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DESCRIPCION

Combinacién que comprende palbociclib y acido 6-(2,4-diclorofenil)-5-[4-[(3S)-1-(3-fluoropropil)pirrolidin-3-ilJoxifenil]-
8,9-dihidro-7H-benzo[7]anuleno-2-carboxilico y su uso para el tratamiento del cancer

Se proporcionan en la presente una combinacién de palbociclib y de acido 6-(2,4-diclorofenil)-5-[4-[(3S)-1-(3-
fluoropropil)pirrolidin-3-ilJoxifenil]-8,9-dihidro-7H-benzo[7]anuleno-2-carboxilico, una composicién farmacéutica que
contiene esta combinacion y los usos terapéuticos de esta combinacién y composicién farmacéutica, en particular
para el tratamiento del cancer.

El receptor estrogénico a (ESR1) se expresa en la mayoria de los tumores de mama, permitiéndolos responder a las
acciones mitogénicas de los estrogenos.

El acido  6-(2,4-diclorofenil)-5-[4-[(3S)-1-(3-fluoropropil)pirrolidin-3-ilJoxifenil]-8,9-dihidro-7H-benzo[7]anuleno-2-
carboxilico, posteriormente denominado en la presente "compuesto (1)", es un degradante de receptores
estrogénicos selectivo (SERD) que tiene propiedades antagonistas de receptores estrogénicos y acelera la
degradacién proteasomica del receptor estrogénico. Este compuesto se divulga en la solicitud de patente
PCT/EP2017/053282, publicada como WO 2017/140669.

El palbociclib, también conocido como 6-acetil-8-ciclopentil-5-metil-2-[5-(1-piperacinil)piridin-2-ilamino]pirido[2,3-
d]pirimidin-7(8H)-ona, es un inhibidor de cinasa dependiente de ciclina (CDK) 4 y 6. El palbociclib se comercializa
bajo el nombre comercial Ibrance® y esta indicado para el tratamiento del cancer de mama localmente avanzado o
metastésico positivo a receptor hormonal (HR), negativo a receptor de factor de crecimiento epidérmico humano 2
(HER2), en combinacién con un inhibidor de aromatasa, o en combinacion con fulvestrant en mujeres que hayan
recibido terapia endocrina previa. En mujeres pre- o perimenopausicas, la terapia endocrina se debe combinar con
un agonista de la hormona liberadora de hormona luteinizante (LHRH).

El documento CN 106 924 210 A divulga el uso de palbociclib para tratar el cancer de mama.

El documento WO 2016/176666 A1 divulga la combinacién de palbociclib con el SERD fulvestrant para tratar a
pacientes con cancer de mama avanzado o metastadsico ER+, HER2- que hayan progresado con una terapia
endocrina anterior.

Siempre existe una necesidad de encontrar nuevos tratamientos antitumorales. Se ha encontrado ahora que una
combinacion del compuesto (1) con palbociclib es bien tolerada, demuestra una fuerte eficacia antitumoral e induce
la regresion del tumor, con un efecto sinérgico en comparacion con cada uno de los ingredientes activos solo.

Se proporciona en la presente una combinaciéon que comprende el compuesto (1) y palbociclib.

En la combinacion proporcionada en la presente, el compuesto (1) puede existir no solo en la forma de un ion dipolar
(es decir una molécula globalmente neutra que tiene un grupo acido y un grupo basico), sino también en la forma de
sales por adicién con acidos o bases. Estas sales por adicion se pueden usan en la combinacién anterior. De ahi
que se proporcione en la presente una combinacion que comprende el compuesto (1), o una de sus sales
farmacéuticamente aceptables, y palbociclib.

En una realizacion, la combinacion de compuesto (1), o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, con
palbociclib muestra sinergia terapéutica. Una combinacion demuestra sinergia terapéutica si su efecto terapéutico es
superior en comparacioén con el efecto acumulativo de cualquier agente activo de la combinacion solo.

En otra realizacion, el compuesto (1), o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, y palbociclib se administran
mediante la via oral.

El presente texto también describe una combinacion de compuesto (1), o una de sus sales farmacéuticamente
aceptables, y palbociclib para su uso como un medicamento.

También se proporciona en la presente una composicion farmacéutica que comprende el compuesto (1), o una de
sus sales farmacéuticamente aceptables, y palbociclib, asi como al menos un excipiente farmacéuticamente
aceptable.

Los excipientes se seleccionan de los excipientes habituales que son conocidos para un experto en la técnica. Mas
particularmente, los excipientes se seleccionan de los Gtiles para la administracion oral en cualquier forma (solucién,
dispersion o suspension liquida, comprimidos, capsulas o similares).

En otra realizacién, el compuesto (1), o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, y palbociclib se pueden
administrar simultaneamente, separadamente o espaciadamente a lo largo de un periodo (administracién
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secuencial). Por lo tanto, la combinacién proporcionada en la presente no se limita exclusivamente a la que se
obtiene mediante la asociacién fisica de los constituyentes en una sola composicién farmacéutica, sino también a las
que permiten una administracion separada, que puede ser simultdnea o estar separada (o "extendida") a lo largo del
tiempo.

También se proporciona en la presente un estuche farmacéutico que comprende:

(i) una primera composicion farmacéutica que comprende el compuesto (1), o una de sus sales
farmacéuticamente aceptables, y al menos un excipiente farmacéuticamente aceptable;

(i) una segunda composicidon farmacéutica que comprende palbociclib y al menos un excipiente
farmacéuticamente aceptable;

estando ambas composiciones farmacéuticas (i) y (ii) en compartimentos separados y estando destinadas a ser
administradas independientemente, siendo cada administracién con respecto a la otra simultanea, separada o
extendida (secuencial) a lo largo del tiempo.

En las combinaciones, las composiciones farmacéuticas y el estuche farmacéutico descritos anteriormente, el
compuesto (1) o su sal farmacéuticamente aceptable y el palbociclib estan presentes ventajosamente en dosis
eficaces, adaptadas considerando la patologia tratada y la afeccion del paciente al que se administran. En particular,
para el palbociclib, la dosis de partida recomendada para el tratamiento del cancer para pacientes adultos es 125 mg
una vez al dia durante 21 dias seguido por 7 dias sin tratamiento, junto con la interrupcién de la dosificacién y/o
reducciones de la dosis basandose en la seguridad y la tolerabilidad individuales.

También se proporciona en la presente una combinacién que comprende el compuesto (1), o una de sus sales
farmacéuticamente aceptables, y palbociclib, asi como una composicion farmacéutica y un estuche como los
descritos anteriormente, para el uso en el tratamiento del cancer.

También se proporciona en la presente el compuesto (1) o una de sus sales farmacéuticamente aceptables para el
uso en el tratamiento del cancer mediante la coadministracién con palbociclib.

También se proporciona en la presente palbociclib para el uso en el tratamiento del cancer mediante la
coadministracién con el compuesto (1) o una de sus sales farmacéuticamente aceptables.

En otra realizacion, el cancer es un cancer dependiente de hormonas.

En otra realizacion, el cancer es un cancer dependiente de estrégenos, particularmente el cancer es un cancer
dependiente del receptor estrogénico a.

En otra realizacién, el cancer es resistente a un tratamiento antihormonal.

En otra realizacion, el cancer es un cancer con receptores estrogénicos silvestres.

En otra realizacion, el cancer es un cancer con funcién desregulada de receptores estrogénicos relacionada con,
pero no limitada a, al menos una alteracién epigenética y genética de receptores estrogénicos, tal como mutacion,
amplificacion, variante de empalme.

En otra realizacion, el cancer es un cancer con receptores estrogénicos mutados.

En otra realizacién, las mutaciones de receptores estrogénicos pueden incluir, pero no se limitan a, mutaciones
nuevas o conocidas tales como Leu536Arg, Tyr537Ser, Tyr537Asn o Asp538Gly.

En otra realizacion, el cancer es un cancer sensible a estrogenos.

En otra realizacion, el cancer es cancer de mama, mas particularmente un cancer de mama positivo a receptores
estrogénicos (cancer de mama positivo a ERa), o una de sus metastasis, tal como una metastasis cerebral.

El presente texto también describe un método para tratar las condiciones patoldgicas indicadas anteriormente,
particularmente cancer de mama, que comprende administrar a un sujeto que lo necesite una cantidad
terapéuticamente eficaz de compuesto (1), o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, y una cantidad
terapéuticamente eficaz de palbociclib.

El presente texto también describe un método para tratar las afecciones patoldgicas indicadas anteriormente,
particularmente cancer de mama, que comprende administrar a un sujeto que lo necesite una composicién
farmacéutica como la descrita anteriormente.
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El presente texto también describe un método para tratar las afecciones patoldgicas indicadas anteriormente,
particularmente cancer de mama, que comprende administrar a un sujeto que lo necesite una combinacién como la
descrita anteriormente.

El presente texto también describe un método para tratar las afecciones patoldgicas indicadas anteriormente,
particularmente cancer de mama, que comprende coadministrar a un sujeto que lo necesite el compuesto (1) o una
de sus sales farmacéuticamente aceptables y palbociclib.

El presente texto también describe un método para tratar las afecciones patoldgicas indicadas anteriormente,
particularmente cancer de mama, que comprende coadministrar a un sujeto que lo necesite palbociclib y el
compuesto (1) o una de sus sales farmacéuticamente aceptables.

En los métodos descritos anteriormente, el sujeto puede ser un ser humano.

El presente texto también describe una combinaciéon que comprende el compuesto (1), o una de sus sales
farmacéuticamente aceptables, y palbociclib para la fabricacion de un medicamento Util para tratar las afecciones
patolégicas indicadas anteriormente, particularmente cancer de mama.

El presente texto también describe el uso del compuesto (1), o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, en
la fabricacion de un medicamento Util para tratar las afecciones patoldgicas indicadas anteriormente, particularmente
cancer de mama, mediante la coadministracién con palbociclib.

El presente texto también describe el uso de palbociclib en la fabricacion de un medicamento util para tratar las
afecciones patoldgicas indicadas anteriormente, particularmente cancer de mama, mediante la coadministracion con
el compuesto (1) o una de sus sales farmacéuticamente aceptables.

El presente texto también describe un articulo de fabricacion, un envase o una unidad de administracion, que
comprende:

- un material de envasado;

- la combinacion, la composicion farmacéutica o el estuche farmacéutico definidos anteriormente; y

- una etiqueta o un prospecto contenido dentro de dicho material de envasado, que indica que dicha
combinacion, composicion farmacéutica o estuche farmacéutico se administra a un paciente para el
tratamiento del cancer.

Los ejemplos posteriores muestran como sintetizar el compuesto (1), y los resultados farmacolégicos obtenidos con
el compuesto (1), palbociclib y su combinacion contra un xenoinjerto de linea celular de cancer de mama en ratones.

1 - Sintesis de acido 6-(2,4-diclorofenil)-5-[4-[(3S)-1-(3-fluoropropil)pirrolidin-3-ilJoxifenil]-8,9-dihidro-7H-
benzo[7]anuleno-2-carboxilico

El protocolo experimental para sintetizar acido 6-(2,4-diclorofenil)-5-[4-[(3S)-1-(3-fluoropropil)pirrolidin-3-ilJoxifenil]-
8,9-dihidro-7H-benzo[7]anuleno-2-carboxilico (compuesto (1)), descrito en la solicitud de patente WO 2017/140669,
se reproduce posteriormente, junto con sus datos analiticos. El esquema sintético para la sintesis del compuesto (1)
se encuentra en la Figura 1.

Los espectros de 1TH NMR se realizaron en un espectrometro Bruker Avance DRX-400, con los desplazamientos
quimicos (6 en ppm) en el disolvente dimetilsulféxido-d6 (d6-DMSQ) con referencia a 2,5 ppm a una temperatura de
30°C (303 K). Las constantes de acoplamiento (J) se dan en hertzios.

Los espectros de cromatografia de liquidos/masas (LC/MS) se obtuvieron en un instrumento UPLC Acquity Waters,
un detector de dispersion de luz Sedere y un espectrometro de masas SQD usando deteccion UV DAD 210<I<400
nm y una columna Acquity UPLC CSH C18 1.7 um, dimensién 2,1x30 mm, fase movil H20 + 0,1% de HCOzH /
CH3CN + 0,1% de HCO2H.

Se usan las siguientes abreviaturas y formulas empiricas:

AcOEt acetato de etilo
AICl3 tricloruro de aluminio
Cs2C0s carbonato de cesio
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DCM diclorometano

DMF N, N-dimetilformamida

DMSO dimetilsulfoxido

HCI cloruro de hidrégeno

K2COs carbonato potasico

LC/MS cromatografia de liquidos/espectrometria de masas
MeOH metanol

MgSO4 sulfato magnésico

NaHCOs3 bicarbonato sédico

NaOH hidréxido sodico

Pd(dppf)Cl2 1,1'bis(difenilfosfino)ferroceno]dicloropaladio(ll)

PhsP o P(Ph)s

trifenilfosfina

PhsP=0 oxido de trifenilfosfina
°C grados Celsius

ml mililitro(s)

mmol milimol(es)

pmol micromol(s)

puM micromolar

nM nanomolar

ppm partes por millén

Producto intermedio (c). (3S)-3-[4-(4,4,5,5-Tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2il)fenoxi]pirrolidino-1-carboxilato de

terc-butilo
o
O\I|3 N
o) I

BOC

Se anadié bajo argén (R)-1-N-Boc-3-hidroxipirrolidina (b) (84,43 g, 437,41 mmol) seguida por N,N,N',N'-
tetrametilazodicarboxamida (99,1 g, 546,77 mmol) a una solucién de 4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-
ilffenol (a) disponible comercialmente (82,7 g, 364,51 mmol) en THF (2 I). La mezcla de reaccion transparente se
volvia naranja y se afnadié trifenilfosfina (143,41 g, 546,77 mmol). La mezcla de reaccién se agit6 a temperatura
ambiente durante 24 horas, mientras se formaba un precipitado de trifenilfosfina (PhsP=0). La mezcla de reaccion se
vertié en agua (1,5 I) y se extrajo con acetato de etilo (AcOEt) (3x1,5 I). Las fases organicas reunidas se secaron
sobre sulfato magnésico (MgSQas), se filtraron y se concentraron bajo presion reducida. El residuo se recogi6 en éter
diisopropilico (1,5 I) y el sélido formado (PhsP=0) se filtr6. El disolvente se concentré bajo presion reducida y el
residuo se purific6 mediante cromatografia en columna eluyendo con una mezcla de heptano con AcOEt (90/10; v/v)
para dar 145 g (100%) de (3S)-3-[4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)fenoxi]pirrolidino-1-carboxilato de terc-
butilo (¢) como un aceite incoloro.
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H RMN (400 MHz, DMSO-d6, & ppm): 1,27 (s : 12H); 1,39 (s : 9H); 2,05 (m : 1H); 2,14 (m : 1H); 3,37 (3H); 3,55 (m :
1H); 5,05 (s : 1H); 6,94 (d, J = 8,4 Hz : 2H); 7,61 (d, J = 8,4 Hz : 2H)

Producto intermedio (d). Hidrocloruro de (3S)-3-[4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2il)fenoxi]pirrolidina

Se afiadi6 lentamente HCI 4 N en dioxano (250 ml) a una solucién de (S)-3-(4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-
2-il)fenoxi)pirrolidino-1-carboxilato de terc-butilo (c) (80 g, 195,23 mmol) en MeOH (450 ml).

Después de 1,5 horas, la mezcla de reaccién se concentr6 bajo presion reducida y el residuo se recogié en Et20 con
agitacion para dar un sélido que a continuacién se filtr6 y se sec6 bajo vacio para dar 61,8 g (95%) de hidrocloruro
de (3S)-3-[4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2il)fenoxi]pirrolidina (d) como un polvo blanco.

H RMN (400 MHz, DMSO-d6, & ppm): 1,28 (s : 12H); 2,10 (m : 1H); 2,21 (m : 1H); 3,31 (3H); 3,48 (m : 1H); 5,19 (m :
1H); 6,97 (d, J = 8,4 Hz : 2H); 7,63 (d, J = 8,4 Hz : 2H); 9,48 (s : 1H); 9,71 (s : 1H).

LC/MS (m/z, MH*): 290

Producto intermedio (e). (3S)-1-(3-Fluoropropil)-3-[4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-

il)fenoxi]pirrolidina
<y
: D
~p N
|
O

5

Se anadieron K2COs (21,22 g, 153,54 mmol) y 1-yodo-3-fluoropropano (12,15 g, 61,42 mmol), bajo argén, a una
suspension de hidrocloruro de (S)-3-(4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)fenoxi)pirrolidina (d) (20 g, 61,42
mmol) en acetonitrilo (100 ml). La mezcla de reaccion se agit6 a 40°C durante 24 horas. Después de enfriar hasta
temperatura ambiente, la mezcla de reaccién se filtro y se lavé con acetonitrilo. El filtrado se concentré bajo presion
reducida y el residuo se recogié en DCM y el sélido formado se filtro y se lavé con DCM. El filtrado se concentrd para
dar 21,5 g (100%) de (3S)-1-(3-fluoropropil)-3-[4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)fenoxi]pirrolidina (e) como
una espuma amarilla.

H RMN (400 MHz, DMSO-d6, & ppm): 1,27 (s : 12H); 1,77 (m : 2H); 1,84 (m : 1H); 2,27 (m : 1H); 2,41 (m : 1H); 2,49
(2H); 2,62 (dd, J = 2,6 y 10,4Hz : 1H); 2,69 (m : 1H); 2,83 (dd, J = 6,2 y 10,4Hz : 1H); 4,47 (id, J = 6,2 y 47Hz : 2H) ;
4,99 (m: 1H); 6,77 (d , J = 8,4 Hz : 2H); 7,58 (d, J = 8,4 Hz : 2H).

LC/MS (m/z, MH*): 350

Producto intermedio (B). 2,2-Dimetilpropanoato de 5-0x0-6,7,8,9-tetrahidro-5H-benzo[7]anulen-2-ilo

Q
0]

Yo

Se afadieron K2COs (1,19 g, 8,63 mmol) y cloruro de pivaloilo (1,06 ml, 8,63 mmol) a una solucién de 2-hidroxi-
6,7,8,9-tetrahidro-5H-benzo[7]anulen-5-ona (A) (1,52 g, 8,63 mmol), en acetona (60 ml). La mezcla de reaccion se
agitdé a temperatura ambiente durante 16 horas, se filtr6 y se concentrd bajo presién reducida. El residuo se purifico
mediante cromatografia de desarrollo rapido eluyendo con un gradiente de heptano en AcOEt (de 100/0 a 85/15, v/v)
para dar 1,55 g (69%) de 2,2-dimetilpropanoato de 5-0x0-6,7,8,9-tetrahidro-5H-benzo[7]anulen-2-ilo (B) como un
aceite incoloro.
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H RMN (400 MHz, DMSO-d6, & ppm): 7,65 (d, 1H); 7,10-7,04 (m, 2H); 2,95 (t, 2H); 2,68 (t, 2H); 1,85-1,65 (m, 4H).
LC/MS (m/z, MH*): 261

Producto intermedio (C). 2,2-Dimetilpropanoato de 9-(trifluorometanosulfoniloxi)-6,7-dihidro-5H-
benzo[7]anulen-3-ilo

F\ﬁFF
O:,Sto

WO

Se afnadieron gota a gota bajo argén piridina (7,28 ml, 86,43 mmol) y anhidrido trifluorometanosulfénico (19,58 ml,
115,24 mmol) a una solucién de 2,2-dimetilpropanoato de 5-ox0-6,7,8,9-tetrahidro-5H-benzo[7]anulen-2-ilo (B) (15 g,
57,62 mmol) en DCM (500 ml). La mezcla de reaccion se agitdé a temperatura ambiente durante 2 horas y se anadio
hielo (200 g). Las fases se separaron, la fase acuosa se lavo con DCM vy las fases orgénicas reunidas se secaron
sobre MgSOQu, se filtraron y se evaporaron bajo presion reducida para dar 22 g (97%) de 2,2-dimetilpropanoato de 9-
(trifluorometanosulfoniloxi)-6,7-dihidro-5H-benzo[7]anulen-3-ilo (C) como un sélido blanco.

LC/MS (m/z, MH"): 391

Producto intermedio (D). 2,2-Dimetilpropanoato de 9-(4-{[(3S)-1-(3-fluoropropil)pirrolidin-3-ilJoxi}fenil)-6,7-
dihidro-5H-benzo[7]anulen-3-ilo

O,

Se anadieron bajo argdn Pd(dppf)Clz (2,75 g, 3,36 mmol) y Cs2COs (36,57 g, 112,13 mmol) a una solucién de 2,2-
dimetilpropanoato de 9-(trifluorometanosulfoniloxi)-6,7-dihidro-5H-benzo[7]anulen-3-ilo (C) (22 g, 56,07 mmol) y (3S)-
1-(3-fluoropropil)-3-[4-(tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)fenoxi]pirrolidina (e) (20,56 g, 58,87 mmol) en dioxano (420
ml) y agua (120 ml). La mezcla de reaccién se agité durante 1 hora a temperatura ambiente y se repartié entre agua
y DCM. La fase acuosa se lavé con DCM y las fases organicas reunidas se secaron sobre MgSQa, se filtraron y se
concentraron bajo presion reducida. El residuo se purific6 mediante cromatografia en columna eluyendo con un
gradiente de MeOH en DCM (de 0 a 5%; V/V) para dar 31 g (100 %) de 2,2-dimetilpropanoato de 9-(4-{[(3S)-1-(3-
fluoropropil)pirrolidin-3-ilJoxi}fenil)-6,7-dihidro-5H-benzo[7]anulen-3-ilo (D).

LC/MS (m/z, MH*): 466
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Producto intermedio (E). 9-(4-1[(3S)-1-(3-Fluoropropil)pirrolidin-3-il]Joxilfenil)-6,7-dihidro-5H-benzo[7]anulen-3-ol

C/N/\/\F

QO

o
o

Se afadié NaOH 5 M (23 ml, 115,00 mmol) a una solucién bajo argén de 2,2-dimetilpropanoato de 9-(4-{[(3S)-1-(3-
fluoropropil)pirrolidin-3-ilJoxi}fenil)-6,7-dihidro-5H-benzo[7]anulen-3-ilo (D) (24,8 g, 53,26 mmol) en MeOH (300 ml).
La mezcla de reaccién se agité durante 2 horas a temperatura ambiente. A continuacién, el pH se ajusté hasta 7
mediante la adicion de solucién acuosa de HCI 6 N. EIl MeOH se concentr6 bajo presién reducida, a continuacion se
anadié DCM. La fase orgénica se secd sobre MgSO4 y se concentrd bajo presion reducida. El residuo se purificd
mediante cromatografia de desarrollo rapido eluyendo con un gradiente de DCM/MeOH de 100/0 a 95/05 para dar
18,8 g (93%) de 9-(4-{[(3S)-1-(3-fluoropropil)pirrolidin-3-ilJoxi}fenil)-6,7-dihidro-5H-benzo[7]anulen-3-ol (E) como un
solido beige.

LC/MS (m/z, MH*): 382

Producto intermedio (F). Trifluorometanosulfonato de 9-(4-{[(3S)-1-(3-fluoropropil)pirrolidin-3-ilJoxi}fenil)-6,7-

dihidro-5H-benzo[7]anulen-3-ilo
C/N/\/\F
Q

F
=8 0O
Fo*0

Se anadi6 gota a gota anhidrido trifluorometanosulfénico (18,93 ml, 108,00 mmol) bajo argdén a una solucién de 9-(4-
{[(8S)-1-(3-fluoropropil)pirrolidin-3-ilJoxi}fenil)-6,7-dihidro-5H-benzo[7]anulen-3-ol (E) (20,6 g, 54,00 mmol) en DCM
(200 ml) y piridina (6,55 ml, 81,00 mmol), se enfrid hasta 5°C (bafio de hielo) y la temperatura de reaccién se
mantuvo <15°C. El bafio de hielo se retird y la suspension parda se agité a temperatura ambiente durante 2 horas.
Se afadieron hielo (200 g) y DCM (200 ml) y las fases se separaron. La fase organica se sec6 sobre MgSQOs y se
concentrd bajo presion reducida. El residuo se purific6 mediante cromatografia de desarrollo rapido eluyendo con un
gradiente de DCM/MeOH de 100/0 a 95/05 para dar 24,7 g (89,1%) de trifluorometanosulfonato de 9-(4-{[(3S)-1-(3-
fluoropropil)pirrolidin-3-ilJoxi}fenil)-6,7-dihidro-5H-benzo[7]anulen-3-ilo (F) como un aceite pardo.

LC/MS (m/z, MH*): 514

Producto intermedio (G). 9-(4-{[(3S)-1-(3-Fluoropropil)pirrolidin-3-ilJoxi}fenil)-6,7-dihidro-5H-benzo[7]anuleno-
3-carboxilato de metilo

Lo
)
L L)

Se anadieron Pd(dppf)Cl2 (909 mg, 1,18 mmol) y diisopropiletilamina (7,21 ml) a una solucion de
trifluorometanosulfonato de 9-(4-{[(3S)-1-(3-fluoropropil)pirrolidin-3-ilJoxi}fenil)-6,7-dihidro-5H-benzo[7]anulen-3-ilo (F)
(10,1 g, 19,67 mmol) en DMF (66 ml) y MeOH (33 ml). La suspensién negra se carbonilé en una autoclave a 70°C
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bajo 5 bares de CO durante 5 horas. La mezcla de reaccion se filir6 y a continuacion el filtrado se concentré
parcialmente bajo presién reducida. El residuo se repartié entre AcOEt y agua. La fase organica se lavé con agua (2
x 100 ml), se secé sobre MgSOa y se concentrd bajo presion reducida. El residuo se purific6 mediante cromatografia
de desarrollo rapido eluyendo con un gradiente de DCM/MeOH de 100/0 a 95/05 para dar 7,13 g (86%) de 9-(4-
{[(3S)-1-(3-fluoropropil)pirrolidin-3-ilJoxi}fenil)-6,7-dihidro-5H-benzo[7]anuleno-3-carboxilato de metilo (G) como una
goma parda.

LC/MS (m/z, MH*): 424

Producto intermedio (A1). Trifluorometanosulfonato de 5-oxo-6,7,8,9-tetrahidro-5H-benzo[7]anulen-2-ilo

Q
F
L CO
F 8%
)

Se afadi6 gota a gota anhidrido trifluorometanosulfénico (20,22 ml, 123,29 mmol) mientras se mantenia la
temperatura entre 10 y 20°C a una solucién de 2-hidroxi-6,7,8,9-tetrahidro-5H-benzo[7]anulen-5-ona (A) disponible
comercialmente (18,5 g, 105 mmol) en DCM (185 ml) y lutidina (13,35 ml, 113,505 mmol), enfriada a 5°C bajo argén.
La mezcla de reaccion se agité durante 1 hora a 5°C y a continuacién a temperatura ambiente durante 1 hora.

A continuacién, se anadio hielo (200 g) y la suspension se repartié entre agua y DCM. La fase organica se lavo con
solucién acuosa de NaHCO3, se seco sobre MgSQs4, se separd por filtracién y se concentré bajo presion reducida. El
residuo se purific6 mediante cromatografia de desarrollo rapido eluyendo con un gradiente de heptano/AcOEt de 100
a 90/10 para dar 28,2 g (87%) de trifluorometanosulfonato de 5-oxo-6,7,8,9-tetrahidro-5H-benzo[7]anulen-2-ilo (A1)
como un aceite naranja.

LC/MS (m/z, MH*): 309
Producto intermedio (B1). 5-Ox0-6,7,8,9-tetrahidro-5H-benzo[7]anuleno-2-carboxilato de metilo

0]

@)
0

Se anadieron Pd(dppf)Cl2 (754 mg, 0,98 mmol) y diisopropiletilamina (6 ml) a wuna solucién de
trifluorometanosulfonato de 5-oxo-6,7,8,9-tetrahidro-5H-benzo[7]anulen-2-ilo (A1) (5,08 g, 16,32 mmol) en DMF (24
ml) y MeOH (12 ml). La suspension negra se carbonil6 en una autoclave a 70°C bajo 5 bares de CO durante 2,5
horas. La mezcla de reaccion se filtr, a continuacion el filtrado se concentré parcialmente bajo presion reducida y el
residuo se repartié entre AcOEt y agua. La fase organica se lavé con agua (2 x 75 ml) y HCI acuoso 0,5 N, se seco
sobre MgSOQO4 y se concentré bajo presion reducida. El residuo se purifico6 mediante cromatografia de desarrollo
rapido eluyendo con un gradiente de heptano/AcOEt de 100/0 a 90/10 para dar 3,4 g (95%) de 5-ox0-6,7,8,9-
tetrahidro-5H-benzo[7]anuleno-2-carboxilato de metilo (B1) como un aceite incoloro.

LC/MS (m/z, MH*): 219

Producto intermedio (C1). 9-(Trifluorometanosulfoniloxi)-6,7-dihidro-5H-benzo[7]anuleno-3-carboxilato de
metilo

Q!

O O

oA

0O



10

15

20

25

30

35

ES 2906279 T3

Se afnadi6 gota a gota anhidrido trifluorometanosulfénico (30 ml, 176,54 mmol) a una solucién de 5-0x0-6,7,8,9-
tetrahidro-5H-benzo[7]anuleno-2-carboxilato de metilo (B1) (18,19 g, 83,34 mmol) en DCM (500 ml) y piridina
anhidra (11 ml, 130,56 mmol), enfriada a 5°C bajo argdn. La mezcla de reaccion, una suspension espesa, se agité a
temperatura ambiente durante 24 horas, a continuacion se afnadié hielo y se repartié entre agua y DCM. La fase
organica se sec6 sobre MgSQOs4, se separ6 por filtracion y se concentré bajo presion reducida para dar 29 g (100%)
de 9-(trifluorometanosulfoniloxi)-6,7-dihidro-5H-benzo[7]anuleno-3-carboxilato de metilo (C1) como una goma
amarilla.

LC/MS (m/z, MH*): 351

Producto intermedio (G). 9-(4-1[(3S)-1-(3-Fluoropropil)pirrolidin-3-ilJoxilfenil)-6,7-dihidro-5H-benzo[7]anuleno-

3-carboxilato de metilo
C/N/\/\F
Q

®
oSO

_0

Se afiadieron Pd(dppf)Clz2 bajo argén, complejo con DCM (3,73 g, 4,57 mmol), y soluciéon acuosa de Cs2CO3 1,5 M
(111,12 ml, 166,68 mmol) a una solucion de 9-(trifluorometanosulfoniloxi)-6,7-dihidro-5H-benzo[7]anuleno-3-
carboxilato de metilo (C1) (29 g, 82,9 mmol), (3S)-1-(3-fluoropropil)-3-[4-(tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-
il)fenoxiJpirrolidina (e) (28,9 g, 82,9 mmol), en dioxano (225 ml). La mezcla de reaccion se agité a 60°C durante 1
hora.

Después de enfriar hasta temperatura ambient@e, la mezcla de reaccion se vertié en una mezcla de agua (500 ml) y
AcOEt (400 ml). La fase organica se lavo con salmuera, se secd sobre MgSQOs, se filtr6 sobre Celite y se concentrd
bajo presion reducida. El residuo se purific6 mediante cromatografia de desarrollo rapido eluyendo con un gradiente
de DCM/MeOH de 100/0 a 95/05 para dar 23 g (65%) de 9-(4-{[(3S)-1-(3-fluoropropil)pirrolidin-3-ilJoxi}fenil)-6,7-
dihidro-5H-benzo[7]anuleno-3-carboxilato de metilo (G) como una goma parda.

LC/MS (m/z, MH*): 424

Producto intermedio (H). Hidrobromuro de 8-bromo-9-(4-{[(3S)-1-(3-fluoropropil)pirrolidin-3-ilJoxi}fenil)-6,7-
dihidro-5H-benzo[7]anuleno-3-carboxilato de metilo

,HBr
S N/\/\F
Q
Br

o L)

O

Se afadié bajo argén tribromuro de piridinio (15,78 g, 44,41 mmol) a una solucion de 9-(4-{[(3S)-1-(3-
fluoropropil)pirrolidin-3-ilJoxi}fenil)-6,7-dihidro-5H-benzo[7]anuleno-3-carboxilato de metilo (G) (13,93 g, 32,89 mmol),
en DCM (150 ml). La mezcla de reaccidn se agitdé durante 1 hora a temperatura ambiente. Se afiadié agua (200 ml),
a continuacion la fase organica se secd sobre MgSQ4 y se concentrd bajo presion reducida. El residuo se purificd
mediante cromatografia de desarrollo rapido eluyendo con un gradiente de DCM/MeOH de 100/0 a 95/05 para dar
16,4 g (85%) de hidrobromuro de 8-bromo-9-(4-{[(3S)-1-(3-fluoropropil)pirrolidin-3-iljoxi}fenil)-6,7-dihidro-5H-
benzo[7]anuleno-3-carboxilato de metilo (H) como un merengue amarillo.

LC/MS (m/z, MH*): 502
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Producto intermedio (I). Ester metilico de acido 6-(2,4-dicloro-fenil)-5-{4-[1-(3-fluoro-propil)-pirrolidin-3-iloxi]-
fenil}-8,9-dihidro-7H-benzociclohepteno-2-carboxilico.

BN
5
OO

o}

Se anadieron acido 2,4-diclorofenilborénico (62,67 mg, 328,41 pmol), Cs2CO3 (204,48 mg, 626,97 pmol) y
Pd(dppf)Cl2 (14,63 mg, 17,91 pmol) a wuna solucién de hidrobromuro de 8-bromo-9-(4-{[(3S)-1-(3-
fluoropropil)pirrolidin-3-ilJoxi}fenil)-6,7-dihidro-5H-benzo[7]anuleno-3-carboxilato de metilo (H) (150 mg, 298,56 umol),
en dioxano (12 ml) y agua (2 ml). La mezcla de reaccién se calentd a 90°C durante 3 horas y se repartié entre AcOEt
y agua. Las fases se separaron y la fase organica se lavo con salmuera, se sec6 sobre MgSOas y se concentrd bajo
presién reducida. El residuo se purific6 mediante cromatografia en columna eluyendo con una mezcla de DCM,
acetonitrilo y MeOH (96/2/2; V/V/V) para dar 80 mg (47%) de éster metilico de acido 6-(2,4-dicloro-fenil)-5-{4-[1-(3-
fluoro-propil)-pirrolidin-3-iloxi]-fenil}-8,9-dihidro-7H-benzociclohepteno-2-carboxilico (1).

LC/MS (m/z, MH*): 568

Compuesto (1). Acido 6-(2,4-diclorofenil)-5-[4-[(3S)-1-(3-fluoropropil)pirrolidin-3-ilJoxifenil]-8,9-dihidro-7H-
benzo[7]anuleno-2-carboxilico

BN
orat
ooR

O

Se anadioé una solucién de NaOH (562,88 pul, 5 M) a una solucién de éster metilico de &acido 6-(2,4-dicloro-fenil)-5-{4-
[1-(3-fluoro-propil)-pirrolidin-3-iloxi]-fenil}-8,9-dihidro-7H-benzociclohepteno-2-carboxilico (I) (80 mg, 140,72 umol) en
MeOH (5 ml) y la mezcla de reaccion se calentd a 60°C durante 5 horas y el disolvente se retird bajo presion
reducida. El residuo se recogi6 en agua (10 ml) y se afadié HCI acuoso (5 M) hasta pH 7. La suspensién se extrajo
con DCM, se sec6 sobre MgSOa y se concentrd bajo presion reducida. El solido se purific6 mediante cromatografia
en columna eluyendo con una mezcla de DCM, acetonitrilo y MeOH (90/5/5; V/V/V) para dar 60 mg (77%) de acido
6-(2,4-diclorofenil)-5-[4-[(3S)-1-(3-fluoropropil)pirrolidin-3-ilJoxifenil]-8,9-dihidro-7H-benzo[ 7]anuleno-2-carboxilico.

'H RMN (400 MHz, DMSO-d6, & ppm): 1,68 (m, 1 H); 1,79 (dm, J=25,3 Hz, 2 H); 2,07 al 2,23 (m, 5 H); 2,38 (m, 1 H);
2,46 (t, J=7,2 Hz, 2 H); 2,52 (m, 1 H); 2,62 (m, 1 H); 2,55 al 2,89 (m, 3 H); 4,47 (td, J=6,2 y 47,6 Hz, 2 H); 4,72 (m, 1
H); 6,63 (d, J=8,9 Hz, 2 H); 6,71 (m, 3 H); 7,18 (d, J=8,4 Hz, 1 H); 8,26 (dd, J=2,0 y 8,4 Hz, 1 H); 7,58 (d, J=2,0 Hz, 1

H); 7,63 (d, J=8,4 Hz, 1 H); 7,79 (s, 1 H); 12,3 (m, 1 H)
LC/MS (m/z, MH+): 554

2.4-diclorofenil

2 - Evaluacion de la eficacia de acido 6-

8,9-dihidro-7H-benzo[7]anuleno-2-carboxilico combinado con palbociclib contra un xenoinjerto subcutaneo

de linea celular de cancer de mama en ratones atimicos hembra

En el presente estudio, se investigd la eficacia antitumoral del acido 6-(2,4-diclorofenil)-5-[4-[(3S)-1-(3-
fluoropropil)pirrolidin-3-ilJoxifenil]-8,9-dihidro-7H-benzo[7]anuleno-2-carboxilico ("compuesto (1)"), combinado con el
inhibidor de cinasa dependiente de ciclina 4 (CDK4) palbociclib, después de 30 dias de tratamiento contra un
xenoinjerto subcutaneo de linea celular de cancer de mama humano MCF7-Y537S en ratones atimicos hembra.
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Los grupos tratados incluian el compuesto (1) en 5 mg/kg solo, palbociclib en 100 mg/kg solo y la combinacion de
compuesto (1) y palbociclib en una dosis y un régimen iguales.

El compuesto (1) se dosificd oralmente dos veces al dia (BID) y el palbociclib se dosificé oralmente una vez al dia
(QD) durante 30 dias. La eficacia antitumoral se evalu6 mediante la medida del volumen del tumor.

2-1: Procedimiento experimental

2-1-1: Animales, linea celular, compuestos

Se obtuvieron ratones atimicos hembra de Harlan (Indianapolis, IN, EE. UU. de A.). Se dej6 que los animales se
aclimataran durante al menos cuatro dias antes de la incorporacién en el estudio. Los ratones tenian de 12 a 13
semanas de edad y pesaban entre 20,2 y 27,3 gramos al principio de los tratamientos. Estos animales se alojaron
bajo las condiciones esbozadas en the NIH Guide for Care and Use of Laboratory Animals de acuerdo con the USDA
Laboratory Animal Welfare Act.

Se obtuvieron células MCF7 parentales de the American Type Culture Collection (ATCC® HTB-22™). La linea
celular MCF7-Y537S (ESR1) era células MCF7 que expresaban la variante ER.Y537S que era generada por Sanofi
Biology Discovery Group. La mutacién Y537S se introducia en la construccién ESR1 (GenBank NM_000125.3)
mediante mutagénesis dirigida (Toy W. y cols., Cancer Discovery, 2017, 7, 277-287). La construccion se transfecto
en células MCF7 que se seleccionaban con respecto a su crecimiento en ausencia de estradiol. MCF-Y537S es una
mutacion de ESR1 que confiere actividad independiente de estrogenos a ERa (receptor estrogénico alfa) y
contribuye a una enfermedad endocrinorresistente (Robinson D.R. y cols., Nat Genet., 2013, 45 (12), 1446-1451).
Las células se hicieron crecer en medio esencial minimo de Eagle (EMEM) complementado con 10% de suero
bovino fetal (FBS), insulina humana, en CO2 al 5% a 37°C. Las células se recogieron en tripsina-EDTA al 0,25% y se
lavaron mediante solucién salina tamponada con fosfato de Dulbecco (DPBS) y se resuspendieron en DPBS con
matrigel (n? de catalogo de Becton Dickinson 356234, lote n? 32277) al 50%. Las células (20 x 108 células/por ratdn)
se implantaron subcutaneamente (SC) en el costado derecho de ratones atimicos hembra.

Cuando se establecian los tumores MCF7-Y537S, los tumores se reservaron como provisiones de tumor para la
implantacion de fragmentos. Los tumores se propagaron en serie a través de trasplante de tejidos fragmentarios
subcutaneamente. Los tejidos tumorales fragmentarios se implantaron subcutdneamente en el costado derecho de
ratones atimicos hembra. Se asignaron 50 ratones en este experimento.

El compuesto (1) y palbociclib (disponible comercialmente, vendido bajo el nombre comercial Ibrance®) se
formularon como sigue:

- Vehiculo A: Labrasol® (suministrado de Gattefosse SAS, Francia) al 20%;
- Vehiculo B: Dextrosa al 5%.

El compuesto (1) se prepard en el Vehiculo A, a continuacion se afiadié Solutol HS15 (adquirido de Sigma) hasta la
concentracién final 5% y la solucién se dejé bajo agitacion durante una hora para la disolucién completa. Después
de eso, se afnadié el vehiculo B. El pH final era 5,5.

Volumen de la dosis para la administracion de compuesto (1): 10 ml/kg mediante sonda oral.

Dosis: 5 mg/kg (dosificacién de compuesto (1) en el volumen anterior).
Se preparo6 palbociclib en Vehiculo A, a continuacién se anadié Solutol HS15 hasta la concentracion final 5% vy la
solucién se dej6 bajo agitacién durante una hora para la disolucién completa. Después de eso, se afiadié vehiculo B.
El pH final era 5,5.

Volumen de la dosis: 10 ml/kg mediante sonda oral.

Dosis: 100 mg/kg (dosificacion de palbociclib en el volumen anterior).

2-1-2: Diseio del estudio, criterios de valoracion

Los animales requeridos para el experimento (mas otros) se reunieron y se les implantaron tejidos fragmentarios de
tumor MCF7-Y537S el dia 0. El dia 21 después de la implantacién, los ratones se reunieron y se distribuyeron
aleatoriamente en los grupos de tratamiento y control (10 ratones por grupo), donde los volimenes tumorales
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medianos para cada grupo variaban de 202,5 a 211,5 mmd. Los tratamientos de compuesto (1) y palbociclib se
iniciaron el dia 22. El compuesto (1) se administré oralmente a 5 mg/kg BID (separadas al menos 5 horas) y el
palbociclib se administré oralmente a 100 mg/kg QD, durante 30 dias. El peso corporal de los animales se determin6
diariamente.

Las dosificaciones se expresan en mg/kg y se basan en el peso corporal diario por animal. Se usaron como
controles animales tratados con vehiculo. Los ratones se comprobaron diariamente y se apuntaron las reacciones
clinicas adversas. Los ratones individuales se pesaron diariamente hasta el final del experimento. Los ratones se
sacrificarian cuando estuvieron mérbidos o se observara una pérdida de peso 220%. Los tumores se midieron con
un calibre dos veces por semana hasta el sacrificio final. Cuando un tamafo del tumor alcanzaba aproximadamente
2000 mm?® o cuando habia problemas con la salud de los animales (40% de superficie de un tumor ulcerada), los
animales se sacrificarian y se registraria la fecha de la muerte. Los volumenes de los tumores s6lidos se estimaron a
partir de medidas bidimensionales del tumor y se calcularon segun la siguiente ecuacion:

_ longitud (mm) x anchura® (mm?)
B 2

Volumen del tumor (mm?3)

Criterios de valoracion de toxicidad:

Una dosificacién que produjera bien 15% de pérdida de peso corporal durante 3 dias consecutivos para un raton
individual, bien 20% de pérdida de peso corporal durante 1 dia o bien 10% o mas de muertes relacionadas con el
farmaco se consideraba una dosificacién excesivamente toxica, a menos que bajo ciertas circunstancias la pérdida
de peso corporal o la muerte de los animales se puedan considerar no relacionados con el farmaco. Ejemplos
incluyen problemas con el manejo de los animales tales como mala alimentacion forzada, problemas relacionados
con el modelo del tumor tales como caquexia inducida por el tumor que conduce a pérdida de peso corporal que se
puede observar en grupos tratados con control o vehiculo y ulceracion tumoral excesiva. Los ratones que sufrian
muerte o pérdida de peso significativa no relacionadas con el farmaco no se considerarian téxicos y se excluirian del
andlisis estadistico. El peso corporal del animal incluia el peso del tumor.

Criterios de valoracion de eficacia:

Los criterios de valoracion de eficacia primarios incluyen cambios en el volumen del tumor desde el valor de
referencia resumidos por la relacién de medianas de cambios de volumen del tumor desde el valor de referencia
entre los grupos tratado y de control (AT/AC). Los cambios en el volumen del tumor para cada grupo tratado (T) y de
control (C) se calculan para cada animal cada dia al sustraer el volumen del tumor el dia del primer tratamiento (dia
inicial) del volumen del tumor el dia de observacién especificado. El AT mediano se calcula para el grupo tratado y el
AC mediano se calcula para el grupo de control. La relacion AT/AC se calcula y se expresa como porcentaje:

deltaT mediano

AT/AC = x 100
( )

deltaC mediano

AT/AC < 40% se considera terapéuticamente activa, AT/AC = 0% se considera estasis tumoral, y AT/AC < 0% se
considera regresion tumoral (muy activa). AT/AC > 40% se considera terapéuticamente inactiva.

El porcentaje de regresién tumoral se define como % (porcentaje) de disminucién del volumen del tumor en el grupo
tratado en un dia de observacion especificado en comparacién con su volumen cuando se iniciaba el estudio. En un
momento especifico () y para cada animal, el porcentaje de regresion se calcula usando la siguiente formula:

volumen,, _ volumen,

% regresiéon (ent) = ( )xlOO

volumeny,

El porcentaje de regresién mediano para un grupo en un dia dado se calcula a continuacién al tomar la mediana de
los valores de % de regresion individuales calculados para cada animal del grupo. El dia del calculo esta
determinado por el dia en el que se calcula AT/AC, excepto si el porcentaje de regresion mediano no es
representativo de la actividad del grupo. En este caso, el dia esta determinado por el primer dia en el que el
porcentaje de regresion mediando es maximo.

2-1-3: Analisis estadistico

Un analisis de tipo Anova bidireccional con los factores tratamiento y dia (repetidos) se realiza sobre los cambios en
el volumen del tumor desde el valor de referencia. Esto esta seguido por analisis de contraste con correccion de
Bonferroni-Holm para la multiplicidad para comparar todos los grupos tratados con el grupo de control y para
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comparar la combinacion frente a cada agente individual a la dosis implicada en la combinacién cada dia del dia 27
al 51.

En las figuras, las medianas y la desviacion absoluta mediana (MAD) de cada grupo se representan para cada dia
de medida.

En las tablas, las medianas y la MAD normalizada (nMAD = 1,4826*"MAD) de cada grupo se presentan para cada dia
de medida.

Los cambios en el volumen del tumor desde el valor de referencia se calculan para cada animal y cada dia al
sustraer el volumen del tumor el dia del primer tratamiento (dia 21) del volumen del tumor el dia de observacién
especificado

Todos los analisis estadisticos se realizaron usando el programa SAS version 9.2. Una probabilidad de menos de
5% (p<0,05) se consideraba significativa.

2-2: Resultados

El compuesto (1) en 5 mg/kg BID, palbociclib 100 mg/kg QD y la combinacién de compuesto (1) y palbociclib a las
dosis y el régimen durante 30 dias eran bien tolerados en este estudio que muestra un cambio en el peso corporal
promedio en % por grupo en el minimo (la mas baja de la caida de peso corporal del grupo) de -1,7% (dia 22), -2,0%
(dia 22) y -6,4% (dia 26), respectivamente (Tabla 1).

El compuesto (1) en una dosis de 5 mg/kg BID durante 30 dias tenia un efecto minimo sobre el crecimiento tumoral
con un valor AT/AC de 59% (p = 0,4113) el dia 51. El palbociclib en una dosis de 100 mg/kg QD durante 30 dias
alcanzaba eficacia antitumoral con un valor de AT/AC de 27% (p<0,0001) el dia 51. Cuando el compuesto (1) en 5
mg/kg combinado con 100 mg/kg de palbociclib con el mismo régimen de dosificacion BID para el compuesto (1) y
QD para el palbociclib, el tratamiento combinado demostraba una fuerte eficacia antitumoral con un valor de AT/AC
menor de 0 (p < 0,0001) e inducia la regresion tumoral (regresion tumoral mediana 32%) el dia 51. El analisis
estadistico indicaba que el efecto combinado era significativamente diferente cuando se comparaba bien con el
compuesto (1) solo o bien con palbociclib solo el dia 51 (p <0,0001). Resultados detallados se muestran en las
Tablas 1, 2 y 3 posteriores, asi como en las Figuras 2y 3:

- Figura 2: Actividad antitumoral del compuesto (1) combinado con palbociclib contra xenoinjerto
subcutédneo de la linea celular MCF7-Y537S de céancer de mama humano en ratones atimicos: evolucién del
volumen del tumor. Las curvas representan medianas + o - MAD (desviacion absoluta mediana) cada dia para cada

grupo;

- Figura 3: Actividad antitumoral del compuesto (1) combinado con palbociclib contra xenoinjerto
subcutaneo de la linea celular MCF7-Y537S de cancer de mama humano en ratones atimicos: cambios en el
volumen del tumor desde el valor de referencia el dia 51. Los puntos representan cambios en el volumen del tumor
individuales desde el valor de referencia el dia 51, las barras corresponden a las medianas.

A partir de este experimento, los presentes inventores concluyen que el compuesto (1) en 5 mg/kg dos veces al dia
combinado con el inhibidor de CDK4 palbociclib en 100 mg/kg una vez al dia inducian una eficacia antitumoral y una
regresién tumoral significativas en el modelo de xenoinjerto de la linea celular de cancer de mama humano MCF7-
Y537S en ratones atimicos que era superior a los agentes individuales solos.
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REIVINDICACIONES

1. Una combinacién que comprende acido 6-(2,4-diclorofenil)-5-[4-[(3S)-1-(3-fluoropropil)pirrolidin-3-ilJoxifenil]-8,9-
dihidro-7H-benzo[7]anuleno-2-carboxilico, o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, y palbociclib.

2. La combinacion segun la reivindicacion 1, que muestra sinergia terapéutica.
3. La combinacion segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, para el uso en el tratamiento del cancer.
4. La combinacion segun la reivindicacion 3, en donde el cancer es cancer de mama.

5. La combinacién segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde ambos compuestos se administran
separadamente, simultdneamente o espaciadamente a lo largo del tiempo.

6. Una composicién farmacéutica que comprende acido 6-(2,4-diclorofenil)-5-[4-[(3S)-1-(3-fluoropropil)pirrolidin-3-
ilJoxifenil]-8,9-dihidro-7H-benzo[7]anuleno-2-carboxilico, o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, y
palbociclib, y al menos un excipiente farmacéuticamente aceptable.

7. La composicion farmacéutica segun la reivindicacién 6, en donde el acido 6-(2,4-diclorofenil)-5-[4-[(3S)-1-(3-
fluoropropil)pirrolidin-3-ilJoxifenil]-8,9-dihidro-7H-benzo[7]anuleno-2-carboxilico, o} una de sus sales
farmacéuticamente aceptables, y el palbociclib se administran simultdneamente, separadamente o espaciadamente
a lo largo de un periodo.

8. La composicion farmacéutica segun la reivindicacion 6 o la reivindicacién 7, para el uso en el tratamiento del
cancer.

9. La composicion farmacéutica segun la reivindicacion 8, en donde el cancer es cancer de mama.

10. El compuesto &cido 6-(2,4-diclorofenil)-5-[4-[(3S)-1-(3-fluoropropil)pirrolidin-3-ilJoxifenil]-8,9-dihidro-7H-
benzo[7]anuleno-2-carboxilico o una de sus sales farmacéuticamente aceptables para el uso en el tratamiento del
cancer mediante la coadministraciéon con palbociclib.

11. El compuesto para el uso en el tratamiento del céancer segun la reivindicacion 10, que se administra
simultaneamente, separadamente o espaciadamente a lo largo del tiempo con palbociclib.

12. Palbociclib para el uso en el tratamiento del cancer mediante la coadministraciéon con el compuesto acido 6-(2,4-
diclorofenil)-5-[4-[(3S)-1-(3-fluoropropil)pirrolidin-3-ilJoxifenil]-8,9-dihidro-7H-benzo[7]anuleno-2-carboxilico o una de
sus sales farmacéuticamente aceptables.

13. Palbociclib para el uso en el tratamiento del cancer segun la reivindicacion 12, que se administra
simultaneamente, separadamente o espaciadamente a lo largo del tiempo con el compuesto acido 6-(2,4-
diclorofenil)-5-[4-[(3S)-1-(3-fluoropropil)pirrolidin-3-ilJoxifenil]-8,9-dihidro-7H-benzo[7]anuleno-2-carboxilico o una de
sus sales farmacéuticamente aceptables.

14. Un estuche farmacéutico que comprende:

(i) una primera composicion farmacéutica que comprende &cido 6-(2,4-diclorofenil)-5-[4-[(3S)-1-(3-
fluoropropil)pirrolidin-3-ilJoxifenil]-8,9-dihidro-7H-benzo[7]anuleno-2-carboxilico, o una de sus sales
farmacéuticamente aceptables, y al menos un excipiente farmacéuticamente aceptable;

(i) una segunda composicidon farmacéutica que comprende palbociclib y al menos un excipiente
farmacéuticamente aceptable;

estando ambas composiciones farmacéuticas (i) y (i) en compartimentos separados y estando destinadas a ser
administradas independientemente, siendo cada administracién con respecto a la otra simultdnea, separada o
extendida a lo largo del tiempo.
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Figura 2/3
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Cambios en el volumen del tumor desde el valor de referencia (dia 51)
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Figura 3/3
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