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DESCRIPCION
Terapias combinadas para el tratamiento del carcinoma hepatocelular
ANTECEDENTES

El cancer de higado es la segunda causa de mortalidad por cualquier tipo de cancer, y la 162 causa de muerte mas
comun en todo el mundo (Llovet JM, et al., 2015 “Advances in targeted therapies for hepatocelular carcinoma in the
genomic era”. Nat. Rev. Clin Oncology 12, 408-424). El carcinoma hepatocelular (HCC, por sus siglas en inglés)
representa hasta el 90 % de todos los canceres primarios de higado (Llovet JM et al. 2015).

Se han implicado diversas vias de sefializacion en el HCC, incluyendo los factores de crecimiento de fibroblastos
(FGF, por sus siglas en inglés) (particularmente FGF19/FGFR4), el factor de crecimiento epidérmico (EGF, por sus
siglas en inglés), el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF, por sus siglas en inglés), ERK/MAPK y la diana
mecanicista de rapamicina (mTOR), entre otros (Llovet JM et al, 2015). FGF19 se sobre-expresa en
aproximadamente un tercio de todos los HCC, y se supone que esta sobre-expresion hiperactiva el FGFR4 y su via
de sefializacién aguas abajo, lo que conduce a un crecimiento potenciado del tumor (Xie MH et al., 1999 "FGF-19, a
novel fibroblast growth factor with Unique Specificity for FGFR4." Cytokine. Oct. 1999;11(10):729-35; Sawey, et al.,
2011 "ldentification of a therapeutic strategy targeting amplified FGF19 in liver cancer by Oncogenomic screening.”
Cancer Cell. 8 marzo de 2011; 19(3):347-58.). De manera similar a la via FGF19/FGFR4, la activacion de la via CDK4/6
también esta implicada en la patogénesis del HCC (Rivadeneira et al., 2010 "Proliferative Suppression by CDK4/6
Inhibition: Complex Function of the Retinoblastoma Pathway in Liver Tissue and Hepatoma Cells." Gastroenterology
138:1920-1930).

Compuesto 1 es un inhibidor selectivo del FGFR4 de molécula pequefia, biodisponible por via oral, con la estructura
mostrada en la Férmula | y el nombre quimico N-(2-((6-(3-(2,6-dicloro-3,5-dimetoxifenil}-1-metilureido)pirimidin-4-
illamino)-5-(4-etilpiperazin-1-il)fenil)acrilamida:

N o W

Compuesto 1 y su sintesis se informan en la Publicacién de Solicitud Internacional PCT N® WO2015/057938, publicada
el 23 de abril de 2015.

Palbociclib (6-acetil-8-ciclopentil-5-metil-2-{[5-(piperazin-1-il)piridin-2-ilJamino}pirido[2,3-d]pirimidin-7(8 H)-ona) es un
inhibidor de quinasa dependiente de ciclina (CDK, por sus siglas en inglés) 4 y 6 aprobado por la FDA. Palbociclib
tiene la siguiente estructura:
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N
H
Véanse las patentes de EE.UU. N% 6.936.612; 7.208.489 y 7.456.168.

5 Ribociclib (dimetilamida del &cido 7-ciclopentil-2-(5-piperazin-1-il-piridin-2-ilamino)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina-6-
carboxilico) es un inhibidor de quinasa dependiente de ciclina (CDK) 4 y 6 aprobado por la FDA. Ribociclib tiene la
siguiente estructura:

= N\\

|//L/N T/

N N N

I
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Véase la Pub. de Sol. de Patente de EE.UU. N2 US20120115878, Publicacion PCT N2 W02007140222, Publicacion

PCT N® W0O2012061156; Publicacion PCT N® W02011130232; Publicacion PCT N° W0O2011101417.

Abemaciclib es un inhibidor de CDK 4/6 con el nombre N-(5-((4-etilpiperazin-1-il)metil)piridin-2-il)-5-fluoro-4-(4-fluoro-
15 1-isopropil-2-metil- 7 H-benzo[d]imidazol-6-il)pirimidin-2-amina. Abemaciclib tiene la siguiente estructura:

O/\ (o
~ ] ~

N Fa
<TI0

F

Véase O'Leary, et al., "Treating Cancer with Selective CDK 4/6 Inhibitors" Nat. Rev. (Publicada En Linea el 31 de
20 marzo De 2016); Publicacién PCT N2 W02016110224, Pub. de Sol. de Patente de Estados Unidos N2 20100160340;
y Publicacién PCT N2 W(02016025650.
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G1T-38 (al que también se alude como GZ-38-1 o G1T38-1) es un inhibidor resefiado de CDK 4/6. G1T-38, que es
estudiado por G1 Therapeutics, Inc., de Research Triangle Park, Carolina del Norte, se resefia en el Resumen n? 2824
de la Reunién Anual de la AACR de 20186, celebrada del 16 al 20 de abril en Nueva Orleans, Louisiana, titulada "G1T38,
A Novel, Oral, Potent and Selective CDK 4/6 Inhibitor for the Treatment of RB Competent Tumors," de J. Sorrentino,
J. Bisi, P. Roberts y J. Strum. G1T-38 tiene el nombre quimico 2'-((5-(4-isopropilpiperazin-1-il)piridin-2-il)amino)-7',8'-
dihidro-6'H-espiro[ciclohexano1,9' pirazino[1',2":1,5]pirrolo[2,3-d]pirimidin]-6'-ona, y la estructura expuesta a
continuacion:

H

Véase Bisi, et al., "Preclinical development of G1T38: A novel, potent and selective inhibitor of cyclin dependent kinases
4/6 for use as an oral antineoplastic in patients with CDK4/6 sensitive tumors," Oncotarget, Advance Publications 2017
(15 de marzo de 2017).

G1T-28 es un inhibidor de CDK 4/6 con el nombre 2'-((5-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-2-ilyamino)-7',8'-dihidro-6'H-
espiro[ciclohexano-1,9'-pirazino[1',2":1,5]pirrolo[2,3-d]pirimidin]-6'-ona. G1T-28 tiene la siguiente estructura:

[N Q
OOy

N NH
e /
O .

Véase, por ejemplo, Bisi, et al., "Preclinical Characterization of G1T28: A Novel CDK4/6 Inhibitor for Reduction of
Chemotherapy-induced Myelosuppression” Mol. Cancer Ther.; 15(5) 783-93, mayo de 2016; Publicacién de Solicitud
de Patente de EE.UU. N? US20160220569; Publicaciones de Solicitudes de Patente Internacional PCT N°®s
W02014144326; W02014144847; y WO2016040848.

AT-7519 es un inhibidor de CDK 4/6 con el nombre N-(4-piperidinil)-4-(2,6-diclorobenzoilamino)-1H-pirazol-3
carboxamida. AT-7519 tiene la siguiente estructura:

cl o} / Nq
(O
o N _

Véase, por ejemplo, las Publicaciones de Solicitudes de Patente Internacional PCT N%s WO 2005012256; WO
2006077424; WO 2006077426; WO 2008001101; WO 2006077425; WO 2006077428; WO 2008007113; WO
2008007122; y WO 2008009954.
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FLX-925 (también conocido como AMG-925) es un inhibidor de CDK 4/6 con el nombre 2-hidroxi-1-[2-[[9-(trans-4-
metilciclohexil)-9H-pirido[4',3":4,5]pirrolo[2,3-d]pirimidin-2-ilJamino]-7,8-dihidro-1,6-naftiridin-6 (5 H)-illetanona. FLX-925
tiene la siguiente estructura:

N=—=

HN/& [\ ya

N

N="

“

N
o&
OH
Véase, por ejemplo, la Pub. de Solicitud de Patente de EE.UU. N®2014163052 y la Publicacion de Solicitud de Patente
Internacional PCT N® WO 2012129344

Alvocidib es un inhibidor de CDK 4/6 con el nombre 2-(2-clorofenil)-5,7-dihidroxi-8-((3S,4 R)-3-hidroxi-1-metilpiperidin-
4-il}-4 H-cromen-4-ona. Alvocidib tiene la siguiente estructura:

N
cl
OH
HO 0]
OH Q

Véase, por ejemplo, la Publicacion de Solicitud de Patente de EE.UU. N%s US2011189175 y US2011189175; las
Publicaciones de Solicitudes de Patente Internacional PCT N WO 2000044362; WO 2001041747; WO 2001053293;
WO 2001053294; WO 2002022133; WO 2007010946.,.

A pesar de los avances en el tratamiento del HCC, es necesario proporcionar un tratamiento mejorado para el HCC.
A pesar de los avances en el tratamiento del IHCC, es necesario proporcionar un tratamiento mejorado para el IHCC.

SUMARIO

La presente invencion proporciona una terapia combinada, que comprende una cantidad eficaz de Compuesto 1 o una
sal farmacéuticamente aceptable del mismo y una cantidad eficaz de un inhibidor de CDK4/6 o una cantidad
farmacéuticamente eficaz del mismo para uso en la amenaza de carcinoma hepatocelular en un paciente que lo
necesita.

La invencion se expone en el conjunto de reivindicaciones adjunto.
BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La FIG. 1A a la FIG. 1C muestran los efectos antitumorales de Compuesto 1 y de inhibidor de CDK 4/6
ribociclib en el modelo de xenoinjerto JHH7 de carcinoma hepatocelular. Tanto Compuesto 1 como ribociclib,
cada uno como una base libre, se administraron por via oral (PO) una vez al dia (QD) durante 8 dias. Los
datos representan la media + EMT para el volumen del tumor.

La FIG. 1A muestra Ribociclib como agente unico (***P < 0,0001 en comparacién con los controles de
vehiculo utilizando ANOVA de dos vias, seguido de la prueba post hoc de Sidak).
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La FIG. 1B muestra dos niveles de dosis de Ribociclib en combinacion con 300 mg/kg de Compuesto 1 (***P
< 0,0001 en comparacién con 300 mg/kg del grupo de agente Unico de Compuesto 1 utilizando ANOVA de
dos vias seguido de la prueba post hoc de Sidak).

La FIG. 1C muestra dos niveles de dosis de Ribociclib en combinacion con 500 mg/kg de Compuesto 1 (***P
< 0,0001 para 500 mg/kg de agente Unico del Compuesto 1 en comparacion con los controles del vehiculo y
P £ 0,0001 para combinaciones en comparaciéon con 500 mg/kg del grupo de agente tinico de Compuesto
1 utilizando ANOVA de dos vias seguido de la prueba post hoc de Sidak).

La FIG. 2A a la FIG. 2C muestran los efectos antitumorales de Compuesto 1 y de inhibidor de CDK 4/6
palbociclib en el modelo de xenoinjerto JHH de carcinoma hepatocelular. Tanto Compuesto 1 como
Palbociclib, cada uno como una base libre, se administraron por via oral (PO) una vez al dia (QD) durante 8
dias. Los datos representan la media + EMT para el Volumen del Tumor.

La FIG. 2A muestra palbociclib como agente tnico (*P < 0,05 en comparacion con los controles de vehiculo
utilizando ANOVA de dos vias, seguido de la prueba post hoc de Sidak).

La FIG. 2B muestra dos niveles de dosis de palbociclib en combinacién con 300 mg/kg de Compuesto 1 (**P
< 0,01 en comparacion con control vehiculo y ***P < 0.0001 en comparacién con 300 mg/kg del grupo de
agente Unico de Compuesto 1 utilizando ANOVA de dos vias seguido de la prueba post hoc de Sidak).

La FIG. 2C muestra dos niveles de dosis de palbociclib en combinacién con 500 mg/kg de Compuesto 1 (***P
< 0,0001 para 500 mg/kg de agente Unico del Compuesto 1 en comparacion con los controles del vehiculo y
P < 0,0001 para combinaciones en comparacion con 500 mg/kg del grupo de agente Gnico del Compuesto
1 utilizando ANOVA de dos vias seguido de la prueba post hoc de Sidak).

La FIG. 3A y la FIG. 3B muestran los efectos antitumorales de Compuesto 1 y de inhibidor de CDK 4/6
palbociclib en el modelo de xenoinjerto LIX066 derivado de paciente de carcinoma hepatocelular. Tanto
Compuesto 1 como Palbociclib, cada uno se administraron por via oral (PO) una vez al dia (QD) durante 8
dias. Los datos representan la media + EMT para el Volumen del Tumor.

La FIG. 3A muestra Compuesto 1 300 mg/kg como agente Unico o en combinacién con 100 mg/kg de
palbociclib (™*P < 0,001 para palbociclib 100 mg/kg como agente Unico en comparacion con controles de
vehiculo, ***P < 0,0001 para 300 mg/kg del grupo de agente Gnico de Compuesto 1 en comparacién con los
controles del vehiculo y ***P < 0,0001 para combinaciones en comparaciéon con 300 mg/kg del grupo de
agente unico del Compuesto 1 utilizando ANOVA de dos vias seguido de la prueba post hoc de Sidak).

La FIG. muestra el Compuesto 1, 500 mg/kg como agente Unico o en combinacién con 100 mg/kg de
palbociclib (**P < 0,001 para palbociclib 100 mg/kg como agente Unico en comparacion con controles de
vehiculo, ***P < 0,0001 para 500 mg/kg del grupo de agente Unico del Compuesto 1 en comparacién con los
controles del vehiculo y ***P < 0,0001 para combinaciones en comparacion con 500 mg/kg del grupo de
agente Gnico del Compuesto 1 utilizando ANOVA de dos vias seguido de la prueba post hoc de Sidak).

DESCRIPCION DETALLADA DE REALIZACIONES

En esta memoria se proporcionan terapias combinadas Utiles en el tratamiento del carcinoma hepatocelular (HCC) y
del colangiocarcinoma intrahepatico (IHCC). En algunas realizaciones, las terapias combinadas incluyen la
administracion de Compuesto 1 en combinacién con un inhibidor de CDK 4/6. En determinadas realizaciones, el
inhibidor de CDK 4/6 es Palbociclib y sales farmacéuticamente aceptables del mismo. En otras realizaciones, el
inhibidor de CDK 4/6 es ribociclib. En auin otras realizaciones, el inhibidor de CDK 4/6 es abemaciclib y sales
farmacéuticamente aceptables del mismo.

En esta memoria se proporcionan combinaciones de agentes terapéuticos para uso en el tratamiento del carcinoma
hepatocelular. Tal como se utiliza en esta memoria, una "combinacién de agentes terapéuticos" y expresiones
similares se refieren a una combinacién de dos tipos de agentes terapéuticos: (1) Compuesto 1 y/o sales
farmacolégicamente activas del mismo y (2) un inhibidor de CDK 4/6, y/o sales farmacolégicamente activas del mismo.
"Combinacion", tal como se utiliza en esta memoria, (incluyendo la expresion "combinacion de agentes terapéuticos")
se refiere a estos tipos de agentes terapéuticos co-formulados en una forma de dosificaciéon Unica, formulados y co-
administrados individualmente, o formulados individualmente y administrados secuencialmente.

Compuesto 1 es un inhibidor selectivo del FGFR4 de molécula pequefia biodisponible por via oral con la estructura
que se muestra en la Férmula I:
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Compuesto 1y su sintesis se informan en la Publicacién de Solicitud Internacional PCT N® W0O2015/057938, publicada
el 23 de abril de 2015. Cuando se utiliza en combinaciones como se describen en esta memoria, Compuesto 1 se
puede administrar a pacientes en cualquiera de las siguientes cantidades de dosificacién diaria: 150 mg, 300 mg, 600
mg, 1000 mg, 1500 mg o 2000 mg. La cantidad de dosificacion diaria puede ser de 50 mg a 3000 mg, de 50 mg a 600
mg o de 200 mg a 400 mg. La dosis diaria puede ser parte de un régimen ciclico que dure 14 dias o 21 dias. La
cantidad de dosificacién diaria se puede administrar como una dosis Unica 0 como dosis multiples.

Inhibidores de CDK 4/6 adecuados para su uso en esta memoria pueden incluir, por ejemplo, ribociclib, palbociclib y
abemaciclib, y sus sales e hidratos farmacéuticamente aceptables.

La administracién de una combinacién de agentes terapéuticos comprende la administracién de los agentes
terapéuticos individuales en combinacién en una Unica formulacién o forma de dosificacion unitaria, la administracion
de los agentes terapéuticos individuales de la combinacién de forma concurrente pero por separado, o la
administracién de los agentes individuales de la combinaciéon secuencialmente por cualquier via adecuada. La
dosificacion de los agentes terapéuticos individuales de la combinacion puede requerir una administracion mas
frecuente de uno de los agentes en comparacion con el otro agente de la combinacién. Por lo tanto, para permitir una
dosificacion adecuada, los productos farmacéuticos envasados pueden contener una o mas formas de dosificacion
que contengan la combinacién de agentes, y una o mas formas de dosificacién que contengan una de las
combinaciones de agentes, pero no el(los) otro(s) agente(s) de la combinacion.

Las combinaciones como se resefia en esta memoria pueden incluir realizaciones en las que uno o mas de Compuesto
1 y un inhibidor de CDK 4/6 se administran como una sal farmacéuticamente aceptable o como una base libre. No
existe ningun requisito de que ambos compuestos se administren como la misma sal farmacéuticamente aceptable,
pero pueden serlo. En realizaciones particulares, las combinaciones comprenden una forma de base libre de
Compuesto 1 y una forma de base libre de inhibidor de CDK 4/6. En otras realizaciones, las combinaciones pueden
comprender una forma HCI de Compuesto 1 y un inhibidor de CDK 4/6. En algunas realizaciones, el inhibidor de CDK
4/6 puede ser una base libre. En algunas realizaciones, el inhibidor de CDK 4/6 puede ser una sal farmacéuticamente
aceptable. En algunas realizaciones, el inhibidor de CDK 4/6 puede ser un hidrato.

"Sal farmacéuticamente aceptable”, tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a sales por adicion de acidos o
sales por adicion de bases de los compuestos de la presente divulgacion. Una sal farmacéuticamente aceptable es
cualquier sal que retiene la actividad del compuesto precursor y no imparte efecto indebidamente perjudicial o
indeseable alguno en un sujeto al que se administra y en el contexto en el que se administra. Sales farmacéuticamente
aceptables incluyen complejos metalicos y sales de acidos tanto inorganicos como carboxilicos. Sales
farmacéuticamente aceptables también incluyen sales metalicas tales como sales de aluminio, calcio, hierro,
magnesio, manganeso y complejas. Ademas, sales farmacéuticamente aceptables incluyen sales acidas tales como
acética, aspartica, alquilsulfénica, arilsulfénica, axetilo, bencenosulfénica, benzoica, bicarboénica, bisulfurica,
bitartarica, butirica, edetato de calcio, camsilica, carbonica, clorobenzoica, citrica, edética, edisilica, estolica, esila,
esilica, foérmica, fumarica, glucéptica, glucénica, glutamica, glicélica, glicolilarsanilica, hexamica, hexilresorcinoica,
hidrabamica, bromhidrica, clorhidrica, yodhidrica, hidroxinaftoica, isetidnica, lactica, lactobibénica, maleica, malica,
maldnica, mandélica, metanosulfonica, metilnitrica, metilsulfdrica, mdcica, mucénica, napsilica, nitrica, oxalica, p-
nitrometanosulfénica, pamoica, pantoténica, fosforica, monochidrégeno fosférica, dihidrégeno fosférica, ftalica,
poligalactourdnica, propionica, salicilica, estearica, succinica, sulfamica, sulfanilica, sulfénica, sulfirica, tanica,
tartarica, tedclica, toluenosulfénica.

Realizaciones pueden ser sales hidrocloruro. Sales farmacéuticamente aceptables pueden derivarse de aminoacidos
que incluyen cisteina. Los expertos en la técnica conocen métodos para producir compuestos como sales (véase,
p.ej., Stahl et al., Handbook of Pharmaceutical Salts: Properties, Selection, and Use, Wiley-VCH; Verlag Helvetica
Chimica Acta, Zurich, 2002; Berge y col., J. Pharm. Sci. 66: 1, 1977).

Una "cantidad eficaz" de una combinacion de agentes terapéuticos (por ejemplo, compuesto 1 y un inhibidor de CDK
4/6) es una cantidad suficiente para proporcionar un beneficio terapéutico observable en comparacion con HCC o
IHCC que se ha dejado sin tratar en un sujeto o paciente.
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Pueden combinarse agentes activos como se resefia en esta memoria con un soporte farmacéuticamente aceptable
para proporcionar formulaciones farmacéuticas de los mismos. La eleccion particular del soporte y la formulacién
dependera de la via de administracién particular a la que se destina la composicién.

"Soporte farmacéuticamente aceptable”, tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a un soporte, adyuvante o
excipiente atdéxico que no destruye la actividad farmacolégica del compuesto con el que se formula. Soportes,
adyuvantes o vehiculos farmacéuticamente aceptables que pueden utilizarse en las composiciones de esta invencion
incluyen acido sorbico, sorbato de potasio, mezclas de glicéridos parciales de acidos grasos vegetales saturados,
agua, sales o electrolitos, hidrégeno-fosfato disédico, hidrégeno-fosfato de potasio, cloruro sédico, sales de zing, silice
coloidal, trisilicato de magnesio, polivinil pirrolidona, sustancias a base de celulosa, polietilenglicol,
carboximetilcelulosa sodica, poliacrilatos, ceras, polietilenglicol y grasa de lana.

Las composiciones de la presente invencion pueden ser adecuadas para administracion por via parenteral, oral,
inhalatoria, tépica, rectal, nasal, bucal, vaginal o de dep6sito implantado, etc. En algunas realizaciones, la formulacioén
comprende ingredientes procedentes de fuentes naturales o no naturales. En algunas realizaciones, la formulacion o
el soporte se pueden proporcionar en forma estéril. Ejemplos de un soporte estéril incluyen agua libre de endotoxinas
0 agua apirdgena.

El término "parenteral”, tal como se utiliza en esta memoria, incluye técnicas de inyeccion o infusién subcutanea,
intravenosa, intramuscular, intra-articular, intra-sinovial, intra-esternal, intratecal, intrahepatica, intralesional e
intracraneal. En realizaciones particulares, los compuestos se administran por via intravenosa, oral, subcutanea o por
via intramuscular. Formas inyectables estériles de las composiciones de esta invencion pueden ser una suspension
acuosa u oleaginosa. Estas suspensiones se pueden formular de acuerdo con técnicas conocidas en la técnica
utilizando agentes dispersantes 0 humectantes y agentes de suspension adecuados. La preparacion inyectable estéril
también puede ser una solucion o suspension inyectable estéril en un diluyente o disolvente parenteralmente aceptable
atéxico. Entre los vehiculos y disolventes aceptables que se pueden emplear se encuentra el agua, solucioén de Ringer
y solucién isotonica de cloruro de sodio. Ademas, los aceites fijos estériles se emplean convencionalmente como un
disolvente o medio de suspension.

Para este fin, se puede emplear cualquier aceite fijo suave, incluyendo mono- o di-glicéridos sintéticos. Los acidos
grasos y sus derivados glicéridos son Utiles en la preparacién de inyectables, al igual que los aceites naturales
farmacéuticamente aceptables, tales como el aceite de oliva o el aceite de ricino, especialmente en sus versiones
polioxietiladas. Estas soluciones o suspensiones oleosas también pueden contener un diluyente o dispersante
alcohdlico de cadena larga, tal como carboximetilcelulosa o agentes dispersantes similares que se utilizan
comunmente en la formulaciéon de formas de dosificacién farmacéuticamente aceptables, incluyendo emulsiones y
suspensiones. Otros tensioactivos comunmente utilizados, tales como Tweens, Spans y otros agentes emulsionantes
que se utilizan cominmente en la fabricacién de formas farmacéuticas solidas, liquidas u otras formas de dosificacion
farmacéuticamente aceptables, también pueden utilizarse para los fines de formulacion.

Para la administracion oral, se puede proporcionar un compuesto o sal en una forma de dosificacién oral aceptable,
incluyendo capsulas, comprimidos, suspensiones o soluciones acuosas. En el caso de los comprimidos para uso oral,
los soportes cominmente utilizados incluyen lactosa y almidén de maiz. También se pueden afiadir agentes
lubricantes, tales como estearato de magnesio. Para la administracion oral en forma de capsula, diluyentes Utiles
incluyen lactosa y almidon de maiz seco. Cuando se requieren suspensiones acuosas para uso oral, el ingrediente
activo se puede combinar con agentes emulsionantes y de suspension. Si se desea, también se pueden afadir
determinados agentes edulcorantes, aromatizantes o colorantes. Ademas, también se pueden afiadir conservantes.
Ejemplos adecuados de conservantes farmacéuticamente aceptables incluyen diversos agentes antibacterianos y
antifungicos tales como disolventes, por ejemplo etanol, propilenglicol, alcohol bencilico, clorobutanol, sales de amonio
cuaternario y parabenos (tales como metilparabeno, etilparabeno, propilparabeno, etc.).

"Liberacién inmediata" pretende incluir una liberacién convencional, en la que la liberacion del farmaco comienza
inmediatamente después de la administracion. Tal como se utiliza en esta memoria, la expresion "liberacién inmediata”
incluye formas de dosificacién que permiten que el farmaco se disuelva en el contenido gastrointestinal, sin intencion
de retrasar o prolongar la disolucién o absorcién del farmaco. El objetivo es que el farmaco sea liberado rapidamente
después de la administracion, por ejemplo, que sea posible liberar al menos el 80 % del farmaco en el espacio de
aproximadamente 30 minutos después del comienzo de la disolucion en un test de disolucién.

"Liberacién sostenida” o "liberacién prolongada" incluye formas de dosificacion cuyas caracteristicas de liberacion del
farmaco de curso temporal y/o ubicacion se eligen para lograr objetivos terapéuticos o de conveniencia que no ofrecen
las formas de dosificacién convencionales, tales como una solucidon o una forma de dosificacion de liberacion
inmediata.

La expresion "estado estacionario” significa que se ha alcanzado un nivel plasmatico para un agente activo o
combinacién de agentes activos determinado y que se mantiene con dosis posteriores del o de los agentes activos a
un nivel que es igual o superior al nivel terapéutico eficaz minimo y esta por debajo del nivel plasmatico toxico minimo
para un o unos agentes activos determinados.
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La expresion "formulacion Unica", tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a un Unico soporte o vehiculo
formulado para suministrar cantidades eficaces de ambos agentes terapéuticos a un paciente. El vehiculo Gnico esta
disefiado para suministrar una cantidad eficaz de cada uno de los agentes junto con cualquier vehiculo o excipiente
farmacéuticamente aceptable. El vehiculo puede ser un comprimido, una capsula, una pastilla o un parche.

La expresion "dosis unitaria” se utiliza en esta memoria para dar a entender la administracién simultanea de ambos
agentes juntos, en una forma de dosificacién, al paciente que esta siendo tratado. La dosis unitaria puede ser una
formulacién Unica. En determinadas realizaciones, la dosis unitaria puede incluir uno o mas vehiculos de modo que
cada uno de los vehiculos incluya una cantidad eficaz de al menos uno de los agentes (Compuesto 1 o un inhibidor
de CDK 4/6) junto con soportes y excipientes farmacéuticamente aceptables. Alternativamente, la dosis unitaria es
uno o mas comprimidos, capsulas, pildoras o parches administrados al paciente al mismo tiempo

La expresion "intervalo de dosis", tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a un limite superior e inferior de una
variacién aceptable de la cantidad de agente especificado. Tipicamente, se puede administrar una dosis de un agente
en cualquier cantidad dentro del intervalo especificado a pacientes que se someten a tratamiento.

El término "tratar" se utiliza en esta memoria con el significado de mitigar, reducir o aliviar al menos un sintoma de una
enfermedad en un sujeto. Por ejemplo, en relaciéon con el HCC, el término "tratar" puede significar detener, retrasar la
aparicion (es decir, el periodo previo a la manifestacién clinica de una enfermedad o sintoma de una enfermedad) y/o
reducir el riesgo de desarrollar o empeorar un sintoma de una enfermedad. El término "proteger" se utiliza en esta
memoria para dar a entender prevenir retrasar o tratar, o todo, segun corresponda, el desarrollo o la continuacién o el
agravamiento de los sintomas de la enfermedad en un sujeto.

El término "sujeto" o "paciente" pretende incluir animales que son capaces de sufrir o padecer HCC o IHCC. Ejemplos
de sujetos o pacientes incluyen mamiferos, p. ej., seres humanos, perros, vacas, caballos, cerdos, ovejas, cabras,
gatos, ratones, conejos, ratas y animales no humanos transgénicos. En determinadas realizaciones, el sujeto es un
ser humano, p. ej., un ser humano que padece, esta en riesgo de padecer o es potencialmente capaz de padecer HCC
o IHCC.

El término "aproximadamente" o la expresion "alrededor de" significa habitualmente dentro del 20 %, mas
preferiblemente dentro del 10 % y lo mas preferiblemente todavia dentro del 5 % de un valor o intervalo dado.
Alternativamente, especialmente en sistemas biolégicos, el término "aproximadamente" significa aproximadamente
dentro de un logaritmo (es decir, un orden de magnitud) preferiblemente dentro de un factor de dos de un valor dado.

El uso de los términos "un" y "una" y "el" y "la" y referencias similares en el contexto de describir la invencién
(especialmente en el contexto de las siguientes reivindicaciones) debe interpretarse para cubrir tanto el singular como
el plural, a menos que se indique de otro modo en esta memoria o se contradiga claramente por el contexto. Las
expresiones "que comprende”, "que tiene", "que incluye" y "que contiene" deben interpretarse como expresiones
abiertas (es decir, que significan "que incluye") a menos que se indique lo contrario. La mencién de intervalos de
valores en esta memoria esta destinada simplemente a servir como un método abreviado para hacer referencia
individualmente a cada uno de los valores separados que se encuentren dentro del intervalo, a menos que se indique
lo contrario en esta memoria, y cada uno de los valores separados se incorpora en la memoria descriptiva como si se
indicara individualmente en esta memoria.

La expresion "efecto potenciado", tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a la accion de dos agentes que
administrados juntos proporcionan un resultado mayor o mejorado que cuando los agentes individuales se administran
solos sin la co-administracion del otro agente. La administraciéon de los agentes juntos puede proporcionar un efecto
potenciado cuando se administran simultanea o secuencialmente. La administracion secuencial de los agentes incluye
administraciones separadas por varios segundos, minutos, horas o dias. La administracion de los agentes juntos
puede proporcionar un efecto potenciado cuando los agentes se administran como parte de una formulacion Unica o
cuando se administran en formulaciones separadas. Ejemplos de agentes que pueden administrarse juntos incluyen
Compuesto 1 e inhibidores de CDK4/6. Ejemplos adicionales de agentes que pueden administrarse juntos incluyen i)
Compuesto 1 y ribociclib; i) Compuesto 1 y palbociclib; y iii) Compuesto 1 y abemaciclib.

El resultado mayor o mejorado del efecto potenciado puede incluir, por ejemplo, uno o mas de los siguientes: i) calidad
mejorada de la respuesta tumoral, ii) velocidad mejorada de la respuesta tumoral y iii) una respuesta tumoral que es
mas que una suma de las respuestas que de otro modo podrian lograrse si los agentes individuales se hubieran
administrado solos. Ejemplos de calidad mejorada de la respuesta tumoral pueden incluir regresiéon completa (CR) en
lugar de regresion parcial (PR), enfermedad estable (SD) o enfermedad progresiva (PD). Ejemplos de calidad
mejorada de la respuesta tumoral pueden incluir regresion parcial (PR) en lugar de enfermedad estable (SD) o
enfermedad progresiva (PD). Otro ejemplo de calidad mejorada de la respuesta tumoral pueden incluir enfermedad
estable (SD) en lugar de enfermedad progresiva (PD). Se pueden realizar estudios controlados para determinar si la
administracion de los agentes juntos dio como resultado un efecto potenciado de una respuesta tumoral mas que la
suma de las respuestas correspondientes logradas cuando los agentes individuales se administran respectivamente
solos, por ejemplo, en ratones, ratas, perros, monos u otros animales. Estudios controlados de este tipo pueden
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evaluar, por ejemplo, el volumen del tumor resultante o el estado metastasico o de otro tipo. Asimismo, se pueden
utilizar estudios controlados para determinar un efecto potenciado que resulte en una respuesta tumoral mas rapida.

Ademas, el tratamiento se puede proporcionar a un sujeto que tiene carcinoma hepatocelular con estado alterado de
FGFR4 y/o FGF19 (factor de crecimiento de fibroblastos 19).

Alternativamente, el tratamiento puede incluir o realizarse junto con el analisis del estado de FGFR4 y/o FGF19 en
una muestra biolégica que contiene células de dicho carcinoma hepatocelular, y si dicho carcinoma hepatocelular
exhibe una alteracién de FGFR4 y/o FGF19, tratar a un sujeto con una cantidad eficaz para el tratamiento de una
combinacion terapéutica como se describe en esta memoria.

Combinaciones de uso

En esta memoria se proporciona una terapia combinada (til para el tratamiento de HCC o IHCC. Como se comenta a
continuacion, las combinaciones proporcionadas en esta memoria pueden tener un cierto nimero de ventajas.

Una ventaja de la combinacién descrita en esta memoria es el efecto potenciado inesperado de una combinacion de
Compuesto 1 y un inhibidor de CDK 4/6 en el tratamiento de la inhibicién del crecimiento del tumor y el tratamiento de
HCC o IHCC.

En algunas realizaciones, en esta memoria se proporciona una Unica formulacién farmacéutica que contiene una
combinacion de Compuesto 1 y un inhibidor de CDK 4/6. Una ventaja proporcionada en esta memoria es el efecto
potenciado que resulta en el tratamiento del HCC en comparacién con el tratamiento con una dosis Unica de cualquiera
de los farmacos. Cuando los farmacos se proporcionan en una dosis unitaria Unica o en una formulacién Unica, la
"carga de pildoras" en un paciente que padece HCC no aumenta.

Como se especificé arriba, en un aspecto, en esta memoria se proporciona una combinacion de farmacos para uso
en el tratamiento, la prevencion, la detencién, el retraso de la aparicion y/o la reduccion del riesgo de desarrollar o
revertir el HCC en un mamifero, que comprende administrar a dicho mamifero una terapia de combinacién, que
comprende una cantidad eficaz de Compuesto 1 y una cantidad eficaz de un inhibidor de CDK 4/6.

Se puede determinar que el sujeto a tratar (p. €j., paciente) no responde o es resistente a una o mas terapias de HCC,
p. gj., Compuesto 1, o que el individuo a tratar responde a la terapia con Compuesto 1, pero la terapia mejor6 con la
administracién de un inhibidor de CDK 4/6. Por ejemplo, al paciente se le administra Compuesto 1 (p. gj., de 50 mg a
600 mg por dia, de 200 mg a 400 mg por dia, 0 300 mg por dia durante algin periodo de tiempo, p. €j., mas de un dia,
mas de dos dias, mas de tres dias, mas de una semana, durante 21 dias, mas de un mes, etc. Después de ese tiempo,
se podria administrar a ese paciente un inhibidor de CDK 4/6 en combinacion con Compuesto 1.

Cantidades de inhibidor de CDK 4/6 pueden variar dependiendo del inhibidor de CDK 4/6 que se utilice. Por ejemplo,
se puede administrar palbociclib, por ejemplo en una dosis de 75, 100 o 125 mg/dia; ribociclib se puede administrar,
por ejemplo, en una dosis de 200, 400 o 600 mg/dia. Tipicamente, se administra una dosis por via oral en forma de
una sola capsula durante 21 dias consecutivos, seguido de un periodo sin tratamiento de 7 dias.

La dosis diaria puede ser parte de un régimen ciclico que dure de 14 a 21 dias o mas. La cantidad de dosificacion
diaria se puede administrar como una dosis Unica o como dosis multiples.

Un experto en la técnica apreciara que la dosis eficaz del farmaco activo puede ser menor que la cantidad real
administrada. Como tal, en esta memoria se proporcionan dosis necesarias para lograr una dosis terapéutica.

En diversas realizaciones, en esta memoria se proporcionan métodos para tratar el HCC mediante la administracion
de una cantidad eficaz de Compuesto 1 y un inhibidor de CDK 4/6 a un individuo que tiene HCC. La cantidad de la
combinacién de agentes es eficaz para tratar el HCC. En una realizacién, la combinacién de agentes tiene un efecto
potenciado. En una realizacion, aunque uno o mas de los agentes administrados solos en una dosis particular pueden
ser eficaces, cuando se administran en combinacién, a la misma dosis de cada agente, el tratamiento es mas eficaz.
Por ejemplo, en una realizacién una combinacién de Compuesto 1 y palbociclib es mas eficaz que la administracion
de cualquiera de los agentes solos. En otra realizacion, una combinacién de Compuesto 1 y ribociclib es mas eficaz
que la administracién de cualquiera de los agentes solos.

Dosificaciones

La dosis 6ptima de la combinacion de agentes para uso en el tratamiento del HCC se puede determinar empiricamente
para cada uno de los individuos utilizando métodos conocidos y dependera de una diversidad de factores, incluyendo
la actividad de los agentes; la edad, el peso corporal, la salud general, el sexo y la dieta del individuo; el momento y
la via de administracion; y otros medicamentos que el individuo esté tomando. Las dosis 6ptimas se pueden establecer
utilizando ensayos y procedimientos de rutina que son bien conocidos en la técnica.
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Para la terapia combinada de la presente invencion, la dosis diaria de Compuesto 1 esta en el intervalo de 50 mg a
600 mg. Por tanto, la dosis diaria de Compuesto 1 puede ser de hasta 600 mg, o la dosis diaria de Compuesto 1 puede
ser de hasta 400 mg, hasta 300 mg, 200 mg a 400 mg, o puede ser 300 mg.

El momento de la administracién se puede elegir de manera que ambos farmacos se administren simultaneamente,
por separado o secuencialmente, ya sea por la mafiana o por la noche. Alternativamente, un farmaco se puede
administrar por la mafana y el otro por la noche. Ambos farmacos se pueden administrar en forma de un solo
comprimido, capsula, pildora, parche o gelatina, una vez al dia, ya sea por la mafiana o por la noche.

La cantidad de combinacion de agentes que se puede combinar con los materiales de soporte para producir una forma
de dosificacién unica variara dependiendo del individuo tratado y del modo particular de administracion. Las formas
de dosificacién unitaria que contienen la combinacién de agentes como se describe en esta memoria contendran las
cantidades de cada uno de los agentes de la combinacion que tipicamente se administran cuando los agentes se
administran solos.

Formulaciones Farmacéuticas y Vias de Administracion

En esta memoria se proporcionan formulaciones farmacéuticas que comprenden una combinacién de agentes para el
tratamiento del HCC como se establece en el conjunto de reivindicaciones adjunto. Las formulaciones farmacéuticas
pueden comprender adicionalmente un soporte 0 excipiente, estabilizador, agente aromatizante y/o agente colorante.

Puede administrarse una combinacion de agentes utilizando una diversidad de vias de administracién conocidas por
los expertos en la técnica. Vias de administracion incluyen la administracion oral. Por ejemplo, una formulacién
farmacéutica que comprende una combinacién de agentes se puede tomar por via oral en forma de liquido, jarabe,
comprimido, capsula, polvo, espolvoreador, pastilla masticable o disco soluble. Alternativamente, las formulaciones
farmacéuticas de la presente invencion se pueden administrar por via intravenosa o transdérmica. Los expertos en la
técnica conocen vias de administracion adicionales (véase, p. ej., Remington's Pharmaceutical Sciences, Gennaro
A.R., Ed., 202 edicion, Mack Publishing Co., Easton, Pa).

El Compuesto 1 y el inhibidor de CDK 4/6 se pueden formular como una pasta, gelatina o suspension. Por ejemplo,
los farmacos se pueden disolver, atrapar o suspender en forma de particulas de farmaco, particulas
microencapsuladas o particulas de farmaco-polimero en una solucién gelatinosa o semisélida. Una ventaja de una
formulacién de jalea oral es que es mas facil administrar los farmacos a pacientes que tienen dificultad para tragar
comprimidos, capsulas o pildoras. Ambos agentes se pueden mezclar completamente y suspender en un medio
apropiado para formar una pasta o un gel. Opcionalmente, se pueden mezclar agentes adicionales para proporcionar
sabor durante la administracion oral. La mantequilla de cacahuete o el alginato, aromatizados con frambuesa y un
edulcorante son ejemplos de los muchos agentes enmascaradores del sabor adecuados. Alternativamente, la pasta o
jalea también se puede formular con aglutinantes o excipientes adecuados conocidos en la técnica para administracion
topica.

En la técnica se conocen métodos para preparar formulaciones de liberacion sostenida en forma de comprimidos,
capsulas o pildoras. Por ejemplo, la formulacion de liberaciéon sostenida se prepara recubriendo el ingrediente activo
del farmaco con un polimero, preferiblemente un polimero insoluble en agua. Por ejemplo, un polimero insoluble en
agua utilizado en el campo farmacéutico como un agente de revestimiento de liberacion sostenida, agente de
revestimiento entérico o agente de revestimiento gastrico. El polimero insoluble en agua puede incluir, por ejemplo,
etilcelulosa, goma laca purificada, goma laca blanca, copolimero de metacrilato de aminoalquilo RS, ftalato de
hidroxipropilmetilcelulosa, acetato-succinato de hidroxipropilmetilcelulosa, carboximetiletil-celulosa, acetato-ftalato de
celulosa, copolimero de acido metacrilico L, copolimero de acido metacrilico LD, copolimero de acido metacrilico S,
copolimero de metacrilato de aminoalquilo E o dietilaminoacetato de polivinil acetal.

El tipo, grado de sustituciéon y peso molecular de los polimeros insolubles en agua pueden depender de la solubilidad
del ingrediente activo en agua o un alcohol o del nivel de liberacién sostenida deseado. Los polimeros insolubles en
agua se pueden utilizar solos 0 en combinacién. Puede incorporarse, ademas, un aceite hidrogenado, acido estearico
o cetanol como agente auxiliar de revestimiento, y un triglicérido de cadena media, triacetina, citrato de trietilo o cetanol
como plastificante.

Ademas, la formulacién de liberacién sostenida puede ser un comprimido o un granulo de tipo matriz. El ingrediente
activo se puede recubrir con hasta 3 tipos diferentes de polimeros. Estos tres tipos diferentes de polimeros pueden
incluir: 1) un polimero insoluble en agua, tal como etilcelulosa; 2) un polimero gelificante independiente del pH, tal
como hidroxipropilmetilcelulosa; y 3) un polimero gelificante dependiente del pH, tal como alginato de sodio. Estos tres
tipos diferentes de polimeros se pueden utilizar juntos para atenuar la velocidad de liberacién de los farmacos.

Formas de Dosificacion: Propiedades de Liberacion

Las formulaciones de liberacion sostenida pueden lograr un cierto grado de efecto sostenido. Sin embargo, la
exposicion y/o la biodisponibilidad del ingrediente activo puede variar en base a una diversidad de factores, tales como,
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por ejemplo, la ventana de absorcién, los soportes o excipientes utilizados en la formulacién, el modo de suministro
de la formulacién y/o el tiempo de transito del ingrediente activo a través del tracto gastrointestinal del paciente.

Una terapia combinada puede contener al menos una porcién de liberacion sostenida para realizar una funcién de
liberacion sostenida y una porcion de liberacion inmediata para realizar una funcion de liberacién inmediata. Cuando
la terapia combinada es en una forma de dosificacion tnica, puede ser en forma de comprimidos formados a partir de
una mezcla de granulos de liberacién sostenida que constituyen una porcién de liberacion sostenida y granulos de
liberacion inmediata que constituyen una porcién de liberacion inmediata, obteniéndose una preparaciéon en capsula
llenando una céapsula con granulos de liberacién sostenida y granulos de liberaciéon inmediata, o comprimidos
recubiertos a presion en los que se forma una capa exterior que constituye una porcién de liberacion inmediata sobre
un nicleo interno que constituye una porcién de liberacién sostenida. Sin embargo, no hay limitacién para las
realizaciones anteriores.

Ademas, no existen limitaciones particulares sobre el estado de contencién de cada uno de los farmacos en la
composicion o en una porcién de liberacion inmediata o una porcién de liberacién sostenida; el Compuesto 1 puede
dispersarse uniformemente en la composicion, porcion de liberacion inmediata o porcién de liberacién sostenida, o
puede estar contenido en solo una parte de la composicion, porcion de liberacion inmediata o porcion de liberacion
sostenida, o puede estar contenido de manera que haya un gradiente de concentracion.

Una porcion de liberacion sostenida en la composicion de acuerdo con la presente invencién puede contener al menos
una sustancia polimérica no dependiente del pH o una sustancia polimérica dependiente del pH para controlar la
liberacion del farmaco.

Una sustancia polimérica no dependiente del pH utilizada en esta memoria puede comprender una sustancia
polimérica cuyo estado de carga apenas cambia bajo las condiciones de pH que se encuentran generalmente en el
tracto gastrointestinal, especificamente de pH 1 a pH 8. Esto significa, por ejemplo, una sustancia polimérica que no
tiene grupos funcionales cuyo estado de carga cambia en funcién del pH, tal como grupos funcionales de caracter
basico tales como grupos amino, o grupos funcionales de caracter acido, tales como grupos de acido carboxilico.
Obsérvese que la sustancia polimérica no dependiente del pH puede incluirse para dar a la composicion de acuerdo
con la presente invencion una funcién de liberacion sostenida, pero también puede incluirse para otro proposito.
Ademas, la sustancia polimérica no dependiente del pH utilizada en la presente invencion puede ser insoluble en agua,
o puede hincharse en agua o disolverse en agua para formar un gel.

Ejemplos de sustancias poliméricas no dependientes del pH insolubles en agua incluyen éteres de celulosa, ésteres
de celulosa y copolimeros de acido metacrilico-acido acrilico (nombre comercial Eudragit, fabricado por Rohm GmbH
& Co. KG, Darmstadt, Alemania). Ejemplos incluyen éteres alquilicos de celulosa tales como etilcelulosa (nombre
comercial Ethocel, fabricado por Dow Chemical Company, EE.UU.), etilmetilcelulosa, etilpropilcelulosa o
isopropilcelulosa y butilcelulosa, éteres aralquilicos de celulosa tales como bencilcelulosa, éteres cianoalquilicos de
celulosa tales como cianoetilcelulosa, ésteres de acido organico de celulosa, tales como acetato-butirato de celulosa,
acetato de celulosa, propionato de celulosa o butirato de celulosa y acetato-propionato de celulosa, copolimeros de
acrilato de etilo-metacrilato de metilo (nombre comercial Eudragit NE, fabricado por Rohm GmbH & Co. KG, Darmstadt,
Alemania) y copolimero de metacrilato de aminoalquilo RS (nombres comerciales Eudragit RL, Eudragit RS). No
existen limitaciones particulares sobre el diametro medio de particula de un polimero insoluble en agua utilizado en la
presente invencién, pero habitualmente cuanto menor es este diametro medio de particula mejor seré el rendimiento,
siendo el diametro medio de particula preferiblemente de 0,1 a 100 um, mas preferiblemente de 1 a 50 um, de manera
particularmente preferida de 3 a 15 um, lo mas preferiblemente de 5 a 15 um. Ademas, ejemplos de sustancias
poliméricas no dependientes del pH solubles o que se hinchan en agua incluyen poli(éxido de etileno) (nombre
comercial Polyox, fabricado por Dow Chemical Company, peso molecular de 100.000 a 7.000.000),
hidroxipropilcelulosa poco sustituida (nombre comercial L-HPC, fabricado por Shin-Etsu Chemical, Japén),
hidroxipropilcelulosa (nombre comercial HPC, fabricado por Nippon Soda, Co., Ltd, Japén), hidroxipropilmetilcelulosa
(nombres comerciales Metolose 60SH, 65SH, 90SH, fabricado por Shin-Etsu Chemical, Jap6n) y metilcelulosa
(nombre comercial Metolose SM, fabricado por Shin-Etsu Chemical, Jap6n).

La composicién puede contener una Unica sustancia polimérica no dependiente del pH, o puede contener una
pluralidad de sustancias poliméricas no dependientes del pH. La sustancia polimérica no dependiente del pH, si se
utiliza en las realizaciones descritas en esta memoria, puede ser una sustancia polimérica insoluble en agua, mas
preferiblemente etilcelulosa, un copolimero de acrilato de etilo-metacrilato de metilo (nombre comercial Eudragit NE),
o un copolimero de metacrilato de aminoalquilo RS (nombre comercial Eudragit RL, Eudragit RS). Es particularmente
preferible al menos uno de etilcelulosa y un copolimero de metacrilato de aminoalquilo RS. La mas preferible es
etilcelulosa. No existen limitaciones particulares sobre la cantidad de sustancia polimérica no dependiente del pH
contenida en la composicion; esta cantidad puede ajustarse segin sea apropiado de acuerdo con el propésito, tal
como controlar la liberacion sostenida del farmaco.

Una sustancia polimérica dependiente del pH que se puede utilizar en realizaciones resefiadas en esta memoria puede

comprender una sustancia polimérica cuyo estado de carga cambia bajo las condiciones de pH que se encuentran
generalmente en el tracto gastrointestinal, especificamente de pH 1 a pH 8. Esto significa, por ejemplo, una sustancia
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polimérica que tiene grupos funcionales cuyo estado de carga cambia en funcién del pH, tal como grupos funcionales
de caracter basico tales como grupos amino, o grupos funcionales de caracter acido, tales como grupos de acido
carboxilico. Los grupos funcionales dependientes del pH de la sustancia polimérica dependiente del pH son
preferiblemente grupos funcionales de caracter acido, teniendo la sustancia polimérica dependiente del pH lo mas
preferiblemente grupos acido carboxilico.

Una sustancia polimérica dependiente del pH utilizada en la presente invencién puede ser insoluble en agua, o puede
hincharse en agua o disolverse en agua para formar un gel. Ejemplos de sustancias poliméricas dependientes del pH
utilizadas en la presente invencién incluyen, pero no se limitan a sustancias poliméricas entéricas. Ejemplos de
sustancias poliméricas entéricas incluyen copolimeros de acido metacrilico-metacrilato de metilo (Eudragit L100,
Eudragit S 100, fabricados por Rohm GmbH & Co. KG, Darmstadt, Alemania), copolimeros de &cido metacrilico-
acrilato de etilo (Eudragit L100-55, Eudragit L30D-55, fabricados de Rohm GmbH & Co. KG, Darmstadt, Alemania),
ftalato de hidroxipropilmetilcelulosa (HP-55, HP-50, fabricado por Shin-Etsu Chemical, Jap6én), acetato-succinato de
hidroxipropilmetilcelulosa (AQOAT, fabricado por Shin-Etsu Chemical, Jap6n), carboximetiletilcelulosa (CMEC,
fabricada por Freund Corporation, Japén) y acetato-ftalato de celulosa.

Ejemplos de sustancias poliméricas dependientes del pH que se hinchan en agua o se disuelven en agua para formar
un gel incluyen acido alginico, pectina, polimero de carboxivinilo y carboximetilcelulosa. En la presente invencién, una
sola sustancia polimérica dependiente del pH puede estar contenida en la composicién, o puede estar contenida una
pluralidad de sustancias poliméricas dependientes del pH. La sustancia polimérica dependiente del pH utilizada en la
presente invencion es preferiblemente una sustancia polimérica entérica, mas preferiblemente un copolimero de acido
metacrilico-acrilato de etilo, un copolimero de acido metacrilico-metacrilato de metilo, ftalato de hidroxipropil
metilcelulosa o acetato-succinato de hidroxipropil metilcelulosa, de manera particularmente preferida un copolimero
de acido metacrilico-acrilato de etilo.

Cuando se utiliza una sustancia polimérica dependiente del pH en el procedimiento de fabricacion de una composicion
de acuerdo con la presente invencién, se puede utilizar un producto disponible comercialmente de tipo polvo o tipo
granular, o un tipo de suspensién en el que la sustancia polimérica dependiente del pH se ha dispersado en un
disolvente de antemano tal cual, o un producto disponible comercialmente de este tipo se puede utilizar dispersado en
agua o en un disolvente organico. Cuanto menor sea el diametro de particula de la sustancia polimérica dependiente
del pH, mejor sera el rendimiento, siendo la sustancia polimérica dependiente del pH preferiblemente del tipo de polvo.
En el caso de un copolimero de acido metacrilico-acrilato de etilo, un ejemplo es Eudragit L100-55. No existen
limitaciones particulares sobre el diametro medio de particula de una sustancia polimérica dependiente del pH utilizada
en la presente invencion, pero el diametro medio de particula es preferiblemente de 0,05 a 100 pum, mas
preferiblemente de 0,05 a 70 um, lo mas preferiblemente de 0,05 a 50 um. Ademas, no existen limitaciones particulares
sobre la cantidad de sustancia polimérica dependiente del pH, por ejemplo, en el caso de una sustancia polimérica
entérica, la cantidad es generalmente de 0,1 a 90 partes en peso, preferiblemente de 1 a 70 partes en peso, mas
preferiblemente de 5 a 60 partes en peso, de manera particularmente preferida de 10 a 50 partes en peso, basado en
100 partes en peso de la composicion.

Una terapia combinada de acuerdo con las realizaciones descritas en esta memoria puede contener, ademas,
cualquiera de diversos aditivos, tales como cualquiera de diversos soportes farmacolégicamente aceptables tales
como diluyentes, lubricantes, aglutinantes y desintegrantes, asi como conservantes, colorantes, edulcorantes,
plastificantes, agentes de recubrimiento de pelicula segin sea necesario. Ejemplos de diluyentes incluyen lactosa,
manitol, fosfato calcico dibasico, almidén, almidon pregelatinizado, celulosa cristalina, anhidrido silicico ligero, silicato
de aluminio sintético, metasilicato de aluminato de magnesio. Ejemplos de lubricantes incluyen estearato de
magnesio, estearato de calcio, talco y estearil fumarato de sodio. Ejemplos de aglutinantes incluyen
hidroxipropilcelulosa, metilcelulosa, carboximetilcelulosa sdédica, hidroxipropilmetilcelulosa y polivinilpirrolidona.
Ejemplos de desintegrantes incluyen carboximetilcelulosa, carboximetilcelulosa célcica, croscarmelosa sodica,
carboximetil almidén sodico e hidroxipropilcelulosa poco sustituida. Ejemplos de conservantes incluyen ésteres del
acido paraoxibenzoico, clorobutanol, alcohol bencilico, alcohol fenetilico, acido deshidroacético y acido soérbico.
Ejemplos preferibles de colorantes incluyen pigmentos lacas insolubles en agua, pigmentos naturales (p. ej., beta-
caroteno, clorofila, 6xido férrico rojo), 6xido férrico amarillo, 6xido férrico rojo, 6xido férrico negro. Ejemplos preferibles
de edulcorantes incluyen sacarina sodica, glicirrizato dipotasico, aspartamo y stevia. Ejemplos de plastificantes
incluyen ésteres de acidos grasos de glicerol, citrato de trietilo, propilenglicol y polietilenglicol. Ejemplos de agentes
de recubrimiento de pelicula incluyen hidroxipropilmetilcelulosa, hidroxipropilcelulosa.

Métodos de Fabricacion

Para fabricar realizaciones como se resefia en esta mmeoria se puede utilizar un solo método convencional, o una
combinacién de métodos convencionales. Por ejemplo, cuando se fabrican granulos que contienen farmaco como una
porcion de liberacion sostenida o una porcién de liberacion inmediata, la granulacién es la operacion principal, pero
esto puede combinarse con otras operaciones, tales como mezclar, secar, tamizar y clasificar. Como método de
granulacién se pueden utilizar, por ejemplo, un método de granulaciéon en himedo en el que se afiaden un aglutinante
y un disolvente al polvo y se lleva a cabo la granulacién, un método de granulacién en seco en el que se comprime el
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polvo y se lleva a cabo la granulacion, un método de granulacion fundida en el que se puede utilizar un aglutinante
que se funde al calentarse y se lleva a cabo calentamiento y granulacion.

Ademas, de acuerdo con el método de granulacion, se puede utilizar un método operativo tal como un método de
granulacién por mezcladura utilizando un mezclador planetario, un mezclador de tornillo, un método de granulacién
por mezcladura de alta velocidad utilizando un mezclador Henschel, un mezclador Super, un método de granulacién
por extrusion utilizando un granulador cilindrico, un granulador rotatorio, un granulador de extrusién de tornillo, un
granulador de tipo peletizadora, un método de granulaciéon en hiimedo de alto cizallamiento, un método de granulacién
en lecho fluidizado, un método de granulacién por compresion, un método de granulacion por trituracién o un método
de granulacién por pulverizacion. Después de la granulacién, se puede realizar el secado usando una secadora, un
lecho fluidizado, craqueo y tamizado para obtener los granulos o granulos finos para su uso. Ademas, se puede utilizar
un disolvente de granulacion cuando se prepara la composicién de acuerdo con la presente invencion. No existen
limitaciones particulares sobre un disolvente de granulacién de este tipo, el cual puede ser agua o cualquiera de
diversos disolventes organicos, por ejemplo, agua, un alcohol inferior, tal como metanol o etanol, una cetona, tal como
acetona o metil etil cetona, cloruro de metileno o una mezcla de los mismos.

Para los granulos de liberacién sostenida contenidos en realizaciones, se mezclan al menos un farmaco y al menos
uno seleccionado de sustancias poliméricas no dependientes del pH y sustancias poliméricas dependientes del pH,
se afiaden un diluyente y un aglutinante segln sea necesario, y se lleva a cabo la granulacién para obtener materia
granular. La materia granular obtenida se seca mediante un secador de bandejas, un secador de lecho fluidizado y se
realiza un tamizado mediante un molino o un oscilador, con lo que se pueden obtener los granulos de liberacién
sostenida.  Alternativamente, como método de fabricacién de granulos de liberacion sostenida en la presente
invencion, es posible afiadir al menos un farmaco, al menos uno seleccionado de sustancias poliméricas no
dependientes del pH y sustancias poliméricas dependientes del pH y, segin sea necesario, un diluyente y un
aglutinante utilizando un compactador en seco, tal como un compactador de rodillos 0 una maquina para hacer
tabletas, y llevar a cabo la granulacién mientras se mezcla, y luego llevar a cabo la granulacién rompiendo hasta un
tamafio adecuado. La materia granular preparada utilizando un granulador de este tipo puede usarse tal cual como
granulos o granulos finos de acuerdo con la presente invencién, o puede craquearse adicionalmente utilizando un
molino eléctrico, un granulador de rodillos, un molino de velocidad de rotor y tamizado para obtener granulos de
liberacion sostenida. Obsérvese que los granulos de liberacién inmediata también se pueden fabricar como los
granulos de liberacion sostenida.

Se puede fabricar un producto moldeado por compresion como una porcién de liberacién sostenida o una porcion de
liberacion inmediata que contiene farmaco, 0 como una composicion resefiada en esta memoria utilizando un Unico
método convencional, 0 una combinacién de métodos convencionales. Por ejemplo, al menos un farmaco, al menos
uno seleccionado de sustancias poliméricas no dependientes del pH y sustancias poliméricas dependientes del pH,
un diluyente tal como manitol o lactosa, un aglutinante tal como polivinilpirrolidona o celulosa cristalina, un
desintegrante tal como carmelosa sédica o crospovidona y un lubricante tal como estearato de magnesio o talco, y la
formacién de comprimidos se lleva a cabo utilizando un método ordinario, mediante el cual se puede obtener el
producto moldeado por compresién. En este caso, la formaciéon de comprimidos es la operacién principal en el método
de fabricacién del producto moldeado por compresion, pero esto puede combinarse con otras operaciones tales como
mezcladura, secado, formacién de recubrimiento de azicar y recubrimiento.

Ejemplos del método para la formacién de comprimidos incluyen moldeo por compresion directa, en el que al menos
un farmaco y aditivos farmacolégicamente aceptables se mezclan juntos y luego la mezcla se moldea por compresion
directamente en comprimidos utilizando una maquina de formacion de comprimidos, y compresion de granulos secos
o compresion de granulos humedos en los que los granulos de liberacion sostenida o granulos de liberacion inmediata
de acuerdo con la presente invencién se someten a moldeo por compresion después de afiadir un lubricante o un
desintegrante segun sea necesario. No existen limitaciones particulares en la maquina de fabricacion de comprimidos
utilizada en el moldeo por compresion; por ejemplo, se puede utilizar una maquina para hacer comprimidos de un solo
punzén, una maquina para hacer comprimidos rotativa o una maquina para hacer comprimidos recubiertos por
prensado.

Los granulos de liberacién sostenida o los granulos de liberacion inmediata que contienen farmaco, o el producto
moldeado por compresién de acuerdo con las realizaciones de esta memoria, se pueden utilizar tal cual en forma de
granulos o un comprimido como composicion, pero también se pueden someter a un procesamiento adicional para
fabricar la composicion. Por ejemplo, al producto o granulos moldeados por compresién se le puede dar un
recubrimiento de pelicula utilizando un material base de pelicula tal como etilcelulosa, caseina, metilcelulosa,
hidroxipropilmetilcelulosa, copolimero L de acido metacrilico, acetato-ftalato de celulosa, goma laca, o se le puede dar
un recubrimiento de azUcar utilizando un liquido de recubrimiento de azlcar que contiene sacarosa, alcohol de azlcar,
goma arabiga en polvo, talco, produciendo asi comprimidos recubiertos con pelicula o comprimidos recubiertos de
azucar. Un disolvente en esta técnica de revestimiento puede ser agua purificada, pero también se puede utilizar un
disolvente organico tal como un alcohol, una cetona, un éter o un hidrocarburo clorado, o una mezcla de los mismos.
Por ejemplo, se pueden utilizar etanol, acetona y cloruro de metileno como disolvente organico. Ademas, como
aparato de recubrimiento se puede utilizar un aparato normalmente utilizado en técnicas de recubrimiento para fabricar
medicamentos, incluyendo ejemplos un aparato de recubrimiento por pulverizacién en el que el recubrimiento se lleva
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a cabo pulverizando un liquido de recubrimiento, y un granulador de lecho fluidizado con rotor para la formacion de
capas.

En el caso de fabricar preparaciones en capsulas, las preparaciones en capsulas se pueden fabricar llenando granulos
de liberacion sostenida o granulos de liberacién inmediata como se indica arriba, o mini-comprimidos en capsulas de
gelatina dura o capsulas de HPMC utilizando una maquina automatica de llenado de capsulas. Alternativamente, en
el caso de las preparaciones para administracion por tubo o un jarabe seco que se utiliza mezclado con agua cuando
se toma, se pueden mezclar granulos de liberacién sostenida o granulos de liberacién inmediata como los anteriores
con un espesante o un dispersante para dispersar estos granulos, transformandose luego la mezcla en granulos o
comprimidos. Ademas, se puede preparar un liquido o gelatina utilizando agua y sustancias seleccionadas de
dispersantes, emulsionantes, espesantes, conservantes, ajustadores del pH, edulcorantes, saborizantes y fragancias.
Sin embargo, con respecto a otros métodos de fabricacién, no existen limitaciones a lo anterior.

Para que las realizaciones descritas en esta memoria puedan entenderse mas completamente, se recogen los
siguientes ejemplos.

EJEMPLOS

Materiales y métodos

Lineas Celulares Testadas

La linea celular utilizada, JHH7, se obtuvo de la Coleccién Japonesa de Bancos de Células de Biorecursos de
Investigacion (JCRB), se verificd que no contenia contaminacion por micobacterias y se verifico su identidad mediante

analisis cortos repetidos en tandem de 9 marcadores.

Condiciones de Estudio y Mantenimiento de la Linea Celular

Células JHH7 se mantuvieron en medio E de William (Thermo Fisher Scientific, 12551-032) con suero bovino fetal al
10 %. Las células se mantuvieron antes y durante los experimentos a 37 °C, 5% de COz y 95 % de humedad relativa.
El nimero de pases celulares se limitd a entre 12 y 20.

Generacion de Xenoinjertos, Dosificacion y Medicion de la Actividad Antitumoral

La linea celular de cancer hepatocelular humano JHH7 se cultivd en medio E de William (Thermo Fisher Scientific,
12551-032) que contenia suero bovino fetal al 10 % a 37 °C en una atmésfera de 5 % de CO2 y se mantuvo en fase
de crecimiento exponencial. Para la recoleccion, las células se lavaron con solucién salina tamponada con fosfato, se
incubaron con tripsina-EDTA al 0,25 % y se suspendieron en una mezcla 1:1 de medio E de William y Matrigel (Coming)
a una concentracion final de 5 x 107 células/mL. Para generar xenoinjertos, se inyectaron 0,1 mL del inbculo por via
subcutanea en la region del flanco derecho de ratones hembra inmunocomprometidos NU/NU de 6-8 semanas de
edad, dando una concentracion final de 5 x 10° células/ratén. Cuando el volumen medio del tumor (TV) alcanz6
aproximadamente 170 mm3 (10 dias después de la implantacion), se seleccionaron 144 ratones en funcion de sus TVs
y se clasificaron en 18 grupos de tratamiento con 8 animales por grupo. Eltratamiento por via oral (PO) con Compuesto
1 (300 y 500 mg/kg) solo 0 en combinacién con vehiculo (control) o palbociclib (50 y 100 mg/kg) o ribociclib (75 y 150
mg/kg) administrados una vez al dia (QD) continué durante 8 dias. El volumen de administracién (0,1 mL/10 g de
peso corporal) se calculé a partir del peso corporal (BW, por sus siglas en inglés) individual del ratén antes de la
administracion. Los pesos corporales se midieron diariamente y las mediciones de los tumores se realizaron dos
veces por semana.

El modelo de carcinoma hepatocelular primario humano LIX066 de ChemPartner (shangpharma.com) se implanté en
ratones hembra con inmunodeficiencia combinada grave (SCID, por sus siglas en inglés). Cuando los tumores se
desarrollaron en ratones, los ratones se sacrificaron y los tumores se reseccionaron e implantaron en ratones hembra
inmunolégicamente deficientes para la conservacion del tumor, el diagnoéstico histopatolégico y el estudio de eficacia
in vivo. Se eliminaron los componentes necroticos de los tejidos tumorales sélidos, se cortaron en trozos de 10-15 mg
y se mezclaron. Se mezclaron de tres a cinco trozos con 15-30 mL de Matrigel y se implantaron en un flanco de
ratones hembra inmunocomprometidos NU/NU de 6-8 semanas de edad que pesaban 18-20 g de ratones
inmunolégicamente deficientes. Se seleccionaron 30 ratones con un volumen tumoral promedio de 160 mm?® y se
aleatorizaron en 6 grupos de 5 ratones cada uno. Todos los tumores humanos primarios utilizados en este estudio se
habian sometido a 3-5 pases in vivo y la histologia del tumor de cada uno se mantuvo durante el proceso de trasplante
en serie. El tratamiento por via oral (PO) con Compuesto 1 (300 y 500 mg/kg) solo o en combinacién con vehiculo
(control) o palbociclib (50 y 100 mg/kg) o ribociclib (150 mg/kg) administrados una vez al dia (QD) continué durante 17
dias. El volumen de administracion (0,1 mL/10 g de peso corporal) se calcul6 a partir del peso corporal (BW, por sus
siglas en inglés) individual del ratén antes de la administracion. Los pesos corporales se midieron diariamente y las
mediciones de los tumores se realizaron dos veces por semana.
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El TV en mm? se calculd de acuerdo con la siguiente formula: TV = largo x ancho 2 x 0,5 largo: diametro mayor del
tumor (mm) ancho: diametro perpendicular al largo (mm) El % de inhibicién del crecimiento tumoral (TGl) se calculd
segun a la siguiente férmula: TV = longitud x anchura? x 0,5 longitud: diametro mayor del tumor (mm) anchura: diametro
perpendicular a la longitud (mm) El % de inhibicién del crecimiento del tumor (TGI) se calculé de acuerdo con la
siguiente formula:

Zontrol Propedio TV Bia X - Tretamiento TV Dia X AL

Coantrol Promedio TW Gig &

en gque el dia X es cualquier dia de medicién

Los efectos antitumorales del tratamiento, la regresion parcial (PR) y completa (CR), la enfermedad estable (SD) y
progresiva (PD) se definieron mediante los criterios de respuesta del modelo de xenoinjerto (véase mas abajo). Los
ratones con una pérdida de peso corporal > 20 % en comparacion con su peso corporal del Dia 1 o que tenian tumores
con el diametro mas largo > 2000 mm fueron sacrificados inmediatamente para evitar cualquier dolor o sufrimiento en
el animal segun las directrices de la IACUC.

Andlisis Estadistico

Los datos se expresan como la media + EMT para el Volumen del Tumor (TV). Las diferencias en el TV entre grupos
se analizaron mediante ANOVA de dos vias seguido de la prueba post hoc de Sidak. Los analisis estadisticos se
realizaron utilizando GraphPad Prism version 6 (GraphPad Software, La Jolla, CA).

Criterios de Respuesta del Modelo de Xenoinjerto

Enfermedad progresiva (PD): 3 mediciones consecutivas > 120 % del volumen inicial 0 3 mediciones consecutivas
crecientes desde la mejor respuesta, Enfermedad estable (SD): 3 mediciones consecutivas > 50 % y < 120 % del
volumen inicial, Regresion parcial (PR): 3 mediciones consecutivas y < 50 % del volumen inicial, Regresion completa
(CR): 3 mediciones consecutivas < 30 mm?.

Formulacion de inhibidores de CDK 4/6

En los ejemplos que se presentan a continuacion, ribociclib y palbociclib se formularon de la siguiente manera. Este
tipo de formulacion es ejemplar y no se requiere en realizaciones particulares de la invencion. En estos ejemplos,
tanto ribociclib como palbociclib se presentaron como bases libres.

Palbociclib se formuldé en una solucion de bicarbonato de sodio 25 mM, acido lactico 15 mM con cremafor al 2 %.
Afadir primero cremaphor y someter a ultrasonidos hasta que se forme una suspension fina y uniforme. Esta receta
debe prepararse nueva cada vez.

Ribociclib se formuld en metilcelulosa al 0,5 % en agua destilada con cremaphor al 1 %. Afadir primero Cremaphor y
someter a ultrasonidos hasta que se forme una suspension fina y uniforme. Este compuesto debe prepararse nueva
cada vez.

Ejemplo 1: Compuesto 1 y Ribociclib

La linea celular JHH7 se cultivd como un xenoinjerto en ratones inmunocomprometidos e inmunodeficientes hembra
y los ratones portadores de tumores se trataron por via oral diariamente durante 8 dias con 300 o 500 mg/kg de
Compuesto 1 como agente Unico o en combinacién con 75 y 150 mg/kg de ribociclib. Ribociclib, como agente Unico
a 75 mg/kg, no inhibio significativamente el crecimiento del tumor con 13 % de TGI, mientras que 150 mg/kg inhibieron
significativamente el crecimiento del tumor (P < 0,0001) con 23 % de TGl en comparacion con los controles del
vehiculo. Compuesto 1 como agente Unico a 300 y 500 mg/kg dio como resultado una inhibicion significativa del
crecimiento del tumor (P < 0,0001) con una TGl del 14 % y 35 %, respectivamente, en comparacién con los controles
del vehiculo. La combinacién de 300 mg/kg de Compuesto 1y 75 mg/kg de ribociclib dio como resultado una mejora
significativa de la inhibicién del crecimiento del tumor (P < 0,0001) en comparacion con 300 mg/kg de Compuesto 1
como agente Unico con una TGl del 44 %. La combinacién de 300 mg/kg de Compuesto 1 y 150 mg/kg de ribociclib
dio como resultado una mejora significativa de la inhibicion del crecimiento del tumor (P < 0,0001) en comparacion con
300 mg/kg de Compuesto 1 solo con una TGl del 64 %. La combinacién de 500 mg/kg de Compuesto 1y 75 mg/kg de
ribociclib dio como resultado una mejora significativa de la inhibicién del crecimiento del tumor (P < 0,0001 en
comparaciéon con 500 mg/kg de Compuesto 1 solo con una TGl del 61 %. La combinacién de 500 mg/kg de Compuesto
1 y 150 mg/kg de ribociclib dio como resultado una mejora significativa de |a inhibicion del crecimiento del tumor (P <
0,0001) en comparacién con los 500 mg/kg de Compuesto 1 solo con una TGl del 73 %.

Estos datos demuestran que ribociclib puede potenciar significativamente los efectos antitumorales de Compuesto 1.
El tratamiento con Compuesto 1 como agente Gnico o en combinacién con Ribociclib no provocé CR, PR o SD alguna

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 966 469 T3

y todos los grupos tuvieron PD. Todos los grupos de dosificacion combinada fueron bien tolerados segun las
mediciones del peso corporal y la observacion clinica de rutina.

Los resultados se muestran en la FIG. 1A ala FIG. 1C.
Ejemplo 2 - Compuesto 1 y Palbociclib

La linea celular JHH7 se cultivd como un xenoinjerto en ratones inmunocomprometidos e inmunodeficientes hembra
y los ratones portadores de tumores se trataron por via oral diariamente durante 8 dias con 300 o 500 mg/kg de
Compuesto 1 como agente Unico o en combinacién con 50 y 100 mg/kg de palbociclib. Palbociclib, como agente tnico
a 50 mg/kg, no inhibi6 significativamente el crecimiento del tumor con 11 % de TGI, mientras que 100 mg/kg inhibieron
significativamente el crecimiento del tumor (P < 0,05) con 26 % de TGl en comparacién con los controles del vehiculo.
Compuesto 1 como agente unico a 300 mg/kg dio como resultado una inhibicion significativa del crecimiento del tumor
(P =0,01) con una TGl del 12 % y 500 mg/kg dio como resultado una inhibicién significativa del crecimiento del tumor
(P < 0,0001) con 32 % en comparacién con los controles del vehiculo. La combinacién de 300 mg/kg de Compuesto 1
y 50 mg/kg de palbociclib dio como resultado una mejora significativa de la inhibicion del crecimiento del tumor (P <
0,0001) en comparacién con 300 mg/kg de Compuesto 1 como agente Unico con una TGl del 59 %.

La combinacién de 300 mg/kg de Compuesto 1 y 100 mg/kg de palbociclib dio como resultado una mejora significativa
de la inhibicién del crecimiento del tumor (P < 0,0001) en comparacion con 300 mg/kg de Compuesto 1 solo con una
TGl del 77 %. La combinacién de 500 mg/kg de Compuesto 1 y 50 mg/kg de palbociclib dio como resultado una mejora
significativa de la inhibicién del crecimiento del tumor (P < 0,0001) en comparacion con 500 mg/kg de Compuesto 1
solo con una TGl del 62 %. La combinacién de 500 mg/kg de Compuesto 1 y 100 mg/kg de palbociclib dio como
resultado una mejora significativa de la inhibicién del crecimiento del tumor (P < 0,0001) en comparacién con 500
mg/kg de Compuesto 1 solo con una TGl del 77 %.

Estos datos demuestran que palbociclib puede potenciar significativamente los efectos antitumorales de Compuesto
1. El tratamiento con Compuesto 1 como agente Unico o en combinacién con palbociclib no provocé CR, PR o SD
alguna y todos los grupos tuvieron PD. Todos los grupos de dosificacién combinada fueron bien tolerados segun las
mediciones del peso corporal y la observacion clinica de rutina.

Los resultados se muestran en la FIG. 2A a la FIG. 2C.
Ejemplo 3 - Compuesto 1 y Palbociclib

En un modelo de xenoinjerto derivado de paciente (PDX, por sus siglas en inglés), se inocularon fragmentos de LIX066
PDX en ratones inmunocomprometidos e inmunodeficientes hembra y los ratones portadores de tumores se trataron
por via oral diariamente durante 17 dias con 300 o 500 mg/kg de Compuesto 1 como agente Gnico o en combinacion
con 100 mg/kg de palbociclib. Palbociclib, como agente Gnico a 100 mg/kg, inhibi6 significativamente el crecimiento
del tumor (P 0,001}, en comparacion con los controles del vehiculo, con un 62 % de TGI. Todos los animales inscritos
en este grupo mostraron PD. El Compuesto 1 como agente Unico a 300 mg/kg y 500 mg/kg inhibié significativamente
el crecimiento del tumor (P < 0,0001) en comparacion con los controles del vehiculo, con 59 % de TGl y 70 % de TG,
respectivamente. Todos los animales en los grupos de 300 mg/kg y 500 mg/kg de Compuesto 1 mostraron PD.

La combinacién de 300 mg/kg de Compuesto 1 y 100 mg/kg de palbociclib dio como resultado una mejora significativa
de la inhibicién del crecimiento del tumor (P < 0,0001) en comparacion con 300 mg/kg de Compuesto 1 solo con una
TGl del 96 %. Esta combinacién provoc6 SD en 3/5 animales y PR en 2/5 animales. La combinacion de 500 mg/kg
de Compuesto 1y 100 mg/kg de palbociclib dio como resultado una mejora significativa de la inhibicién del crecimiento
del tumor (P < 0,0001) en comparacion con los 300 mg/kg de Compuesto 1 solo con una TGl del 97 %. Esta
combinacién provocé SD en 1/5 animales y PR en 4/5 animales. Todos los grupos de dosificacion combinada fueron
bien tolerados segun las mediciones del peso corporal y la observacion clinica de rutina.

Los resultados se muestran en la FIG. 3A y la FIG. 3B. De acuerdo con el descubrimiento de que Palbociclib puede

potenciar los efectos antitumorales de Compuesto 1 en modelos de HCC, pruebas adicionales en 7 modelos PDX mas
mostraron un potenciamiento similar en 3 de 7 modelos.
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REIVINDICACIONES

1. Una combinacion de N-(2-((6-(3-(2,6-dicloro-3,5-dimetoxifenil)-1-metilureido)pirimidin-4-ilyamino)-5-(4-etilpiperazin-
1-ilifenil)acrilamida o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma y un inhibidor de CDK 4/6 o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo para uso en el tratamiento del carcinoma hepatocelular en un paciente que
lo necesita.

2. La combinacion para uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde la N-(2-((6-(3-(2,6-dicloro-3,5-dimetoxifenil)-
1-metilureido)pirimidin-4-ilyamino )-5-(4-etilpiperazin-1-il)feniljacrilamida o una sal farmacéuticamente aceptable de la
misma se administra en una dosis diaria seleccionada del grupo que consiste en entre 50 mg y 600 mg/dia, entre 200
mg y 400 mg/dia, entre 50 mg/dia y 3000 mg/dia, 150 mg/dia, 300 mg/dia, 600 mg/dia, 1000 mg/dia, 1500 mg/dia y
2000 mg/dia.

3. La combinacion para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el inhibidor de CDK 4/6 se selecciona del
grupo que consiste en 6-acetil-8-ciclopentil-5-metil-2-{[5-(piperazin-1-il} piridin-2illamino}pirido[2,3-d]pirimidin-7(8 H)-
ona (palbociclib) y sales farmacéuticamente aceptables de la misma; N-(5-((4-etilpiperazin-1-ilymetil)piridin-2-il)-5-
fluoro-4-(4-fluoro-1-isopropil-2-metil- 1H- benzo[d]imidazol-6-il)pirimidin-2-amina (abemaciclib) y sales
farmacéuticamente aceptables de la misma; y dimetilamida del acido 7-ciclopentil-2-(5-piperazin-1-il-piridin-2-ilamino)-
7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-6-carboxilico (ribociclib); 2'-((5-(4-isopropilpiperazin-1-ilypiridin-2-iljamino)-7', 8'dihidro-6'H-
espiro[ciclohexano1,9' pirazino[1',2":1,5]pirrolo[2,3-d]pirimidin]-6'-ona (G1T-38); 2'-((5-(4-metilpiperazin-1-ilpiridin-2-
iljamino)-7',8'-dihidro-6'H-espiro[ciclohexano-1,9'-pirazino[1',2":1,5]pirrolo[2,3-d]pirimidin]-6-ona  (G1T-28);  N-(4-
piperidinil)-4-(2,6-diclorobenzoilamino)-1 H-pirazol-3 carboxamida (AT-7519); 2-hidroxi-1-[2-[[9-(trans-4-
metilciclohexil)-9H -pirido[4',3":4,5]pirrolo[2,3-d]pirimidin-2-il] amino]-7,8-dihidro-1,6-naftiridin-6(5 H)-illetanona (FLX-
925); 2-(2-clorofenil)-5,7-dihidroxi-8-((3S,4 R)-3-hidroxi-1-metilpiperidin-4-il)-4 H-cromen-4-ona (alvocidib) y sales
farmacéuticamente aceptables de las mismas.

4. La combinacion para uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el inhibidor de CDK 4/6 es palbociclib.

5. La combinacién para uso de acuerdo con la reivindicacion 4, en donde palbociclib se administra en una dosis diaria
seleccionada del grupo que consiste en 75 mg/dia, 100 mg/dia y 125 mg/dia.

6. La combinacién para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el inhibidor de CDK 4/6 es ribociclib.

7. La combinacioén para uso de acuerdo con la reivindicacién 6, en donde ribociclib se administra en una dosis diaria
seleccionada del grupo que consiste en 200 mg/dia, 400 mg/dia y 600 mg/dia.

8. La combinacién para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el inhibidor de CDK 4/6 es abemaciclib.

9. La combinacion para uso de acuerdo con la reivindicacion 8, en donde abemaciclib se administra en una dosis diaria
seleccionada del grupo que consiste en 200 mg/dia, 300 mg/dia y 400 mg/dia.

10. La combinacién para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la N-(2-((6-(3-(2,6-dicloro-3,5-dimetoxifenil)-
1-metilureido)pirimidin-4-ilyamino)-5-(4-etilpiperazin-1-il)fenil)acrilamida o una sal farmacéuticamente aceptable de la
misma y el inhibidor de CDK 4/6 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo se administran opcionalmente
como formulaciones separadas, 0 como una formulacién Unica, o se administran secuencialmente, o se administran
simultaneamente.

11. La combinacion para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la N-(2-((6-(3-(2,6-dicloro-3,5-dimetoxifenil)-
1-metilureido)pirimidin-4-iljamino)-5-(4-etilpiperazin-1-il)feniljacrilamida es la for,a de base libre de N-(2-((6-(3-(2.6-
dicloro-3,5-dimetoxifenil)-1-metilureido)pirimidin-4-il)amino)-5-(4-etilpiperazin-1-il)fenil)acrilamida.

12. La combinacién para uso de acuerdo con la reivindicacion 11, en donde la N-(2-((6-(3-(2,6-dicloro-3,5-
dimetoxifenil)-1-metilureido)pirimidin-4-il)amino)-5-(4-etilpiperazin-1-il)feniljacrilamida o una sal farmacéuticamente
aceptable de la misma se administra como una dosis Unica o en dosis multiples.

13. La combinacion para uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde la sal farmacéuticamente aceptable de N-
(2-((6-(3-(2,6-dicloro-3,5-dimetoxifenil)-1-metilureido)pirimidin-4-ilyamino)-5-(4-etilpiperazin-1-il)fenil)acrilamida es una
forma de sal hidrocloruro de N-(2-((6-(3-(2,6-dicloro-3,5-dimetoxifenil}-1-metilureido)pirimidin-4-il}amino)-5-(4-
etilpiperazin-1-il)fenil)acrilamida.

14. Una formulacion farmacéutica que comprende N-(2-((6-(3-(2,6-dicloro-3,5-dimetoxifenil)-1-metilureido)pirimidin-4-
illamino)-5-(4-etilpiperazin-1-il)fenil)acrilamida o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma y un inhibidor de
CDK 4/6 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

15. La formulacion farmacéutica de la reivindicacion 14, que comprende una forma de base libre de N-(2-((6-(3-(2,6-
dicloro-3,5-dimetoxifenil)-1-metilureido)pirimidin-4-il)amino)-5-(4-etilpiperazin-1-il)fenil)acrilamida.
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16. La formulacion farmacéutica de la reivindicacion 14, en donde la sal farmacéuticamente aceptable de N-(2-((6-(3-
(2,6-dicloro-3,5-dimetoxifenil)-1-metilureido)pirimidin-4-iljamino)-5-(4-etilpiperazin-1-il)fenil)acrilamida es una forma de
sal hidrocloruro de N-(2-((6-(3-(2,6-dicloro-3,5-dimetoxifenil)-1-metilureido)pirimidin-4-ilyamino)-5-(4-etilpiperazin-1-
ilfenil)acrilamida.
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