico de mTOR de las composiciones y
combinaciones farmacéuticas de la presente invencion dependen de la especie del sujeto, del peso corporal, edad y
condicion individual, o de la severidad de la enfermedad que esta siendo tratada. Un médico, practicante clinico o un
veterinario de experiencia normal puede determinar facilmente la cantidad efectiva de cada uno de los ingredientes
activos necesaria para evitar, tratar o inhibir el progreso de la enfermedad.

Las propiedades de dosificacion antes citadas pueden ser demostradas en pruebas in vitro e in vivo utilizando
ventajosamente mamiferos, por ejemplo, ratones, ratas, perros, monos u 6rganos, tejidos aislados y preparaciones
de los mismos. Los compuestos de las combinaciones de la presente invencién pueden ser aplicados in vitro en la
forma de soluciones, por ejemplo soluciones acuosas, € in vivo bien sea por via entérica, parenteral, ventajosamente
por via intravenosa, por ejemplo, como una suspensién o una solucién acuosa. Las concentraciones de dosificacion
in vitro para RADOO1 pueden variar entre 1 a 500 nM, 100 a 350 nM, 200 a 200 nM o aproximadamente 250 nM,
mientras que las concentraciones in vitro para BEZ235 o CCG168 pueden variar entre 1 a 200 nM, 1 a 100 nM, 25 a
75 nM o aproximadamente 50 nM. Las concentraciones de dosificacion in vivo se proveen aqui anteriormente.

Ejemplos

Ejemplo 1: La combinaciéon en baja dosis de RAD001 y BEZ235 o CCG168 induce autofagia en secciones de
cerebro de R6/2

Estudios recientes han demostrado que la autofagia es una ruta de limpieza clave para la acumulacion de mHtt y
gue la inhibicion de la ruta del mTOR es suficiente para inducir la autofagia. En particular, los inhibidores de la ruta
del mTOR demostraron inducir la autofagia, hacer disminuir la acumulacién de mHtt y proteger de la
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neurodegeneracion en diferentes modelos celulares en mosca y animales de la enfermedad de Huntington
(Ravikumar et al., 2004; Ravikumar et al., 2006; Levine et al.,, 2008; Sakar et al., 2009). Para evaluar si los
inhibidores alostéricos y cataliticos de mTOR podrian inducir autofagia y mantener la degeneracién del estriato, se
trataron secciones de R6/2 utilizando RAD001, BEZ235 y CCG168 ({5-[2,4-bis-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-pirido[2,3-
d]pirimidin-7-il]-2-metoxi-fenil}-metanol) a partir de DIV14 a DIV21 y la actividad de mTOR y la conversién de LC3-Il/]
en DIV21 fueron analizadas (figura 1). El BEZ235 300 nM y el CCG168 300 nM indujeron autofagia, mientras que el
RADO001 250 nM y BEZ235 50 nM no tuvieron efecto. De manera interesante, el BEZ235 50 nM no redujo el nivel de
p-S6 S240/244 en contraste con el RADOO1 de 250 nM y el RADOO1 de 250 nM/ BEZ235 50 nM. De manera
sorprendente, las combinaciones RAD0O01 250 nM/BEZ235 50 nM y RAD001 250 nM/CCG168 50 nM fueron
suficientes para inducir autofagia en comparacién con RAD0O01 de 250 nM y BEZ235 de 50 nM como
concentraciones individuales, indicando que el BEZ235 y el CCG168 trabajan de manera sinérgica con el RAD001
para incrementar los niveles de LC3-1l (figura 1).

Ejemplo 2: La combinacion en bajas dosis de RAD0OO1 y BEZ235 o CCG168 reduce las inclusiones poliQ en
secciones de cerebro de R6/2

Con el fin de investigar si la combinacion de RADO01/BEZ235 podria trabajar de manera sinérgica en la reduccién
de inclusiones de poliQ, la densidad de poliQ de secciones de R6/2 tratadas en DIV21 fue medida comparando la
deteccién inmunohistoquimica de inclusiones de poliQ y nlcleos en secciones de R6/2. Las secciones tratadas con
RADO0O01 de 250 nM o0 BEZ235 de 50 nM exhibieron una distribucién de poliQ similar en comparacion con las R6/2 de
control, mientras que la combinacién de RADO001/BEZ235 y RAD001/CCG168 redujo la densidad de poliQ. Se
observo que las concentraciones bajas individuales de RAD001 y BEZ235 no redujeron las inclusiones de poliQ,
mientras que la combinacion tuvo un efecto significativo y redujo en 40% * 11 la densidad de poliQ en comparacion
con las secciones de R6/2. Ademas, la concentracion individual efectiva de BEZ235 300 nM llevé a un descenso
similar, sugiriendo que el BEZ235 junto con RADOO1 trabajan de manera sinérgica en la reduccion de la densidad de

poliQ (figura 2).

Ejemplo 3: La combinacion en dosis bajas de RAD0O01 y BEZ235 o CCG168 evita la degeneracion del estriato en
secciones de cerebro de R6/2

La progresion de la HD esta caracterizado por la pérdida gradual de DARPP-32 del estriato y degeneracién de los
axones (The Huntington’s Disease Collaborative Research Group. 1993; Davies et al., 1997; Bibb et al., 2000; Luthi-
Carter et al.,, 2000). En secciones de R6/2, se monitoriz6 una pérdida gradual de DARPP-32 del estriato y
neurofilamentos iniciando en DIV21. Por lo tanto, para establecer si la combinacion de RADO01/BEZ235 podria
mantener de manera sinérgica la degeneracion de estriato en avance, las tinciones de DARPP-32 y neurofilamentos
en DIV21 fueron analizadas por detecciéon inmunohistoquimica de DARPP-32 y neurofilamentos en secciones de WT
y R6/2. Las concentraciones bajas individuales de RAD001 y BEZ235 no fueron efectivas en la conservacion de los
niveles de DARPP-32 y neurofilamentos. Sin embargo, la combinacién conservo el 95% + 12 del nivel de
neurofilamentos y 80% + 5 del nivel de DARPP-32. La concentracidon en combinacion efectiva mas baja fue RADO0O1
250 nM/BEZ235 30 nM (figuras 3 y 4). Una combinacién de RAD001 de 250 nM y CCG168 de 50 nM también fue
efectiva en el mantenimiento de los niveles de DARPP-32 y neurofilamentos.

Conclusién

Tomados en conjunto estos resultados indican que la combinacién de un inhibidor alostérico de mTOR y un inhibidor
catalitico de mTOR, por ejemplo RAD001/BEZ235 o0 CCG168, trabaja de manera sinérgica para introducir autofagia,
reducir inclusiones de poliQ y evitar la degeneracion del estriato y sorprendentemente permite eficacia a una
concentracion mas baja en comparacion con un inhibidor catalitico de mTOR solo, por ejemplo una concentracion 10
veces mas baja en comparacion con BEZ235 de 300 nM. Asi, las combinaciones de dosis bajas de un inhibidor
alostérico de mTOR y un inhibidor catalitico de mTOR representan una oportunidad para curar la HD y otras
enfermedades neurodegenerativas causadas por proteinas susceptibles de agregacién con una exposicion reducida
al farmaco.

Procedimientos experimentales
Los ejemplos 1 a 3 anteriores fueron llevados a cabo utilizando los siguientes procedimientos experimentales
Cultivos de ratones y secciones

Los ratones transgénicos que expresan el Exon-1Q200 de Huntington humano (modelo de ratén R6/2 descrito en
Davies et al., 1997) fueron alojados en un cuarto controlado en temperatura y mantenidos en un ciclo de 12 horas
luz/oscuridad. El alimento y el agua estuvieron disponibles ad libitum y se llevaron a cabo experimentos de acuerdo
con las guias de las autoridades locales para el cuidado y uso de animales de laboratorio. Los cultivos de secciones
fueron establecidos de acuerdo con el procedimiento descrito por Stoppini y colegas (Stoppini et al., 1991 y Gogolla
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et al., 2006) y se utilizé un angulo de corte particular para producir secciones de cerebro con una ruta corticoestriato
preservada. Finalmente, se seleccionaron secciones, se colocaron sobre Millicel (Millipore, PICM03050) y se
cultivaron en placas de 6 pozos a 35°C y 5% de CO; en la presencia de 1 ml de medio de cultivo.

Tratamiento con inhibidores de mTOR

Las secciones fueron tratadas con diferentes inhibidores de mTOR de DIV14 a DIV21. El medio de cultivo fue
intercambiado cada segundo dia y se agregaron farmacos en el medio de cultivo fresco. Se utilizé este protocolo
para evaluar la accion de los siguientes inhibidores de mTOR: BEZ235 (50 y 300 nM en DMSO), RAD001 (250 nM
en DMSO), CCG168 (300 nM en DMSO), RAD001 + BEZ235 (250 10, 250 30 y 250 50 nM en DMSO) y RAD001 +
CCG168 (250 y 50 nM en DMSO).

Bioquimica

Se lavaron las secciones en PBS y se sometieron a lisis en Triton X-100/PBS al 1% que contenia Complete Mini
(Roche, # 04693124001) y PhosSTOP (Roche, # 04906837001). Los lisados fueron sometidos a ultrasonido y
analizados por inmunoprecipitacion Western en cuanto a B-actina (Sigma, # A5441), pS6 Ser 240/244 (Cell
Signalling, # 2215), y LC3B (Cell Signalling, # 2775). Las inmunoprecipitaciones fueron desarrolladas con el reactivo
de deteccion ECL (Amersham Biosciences).

Inmunohistoquimica

Las secciones fueron fijadas durante 10 minutos en PFA al 4%, lavadas en PBS y bloqueadas durante 4 horas a
temperatura ambiente en Triton X-100 al 0.3% con suero de caballo/PBS al 20% (solucién bloqueadora). Los
anticuerpos para DARPP-32 (Cell Signaling, # 2306S, 1:200), neurofilamentos (NeuF, Developmental Studies
Hybridoma Bank, University of lowa; # 2H3, 1:200) y EM48 (Millipore, # MAB5374, 1:200) fueron incubados durante
48 horas a 4°C en la solucién de bloqueo. Después de esto, las secciones fueron lavadas en PBS, incubadas
durante 2 horas en Triton X-100/PBS al 0.3% con anticuerpos secundarios conjugados Alexa 488 (Invitrogen, 1:500)
y Alexa 555 (Invitrogen, 1:500). Finalmente, las secciones fueron lavadas con PBS, incubadas durante 10 minutos
con DAPI (Invitrogen, # D1306 1:10000) y embebidas sobre placas de vidrio utilizando ProLong (Invitrogen, #
P36934).

Microscopia y cuantificacion

Se obtuvieron imagenes de alta resolucion en un microscopio con focal vertical Zeiss LSM700, utilizando un objetivo
de inmersién en aceite Plan-Neofluar 40x/1.3. Para la cuantificacion de la densidad de poliQ y la intensidad de la
sefial de DARPP-32/NeuF, se obtuvieron al menos tres apilamientos/seccion con focales 3D en el estriato para cada
experimento (cinco secciones por condicién), y se analizaron utilizando los softwares Imaris 4.2 (Bitplane AG) e
Image J.

Andlisis estadistico

Todos los datos son expresados como media + SEM. Se llevd a cabo el andlisis estadistico por andlisis de varianza
(ANOVA) seguido por la Prueba t de Student (Excel, Microsoft, Estados Unidos). El nivel significativo fue fijado a
p<0.05.

Ensayo de mTOR por TR-FRET

Reactivos e instrumentacion: Los componentes del ensayo de enlazamiento de mTOR por TR-FRET pueden ser
adquiridos en Invitrogen Cor?oration (Carlsbad/CA, Estados Unidos): GFP-FKBP12 (muestra 691-145-3B, 47 uM,
MW=38KDa), Anticuerpo Tb>"a-GST (Cat. No. PV4216), regulador de dilucién propio para TR-FRET (Cat. No.
PV3574), GFP-4EBP1 (Cat. No. PV4759). DMSO (Fluka, Cat. No. 41644). Un lector de microplaca Synergy 2 de
Biotek Instruments, Winooski, Vermont (obtenido a través de Witec, Suiza) con las siguientes caracteristicas puede
usarse: método de deteccién fluorescencia resuelta en tiempo, fuente de luz instantanea de Xenon, tipo de lectura
punto final, velocidad de lectura normal, retardo después del movimiento de la placa 100 mseg, retardo antes de la
recoleccién de datos 100 us, mediciones por punto de datos 10, tiempo de recoleccion de datos 200 s, sensibilidad
automatica, filtro de excitacion 340/30, filtros de emision 520/25 y 495/10.

Las placas de poliestireno sin enlazamiento negras en formato de 384 pozos para el ensayo de enlazamiento de
mTOR por TR-FRET estan disponibles en Corning (bajo volumen, fondo redondo, Cat. No. NBS#3676).

Los compuestos inhibidores de la muestra son preparados frescos como soluciones 10 mM en DMSO.
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Los compuestos de reserva de 10 mM son diluidos primero en DMSO, luego en regulador TR-FRET.

Placas de ensayo: los compuestos son diluidos directamente en la placa de ensayo de 384 pozos y se mantiene
constante una concentracion final de DMSO en 1%. Los compuestos en diluciéon son mezclados con 10 pyL de GFP-
FKBP-12, anticuerpo Tb* a-GST y GSTmTOR. El volumen final en la placa de ensayos es 20 pl.

Principio: La transferencia de energia de resonancia en fluorescencia resuelta en tiempo (TR-FRET) es una
tecnologia basada en la transferencia de energia entre dos colorantes adyacentes, desde un electron excitado en un
colorante (el donante) a un electrén de un colorante adyacente (el aceptor) a través de resonancia, luego liberada
como un foton. Esta transferencia de energia es detectada por un incremento en la emisién de fluorescencia del
aceptor, y un descenso en la emisién de fluorescencia del donante.

Los ensayos de TR-FRET utilizan quelatos o criptatos de lantanidos de tiempo de vida largo como especie donante
que superan la interferencia de la autofluorescencia del compuesto o la dispersion de luz de compuestos
precipitados, introduciendo un retardo después de la excitacion mediante una fuente de excitaciéon de lampara
instantanea. Los resultados son expresados frecuentemente como una relacion de las intensidades de los
fluoréforos aceptor y donante (520 nm/495 nm). La naturaleza relacional de tal valor corrige las diferencias en los
volimenes de ensayo entre los pozos, asi como corrige los efectos de detencién debido a los compuestos
coloreados.

Ensayo de enlazamiento de mTOR por TR-FRET: Se mezclan 10 uL de las diluciones del compuesto inhibidor con
10 pL de GFP-FKBP12, el anticuerpo de Tb* 0-GST, y GST-mTOR en regulador para TR-FRET y se incuba durante
60 minutos a temperatura ambiente protegido de la luz antes de la lectura. Las placas son leidas en un lector
Synergy?2 utilizando un tiempo de integracion de 200 ps y un retardo de 100 ps. Se llevan a cabo los siguientes
controles para dar la sefial de base incluyendo el ensayo con DMSO al 2% (sin compuesto), ensayo sin GST-mTOR,
ensayo con GFP-4EBP1 (sin GFP-FKBP12).

El GFP-FKBP12 se enlaza al mTOR cuando forma un complejo con un inhibidor alostérico de mTOR que se enlaza
al FRB del complejo de mTORC1, por ejemplo rapamicina. El ensayo de enlazamiento de mTOR utiliza un anti-GST-
Ab especifico marcado con Tb* que reconoce el mTOR etiquetado con GST. Los ensayos de TR-FRET utilizan este
quelato de To* de tiempo de vida largo como especie donante para transferir la energia al GFP-FKBP12 dando
como resultado una emision de aceptor y donante de 520 nm y 495 nm, respectivamente. Los resultados son
expresados como una relacion de las intensidades de los fluoréforos aceptor y donante.

Determinacion de ECso: Los valores de ECso del porcentaje de inhibicion de cada compuesto inhibidor alostérico
potencial de mTOR puede derivarse ajustando una curva sigmoidal de respuesta a la dosis (pendiente variable) con
respecto a una gréafica de lectura de ensayo contra concentracién del inhibidor.

Expresion y purificacion de GST-mTOR y GFP-FKBP12 humanos

TOR Humano UniProtkKB/Swiss-Prot: P42345; NCBI/Protein Database: NP002638

FKBP12 UniProtKB/Swiss-Prot: P62942

4-EBP1 UniProtKB/Swiss-Prot: Q13541

GST-mTOR (1360-2549): EI GST-mTOR y GFP-FKBP12 etiquetados con terminal N fueron adquiridos de Invitrogen.
El mTOR etiquetado con GST truncado en terminal N humano recombinante (aminoacidos 1360-2549) fue
expresado en células de insecto y obtenido de Invitrogen (PV4753, MW=163.9 kDa).

His-GFP-FKBP12: El GFP-FKBP12 también fue obtenido de Invitrogen (muestra 691-145-3B, 47 uM, MW =43 KDa).
His-GFP-4-EBP1: El GFP-4-EBP1 también fue obtenido de Invitrogen (Cat. No. PV4759, MW = 45 KDa).
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REIVINDICACIONES

1. Una combinacién de un inhibidor alostérico de mTOR y un inhibidor catalitico de mTOR para uso en el tratamiento

o prevencion de una enfermedad neurodegenerativa seleccionada de enfermedad de Huntington, enfermedad de

Parkinson, ataxia espinocerebelar tipo 3, enfermedad de Alzheimer y enfermedad neuronal motora en donde el
5 inhibidor alostérico de mTOR es RADOQOL1 y el inhibidor catalitico de mTOR es BEZ235 o CCG168;

en donde
RADOOL tiene el siguiente nombre y estructura quimica:
(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-hidroxietoxi)-3-metoxiciclohexil]-1-metiletil}-19,30-dimetoxi-15,17,21,23,29,35-hexametil-11,36-dioxa-4-aza-
10 triciclo[30.3.1.0*°Jhexatriaconta-16,24,26,28-tetraen-2,3,10,14,20-pentaona

BEZ235 tiene el siguiente nombre quimico y estructura: 2-metil-2-[4-(3-metil-2-0x0-8-quinolin-3-il-2,3-
dihidroimidazo[4,5-c]quinolin-1-il)-fenil]-propionitrilo

N

15

y

CCG168 tiene el siguiente nombre quimico y estructura: {5-[2,4-bis-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-pirido[2,3d]pirimidin-7-
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il]-2-metoxi-fenil}-metanol

2. Una combinacion de acuerdo con la reivindicacion 1 para uso en el tratamiento o prevenciéon de una enfermedad
neurodegenerativa seleccionada de enfermedad de Huntington, enfermedad de Parkinson, ataxia espinocerebelar
tipo 3, enfermedad de Alzheimer y enfermedad neuronal motora en donde:

- el RADOO01 es administrado a una dosis de entre 1.4 y 1.6 mg/kg/dia y el BEZ235 0 CCG168 es administrado a una
dosis de entre 2.4 y 2.6 mg/kg/dia;

- el RADOO01 es administrado a una dosis de entre 1.3 y 1.7 mg/kg/dia y el BEZ235 0 CCG168 es administrado a una
dosis de entre 2.3y 2.7 mg/kg/dia;

- el RADO001 es administrado a una dosis de entre 1.2 y 1.8 mg/kg/dia y el BEZ235 o CCG168 es administrado a una
dosis de entre 2.2 y 2.8 mg/kg/dia;

- el RADO001 es administrado a una dosis de entre 1.1y 1.9 mg/kg/dia y el BEZ235 o CCG168 es administrado a una
dosis de entre 2.1 y 2.9 mg/kg/dia;

- el RADOO01 es administrado a una dosis de entre 1.0 y 2.0 mg/kg/dia y el BEZ235 0 CCG168 es administrado a una
dosis de entre 2.0 and 3.0 mg/kg/dia;

- el RADOO01 es administrado a una dosis de entre 0.8 y 2.2 mg/kg/dia y el BEZ235 0 CCG168 es administrado a una
dosis de entre 1.8 y 2.6 mg/kg/dia;

- el RADO001 es administrado a una dosis de entre 0.6 y 2.4 mg/kg/dia y el BEZ235 o CCG168 es administrado a una
dosis de entre 1.6 y 2.8 mg/kg/dia;

- el RADO001 es administrado a una dosis de entre 0.4 y 2.6 mg/kg/dia y el BEZ235 o0 CCG168 es administrado a una
dosis de entre 1.4 and 3.0 mg/kg/dia;

- el RADOO01 es administrado a una dosis de entre 0.2 y 2.8 mg/kg/dia y el BEZ235 0 CCG168 es administrado a una
dosis de entre 1.0 and 3.5 mg/kg/dia;

- el RADOO1 es administrado a una dosis de entre 0.01 and 3.0 mg/kg/dia y el BEZ235 0 CCG168 es administrado a
una dosis de entre 0.5 and 4.0 mg/kg/dia;

- el RADO001 es administrado a una dosis de entre 0.01 and 5.0 mg/kg/dia y el BEZ235 o0 CCG168 es administrado a
una dosis de entre 0.01 and 5.0 mg/kg/dia; o

- el RADOO1 es administrado a una dosis de entre 0.01 y 10.0 mg/kg/dia y el BEZ235 o CCG168 es administrado a
una dosis de entre 0.01 y 10.0 mg/kg/dia.

3. Una combinacién de acuerdo con la reivindicacion 1 para uso en el tratamiento o prevencion de una enfermedad
neurodegenerativa seleccionada de enfermedad de Huntington, enfermedad de Parkinson, ataxia espinocerebelar
tipo 3, enfermedad de Alzheimer y enfermedad neuronal motora en donde el RADOO1 es administrado a una dosis
de entre 0.01 y 10.0 mg/kg/dia y el BEZ235 0 CCG168 es administrado a una dosis de entre 0.01 y 10.0 mg/kg/dia.

4. Una combinacion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 para uso en el tratamiento o prevencién
de la enfermedad de Huntington.

5. Un producto de combinacion que comprende un inhibidor alostérico de mTOR y un inhibidor catalitico de mTOR
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para uso simultaneo, separado o secuencial en el tratamiento o prevencion de una enfermedad neurodegenerativa
seleccionada de enfermedad de Huntington, enfermedad de Parkinson, ataxia espinocerebelar tipo 3, enfermedad
de Alzheimer y enfermedad neuronal motora en donde el inhibidor alostérico de mTOR es RADOO1 y el inhibidor
catalitico de mTOR es BEZ235 o0 CCG168.

6. Un producto de combinacién de acuerdo con la reivindicacion 5 que comprende una o mdltiples dosis de 90 a 110
mg de RADOO01 y 165 a 185 mg de BEZ235 o CCG168; 80 a 120 mg de RADOQO1 y 155 a 195 mg de BEZ235 o
CCG168; 70 a 130 mg de RAD001 y 145 a 205 mg de BEZ235 0 CCG168; 60 a 140 mg de RAD001 y 135 a 215 mg
de BEZ235 0 CCG168; 50 a 150 mg de RAD001 y 125 a 225 mg de BEZ235 o CCG168; 50 a 200 mg de RADO01 y
100 a 300 mg de BEZ235 o0 CCG168; 25 a 175 mg de RAD001 y 100 a 250 mg de BEZ235 0 CCG168; 1 a 200 mg
de RADOO1 y 50 a 300 mg de BEZ235 0 CCG168; 1 a 300 mg de RAD001 y 1 a 500 mg de BEZ235 0 CCG168; 01
a 500 mg de RAD001 y 1 a 800 mg de BEZ235 o CCG168; como preparaciones bien sea individuales o como una
preparacion combinada para uso simultdneo, separado o secuencial en el tratamiento o prevencién de una
enfermedad neurodegenerativa seleccionada de enfermedad de Huntington, enfermedad de Parkinson, ataxia
espinocerebelar tipo 3, enfermedad de Alzheimer y enfermedad neuronal motora.

7. Un producto de combinacién de acuerdo con la reivindicacién 6 que comprende una o multiples dosis de 1 a 300
mg de RADO01 y 1 a 500 mg de BEZ235 o CCG168 asi como preparaciones individuales o como una preparacion
combinada para uso simultaneo, separado o secuencial en tratamiento o prevencién de una enfermedad
neurodegenerativa seleccionada de enfermedad de Huntington, enfermedad de Parkinson, ataxia espinocerebelar
tipo 3, enfermedad de Alzheimer y enfermedad neuronal motora

8. Un producto de combinaciéon de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7 para uso simultaneo,
separado o secuencial en el tratamiento o prevencion de la enfermedad de Huntington.

9. Una composicion farmacéutica que comprende un inhibidor alostérico de mTOR, un inhibidor catalitico de mTOR
y un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable para uso en el tratamiento o prevencion de una enfermedad
neurodegenerativa seleccionada de enfermedad de Huntington, enfermedad de Parkinson, ataxia espinocerebelar
tipo 3, enfermedad de Alzheimer y enfermedad neuronal motora en donde el inhibidor alostérico de mTOR es
RADOQO0L1 y el inhibidor catalitico de mMTOR es BEZ235 o0 CCG168.

10. Una composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 9 que comprende de 90 a 110 mg de RADOO1 y
165 a 185 mg de BEZ235 0 CCG168; 80 a 120 mg de RADO001 y 155 a 195 mg de BEZ235 o0 CCG168; 70 a 130 mg
de RADOO1 y 145 a 205 mg de BEZ235 0 CCG168; 60 a 140 mg de RAD001 y 135 a 215 mg de BEZ235 o CCG168;
50 a 150 mg de RADOO1 y 125 a 225 mg de BEZ235 o CCG168; 50 a 200 mg de RAD0O1 y 100 a 300 mg de
BEZ235 0 CCG168; 25 a 175 mg de RADO01 y 100 a 250 mg de BEZ235 0 CCG168; 1 a 200 mg de RADO01 y 50 a
300 mg de BEZ235 o CCG168; 1 a 300 mg de RAD0O0O1 y 1 a 500 mg de BEZ235 o0 CCG168; o 1 a 500 mg de
RADO001 y 1 a 800 mg de BEZ235 o0 CCG168; y un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable para uso en el
tratamiento o prevencion de una enfermedad neurodegenerativa seleccionada de enfermedad de Huntington,
enfermedad de Parkinson, ataxia espinocerebelar tipo 3, enfermedad de Alzheimer y enfermedad neuronal motora

11. Una composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 9 que comprende:
-1 a 300 mg de RADOO1;

-1 a 500 mg de BEZ235 0 CCG168;y

- un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable;

para uso en el tratamiento de una enfermedad neurodegenerativa seleccionada de enfermedad de Huntington,
enfermedad de Parkinson, ataxia espinocerebelar tipo 3, enfermedad de Alzheimer y enfermedad neuronal motora.

12. Una composicion farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11 para uso en el
tratamiento o prevencion de la enfermedad de Huntington.

13. Una combinacién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, un producto de combinacion de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8, o una composicién farmacéutica de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 9 a 12, en donde el inhibidor catalitico de mTOR es BEZ235.
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Figura 1: La combinacion de RAD00D1/BEZ235 o CCG168 induce autofagia en secciones de cerebro de RE/2,
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Figura 2: La combinacién de RADOO1/BEZ235 o CCG168 reduce las inclusiones de poliQ en secciones de
cerebro de R6/2.
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Figura 3: La combinacion de RADO01/BEZ235 o CCG168 evita la degeneracion del estriato en
secciones de cerebro de R6/2 segun se establecio por analisis cuantitativo de la intensidad de
DARPP-32 a DIV21.
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Figura 4: La combinacion de RADOO1/BEZ235 o CCG168 evita la degeneracion del estriato
en secciones de cerebro de R6/2 segun se establece por andlisis cuantitativo de la
intensidad de neurofilamento a DIV21.
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