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DESCRIPCION
Nuevo analogo de rapamicina
Resumen

La presente invencion se refiere a un nuevo analogo de rapamicina y a procedimientos para su produccion para su
uso en terapia, especialmente para su uso en el tratamiento del lupus y/o la esclerosis multiple (EM).

Antecedentes de la invencion

El lupus es una enfermedad autoinmune multisistémica en la que muchos 6rganos, incluido el rifidn, pueden verse
afectados. Es una enfermedad inflamatoria cronica cuya fisiopatologia se manifiesta por la produccion de
autoanticuerpos dirigidos contra multiples autoantigenos, particularmente los de origen nuclear. Esta regulacion
alterada del sistema inmunolégico da como resultado una pérdida de autotolerancia y esta mediada por los linfocitos
T y B. (Reddy y col., Arthritis Research & Therapy, 2008, 10:R127; y referencias citadas en las mismas). Hay muy
pocos medicamentos aprobados para el tratamiento del lupus (Francis y Perl, 2009; Mok, 2010). Estos incluyen: la
prednisona (tratamiento de los brotes y de mantenimiento), la hidroxicloroquina (lupus discoide y LES), la aspirina
(artritis y pleuritis), el hexacetonido de triamcinolona (lupus discoide) y, mas recientemente, Benlysta (LES). Ademas,
regularmente se prescriben otros muchos agentes, incluidos la azatioprina (como agente ahorrador de
corticosteroides) y, en regimenes mas agresivos, corticosteroides en combinacién con variaciones de ciclofosfamida,
micofenolato mofetilo o los inhibidores de la calcineurina, tales como ciclosporina y tacrolimus (Mok, 2010). Para los
pacientes que son intolerantes o resistentes a los agentes enumerados anteriormente, se han utilizado diversos
agentes bioldgicos, incluyendo inmunoglobulina intravenosa y el agente deplecién de linfocitos B rituximab, aunque
se han planteado problemas de seguridad sobre este Ultimo por un posible vinculo con la infeccion de
leucoencefalopatia multifocal progresiva.

Se estan desarrollando varios agentes nuevos para el tratamiento del lupus. Estos incluyen estudios para encontrar
formas mas seguras de utilizar las terapias inmunosupresoras descritas anteriormente (azatioprina, ciclofosfamida,
micofenolato mofetilo) y varias terapias con anticuerpos dirigidos a linfocitos B que exhiben efectos potentes pero
acontecimientos adversos significativos (véanse revisiones en Mok, 2010; Francis y Perl, 2009).

Se ha demostrado que la actividad de mTOR (diana en mamiferos de la rapamicina) esta regulada positivamente en
los linfocitos T de pacientes con enfermedades autoinmunes, incluyendo lupus y esclerosis multiple (EM) (Fernandez
y col., 2009a,b), y que la inhibicién de mTORC1 por la rapamicina y sus analogos inhibe la proliferacién de los
linfocitos T y B dirigida por la IL-2 inducida por antigeno. Ademas, la actividad de la rapamicina y sus analogos no
bloquea la proliferacion de todos los subtipos de linfocitos T y en realidad inducen la expansion selectiva de los
linfocitos T reguladores (Treg) que son importantes para mantener la autotolerancia inmunitaria (Donia y col., 2009;
Esposito y col., 2010).

La activacion anormal de los linfocitos T en el LES esta relacionada con la elevacion sostenida del potencial
transmembrana mitocondrial, que a su vez esta controlado por una serie de aportes metabdlicos y relacionados con
el estrés (Perl y col., 2004; Fernandez y col., 2009; Fernandez y Perl, 2009). mTOR es un sensor de estos aportes vy,
como consecuencia, en los linfocitos T en el lupus se observa una sefalizacion elevada de mTOR, un efecto que se
normaliza mediante tratamiento con rapamicina (Perl y col., 2004; Fernandez y col., 2009). Ademas, en dos estudios
independientes se ha identificado una red de genes con la regulacién alterada en la enfermedad asociada al
lupus/nefritis. Existe una fuerte correlacion entre la transcripcion anormal de estas redes de genes y la sefializacion
de mTOR, y el tratamiento con rapamicina devuelve los niveles de transcripcion de los genes a niveles
asintomaticos. Reddy y col., 2008; Wu y col., 2007).

La rapamicina es eficaz cuando se administra por via oral en modelos preclinicos de lupus en ratones. Por ejemplo,
utilizando el modelo de nefritis lupica en ratones New Zealand Black White NZBW/F1, la rapamicina mejoro
significativamente la evolucion clinica de la nefritis lupica (Stylianou y col., 2010; Liu y col., 2008). En el estudio
realizado por Liu y col., (2008), el tratamiento con rapamicina disminuy6 significativamente la albuminuria, mejoro la
supervivencia, disminuy6 la esplenomegalia, conservé la funciéon renal y redujo los niveles de anticuerpos anti-
ADNdc en suero. Las secciones de rifion de ratones tratados con solucion salina revelaron una marcada
proliferacion mesangial, dilatacion tubular con depésito de cilindros proteicos intratubulares e infiltracion leucocitaria
del intersticio. Los ratones tratados con rapamicina, por el contrario, presentaba cambios histologicos relativamente
leves en los rifiones. El tratamiento con rapamicina también redujo significativamente la cantidad de depdsito de
complejo inmune en los glomérulos, suprimié la infiliracion intersticial por linfocitos T, linfocitos B y macréfagos,
ademas de regular por disminucion la expresion intrarrenal de RANTES. Stylianou y col., (2010) observaron que, en
ratones sin tratar, frente a los controles sanos, habia sobreexpresion y fosforilacion de Akt y mTOR en el residuo de
activacion clave y la rapamicina también prolongd la supervivencia, mantuvo la funciéon renal normal, normalizé la
proteinuria, restaurd los niveles de nefrina y podocina, redujo los titulos anti-ADNdc, mejoro las lesiones histologicas
y redujo la activacion de la expresion glomerular de Akt y mTOR. También se han publicado otros ejemplos con éxito
de uso de rapamicina en ratones NZBW/F1 (Alperovich y col., 2007; Liu y col., 2008b). También se ha demostrado
que la rapamicina prolonga la supervivencia y reduce los cambios inflamatorios en varios érganos, incluyendo los
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rifones, en el modelo de MRL/Ipr de LES murino (Warner y col., 1994).

La rapamicina se ha estudiado en seres humanos como parte de un ensayo clinico de nueve pacientes con LES que
habian sido tratados sin éxito con otros medicamentos inmunosupresores (Fernandez y col., 2006). La rapamicina
fue bien tolerada y resultd eficaz para la reduccioén y el control de la actividad de la enfermedad en los 9 pacientes.
Se ha informado sobre la actividad de la enfermedad mediante la puntuacion de BILAG (British Isles Lupus
Assessment Group) y el indice SLEDAI (indice de la actividad de enfermedad del LES) y la dosis simultanea de
prednisona en el momento del inicio de la administracion de rapamicina y la ultima visita de seguimiento (después de
6-48 meses de tratamiento). El indice de brotes de la enfermedad BILAG se redujo en 7 pacientes, no varié en 1
paciente y aumento en 1 paciente. En este Ultimo paciente, el aumento en la puntuacion BILAG (que se considera un
instrumento altamente sensible para detectar brotes de enfermedad) se debié a artralgias transitorias durante el
ultimo periodo de observacion, que no requirid el ajuste de la dosis de prednisona. En el ultimo seguimiento, la
reduccion media £ SEM en la puntuacién BILAG en los 9 pacientes en comparacién con el pretratamiento fue de
1,93 + 0,9 (PAG = 0,0218). El SLEDAI se redujo en 5,3 + 0,8 (intervalo 2-8) (PAG = 0,00002). Después del
tratamiento con rapamicina, la reduccién media + SEM de la dosis diaria de prednisona en los 7 pacientes a los que
se les ha prescrito fue de 26,4 + 6,7 mg (PAG = 0,0062). Tres de los pacientes tenian nefritis lUpica tratada con
ciclofosfamida. En los 3, la nefritis permanecié en remision a lo largo del periodo de tratamiento con rapamicina, con
niveles normales de creatinina en suero y niveles de proteina en orina de <300 mg/24 horas.

Se midieron las caracteristicas clinicas de 7 pacientes con LES de control no tratados con rapamicina. Las
puntuaciones de la actividad de la enfermedad de estos pacientes fueron mas altas que las de los pacientes que
habian recibido 6-48 meses de tratamiento con rapamicina (puntuacion BILAG media de 5,00 frente a 2,11 [PAG =
0,02]; puntuacion SLEDAI media 3,14 frente a 1,55 [PAG = 0,11]). Estas observaciones son coherentes con la idea
de que el tratamiento con rapamicina es beneficioso en el LES. Se usaron linfocitos T de 7 controles sanos, 7
controles con LES y 6 pacientes con LES tratados con rapamicina para estudios de sefalizacion de ca® y potencial
transmembrana mitocondrial. Aunque persistio la hiperpolarizacion mitocondrial (HPM), los niveles basales de [Ca2+]C
y [Ca2+]m y el flujo rapido de Ca®"inducido por la activacion de los linfocitos T se normalizaron en los pacientes
tratados con rapamicina. Los linfocitos T de pacientes con LES que no estaban recibiendo rapamicina mostraron
niveles significativamente elevados de Ca®" en cada punto de tiempo, con valores P frente a los niveles en controles
sanos que varian entre 0,0008 a tiempo 0y 0,023 a los 16 minutos. Por el contrario, el nivel de flujo de Ca?" inducido
por CD3/CD28 en linfocitos T de los pacientes con LES tratados con rapamicina no fue significativamente diferente
del de las células de donantes sanos.

En resumen, la rapamicina ha mostrado efectos positivos en el lupus murino y los hallazgos en un estudio clinico
realizado en seres humanos de 9 pacientes tratados con rapamicina indicaron que la rapamicina puede controlar
eficazmente la actividad de la enfermedad en el LES. La artritis mejoré en los 9 pacientes y la nefritis tratada con
ciclofosfamida en 3 pacientes permanecié en remision durante el tratamiento con rapamicina. La administracion oral
diaria unica y el tamafo pequefo de la pildora fueron del agrado y bien tolerados por todos los pacientes. Ninguno
de los pacientes suspendié el medicamento debido a la falta de eficacia o a efectos adversos.

Los pacientes con lupus tienen un alto riesgo de aterosclerosis (Gorman e Isenberg, 2004). De hecho, varias
estimaciones sugieren que hasta el 30 % de las muertes en pacientes con lupus puede deberse a una enfermedad
de las arterias coronarias (Aranow y Ginzler, 2000; Petri y col., (1992); Gorman e Isenberg, 2004). Se sabe que la
rapamicina y otros analogos de la rapamicina usados clinicamente causan una elevacion en los niveles circulantes
de lipidos/triglicéridos y en los niveles de colesterol en pacientes humanos (Morisett y col., 2002). Dado el bien
establecido vinculo entre los niveles en sangre elevados de lipidos/triglicéridos y de colesterol y la
aterosclerosis/enfermedad cardiovascular, los analogos de rapamicina con una eficacia similar a la rapamicina como
inhibidor de mTOR, pero con un efecto significativamente menor sobre la elevacion de los niveles de
lipidos/triglicéridos y colesterol serian extremadamente utiles para el tratamiento del lupus y otras enfermedades en
las que la inhibicion de mTOR puede ser eficaz. El abanico de enfermedades en las que la rapamicina, o analogos
mejorados, pueden ser eficaces como agentes farmacoldgicos, incluye, aunque no de forma limitativa, lupus,
esclerosis multiple, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington, enfermedad de Alzheimer. Se ha
publicado una revision reciente de las indicaciones neurologicas para las que la rapamicina o los analogos de
rapamicina pueden ser tratamientos eficaces (Bove y col., 2011).

La esclerosis multiple (EM) es un trastorno autoinmune cronico del sistema nervioso central (SNC) que se
caracteriza por una inflamacion que da lugar a astrogliosis, desmielinizacién y pérdida de oligodendrocitos y
neuronas (Brinkmann y col., 2010; Compston y Coles, 2002). La EM es la causa principal de discapacidad
neurolégica en adultos jovenes y de mediana edad, que afecta a aproximadamente 2,5 millones de personas en todo
el mundo (Federacion internacional de Esclerosis Multiple. Atlas of MS Database. sitio web de la Federacion
Internacional de la Esclerosis Multiple [online], http://.atlasofms.org/ index.aspx (2008)). La prevalencia es mayor en
los caucasicos, con tasas elevadas de prevalencia notificadas en Europa, Canada, EE. UU., Australia, Nueva
Zelanda y el norte de Asia (Rosati, 2001; Noseworthy y col., 2000). La mayoria de los pacientes son diagnosticados
entre las edades de 20 y 40 afios (en una relacién de 2:1 de mujer a varén) (Compston y Coles, 2002). En el
momento del diagndstico, aproximadamente el 85 % de los pacientes tienen EM recidivante-remitente (EMRR), que
se caracteriza por exacerbaciones agudas recurrentes (recaidas) de disfuncion neurolégica, seguidas de
recuperacion. Una proporcion sustancial (42-57 %) de recaidas puede dar como resultado una recuperacion
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incompleta de la funcién y conducir a incapacidad y deterioro permanente (Lublin y col., 2003). En un plazo de 6-10
afios desde el inicio de la enfermedad, el 30-40 % de los pacientes con EMRR han progresado a EM progresiva
secundaria (Weinshenker y col., 1989), en la que parece predominar un curso de enfermedad menos inflamatorio y
mas neurodegenerativo. La EM progresiva secundaria se presenta con progresion constante de la incapacidad, con
o sin recaidas superpuestas.

Las estrategias de tratamiento para la EM normalmente involucran el tratamiento de los sintomas y el uso de
medicamentos modificadores de la enfermedad para reducir la frecuencia de recaidas y disminuir la progresion de la
incapacidad. Las terapias de primera linea establecidas: productos de interferon-g (IFN-f3) y acetato de glatiramer
(Copaxone; Teva): proporcionan una reduccion del ~30-35 % en la tasa de recaidas en comparacién con el placebo
durante 2 afios (Grupo de estudio PRISMS, 1998; El Grupo de estudio de esclerosis multiple IFNB, 1993; Jacobs y
col., 1996; Johnson y col., 1995). También se ha demostrado que el IFN-B1a reduce la progresion de la incapacidad
en pacientes con EMRR (Goodin y col., 2002). Estos agentes se administran mediante inyecciones (con programas
de dosificacién que van desde inyecciones subcutaneas diarias hasta inyecciones intramusculares semanales) y
pueden afectar al sistema inmunitario en varios niveles. Los efectos secundarios mas frecuentes incluyen sintomas
similares a la gripe y reacciones en el lugar de la inyeccion, que pueden afectar a la tolerabilidad y el cumplimiento
(Patti, 2010). Los acontecimientos adversos notificados con menos frecuencia para las terapias con IFN-f incluyen
disfuncion hepatica y citopenias (Ricey col., 2001).

Una terapia aprobada mas recientemente, natalizumab (Tysabri; Elan/Biogen-ldec), es un anticuerpo monoclonal
humanizado especifico de la subunidad a4 de la integrina a4l (también conocido como antigeno 4 muy tardio) en
los linfocitos (Steinman, 2005; Putzki y col., 2010). Se administra a través de infusiones intravenosas cada 4
semanas y parece ofrecer una mayor eficacia en comparacion con otros productos aprobados (Putzki y col., 2010).
Sin embargo, el natalizumab se ha asociado con reacciones de hipersensibilidad y con leucoencefalopatia multifocal
progresiva, una enfermedad desmielinizante infecciosa del cerebro rara pero gravemente incapacitante o mortal
(Steinman, 2005). Otro producto, el agente citostatico mitoxantrona (para el cual no se ha identificado el objetivo
celular), esta aprobado para su uso en formas graves de EM recidivante. Sin embargo, la toxicidad cardiaca
acumulada relacionada con la dosis y el riesgo de leucemia secundaria limitan la cantidad total que se puede
administrar (Kingwell,y col., 2010). Debido a sus perfiles de seguridad, e natalizumab y la mitoxantrona se usan
actualmente solo como tratamientos de segunda y tercera linea. Los farmacos en desarrollo para la EM incluyen los
anticuerpos monoclonales rituximab, ocrelizumab y ofatumumab, que estan dirigidos a CD20 para reducir los
linfocitos B, asi como alemtuzumab (Campath-1H), que esta dirigido a CD52 para eliminar los linfocitos Ty B y
algunas células dendriticas derivadas de monocitos (Buttmann, 2010). También se estan desarrollando moléculas
pequenas, incluidos los agentes orales cladribina (un nucleésido de purina resistente a la adenosina desaminasa
citotoxica), fumarato (un activador de la via del factor de transcripcién 2 relacionado con el factor nuclear E2),
laquinimod (el objetivo celular del cual no se ha identificado) y teriflunomida (un inhibidor citostatico de la
dihidroorotato deshidrogenasa, que cataliza la etapa limitante de la velocidad en la sintesis de novo de pirimidinas).
Todos estos agentes estan dirigidos a los linfocitos, asi como a otras células, con el objetivo de inhibir el ataque
mediado por el sistema inmunoldgico en el SNC (Niino y Sasaki, 2010). El modulador del receptor de esfingosina 1-
fosfato (S1 P) fingolimod (FTY720/Gilenya; Novartis) fue el primer tratamiento oral para la EMRR aprobado por la
FDA de EE. UU. (Brinkmann y col., 2010). Aunque los ensayos hasta ahora han demostrado que el fingolimod es
bien tolerado, los efectos secundarios que se han producido incluyen dolor de cabeza, infecciones del tracto
respiratorio superior, dificultad para respirar, diarrea y nauseas. Ademas, se han observado niveles incrementados
de enzimas hepaticas y presion arterial, aunque estos son generalmente leves. En el ensayo clinico TRANSFORMS
(Prueba de evaluacion inyectable Interferonvs. FTY720 Oral e la EMRR; ClinicalTrials.gov nimero, NCT00340834),
se produjeron dos muertes como resultado de las infecciones por el virus del herpes en pacientes que tomaban la
dosis mas alta de fingolimod (véase Garber, 2008). Otros aspectos de los tratamientos que estos dos pacientes
recibieron pueden haber contribuido, pero no se puede excluir un papel para el fingolimod debido a su accion
inmunomoduladora, que podria conducir a un mayor riesgo de infecciones.

Dadas las limitaciones de las terapias actualmente disponibles, el desarrollo de tratamientos orales para la EM que
podrian ofrecer un tratamiento mas efectivo y mas conveniente ha sido el foco de esfuerzos considerables para el
descubrimiento y desarrollo de farmacos en los ultimos afios.

La eficacia de la rapamicina y sus analogos en la EM es probablemente atribuible a una combinacién de su actividad
neuroprotectora debido a la inhibicion de inmunofilina/neurofilina y la actividad antiinflamatoria/inmunosupresora
impulsada por la inhibicion selectiva de mTORC1 y las propiedades remielinizantes que pueden estar dirigidas por
ambos mecanismos. La rapamicina y sus analogos son moléculas inmunosupresoras, y antiinflamatorias que
modulan la proliferacion de los linfocitos T a través de su capacidad para inhibir el complejo 1 de mTOR (mTORC1)
después de unir primero la inmunofilina FKBP12. La actividad de mTOR esta regulada por aumento en individuos
que padecen trastornos autoinmunes, incluidos EM y lupus (Fernandez y col., 2009a,b), y la inhibicion de mTORCA1
por la rapamicina y sus analogos inhibe la proliferacion de los linfocitos T (y B) dirigida por la IL-2 inducida por
antigeno. La rapamicina y sus analogos no bloquean la proliferacion de todos los subtipos de linfocitos T y en
realidad inducen la expansion selectiva de los linfocitos T reguladores (Treg) que son importantes para mantener la
autotolerancia inmunitaria (Donia y col., 2009; Esposito y col., 2010).

La rapamicina y sus analogos se unen estrechamente a la familia de inmunofilinas de la proteina de unién a FK506
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(FKBP) (Cao y Konsolaki, 2011; Gerard y col., 2011). La familia FKBP consiste en proteinas con diversos dominios
de interaccion proteina-proteina y funciones celulares versatiles (Kang y col., 2008). Todos los FKBP contienen un
dominio con actividad prolilo cis/trans isomerasa (PPlasa). La union de rapamicina o analogos a este dominio inhibe
su actividad PPlasa al tiempo que media en la supresién inmune a través de la inhibicion de mTOR. Los miembros
mas grandes, FKBP51 y FKBP52, interaccionan con Hsp90 y exhiben actividad de chaperona que se ha demostrado
que regula la sefializacion de la hormona esteroide. A partir de estos estudios, es evidente que las proteinas FKBP
se expresan de manera ubicua, pero muestran niveles relativamente altos de expresion en el sistema nervioso. De
acuerdo con esta expresion, las FKBP se han implicado tanto con la neuroproteccion como con la
neurodegeneracion (Cao y Konsolaki, 2011; Gerard y col., 2011; Bove y col., 2011; Kang y col., 2008). La rapamicina
es un inhibidor nM de la actividad PPlasa de varias neurofilinas, incluidas FKBP12 y FKBP52, y se ha demostrado
que la union a estas proteinas contribuye a sus efectos neuroprotectores (Ruan y col., 2008). FKBP52 se une a Tau
y la sobreexpresion de la proteina Tau esta relacionada con la inhibicién del sobrecrecimiento de las neuritas y la
neuroproteccion (Chambraud y col., 2010). FKBP52 controla la direcciéon quimiotropica de los conos de crecimiento
neuronal mediante la regulacion de la apertura del canal TRPC1 (Shim y col., 2009). Estos datos proporcionan un
enlace para la promocion del sobrecrecimiento de neuritas, la regeneracion axonal y los efectos neuroprotectores
observados para la inactivacion/inhibicion de FKBP52. FKBP12 se ha propuesto muchas veces como el principal
mediador de los efectos neuroprotectores de las inmunofilinas, por ejemplo, la proteccion de FK506 contra el dafio
inducido por la privacion de oxigeno-glucosa no estaba presente cuando se afiadié un anticuerpo anti-FKBP12
(Labrande y col., 2006), la expresion de FKBP12 aumenta en el cerebro de pacientes con enfermedad de Parkinson,
enfermedad de Alzheimer y algunas formas de demencia (Avramut y col., 2002). También se ha implicado como el
potenciador mas potente de la agregacion de a-sinucleina (Gerard y col., 2010, Deleersnijder y col., 2011).

Se ha demostrado que la rapamicina es eficaz en modelos experimentales preclinicos de EM. Por ejemplo, se ha
informado sobre el efecto de la administraciéon de rapamicina en ratones SJL/j afectados por encefalomielitis
autoinmune experimental recidivante remitente inducida por PLP139-151 (EAE RR) (Esposito y col., 2010). El
tratamiento oral o intraperitoneal en el pico de la enfermedad o al final del primer ataque clinico, mejord
drasticamente el curso clinico de la EAE -RR. La suspensién del tratamiento dio como resultado la reaparicion
temprana de la enfermedad. La respuesta clinica se asocié con desmielinizacién reducida del sistema nervioso
central y pérdida axonal. La doble accién de la rapamicina en los linfocitos Teff y Treg dio como resultado una
modulacién de su relacion que se asemejaba estrechamente al curso de la enfermedad. Los datos mostraron que la
rapamicina inhibe la EAE-RR, proporcionaron evidencia de los mecanismos inmunolégicos e indicaron que este
compuesto es un candidato potencial para el tratamiento de la esclerosis multiple. En un segundo ejemplo (Donia y
col., 2009), se evaluaron los efectos de la rapamicina en el curso de la encefalomielitis alérgica experimental
recidivante prolongada (EAE-RP) en ratas Dark Agouti (DA), que sirve como modelo preclinico de la EM. Los datos
mostraron que la administracion oral de rapamicina a 3 mg/kg durante 28 dias consecutivos mejoro
significativamente el curso de la EAE-RP en ratas DA. Las ratas que recibieron la medicacion tuvieron puntuaciones
acumuladas clinicas significativamente mas bajas y una duracion mas corta de la enfermedad que las ratas de
control tratadas con el vehiculo.

La utilidad clinica en la EM de la rapamicina se ha demostrado directamente, pero su analogo cercano e inhibidor de
mTOR temsirolimus se ha estudiado hasta la Fase 2B, donde se evalud la eficacia y seguridad de temsirolimus en
pacientes con EM remitente recidivante clinicamente definida (EMRR) o EM progresiva secundaria con recaidas
(Kappos y col., 2005; Moraal y col., 2010). Fue un ensayo clinico multicéntrico, aleatorizado, doble ciego, controlado
con placebo, de fase 2 realizado en 296 pacientes de 19-57 afios de edad. Los pacientes recibieron temsirolimus
oral (2, 4 u 8 mg) 1x al dia o placebo durante 9 meses. El criterio de evaluacion principal fue el numero acumulado
de nuevas lesiones T1 potenciadas con Gd a los 9 meses en la RMN. El volumen total del cerebro, el nimero de
recaidas, las puntuaciones medias de EDSS, otras medidas de RMN vy los resultados de salud fueron los criterios de
evaluacion secundarios.

Los pacientes que recibieron 8 mg de temsirolimus lograron reducciones significativas (47,8 %) en el numero
acumulado de nuevas lesiones T1 potenciadas en Gd en la RM en comparacién con el placebo (p = 0,010). Los
criterios de evaluacion en la RM mostraron una respuesta a la dosis, la dosis de 8 mg alcanzé significacion
estadistica para el criterio de evaluacién principal a las 32 semanas (p = 0,024). Los datos del volumen cerebral
sugirieron una disminucion en la atrofia del volumen cerebral a las 36 semanas en el grupo de 8 mg en comparacion
con el placebo. El grupo de 8 mg mostré una reduccion del 51 % en el nimero de recaidas por paciente frente al
placebo (p = 0,023). También se observaron tendencias relacionadas con la dosis en el porcentaje de pacientes sin
recaida y la progresion de la discapacidad. Se produjeron acontecimientos adversos graves a frecuencias similares
en todos los grupos de tratamiento. La estomatitis aftosa/ulceracion bucal, la hiperlipidemia, las erupciones cutaneas
y la disfuncion menstrual se notificaron con mayor frecuencia en el grupo de 8 mg frente al placebo. Se concluyé que
una dosis oral de 8 mg de temsirolimus administrada durante 9 meses en pacientes con formas recidivantes de
esclerosis multiple dio lugar a efectos beneficiosos significativos sobre la incidencia de nuevas lesiones potenciadas
en la RM y el numero de recaidas, con un perfil aceptable de riesgo/beneficio.

La rapamicina (sirolimus) (Figura 4) es un macrolido lipofilico producido por Streptomyces hygroscopicus NRRL 5491
(Sehgal y col., 1975; Vézina y col., 1975; el documento U.S. 3.929.992; el documento U.S. 3,993,749) con un resto
1,2,3-tricarbonilo unido a una lactona de acido pipecdlico (Paiva y col., 1991). Para el fin de la presente invencion, la
rapamicina se describe mediante la convencién de numeracién de McAlpine. y col., (1991) en preferencia a las
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convenciones de numeracion de Findlay y col., (1980) o Chemical Abstracts (11° indice acumulativo, 1982-1986
(p60719CS).

La rapamicina tiene un importante valor terapéutico debido a su amplio espectro de actividades biolégicas (Huang y
col., 2003). El compuesto es un potente inhibidor del objetivo mamifero de la rapamicina (mTOR), una serina-
treonina quinasa cadena abajo de la ruta de sefalizacion de la fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K)/Akt (proteina
quinasa B) que media en la supervivencia y la proliferacion celular. Esta actividad inhibidora se obtiene después de
que la rapamicina se une a la proteina de unién a inmunofilina FK506 12 (FKBP12) (Dumont, F.J. y Q. X. Su, 1995).
En los linfocitos T, la rapamicina inhibe la sefializacion del receptor de IL-2 y la posterior autoproliferacion de los
linfocitos T, dando como resultado inmunosupresién. La rapamicina se comercializa como un inmunosupresor para
el tratamiento de pacientes con trasplante de érganos para prevenir el rechazo del injerto (Huang y col., 2003).
Ademas de la inmunosupresion, la rapamicina ha encontrado aplicacion terapéutica en el cancer(Vignot y col., 2005)
y tiene un potencial uso terapéutico en el tratamiento de varias enfermedades, por ejemplo, cancer, enfermedades
cardiovasculares, tales como reestenosis, enfermedades autoinmunes, tales como esclerosis multiple y lupus, artritis
reumatoide, infeccion fungica y enfermedades neurodegenerativas, tales como enfermedad de Alzheimer,
enfermedad de Parkinson y enfermedad de Huntington.

A pesar de su utilidad en diversos estados de enfermedad, la rapamicina tiene una serie de inconvenientes
importantes. El acontecimiento adverso mas grave asociado con su uso es la hiperlipidemia. Esto puede conducir a
la reduccion de la dosis y a la retirada del tratamiento. En particular, cualquier potencial que esta clase tiene en el
LES es limitado debido a los niveles de lipidos naturalmente altos en estos pacientes (Aranow y Ginzler, 2000; Petri
y col.,, (1992); Gorman e Isenberg, 2004). También es un sustrato de la glicoproteina P de la bomba de eflujo de la
membrana celular (P-gp; LaPlante y col., 2002, Crowe y col., 1999), que bombea el compuesto hacia fuera de la
célula, haciendo que la penetracién de las membranas celulares por la rapamicina sea mala. Esto causa una mala
absorcion del compuesto después de la dosificacion. Ademas, dado que un mecanismo principal de resistencia a
multiples farmacos de las células cancerosas es a través de la bomba de eflujo de la membrana celular, la
rapamicina es menos eficaz contra las células de cancer de resistencia a multiples farmacos (MDR). La rapamicina
también se metaboliza ampliamente por las enzimas del citocromo P450 (Lampen y col., 1998). Su pérdida en el
primer pase hepatico es alta, lo que contribuye adicionalmente a su baja biodisponibilidad oral. El papel de CYP3A4
y P-gp en la baja biodisponibilidad de la rapamicina se ha confirmado en estudios que demuestran que la
administracion de inhibidores de CYP3A4 y/o P-gp disminuyd la salida de la rapamicina de células Caco-2
transfectadas con CYP3A4 (Cummins y col., 2004) y que la administracion de inhibidores de CYP3A4 disminuy6 el
metabolismo del intestino delgado de la rapamicina (Lampen y col., 1998). La baja biodisponibilidad oral de la
rapamicina causa una variabilidad interindividual significativa que da como resultado un resultado terapéutico
inconsistente y una dificultad en el tratamiento clinico (Kuhn y col., 2001, Crowe y col., 1999).

Por lo tanto, existe la necesidad de desarrollar nuevos compuestos similares a la rapamicina que tengan efectos
secundarios reducidos, incluida la hiperlipidemia, no sean sustratos de la P-gp y que puedan ser metabdlicamente
mas estables y, por lo tanto, puedan tener una biodisponibilidad mejorada.

Se ha informado una gama de analogos de rapamicina sintetizados que usan los sitios disponibles quimicamente de
la molécula. La descripcion de los siguientes compuestos se adaptd al sistema de numeraciéon de la molécula de
rapamicina descrita en la Figura 4. Los sitios disponibles quimicamente en la molécula para derivatizacion o
reemplazo incluyen grupos hidroxilo C40 y C28 (por ejemplo, el documento U.S. 5,665,772; el documento U.S.
5,362,718), grupos metoxi C39 y C16 (por ejemplo, documento WO 96/41807; el documento U.S. 5,728,710), grupos
ceto C32, C26 y C9 (por ejemplo, documento U.S. 5,378,836; documento U.S. 5.138.051; documento US 5.665.772).
La hidrogenacion en C17, C19 y/o C21, dirigida al trieno, dio como resultado la retencion de la actividad antifungica
pero la pérdida relativa de inmunosupresion (por ejemplo, documento U.S. 5,391,730; documento US 5.023.262). Se
han conseguido mejoras significativas en la estabilidad de la molécula (por ejemplo, la formacién de oximas en C32,
C40 y/o C28, documento U.S. 5,563,145, documento U.S. 5,446,048), la resistencia a ataques metabodlicos (por
ejemplo, U.S. 5,912,253), la biodisponibilidad (por ejemplo, documento U.S. 5,221,670; documento U.S. 5.955.457;
documento WO 98/04279) y la produccién de profarmacos (por ejemplo, U.S. 6,015,815; documento U.S. 5,432,183)
a través de derivatizacion.

Un objeto de la invencion es identificar un derivado adicional de rapamicina que conserve sus efectos beneficiosos
en la terapia sin algunos o ninguno de sus efectos secundarios. Ademas, es ventajoso tener una molécula que tenga
una inhibicién mas potente de FKBP12.

Sumario de la invencién

En un primer aspecto, la presente invencion proporciona un nuevo analogo de rapamicina, definido por la férmula (1)
a continuacion,
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o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

El compuesto de formula (1) (y cualquier sal farmacéuticamente aceptable del mismo) se denomina en lo sucesivo
"compuesto de la invenciéon" o por su nombre genérico "37R-hidroxiorbornilrapamicina”.

Definiciones

Los articulos “un” y “una” se usan en el presente documento para hacer referencia a uno o mas de uno (es decir, al
menos uno) de los objetos gramaticales del articulo. A modo de ejemplo," un analogo "significa un analogo o mas de
un analogo.

Como se usa en el presente documento, el término "lupus” incluye, sin limitacion: lupus eritematoso sistémico (LES),
nefritis lUpica, lupus eritematoso cutaneo agudo, lupus eritematoso cutaneo subagudo, lupus eritematoso cutaneo
cronico, lupus eritematoso inducido por farmacos, lupus eritematoso del neonato,

Como se usa en el presente documento, los términos "esclerosis multiple" o "EM" incluyen, sin limitacion: esclerosis
multiple remitente recurrente, progresiva secundaria y progresiva primaria.

Como se usa en el presente documento, el término "biodisponibilidad" se refiere al grado o velocidad con la que un
farmaco u ofra sustancia se absorbe o esta disponible en el sitio de la actividad biologica después de la
administracion. Esta propiedad depende de una serie de factores que incluyen la solubilidad del compuesto, la
velocidad de absorcion en el intestino, el grado de unioén a proteinas y el metabolismo, etc. Se describen diversos
ensayos de biodisponibilidad que resultarian familiares para una persona experta en la materia (véase, Trepanier y
col., 1998, Gallant-Haidner y col., 2000).

Como se usa en el presente documento, la expresion "en forma sustancialmente pura" significa que el compuesto se
proporciona en una forma que esta sustancialmente libre de otros compuestos (particularmente policétidos u otros
analogos de rapamicina) producidos en procedimientos de fermentacion, especialmente un procedimiento de
fermentacién que implica la alimentacion del acido de partida de formula (II) (véase mas adelante) a una cepa
productora de rapamicina que ha sido genéticamente alterada para eliminar o inactivar el gen rapK o un homdlogo
del mismo. Por ejemplo, la pureza del compuesto es al menos del 90 %, por ejemplo al menos del 95 %, por ejemplo
al menos del 98 %, especialmente al menos del 99 % con respecto al contenido de policétido de la forma en que se
presenta. Por tanto, tanto antes como después de la formulacién como producto farmacéutico, el compuesto de la
invencion representa, adecuadamente, al menos el 90 %, por ejemplo al menos del 95 %, por ejemplo al menos el
98 %, por ejemplo, al menos el 99 % del contenido de policétido.

Las sales farmacéuticamente aceptables del compuesto de la invencién incluyen sales convencionales formadas a
partir de acidos o bases inorganicos u organicos farmacéuticamente aceptables, asi como sales de adiciéon de acido
de amonio cuaternario. Ejemplos mas especificos de sales de acidos adecuadas incluyen las de los acidos
brombhidrico, sulfurico, fosforico, nitrico, perclorico, fumarico, acético, propiénico, succinico, glicélico, férmico, lactico,
maleico, tartarico, citrico, palmoico, malénico, hidroximaleico, fenilacético, glutamico, benzoico, salicilico, fumarico,
toluenosulfonico, metanosulfénico, naftalen-2-sulfénico, bencenosulfénico hidroxinaftoico, yodhidrico, malico,
esteroico, tanico y similares. Otros acidos tales como el acido oxalico, aunque en si mismos no son
farmacéuticamente aceptables, pueden ser Utiles en la preparacion de sales Utiles como intermedios en la obtencion
de los compuestos de la invencién y sus sales farmacéuticamente aceptables. Ejemplos mas especificos de sales
basicas adecuadas incluyen sales de sodio, litio, potasio, magnesio, aluminio, calcio, cinc, N,N-
dibenciletilendiamina, clorprocaina, colina, dietanolamina, etilendiamina, N-metilglucamina y sales de procaina.
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La invencion abarca solvatos de 37R-hidroxiorbornilrapamicina, o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma.
Los ejemplos de solvatos incluyen hidratos.

Las referencias expuestas mas adelante en el presente documento a un compuesto de acuerdo con la invencion
incluyen tanto la 37R-hidroxinorbornilrapamicina como sus sales farmacéuticamente aceptables (y cualquier solvato
de la misma).

Descripcion de la invenciéon

El compuesto de la invencion, a pesar de su relacion estructural con la rapamicina, muestra un perfil farmacoldgico
sorprendentemente diferente. En particular, en comparaciéon con la rapamicina o ciertos analogos conocidos,
muestra una semivida mas corta y niveles de lipidos significativamente reducidos después de la dosificacion
repetida, y se espera que muestre mayor biodisponibilidad, mayor permeabilidad de la membrana celular y
disminucion del eflujo en comparacion con la rapamicina, y puede ser menor de un sustrato para P-gp.

Por lo tanto, las propiedades ventajosas del compuesto de la invencion incluyen:

- buena inhibicion de mTOR (medida por inhibicion de la fosforilacion de la S6 quinasa) con una potencia que es
similar o mayor que la de la rapamicina y otros analogos (véase el Ejemplo 3);

- semivida menor en comparacion con la rapamicina (basada en estudios en ratas, véase el Ejemplo 4); e

- incidencia reducida de la hiperlipidemia después de una dosificacion oral repetida a niveles requeridos para una
eficacia similar a la del analogo de rapamicina CCI-779 (basado en estudios en ratones, véase el Ejemplo 5).

- una inhibicion mas potente de FKBP12 que la rapamicina, lo que conduce a un aumento del efecto
neuroprotector

En el tratamiento de enfermedades tales como el lupus y la EM se espera que la corta semivida conduzca a un
indice terapéutico mejorado porque se espera que los efectos secundarios que resultan de una exposicion mas
prolongada (tal como, hiperlipidemia) se reduzcan significativamente.

El compuesto de la invencién se puede producir como un producto directo de la fermentacién, alimentando un acido
iniciador de formula (Il)

R,0,C

en la que R+ representa H o un grupo alquilo, tal como un grupo alquilo C1-6, por ejemplo metilo o etilo a una cepa
productora de rapamicina que se ha alterado genéticamente para eliminar o inactivar el gen rapK o un homologo del
mismo.

Por "homélogo" en este contexto se entiende un gen cuyo producto es una corismatasa con funcion equivalente a la
del producto del gen rapK RapK (Andexer y col., 2011).

Las condiciones adecuadas para tal procedimiento se describen en los documentos WO04/007709 y WO06/016167.
Especificamente, se gener6 una cepa mutante del organismo productor de rapamicina, Streptomyces hygroscopicus,
que carece del gen rapK y se denomina S. hygroscopicus ArapK (BIOT-4010; véase el Ejemplo 1). Otras cepas de
produccion adecuadas incluyen S. hygroscopicus MG2-10 (pLL178), un derivado de S. hygroscopicus NRRL5491.
La generaciéon de S. hygroscopicus MG2-10 se describe en el ejemplo 2 del documento WO04/007709 vy, para
generar una cepa de produccion adecuada, esto debe complementarse con raplJMNOQL, usando un plasmido de
expresion tal como pLL178 (como se describe en el ejemplo 7 del documento WO06/016167). La fermentacion de
BIOT-4010, o una cepa similar, como S. hygroscopicus MG2-10 (pLL178) (documentos WOO04/007709,
WO06/016167) en un medio adecuado, tal como, pero sin limitarse a, MD6, a una temperatura adecuada, tal como a
26 °C, con adicién de alimentacion exdégena, por ejemplo, acido (1R *, 2R *, 4S *) - biciclo[2.2.1] heptano-2-
carboxilico, tipicamente a las 24 horas es suficiente para la produccién del compuesto de la invencién, 37R-
hidroxinboril-rapamicina (véase el Ejemplo 2). Los titulos maximos se observan entre 3 y 8 dias desde la inoculacion.
La forma acida del compuesto de formula (ll) es acido (1R, 2R, 4S)-biciclo[2.2.1] heptano-2-carboxilico.

Las cepas productoras de rapamicina incluyen Streptomyces hygroscopicus, Actinoplates sp. N902-109 (véase
Nishida y col., (1995)) y Streptomyces sp. A 91-261402 (véase el documento WQ94/18207). Otras cepas
productoras de rapamicina se mencionan en el documento W095/06649.

La presente invencion también proporciona el compuesto de la invenciéon en forma sustancialmente pura. El
compuesto de la invenciéon se puede purificar, por ejemplo, a partir de otros componentes de fermentacion
(incluyendo otros componentes de policétido) por técnicas de separacion convencionales, tales como cromatografia
ultrarrapida, HPLC preparativa y/o cristalizacion.

De este modo, un procedimiento para preparar un compuesto de la invenciéon en forma sustancialmente pura
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comprende las etapas de (i) alimentar un acido iniciador de férmula (I1)

R;O,C

en la que Ry representa H o un grupo alquilo,
a una cepa productora de rapamicina que ha sido genéticamente alterada para eliminar o inactivar el gen rapK o
un homoélogo del mismo; y (ii) aislar y purificar el compuesto de la invencion.

La presente invencién proporciona el compuesto de la invencién para su uso como un producto farmacéutico, en
particular en el tratamiento del lupus y/o la esclerosis multiple (EM). En una realizacion especifica, la presente
invencion proporciona el uso del compuesto de la invencion en el tratamiento del lupus).

La presente divulgacion también proporciona un procedimiento de tratamiento del lupus y/o la esclerosis multiple
(EM) que comprende administrar a un sujeto que lo necesite una cantidad eficaz del compuesto de la invencion.

La presente invenciéon también proporciona el uso del compuesto de la invenciéon para la fabricacion de un
medicamento para el tratamiento del lupus y/o la esclerosis multiple (EM).

El compuesto de la invencién también puede ser til en la inducciéon o mantenimiento de la inmunosupresion, la
estimulacion de la regeneracidon neuronal o el tratamiento de infecciones fungicas, el rechazo de trasplantes, la
enfermedad de injerto contra huésped, trastornos autoinmunitarios, enfermedades de la inflamaciéon vascular o
enfermedades fibréticas.

La presente invencién también proporciona una composicién farmacéutica que comprende el compuesto de la
invencion junto con uno o mas diluyentes o vehiculos farmacéuticamente aceptables.

Un aspecto de la invencion es una composicion farmacéutica que comprende el compuesto de férmula (I) como se
ha definido anteriormente o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, junto con uno o mas diluyentes o
vehiculos farmacéuticamente aceptables en los que el compuesto de férmula (I) esta presente en el composicion en
una cantidad de al menos 95 %, por ejemplo al menos 98 %, especialmente al menos 99 % del contenido de
policétido de la composicion.

El compuesto de la invencién o una formulacién del mismo se puede administrar mediante cualquier procedimiento
convencional, por ejemplo, pero sin limitacién, se puede administrar por via parenteral, oral, tépica (incluyendo bucal,
sublingual o transdérmica), a través de un dispositivo médico (por ejemplo, una endoprotesis vascular), mediante
inhalacion o mediante inyeccion (subcutanea o intramuscular). El tratamiento puede consistir en una tnica dosis o en
una pluralidad de dosis durante un periodo de tiempo.

Aunque es posible administrar el compuesto de la invencion de forma individual, es preferible presentarlo como una
formulacién farmacéutica, junto con uno o mas vehiculos aceptables. Los vehiculos deben ser "aceptables" en el
sentido de ser compatibles con el compuesto de la invencién y no perjudiciales para los destinatarios de los mismos.
Los ejemplos de vehiculos adecuados se describen con mas detalle a continuacion.

El compuesto de la invencién se puede administrar solo o en combinacién con otros agentes terapéuticos, la
administracion conjunta de dos (o0 mas) agentes permite usar dosis significativamente mas bajas de cada uno,
reduciendo de ese modo los efectos secundarios observados. Por lo tanto, en una realizacion, el compuesto de la
invencion se coadministra con otro agente terapéutico para el tratamiento de lupus, para lo cual los agentes
preferentes incluyen, pero sin limitacion: AINE, por ejemplo naproxeno, ibuprofeno; antipaludicos, hidroxicloroquina,
cloroquina, quinacrina; corticosteroides, por ejemplo, prednisona, prednisolona, medrol; inmunosupresores:
azatioprina, metotrexato, ciclofosfamida, micofenolato mofetilo, ciclosporina; otros, por ejemplo dapsona, rituximab,
belimumab.

En una realizacion, el compuesto de la invencion se coadministra con otro agente terapéutico para el tratamiento de
la EM; Los agentes preferentes incluyen, pero sin limitacion, interferon beta-1b, interferon alfa -1a, glatiramer,
mitoxantrona, ciclofosfamida y corticosteroides (por ejemplo, metilprednisolona, prednisona, dexametasona). Otros
agentes terapéuticos para el tratamiento de la EM incluyen fingolimod, natalizumab, alemtuzumab, dimetilfumarato y
terifluomida.

Por coadministracion se incluye cualquier medio para administrar dos o mas agentes terapéuticos al paciente como
parte del mismo régimen de tratamiento, como sera evidente para el experto en la materia. Aunque los dos o mas
agentes pueden administrarse simultaneamente en una sola formulacion, esto no es esencial. Los agentes pueden
administrarse en diferentes formulaciones y en momentos diferentes.

Las formulaciones pueden presentarse de manera conveniente en formas farmacéuticas de dosis unitarias y pueden
prepararse mediante cualquiera de los procedimientos bien conocidos en la técnica farmacéutica. Dichos
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procedimientos incluyen la etapa de poner en asociacion el principio activo (compuesto de la invencion) con el
vehiculo que constituye uno o mas ingredientes accesorios. Por lo general, las formulaciones se preparan asociando
de forma uniforme y estrecha el principio activo con vehiculos liquidos o vehiculos sélidos finamente divididos o
ambos, y, si es necesario, conformar el producto.

El compuesto de la invencién se administrara normalmente por via intravenosa, oral o por cualquier via parenteral,
en forma de una formulacién farmacéutica que comprende el principio activo, opcionalmente en la forma de una
adicién de acido o base organica o inorganica no téxica, en una forma de dosificacion farmacéuticamente aceptable.
Dependiendo del trastorno y del paciente a tratar, asi como de la via de administracion, las composiciones pueden
administrarse en dosis variables.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion adecuadas para uso inyectable incluyen soluciones o
dispersiones acuosas estériles. Por otro lado, las composiciones pueden estar en forma de polvos estériles para la
preparacion extemporanea de tales soluciones o dispersiones inyectables estériles. En todos los casos, la forma
inyectable final debe ser estéril y debe ser efectivamente fluida para facilitar la administracion con jeringa.

Las composiciones farmacéuticas deben ser estables en las condiciones de fabricaciéon y almacenamiento; por tanto,
preferentemente se deben preservar contra la accién contaminante de microorganismos tales como bacterias y
hongos. El vehiculo puede ser un disolvente o medio de dispersion que contiene, por ejemplo, agua, etanol, poliol
(por ejemplo, glicerol, propilenglicol y polietilenglicol liquido), aceites vegetales y mezclas adecuadas de los mismos.

Por ejemplo, el compuesto de la invencion se puede administrar por via oral, bucal o sublingual en forma de
comprimidos, capsulas, ovulos, elixires, soluciones o suspensiones, que pueden contener agentes aromatizantes o
colorantes, para aplicaciones de liberacién inmediata, retardada o controlada.

Las soluciones o suspensiones del compuesto de la invencién adecuadas para administraciéon oral también pueden
contener excipientes, por ejemplo, N, N-dimetilacetamida, dispersantes, por ejemplo, polisorbato 80, tensioactivos y
solubilizantes, por ejemplo, polietilenglicol, Phosal 50 PG (que consiste en fosfatidilcolina, acidos grasos de soja,
etanol, monoglicéridos-diglicéridos, propilenglicol y palmitato de ascorbilo),

Tales comprimidos pueden contener excipientes, tales como celulosa microcristalina, lactosa (por ejemplo, lactosa
monohidratada o lactosa anhidra), citrato sddico, carbonato calcico, fosfato de calcio dibasico y glicina,
hidroxitolueno butilado (E321), crospovidona, hipromelosa, disgregantes tales como almidon (preferentemente
almidon de maiz, patata o tapioca), almidon glicolato sédico, croscarmelosa sédica y ciertos silicatos complejos, y
aglutinantes de granulacion tales como polivinilpirrolidona, hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), hidroxipropilcelulosa
(HPC), macrogol 8000, sacarosa, gelatina y goma arabiga. De manera adicional, se pueden incluir agentes
lubricantes tales como estearato de magnesio, acido estearico, behenato de glicerilo y talco.

También se pueden emplear composiciones sélidas de un tipo similar como cargas en capsulas de gelatina. Los
excipientes preferentes a este respecto incluyen lactosa, almidén, una celulosa, azucar de leche o polietilenglicoles
de alto peso molecular. Para suspensiones acuosas y/o elixires, los compuestos de la invencion se pueden combinar
con diversos agentes edulcorantes o aromatizantes, materia colorante o colorantes, con agentes emulsionantes y/o
de suspension y con diluyentes tales como agua, etanol, propilenglicol y glicerina, y combinaciones de los mismos.

Un comprimido puede prepararse por compresion o moldeado, de manera opcional con uno o mas ingredientes
auxiliares. Los comprimidos de compresion pueden prepararse prensando en una maquina adecuada el principio
activo en forma fluida como polvo o granulos, mezclado opcionalmente con un aglutinante ( por ejemplo, povidona,
gelatina, hidroxipropilmetil celulosa), lubricante, diluyente inerte, conservante, disgregante (por ejemplo, glicolato
soédico de almidon, povidona reticulada, carboximetilcelulosa sédica reticulada), tensioactivo o dispersante. Los
comprimidos moldeados se puede fabricar mediante moldeo en una maquina adecuada de una mezcla del
compuesto en polvo humedecido con un diluyente liquido inerte. Opcionalmente, los comprimidos pueden recubrirse
o ranurarse y pueden formularse de forma que proporcionen una liberacion lenta o controlada del principio activo
usando, por ejemplo, hidroxipropilmetilcelulosa en proporciones variables para proporcionar el perfil de liberacion
deseado.

Las formulaciones de acuerdo con la presente invencién adecuadas para administracion oral pueden presentarse
como unidades discretas como capsulas, sellos o comprimidos, conteniendo cada una cantidad predeterminada del
principio activo; como polvo o granulos; como una solucién o una suspension en un liquido acuoso o un liquido no
acuoso; como una soluciéon o una suspension en un liquido acuoso o un liquido no acuoso. El principio activo
también puede presentarse en forma de un bolo, electuario o pasta.

Las formulaciones adecuadas para administracion topica en la boca incluyen pastillas para chupar que comprenden
al principio activo en una base aromatizada, generalmente sacarosa y goma arabiga o tragacanto; pastillas que
comprenden el principio activo en una base inerte, tal como gelatina y glicerina o sacarosa y goma arabiga; y
colutorios que comprenden el principio activo en un vehiculo liquido adecuado.

Debe entenderse que, ademas de los ingredientes particularmente mencionados en lo que antecede, las
formulaciones de la presente invencion pueden incluir otros agentes convencionales en la materia teniendo en
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cuenta el tipo de formulacién en cuestion, por ejemplo, los adecuados para administracion oral pueden incluir
agentes aromatizantes.

Las composiciones farmacéuticas adaptadas para administracion tépica se pueden formular como pomadas,
cremas, suspensiones, lociones, polvos, soluciones, pastas, geles, apositos impregnados, pulverizaciones,
aerosoles o aceites, dispositivos transdérmicos, polvos para espolvorear, y similares. Estas composiciones pueden
prepararse por procedimientos convencionales que contienen el agente activo. Por tanto, también pueden
comprender vehiculos y aditivos convencionales compatibles, tales como conservantes, disolventes para ayudar a la
penetracion del farmaco, emolientes en cremas o pomadas y etanol o alcohol oleilico para lociones. Dichos
vehiculos pueden estar presentes desde aproximadamente 1 % hasta aproximadamente 98 % de la composicion.
Mas generalmente, formaran hasta aproximadamente el 80 % de la composicion. Solo como ilustracién, se prepara
una crema o pomada mezclando cantidades suficientes de material hidréfilo y agua, que contiene de
aproximadamente 5-10 % en peso del compuesto, en cantidades suficientes para producir una crema o pomada que
tenga la consistencia deseada.

Las composiciones farmacéuticas adaptadas para la administracion transdérmica pueden presentarse como parches
discretos, que se pretende que permanezcan en contacto intimo con la epidermis del receptor durante un periodo de
tiempo prolongado. Por ejemplo, el agente activo puede administrarse desde el parche mediante iontoforesis.

Para aplicaciones a tejidos externos, por ejemplo, la boca y la piel, las composiciones se aplican, preferentemente,
como una pomada o crema tépica. Cuando se formula en una pomada, el principio activo puede emplearse con una
base de pomada parafinica o miscible en agua.

Como alternativa, el principio activo se puede formular en una crema con una base de aceite-en-agua o con una
base de agua en aceite.

Para administracion parenteral, se preparan formas de dosificacion unitaria fluidas utilizando el principio activo y un
vehiculo estéril, por ejemplo, pero sin limitacién, agua, alcoholes, polioles, glicerina y aceites vegetales, prefiriéndose
agua. El principio activo, dependiendo del vehiculo y la concentracion utilizados, puede suspenderse o disolverse en
el vehiculo. En la preparacién de soluciones, el principio activo puede disolverse en agua para inyeccion y
esterilizarse por filtracion antes de cargarlo en un vial o ampolla adecuada y sellarlo.

Ventajosamente, agentes tales como anestésicos locales, conservantes y agentes tampoén pueden disolverse en el
vehiculo. Para aumentar la estabilidad, la composicion se puede congelar después de cargar en el vial y eliminar el
agua al vacio. El polvo liofilizado seco se sella luego en el vial y se puede suministrar un vial de agua para inyeccion
que lo acompafia para reconstituir el liquido antes de su uso.

Las suspensiones parenterales se preparan sustancialmente de la misma manera que las soluciones, excepto que el
principio activo se suspende en el vehiculo en lugar de disolverse y la esterilizacion no puede realizarse por
filtracion. El principio activo se puede esterilizar mediante exposicion a 6xido de etileno antes de suspenderlo en el
vehiculo estéril. Ventajosamente, se incluye un agente tensioactivo o humectante en la composicion para facilitar la
distribucion uniforme del principio activo.

El compuesto de la invencién también puede administrarse usando dispositivos médicos conocidos en la materia.
Por ejemplo, en una realizacion, una composicion farmacéutica de la invencion se puede administrar con un
dispositivo de inyeccion hipodérmica sin aguja, tal como los dispositivos descritos en los documentos U.S.
5,399,163; documento U.S. 5.383.851; documento U.S. 5.312.335; documento U.S. 5.064.413; documento U.S.
4.941.880; documento U.S. 4.790.824; o U.S. 4,596,556. Ejemplos de implantes y médulos bien conocidos utiles en
la presente invencion incluyen: el documento US 4.487.603, que describe una bomba de microinfusion implantable
para dispensar medicamentos a una velocidad controlada; el documento US 4.486.194, que describe un dispositivo
terapéutico para administrar medicamentos a través de la piel; el documento US 4.447.233, que describe una bomba
de infusion de medicacién para suministrar medicacién a una velocidad de infusién precisa; el documento US
4.447.224, que describe un aparato de infusion implantable de flujo variable para la administracion continua de
farmacos; el documento US 4.439.196, que describe un sistema de administracion de farmaco osmético que tiene
compartimentos de camaras multiples; y el documento US 4,475,196, que describe un sistema de administracion de
farmacos osmoético. En una realizacion especifica, se puede administrar un analogo de hidroxinorbornilrapamicina
usando una endoprétesis vascular liberadora de farmaco, por ejemplo, uno correspondiente a los descritos en el
documento WO 01/87263 y publicaciones relacionadas o aquellas descritas por Perin (Perin, EC, 2005). Muchos
otros implantes, sistemas de administracion, y médulos, son bien conocidos de los expertos en la materia.

La dosificaciéon a administrar de un compuesto de la invencion variara de acuerdo con el compuesto particular, la
enfermedad implicada, el sujeto y la naturaleza y gravedad de la enfermedad y la condicion fisica del sujeto, y la ruta
de administracion seleccionada. La dosificacion apropiada puede determinarla faciimente un experto en la materia.
Por ejemplo, sin limitacion, se puede contemplar una dosis de hasta 15 mg al dia, por ejemplo de 0,1 a 15 mg al dia
(o una dosis mas alta administrada con menos frecuencia).

Las composiciones pueden contener desde 0,1 %, por ejemplo, de 0,1-70 %, preferentemente de 5-60 %, mas
preferentemente de 10-30 %, de un compuesto de la invencion, dependiendo del procedimiento de administracion.
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Un experto en la materia reconocera que la cantidad 6ptima y el espaciamiento de las dosificaciones individuales de
un compuesto de la invencion se determinaran mediante la naturaleza y la extension de la afeccion que se esta
tratando, la forma, la ruta y lugar de administracion, y la edad y el estado del sujeto en particular que se esta
tratando, y que un médico finalmente determinara las dosis apropiadas que se utilizaran. Esta dosificacién puede
repetirse tan a menudo como sea apropiado. Si se desarrollan efectos secundarios, la cantidad y/o frecuencia de la
dosis puede alterarse o reducirse, de acuerdo con la practica clinica habitual.

Todos los valores en % mencionados en el presente documento son % p/p, a menos que el contexto requiera lo
contrario.

Breve divulgacién de las figuras

Figura 1: Efecto de la 37R-hidroxinorbornilrapamicina sobre el desarrollo de proteinuria en el modelo de lupus
NZBWF1 (véase el Ejemplo 5)

Figura 2: Efecto de 37R-hidroxiorbornilrapamicina sobre los triglicéridos en el modelo de lupus NZBWF1 (véase
el Ejemplo 5)

Figura 3: Efecto de la 37R-hidroxiorbornilrapamicin sobre el colesterol en el modelo de lupus NZBWF1 (véase el
Ejemplo 5)

Figura 4: Estructuras de rapamicina y 37R-hidroxiorbornilrapamicina

Procedimientos generales

Una persona experta en la materia podra determinar la farmacocinética y la biodisponibilidad del compuesto de la
invencion usando procedimientos in vivo e in vitro conocidos por un experto en la materia, incluidos, pero sin
limitaciones, los que se describen a continuacion y en Gallant-Haidner y col., 2000 y Trepanier y col., 1998 y
referencias en el mismo. La biodisponibilidad de un compuesto se determina por una serie de factores, (por ejemplo,
solubilidad en agua, permeabilidad de la membrana celular, grado de unidn a proteinas y metabolismo y estabilidad)
cada uno de los cuales puede determinarse mediante pruebas in vitro como se describe en los ejemplos del
presente documento, un experto en la materia apreciara que una mejora en uno o mas de estos factores conducira a
una mejora en la biodisponibilidad de un compuesto. Como alternativa, la biodisponibilidad del compuesto de la
invencion puede medirse usando procedimientos in vivo como se describe con mas detalle a continuacion, o en los
ejemplos del presente documento.

Para medir la biodisponibilidad in vivo, un compuesto puede administrarse a un animal de prueba (por ejemplo, raton
o rata) tanto intraperitonealmente (i.p.) como por via intravenosa (i.v.) y por via oral (p.0.) y se toman muestras de
sangre a intervalos regulares para examinar como varia la concentracion plasmatica del farmaco a lo largo del
tiempo. El curso temporal de la concentracion en plasma a lo largo del tiempo puede usarse para calcular la
biodisponibilidad absoluta del compuesto como un porcentaje usando modelos estandar. Un ejemplo de un protocolo
tipico se describe a continuacion.

Por ejemplo, a ratones o ratas se administran dosis de 1 o 3 mg/kg del compuesto de la invencién i.v. 0 1, 5 0 10
mg/kg del compuesto de la invencion por via oral. Se toman muestras de sangre a intervalos de 5 minutos, 15
minutos, 1 hora, 4 horas y 24 horas, y la concentracion del compuesto de la invencion en la muestra se determina
mediante LCMS-MS. El curso de tiempo de las concentraciones plasmaticas o en sangre total puede usarse para
derivar parametros clave, tal como el area bajo la curva de la concentracion en plasma o sangre-tiempo, que es
directamente proporcional a la cantidad total de farmaco inalterado que alcanza la circulacion sistémica), la
concentracion maxima (pico) plasmatica o en sangre del farmaco, el tiempo en el que se produce la concentracion
maxima plasmatica o en sangre del farmaco (tiempo maximo), los factores adicionales que se usan en la
determinacion precisa de biodisponibilidad incluyen: la semivida terminal del compuesto, el aclaramiento corporal
total, el volumen en equilibrio de la distribucion y el % F. Estos parametros se analizan después mediante
procedimientos no compartimentales o compartimentales para dar un porcentaje de biodisponibilidad calculado, para
un ejemplo de este tipo de procedimiento, véase Gallant-Haidner y col., 2000 y Trepanier y col., 1998, y referencias
en los mismos.

La eficacia del compuesto de la invencién puede analizarse en modelos in vivo para enfermedades
neurodegenerativas que se describen en el presente documento y que son conocidos por un experto en la materia.
Dichos modelos incluyen, pero sin limitacion, para la enfermedad de Alzheimer: animales que expresan el precursor
p-amiloide (APP) de la enfermedad de Alzheimer familiar (EAF), animales que sobreexpresan la EAF humana de tipo
silvestre, animales que sobreexpresan p-amiloide 1-42(pA), animales que expresan presenilinA-1 de FAD (PS-1)
(por ejemplo, German y Eisch, 2004). Para la esclerosis mdltiple: el modelo de encefalomielitis autoinmune
experimental (EAE) (véase Bradl, 2003). Para la enfermedad de Parkinson, el modelo de 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina (MPTP) o el modelo de 6-hidroxidopamina (6-OHDA) (véase, por ejemplo, Emborg, 2004; Schober
A. 2004). Para la enfermedad de Huntington existen varios modelos, incluido el modelo de lineas R6 generado por la
introduccion del exén 1 del gen de la enfermedad de Huntington (HD) humano que porta repeticiones CAG altamente
expandidas en la linea germinal del raton (Sathasivam y col., 1999) y otros (véase Hersch y Ferrante, 2004).
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Materiales y procedimientos
Materiales

A menos que se indique lo contrario, todos los reactivos utilizados en los ejemplos siguientes se obtuvieron de
fuentes comerciales.

El acido (1R*,2R*,4S*)-biciclo[2.2.1]heptano-2-carboxilico, es decir acido (+)2-exo-norbornanocarboxilico se
preparé mediante el procedimiento de Gu y col., 2011

El acido (1R, 2R, 4S)-biciclo[2.2.1] heptano-2-carboxilico se preparé por el procedimiento de Avenoza y col.,
1992,

El acido (1R, 2S, 4S)-biciclo[2.2.1] heptano-2-carboxilico se preparé por el procedimiento de Avenoza y col.,
1992.

Cultivo

S. hygroscopicus BIOT-4010 o MG2-10 se mantuvo en placas de agar de medio 1 (véase a continuacion) a 28 °C.
Las poblaciones de esporas se prepararon después del crecimiento en medio 1, se conservaron en 20 % p/v de
glicerol: 10 % p/v de lactosa en agua destilada y se almacenaron a -80 ° C. Los cultivos vegetativos se prepararon
inoculando 0,1 ml de material congelado en 50 ml de medio 2 (véase a continuacion) en un matraz de 250 ml. El
cultivo se incubd durante de 36 a 48 horas a 28 °C, 300 rpm.

Procedimiento de produccién

Los cultivos vegetativos se inocularon a 2,5 - 5 % v/v en el medio 3. El cultivo se llevé a cabo durante 6-7 dias, a 26
°C, 300 rpm.

Procedimiento de alimentacion

La alimentacién/adicion de acido (1R, 2R, 4S)-biciclo[2.2.1] heptano-2-carboxilico, acido (1R, 2S, 4S)-biciclo[2.2.1]
heptano-2-carboxilico o acido (1R *, 2R *, 4S *) - biciclo[2.2.1] heptano-2-carboxilico (también conocido como acido
() 2-exo-norbornanecarboxilico) se llevo a cabo 24 - 48 horas después de la inoculacion y se alimenté a 1-2 mM de
concentracion final a menos que se indique lo contrario.

Medio 1:

componente Fuente N.°de catalogo Perl

Maiz fermentado en polvo Sigma C-8160 25¢g
Extracto de levaduras Difco  0127-17 34
Carbonato de calcio Sigma C5929 34
Sulfato de hierro Sigma F8633 0,3g
Agar BACTO 2049
Almidoén de trigo Sigma S2760 1049
Agua hasta 11

A continuacién, el medio se esterilizé en autoclave a 121 °C, 20 min.

Medio MD6 (medio de fermentacion a pequefia escala)

Componente Per |
Toasted Nutrisoy (ADM Ingredients Ltd) 30g
Almidén de maiz (Sigma) 30g
Dextrina Avedex W80 (Deymer Ingredients Ltd) 1949
Levadura (Allinson) 39
Solidos de maiz fermentado (Sigma) 19
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(continuacion)

Componente Per |
KH2PO4 259
KoHPO, 25g
(NH4)2S04 1049
NaCl 59
CaCOs3 (Caltec) 1049
MnCl;.4H,0 10 mg
MgS04-7H,0 2,5mg
FeSO4-7H.0 120 mg
ZnS04.7H0 50 mg
MES (monohidrato de acido 2-morfolinoetano sulfurico) 21,29

El pH se corrigié a 6,0 con NaOH 1M

Antes de la esterilizacion, se afadieron 0,4 ml de Sigma a-amilasa (BAN 250) a 1 | de medio.
El medio se esterilizd durante 20 minutos a 121 ° C.

Después de la esterilizacion, se afiadieron 0,35 ml de fructosa estéril al 40 % y 0,10 ml de L-lisina (140 mg/ml en
agua, se esterilizé mediante filtracion) a cada 7 ml.

Medio de siembra RapV7

Componente Per |
Toasted Nutrisoy (ADM Ingredients Ltd) 59
Dextrina Avedex W80 (Deymer Ingredients Ltd) 35¢g
Solidos de maiz fermentado (Sigma) 449
(NH4)2S04 29
Acido lactico (80 %) 1,6 mi
CaCOs3 (Caltec) 79

Ajustar el pH a 7,5 usando NaOH 1M.

A continuacioén, el medio se esterilizé en autoclave a 121 °C, 20 min. Después de la autoclave se afiadié d-Glucosa
(hasta 10 g/l).

Medio MD6 (medio de fermentacion a pequefia escala)

Componente Per |
Toasted Nutrisoy (ADM Ingredients Ltd) 30g
Dextrina Avedex W80 (Deymer Ingredients Ltd) 1949
Almidén de maiz 30g
Levadura (Allinson) 39

Solidos de maiz fermentado (Sigma) 19

KH2PO4 259
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(continuacion)

Componente Per |
KoHPO4 259
(NH4)2S04 109
NaCl 59
CaCOs3 (Caltec) 1049
MnCl,.4H,0 10 mg
MgSO4-7H.0 2,5mg
FeSO4-7H.0 120 mg
ZnS04.7H0 50 mg
MES 21,2g

El medio se ajusté a pH 6,0, se afiadieron 0,4 ml/l de alfa-amilasa (Sigma A7595 - liquido, > 250 unidades/g) y el
medio se esterilizé durante 30 minutos a 121 °C. Se afiadieron d-fructosa (a 20 g/l) y I-lisina (monohidrocloruro) (a 2

g/l) después de esterilizar en autoclave.

Medio MD6/5-1 (medio de fermentacion a escala media)

Componente Per |
Toasted Nutrisoy (ADM Ingredients Ltd) 159
Dextrina Avedex W80 (Deymer Ingredients Ltd) 50g
Levadura (Allinson) 34
Solidos de maiz fermentado (Sigma) 19
KH2PO4 259
KoHPO, 259
(NH4)2S04 1049
NaCl 13g
CaCOs3 (Caltec) 1049
MnCl,.4H,0 3,5mg
MgSO,4:7H0 15 mg
FeSO4 7H.0 150 mg
ZnS04.7H0 60 mg
SAG 471 0,5 ml

El medio se esterilizé durante 30 minutos a 121 ° C.

Después de la esterilizacion, se afiadieron 15 g de fructosa por litro.

Después de 48 horas, se afiadieron 0,5 g/l de L-lisina.

Procedimientos analiticos

Procedimiento A

Volumen de inyeccion: 0,005-0,1 ml (segun se requiera segun la sensibilidad). La HPLC se realizé con cartuchos
Agilent "Spherisorb" "Rapid Resolution" SB C8, 3 micrémetros, 30 mm x 2,1 mm, con una fase movil de:
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Fase movil A: 0,01 % de acido férmico en agua pura
Fase movil B: 0,01 % de acido formico en acetonitrilo
Caudal: 1 ml/minuto.

Se uso6 un gradiente lineal, desde 5 % de B a 0 min hasta 95 % de B a 2,5 min manteniendo a 95 % de B hasta 4
min, volviendo a 5 % de B hasta el siguiente ciclo. La deteccién fue por absorbancia UV a 254 nm y/o mediante
ionizacién por electropulverizacion en espectrometria de masas (positiva o negativa) usando un instrumento
Micromass Quattro-Micro.

Procedimiento B

Volumen de inyeccion: 0,02 ml. La HPLC se realiz6 en una columna BDS C18 Hypersil (ThermoHypersil-Keystone
Ltd) de 3 micrémetros, 150 x 4,6 mm, manteniendo a 50 °C, con una fase movil de:

Fase movil A: Acetonitrilo (100 ml), acido trifluoroacético (1 ml), acetato de amonio 1 M (10 ml) hasta 1
litro con agua desionizada.

Fase movil B: Agua desionizada (100 ml), acido trifluoroacético (1 ml), acetato de amonio 1M (10 ml)
hasta 1 litro con acetonitrilo.

Caudal: 1 ml/minuto.

Se utilizé un gradiente lineal de 55 % de B - 95 % de B durante 10 minutos, seguido de 2 minutos a 95 % de B, de
0,5 minutos a 55 % de B y 2,5 minutos adicionales a 55 % de B. La deteccién del compuesto fue por absorbancia de
UV a 280 nm.

Procedimiento C

El sistema de HPLC comprendia un Agilent HP1100 y se realiz6 en una columna BDS C18 Hypersil
(ThermoHypersil-Keystone Ltd) de 3 micrometros, 150 x 4,6 mm, manteniendo a 40 °C, con una fase movil de:

Fase movil A: agua desionizada.
Fase movil B: acetonitrilo.
Caudal: 1 ml/minuto.

Este sistema se acopld a un espectrémetro de masas de electropulverizacion Bruker Daltonics Esquire3000. La
conmutacion negativa positiva se utilizé en un rango de exploraciéon de 500 a 1000 Dalton.

Se utilizé un gradiente lineal de 55 % de B - 95 % de B durante 10 minutos, seguido de 2 minutos a 95 % de B, 0,5
minutos a 55 % de B y 2,5 minutos adicionales a 55 % de B.

Procedimiento D

Volumen de inyeccion: 0,025 ml. La HPLC se realizé en una columna Gemini NX C18 (Phenomenex) de 3
micrometros, 150 x 4,6 mm, manteniendo a 50 °C, con una fase movil de:

Fase movil A: agua desionizada con acido formico (0,1 %)
Fase movil B: acetonitrilo con acido férmico (0,1 %)
Caudal: 1 ml/minuto.

Se utilizé un gradiente lineal de 55 % de B - 95 % de B durante 10 minutos, seguido de 2 minutos a 95 % de B, de
0,5 minutos a 55 % de B y 2,5 minutos adicionales a 55 % de B. La deteccién del compuesto fue por absorbancia de
UV a 280 nm.

Procedimiento E

Fase movil A acetato de amonio 10 mM/agua

Fase movil B ACN

Columna FluoroSep-RP Phenyl HS, 50 x 2,1 mm, 5 $m
Temperatura de columna Ambiente

Solucién de lavado con aguja de automuestreador 0,5 % de acido formico en 10 % de ACN/agua

Volumen de inyeccion 0,012 ml
Temperatura del automuestreador 10°C
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WYE-126657 Tiempo de retencién 3,8 min.
IS (WAY-130779) tiempo de retencion 3,8 min.

Tiempo de ejecucion total 6,7 min.

PROGRAMA GRADIENTE

Tiempo total (min)  Caudal (ml/min) Fase movil A (%) Fase movil B (%) Perfil de Gradiente
0,0 0,6 90 10 1,0
1,5 0,6 90 10 1,0
3,5 0,6 10 90 1,0
5,0 0,6 10 90 1,0
5,2 0,6 90 10 1,0
6,7 0,6 90 10 1,0

Condiciones de la espectrometria de masas
Sciex API 4000 (Namero de serie: V09300509) Batman
Experimento: MRM (monitorizacién de reaccion mdltiple)

Fuentede | Cortina CAD | GS1 | GS2 IS Temp (°C) | Ihe | EP
Turbo Spray 25 4 50 50 +5000 500 on 10
Compuesto Transicion MS/MS * MRM Permanencia PF CE | CXP
(ms)
37R-hidroxinorbornilrapamicina 913,7 + 864,6 - NH3CH3;OH 250 76 17 18
temsirolimus (IS) 1047,6 £ 980,6 - NHs 250 91 29 20
-CHsOH
-H.0

Fosfatidilcolina (efecto de matriz) 184 >184 250 150 7 5

» (M+NH,4)™ es ion parental.

Ejemplos

Ejemplo 1. Generacion de S. hygroscopicus BIOT-4010 o MG2-10

Para la metodologia para generar S. hygroscopicus MG2-10, consultese el ejemplo 2 en el documento
WO2004/007709. Esta cepa se puede usar en lugar de BIOT-4010 para generar 37R-hidroxiorbornilrapamicina,
después de la transformacion, usando protocolos estandar, on un vector que expresa rap/JMNOL, tal como pLL158
(documento WO2006/016167, Gregory y col., 2012).

BIOT-3410 es un derivado de mayor produccion de la cepa productora de rapamicina S. higroscopicus NRRL5491,
generado por mutagénesis y seleccion de variantes de mayor produccion y BIOT-4010 es un mutante de BIOT-3410
en el que rapK ha sido especificamente eliminado, utilizando una metodologia similar a la descrita para S.
hygroscopicus MG2-10. BIOT-4010 es, por lo tanto, una variante de mayor produccién de S. hygroscopicus MG2-10,
basado en la cepa seleccionada. Sin embargo, el propio S. higroscopicus NRRL5491, o un derivado, se podria usar
para generar una cepa capaz de producir compuestos de la invencion.

Nuestra estrategia se aprovecho de un sitio Mfel de origen natural cerca del 5'-final de rapK. Para generar areas de
homologia cadena arriba y cadena abajo para la integracion, el fragmento de 7,3 kbp Ncol de pR19 (Schwecke y
col., 1995) se clondé en pLitmus28 que se habia digerido con Ncol y desfosforilado, y el fragmento de 4,2 kbp
Nhel/Pstl del cosmido-2 (Schwecke y col., 1995) se cloné en pLitmus28 digerido con PstYO-Spel. Esto dio los
plasmidos intermedios pLitmus28-7.3 y pLitmus28-4.2, respectivamente. Para introducir la eliminacion deseada del
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sitio Mfel un sitio interno de rapK se usaron dos oligonucleétidos para amplificar la region requerida, BioSG159: 5'-
CCCCAATTGGTGTCGCTCGAGAACATCGCCCGGGTGA-3 y BioSG158: 5-
CGCCGCAAGTAGCACCGCTCGGCGAAGATCTCCTGG-3' 'usando el plasmido pR19 como molde (Schwecke
1995). El producto de la PCR de 1,5 kbp resultante se traté con la polinucleétido quinasa de T4 y se cloné en
pLitmus28 que se habia digerido con EcoRV y desfosforilado, y el producto de la PCR clonado se secuenci6. El
fragmento de 1,5 kbp de Mfel-Bglll de este plasmido se cortd y se utilizé para reemplazar el fragmento de 2,3 kbp de
Mfel-Bglll de pLitmus28-4.2. Para completar la construccion, el fragmento de 3,3 kbp de Mfel-Hindlll de este
plasmido se ligé en pLitmus28-7.3 digerido de manera similar. Finalmente, la construccion de delecion se transfirio al
vector de conjugacion de Streptomyces pKC1132 (Bierman y col., 1992) como un de Hindlll /XbaMe. La construccion
final se design6 pSG3998.

El plasmido pSG3998 se transformé mediante electroporacion en E. coli ET12567: pUZ8002 y se selecciond en
placas 2TY que contenian apramicina (50 ug/ml), kanamicina (25 ug/ml) y cloramfenicol (12,5 ug/ml) que se
incubaron a 30 °C durante la noche. Las colonias se usaron para inocular el medio liquido 2TY (4 ml) que contenia
los mismos antibiéticos y se incubaron durante la noche a 30 °C y 250 rpm. Aproximadamente 0,8 ml del cultivo
durante la noche se usaron para inocular 2TY (10 ml) que contenian los mismos antibidticos y se incubaron a 30 °C
y 250 rpm hasta que alcanzaron una DO~ 0,5 (595 nm). Los cultivos se centrifugaron a 4000 rpm, se lavaron dos
veces con 2TY y el sedimento celular resultante se resuspendié en 2TY (0,25 ml). Las esporas de BIOT-3401 se
descongelaron y sedimentaron mediante centrifugacion (4000 rpm) y se lavaron con 2TY (1 ml) antes de
suspenderse en 2TY (1 ml). Las esporas se expusieron después a un choque térmico a 50 °C durante 10 minutos
antes de colocarlas inmediatamente en hielo. Se usaron aproximadamente 100 ul de la reserva de esporas por
conjugacion, y se afiadié 2TY (150 ul) para ajustar el volumen a 0,25 ml. Las conjugaciones se realizaron mezclando
0,25 ml de células de E. coli con la reserva de esporas BIOT-3401 ajustada y se esparcieron inmediatamente sobre
una placa R6 seca. Las placas se secaron brevemente, se envolvieron en film transparente y se incubaron a 37 °C
durante 2-3 horas. Cada placa se recubrié con agua estéril (1 ml) que contenia acido nalidixico (15 ul de una
solucion de 50 mg/l), se secd y se incubd a 37 °C durante la noche. A continuacion, las placas se cubrieron con agua
estéril (1 ml) que contenia apramicina (15 ul de una soluciéon de 100 mg/l) y se incubaron a 37 °C. Las colonias
exconjugantes aparecieron después de 4-7 dias y se recogieron en placas de con medio 1 que contenian apramicina
(50 pg/ml) y acido nalidixico (25 pg/ml), y se incubaron a 37 °C durante 3-4 dias antes de volver a formar parches en
placas con Medio 1 que contienen apramicina (50 ug/ml) y acido nalidixico (25 ug/ml). Este procedimiento de
parcheado se repitié después durante tres rondas en placas con Medio 1 sin antibiéticos, incubandose a 37 °C hasta
que se observoé un buen crecimiento. A continuacion, los parches se transfirieron a placas con Medio 1 y se
incubaron a 28 °C para estimular la esporulacion (~7-10 dias). Las esporas se cosecharon, se filtraron a través de
lana de algodén y se prepararon series de dilucion. Se sembraron en placa alicuotas (100 ul) de la serie de
diluciones en placas con medio 1 y se incubaron a 28 °C hasta que las esporas fueron visibles en las colonias. Las
colonias se parchearon en paralelo a las placas con y sin apramicina (50 pg/ml). Las colonias sensibles a
apramicina, que representan recombinantes secundarios candidatos, se cultivaron después para evaluar la
produccién de rapamicina. Las no productoras se analizaron adicionalmente mediante la adicion de sustancias
exogenas trans-4-hydroxyCHCA a los medios de produccion después de 24 horas para confirmar la produccion
mutasintética de rapalog y verificar la interrupcion deseada de rapK. La mejor cepa se designé BIOT-4010.

Ejemplo 2. Fermentacion y aislamiento de los compuestos de prueba

1.1 Fermentacion y aislamiento de 37R-hidroxinorbornilrapamicina

Cultivo liquido (pequefia escala)

Se uso6 un Unico tapén de agar de BIOT-4010 para inocular medio de siembra RapV7 (7 ml) en un tubo Falcon (50
ml) tapado con un tapén de espuma y cultivado a 28 °C y 300 rpm (2,5 cm) durante 48 horas. Se inocularon medios
de producciéon de MD6 (7 ml) con este cultivo de siembra (0,5 ml) usando una punta de gran calibre y se fermentaron
durante 6 dias a 26 °C y 300 rpm (2,5 cm). Se afiadié acido (1R, 2R, 4S)-biciclo[2.2.1] heptano-2-carboxilico, acido
(1R, 28, 4S)-biciclo[2.2.1] heptano-2-carboxilico o acido (1R *, 2R *, 4S *)-biciclo[2.2.1]heptano-2-carboxilico
(también conocido como acido (*) 2-exo-norbornanecarboxilico) después de un crecimiento de 24 horas en medio de
produccion. Las alimentaciones se prepararon tipicamente como una solucién madre 0,32 M en metanol y se
afiadieron 50 pl a cada tubo para dar una concentracion final de 2 mM.

La 37R-hidroxiorbornilrapamicina resulta de la alimentacion del acido (1R, 2R, 4S)-biciclo[2.2.1] heptano-2-
carboxilico y tiene un tiempo de retencion de 8,4 minutos (Procedimiento D). La alimentacién del acido (1R, 2S, 4S)-
biciclo[2.2.1] heptano-2-carboxilico da como resultado una hidroxinorbornilrapamicina diferente (es decir, 37S-
hidroxinorbornilrapamicina) con un tiempo de retencién de 8,3 minutos (procedimiento D).
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Condiciones de la siembra

recipiente
volumen de trabajo

medio
inéculo
temperatura
agitacion
aireacion

transferencia

Matraz Erlenmeyer de 2| (tapdn de espuma tapado)
400 ml

Medio de siembra RapV7

cantidad de reserva de esporas 0,2 ml (0,05 % v/v)
28 °C

250 rpm, 2,5 cm tirada

aerdbico

~48 h

Condiciones de fermentacion

recipiente
volumen de trabajo

medio
inéculo
temperatura
agitacion
aireacion
pH

DO,
antiespumante

agregar d-fructosa
agregar I-lisina

Biorreactor de 22 | Braun Biostat C

15 I (volumen de trabajo final, incluida la siembra)
MD6/5-1

400 ml de siembra (2,7 % v/v)

26°C

=200 rpm (control de la cascada DO,)
7,5 l/min de aire (0,5 v/v/m)

6,40 base (NaOH) solo control 0-24 h (preprecursor)
6,90 acido (H2S04) solo control> 24 h (posprecursor)
= 30 % (control de agitacion en cascada)

automatico, a demanda (SAG471)

después de la esterilizacion
~24 h (justo antes del precursor)

afadir acido (1R *, 2R *, 4S *) - biciclo[2.2.1]
heptano-2-carboxilico (también conocido como~24 h (conc. final 2mM)
acido (+) 2-exo-norbornanecarboxilico)

cosecha titulo maximo del compuesto, tipicamente de 132-144 h

Extraccion y Purificacion

El caldo de fermentacion se clarific6 mediante centrifugacion (3000 rpm, 30 min) y el sobrenadante se descarto si
contenia menos del 5 % de material total. El pasta celular se suspendié en acetonitrilo (2 volumenes) y se agité a
temperatura ambiente durante 1 hora. La suspension espesa resultante se centrifugd y el sobrenadante se decanto.
Se repitid este procedimiento, se combinaron los sobrenadantes y se elimind el acetonitrilo a presion reducida a 40
°C. La suspension espesa acuosa resultante se extrajo dos veces con un volumen igual de acetato de etilo, las
fracciones organicas se combinaron y el disolvente se eliminé a presién reducida a 40°C. El extracto crudo resultante
se analizd para determinar el contenido de 37R-hidroxiorbornilrapamicina y se almacendé a 4 °C antes de la
separacion cromatografica.

El extracto bruto se disolvié en metanol:agua (80:20; 200-300 ml) y se extrajo dos veces con un volumen igual de
hexano. La fase de metanol:agua se retuvo y el disolvente se elimind a presion reducida a 40 °C para producir un
residuo liquido viscoso. Este material se cromatografié sobre gel de silice instantaneo (columna de 25 x 5 cm)
eluyendo primero con cloroformo (1 1) y luego con volimenes de 1 | de metanol al 1 %, 2 % y 3 % en cloroformo. Se
tomaron fracciones de ~250 ml y se analizaron por HPLC. El disolvente se eliminé de las fracciones que contenian
BC319 para dejar un residuo sélido. Esto se cromatografié adicionalmente sobre gel de silice instantaneo (columna
de 20 x 2,5 cm) eluyendo con acetato de etilo: hexano (1: 1). Se tomaron fracciones de ~200 ml y se analizaron por
HPLC. Las fracciones que contenian el pico equivalente al acido de alimentacion (1R, 2R, 4S)-biciclo[2.2.1] heptano-
2-carboxilico (véase anteriormente) se agruparon y el disolvente se elimind para dejar un residuo sélido. Esto se
cromatografié sobre gel de silice de fase inversa (Waters XTerra C18-ODS2, tamafio de particula de 10
micrémetros, 19 x 250 mm) eluyendo con un gradiente de agua (A) y acetonitrilo (B) a un caudal de 21 ml/min: T=0
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min, 50 % de B; T= 25 min, 100 % de B. Las fracciones que contenian el pico equivalente al acido de alimentacion
(1R, 2R, 4S)-biciclo[2.2.1] heptano-2-carboxilico (véase anteriormente) se combinaron y el disolvente se eliminé al
vacio para proporcionar 37R-hidroxinorbornilrapamicina.

Ejemplo 3 - Bioensayos In vitro para la inhibicion de la S6 quinasa en lineas celulares Jurkat

Se analizé la 37R-hidroxiorbornilrapamicina para la inhibicién de la fosforilacion del sustrato de mTOR, S6K, en la
linea de linfocitos T humanas Jurkat. Los linfocitos T Jurkat T se trataron con 37R-hidroxinorbornilrapamicina, CCI-
779 (temsirolimus) o rapamicina durante 4 horas a 37 °C. Las células se cosecharon y se lisaron, y se analizaron
cantidades iguales de lisado celular mediante transferencia Western. En este ensayo, la 37R-
hidroxiorbornilrapamicina mostré una inhibiciéon similar o mas potente de la fosforilacion de S6K en Thr 389, en
comparacion con otros analogos de rapamicina, como se muestra en la Tabla 1:

Tabla1
Compuesto Inhibicién de S6 quinasa (CI150, nM)
37R-hidroxinorbornilrapamicina 0,19
CCI-779 0,24
Rapamicina 0,45

Ejemplo 4 - Analisis farmacocinético

La farmacocinética de 37R-hidroxiorbornilrapamicina se caracterizd en ratas Sprague Dawley macho. Cada grupo
consisti6 en 4 animales en ayunas. Se administr6 a un grupo una dosis intravenosa en bolo uUnico de
aproximadamente 7,5 mg/kg de articulo de ensayo disuelto en DMSO/PEG200 al 80 %. El otro grupo recibié una
Unica dosis oral de 32,8 mg/kg disuelta en 0,2 % de Tween-80, 0,7 % de etanol y 9,1 % de propilenglicol. Las
muestras se tomaron a las 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 6, 8 y 24 horas y se extrajeron de la siguiente manera. Las muestras se
extrajeron mediante alicuotas (0,05 ml) de sangre y se colocaron muestras de control de calidad en pocillos
individuales de una placa de 96 ml de 2 ml que se colocé en hielo. Se afiadié una alicuota de 50 pl de agua a cada
pocillo que contenia la muestra. Se afadid una alicuota de 10 ul de solucién de adicion a los patrones
correspondientes y 10 ul de ACN a las muestras de verificacion de control de calidad. A continuacion, la placa se
agitd suavemente en vértice para mezclar. Después, se transfirié la placa de 96 pocillos a un Tomtec Quadra 96-320
para la extraccion de la muestra. Se afiadié un volumen de 400 yl de ACN que contenia WAY-130799 (patron
interno) a 100 ng/ml a cada pocillo que contenia una muestra y un blanco unico (excluidas las muestras en blanco
doble). Se extrajeron muestras dobles en blanco con ACN que no contenia IS. La placa se sometidé a agitacion
vorticial durante 4 minutos vy, luego, las muestras se centrifugaron a 3400 rpm durante 5 minutos. Se transfirid un
volumen de 400 pl de sobrenadante de cada muestra a una placa limpia y el liquido se evaporé bajo N2 a 35 °C. Las
muestras se reconstituyeron en 150 pl de 30 % de ACN/agua. Las muestras se analizaron luego mediante el
procedimiento E y se cuantificaron frente a una curva estandar. A partir de los datos obtenidos, los valores de PK se
pudieron calcular mediante procedimientos por un experto en la materia (véase procedimientos generales).

La Tabla 2 muestra los parametros farmacocinéticos calculados a partir de este estudio.

Tabla 2

Compuesto T1/2 (h) | F% (biodisponibilidad) Cmax (ng/ml) Vss (I/kg)

37R-hidroxinorbornilrapamicina 7,2 141 215 171

En comparaciéon, la semivida de la rapamicina en ratas es de aproximadamente 31 horas
(http://www.ema.europa.eu/docs/en GB/document library/EPAR -Scientific
Discussion/human/000273/WC500046434.pdf).

Como puede verse a partir de los datos, la 37R-hidroxiorbornilrapamicina exhibe una semivida mas corta en
comparacion con la rapamicina en ratas y se puede esperar que lo haga de forma similar en seres humanos. Se
prevé que la 37R-hidroxiorbornilrapamicina tendra una mayor biodisponibilidad que la rapamicina.

Ejemplo 5 - Evaluaciéon en un modelo NZBWF1 in vivo de LES

El objetivo de este estudio fue evaluar los efectos de la 37R-hidroxinorbornilrapamicina, un inhibidor del objetivo
mamifero de la rapamicina (mTOR), en el modelo de raton NZBWF1/J de lupus eritematoso sistémico. CCI-779
(temsirolimus), otro inhibidor de mTOR utilizado como un comparador positivo, es eficaz en la mejora de la
enfermedad en este modelo. En resumen, Se traté a ratas NZBWF1/J hembra de 26 semanas de edad diariamente
por via oral durante 14 semanas con vehiculo (Phosal), CCI-779 o 37R-hidroxinorbornilrapamicina a 1, 5 o 10 mg/kg.
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Se obtuvo la mitad de cada rifidén y se introdujo en formalina tamponada neutra al 10 % para el procesamiento
histolégico de rutina. Ademas, la otra mitad de cada rifion se congel6 en medio OCT® y se sometid a tincion
inmunohistoquimica para IgG, IgM y C3. Se examinaron las secciones de tejido renal tefiidas con hematoxilina y
eosina (H y E) y acido periddico de Schiff (PAS; con contratincion con hematoxilina) y las secciones de tejido renal
tefidas inmunohistoquimicamente para IgG, IgM y C3 (con contratincion de hematoxilina).

Para cada seccion de tejido renal tefiida con H y E de cada animal, se contaron los numeros totales de focos
inflamatorios y cilindros proteinaceos intratubulares (es decir, hialinos) en ambos rifiones. Cuando los focos
inflamatorios se habian fusionado, el nimero de focos individuales se evalué contando el nimero de focos de
aproximadamente 100 células que contribuian a los focos fusionados. La morfometria se realizé en secciones de
tejido renal tefiidas con PAS de cada animal usando un paquete de software de anadlisis de imagen comercial
(Image-Pro Plus v.5.1, Media Cybernetics, Silver Spring, MD). Para cada seccioén de tejido tefiida con PAS de cada
animal, se tomaron cinco (5) fotomicrografias de 40 aumentos a color a una resolucion de 1388 X 1040 usando un
Zeiss Axiolmager. Microscopio A1 y una camara de microscopio digital Zeiss AxioCam HRc. Se tomaron
fotomicrografias de los glomérulos en cada corteza renal, con 1 o 2 glomérulos en cada fotomicrografia. Se evalué
un total de 10 glomérulos por animal (5 por rifidn) morfométricamente trazando manualmente la circunferencia de un
ovillo glomerular y determinando el area total de dicho ovillo, el area total de material nuclear azul en dicho ovillo y el
area total de material rosa oscuro (interpretado como material positivo para PAS) en dicho ovillo. Todas las areas se
capturaron como pixeles totales que cumplen los criterios preestablecidos para ese parametro. La tincion
inmunohistoquimica para IgG, IgM y C3 dentro de los glomérulos se evalué subjetivamente como ninguna (0), ligera
(1), leve (2), moderada (3) o intensa (4). Se evaluaron los nimeros medios de grupos de focos inflamatorios y
cilindros proteinaceos en el rifién y las puntuaciones medias de los grupos para la morfometria glomerular y la tincién
inmunohistoquimica para IgG, IgM y C3 dentro de los glomérulos. Los resimenes de los medios de los grupos para
focos inflamatorios y cilindros proteinaceos en el rifidn; la morfometria glomerular; y la tincion inmunohistoquimica
para IgG, IgM y C3 dentro de los glomérulos; se resumen en la Tabla 3.

Tabla 3: Resumen de las medias de grupos para inflamacion, cilindros proteinaceos, parametros morfométricos
glomerulares y tincién inmunohistoquimica

Tratamiento Phosal CCI-779 37R-hidroxinorbornilrapamicina

10 mg/kg 10 mg/kg 5 mg/kg 1 mg/kg
Focos inflamatorios 23,5+ 3,6 34+10 2,3+0,6 43+1,1 11,9+2,2
renales totales
Cilindros proteinaceos (28,4 + 16,4 2,1+0,8 2,8+0,9 1,0£0,5 44,3 + 41,3

totales

Area nuclear

46819 + 12832

32894 + 6273

35605 * 7321

36790 * 6561

36416 + 7421

/Area mesangial positiva
para PAS

38417 £ 16053

18394 + 4024

18641 + 5997

21265 + 5017

23112 £ 9058

/Area glomerular total

168844 + 44633

117415 £ 17281

122924 + 17315

124261 + 17397

141360 + 42237

Puntuacion de tincion de |3,4 + 0,3 0,1+0,1 1,0+0,2 1,2+0,2 2,3+0,2
IgG en el rifidn
Puntuacion de tincion de |3,6 + 0,2 1,6+0,2 2,2+0,3 2,5+0,3 3,7+0,2
IgM en el rifidn
Puntuacion de tincion de |2,9 + 0,4 1,1+0,1 2,3+0,2 2,0+0,1 2,8+0,3

C3 en el rifidn

Los hallazgos microscoépicos en ratones tratados con Phosal eran infiltrados de células inflamatorias mononucleares
en los rifiones; cilindros proteinaceos en tubulos renales; glomérulos grandes con celularidad aumentada y matriz
mesangial positiva para PAS aumentada; y abundante tincién inmunohistoquimica para IgG, IgM y C3 dentro de los
glomérulos. El tratamiento con CCI-779 a 10 mg/kg dio como resultado medias de grupo sustancialmente mas bajas
para todos los parametros evaluados para todos estos hallazgos. El tratamiento con 37R-hidroxinorbornilrapamicina
a niveles de dosis similares o menores (5 y 10 mg/kg) también dio como resultado medias de grupos
sustancialmente menores para todos los parametros en comparacién con el tratamiento con Phosal. Los efectos
beneficiosos de 37R-hidroxinorbornilrapamicina a 5 o 10 mg/kg fueron generalmente similares a los de CCI-779 (a
10 mg/kg), véase la Figura 1. La 37R-hidroxinorbornilrapamicina en este ensayo, a todos los niveles de dosis,
incluyendo 10 mg/kg, la 37R-hidroxinorbornlirapamicina también exhibié un aumento reducido en los niveles de
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colesterol y triglicéridos (Figura 2 y Figura 3). Esto revela que, a los niveles de dosis requeridos para una eficacia
similar a CCI-779, la 37R-hidroxinorbornilrapamicina conduce a una reduccién de la hiperlipidemia, uno de los
principales efectos secundarios de la rapamicina, CCI-779 y analogos de rapamicina similares.

Ejemplo 6 - Evaluacion de la inhibicion in vitro de FKBP12

El objetivo de este estudio fue evaluar los efectos de la 37R-hidroxinorbornilrapamicina, frente a FKBP12, un objetivo
para la actividad neurorregenerativa de las rapamicinas, utilizando un ensayo de PPlasa.

Compuesto Ki (nM) de FKBP12 PPlasa % de CV
37R-hidroxinorbornilrapamicina 3,9+0,41 11
Rapamicina 54 +0,35 6
FK506 7,0+1,0 -
37S-hidroxinorbornilrapamicina 8,7+0,7 8

Los valores de Ki se presentan como + error estandar y el % CV es el coeficiente de variacion.

Como puede verse a partir de los datos, la 37R-hidroxinorbornilrapamicina inhibe la actividad PPlasa de FKBP12 con
mas potencia que la rapamicina, FK506 y el isémero 37S-hidroxiorbornilrapamicina.

El ejemplo siguiente, Ejemplo 7, se proporciona solo con fines informativos.
Ejemplo 7 - Evaluacion de la actividad antitumoral in vitro en un ensayo monocapa

El fin de este estudio fue evaluar la capacidad de la 37R-hidroxiorbornilrapamicina para inhibir las lineas celulares
cancerosos de glioblastoma, SF268 y U87MG y las lineas celulares de cancer de préstata DU145 y PC3. Los datos
para 37R-hidroxinorbornilrapamicina y rapamicina son la media de dos ciclos.

CI70 contra linea celular cancerosa (uM)

SF268 U87MG DU145 [PC3

37R-hidroxinorbornilrapamicina 2,2 2,7 2,5 0,1
Rapamicina 2,7 10,0 4,0 1,3
No No

CCI-779 (Torisel) 16,3 13,7

analizado |analizado

Como puede verse, la 37R-hidroxiorbornilrapamicina es mas potente que la rapamicina y el CCI-779 para inhibir el
crecimiento de las células cancerosas en un ensayo monocapa.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de formula (1)

OH

37

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
2. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en forma sustancialmente pura.

3. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicaciéon 2, para su uso como un producto
farmacéutico.

4. Una composiciéon farmacéutica que comprende un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1 o la
reivindicacion 2.

5. La composiciéon farmacéutica de la reivindicacion 4, en la que dicha composicion comprende un compuesto de
férmula (I) de acuerdo con la reivindicacion 1, junto con uno o mas diluyentes o vehiculos farmacéuticamente
aceptables en la que el compuesto de formula (1) esta presente en la composiciéon en una cantidad de al menos 95 %
p/p del contenido de policétido de la composicion.

6. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1 o la reivindicacién 2, para su uso en el tratamiento del lupus.

7. Un compuesto de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o la reivindicaciéon 2, para su uso en el tratamiento de la
esclerosis multiple.

8. El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, para su uso en terapia.

9. Un procedimiento de preparacion de un compuesto de formula (1) de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, que comprende alimentar un acido iniciador de férmula (I1)

R40,C

en la que Rq representa H o un grupo alquilo, a una cepa de Streptomyces hygroscopicus que se ha alterado
genéticamente para eliminar o inactivar el gen rapK o un homélogo del mismo.

10. El procedimiento de la reivindicacion 9, que comprende las etapas de

(i) alimentar un acido iniciador de férmula (I1)
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R,0,C

en la que R; representa H o un grupo alquilo, a una cepa de Streptomyces hygroscopicus que se ha alterado
genéticamente para eliminar o inactivar el gen rapK o un homélogo del mismo; e
(ii) aislar y purificar el compuesto de férmula (1) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
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Proteinuria
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* p=< 0,05 frente al vehiculo
* N p< 0,05 frente al control positive y el vehiculo

HMNR = 37R-hidroxinorbonilrapamicina

FIG. 1
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Efecto de la 37R-hidroxinorbonilrapamicina sobre los triglicéridos
en el modelo de lupus NZBWF1
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HNR = 37R-hidroxinorbonilrapamicina

FIG. 2
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Efecto de la 37R-hidroxinorbonilrapamicina sobre el colesterol
en el modelo de lupus NZBWF1
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FIG. 3
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