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DESCRIPCION
Agente antitumoral que emplea compuestos con efecto inhibitorio de cinasas combinados

Campo técnico

La presente invencion se refiere a un agente antitumoral para el uso combinado de compuestos con un efecto
inhibitorio de cinasas. En particular, la presente invencion se refiere a un agente antitumoral para el uso combinado
de un compuesto con un efecto inhibitorio de HGFR y un compuesto con un efecto inhibitorio de multiples tirosina-
cinasas.

Antecedentes de la técnica
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donde R es azetidinilo, R2-R® son un atomo de hidrégeno o un atomo halégeno, R® es cicloalquilo Cs.s, R’ es un
atomo de hidrégeno, y R® es un atomo halégeno.

El compuesto representado por la Formula (1) presenta efectos inhibitorios potentes contra el receptor del factor de
crecimiento hepatocitario (HGFR) y, por lo tanto, es util como agente antitumoral, inhibidor de la angiogénesis e
inhibidor de la metastasis tumoral (referencia 1 de la bibliografia de patentes). Se sabe que HGFR se sobreexpresa
en un gran numero de células tumorales (referencia 1 de la bibliografia no relacionada con patentes) y participa en la
alteracion maligna de tumores. Ademas, HGFR también se expresa en células endoteliales vasculares y se
considera que provoca la proliferacion de tumores al fomentar la angiogénesis (referencia 2 de la bibliografia no
relacionada con patentes).

Por otra parte, el compuesto representado por la Férmula (ll) presenta acciones antiangiogénicas (referencia 2 de la
bibliografia de patentes), efectos inhibitorios (referencias 3-6 de la bibliografia de patentes) contra tirosina-cinasas
que se sabe que participan en la alteracion maligna de tumores (referencias 3-5 de la bibliografia no relacionada con
patentes); y se sabe que es un agente terapéutico para varios tumores tales como el cancer de la tiroides, cancer de
pulmén, melanoma, cancer de endometrio, cancer gastrico y cancer de vejiga.

En general, los agentes antitumorales no suelen ser eficaces para todos los pacientes cuando se utilizan de forma
individual. Por ello, hasta la fecha se ha tratado de incrementar la tasa de curacion en varias ocasiones combinando
una pluralidad de agentes antitumorales (referencias 7-9 de la bibliografia de patentes).
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Bibliografia no relacionada con patentes
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Referencia 2 de la bibliografia no relacionada con patentes: Advances in Cancer Research, 67, 257-279, 1995.
Referencia 3 de la bibliografia no relacionada con patentes: Current Cancer Drug Targets, 6, 65-75, 2006.
Referencia 4 de la bibliografia no relacionada con patentes: Nature Reviews, Cancer, 10, 116-129, 2010.
Referencia 5 de la bibliografia no relacionada con patentes: Clinical Cancer Research, 15, 7119-7123, 2009.
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Resumen de la invencion

Problema técnico

Sin embargo, los efectos terapéuticos, de los que se tiene constancia hasta la fecha, obtenidos por combinacion de
una pluralidad de agentes antitumorales fueron insuficientes vy, por lo tanto, se espera que se desarrolle una nueva
terapia combinada utilizando agentes antitumorales.

Solucién al problema
En vista de tales circunstancias, los presentes inventores han realizado estudios intensivos para descubrir que la
administracion de una combinacion de los compuestos

N-(2-fluoro-4-{[2-({[4-(4-metilpiperazin-1-il)piperidin-1-ilJcarbonil}amino)piridin-4-ilJoxi}fenil)-N"-(4-
fluorofenil)ciclopropan-1,1-dicarboxamida o una sal farmacéuticamente aceptable de esta
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a un paciente que padece un tumor logra un efecto antitumoral inesperado excelente, y de esta manera completa la
presente invencion.

Es decir, la presente invencion proporciona los siguientes compuestos [1] a [8].

[1] Un agente tumoral para el uso combinado de:

N-(2-fluoro-4- {[2-({[4-(4-metilpiperazin-1-il)piperidin-1-ilcarbonil}amino)piridin-4-ilJoxi}fenil )-N'-(4-
fluorofenil)ciclopropano-1,1-dicarboxamida o una sal farmacéuticamente aceptable de esta
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y 4-[3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi]-7-metoxi-6-quinolinocarboxamida o una sal farmacéuticamente
aceptable de esta
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[2] Un agente antitumoral para la administracion simultanea o por separado de N-(2-fluoro-4-{[2-({[4-(4-
metilpiperazin-1-il)piperidin-1-iljcarbonil}amino)piridin-4-ilJoxi}fenil)-N'-(4-fluorofenil)ciclopropano-1,1-dicarboxamida o
una sal farmacéuticamente aceptable de esta y 4-[3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi]-7-metoxi-6-
quinolinocarboxamida o una sal farmacéuticamente aceptable de esta.

[3] Una composicion farmacéutica que comprende un compuesto o una sal farmacéuticamente aceptable de N-(2-
fluoro-4-{[2-({[4-(4-metilpiperazin-1-il)piperidin-1-iljcarbonil}amino)piridin-4-ilJoxi}fenil)-N'-(4-fluorofenil )ciclopropano-
1,1-dicarboxamida o una sal farmacéuticamente aceptable de esta y un compuesto o una sal farmacéuticamente
aceptable de 4-[3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi]-7-metoxi-6-quinolinocarboxamida.

[4] Una composicion farmacéutica que comprende N-(2-fluoro-4-{[2-({[4-(4-metilpiperazin-1-il)piperidin-1-
illcarbonil}amino)piridin-4-ilJoxi}fenil)-N'-(4-fluorofenil)ciclopropano-1,1-dicarboxamida o una sal farmacéuticamente
aceptable de esta y 4-[3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi]-7-metoxi-6-quinolinocarboxamida o una sal
farmacéuticamente aceptable de esta y un vehiculo.

[5] Un kit que comprende:

una composicion  farmacéutica que  comprende  N-(2-fluoro-4-{[2-({[4-(4-metilpiperazin-1-il)piperidin-1-
illcarbonil}amino)piridin-4-ilJoxi}fenil)-N'-(4-fluorofenil)ciclopropano-1,1-dicarboxamida o una sal farmacéuticamente
aceptable de esta y un vehiculo; y

una composicion farmacéutica que comprende 4-[3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi]-7-metoxi-6-
quinolinocarboxamida o una sal farmacéuticamente aceptable de esta y un vehiculo.

Efectos beneficiosos de la invencion

La presente invencién proporciona un agente antitumoral para el uso combinado de un compuesto con un efecto
inhibitorio de HGFR y un compuesto con un efecto inhibitorio de multiples tirosina-cinasas. Este tipo de agente
antitumoral exhibe un efecto antitumoral excelente en comparacién con los casos en los que estos se utilizan de
forma individual y exhibe efectos antitumorales contra varios tipos de canceres.

Breve descripcion de los dibujos
La Figura 1 es una grafica que muestra el efecto combinado del Compuesto A y el Compuesto B en un modelo
animal en el que se trasplant6 una linea celular de melanoma maligno humano (SEKI).

La Figura 2 es una grafica que muestra el efecto combinado del Compuesto A y el Compuesto B en un modelo
animal en el que se trasplanté una linea celular de cancer pancreatico humano (KP-4).

La Figura 3 es una grafica que muestra el efecto combinado del Compuesto A y el Compuesto B en un modelo
animal en el que se trasplanté una linea celular de cancer gastrico humano (IM95m).

La Figura 4 es una grafica que muestra el efecto combinado del Compuesto A y el Compuesto B en un modelo
animal en el que se trasplanté una linea celular de cancer de ovario humano (A2780).

La Figura 5 es una grafica que muestra el efecto combinado del Compuesto A y el Compuesto B en un modelo
animal en el que se trasplant6 una linea celular de glioblastoma humano (U87MG).
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Descripcion de realizaciones

El compuesto o una sal farmacéuticamente aceptable de este de acuerdo con la presente invencién se pueden
producir mediante el método que se describe en la referencia 1 de la bibliografia de patentes. Ademas, el compuesto
o una sal farmacéuticamente aceptable de este de acuerdo con la presente invencién se pueden producir mediante
el método que se describe en la referencia 2 de la bibliografia de patentes.

Los ejemplos de sal farmacéuticamente aceptable incluyen sales con acidos inorganicos, sales con acidos
organicos, sales con bases inorganicas, sales con bases organicas y sales con aminoacidos acidos o basicos.

Los ejemplos preferidos de las sales con acidos inorganicos incluyen sales con acido clorhidrico, acido bromhidrico,
acido sulfurico, acido nitrico, acido fosfoérico. Los ejemplos preferidos de las sales con acidos organicos incluyen
sales con acido acético, acido succinico, acido fumarico, acido maleico, acido tartarico, acido citrico, acido lactico,
acido estearico, acido benzoico, acido metanosulfénico, acido etanosulfénico, acido p-toluenosulfénico.

Los ejemplos preferidos de las sales con bases inorganicas incluyen sales de metales alcalinos tales como una sal
de sodio y una sal de potasio; sales de metales alcalinotérreos tales como una sal de calcio y una sal de magnesio;
una sal de aluminio; y una sal de amonio. Los ejemplos preferidos de las sales con bases organicas incluyen sales
con dietilamina, dietanolamina, meglumina, N,N-dibenciletilenodiamina.

Los ejemplos preferidos de las sales con aminoacidos acidos incluyen sales con acido aspartico, acido glutamico.
Los ejemplos preferidos de las sales con aminoacidos basicos incluyen sales con arginina, lisina, ornitina.

Las sales farmacéuticamente aceptables especialmente preferidas son sales con acidos organicos.

El agente antitumoral de la presente invencién se puede administrar por via oral en forma de una formulacion sélida
tal como un comprimido, granulo, granulo fino, polvo o capsula, o en forma de un liquido, jalea, jarabe.

Ademas, el agente antitumoral de la presente invencidon se puede administrar por via parenteral en forma de una
inyeccion, supositorio, pomada, cataplasma.

La dosis del compuesto o la sal farmacéuticamente aceptable de este representados por la Férmula (1) se puede
seleccionar de forma adecuada dependiendo del grado de los sintomas, la edad, el sexo y el peso corporal del
paciente, la diferencia en la sensibilidad, la via, el tiempo y el intervalo de administracion, el tipo de formulacion
farmacéutica. Normalmente, en los casos en los que se lleva a cabo una administracion oral para un adulto (60 kg
de peso corporal), la dosis esta comprendida entre 10 y 6000 mg, preferentemente entre 50 y 4000 mg al dia. Esta
dosis se puede administrar en una Unica toma o se puede dividir en 2 o 3 tomas al dia.

La dosis del compuesto o la sal farmacéuticamente aceptable de este representados por la Férmula (ll) se puede
seleccionar de forma adecuada como en el caso que se describié anteriormente. Normalmente, en los casos en los
que se lleva a cabo una administracion oral para un adulto (60 kg de peso corporal), la dosis esta comprendida entre
1 y 600 mg, preferentemente entre 4 y 400 mg, mas preferentemente entre 4 y 200 mg al dia. Esta dosis se puede
administrar en una Unica toma o se puede dividir en 2 o 3 tomas al dia.

En los casos en los que se prepare una formulacion oral sdlida, se puede afadir un vehiculo y, si procede, un
aglutinante, desintegrante, lubricante, agente colorante, agente saborizante al componente principal, es decir, un
compuesto o una sal farmacéuticamente aceptable de este representados por la Formula (1) y un compuesto o una
sal farmacéuticamente aceptable de este representados por la Férmula (Il), para preparar posteriormente un
comprimido, granulo, granulo fino, polvo, capsula de acuerdo con un método convencional.

Los ejemplos de vehiculo incluyen lactosa, almidén de maiz, azicar blanco blando, glucosa, sorbitol, celulosa
cristalina y diéxido de silicio. Los ejemplos de aglutinante incluyen alcohol polivinilico, etilcelulosa, metilcelulosa,
goma arabiga, hidroxipropilcelulosa e hidroxipropilmetilcelulosa. Los ejemplos de lubricante incluyen estearato de
magnesio, talco y silice. Los ejemplos de agente colorante incluyen o6xido de titanio, sesquiéxido de hierro,
sesquioxido de hierro amarillo, cochinilla, carmin y riboflavina. Los ejemplos de agente saborizante incluyen cacao
en polvo, acido ascoérbico, acido tartarico, aceite de menta, borneol y canela en polvo. Estos comprimidos y granulos
se pueden recubrir seguin se requiera.

En los casos en los que se prepare una inyeccion, se puede afiadir un regulador del pH, agente tamponante, agente
de suspension, solubilizante, estabilizante, agente isoténico, conservante al componente principal, segin se
requiera, para preparar una inyeccion intravenosa, subcutanea o intramuscular, o una infusién por goteo intravenoso.
Segun se requiera, estas inyecciones se pueden preparar en forma de productos liofilizados mediante métodos
convencionales.

Los ejemplos de agente de suspension incluyen metilcelulosa, polisorbato 80, hidroxietilcelulosa, goma arabiga,
5
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tragacanto en polvo, carboximetilcelulosa sédica y monolaurato de sorbitan polioxietilenado.

Los ejemplos de solubilizante incluyen aceite de ricino hidrogenado polioxietilenado, polisorbato 80, nicotinamida,
monolaurato de sorbitan polioxietilenado, macrogol, y éster de acido graso y glicerina.

Los ejemplos de estabilizante incluyen sulfito de sodio y metabisulfito de sodio. Los ejemplos de conservante
incluyen para-hidroxibenzoato de metilo, para-hidroxibenzoato de etilo, acido sérbico, fenol, cresol y clorocresol.

El agente antitumoral de la presente invencion se puede preparar formulando N-(2-fluoro-4-{[2-({[4-(4-metilpiperazin-
1-il)piperidin-1-ilJcarbonil}amino)piridin-4-ilJoxi}fenil)-N-(4-fluorofenil)ciclopropano-1,1-dicarbotamida o una sal
farmacéuticamente aceptable de esta 4-[3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi]-7-metoxi-6-
quinolinocarboxamida y o una sal farmacéuticamente aceptable de esta por separado, y ambas se pueden
administrar a la vez o por separado. Ademas, las dos formulaciones se pueden introducir en un Unico envase para
proporcionar la denominada formulacién en kit. Ademas, ambos compuestos pueden estar contenidos en una Unica
formulacion.

El tipo de tumor que se vaya a tratar con el agente antitumoral de la presente invencion no esta limitado, y los
ejemplos del tipo de tumor incluyen fibroma, adipoma, mixoma, condroma, osteoma, angioma, linfoma, mieloma,
melanoma, mioma, neuroma, glioma, osteosarcoma, miosarcoma, fibrosarcoma, papiloma, adenoma, tumor cerebral
y canceres tales como el cancer del cuello uterino, cancer de eséfago, cancer de lengua, cancer de pulmén, cancer
de mama, cancer pancreatico, cancer gastrico, cancer del intestino delgado en el duodeno, yeyuno, ileon, cancer del
intestino grueso en el colon, ciego, recto, cancer de vejiga, cancer renal, cancer de higado, cancer de la vesicula
biliar, cancer de prostata, cancer de utero, cancer de ovario, cancer de la tiroides y cancer faringeo; y tumores mixtos
de estos tipos.

Ejemplos

La presente invencion se describe mas detalladamente mediante los siguientes ejemplos.

[Lista de abreviaturas]

FBS: suero fetal bovino

EDTA: &cido etilendiaminotetraacético

VT: volumen tumoral

VTR: volumen tumoral relativo

Compuesto A: mesilato de 4-(3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolinocarboxamida
Compuesto B: tartrato de N-(2-fluoro-4-{[2-({[4-(4-metilpiperazin-1-il)piperidin-1-iljcarbonil}amino)piridin-4-ilJoxi}fenil)-
N'"-(4-fluorofenil)ciclopropano-1,1-dicarboxamida

Ejemplo 1: Efecto combinado del Compuesto Ay el Compuesto B en un modelo animal en el que se trasplanté una
linea celular de melanoma maligno humano (SEKI)

La linea celular de melanoma maligno humano SEKI (banco de células JCRB) se cultivd con un medio RPMI 1640
que contenia un 10% de FBS (SIGMA) en una incubadora con un 5% de CO; a 37 °C. Cuando las células
alcanzaron un estado de confluencia de aproximadamente un 80%, las células se recogieron utilizando tripsina-
EDTA. A estas células se afiadio solucion salina equilibrada de Hank que contenia un 50% de Matrigel para preparar
una suspension con una densidad de 5.0 x 10" células/mL. La suspension celular obtenida de este modo se
trasplantd por via subcutanea al costado del cuerpo de un raton atimico (CAnN.Cg-Foxn1nu/CrICrlj, Laboratorios
Charles River Inc., Japon) en una cantidad de 0.1 mL, conteniendo cada grupo seis ratones. 11 dias después del
trasplante, se administraron por via oral el Compuesto A (10 mg/kg, una vez al dia, durante 17 dias) y el Compuesto
B (100 mg/kg, una vez al dia, durante 17 dias) de forma individual o ambos de forma consecutiva.

Fijando el primer dia de la administracion como Dia 0, se midieron posteriormente el eje mayor y el eje menor de un
tumor desarrollado en cada ratéon utilizando un calibrador Digimatic (Corporacion Mitsutoyo) los Dias 3, 7, 10, 14 y
17.

El volumen tumoral y el volumen tumoral relativo se calcularon de acuerdo con la siguiente ecuacion.

VT = eje mayor (mm) x eje menor? (mm?) / 2

VTR = VT el dia de la medicion /VT el primer dia de la administracion

Los resultados de VTR se resumen en la Tabla 1 y la Figura 1. Los numeros de la Tabla indican un valor medio +
desviacion estandar (lo mismo se aplicara para las siguientes Tablas). En comparacion con los casos en los que el
Compuesto A y el Compuesto B se administraron cada uno de forma individual, el uso combinado del Compuesto Ay
el Compuesto B exhibié un efecto antitumoral extraordinariamente excelente. Ademas, como resultado de un analisis
bilateral ANOVA con respecto al VTR transformado logaritmicamente en el que se fijaron el Compuesto A y el
Compuesto B como factores, se observé que el VTR el Dia 17 era significativo desde un punto de vista estadistico (p
< 0.05), lo cual confirmé el efecto sinérgico del Compuesto Ay el Compuesto B.

6
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[Tabla 1]

Dia 3 Dia 7 Dia 10
Grupo de control 1.632£0.10 3.35+0.56 4.95+1.00
Grupo del Compuesto A 1.71£0.19 2.88+0.35 3.74+0.53
Grupo del Compuesto B 1.761£0.22 2.93+0.57 4.06+0.85
Grupo  de ~ combinacion del| 4 43,40 2.1040.38 2.66+0.19
Compuesto Ay el Compuesto B

Dia 14 Dia 17
Grupo de control 7.18+1.66 8.65+1.89
Grupo del Compuesto A 5.06+0.49 5.92+0.50
Grupo del Compuesto B 5.23+0.20 5.80+1.35
Grupo de  combinacion  del
Compuesto Ay el Compuesto B 2.80+0.27 2.77+0.38

Ejemplo 2: Efecto combinado del Compuesto A y el Compuesto B en un modelo animal en que se trasplantd una
linea celular de cancer pancreatico humano (KP-4)

La linea celular de cancer pancreatico humano KP-4 (adquirida del Hospital Nacional de Organizacion del Centro del
Cancer de Kyushu) se cultivd con un medio RPMI 1640 que contenia un 10% de FBS (SIGMA) en una incubadora
con un 5% de CO; a 37 °C. Cuando las células alcanzaron un estado de confluencia de aproximadamente un 80%,
las células se recogieron utilizando tripsina-EDTA. A estas células se afiadio solucion salina equilibrada de Hank que
contenia un 50% de Matrigel para preparar una suspension con una densidad de 5.0 x 10" células/mL. La
suspension celular obtenida de este modo se trasplanté por via subcutanea al costado del cuerpo de un ratéon
atimico (CAnN.Cg-Foxn1nu/CrICrlj, Laboratorios Charles River Inc., Japén) en una cantidad de 0.1 mL, conteniendo
cada grupo seis ratones. 11 dias después del trasplante, se administraron por via oral el Compuesto A (10 mg/kg,
una vez al dia, durante 17 dias) y el Compuesto B (100 mg/kg, una vez al dia, durante 17 dias) de forma individual o
ambos de forma consecutiva.

Fijando el primer dia de la administracion como Dia 0, se midieron posteriormente el eje mayor y el eje menor de un
tumor desarrollado en cada ratéon utilizando un calibrador Digimatic (Corporacion Mitsutoyo) los Dias 3, 7, 10, 14 y
17.

El volumen tumoral y el volumen tumoral relativo se calcularon de acuerdo con la siguiente ecuacion.

VT = eje mayor (mm) x eje menor? (mm?) / 2

VTR = VT el dia de la medicién /VT el primer dia de la administracién

Los resultados de VTR se resumen en la Tabla 2 y la Figura 2. En comparacién con los casos en los que el
Compuesto A y el Compuesto B se administraron cada uno de forma individual, el uso combinado del Compuesto Ay
el Compuesto B exhibié un efecto antitumoral extraordinariamente excelente. Ademas, como resultado de un analisis
bilateral ANOVA con respecto al VTR transformado logaritmicamente en el que se fijaron el Compuesto A y el
Compuesto B como factores, se observé que el VTR el Dia 17 era significativo desde un punto de vista estadistico (p
< 0.05), lo cual confirmé el efecto sinérgico del Compuesto Ay el Compuesto B.

[Tabla 2]

Dia 3 Dia 7 Dia 10
Grupo de control 2.27+40.25 4.68+0.70 7.12+1.35
Grupo del Compuesto A 1.67+0.16 2.89+0.74 3.77+1.26
Grupo del Compuesto B 1.71£0.26 3.33+1.06 4.72+1.55
Grupo  de ~ combinacion del | 4 4.4 14 1.54+0.24 1.64+0.23
Compuesto Ay el Compuesto B

Dia 14 D 17
Grupo de control 9.65+2.61 9.92+3.07
Grupo del Compuesto A 4.83+1.75 5.81+2.17
Grupo del Compuesto B 6.53+2.19 9.05+3.71
Grupo de  combinacion  del
Compuesto Ay el Compuesto B 1.7940.32 2.13+0.52

Ejemplo 3: Efecto combinado del Compuesto Ay el Compuesto B en un modelo animal en el que se trasplanté una
linea celular de cancer gastrico humano (IM95m)
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La linea celular de cancer gastrico humano IM95m (Banco de Recursos de Investigacion de Ciencias de la Salud) se
cultivd con un medio DMEM (Wako Pure Chemical Industries, Ltd) que contenia 4500 mg/mL de glucosa, un 10% de
FBS y 10 ng/mL de insulina en una incubadora con un 5% de CO; a 37 °C. Cuando las células alcanzaron un estado
de confluencia de aproximadamente un 80%, las células se recogieron utilizando tripsina-EDTA. A estas células se
afiadid solucion salina equilibrada de Hank que contenia un 50% de Matrigel para preparar una suspension con una
densidad de 1.0 x 10° células/mL. La suspension celular obtenida de este modo se trasplanté por via subcutanea al
costado del cuerpo de un raton atimico (CAnN.Cg-Foxn1nu/CrICrlj, Laboratorios Charles River Inc., Japén) en una
cantidad de 0.1 mL, conteniendo cada grupo seis ratones. 13 dias después del trasplante, se administraron de forma
continua por via oral el Compuesto A (10 mg/kg, una vez al dia, durante 21 dias) y el Compuesto B (100 mg/kg, una
vez al dia, durante 21 dias) de forma individual o ambos de forma consecutiva.

Fijando el primer dia de la administracion como Dia 0, se midieron posteriormente el eje mayor y el eje menor de un
tumor desarrollado en cada ratén utilizando un calibrador Digimatic (Corporacion Mitsutoyo) los Dias 4, 7, 11, 14, 18
y 21.

El volumen tumoral y el volumen tumoral relativo se calcularon de acuerdo con la siguiente ecuacion.

VT = eje mayor (mm) x eje menor? (mm?) / 2

VTR = VT el dia de la medicién /VT el primer dia de la administracion

Los resultados de VTR se resumen en la Tabla 3 y la Figura 3. En comparacién con los casos en los que el
Compuesto A y el Compuesto B se administraron cada uno de forma individual, el uso combinado del Compuesto A 'y
el Compuesto B exhibié6 un efecto antitumoral extraordinariamente excelente. Aunque no se observé ningun
resultado significativo desde un punto de vista estadistico mediante un analisis bilateral ANOVA , se confirmé que
existia un efecto de inhibicién total de la proliferacion tumoral mediante el uso combinado del Compuesto A y el
Compuesto B.

[Tabla 3]

Dia 4 Dia 7 Dia 11
Grupo de control 1.9740.16 2.87+0.20 4.91+0.64
Grupo del Compuesto A 1.5340.12 2.10+£0.18 2.65+0.37
Grupo del Compuesto B 1.1240.08 1.2440.15 1.75+0.17
Grupo  de ~ combinacion del| g5, 1p 0.89+0.22 0.76+0.09
Compuesto Ay el Compuesto B

Dia 14 Dia 18 Dia 21
Grupo de control 6.27+0.83 8.38+1.41 10.36+1.74
Grupo del Compuesto A 2.65+0.49 2.80+0.47 3.18+0.57
Grupo del Compuesto B 1.85+0.16 3.09+0.48 4.02+1.05
Grupo  de  combinacion del | 73,4 45 0.9140.14 1.00+0.25
Compuesto Ay el Compuesto B

Ejemplo 4: Efecto combinado del Compuesto Ay el Compuesto B en un modelo animal en el que se trasplanté una
linea celular de cancer de ovario humano (A2780)

La linea celular de cancer de ovario humano A2780 (ATCC) se cultivé con un medio RPMI 1640 que contenia un
10% de FBS (SIGMA) en una incubadora con un 5% de CO; a 37 °C. Cuando las células alcanzaron un estado de
confluencia de aproximadamente un 80%, las células se recogieron utilizando tripsina-EDTA. A estas células se
afiadio solucion salina equilibrada de Hank que contenia un 50% de Matrigel para preparar una suspension con una
densidad de 5.0 x 107 células/mL. La suspension celular obtenida de este modo se trasplantd por via subcutanea al
costado del cuerpo de un raton atimico (CAnN.Cg-Foxn1nu/CrICrlj, Laboratorios Charles River Inc., Japén) en una
cantidad de 0.1 mL, conteniendo cada grupo seis ratones. EI Compuesto A (10 mg/kg, una vez al dia, durante 10
dias) y el Compuesto B (100 mg/kg, una vez al dia, durante 10 dias) se administraron por via oral de forma individual
o0 ambos de forma consecutiva.

Fijando el primer dia de la administracion como Dia 0, se midieron posteriormente el eje mayor y el eje menor de un
tumor desarrollado en cada ratén utilizando un calibrador Digimatic (Corporacion Mitsutoyo) los Dias 3, 5, 8 y 10.

El volumen tumoral y el volumen tumoral relativo se calcularon de acuerdo con la siguiente ecuacion.

VT = eje mayor (mm) x eje menor? (mm?) / 2

VTR = VT el dia de la medicion /VT el primer dia de la administracion

Los resultados de VTR se resumen en la Tabla 4 y la Figura 4. En comparacién con los casos en los que el

Compuesto A y el Compuesto B se administraron cada uno de forma individual, el uso combinado del Compuesto Ay

el Compuesto B exhibié un efecto antitumoral extraordinariamente excelente. Ademas, como resultado de un analisis

bilateral ANOVA con respecto al VTR transformado logaritmicamente en el que se fijaron el Compuesto A y el
8
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Compuesto B como factores, se observé que el VTR el Dia 10 era significativo desde un punto de vista estadistico (p
< 0.05), lo cual confirmé el efecto sinérgico del Compuesto Ay el Compuesto B.

[Tabla 4]
Dia 3 Dia 5
Grupo de control 2.37+0.60 7.52+1.45
Grupo del Compuesto A 1.9240.17 4.77+0.85
Grupo del Compuesto B 2.23+0.42 7.01+1.54
Grupo de  combinacion  del
Compuesto Ay el Compuesto B 1.3540.12 1.9540.27
Dia 8 Dia 10
Grupo de control 17.47+3.75 20.41+6.02
Grupo del Compuesto A 9.51+2.44 12.37+3.53
Grupo del Compuesto B 15.70+2.27 21.29+2.76
Grupo de  combinacion  del
Compuesto Ay el Compuesto B 2.50+0.76 3.3411.30

Ejemplo 5: Efecto combinado del Compuesto Ay el Compuesto B en un modelo animal en el que se trasplanté una
linea celular de glioblastoma humano (U87MG)

La linea celular de glioblastoma humano (U87MG) (ATCC) se cultivd con un medio E-MEM que contenia un 10% de
FBS (SIGMA) en una incubadora con un 5% de CO, a 37 °C. Cuando las células alcanzaron un estado de
confluencia de aproximadamente un 80%, las células se recogieron utilizando tripsina-EDTA. A estas células se
afiadio solucion salina equilibrada de Hank que contenia un 50% de Matrigel para preparar una suspension con una
densidad de 5.0 x 107 células/mL. La suspension celular obtenida de este modo se trasplanté por via subcutanea al
costado del cuerpo de un ratén atimico (CAnN.Cg-FOXn1nu/CrICrlj, Laboratorios Charles River Inc., Japén) en una
cantidad de 0.1 mL, conteniendo cada grupo seis ratones. EI Compuesto A (10 mg/kg, una vez al dia, durante 21
dias) y el Compuesto B (100 mg/kg, una vez al dia, durante 21 dias) se administraron por via oral de forma individual
o0 ambos de forma consecutiva.

Fijando el primer dia de la administracién como Dia 0, se midieron posteriormente el eje mayor y el eje menor de un
tumor desarrollado en cada raton utilizando un calibrador Digimatic (Corporacion Mitsutoyo) los Dias 2, 5, 7, 9, 12,
14,16, 19y 21.

El volumen tumoral y el volumen tumoral relativo se calcularon de acuerdo con la siguiente ecuacion.

VT = eje mayor (mm) x eje menor? (mm?) / 2

VTR = VT el dia de la medicion /VT el primer dia de la administracion

Los resultados de VTR se resumen en la Tabla 5 y la Figura 5. En comparacién con los casos en los que el
Compuesto A y el Compuesto B se administraron cada uno de forma individual, el uso combinado del Compuesto Ay
el Compuesto B exhibio un efecto antitumoral extraordinariamente excelente. Ademas, aunque no se observé ningun
resultado significativo desde un punto de vista estadistico mediante un analisis bilateral ANOVA realizado con
respecto al VTR transformado logaritmicamente en el que se fijaron el Compuesto A y el Compuesto B como
factores, se confirmé que existia un efecto de inhibicién total de la proliferacion tumoral mediante el uso combinado
del Compuesto A 'y el Compuesto B.

[Tabla 5]
Dia 2 Dia 5 Dia 7
Grupo de control 1.30£0.19 1.86+0.45 2.45+0.71
Grupo del Compuesto A 0.95+0.08 1.2740.07 1.59+0.16
Grupo del Compuesto B 0.69+0.05 0.61+0.05 0.56+0.10
S”‘po de  combinacion del | ;59,4 g5 0.49+0.10 0.44+0.09
ompuesto Ay el Compuesto B
Dia 9 Dia 12 Dia 14
Grupo de control 3.19+0.89 5.71+1.58 8.88+2.26
Grupo del Compuesto A 1.8540.13 3.29+0.32 4.76+0.49
Grupo del Compuesto B 0.57+0.07 0.65+0.08 0.73+0.12
S”‘po de  combinacion - del | ; 35, 4 0.48+0.16 0.46+0.17
ompuesto Ay el Compuesto B
Dia 16 Dia 19 Dia 21
Grupo de control 12.13+£3.46 18.47+6.88 23.08+8.72

9
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Grupo del Compuesto A 6.19+0.95 9.60+1.99 11.53+2.57

Grupo del Compuesto B 0.93+0.13 1.65+0.37 2.23+0.51

Grupo  de  combinacién ~del | ;5.4 5 0.78+0.26 0.95+0.38
Compuesto Ay el Compuesto B

10
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REIVINDICACIONES

1. N-(2-fluoro-4-{[2-({[4-(4-metilpiperazin-1-il)piperidin-1-iljcarbonil}amino)piridin-4-ilJoxi}fenil)-N"-(4-
fluorofenil)ciclopropano-1,1-dicarboxamida o una sal farmacéuticamente aceptable de esta

F
H H
N N
@] O
F
Y
y 4-(3-cloro-4-{[(ciclopropilamino)carbonilJamino}fenoxi)-7-metoxi-6-quinolinocarboxamida o] una sal
farmacéuticamente aceptable de esta
' Cl
H H
O
O O
H,N ~
e
H,CO N
10
para el uso combinado en el tratamiento de tumores.
2. Los compuestos para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 1, donde los compuestos son para la administracion
simultanea o por separado.
15

3.Una composicion farmacéutica que comprende  N-(2-fluoro-4-{[2-({[4-(4-metilpiperazin-1-il)piperidin-1-
illcarbonil}amino)piridin-4-ilJoxi}fenil)-N*-(4-fluorofenil)ciclopropano-1,1-dicarboxamida o una sal farmacéuticamente
aceptable de esta

20 y 4-[3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi]-7-metoxi-6-quinolinocarboxamida o una sal farmacéuticamente
aceptable de esta

11
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NN
v
o 0
H,N o~
H4CO N"

4. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 3 que ademas comprende un vehiculo.

5. Un kit que comprende:

una composicion  farmacéutica que comprende  N-(2-fluoro-4-{[2-({[4-(4-metilpiperazin-1-il)piperidin-1-
illcarbonil}amino)piridin-4-ilJoxi}fenil)-N'-(4-fluorofenil)ciclopropano-1,1-dicarboxamida o una sal farmacéuticamente

aceptable de esta:
F
H H
(0] o) O\
o) F

y un vehiculo; y

una composicion farmacéutica que comprende 4-[3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi]-7-metoxi-6-
quinolinocarboxamida o una sal farmacéuticamente aceptable de esta:

oLy
0 o ©
H,N N
H,CO N"

y un vehiculo.
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Fig.2
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Fig.3
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