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DESCRIPCION
Combinacién farmacéutica sinérgica para el tratamiento del carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello
Campo de la invencion:

La presente invencién se refiere a una combinaciéon farmacéutica que comprende un inhibidor de quinasa
dependiente de ciclina (CDK) seleccionado de los compuestos de Férmula | (como se describe en el presente
documento) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo y uno o mas agentes antineoplasicos para uso en el
tratamiento del carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (SCCHN). La combinacién farmacéutica de la
presente invencion muestra sinergia cuando se usa en el tratamiento del carcinoma de células escamosas de
cabeza y cuello (SCCHN). Por lo tanto, la presente invencion se refiere a una combinacion farmacéutica sinérgica.
La presente invencion se refiere ademas a una composicion farmacéutica que comprende dicha combinacion.

Antecedentes de la invencion:

El cancer es un grupo de enfermedades caracterizadas por el control inusual del crecimiento celular Hay mas de 100
tipos diferentes de cancer, que se clasifican por el tipo de células inicialmente afectadas, tales como el cancer de
vejiga, cancer de mama, cancer de colon, cancer rectal, cancer endometrial, cancer de rifion (células renales),
leucemia, cancer de pulmén de células pequefias, cancer de pulmén de células no pequefas, cancer de pancreas,
cancer de prostata, cancer de tiroides, cancer de la piel, linfoma no hodgkin y melanoma y cancer de cabeza y
cuello. El carcinoma de células escamosas representa mas del 90% de todos los canceres de cabeza y cuello. Los
carcinomas de células escamosas de cabeza y cuello constituyen la gran mayoria de los canceres de cabeza y
cuello, y surgen de superficies mucosas en toda la region anatomica. Estos incluyen tumores de las cavidades
nasales, senos paranasales, cavidad oral, nasofaringe, orofaringe, hipofaringe y laringe

De hecho, el cancer de cabeza y cuello (HNC) es el sexto cancer mas comun en el mundo, con una incidencia anual
de >640,000 casos en todo el mundo. Mas del 90% de los canceres de cabeza y cuello son de histologia escamosa
(HNSCC). Entre el 35 y el 45% de los pacientes con cancer de cabeza y cuello finalmente mueren a causa de su
enfermedad. Solo en los Estados Unidos, el carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello comprende
aproximadamente el 4% de todas las enfermedades malignas. Esto corresponde a una estimacion de 17 por
100,000 personas con carcinoma de células escamosas recientemente diagnosticado de cabeza y cuello por afio
(Jemal A, Siegel R, Ward E, et al. Cancer statistics, 2008, CA Cancer J. Clin. 2008 Mar-Abr; 58 (2):71-96). El
carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (SCCHN) sigue siendo un problema clinico desafiante, debido a
la alta tasa persistente de fracaso local y distante, asi como a la aparicién de segundas primarias. Algunas terapias
dirigidas a dianas moleculares usadas en canceres de células escamosas de cabeza y cuello incluyen el cetuximab,
bevacizumab, erlotinib y reovirus. Los mejores datos de calidad estan disponibles para el cetuximab, un anticuerpo
monoclonal recombinante, desde la publicacion en 2006 de un ensayo clinico aleatorizado que comparé el
tratamiento con radiacion mas cetuximab versus la radioterapia sola ("Radiotherapy plus cetuximab for squamous-
cell carcinoma of the head and neck". N Engl J Med 2006; 354 (6): 567-78). Otro estudio evalud el impacto de
agregar cetuximab a la quimioterapia convencional lo que implica cetuximab con cisplatino versus el uso de
cisplatino solo. Este estudio no encontré ninguna mejora en la supervivencia o supervivencia libre de enfermedad
con la adicién de cetuximab a la quimioterapia convencional (J Clin Oncol. 2005; 23 (34): 8646-54). Sin embargo,
otro estudio completado en marzo de 2007 encontré6 que hubo una mejora en la supervivencia. Este estudio se
conoce como EXTREME (estudio de Erbitux en el tratamiento de primera linea de cancer de cabeza y cuello
recurrente o metastasico), que fue un ensayo europeo multicéntrico de fase Ill. Ademas, esta bien establecido en la
técnica que los inhibidores de CDK (quinasa dependiente de ciclina) son utiles en terapias antiproliferativas para
enfermedades caracterizadas por un crecimiento celular excesivo tales como canceres y trastornos inmunolégicos
que implican la proliferacién no deseada de leucocitos. Derivados de flavona utiles como inhibidores de CDK se
describen en el documento de patente PCT N° documento de patente internacional WO2004-004632 (documento de
patente de Estados Unidos 7.271.193) cuya solicitud de patente se refiere especificamente a compuestos para la
inhibicion de quinasas dependientes de ciclina, proceso para su preparacion, métodos de inhibicién de quinasas
dependientes de ciclina y de inhibicion de la proliferacion celular, y uso de tales compuestos en el tratamiento de
trastornos proliferativos incluyendo canceres. La solicitud de patente PCT publicada N° documento de patente
internacional W02005-053699 (documento de patente de Estados Unidos 7.772.207) se refiere a un producto
farmacéutico que comprende un inhibidor de CDK y 1-(2-C-ciano-2-dioxi-p-D-arabino-pentofuranosil)-N4-palmitoil
citosina o un metabolito del mismo, como una preparaciéon combinada para administracién simultanea, secuencial o
separada. La solicitud de patente PCT publicada N° documento de patente internacional W0O2008-122779 (solicitud
de patente de Estados Unidos publicada 2010-0143350) describe la combinacién de inhibidor de CDK con un
inhibidor de tirosina quinasa y su uso en el tratamiento de trastornos proliferativos. La solicitud de patente PCT
publicada N° documento de patente internacional WO02008-139271 (solicitud de patente de Estados Unidos
publicada 2010-0305057) se refiere a una combinacion farmacéutica que comprende un agente antineoplasico
citotoxico seleccionado de paclitaxel, docetaxel, doxorrubicina o gemcitabina y al menos un inhibidor de quinasa
dependiente de ciclina (CDK) para uso en el tratamiento del cancer. La solicitud de patente PCT publicada N°
documento de patente internacional W02010-128443 describe una combinacion para el tratamiento del cancer en
donde la combinacion comprende radiacion y al menos un inhibidor de quinasa dependiente de ciclina (CDK) o una
sal o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo.
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Aunque se ha demostrado que las combinaciones de agentes anticancerigenos son un avance significativo en varios
protocolos de tratamiento del cancer, incluido el carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (SCCHN),
todavia hay varias necesidades insatisfechas y posibilidades de mejora de los medicamentos para el tratamiento de
SCCHN, que es dificil de tratar, o que ha mostrado resistencia al tratamiento con los agentes antineoplasicos
convencionales. Mas particularmente, el desarrollo de un nuevo enfoque de combinacidon para suministrar agentes
anticancerigenos conocidos que tengan diferentes mecanismos de accion representaria un avance importante en la
técnica. Aunque el protocolo que implica la combinacién de agentes anticancerosos que tienen diferentes
mecanismos de accion puede funcionar en el caso de algunas combinaciones, puede no funcionar de la misma
manera para otra combinacién de agentes anticancerosos y tal combinacion puede no siempre dar como resultado
una combinacion que tenga efectos terapéuticos ventajosos. Sin embargo, los inventores de la presente invencion
han descubierto que una combinacién farmacéutica de agentes anticancerosos que comprende un inhibidor de
quinasa dependiente de ciclina (CDK) y uno o mas agentes antineoplasicos proporciona una mayor eficacia que
cuando los inhibidores de CDK o los agentes antineoplasicos se usan solos en el tratamiento del carcinoma de
células escamosas de cabeza y cuello (SCCHN).

Compendio de la invencion:

Segun un aspecto de la presente invencion, se proporciona una combinacién farmacéutica para uso en el
tratamiento del carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (SCCHN), que comprende un inhibidor de
quinasa dependiente de ciclina (CDK) seleccionado de los compuestos de Formula (I) o una sal o solvato
farmacéuticamente aceptable del mismo y 1) uno o mas agentes antineoplasicos seleccionados de sorafenib,
lapatinib, erlotinib y cetuximab, 2) cisplatino y 5-fluorouracilo, o 3) cisplatino, 5-fluorouracilo y docetaxel.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona composiciones farmacéuticas para uso en el tratamiento del
carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (SCCHN), que comprenden una combinacién de un inhibidor de
quinasa dependiente de ciclina (CDK) seleccionado entre los compuestos de Férmula (I) o una sal o solvato
farmacéuticamente aceptable del mismo y 1) uno o mas agentes antineoplasicos seleccionados de sorafenib,
lapatinib, erlotinib y cetuximab, 2) cisplatino y 5-fluorouracilo, o 3) cisplatino, 5-fluorouracilo y docetaxel, junto con al
menos un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Otros aspectos y el alcance adicional de aplicabilidad de la presente invencidon se haran evidentes a partir de la
descripcion detallada que sigue.

Breve descripcion de los dibujos:

La figura 1a es una representacion grafica de los resultados de inhibicion porcentual de la dosificacion de sorafenib y
lapatinib en células SCC25.

La figura 1b es una representacion grafica de los resultados de inhibicion porcentual de la dosificacion del
compuesto A y el compuesto B en células SCC25.

La figura 2a es una representacion grafica de los resultados de inhibicion porcentual de la dosificacion de sorafenib y
lapatinib en células Detroit-562.

La figura 2b es una representacion grafica de los resultados de inhibicion porcentual de la dosificacion del
compuesto A y el compuesto B en células Detroit-562.

La figura 3a es una representacion grafica de los resultados de inhibicion porcentual de la dosificacion de sorafenib y
lapatinib en células FADU.

La figura 3b es una representacion grafica de los resultados de inhibicion porcentual de la dosificacion del
compuesto A y el compuesto B en células FADU.

La figura 4a es una representacion grafica de los resultados de inhibicion porcentual de la dosificacion de erlotinib en
células Detroit-562.

La figura 4b es una representacion grafica de los resultados de inhibicién porcentual de la dosificacion de erlotinib en
células FADU.

La figura 5a es una representacion grafica de los resultados de inhibicién porcentual de la dosificacion de cisplatino,
5-fluorouracilo y docetaxel en células Detroit-562.

La figura 5b es una representacion grafica de los resultados de inhibicién porcentual de la dosificacion de cisplatino,
5-fluorouracilo y docetaxel en células FADU.

La figura 6a es una representacion grafica de los resultados de citotoxicidad porcentual de la dosificacion unica y
combinada del compuesto A y sorafenib en células SCC-25.
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La figura 6b es una representacion grafica de los resultados de citotoxicidad porcentual de la dosificacion unica y
combinada del compuesto B y sorafenib en células SCC-25.

La figura 7a es una representacion grafica de los resultados de citotoxicidad porcentual de la dosificacion unica y
combinada del compuesto A y sorafenib en células Detroit-562.

La figura 7b es una representacion grafica de los resultados de citotoxicidad porcentual de la dosificacion unica y
combinada del compuesto B y sorafenib en células Detroit-562.

La figura 8a es una representacion grafica de los resultados de citotoxicidad porcentual de la dosificacion unica y
combinada del compuesto A y sorafenib en células FADU.

La figura 8b es una representacion grafica de los resultados de citotoxicidad porcentual de la dosificacion unica y
combinada del compuesto B y sorafenib en células FADU.

La figura 9a es una representacion grafica de los resultados de citotoxicidad porcentual de la dosificacion unica y
combinada del compuesto A y lapatinib en células SCC-25.

La figura 9b es una representacion grafica de los resultados de citotoxicidad porcentual de la dosificacion unica y
combinada del compuesto B y lapatinib en células SCC-25.

La figura 10a es una representacion grafica de los resultados de citotoxicidad porcentual de la dosificacion unica y
combinada del compuesto A y lapatinib en células Detroit-562.

La figura 10b es una representacion grafica de los resultados de citotoxicidad porcentual de la dosificacion unica y
combinada del compuesto B y lapatinib en células Detroit-562.

La figura 11a es una representacion grafica de los resultados de citotoxicidad porcentual de la dosificacion unica y
combinada del compuesto A y lapatinib en células FADU.

La figura 11b es una representacion grafica de los resultados de citotoxicidad porcentual de la dosificacion unica y
combinada del compuesto B y lapatinib en células FADU.

La figura 12a es una representacion grafica de los resultados de citotoxicidad porcentual de la dosificacion unica y
combinada del compuesto A y erlotinib en células Detroit-562.

La figura 12b es una representacion grafica de los resultados de citotoxicidad porcentual de la dosificacion unica y
combinada del compuesto A y erlotinib en células FADU.

La figura 13a es una representacion grafica de los resultados de citotoxicidad porcentual de la dosificacion unica y
combinada del compuesto A, cisplatino y 5-FU en células Detroit-562.

La figura 13b es una representacion grafica de los resultados de citotoxicidad porcentual de la dosificacion unica y
combinada del compuesto A, cisplatino y 5-fluorouracilo en células FADU.

La figura 14a es una representacion grafica de los resultados de citotoxicidad porcentual de la dosificacion unica y
combinada del compuesto A, docetaxel, cisplatino y 5-FU en células Detroit-562.

La figura 14b es una representacion grafica de los resultados de citotoxicidad porcentual de la dosificacion unica y
combinada del compuesto A, docetaxel, cisplatino y 5-FU en células FADU.

La figura 15a es una representacion grafica de la activacion de la caspasa 3 en células SCC-25 con dosificacion
Unica y combinada de sorafenib y el compuesto A.

La figura 15b es una representacion grafica de la activacion de la caspasa 3 en células SCC-25 con dosificacion
Unica y combinada de sorafenib y el compuesto B.

La figura 16a es una representacion grafica de la activacion de la caspasa 3 en células SCC-25 con dosificacion
Unica y combinada de lapatinib y el compuesto A.

La figura 16b es una representacion grafica de la activacion de la caspasa 3 en células SCC-25 con dosificacion
Unica y combinada de lapatinib y el compuesto B.

La figura 17a es una representacion grafica del perfil de peso corporal en xenoinjertos de FaDu tratados con
dosificacién unica y combinada del compuesto A, cisplatino y cetuximab.

La figura 17b es una representacion grafica de la inhibicion del crecimiento tumoral en xenoinjertos de FaDu tratados
con dosificacion unica y combinada del compuesto A, cisplatino y cetuximab.
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Descripcion detallada de la invencién

Los términos generales usados en el presente documento anteriormente y en lo sucesivo preferiblemente tienen
dentro del contexto de esta descripcion los siguientes significados, a menos que se indique lo contrario. Por lo tanto,
las definiciones de los términos generales tal como se usan en el contexto de la presente invencion se proporcionan
en el presente documento a continuacion:

Las formas singulares "un", "una",

claramente lo contrario.

"el" y “la” incluyen una referencia en plural a menos que el contexto dicte

La frase "un inhibidor de quinasa dependiente de ciclina (CDK)" o "inhibidor de CDK" como se usa en el presente
documento significa un compuesto que exhibe actividad contra una o mas quinasas dependientes de ciclina
conocidas. En el contexto de la presente invencion, el inhibidor de CDK es un compuesto de flavona sustituido con
pirrolidina divulgado en el documento de patente N° documento de patente internacional publicado WO2004004632.
El inhibidor de CDK segun la presente invencion se selecciona especificamente de un compuesto de Férmula | como
se describe a continuacion en el presente documento o una sal o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo.
Ademas, el término "inhibidor de CDK" como se usa en el presente documento puede referirse al compuesto de
Foérmula | y/o una sal o solvato farmacéuticamente aceptable del compuesto de Férmula .

El término "agente antineoplasico" es sindnimo de "agente quimioterapéutico" o "agente anticanceroso" y se refiere a
un agente terapéutico que actua inhibiendo o previniendo el crecimiento de neoplasmas. El término "agente
antineoplasico" o "agente anticanceroso" en general se refiere a los compuestos que evitan que las células
cancerosas se multipliquen (es decir, los agentes antiproliferativos) En general, los agentes antineoplasicos se
clasifican en dos clases, agentes citotoxicos antiproliferativos y agentes citostaticos antiproliferativos. Los agentes
citotoxicos evitan que las células cancerosas se multipliquen por medio de: (1) interferencia con la capacidad de la
célula para replicar el ADN; y (2) induccion de la muerte celular y/o la apoptosis en las células cancerosas. Los
agentes citostaticos actuan modulando, interfiriendo o inhibiendo los procesos de transduccion de las sefiales
celulares que regulan la proliferacion celular.

La frase "sales farmacéuticamente aceptables" se refiere a la sal de adicion de acido del compuesto de Férmula |
(como se describe en el presente documento) y de un agente antineoplasico, en donde el acido se selecciona de un
acido inorganico tal como el acido clorhidrico, acido bromhidrico; o un &acido organico tal como el acido
bencenosulfénico, acido maleico, acido oxalico, acido fumarico, acido succinico, acido p-toluensulfénico y acido
maleico.

Como se usa en el presente documento, el término "combinacion" o "combinacion farmacéutica", significa la
administracion combinada de los agentes anticancerosos, a saber el inhibidor de CDK seleccionado entre los
compuestos representados por la Féormula | y uno o mas agentes antineoplasicos abarcados en esta invencion que
actuan por medio de la inhibicién o prevencién del crecimiento de neoplasmas o la administracion de agentes
anticancerosos, a saber, el inhibidor de CDK seleccionado entre los compuestos representados por la Féormula | y
los agentes antineoplasicos seleccionados de agentes citostaticos o citotdxicos; abarcados en esta invencion que
pueden administrarse independientemente, al mismo tiempo o por separado dentro de intervalos de tiempo que
permiten especialmente que los socios de combinacién muestren un efecto sinérgico.

Como se usa en el presente documento, el término "sinérgico" o "sinergia" significa que el efecto logrado con las
combinaciones de agentes anticancerosos abarcados en esta invencion es mayor que la suma de los efectos que
resultan del uso de agentes anticancerosos, a saber el inhibidor de CDK de Férmula () o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, agente(s) antineoplasico(s) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo(s), como
monoterapia. Ventajosamente, tal sinergia proporciona una mayor eficacia a las mismas dosis, y/o previene o retrasa
la acumulacién de resistencia a multiples farmacos.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "cantidad terapéuticamente eficaz", en referencia al
tratamiento de carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello se refiere a una cantidad capaz de invocar uno o
mas de los siguientes efectos en un sujeto que recibe la combinacion de la presente invencion: (i) inhibicion, hasta
cierto punto, del crecimiento tumoral, que incluye la ralentizacion y detencién completa del crecimiento; (ii) reduccion
en el niumero de células tumorales; (iii) reduccion en el tamafio del tumor; (iv) inhibicién (es decir, reduccion,
ralentizacion o parada completa) de la infiltracion de células tumorales en érganos periféricos; (v) inhibicion (es decir,
reduccion, ralentizacion o parada completa) de metastasis; (vi) mejora de la respuesta inmune antitumoral, que
puede, pero no tiene por qué, dar como resultado la regresion del tumor; y/o (vii) alivio, hasta cierto punto, de uno o
mas sintomas asociados con el carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (SCCHN).

El término "sujeto"”, como se usa en el presente documento, se refiere a un animal, preferiblemente un mamifero,
mas preferiblemente un ser humano, que ha sido objeto de tratamiento, observacion o experimento. El término
sujeto puede usarse indistintamente con el término "paciente” en el contexto de la presente invencion.

Como se usa en el presente documento, el término "simultaneamente" significa que dos o mas agentes terapéuticos
(agentes anticancerosos) se administran concurrentemente, "secuencialmente" significa que dos o mas agentes
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terapéuticos estan disponibles para actuar terapéuticamente dentro del mismo marco de tiempo y "por separado”
significa que el espacio entre la administracion de un agente y el otro es significativo, es decir, que el primer agente
administrado ya puede no estar presente en el torrente sanguineo en una cantidad terapéuticamente eficaz cuando
se administra el segundo agente.

El término "actividad de la caspasa-3" tal como se usa en el presente documento se refiere al aumento de la
apoptosis en células cancerosas.

El término "apoptosis" se refiere a un tipo de muerte celular en el que una serie de pasos moleculares en una célula
conduce a su muerte. Esta es la manera normal del cuerpo de deshacerse de las células innecesarias o anormales.
El proceso de apoptosis puede bloquearse en las células cancerosas. También se llama muerte celular programada.
(Diccionario de términos de cancer, Instituto Nacional del Cancer). El término "apoptosis creciente" se define como
un aumento en la tasa de muerte celular programada, es decir, se inducen mas células en el proceso de muerte en
comparacion con la exposicion (contacto) con el agente antineoplasico solo o el inhibidor de CDK solo.

La frase "vehiculo farmacéuticamente aceptable” se refiere a uno o mas agentes disgregantes, aglutinantes,
excipientes, lubricantes y similares que son bien conocidos por los expertos en la técnica.

En la presente invencion, se proporciona una combinacion farmacéutica de agentes anticancerosos para uso en el
tratamiento del carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (SCCHN). Los presentes inventores han llevado
a cabo una extensa investigacion para el desarrollo de la combinacion farmacéutica de agentes anticancerosos y
han llegado a la presente combinacién farmacéutica sinérgica. Se ha encontrado que la combinacion farmacéutica
que comprende un inhibidor de quinasa dependiente de ciclina (CDK) seleccionado entre los compuestos de formula
| o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo y uno o mas agentes antineoplasicos seleccionados como se
describe en el presente documento exhibe un efecto sinérgico cuando se usa en el tratamiento del carcinoma de
células escamosas de la cabeza y el cuello (SCCHN).

El inhibidor de CDK es un compuesto de flavona sustituido con pirrolidina que inhibe las quinasas dependientes de
ciclina. El inhibidor de CDK usado en la combinacién farmacéutica de la presente invencion se selecciona de los
compuestos de Férmula | o sales o solvatos farmacéuticamente aceptables de los mismos como se describe a
continuacién en el presente documento. Los compuestos de féormula | son inhibidores de CDK prometedores, que
pueden inhibir la proliferacion de muchas células cancerosas. Como se indicé anteriormente en el presente
documento, los inhibidores de CDK de férmula (I) pueden usarse en forma de sus sales farmacéuticamente
aceptables. Las sales abarcadas dentro del término "sales farmacéuticamente aceptables" se refieren a sales no
toxicas de los compuestos de esta invencion. Sales representativas incluyen, pero sin limitacion, el acetato,
benzoato, bencenosulfonato, bicarbonato, cloruro, citrato, hidrocloruro, mesilato, metilsulfonato, tartrato, tosilato y
trifluoroacetato. Las sales preferidas de los compuestos de formula () incluyen la sal de hidrocloruro, acido
metanosulfénico y sal de acido trifluoroacético.

En una forma de realizacion, el inhibidor de CDK usado en la combinaciéon farmacéutica de la presente invencion se
selecciona de los compuestos representados por la siguiente formula |,
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en donde, Ar es un grupo fenilo, que esta sin sustituir o sustituido con 1, 2, o 3 sustituyentes iguales o diferentes
seleccionados de: halégeno, nitro, ciano, alquilo C1.C,, trifluorometilo, hidroxi y alcoxi C4-C4; 0 una sal o solvato
farmacéuticamente aceptable del mismo.

Como se indicé anteriormente en este documento, las sales del inhibidor de CDK se refieren a sales no téxicas de
los compuestos de férmula (I) de esta invencion. Las sales representativas incluyen, pero sin limitacion, el acetato,
benzoato, bencenosulfonato, bicarbonato, cloruro, citrato, hidrocloruro, mesilato, metilsulfonato, tartrato, tosilato y
trifluoroacetato. Sales preferidas de los compuestos de formula (l) incluyen la sal de hidrocloruro, acido
metanosulfénico y sal de acido trifluoroacético.

En una forma de realizacion de la invencion, el inhibidor de CDK es el (+)-trans isémero del compuesto de férmula I,
como se indica en la formula IA a continuacién,
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en donde Ar es un grupo fenilo, que no esta sustituido o esta sustituido con 1, 2 o 3 sustituyentes iguales o
diferentes seleccionados entre: halégeno, nitro, ciano, alquilo C+-Cy, trifluorometilo, hidroxi y alcoxi C4-C4; 0 una sal o
solvato farmacéuticamente aceptable del mismo.

En otra forma de realizacion de la presente invencion, el inhibidor de CDK usado en la combinacion farmacéutica de
la presente invencién es un compuesto de férmula | en donde el grupo fenilo estd sustituido con 1, 2 o 3
sustituyentes idénticos o diferentes seleccionados de: cloro, bromo, fldor, yodo, alquilo C+-C, y trifluorometilo; o una
sal o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo.

En otra forma de realizacion de la presente invencion, el inhibidor de CDK usado en la combinacién farmacéutica de
la presente invencion es un compuesto de formula | en donde el grupo fenilo esta sustituido con cloro; o una sal o
solvato farmacéuticamente aceptable del mismo.

En otra forma de realizacién de la presente invencion, el inhibidor de CDK usado en la combinacién farmacéutica de
la presente invencion es un compuesto de férmula | en donde el grupo fenilo esta sustituido con dos sustituyentes
diferentes seleccionados de cloro y trifluorometilo; o una sal o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo.

Los expertos en la técnica apreciaran que los inhibidores de CDK representados por los compuestos de Férmula (1)
contienen al menos dos centros quirales y, por lo tanto, existen en forma de dos isémeros Opticos diferentes (es
decir, enantiomeros (+) o (-)). Todos tales enantidmeros y mezclas de los mismos, incluidas las mezclas racémicas,
estan incluidos dentro del alcance de la invencién. Los enantiémeros del compuesto de Férmula | se pueden obtener
por métodos divulgados en el documento PCT publicado de la solicitud de patente internacional N° WO2004004632
o los enantidmeros del compuesto de Férmula | también se pueden obtener por métodos bien conocidos en la
técnica, tales como HPLC quiral y resolucion enzimatica.

Alternativamente, los enantidmeros de los compuestos de formula | pueden sintetizarse usando materiales de
partida opticamente activos. La fabricacion de los compuestos de formula I, que pueden estar en forma de sales y
solvatos farmacéuticamente aceptables, y la fabricacién de una composicion farmacéutica oral y/o parenteral que
contiene los compuestos anteriores se describen en general en la Publicacion de solicitud PCT del documento de
patente internacional N° W02004004632. Esta solicitud de patente describe que los inhibidores de CDK
representados por la férmula | muestran una eficacia anticancerosa significativa. Como se indicé anteriormente en el
presente documento, los inhibidores de CDK de féormula | se pueden usar en forma de sus sales. Sales preferidas de
los compuestos de formula | incluyen el hidrocloruro, acido metanosulfénico y sal de acido trifluoroacético.

Segun otra forma de realizacion de la presente invencion, el inhibidor de CDK usado en la combinacién farmacéutica
de la presente invencién se selecciona de (+)-trans-2-(2-clorofenil)-5,7-dihidroxi-8-(2-hidroxi)-metil-1-metil-pirrolidin-
3-il)-cromen-4-ona clorhidrato (al que se hace referencia en el presente documento como compuesto A) o (+)-trans-
2-(2-cloro-4-trifluorometilfenil)-5,7-dihidroxi-8-(2-hidroximetil-1-metil-pirrolidin-3-il)-cromen-4-ona clorhidrato
(denominado en el presente documento como compuesto B).

En una forma de realizacion de la presente invencion, el inhibidor de CDK usado en la combinacién farmacéutica es
el (+)-trans-2-(2-cloro-fenil)-5,7-dihidroxi-8-(2-hidroximetil-1-metil-pirrolidin-3-il)-cromen-4-ona clorhidrato (compuesto

A).

En una forma de realizacién adicional de la presente invencion, el inhibidor de CDK usado en la combinacion
farmacéutica es el (+)-frans-2-(2-cloro-4-trifluorometil-fenil)-5,7-dihidroxi-8-(2-hidroximetil-1-metil-pirrolidin-3-il)-
cromen-4-ona clorhidrato (compuesto B).

Los agentes antineoplasicos son compuestos que evitan que las células cancerosas se multipliquen (es decir, son
agentes antiproliferativos). Los agentes antineoplasicos se pueden seleccionar a partir de agentes citostaticos o
citotoxicos.

Las moléculas pequefias tales como sorafenib, lapatinib o erlotinib o un anticuerpo monoclonal quimérico, como el
cetuximab, son agentes citostaticos.

El cisplatino, 5-fluorouracilo y/o docetaxel, o sus sales farmacéuticamente aceptables, son agentes citotoxicos.
7
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Segun otra forma de realizacion de la invencion, la combinacién farmacéutica que comprende un inhibidor de CDK
seleccionado de los compuestos de formula (1) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y 1) uno o mas
agentes antineoplasicos seleccionados de sorafenib, lapatinib, erlotinib y cetuximab, 2) cisplatino y 5-fluorouracilo, o
3) cisplatino, 5-fluorouracilo y docetaxel puede incluir ademas el uso de radioterapia para el tratamiento del
carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (SCCHN).

Los agentes antineoplasicos especificados utilizados en la presente invencion estan facilmente disponibles
comercialmente.

Sorafenib es un inhibidor de quinasas que disminuye la proliferacion de células tumorales in vitro. Se ha mostrado
que sorafenib inhibié multiples quinasas intracelulares (CRAF, BRAF y mutantes BRAF) y de superficie celular (KIT,
FLT-3, RET, VEGFR-1 a 3 y PDGFR-3). Se cree que varias de estas quinasas estan involucradas en la sefializacion
de células tumorales, angiogénesis y apoptosis. Sorafenib inhibié el crecimiento tumoral y la angiogénesis del
carcinoma hepatocelular humano y el carcinoma de células renales y varios otros xenoinjertos de tumores humanos
en ratones inmunocomprometidos. Se denomina quimicamente como 4-(4-{3-[4-cloro-3-
I(trifluorometil)fenillureido}fenoxi)N?-metilpiridin-2-carboxamida-4-metilbencenosulfonato. Sorafenib esta disponible
comercialmente y se comercializa como Nexavar® por Bayer en los Estados Unidos para el tratamiento de pacientes
con carcinoma de células renales avanzado (RCC) y aquellos con carcinoma hepatocelular irresecable (HCC).
También esta aprobado por la Agencia Europea de Medicamentos para el tratamiento de pacientes con HCC y
pacientes con RCC avanzado con los que el tratamiento previo con IFN-a o con interleucina-2 hubiera fallado o se
considera inadecuado para dicha terapia ("Preclinical overview of sorafenib, a multikinase inhibitor that targets both
Raf and VEGF and PDGF receptor tyrosine kinase signaling". Molecular Cancer Therapeutics 2008; 7 (10): 3129-40).

Lapatinib es un inhibidor de la 4-anilinoquinazolina quinasa de los dominios tanto de la tirosina quinasa intracelular
del Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico (EGFR [ErbB1]) como de los receptores del Receptor Epidérmico
humano Tipo 2 (HER2[ErbB2]). Lapatinib inhibe el crecimiento de células tumorales conducidas por ErbB in vitro y
en varios modelos animales. Esta presente como el monohidrato de la sal de ditosilato, con el nombre quimico de N-
(3-cloro-4-{[(3-fluorofenil)metilJoxi}fenil)-6-[5-({[2-(metilsulfonil)]etilJamino}metil)-2-furanil]-4-quinazolinaminabis(4-
metilbencenosulfonato)monohidrato. El ditosilato monohidrato es un inhibidor doble de tirosina que interrumpe el
receptor de crecimiento HER2 y se usa en terapia de combinacion para cancer de mama HER2-positivo ("Lapatinib
in the treatment of breast cancer" Expert Review of Anticancer Therapy (Future Drugs) 7 (9): 1183-92). Se
comercializa bajo la marca TYKERB® en los Estados Unidos por GlaxoSmithKline y esta disponible comercialmente.
Lapatinib inhibe la actividad de la tirosina quinasa asociada con dos oncogenes, EGFR (receptor del factor de
crecimiento epidérmico) y HER2/neu (EGFR humano tipo 2) ("A unique structure for epidermal growth factor receptor
bound to GW572016 (Lapatinib): relationships among protein conformation, inhibitor off-rate, and receptor activity in
tumor cells" Cancer Res. 2004 Sep 15; 64(18): 6652-9). Lapatinib inhibe los procesos de la sefial del receptor
uniéndose al bolsillo de unién al ATP del dominio de la proteina quinasa EGFR/HERZ2, evitando la autofosforilacion y
posterior activacion del mecanismo de sefial ("Lapatinib: a novel dual tyrosine kinase inhibitor with activity in solid
tumors". Annals of Pharmacotherapy: 40 (2); 261-269).

Erlotinib es un inhibidor de EGFR. El farmaco sigue a gefitinib (Iressa®), que fue el primer farmaco de este tipo.
Gefitinib y erlotinib son los inhibidores de las tirosinas quinasas del receptor del factor de crecimiento epidérmico
disponibles en el mercado (EGFR-TKIs) que se usan ampliamente para el tratamiento del cancer de pulmén de
células no pequefias (NSCLC). Erlotinib se dirige especificamente a la tirosina quinasa del receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR), que esta altamente expresada y ocasionalmente mutada en diversas formas de
cancer. Se une de forma reversible al sitio de union al receptor de adenosina trifosfato (ATP) (J Clin Oncol, 2007;
25:1960-1966).

El cisplatino es un compuesto de platino que actia como un agente anticanceroso citotoxico. Este farmaco de
quimioterapia basado en el platino, mata las células cancerosas al dafiar el ADN e inducir la apoptosis. El cisplatino
esta disponible comercialmente para el tratamiento de varios tipos de cancer, incluidos los sarcomas, algunos
carcinomas (por ejemplo, cancer de pulmoén de células pequefias y cancer de ovario), linfomas y tumores de células
germinales. El cisplatino es un agente citotdxico no especifico del ciclo celular que es eficaz contra las células que
se dividen activamente y las que simplemente descansan antes de entrar en el ciclo celular y reacciona in vivo,
uniéndose a y causando enlaces cruzados de ADN lo que finalmente desencadena la apoptosis (muerte celular
programada).

El fluorouracilo (5-FU) es un antimetabolito y un agente citotdxico anticanceroso. 5-FU inhibe la sintesis de ADN y la
muerte celular y penetra bien en el liquido cefalorraquideo. El 5-FU esta disponible comercialmente como un
antimetabolito que interfiere con la sintesis de ARN y ADN. 5-FU es terapéuticamente util para ciertos tipos de
carcinoma, como el carcinoma de colon, recto, mama, estdmago y pancreas.

El docetaxel es un agente antineoplasico que pertenece a la familia de los taxoides que actua interrumpiendo la red
microtubular en las células que es esencial para las funciones celulares mitoticas e interfasicas. El docetaxel se une
a la tubulina libre y promueve el ensamblaje de tubulina en microtibulos estables, al mismo tiempo que inhibe su
desensamblaje. Esto conduce a la produccion de haces de microtubulos sin funcién normal y a la estabilizacion de
los microtubulos, lo que da como resultado la inhibicion de la mitosis en las células. La unién del docetaxel a los
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microtubulos no altera el nimero de protofilamentos en los microtibulos unidos, una caracteristica que difiere de la
mayoria de los venenos fusiformes actualmente en uso clinico. El docetaxel se comercializa en todo el mundo bajo
el nombre de Taxotere® por Sanofi y esta disponible comercialmente.

El cetuximab es un anticuerpo monoclonal quimérico recombinante dirigido contra el factor de crecimiento
epidérmico (EGFR) con actividad antineoplasica. Cetuximab se une al dominio extracelular del EGFR, impidiendo
asi la activacion y posterior dimerizacion del receptor; la disminuciéon en la activacion y dimerizacion del receptor
puede dar como resultado una inhibicién en la transduccion de la sefial y efectos antiproliferativos. Este agente
puede inhibir el crecimiento y la metastasis del tumor primario dependiente de EGFR. Cetuximab esta disponible
comercialmente como Erbitux® para el tratamiento del cancer colorrectal metastasico y el cancer de cabeza y cuello.

En otra forma de realizacion, la presente invencion se dirige a una combinacién farmacéutica para uso en el
tratamiento del carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (SCCHN) en donde la combinacién comprende
un inhibidor de quinasa dependiente de ciclina (CDK) seleccionado entre los compuestos de Férmula | o una sal o
solvato farmacéuticamente aceptable de los mismos y sorafenib.

Otra forma de realizacién de la presente invencion proporciona una combinacién farmacéutica para uso en el
tratamiento del carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello en donde la combinacién comprende un
inhibidor de quinasa dependiente de ciclina (CDK) seleccionado entre los compuestos de Férmula | o una sal o
solvato farmacéuticamente aceptable de los mismos y lapatinib.

En otra forma de realizacion, la presente invencion se dirige a una combinacién farmacéutica para uso en el
tratamiento del carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello en donde la combinacién comprende un
inhibidor de quinasa dependiente de ciclina (CDK) seleccionado entre los compuestos de Férmula | o una sal o
solvato farmacéuticamente aceptable de los mismos y erlotinib.

Otra forma de realizacién de la presente invencion proporciona una combinacién farmacéutica para uso en el
tratamiento del carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello en donde la combinacién comprende un
inhibidor de quinasa dependiente de ciclina (CDK) seleccionado entre los compuestos de féormula | o una sal o
solvato farmacéuticamente aceptable de los mismos; cisplatino y 5-fluorouracilo o sus sales farmacéuticamente
aceptables.

En otra forma de realizacién, la presente invencion se dirige a una combinacién farmacéutica para uso en el
tratamiento del carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello en donde la combinacién comprende un
inhibidor de quinasa dependiente de ciclina (CDK) seleccionado entre los compuestos de féormula | o una sal o
solvato farmacéuticamente aceptable de los mismos; docetaxel, cisplatino y 5-fluorouracilo o sus sales
farmacéuticamente aceptables.

En otra forma de realizaciéon, la presente invencién proporciona una combinacién farmacéutica para uso en el
tratamiento de carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello en donde la combinacion comprende el
compuesto A y sorafenib o sus sales farmacéuticamente aceptables.

En otra forma de realizaciéon, la presente invencién proporciona una combinacién farmacéutica para uso en el
tratamiento del carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello en donde la combinacién comprende el
compuesto A y lapatinib o sus sales farmacéuticamente aceptables.

En otra forma de realizacion, la presente invencion se dirige a una combinacién farmacéutica para uso en el
tratamiento del carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello en donde la combinacién comprende el
compuesto A y erlotinib o sus sales farmacéuticamente aceptables.

En otra forma de realizacion, la presente invencion se dirige a una combinacién farmacéutica para uso en el
tratamiento del carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello en donde la combinacién comprende el
compuesto A, cisplatino y 5-fluorouracilo o sus sales farmacéuticamente aceptables.

Una forma de realizacion adicional de la presente invencion se dirige a una combinacién farmacéutica para uso en el
tratamiento del carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello en donde la combinacién comprende el
compuesto A, docetaxel, cisplatino y 5-fluorouracilo o sus sales farmacéuticamente aceptables.

En otra forma de realizacion, la presente invencion se dirige a una combinacién farmacéutica para uso en el
tratamiento del carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello en donde la combinacién comprende el
compuesto B y sorafenib o sus sales farmacéuticamente aceptables.

En otra forma de realizacion, la presente invencion se dirige a una combinacién farmacéutica para uso en el
tratamiento del carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello en donde la combinacién comprende el
compuesto B y lapatinib o sus sales farmacéuticamente aceptables.

Segun otra forma de realizacion de la presente invencion, la combinacion farmacéutica que comprende el inhibidor
de CDK seleccionado de los compuestos de féormula | y un agente antineoplasico seleccionado de sorafenib,
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lapatinib y erlotinib o la combinacion farmacéutica que comprende el inhibidor de CDK seleccionado de los
compuestos de férmula |, y cisplatino y 5-fluorouracilo o la combinacién farmacéutica que comprende el inhibidor de
CDK seleccionado de los compuestos de formula |, y cisplatino, 5-fluorouracilo y docetaxel, no se limita
exclusivamente a aquellas combinaciones que se obtienen por asociacion fisica de dichos ingredientes, sino que
también abarca aquellas que permiten una administracion separada, que puede ser simultanea, secuencial o
espaciada durante un periodo de tiempo a fin de obtener la maxima eficacia de la combinaciéon. Por lo tanto, la
combinacién farmacéutica puede administrarse simultaneamente o secuencialmente para un tratamiento eficaz del
carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello.

Segun ofra forma de realizacion, la presente invencién se dirige a una combinacion farmacéutica para uso en el
tratamiento del carcinoma de células escamosas que comprende radiacion, un inhibidor de CDK seleccionado de los
compuestos de formula | y 1) uno o mas agentes antineoplasicos seleccionados de sorafenib, lapatinib, erlotinib, y
cetuximab, 2) cisplatino y 5-fluorouracilo, o 3) cisplatino, 5-fluorouracilo y docetaxel, o una sal farmacéuticamente
aceptable de los mismos.

Segun otra forma de realizacion, la presente invencion se refiere a una combinacion farmacéutica para uso en el
tratamiento del carcinoma de células escamosas que comprende radiacién, un inhibidor de CDK seleccionado del
compuesto A o compuesto B y 1) uno o mas agentes antineoplasicos seleccionados de sorafenib, lapatinib, erlotinib,
y cetuximab, 2) cisplatino y 5-fluorouracilo, o 3) cisplatino, 5-fluorouracilo y docetaxel, o una sal farmacéuticamente
aceptable de los mismos.

Segun otra forma de realizacion, la presente invencion se refiere a una combinacion farmacéutica para uso en el
tratamiento del carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (SCCHN) en donde la combinacién comprende
radiacion, un inhibidor de quinasa dependiente de ciclina (CDK) seleccionado del compuesto A o B o una sal
farmacéuticamente aceptable de los mismos y el anticuerpo monoclonal, cetuximab.

En una forma de realizacién adicional, la presente invencidon proporciona una composicion farmacéutica que
comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un inhibidor de CDK seleccionado de los compuestos de
féormula |1 (como se describe en el presente documento) o una sal o solvato farmacéuticamente aceptable de los
mismos en combinacidon con una cantidad terapéuticamente eficaz de 1) uno o mas agentes antineoplasicos
seleccionados de sorafenib, lapatinib, erlotinib y cetuximab, 2) cisplatino y 5-fluorouracilo, o 3) cisplatino, 5-
fluorouracilo y docetaxel, o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos; en asociaciéon con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

En otra forma de realizacion, la presente invencién se refiere a una composicion farmacéutica que comprende una
cantidad terapéuticamente eficaz de un inhibidor de CDK seleccionado de los compuestos de férmula | o una sal o
solvato farmacéuticamente aceptable de los mismos y una cantidad terapéuticamente eficaz de sorafenib en
asociacion con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En otra forma de realizaciéon adicional, la presente invencién se refiere a una composicion farmacéutica que
comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un inhibidor de CDK seleccionado de los compuestos de
férmula | 0 una sal o solvato farmacéuticamente aceptable de los mismos y una cantidad terapéuticamente eficaz de
lapatinib en asociacién con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En otra forma de realizaciéon adicional, la presente invencién se refiere a una composicion farmacéutica que
comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un inhibidor de CDK seleccionado de los compuestos de
férmula | o una sal o solvato farmacéuticamente aceptable de los mismos y una cantidad terapéuticamente eficaz de
erlotinib en asociaciéon con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En una forma de realizacién adicional, la presente invencidon proporciona una composicion farmacéutica que
comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un inhibidor de CDK seleccionado entre los compuestos de
férmula | o una sal o solvato farmacéuticamente aceptable de los mismos, una cantidad terapéuticamente eficaz de
cisplatino y una cantidad terapéuticamente eficaz de 5-fluorouracilo o una sal farmacéuticamente aceptable de los
mismos; en asociacion con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En otra forma de realizacion, la presente invencién se refiere a una composicion farmacéutica que comprende una
cantidad terapéuticamente eficaz de un inhibidor de CDK seleccionado del compuesto A o compuesto B y una
cantidad terapéuticamente eficaz de 1) uno o mas agentes antineoplasicos seleccionados de sorafenib, lapatinib,
erlotinib, y cetuximab, 2) cisplatino y 5-fluorouracilo, o 3) cisplatino, 5-fluorouracilo y docetaxel, o una sal
farmacéuticamente aceptable de los mismos; en asociacion con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En otra forma de realizaciéon adicional, la presente invencién se refiere a una composicion farmacéutica que
comprende una cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto A y una cantidad terapéuticamente eficaz de
sorafenib en asociacién con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En otra forma de realizacion, la presente invencién se refiere a una composicion farmacéutica que comprende una
cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto A y una cantidad terapéuticamente eficaz de lapatinib en asociacién
con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
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En una forma de realizacién adicional, la presente invencidon se refiere a una composiciéon farmacéutica que
comprende una cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto B y una cantidad terapéuticamente eficaz de
sorafenib en asociacién con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En otra forma de realizacion, la presente invencién se refiere a una composicion farmacéutica que comprende una
cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto B y una cantidad terapéuticamente eficaz de lapatinib en asociacién
con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En otra forma de realizacion, la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende una
cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto A y una cantidad terapéuticamente eficaz de erlotinib en asociacion
con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En otra forma de realizacion, la presente invencién se refiere a una composicion farmacéutica que comprende una
cantidad terapéuticamente eficaz de cada uno de los compuestos A, cisplatino y 5-fluorouracilo o una sal
farmacéuticamente aceptable de los mismos; en asociacion con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En otra forma de realizacion, la presente invencién se refiere a una composicion farmacéutica que comprende una
cantidad terapéuticamente eficaz de cada uno de los compuestos A, docetaxel, cisplatino y 5-fluorouracilo o una sal
farmacéuticamente aceptable de los mismos; en asociacion con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Un método para el tratamiento del carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello en un sujeto que comprende
administrar a dicho sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un inhibidor de CDK seleccionado de los
compuestos de formula (I) o una sal o solvato farmacéuticamente aceptable de los mismos y una cantidad
terapéuticamente eficaz de un agente antineoplasico seleccionado de sorafenib, lapatinib o erlotinib; en donde dicho
inhibidor de CDK y dicho agente antineoplasico o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo se administran
simultaneamente o secuencialmente.

Un método para el tratamiento del carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello en un sujeto que comprende
administrar a dicho sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un inhibidor de CDK seleccionado de los
compuestos de formula (I) o una sal o solvato farmacéuticamente aceptable de los mismos; una cantidad
terapéuticamente eficaz de cada uno de cisplatino y 5-fluorouracilo o una sal farmacéuticamente aceptable de los
mismos; en donde dicho inhibidor de CDK, cisplatino y 5-fluorouracilo se administran simultanea o secuencialmente.

Un método para el tratamiento de carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello en un sujeto que comprende
administrar a dicho sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un inhibidor de CDK seleccionado del compuesto
A o compuesto B y una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente antineoplasico seleccionado de sorafenib,
lapatinib o erlotinib; en donde dicho compuesto A o compuesto B y agente antineoplasico se administran simultanea
0 secuencialmente.

Un método para el tratamiento de carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello en un sujeto que comprende
administrar a dicho sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un inhibidor de CDK seleccionado del compuesto
A o compuesto B y una cantidad terapéuticamente eficaz de sorafenib; en donde dicho compuesto A o compuesto B
y sorafenib se administran simultdneamente o secuencialmente.

Un método para el tratamiento del carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello en un sujeto que comprende
administrar a dicho sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un inhibidor de CDK seleccionado del compuesto
A o compuesto B y una cantidad terapéuticamente eficaz de lapatinib o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo; en donde dicho compuesto A o compuesto B y lapatinib se administran simultdneamente o secuencialmente.

Un método para el tratamiento del carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello en un sujeto que comprende
administrar a dicho sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto A o una sal o solvato
farmacéuticamente aceptable del mismo y una cantidad terapéuticamente eficaz de erlotinib; en donde dicho
compuesto A y erlotinib se administran simultanea o secuencialmente.

Un método para el tratamiento de carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello en un sujeto que comprende
administrar a dicho sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto A o una sal o solvato
farmacéuticamente aceptable del mismo; una cantidad terapéuticamente eficaz de cisplatino y 5-fluorouracilo o una
sal farmacéuticamente aceptable de los mismos; en donde dicho compuesto A, cisplatino y 5-fluorouracilo se
administran simultanea o secuencialmente.

Un método para el tratamiento del carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello en un sujeto que comprende
administrar a dicho sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de inhibidor de CDK seleccionado de los
compuestos de formula (I) o una sal o solvato farmacéuticamente aceptable de los mismos y una cantidad
terapéuticamente eficaz de un agente antineoplasico o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo; en donde
dicho inhibidor de CDK y dicho agente antineoplasico o sus sales farmacéuticamente aceptables se administran
secuencialmente.
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Un método para el tratamiento del carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello en un sujeto que comprende
administrar a dicho sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto A o del compuesto B; una cantidad
terapéuticamente eficaz de un agente antineoplasico seleccionado de sorafenib, lapatinib o erlotinib; en donde dicho
compuesto A o compuesto B y agente antineoplasico seleccionado de sorafenib, lapatinib o erlotinib se administran
secuencialmente de manera que el compuesto A o el compuesto B se administra antes o después de la
administracion de sorafenib o lapatinib o erlotinib.

Un método para el tratamiento del carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello en un sujeto que comprende
administrar a dicho sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto A y una cantidad terapéuticamente
eficaz de sorafenib; en donde dicho compuesto A y sorafenib se administran secuencialmente de manera que el
compuesto A se administra antes o después de la administracién de sorafenib.

Un método para el tratamiento del carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello en un sujeto que comprende
administrar a dicho sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto B y una cantidad terapéuticamente
eficaz de sorafenib; en donde dicho compuesto B y sorafenib se administran secuencialmente de manera que el
compuesto B se administra antes o después de la administracion de sorafenib.

Un método para el tratamiento del carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello en un sujeto que comprende
administrar a dicho sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto A y una cantidad terapéuticamente
eficaz de lapatinib; en donde dicho compuesto A y lapatinib se administran secuencialmente de manera que el
compuesto A se administra antes o después de la administracion de lapatinib.

Un método para el tratamiento del carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello en un sujeto que comprende
administrar a dicho sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto B y una cantidad terapéuticamente
eficaz de lapatinib; en donde dicho compuesto B y lapatinib se administran secuencialmente de manera que el
compuesto B se administra antes o después de la administracion de lapatinib.

Un método para el tratamiento del carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello en un sujeto que comprende
administrar a dicho sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto A; una cantidad terapéuticamente
eficaz de erlotinib; en donde dicho compuesto A y erlotinib se administran secuencialmente de manera que el
compuesto A se administra antes o después de la administracion de erlotinib.

Un método para el tratamiento del carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello en un sujeto que comprende
administrar a dicho sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto A; una cantidad terapéuticamente
eficaz de cada uno de cisplatino; y 5-fluorouracilo o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos; en donde
dicho compuesto A, cisplatino y 5-fluorouracilo o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos se administran
secuencialmente de manera que el compuesto A se administra antes o después de la administracion de cisplatino
y/o 5-fluorouracilo.

Un método para el tratamiento del carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello en un sujeto que comprende
administrar a dicho sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto A; una cantidad terapéuticamente
eficaz de cada uno de docetaxel, cisplatino y 5-fluorouracilo o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos;
en donde dicho compuesto A, docetaxel, cisplatino y 5-fluorouracilo o una sal farmacéuticamente aceptable de los
mismos se administra secuencialmente de manera que el compuesto A se administra antes o después de la
administracion de docetaxel, y/o cisplatino y/o 5-fluorouracilo.

La administracién de la combinacién doble de inhibidor de CDK seleccionado del compuesto de féormula | y un
agente antineoplasico o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos seleccionados de sorafenib, lapatinib o
erlotinib puede producir efectos, tales como efectos anticancerosos, mejores que los logrados con cualquiera de los
inhibidores de CDK o sorafenib o lapatinib o erlotinib cuando se usan solos.

La administracion de una combinacion triple del inhibidor de CDK seleccionado del compuesto de formula | como se
describe en el presente documento, cisplatino y 5-fluorouracilo puede producir efectos, tales como efectos
anticancerosos, mejores que los logrados con cualquiera de los inhibidores de CDK o cisplatino o 5-fluorouracilo
utilizado solos, mejores que los logrados con la combinacién del inhibidor de CDK, cisplatino y 5-fluorouracilo.

La ruta de administraciéon de la composicion farmacéutica de la presente invencion no esta particularmente limitada.
En una forma de realizacion, los ingredientes activos (los agentes anticancerosos contenidos en la combinacion)
comprendidos en la composicién pueden tener que administrarse por diferentes rutas, ya sea por via oral o
parenteral, dependiendo de la forma de dosificacion. La forma de dosificacion adecuada para la administracién oral
puede ser un comprimido o capsula, las formas de administracion parenteral incluyen inyeccion intravenosa, infusion
intravenosa, inyeccidon subcutanea, inyeccion transdérmica, inyeccion intraperitoneal, etc. Para la administracion
rectal, por ejemplo como un supositorio la via de administracion puede ser por inyeccion directa en el tumor o por
administracion regional o por administracion local. En el caso de comprimidos para uso oral, los vehiculos que se
usan comunmente incluyen la lactosa, almidén de maiz, carbonato de magnesio, talco y azucar, y se afiaden
comunmente agentes lubricantes tales como el estearato de magnesio. Para la administraciéon oral en forma de
capsula, los vehiculos utiles incluyen la lactosa, almidon de maiz, carbonato de magnesio, talco y azdcar. Para uso
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intramuscular, intraperitoneal, subcutaneo e intravenoso, generalmente se emplean soluciones estériles del
ingrediente activo, y el pH de las soluciones debe ajustarse y tamponarse adecuadamente.

En la practica de la presente invencion, los inhibidores de CDK seleccionados de los compuestos de formula |
pueden administrarse tanto por via oral como parenteral para generar y mantener buenos niveles sanguineos de los
mismos, mientras que uno o mas agentes antineoplasicos pueden administrarse por via oral o parenteral, por via
intravenosa, subcutanea o intramuscular o cualquier otra via de administraciéon adecuada.

En una forma de realizacion, los agentes terapéuticos (los inhibidores de CDK y los agentes antineoplasicos)
contenidos en la combinacion de la invencion se formulan segun procedimientos rutinarios como una composicion
farmacéutica.

En la practica, las preparaciones orales para administracion oral pueden producirse afiadiendo a los ingredientes
activos rellenos, y si es necesario, aglutinantes, disgregantes, lubricantes, agentes colorantes, agentes
aromatizantes, etc. y formulando la mezcla resultante segun los procedimientos convencionales en comprimidos,
comprimidos recubiertos, granulos, granulos sutiles, polvos, capsulas o similares. Ejemplos del relleno incluyen, pero
no se limitan a la lactosa, almidén de maiz, azucar blanco, glucosa, sorbitol, celulosa cristalina, dioxido de silicio, etc.
Ejemplos de aglutinante incluyen pero no se limitan al alcohol polivinilico, etilcelulosa, metilcelulosa, goma arabica,
hidroxipropilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, etc. Ejemplos del lubricante incluyen, pero no se limitan al, estearato
de magnesio, talco, silice, etc. El agente colorante puede ser cualquier agente colorante que esté aprobado para ser
afadido a preparaciones farmacéuticas. Los ejemplos del agente aromatizante incluyen, pero no se limitan al, cacao
en polvo, mentol, polvo aromatico, aceite de menta, alcanfor, polvo de canela, etc. Los comprimidos y granulos
resultantes pueden recubrirse apropiadamente con, por ejemplo, azucar o gelatina segun la necesidad. Cuando la
composicion farmacéutica de la presente invencion se administra por via transdérmica en forma de parches, es
preferible seleccionar la denominada forma libre que no forma una sal. Las preparaciones de inyeccion se pueden
producir como preparaciones de infusidon intravenosa o preparaciones de inyeccién intravenosa, subcutanea o
intramuscular segun procedimientos convencionales. Ejemplos del agente de suspension incluyen, pero no se
limitan a la metilcelulosa, polisolvato 80, hidroxietilcelulosa, goma arabica, polvo de tragacanto, carboximetilcelulosa
sodica, polioxietileno sorbitdn monolaurato, etc. Ejemplos del coadyuvante de la disoluciéon incluyen, pero no se
limitan al, polioxietileno aceite de ricino hidrogenado, Polisolvato 80, nicotinamida, polioxietilen sorbitdn monolaurato,
macrogol, éster etilico de acido graso de aceite de ricino, etc. Ejemplos del estabilizante incluyen, pero no se limitan
al sulfito sodico, metasulfito sédico, etc. Ejemplos del conservante incluyen el parahidroxibenzoato de metilo,
parahidroxibenzoato de etilo, acido sérbico, fenol, cresol, clorocresol etc.

Aunque las dosis eficaces de los agentes terapéuticos (los inhibidores de CDK y los agentes antineoplasicos o
anticancerosos) para la administracion varian dependiendo de la gravedad de los sintomas, edad, sexo, peso
corporal y diferencia de sensibilidad del paciente, el modo, tiempo, intervalo y duracién de administracion, la
naturaleza, formulacion y tipo de preparacion, el tipo de ingrediente activo, etc. en ciertas formas de realizacion, los
agentes terapéuticos se administran en un marco temporal donde ambos agentes todavia estén activos. Un experto
en la técnica podria determinar dicho marco temporal determinando la semivida de los agentes terapéuticos
administrados. Como se indico anteriormente en el presente documento, los ingredientes activos contenidos en la
composicion farmacéutica pueden administrarse simultdneamente o secuencialmente. Los expertos en la materia
reconoceran que son posibles varias variaciones.

Para una administracion eficaz, los agentes terapéuticos de la combinacion farmacéutica de la presente invencion se
proporcionan en un intervalo de dosis particular, por ejemplo, el inhibidor de CDK seleccionado de compuesto de
formula | tal como el compuesto A puede proporcionarse en un intervalo de dosis general de 75 mg/m?dia a 200
mg/m?/dia; otro inhibidor de CDK seleccionado del compuesto de formula | tal como el Compuesto B puede
proporcionarse en un intervalo de dosis general de 50 mg a 350 mg por via oral. Ademas, entre los agentes
antineoplasicos, se puede proporcionar el cisplatino en un intervalo de dosis de 40 mg/m?dia a 200 mg/m?dia, se
puede proporcionar 5-fluouracilo en un intervalo de dosis de 40 mg/m?dia a 200 mg/m?dia, docetaxel puede
administrarse en un intervalo de dosis general de 20 mg/m?dia a 75 mg/m?/dia, se puede administrar sorafenib en al
menos una cantidad de aproximadamente 200 mg a 400 mg (comprimidos de 2x200 mg) por via oral bid, lapatinib
puede administrarse en una dosis que varia de 500 a 1500 mg/dia y erlotinib se puede proporcionar en un intervalo
de dosis de aproximadamente 150 mg/dia a 300 mg/dia.

Las combinaciones proporcionadas por esta invencion se han evaluado en ciertos sistemas de ensayo, los detalles
experimentales se proporcionan en el presente documento a continuacion.

La eficacia sinérgica de la combinacion de la presente invencion se demuestra llevando a cabo el estudio in vitro que
implica el uso de una combinacion, por ejemplo, un inhibidor de CDK de férmula | como se describe en el presente
documento como compuesto A o compuesto B y uno o mas agentes antineoplasicos seleccionados. Esta claramente
indicado que cuando los agentes antineoplasicos se usan en combinacion con inhibidores de CDK en el tratamiento
del carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello la apoptosis en células proliferativas es mayor que cuando
las células se tratan con el inhibidor de CDK de formula | solamente o el agente antineoplasico solo. Por ejemplo, se
establece claramente a partir de los datos descritos en el presente documento que el inhibidor de CDK de férmula |,
compuesto descrito en el presente documento como compuesto A o compuesto B, en combinaciéon con uno o mas
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agentes antineoplasicos como se describe en el presente documento, son sinérgicamente eficaces en el tratamiento
del carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello. El sinergismo exhibido por la combinacion farmacéutica de
la presente invencion también se demuestra a través de los datos del estudio in vivo como se indica en el presente
documento.

Los siguientes ejemplos estan destinados a ilustrar, pero no a limitar, la presente invencion.

Ejemplos

Ejemplo 1:

A) Procedimiento general para la preparacion de los inhibidores de CDK (los compuestos de férmula I):

Los compuestos de formula | se pueden preparar segun los métodos descritos en la publicacién de patente PCT
documento de patente internacional N° W0O2004004632 y la publicacion de patente PCT documento de patente
internacional N° WO2007148158.

El procedimiento general para la preparacion del compuesto de Férmula |, o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo, comprende los siguientes pasos:

a) tratar el enantiomero enantioméricamente puro (-)-trans resuelto del compuesto intermedio de formula VIA,

OCH,
J E

I
CH,0" ™y TOCH,
"~ CH,OH
CH
VIA

3

con anhidrido acético en presencia de un catalizador de acido de Lewis para obtener un compuesto acetilado
resuelto de féormula VIIA,
OCH,
COCH,
CH.O OH
~CH,0COCH,

N

~

CH,
VIIA

b) hacer reaccionar el compuesto acetilado resuelto de férmula VIIA con un acido de férmula ArCOOH o un cloruro
de acido de formula ArCOCI o un anhidrido de acido de formula (ArCQO),0O o un éster de formula ArCOOCHs, en
donde Ar es como se define en el presente documento anteriormente en referencia al compuesto de féormula I, en
presencia de una base y un disolvente para obtener un compuesto resuelto de formula VIIIA;

OCH,
A _.COCH,
|

CH;Y’TT‘OCOAr
., CH,0COCH,

N

CH

VIIIA

c) tratar el compuesto resuelto de férmula VIIIA con una base en un disolvente adecuado para obtener el compuesto
de B-dicetona resuelto correspondiente de férmula IXA;

3
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JE < %a’}li
CH,0™ 'y "OH
- CHOCOCH,
N\
CH,
IXA

en donde Ar es como se defini6é anteriormente;

d) tratar el compuesto de B-dicetona resuelto de formula IXA con un acido tal como acido clorhidrico para obtener el
correspondiente compuesto ciclado de férmula XA,

e) someter el compuesto de féormula XA a desalquilacion calentandolo con un agente desalquilante a una
temperatura que varia de 120-180° C para obtener el enantidmero (+)-frans del compuesto de formula | v,
opcionalmente, convertir el compuesto sujeto en su sal farmacéuticamente aceptable.

El catalizador de acido Lewis utilizado en la etapa (a) anterior puede ser seleccionado de: BF3 Et,0, cloruro de zinc,
cloruro de aluminio y cloruro de titanio. La base utilizada en la etapa del proceso (b) se puede seleccionar de
trietilamina, piridina y una combinacion de DCC-DMAP (combinacion de N,N'-diciclohexil carbodiimida y 4-
dimetilaminopiridina).

Resultara evidente para los expertos en la técnica que la transposicion del compuesto de formula VIIIA al
correspondiente compuesto de B-dicetona de formula IXA se conoce como una transposicion de Baker-
Venkataraman (J. Chem. Soc., 1381 (1933) y Curr. Sci., 4.214 (1933)).

La base utilizada en la etapa del proceso (c) se puede seleccionar de: hexametildisilazida de litio, hexametildisilazida
de sodio, hexametildisilazida de potasio, hidruro de sodio e hidruro de potasio. Una base preferida es la
hexametildisilazida de litio. El agente desalquilante usado en la etapa (e) del proceso para la desalquilacion del
compuesto de férmula IXA se puede seleccionar entre: clorhidrato de piridina, tribromuro de boro, eterato de
trifluoruro de boro y tricloruro de aluminio. Un agente desalquilante preferido es el clorhidrato de piridina.

La preparacion del compuesto de partida de féormula VIA implica la reaccién de 1-metil-4-piperidona con una solucion
de 1,3,5-trimetoxibenceno en acido acético glacial, para dar 1-metil-4-(2,4,6-trimetoxifenil)-1,2,3,6-tetrahidropiridina,
que se hace reaccionar con dietileterato de trifluoruro de boro, borohidruro de sodio y tetrahidrofurano para dar 1-
metil-4-(2,4,6-trimetoxifenil)piperidin-3-ol. La conversién de 1-metil-4-(2,4,6-trimetoxifenil)piperidin-3-ol al compuesto
de formula VIA implica la conversiéon del grupo hidroxi presente en el anillo de piperidina del compuesto, 1-metil-4-
(2,4,6-trimetoxifenil)piperidin-3-ol a un grupo saliente tal como un tosilo, mesilo, triflato o haluro por tratamiento con
un reactivo apropiado tal como cloruro de p-toluensulfonilo, cloruro de metansulfonilo, anhidrido ftriflico o
pentacloruro de fésforo en presencia de nucledfilos de oxigeno tales como trietilamina, piridina, carbonato de potasio
o carbonato de sodio, seguido de contraccion del anillo en presencia de nucledfilos de oxigeno tales como acetato
de sodio o acetato de potasio en un disolvente alcohdlico tal como isopropanol, etanol o propanol.

B) Preparacion del clorhidrato de (+)-trans-2-(2-cloro-fenil)-5,7-dihidroxi-8-(2-hidroximetil-1-metil-pirrolidin-3-il)-
cromen-4-ona (compuesto A)
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Clorhidrato de piridina fundido (4,1 g, 35,6 mmoles) se afiadié a (+)-trans-2-(2-cloro-fenil)-8-(2-hidroximetil-1-metil-
pirrolidin-3-il)-5,7-dimetoxi-cromen-4-ona (0,4 g, 0,9 mmoles) y se calent6 a 180° C durante 1,5 horas. La mezcla de
reaccion se enfrié a 25° C, se diluyé con MeOH (10 ml) y se basificé usando Na;CO3 a pH 10. La mezcla sefiltro y la
capa organica se concentré. El residuo se suspendié en agua (5 ml), se agité durante 30 minutos, se filtré y se seco
para obtener el compuesto, (+)-trans-2-(2-cloro-fenil-5,7-dihidroxi-8-(2-hidroximetil-1-metil-pirrolidin-3-il)-cromen-4-
ona.

Rendimiento: 0,25 g (70%); IR (KBr): 3422, 3135, 1664, 1623, 1559 cm-1;

1H RMN (CDCI3, 300 MHz): 6 7,56 (d, 1H), 7,36 (m, 3H), 6,36 (s, 1H), 6,20 (s, 1H), 4,02 (m, 1H), 3,70 (m, 2H), 3,15
(m, 2H), 2,88 (m, 1H), 2,58 (s, 3H), 2,35 (m, 1H), 1,88 (m, 1H); MS (ES+): m/z 402 (M+1);

Andlisis: C,1 Hao CINOs C, 62,24 (62,71); H, 5,07 (4,97); N, 3,60 (3,48); Cl, 9,01 (8,83).

El compuesto como se obtuvo anteriormente (0,2 g, 0,48 mmoles) se suspendio en IPA (5 ml) y se afiadié HCI al
3,5% (25 ml). La suspension se calent6 para obtener una solucion clara. La solucién se enfrié y se filtré en un sélido
para obtener el compuesto, clorhidrato de (+)-trans-2-(2-clorofenil)-5,7-dihidroxi-8-(2-hidroximetil-1-metil-pirrolidin-3-
il)-cromen-4-ona.

Rendimiento: 0,21 g (97%); pf: 188 - 192° C; [a]D25 = +21,3° (c = 0,2, metanol);

1H RMN (CD30D, 300 MHz): & 7,80 (d, 1H), 7,60 (m, 3H), 6,53 (s, 1H), 6,37 (s, 1H), 4,23 (m, 1H), 3,89 (m, 2H), 3,63
(m, 1H), 3,59 (dd, 1H), 3,38 (m, 1 H), 2,90 (s, 3H), 2,45 (m, 1H), 2,35 (m, 1H); MS (ES+): m/ z 402 (M + 1) (base
libre).

Este compuesto se sometio a HPLC quiral. La HPLC quiral se realizé usando la columna Chiralcel OD-H (250 x 4,6
mm) y el sistema disolvente de hexano:etanol (92:08) con TFA (0,4%). Los resultados se registran a 264 nm con un
caudal de disolvente de 1 ml/min. Como se representa la HPLC quiral mostré 100% de exceso enantiomérico del
compuesto, clorhidrato de (+)-trans-2-(2-cloro-fenil)-5,7-dihidroxi-8-(2-hidroximetil-1-metil-pirrolidin-3-il)-cromen-4-
ona.

C) Preparacion del clorhidrato de (+)-trans-2-(2-cloro-4-trifluorometil-fenil)-5,7-dihidroxi-8-(2-hidroximetil-1-metil-
pirrolidin-3-il)-cromen-4-ona

(Compuesto B)

Una mezcla del compuesto, (+)-trans-2-(2-cloro-4-trifluorometilfenil)-8-(2-hidroximetil-1-metilpirrolidin-3-il)-5,7-
dimetoxi-cromen-4-ona (0,25 g, 0,5 mmoles), clorhidrato de piridina (0,25 g, 2,16 mmoles) y una cantidad catalitica
de quinolina se calent6 a 180° C durante un periodo de 2,5 horas. La mezcla de reaccién se diluyé con metanol (25
ml) y se basificod con Na,COs solido a pH 10. La mezcla de reaccion se filtrg, y se lavé con metanol. La capa organica
se concentrd y el residuo se purificd por cromatografia en columna usando 0,1% de amoniaco y 4,5% de metanol en
cloroformo como eluyente para dar el compuesto, (+)-trans-2-(2-cloro-4-trifluorometilfenil)-5,7-dihidroxi-8-(2-
hidroximetil-1-metilpirrolidin-3-il)-cromen-4-ona, como un solido amairrillo.

Rendimiento: 0,15 g (63,7%);

1H RMN (CDCI3, 300 MHz): 5 7,99 (m, 2H), 7,83 (d, 1H), 6,65 (s, 1H), 6,41 (s, 1H), 4,24 (m, 1H), 3,90 (m, 2H), 3,70
(m, 1H), 3,60 (m, 1H), 3,41 (m, 1H), 2,99 (s, 3H), 2,54 (m, 1H), 2,28 (m, 1H); MS (ES+): m/z 470 (M+1).

El compuesto (0,1 g, 0,2 mmoles) como se obtuvo anteriormente se suspendié en metanol (2 ml) y se traté con HCI
etéreo y el disolvente organico se evaporé para producir el compuesto, clorhidrato de (+)-trans-2-(2-cloro-4-
trifluorometil-fenil)-5,7-dihidroxi-8-(2-hidroximetil-1-metil-pirrolidin-3-il)-cromen-4-ona.

Rendimiento: 0,1 g (92,8%);

1H RMN (CDCI3, 300 MHz): & 8,02 (d, 2H), 7,83 (d, 1H), 6,64 (s, 1H), 6,41 (s, 1H), 4,23 (m, 1H), 3,73 (m, 2H), 3,68
(m, 1H), 3,51 (m, 1H), 3,39 (m, 1H), 2,99 (s, 3H), 2,54 (m, 1H), 2,31 (m, 1H).

Estudios in vitro que involucran el uso de la combinacién constituida por un inhibidor de CDK y uno o mas agentes
antineoplasicos

Los estudios in vitro que implican el uso de una combinaciéon que comprende un inhibidor de CDK seleccionado de
(+)-trans-2-(2-cloro-fenil)-5,7-dihidroxi-8-(2-hidroximetil-1-metil-pirrolidin-3-il)-cromen-4-ona clorhidrato (compuesto A)

(+)-trans-2-(2-cloro-4-trifluorometilfenil)-5,7-dihidroxi-8-(2-hidroximetil-1-metil -pirrolidin-3-il)-cromen-4-ona
clorhidrato (compuesto B) y 1) uno o mas agentes antineoplasicos seleccionados de sorafenib, lapatinib, erlotinib y
cetuximab, 2) cisplatino y 5-fluorouracilo, o 3) cisplatino, 5-fluorouracilo y docetaxel, que exhiben el efecto sinérgico
de la combinacién de la presente invencion se ilustran en los siguientes ejemplos.

Ejemplo 2:
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Materiales:

Sorafenib, lapatinib y erlotinib se obtuvieron de LC Labs (Estados Unidos). Cisplatino, 5-fluorouracilo y docetaxel se
obtuvieron de Sigma. El kit de citotoxicidad CK-8 se adquirié en Dojindo Molecular Technologies, Japén. Los medios
de cultivo y el suero bovino fetal (FBS) se obtuvieron de Sigma (St. Louis, Missuri) y Gibco (Paisley, Escocia),
respectivamente. Las células cancerosas de cabeza y cuello SCC-25, Detroit 562 y FADU se obtuvieron de la
American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, Virginia). Las células se mantuvieron en medio Eagle
modificado de Dulbecco (DMEM), suplementado con 10% de suero bobino fetal, solucion de penicilina-
estreptomicina estabilizada, filtrado en condiciones estériles, con 100 unidades de penicilina/ml y 100 mg de
estreptomicina/ml. Las células se cultivaron en frascos de cultivo de 75 cm? y se guardaron en una incubadora en
una atmosfera humidificada (37° C, 5% de CO»). Las células se pasaron al alcanzar el 80% de confluencia.

Ensayo de proliferacién celular:

Células en crecimiento logaritmico se sembraron a una densidad de 3 x 103 células/pocillo y se dejaron recuperar
durante la noche. Las células se expusieron a concentraciones variables de diferentes agentes anticancerosos
(compuesto A, compuesto B, sorafenib, lapatinib, erlotinib, cisplatino, docetaxel y 5-fluorouracilo) y las células de
control recibieron medios estandar que contenian el vehiculo dimetilsulféxido (DMSO) a una concentracién de 0,2%
Después de 72 horas, la toxicidad celular se determind mediante el reactivo CCK-8 (Cell Counting Kit-8) (Dojindo
Molecular Technologies, Japoén); ensayo WST-8 (2-(2-metoxi-4-nitrofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)]-2H-
tetrazolio, sal monosaddica). Segun las instrucciones del fabricante, se afiadieron 5 pl/pocillo de reactivo CCK-8 y las
placas se incubaron durante 2 horas. La toxicidad se determiné midiendo la absorbancia en el lector de microplacas
de fluorescencia multiple de Tecan Sapphire (Tecan, Alemania, GmbH) a una longitud de onda de 450 nm corregida
a 650 nm y normalizada a los controles. Se llevd a cabo un ensayo colorimétrico no radiactivo CCK-8 para
caracterizar el crecimiento in vitro de SCC-25, Detroit 562 y FADU, asi como para probar la actividad
antiproliferativa/citotoxica de los agentes anticancerosos, compuesto A, compuesto B, sorafenib, lapatinib, erlotinib,
cisplatino, docetaxel y 5-fluorouracilo cuando se usaron en combinacion. CCK-8 permite ensayos convenientes
usando la sal de tetrazolio de Dojindo, WST [8[(2-(2-metoxi-4-nitrofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H-
tetrazolio, sal monosaddica], que produce un colorante formazano soluble en agua tras la reduccién biolégica en
presencia de un transportador de electrones, 1-metoxi PMS. La solucion CCK-8 se agrega directamente a las
células, no se requiere mezclar previamente los componentes. CCK-8 es un ensayo colorimétrico no radiactivo
sensible para determinar el numero de células viables en los ensayos de proliferacion celular y ensayos de
citotoxicidad. WST-8 es reducido biolégicamente por deshidrogenasas celulares a un producto naranja formazano
que es soluble en el medio de cultivo de tejidos. La cantidad de formazano producida es directamente proporcional
al numero de células vivas. La sensibilidad de la deteccion de los ensayos de proliferacion celular con WST-8 es
mayor que con otras sales de tetrazolio como MTT, XTT, MTS o WST-1. La densidad 6ptica (DO) se determiné a
una longitud de onda de medicién de 450 nm y longitud de onda de referencia de 630 nm.

Determinacién de las concentraciones inhibitorias 50 por ciento (Clsp) del compuesto A, compuesto B, sorafenib,
lapatinib, erlotinib, docetaxel, cisplatino y 5-FU.

Con el fin de determinar la Clso del compuesto A, compuesto B, sorafenib y lapatinib, en células FADU SCC-25,
Detroit 562 y la Clsp de los compuestos erlotinib, docetaxel, cisplatino y 5-FU en células Detroit 562 y FADU, las
células se trataron con los agentes anticancerosos especificados ("los compuestos de prueba") a las
concentraciones mencionadas a continuacién. Todos los agentes anticancerosos se analizaron en las siguientes
dosis de concentracion final 0,03 uM, 0,1 pM, 0,3 uM, 1 uM, 3 uM, 10 uM, 30 uM y 100 uM en cuanto a su capacidad
para exhibir citotoxicidad, particularmente para exhibir un 50% de citotoxicidad. Las células se sembraron a una
densidad de 3000 células/pocillo, en 200 pl en placas de 96 pocillos de grado de cultivo tisular y se dejaron
recuperar durante 24 horas en una incubadora humidificada al 5% + 0,2 COza 37 + 0,5° C. Después de 24 horas, 1
pl de 200 X (200 veces mas que la concentracion requerida se indica como 200 X) del compuesto de prueba
(compuesto A, compuesto B lapatinib, sorafenib, erlotinib, docetaxel, cisplatino y 5-fluorouracilo) se afadié disuelto
en dimetilsulféxido puro (DMSO) a las celdas. La concentracion final de DMSO fue del 0,5% en los pocillos. Las
placas se incubaron durante 48 horas en una incubadora humidificada 5% * 0,2 CO; a 37 + 0,5° C. Después de 48
horas, las placas se retiraron de la incubadora de CO;y se afiadi6 5 pl del Kit de recuento de células (CCK-8) por
pocillo. La misma placa se mantuvo a 37° C durante 3 horas y se dejé que alcanzara la temperatura ambiente. La
absorbancia a una longitud de onda de 450 nm se leyo en el lector Tecan safire. El porcentaje de citotoxicidad se
calculd usando la siguiente formula.

Porcentaje de citotoxicidad = (DO del control-DO células tratadas X 100) / DO del control de DMSO

Estudios de dosis/respuesta a las 72 horas en células SCC-25 mostraron que el compuesto A, compuesto B,
sorafenib y lapatinib inhibieron el crecimiento del 50% (Clso) @ 0,4 pM, 1,1 M, 2,7 uyM y 0,5 pM respectivamente. Los
resultados se presentan en la Tabla 1 y se presentan graficamente en la figura 1a 'y 1b.

Estudios de dosis/respuesta a las 72 horas en células Detroit-562 mostraron que el compuesto A, compuesto B,
sorafenib y lapatinib inhibieron el crecimiento del 50% (Clso) a 1,3 uM, 14,1 uM, 6,1 uM y 3,9 uM respectivamente.
Los resultados se presentan en la Tabla 2 y se presentan graficamente en la figura 2a y 2b.
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Estudios de dosis respuesta a las 72 horas en células FADU mostraron que el compuesto A, compuesto B, sorafenib
y lapatinib inhibieron el crecimiento del 50% (Clso) a 1,3 uM, 4,1 uM, 8,4 uyM y 2,6 uM respectivamente. Los
resultados se presentan en la Tabla 3 y se presentan graficamente en la figura 3a y 3b.

Estudios de dosis-respuesta a las 72 horas en células Detroit-562 mostraron que el compuesto A y erlotinib
inhibieron el crecimiento del 50% (Clso) a 1,3 uM, y 2,3 uM respectivamente. Los resultados se presentan en la Tabla
4 y se presentan graficamente en la figura 4a.

Estudios de dosis-respuesta a las 72 horas en células FADU mostraron que el compuesto A y erlotinib inhibieron el
crecimiento del 50% (Clso) a 1,3 pM, y 10,2 uM respectivamente. Los resultados se presentan en la Tabla 5 y se
presentan graficamente en la figura 4b.

Estudios de dosis-respuesta a las 72 horas en células Detroit-562 mostraron que el cisplatino, el compuesto A y 5-
FU inhibieron el crecimiento del 50% (Clso) a 14,6 uM, 1,3 uM, y 6,3 pM respectivamente. Los resultados se
presentan en la Tabla 6 y se representan graficamente en la figura 5a.

Estudios de dosis-respuesta a las 72 horas en células FADU mostraron que el cisplatino, el compuesto A y 5-FU
inhibieron el crecimiento del 50% (Clso) a 8,3 uM, 1,3 uyM, y 11,6 uM respectivamente. Los resultados se presentan
en la Tabla 7 y se representan graficamente en la figura 5b.

Estudios de dosis-respuesta a las 72 horas en células Detroit-562 mostraron que docetaxel, cisplatino, el compuesto
A 'y 5-FU inhibieron el crecimiento del 10% (Clyo ) a 0,009 uM, 0,3 uM, 0,1 uM y 0,31 uM vy el crecimiento del 50%
(Clso ) @ 0,85 uM, 14,6 uM, 1,3 uM y 6,3 pM respectivamente. Los resultados se presentan en la Tabla 6 y se
representan graficamente en la figura 5a.

Los estudios de dosis-respuesta a las 72 horas en células FADU mostraron que docetaxel, cisplatino, el compuesto
Ay 5-FU inhibieron el crecimiento del 10% (Cly) a 0,003 pM, 0,25 pM, 0,08 uM y 0,31 uM y el crecimiento del 50%
(Clso ) a 0,16 pM, 8,3 uM, 1,3 uM y 11,6 uM, respectivamente. Los resultados se presentan en la Tabla 7 y se
representa graficamente en la figura 5b.

Del mismo modo se establecieron las concentraciones Clsp, Cl7o y Clgo para todos los compuestos probados
(compuestos anticancerosos) a partir de las dosis a las que un compuesto particular muestra 30%, 70% y 90% de
actividad respectivamente en el ensayo de citotoxicidad.

Tabla 1 Concentraciones inhibitorias del 30%, 50%, 70% y 90% (Clzo, Clso, Cl7oy Clgo ) del compuesto A, compuesto
B, sorafenib y lapatinib en células SCC-25.

Células SCC-25 (concentracion inhibitoria en uM)

Agente anticanceroso Cls Clso Clzo Clgo
Compuesto A 0,1 0,4 41 33,3
Compuesto B 0,2 1,1 4.8 41,8
Sorafenib 0,18 2,7 6,8 1,7
Lapatinib 0,2 0,5 3,3 9,9

Tabla 2 Concentraciones inhibitorias del 30%), 50%, 70% y 90% (Clso, Clso, Cl7oy Clgo) del compuesto A, compuesto

B, sorafenib y lapatinib en células Detroit-562.

Células Detroit-562 (concentracion inhibitoria en uM)
Agente anticanceroso Clso Clso Cluo Cleo
Compuesto A 0,5 1,3 12,1 26,3
Compuesto B 2,7 141 25,2 446
Sorafenib 1,8 6,1 1,2 15,3
Lapatinib 1,0 3,9 7,6 12,6
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Tabla 3 Concentraciones inhibitorias del 30%), 50%, 70% y 90% (Clso, Clso, Cl7oy Clgo) del compuesto A, compuesto
B, sorafenib y lapatinib en células FADU.

Células FADU (concentracion inhibitoria en uM) |
Agente anticanceroso Clao Clso Clro Cloo
Compuesto A 0,2 1,3 8,3 28,3
Compuesto B 2,3 41 9,6 31,4
Sorafenib 3,9 8,4 14,8 30,6
Lapatinib 0,8 2,6 8,7 14,3
5 Tabla 4 Concentraciones inhibitorias del 30%, 50%, 70% y 90% (Clso, Clso, Clzo € Clgo) del compuesto A y erlotinib.
) Células Detroit-562 (concentracion inhibitoria en uM)
Agente anticanceroso
Clzo Clso Clzo Clgo
Compuesto A 0,5 1,3 12,1 26,3
Erlotinib 1,4 2,3 6,3 10,7
Tabla 5 Concentraciones inhibitorias del 30%, 50%, 70% y 90% (Clso, Clso, Cl7oy Clgo) del compuesto A, y erlotinib
en células FADU.
Células FADU (Concentracion inhibitoria en M)
Agente anticanceroso
Clzo Clso Clzo Clgo
Compuesto A 0,2 1,3 8,3 28,3
Erlotinib 0,9 10,2 30,7 63
10 Tabla 6 Concentraciones inhibitorias del 10%, 30%, 50%, 70% y 90% (Cl1o, Cl3o, Clso, Cl7o y Clgo) de cisplatino,
compuesto A, 5FU y docetaxel en células Detroit-562.
Células Detroit-562 (Concentracion inhibitoria en pM)
Agente anticanceroso
C|10 C|30 C|50 C|70 C|90
Cisplatino 0,3 3 14,6 74,5
Compuesto A 0,1 0,5 1,3 26,3
5-FU 0,31 1,1 6,3 17,6 334
Docetaxel 0,009 0,3 0,85 8,7 21,8
Tabla 7 Concentraciones inhibitorias del 10%, 30%, 50%, 70% y 90% (Clio, Clso, Clso, Clzo y Clgo) de cisplatino,
15 compuesto A, 5-FU y docetaxel en células FADU

Células FADU (Concentracion inhibitoria en M)
Agente anticanceroso
C|10 C|30 C|50 C|70 C|90
Cisplatino 0,25 3 8,3 30 74
Compuesto A 0,08 0,2 1,3 8,3 28,3
5-FU 0,31 23 11,6 22,4 38,3
Docetaxel 0,003 0,06 0,16 0,71 35,6
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Ejemplo 3
Estudios de combinacion del compuesto A y sorafenib en células SCC-25, Detroit-562 y FADU.
A) células SCC-25

Sorafenib en la siguiente dosis de concentracion final 0,18 uM y el compuesto A en las siguientes dosis de
concentracion final 0,1 uM, 0,4 uM y 4,1 uM se analizaron en dosis Unica y en todas las combinaciones posibles del
intervalo de dosis para los dos agentes anticancerosos mencionados anteriormente. La secuencia de tratamiento es
la siguiente; las células SCC-25 se trataron con sorafenib durante 0 a 24 horas. Al cabo de 24 horas, las células se
lavaron dos veces con medio MEM basico (medio esencial minimo). Se afiadi6 MEM nuevo con suero al 10% (200
pl/pocillo), seguido de tratamiento con el compuesto A de 24 horas a 96 horas. Los resultados se presentan en la
siguiente Tabla 8 y se presentan graficamente en la figura 6a.

N° de Agente anticanceroso (células SCC-25) Citotoxicidad | indice de combinacién
serie (concentracion inhibitoria en pM) %

1 Sorafenib Clsp 13 -

2 Compuesto A Clsg 13 -

3 Compuesto A Clsg 24 -

4 Compuesto A Clyg 29 -

5 Sorafenib Clszp + Compuesto A Clsp 77 0,31

6 Sorafenib Clsp + Compuesto A Clsp 85 0,35

7 Sorafenib Clsp + Compuesto A Clyo 88 0,41

B) Células Detroit-562.

Sorafenib en la siguiente dosis de concentracion final 1,8 uM y el compuesto A en las siguientes dosis de
concentracion final 0,5 uM, 1,3 uM y 12,1 uM se analizaron en dosis Unica y en todas las combinaciones posibles del
intervalo de dosis para los dos agentes anticancerosos mencionados anteriormente. La secuencia de tratamiento es
la siguiente; las células Detroit-562 se trataron con sorafenib de 0 a 24 horas. Al final de las 24 horas, las células se
lavaron dos veces con medio MEM basico. Se afiadi6 MEM nuevo con suero al 10% (200 ul/pocillo), seguido de
tratamiento con el compuesto A de 24 horas a 96 horas. Los resultados se presentan en la siguiente Tabla 9 y se
presentan graficamente en la figura 7a.

N° de Agente anticanceroso (células Detroit-562) | Citotoxicidad indice de
serie (Concentracion inhibitoria en pM) % combinacion

1 Sorafenib Clsp 14 -

2 Compuesto A Clsg 15 -

3 Compuesto A Clsg 25 -

4 Compuesto A Clyg 30 -

5 Sorafenib Clsp + Compuesto A Clsp 78 0,35

6 Sorafenib Clszp + Compuesto A Clsp 84 0,37

7 Sorafenib Clsp + Compuesto A Clyo 86 0,39

C) células FADU

Sorafenib en la siguiente dosis de concentracion final 3,9 uM y el compuesto A en las siguientes dosis de
concentracion final 0,2 M, 1,3 uM y 8,3 uM se analizaron en dosis Unica y en todas las combinaciones posibles del
intervalo de dosis para los dos agentes anticancerosos mencionados anteriormente. La secuencia de tratamiento es
la siguiente; las células FADU se trataron con sorafenib durante 0 a 24 horas. Al final de las 24 horas, las células se
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lavaron dos veces con medio MEM basico. Se afiadi6 MEM nuevo con suero al 10% (200 ul/pocillo), seguido de
tratamiento con el compuesto A de 24 horas a 96 horas. Los resultados se presentan en la siguiente Tabla 10 y se
presentan graficamente en la figura 8a.

N° de serie Agente anticanceroso (células Fadu) Citotoxicidad indice de
(concentracion inhibitoria en pM) % combinacion
1 Sorafenib Clsg 21 -
2 Compuesto A Clso 12 -
3 Compuesto A Clsg 18 -
4 Compuesto A Clyg 26 -
5 Sorafenib Clsp + Compuesto A Clsp 64 0,56
6 Sorafenib Clsp + Compuesto A Clsp 86 0,61
7 Sorafenib Clszp + Compuesto A Clyo 92 0,63
Ejemplo 4

Estudios de combinacion del compuesto B y sorafenib en células SCC-25, Detroit-562 y FADU.
A) células SCC-25

Sorafenib en la siguiente dosis de concentracion final 0,18 uM y el compuesto B en las siguientes dosis de
concentracion final 0,2 yM, 1,1 uM y 4,8 pM se analizaron en dosis Unica y en todas las combinaciones posibles del
intervalo de dosis para los dos agentes anticancerosos mencionados anteriormente. La secuencia de tratamiento es
la siguiente; las células SCC-25 se trataron con sorafenib durante 0 a 24 horas. Al final de las 24 horas, las células
se lavaron dos veces con medio MEM basico. Se afiadi6 MEM nuevo con suero al 10% (200 pl/pocillo), seguido de
tratamiento con el compuesto B de 24 horas a 96 horas. Los resultados se presentan en la siguiente Tabla 11 y se
presentan graficamente en la figura 6b.

N° de Agente anticanceroso (células SCC-25) Citotoxicidad % | Indice de combinacion
serie (concentracion inhibitoria en uM)

1 Sorafenib Clzp 13 -

2 Compuesto B Clsg 16 -

3 Compuesto B Clsg 19 -

4 Compuesto B Clzg 26 -

5 Sorafenib Clsp + Compuesto B Clsp 48 0,68

6 Sorafenib Clsp + Compuesto B Clsp 51 0,73

7 Sorafenib Clsp + Compuesto B Clyo 56 0,81

B) Células Detroit-562

Sorafenib en la siguiente dosis de concentracion final 1,8 uM y el compuesto B en las siguientes dosis de
concentracion final 2,7 uM, 14,1 pM y 25,2 yM se analizaron en dosis Unica y en todas las combinaciones posibles
del intervalo de dosis para los dos agentes anticancerosos mencionados anteriormente. La secuencia de tratamiento
es la siguiente; las células Detroit-562 se trataron con sorafenib de 0 a 24 horas. Al final de las 24 horas, las células
se lavaron dos veces con medio MEM basico. Se afiadi6 MEM nuevo con suero al 10% (200 pl/pocillo), seguido de
tratamiento con el compuesto B de 24 horas a 96 horas. Los resultados se presentan en la siguiente Tabla 12 y se
presentan graficamente en la figura 7b.

N°de [Agente anticanceroso (células Detroit 562)|Citotoxicidad % indice de
serie  [(Concentracion inhibitoria en uM) combinacion
1 Sorafenib Clsp 13 -
2 Compuesto B Clsg 15 -
3 Compuesto B Clsg 19 -
4 Compuesto B Clzg 26 -
5 Sorafenib Clsp + Compuesto B Clsp 65 0,67
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N°de [Agente anticanceroso (células Detroit 562)|Citotoxicidad % indice de
serie  [(Concentracion inhibitoria en uM) combinacion
6 Sorafenib Clsp + Compuesto B Clsp 74 0,73
7 Sorafenib Clsp + Compuesto B Clyo 86 0,76

C) Células FADU

Sorafenib en la siguiente dosis de concentracion final 3,9 uM y el compuesto B en las siguientes dosis de
concentracion final 2,3 pM, 4,1 uM y 9,6 pM se analizaron en dosis Unica y en todas las combinaciones posibles del
intervalo de dosis para los dos farmacos mencionados anteriormente. La secuencia de tratamiento es la siguiente;
las células FADU se trataron con sorafenib durante 0 a 24 horas. Al final de las 24 horas, las células se lavaron dos
veces con medio MEM basico. Se afiadi6 MEM nuevo con suero al 10% (200 pl/pocillo), seguido de tratamiento con
el compuesto B de 24 horas a 96 horas. Los resultados se presentan en la siguiente Tabla 13 y se presentan

graficamente en la figura 8b.

N° de Agente anticanceroso (células FADU Citotoxicidad indice de
serie (concentracion inhibitoria en pM) % combinacion

1 Sorafenib Clsp 21 -

2 Compuesto B Clsg 14 -

3 Compuesto B Clsg 20 -

4 Compuesto B Clzg 27 -

5 Sorafenib Clszp + Compuesto B Clsp 59 0,74

6 Sorafenib Clsp + Compuesto B Clsp 77 0,81

7 Sorafenib Clsp + Compuesto B Clyo 88 0,84

Ejemplo 5

Estudios de combinacién del compuesto A y lapatinib en células SCC-25, Detroit-562 y FADU.

A) Células cancerosas SCC-25

Lapatinib en la siguiente dosis de concentracion final de 0,2 uM y el compuesto A en las siguientes dosis de
concentracion final de 0,2 M, 0,5 uM y 3,3 uM se analizaron en dosis Unica y en todas las combinaciones posibles
del intervalo de dosis para los dos farmacos mencionados anteriormente. La secuencia de tratamiento es la
siguiente; las células SCC-25 se trataron con lapatinib durante 0 a 24 horas. Al final de las 24 horas, las células se
lavaron dos veces con medio MEM basico. Se afiadi6 MEM nuevo con suero al 10% (200 ul/pocillo), seguido de
tratamiento con el compuesto A de 24 horas a 96 horas. Los resultados se presentan en la siguiente Tabla 14 y se
presentan graficamente en la figura 9a.

N° de serie|Agente anticanceroso (células SCC-25)| Citotoxicidad % | indice de combinacion
(concentracion inhibitoria en pM)
1 Lapatinib Clsp 17 -
2 Compuesto A Clsg 12 -
3 Compuesto A Clsg 23 -
4 Compuesto A Clyg 26 -
5 Lapatinib Clz + Compuesto A Clsg 69 0,68
6 Lapatinib Clz + Compuesto A Clsg 83 0,71
7 Lapatinib Clz + Compuesto A Clzg 89 0,75

B) Células cancerosas Detroit-562

Lapatinib en la siguiente dosis de concentracion final 1 yM y el compuesto A en las siguientes dosis de
concentracion final de 0,5 pM, 1,3 uM y 12,1 uM se analizaron en dosis Unica y en todas las combinaciones posibles
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del intervalo de dosis para los dos agentes anticancerosos mencionados anteriormente. La secuencia de tratamiento
es la siguiente; las células Detroit-562 se trataron con lapatinib durante 0 a 24 horas. Al final de las 24 horas, las
células se lavaron dos veces con medio MEM basico. Se afiadi6 MEM nuevo con suero al 10% (200 pl/pocillo),
seguido de tratamiento con el compuesto A de 24 horas a 96 horas. Los resultados se presentan en la siguiente
Tabla 15 y se presentan graficamente en la figura 10a.

N° de serie| Agente anticanceroso (células Detroit 562 | Citotoxicidad % | indice de combinacion
(concentracion inhibitoria en uM)
1 Lapatinib Clso 16 -
2 Compuesto A Clsg 11 -
3 Compuesto A Clsg 22 -
4 Compuesto A Clyg 25 -
5 Lapatinib Clz + Compuesto A Clsg 68 0,81
6 Lapatinib Clz + Compuesto A Clsg 82 0,88
7 Lapatinib Clz + Compuesto A Clzg 88 0,71

C) células cancerosas FADU

Lapatinib en la siguiente dosis de concentracion final de 0,8 yM y compuesto A en las siguientes dosis de
concentracion final 0,2 M, 1,3 uM y 8,3 uM se analizaron en dosis Unica y en todas las combinaciones posibles del
intervalo de dosis para los dos farmacos mencionados anteriormente. La secuencia de tratamiento es la siguiente;
las células FADU se trataron con lapatinib durante 0 a 24 horas. Al final de las 24 horas, las células se lavaron dos
veces con medio MEM basico. Se afiadi6 MEM nuevo con suero al 10% (200 pl/pocillo), seguido de tratamiento con
el compuesto A de 24 horas a 96 horas. Los resultados se presentan en la siguiente tabla 16 y se presentan
graficamente en la figura 11a.

N° de serie Agente anticanceroso (células FADU Citotoxicidad % |indice de
(concentracion inhibitoria en uM) combinacion
1 Lapatinib Clso 19 -
2 Compuesto A Clsg 13 -
3 Compuesto A Clsg 22 -
4 Compuesto A Clyg 24 -
5 Lapatinib Clz + Compuesto A Clsg 62 0,64
6 Lapatinib Clz + Compuesto A Clsg 85 0,69
7 Lapatinib Clz + Compuesto A Clzg 89 0,83
Ejemplo 6

Estudios de combinacion del compuesto B y lapatinib en células SCC-25, Detroit-562 y FADU.
A) Células cancerosas SCC-25

Lapatinib en la siguiente dosis de concentracion final de 0,2 yM y el compuesto B en las siguientes dosis de
concentracion final de 0,2 uM, 1,1 uM y 4,8 uM se analizaron en dosis Unica y en todas las combinaciones posibles
del intervalo de dosis para los dos farmacos mencionados anteriormente. La secuencia de tratamiento es la
siguiente; las células SCC-25 se trataron con lapatinib durante 0 a 24 horas. Al final de las 24 horas, las células se
lavaron dos veces con medio MEM basico. Se afiadi6 MEM nuevo con suero al 10% (200 ul/pocillo), seguido de
tratamiento con el compuesto A de 24 horas a 96 horas. Los resultados se presentan en la siguiente tabla 17 y se
presentan graficamente en la figura 9 b.

N° de serie|Agente anticanceroso (células SCC-25)| Citotoxicidad % |indice de combinacion
(concentracion inhibitoria en uM)

Lapatinib Clsp 17 -
2 Compuesto B Clsg 16 -
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N° de serie| Agente anticanceroso (células SCC-25)| Citotoxicidad % |indice de combinacion
(concentracion inhibitoria en uM)
3 Compuesto B Clsg 19 -
4 Compuesto B Clzg 31 -
5 Lapatinib Clz + Compuesto B Clsg 62 0,61
6 Lapatinib Clz + Compuesto B Clsg 73 0,81
7 Lapatinib Clz + Compuesto B Clzg 77 0,84

B) Células cancerosas Detroit-562

Lapatinib en la siguiente dosis de concentracion final de 1,0 yM y el compuesto B en las siguientes dosis de
concentracion final de 2,7 uM, 14,1 uM y 25,2 uM se analizaron en dosis Unica y en todas las combinaciones
posibles del intervalo de dosis para los dos farmacos mencionados anteriormente. La secuencia de tratamiento es la
siguiente; las células Detroit-562 se trataron con lapatinib durante 0 a 24 horas. Al final de las 24 horas, las células
se lavaron dos veces con medio MEM basico. Se afiadi6 MEM nuevo con suero al 10% (200 pl/pocillo), seguido de
tratamiento con el compuesto A de 24 horas a 96 horas. Los resultados se presentan en la siguiente Tabla 18 y se
presentan graficamente en la figura 10b.

N° de serie| Agente anticanceroso (células Detroit 562)| Citotoxicidad | indice de combinacion
(concentracion inhibitoria en pM) %

1 Lapatinib Clsp 16 -

2 Compuesto B Clsg 15 -

3 Compuesto B Clsg 18 -

4 Compuesto B Clzg 30 -

5 Lapatinib Cl3 + Compuesto B Clsg 70 0,71

6 Lapatinib Clz + Compuesto B Clsg 87 0,65

7 Lapatinib Clzp + Compuesto B Clzg 90 0,77

C) células cancerosas FADU

Lapatinib en la siguiente dosis de concentracion final de 0,8 uM y el compuesto B en las siguientes dosis de
concentracion final de 2,3 pM, 4,1 uM y 9,6 uM se analizaron en dosis Unica y en todas las combinaciones posibles
del intervalo de dosis para los dos agentes anticanceroso mencionados anteriormente. La secuencia de tratamiento
es la siguiente; las células FADU se trataron con lapatinib durante 0 a 24 horas. Al final de las 24 horas, las células
se lavaron dos veces con medio MEM basico. Se afiadi6 MEM nuevo con suero al 10% (200 pl/pocillo), seguido de
tratamiento con el compuesto A de 24 horas a 96 horas. Los resultados se presentan en la siguiente Tabla 19 y se
presentan graficamente en la figura 11b.

N° de serie| Agente anticanceroso (células FADU| Citotoxicidad % |indice de combinacién
(concentracion inhibitoria en uM)
1 Lapatinib Clso 19 -
2 Compuesto B Clsg 21 -
3 Compuesto B Clsg 26 -
4 Compuesto B Clzg 33 -
5 Lapatinib Clz + Compuesto B Clsg 74 0,78
6 Lapatinib Clz + Compuesto B Clsg 89 0,91
7 Lapatinib Clz + Compuesto B Clzg 93 0,71

Ejemplo 7

Estudios de combinacién del compuesto A y erlotinib en concentracion de Clsg en células Detroit-562
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La combinacion de erlotinib y el compuesto A resultd ser sinérgica a la Clz de ambos agentes anticancerosos.
Erlotinib a Clsg mostré citotoxicidad de 20,3% y el Compuesto A a Cl3; mostré citotoxicidad de 8,30%. Sin embargo,
cuando se usaron como una combinacion de erlotinib Clsp durante 24 horas, seguido por el compuesto A a Cls
durante 48 horas, se observé un aumento en la citotoxicidad hasta el 60%, que es un 32% mas de citotoxicidad que
el efecto aditivo lo que sugiere un efecto sinérgico entre los dos agentes anticancerosos en las células Detroit-562
con un indice de combinacion de 0,35. Los resultados se presentan en la siguiente Tabla 20 y se presentan
graficamente en la figura 12a.

N° de serie| Agente anticanceroso (células Detroit 562) | Citotoxicidad % indice de
(concentracion inhibitoria en uM) combinacion
1 erlotinib Clzg 20,3 -
2 Erlotinib Clso 34,4 -
3 Erlotinib Clzo 40,0 -
4 Compuesto A Clsg 8,30 -
5 Compuesto A Clsg 33,80 -
6 Compuesto A Clyg 34,32 -
7 Erlotinib Clso + Compuesto A Cls 60,64 0,35
8 Erlotinib Clso + Compuesto A Clsp 7717 0,36
9 Erlotinib Clso + Compuesto A Clyo 76,89 0,89

Ejemplo 8
Estudios de combinacion del compuesto A y erlotinib en células FADU

La combinacion de erlotinib y el compuesto A resultd ser sinérgica a la Clz de ambos agentes anticancerosos.
Erlotinib a la Cls, mostro citotoxicidad de 16% y el compuesto A a la Clsp, mostré citotoxicidad de 12,3%. Sin
embargo, cuando se usaron como una combinacion de erlotinib a concentracion Clsg durante 24 horas, seguido por
el compuesto A concentracion Clsp durante 48 horas se mostré un aumento de citotoxicidad en la medida del 77%,
que es 49% mas de citotoxicidad que el efecto aditivo lo que sugiere un efecto sinérgico entre los dos farmacos en
las células FADU con un indice de combinacion de 0,23. Los resultados se presentan en la siguiente Tabla 21 y se
presentan graficamente en la figura 12b.

N° de serie Agente anticanceroso (células FADU) Citotoxicidad % indice de
(concentracion inhibitoria en uM) combinacion
1 Erlotinib Clso 16,24 -
2 Erlotinib Clso 35,64 -
3 Erlotinib Clzo 411 -
4 Compuesto A Clsg 12,3 -
5 Compuesto A Clsg 26,54 -
6 Compuesto A Clyg 31,78 -
7 Erlotinib Clso + Compuesto A Cl3p 77,191 0,23
8 Erlotinib Clzo + Compuesto A Clsp 80,286 0,31
9 Erlotinib Clzo + Compuesto A Clyo 84,134 0,67

Estudios Vitro que implican el uso de una combinacion triple que consta del compuesto A, cisplatino y 5-FU
Ejemplo 9
Estudios de combinacion del compuesto A, cisplatino y 5-FU a la Cls en células Detroit-562.

La combinacion del compuesto A y (cisplatino y 5-FU) resulté ser sinérgica a la Cl3p de cada agente anticanceroso.
El compuesto A a Cls mostro citotoxicidad de 10,4% vy (cisplatino y 5-FU) a Clsp mostraron citotoxicidad de 28,60%.
Sin embargo, cuando se usaron como una combinacion de (cisplatino y 5-FU) Clso durante 24 horas, seguido del
compuesto A a Clzo durante 48 horas, se observd un aumento en la citotoxicidad de hasta el 71%, lo que fue un 33%
mas citotoxico que el efecto aditivo lo que sugiere un efecto sinérgico entre los tres agentes anticancerosos en las
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células Detroit-562 con un indice de combinacién de 0,39. Mientras que la combinacién doble de cisplatino y 5-FU
mostré un indice de combinacion de 0,9. Los resultados se presentan en la siguiente Tabla 22 y se presentan
graficamente en la figura 13a.

N° de serie| Agente anticanceroso (células Detroit 562) | Citotoxicidad %|indice de combinacion
(concentracion inhibitoria en uM)

1 Cisplatino Cl3p 4,07 -

2 Cisplatino Clsp 14,3 -

3 Cisplatino Cly 16,2 -
4 5-FU Clgo 12,59 -
5 5-FU Clso 16,21 -
6 5-FU Clzo 19,54 -
7 Compuesto A Clsg 10,42 -

8 Compuesto A Clsg 12,59 -

9 Compuesto A Clyg 18,02

10 Cisplatino Clsg + 5-FU Cl3zg 28,67 0,9
11 Cisplatino Clsg + 5-FU Clsg 32,86 1,21
12 Cisplatino Clszg + 5-FU Clzg 26,38 1,45
13 Cisplatino Cl3p + 5-FU Clzo+ Compuesto A Clsp 68,38 0,22
14 Cisplatino Cl3p + 5-FU Clso + Compuesto A Clsp 81,68 0,31
15 Cisplatino Cl3p + 5-FU Cl7o+ Compuesto A Clsp 75,22 0,39
16 Cisplatino Cl3p + 5-FU Clzo+ Compuesto A Clsp 77,30 0,56
17 Cisplatino Clsp) + 5-FU Cl3p+ Compuesto A Clyo 75,75 0,64

Ejemplo 10
Estudios de combinacion del compuesto A, cisplatino y 5-FU a la Cls en células FADU.

Se descubrié que la combinacion del compuesto A y (cisplatino y 5-FU) era sinérgica a la Cls de cada agente
anticanceroso. El compuesto A a la Cls mostré citotoxicidad de 6,1% vy (cisplatino y 5-FU) a la Clzy mostré
citotoxicidad de 30,1%. Sin embargo, cuando se usaron como una combinacion de (cisplatino y 5-FU) a una
concentracion de Clsgo durante 24 horas, seguido por el compuesto A a Clso durante 48 horas, se observé un aumento
en la citotoxicidad de hasta el 81%, lo que fue un 44% mas de citotoxicidad que el efecto aditivo lo que sugiere un
efecto sinérgico entre los tres farmacos en células FADU con un indice de combinacion de 0,23. Mientras que la
combinacion doble de cisplatino y 5-FU mostré un indice de combinacion de 0,89. Los resultados se presentan en la
siguiente Tabla 23 y se presentan graficamente en la figura 13b.

N° de serie Agente anticanceroso (células FADU) Citotoxicidad % | Indice de combinacion
(concentracion inhibitoria en uM)
1 Cisplatino Cl3p 6,2 -
2 Cisplatino Clsp 11,1 -
3 Cisplatino Cly 171 -
4 5-FU Cl3g 17,81 -
5 5-FU Clso 21,1 -
6 5-FU Clzo 28,6 -
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N° de serie Agente anticanceroso (células FADU) Citotoxicidad % | Indice de combinacion
(concentracion inhibitoria en uM)
7 Compuesto A Clsg 6,1 -
8 Compuesto A Clsg 21,4 -
9 Compuesto A Clyo 27,8 -
10 Cisplatino Clso + 5-FU Cl3g 30,8 0,89
11 Cisplatino Clsg + 5-FU Clsg 34,53 1,15
12 Cisplatino Clz + 5-FU Clzg 42,82 1,31
13 Cisplatino Cl3p + 5-FU Clzo+ Compuesto A Clsp 67,73 0,56
14 Cisplatino Cl3p + 5-FU Clso + Compuesto A Clsp 72,43 0,67
15 Cisplatino Cl3p + 5-FU Cl7o+ Compuesto A Clsp 72,94 0,78
18 Cisplatino Cl3p + 5-FU Clzo+ Compuesto A Clsp 82,40 0,31
19 Cisplatino Cl3p + 5-FU Clzo+ Compuesto A Clzo 83,13 0,41

Ejemplo 11

Estudios de combinacion del compuesto A, cisplatino y 5-FU con docetaxel a la concentracion de Clsp en células

Detroit-562.

La combinacion del compuesto A y (cisplatino y 5-FU) con docetaxel resultd ser sinérgica a la Clsp de cada agente
anticanceroso. El compuesto A y el docetaxel a la Cl3 mostraron una citotoxicidad del 16,8% y 18,30
respectivamente (cisplatino y 5-FU) a la Clso, mostraron una citotoxicidad del 31,3%. Sin embargo, cuando se usaron
como combinacion de docetaxel a una concentracion de Clsp durante 12 horas seguido de (cisplatino y 5-FU) a una
concentracion de Clsg durante 12 horas, seguido del compuesto A a una concentracion de Clsp durante 48 horas, se
observé un aumento de la citotoxicidad en la medida de 96,38%, con un indice de combinacién de 0,29. Los

resultados se presentan en la siguiente Tabla 24 y se presentan graficamente en la figura 14a.

N° de serie| Agente anticanceroso (células Detroit 562) | Citotoxicidad % indice de combinacion
(concentracion inhibitoria en uM) (valores C.1.)

1 Docetaxel Cl4g 11,75 -

2 Docetaxel Clsg 18,30 -

3 Cisplatino Clq 6,92 -

4 Cisplatino Cl3p 13,39 -

5 5-FU Cl1o 9,49 -

6 5-FU Clso 15,39 -

7 Compuesto A Clsg 16,81 -

8 Compuesto A Clsg 21,98 -

9 Cisplatino Clyg+ 5FU Clyo 33,09 0,91

10 Cisplatino Clso + 5FU Cls3 31,92 1,1

11 Docetaxel Clqg + (cisplatino Clyo + 5FU Cl1g) 56,85 0,85
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N° de serie| Agente anticanceroso (células Detroit 562) | Citotoxicidad % indice de combinacién
(concentracion inhibitoria en uM) (valores C.1.)
12 Docetaxel Clqg + (cisplatino Clzo + 5FU Cls) 61,77 0,93
13 Docetaxel Clsg + (cisplatino Clyo + 5FU Clqg) 66,59 0,87
14 Docetaxel Clsg + (cisplatino Clsg + 5FU Cls) 71,81 0,81

15 Docetaxel Clio + (Cisplatino Clyo +5FU Clyo)

+ Compuesto A Clsg 81,42 0,67
18 |Docetaxel Cli + (Cisplatin Cls + 5FU Clso )

+ Compuesto A Clsg 89,46 0,62
19 Docetaxel Clsg + (Cisplatino Clio + 5FU Cl10)

+ Compuesto A Clso 91,47 0,37
20 Docetaxel Clso + (Cisplatino Clso + 5FU Cl3g) 96.38 0.29

+ Compuesto A Clsp

Ejemplo 12

Estudios de combinaciéon del compuesto A, cisplatino y 5-FU con docetaxel en la concentracion de Clszo en células
FADU.

Se descubrié que la combinacion del compuesto A y (cisplatino y 5-FU) con docetaxel era sinérgica en la Clso de
cada agente anticanceroso. El compuesto A y el docetaxel a la concentracion de Cls mostraron citotoxicidad de
11,77% y 20,02 respectivamente. (Cisplatino y 5-FU) a una concentracion de Clzp, mostraron una citotoxicidad del
51,39%. Sin embargo, cuando se usaron como una combinacién de docetaxel a una concentracion de Clsp durante
12 horas seguido de (cisplatino y 5-FU) a una concentracion de Clso durante 12 horas, seguido por el compuesto A a
una concentracion de Clso durante 48 horas, se observé un aumento en la citotoxicidad en la medida de 98,24%, con
un indice de combinacion de 0,12. Los resultados se presentan en la siguiente Tabla 25 y se presentan graficamente
en la figura 14b.

Agente anticanceroso (células FADU)

. .. 0, H . . s
(Concentracion inhibidora en pM) Citotoxicidad % |Indice de combinacion (valores de I.C.)

Docetaxel Cl4g 14,69 -
Docetaxel Clsg 20,02 -
Cisplatino Clq 9,16 -
Cisplatino Cl3p 9,08 -
5-FU Cl1o 6,81 -
5-FU Clso 19,29 -
Compuesto A Clsg 1,77 -
Compuesto A Clsg 23,86 -
Cisplatino Clyo + 5FU Cl4g 39,03 1,15
Cisplatino Clso + 5FU Cls3 51,39 0,91
Docetaxel Clqg + (cisplatino Clyo + 5FU Cl1g) 59,95 0,94
Docetaxel Clqg + (cisplatino Clzo + 5FU Cls) 70,28 0,89
Docetaxel Cls + (cisplatino Clyo + 5FU Clqg) 71,16 0,84

Docetaxel Clsg + (cisplatino Clso + 5FU Clsp) 67,80 0,85
Docetaxel Cliyg + (Cisplatino Clig + 5FU Clyp +

Compuesto A Clsg 74,93 0,63
Docetaxel Clig + (Cisplatino Clsy + 5FU
Cl3o)+Compuesto A Clsg 84,83 0,67
Docetaxel Clzy +(Cisplatino Clig +5FU Clyp
)+*Compuesto A Clsg 92,67 0,31
Docetaxel Clsg +(Cisplatino Clsy + 5FU Cl3) + 98.24 012

Compuesto A Clsg
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Ejemplo 13
Analisis de los niveles de expresion de caspasa-3 con escision

Este estudio se realizé para evaluar los mecanismos mediante los cuales la combinacién que consiste en sorafenib o
lapatinib en combinacién con el compuesto A o el compuesto B bloquea la proliferacion de y si puede inducir la
apoptosis en células cancerosas de cabeza y cuello. Las células se sembraron en placas de 96 pocillos a una
densidad de 7,5 X 103 células/pocillo. 24 Horas después de la siembra, el medio basico esencial se reemplazo con
un medio basico esencial nuevo con suero al 10%. Los agentes anticancerosos (sorafenib o lapatinib en
combinacién con el compuesto A o el compuesto B) se trataron con una concentracién especifica como se menciona
a continuacion en células SCC-25, Detroit-562 y FADU y se incubaron durante 48 horas. Al final de las 48 horas,
para determinar la expresion de la proteina, las células se centrifugaron en placas de 96 pocillos a 800 g durante 5
minutos. Se retir6 el sobrenadante del cultivo y se afiadieron 200 ul de tampdn de ensayo de caspasa-3 y las placas
se centrifugaron nuevamente a 800 g durante 5 minutos. El sobrenadante se elimind y las células se lisaron con 100
pl de tampodn de lisis de caspasa-3 y se incubaron durante 30 minutos en un agitador orbital a 300 rpm a
temperatura ambiente. Se centrifugaron placas adicionales a 800 g durante 10 minutos y se transfiridé 90 ul del
sobrenadante a una nueva placa de pocillos negros. A 90 ul de solucion de lisis se afiadié 100 pl de sustrato de
caspasa-3 y se incubd durante 30 minutos a 37° C. Al final de la incubacién, las placas se leyeron en un lector
multimodo Tecan Safire con una longitud de onda de excitacion de 485 nm y una longitud de onda de emision de
535 nm.

A) Patron de tratamiento del sorafenib y el compuesto A o compuesto B en células SCC-25 para evaluar la actividad
de caspasa-3

El tratamiento con sorafenib durante 24 horas seguido del compuesto A o compuesto B durante 48 horas mostré una
elevacion mayor de la expresion de caspasa-3 que cuando se us6 solo. También se observo que tanto el compuesto
A como el compuesto B eran mas potentes en la induccién de la actividad caspasa-3 en combinacion como se
representa graficamente en la figura 15a y la figura 15b.

B) Patron de tratamiento del lapatinib y el compuesto A o compuesto B en células SCC-25 para evaluar la actividad
de caspasa-3

El tratamiento con lapatinib durante 24 horas seguido por el compuesto A o el compuesto B durante 48 horas mostré
una elevacion notable de la expresion de caspasa-3 comparado con cuando se usa solo. También se observé que
tanto el compuesto A como el compuesto B eran mas potentes en la induccién de la actividad caspasa-3 en
combinacién como se representa graficamente en la figura 16a y la figura 16b.

Ejemplo 14

Estudios de eficacia in vivo en xenoinjertos FaDu (carcinoma de células escamosas de hipofaringe) en cancer de
cabeza y cuello humano

Los estudios in vivo se llevaron a cabo segun el método descrito en Clinical Cancer Search, 2003, 9, 6052-6061.
Objetivo

El objetivo de este estudio fue evaluar la actividad antitumoral del compuesto A en combinacién con cetuximab o en
combinacién con ambos, cisplatino y cetuximab en el modelo de xenoinjerto de cancer de cabeza y cuello humano
de FaDu.

Los estudios in vivo se llevaron a cabo usando modelos de xenoinjerto en ratones con inmunodeficiencia combinada
grave (SCID) cepa -CbySmn.CB17-Prkdcscid/J, mediante el método descrito a continuacion. Se eligié el nimero
estadisticamente significativo de ratones por grupo (n=6) para poder evaluar estadisticamente los datos del estudio.

Método

Las células FaDu se cultivaron en medio MEM (medio esencial basico) que contenia aminoacidos no esenciales y
10% de suero de ternera fetal en una incubadora de CO, al 5% a 37° C. Las células se sedimentaron por
centrifugacion a 1000 rpm durante 10 minutos. Las células se volvieron a suspender en una mezcla de solucién
salina enfriada previamente para obtener un recuento de 6 x 108 células por ml; 0,2 ml de esta suspension celular se
mantuvo en hielo y se inyecto por via subcutanea (sc) en ratones SCID. Los ratones se observaron en dias alternos
en cuanto a la masa tumoral palpable. Una vez que el tamafio tumoral alcanzé un tamafio de 3-5 mm de diametro,
los animales se asignaron al azar a grupos respectivos de tratamiento y controles no tratados. Los grupos de
tratamiento comprendieron 5 grupos a saber, 1) compuesto A solo (Grupo 1); 2) cetuximab solo (Grupo 2); 3)
cisplatino solo (Grupo 3); 4) compuesto A + cetuximab (Grupo 4); y 5) compuesto A + cisplatino + cetuximab (Grupo
5). El grupo de control no recibié tratamiento. En el tratamiento con un solo farmaco, es decir con respecto a los
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Grupos 1, 2 y 3, el compuesto A (35 mg/kg) se administrod por via i.p. una vez al dia durante 5 dias a la semana
comenzando desde el dia 1 de la semana durante 3 semanas con un total de 15 dosis; cisplatino (1 mg/kg) se
administrd por via i.p. una vez por semana el dia 1 de la semana con un total de 3 dosis. Cetuximab (2,5 mg/kg) se
administré dos veces a la semana los dias 1 y 4 de la semana durante 3 semanas con un total de 6 dosis. En el
tratamiento con combinacion de farmacos, concretamente el compuesto A y cetuximab, la secuencia que se siguid
incluia la administracion del Compuesto A durante 2 horas seguido de cetuximab:

En el tratamiento con una combinacién de farmacos, concretamente compuesto A, cisplatino y cetuximab, la
secuencia que se siguio incluia la administracion de cisplatino durante 2 horas seguido del compuesto A durante 2
horas, seguido de cetuximab. La medicion del tumor se hizo cada 2-3 dias. El porcentaje de inhibicion del
crecimiento (Gl%) se calcul6 al final del experimento.

Procedimientos terminales:

Al final del experimento, los animales se sometieron a eutanasia usando altas dosis de pentobarbital sédico (100
mg/kg i.p./i.v.) o la exposicion a gas dioxido de carbono.

Resultados

Los resultados son los presentados en la Tabla 26 y se presentan graficamente en la figura 17a. La figura 17a
representa el peso corporal medio del grupo durante el periodo de administracion del farmaco (agentes terapéuticos)
representado. La figura 17b representa el % de peso tumoral promedio del xenoinjerto de carcinoma de cabeza y
cuello (Fadu) durante un periodo de 18 dias.

Tabla 26: porcentaje de inhibicion del crecimiento tumoral al final del tratamiento, es decir, después de 18 dias.

Grupos Inhibicion del crecimiento tumoral (%)
Grupo 1 (compuesto A) 11
Grupo 2 (cisplatino ) 4
Grupo 3 (cetuximab ) 45
Grupo 4 (combinacion de compuesto A y cetuximab) 79
Grupo 5 (combinacién de cisplatino, compuesto A y cetuximab) 77

La inhibicién del crecimiento tumoral fue altamente significativa con p <0,001 en los grupos de tratamiento, a saber,
Grupo(s) 4 y 5 lo que implica el uso de la combinacién de agentes antineoplasicos con una inhibicién del crecimiento
tumoral (TG) del 79% y 77% respectivamente. No hubo una pérdida significativa de peso corporal en todos los
grupos de tratamiento.

Conclusién

La combinacion de compuesto A y cetuximab y la combinacion de compuesto A, cetuximab y cisplatino mostraron
una actividad antitumoral similar en el modelo de xenoinjerto de cancer de cabeza y cuello humano de FaDu y fue
significativamente mas alta que con cualquiera de los farmacos solo.
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REIVINDICACIONES

1. Una combinacién farmacéutica para uso en el tratamiento del carcinoma de células escamosas de cabeza y
cuello, en donde dicha combinacién farmacéutica comprende un inhibidor de CDK seleccionado de los compuestos
de formula |,

Fornuila [

en donde, Ar es un grupo fenilo, que esta sin sustituir o sustituido con 1, 2, o 3 sustituyentes iguales o diferentes
seleccionados de: halégeno, nitro, ciano, alquilo C1.C,, trifluorometilo, hidroxi y alcoxi C4-C4; 0 una sal o solvato
farmacéuticamente aceptable del mismo; y 1) uno o mas agentes antineoplasicos seleccionados de sorafenib,
lapatinib, erlotinib y cetuximab, 2) cisplatino y 5-fluorouracilo, o 3) cisplatino, 5-fluorouracilo y docetaxel.

2. La combinacién farmacéutica para uso segun la reivindicacion 1, en donde en el compuesto de féormula | el
grupo fenilo esta sustituido con 1, 2, o 3 sustituyentes iguales o diferentes seleccionados de cloro, bromo, fluor,
yodo, alquilo C4-C4 y trifluorometilo; o una sal o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo.

3. La combinacion farmacéutica para uso segun la reivindicacion 2, en donde en el compuesto de féormula | el
grupo fenilo esta sustituido con cloro.

4, La combinacién farmacéutica para uso segun la reivindicacion 3, en donde el compuesto de férmula | es el
clorhidrato de (+)-trans-2-(2-cloro-fenil)-5,7-dihidroxi-8-(2-hidroximetil-1-metil-pirrolidin-3-il)-cromen-4-ona
(compuesto A).

5. La combinacion farmacéutica para uso segun la reivindicacion 2, en donde en el compuesto de féormula | el
grupo fenilo es un grupo sustituido con 2 sustituyentes diferentes seleccionados de cloro y trifluorometilo.

6. La combinacién farmacéutica para uso segun la reivindicacion 5, en donde el compuesto de férmula | es el
clorhidrato de (+)-trans-2-(2-cloro-4-trifluorometil-fenil)-5,7-dihidroxi-8-(2-hidroximetil-1-metil-pirrolidin-3-il)-cromen-4-
ona (Compuesto B).

7. La combinacién farmacéutica para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores 1 a 6, en
donde dicho agente antineoplasico es el sorafenib.

8. La combinacién farmacéutica para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores 1 a 6, en
donde dicho agente antineoplasico es el lapatinib.

9. La combinacién farmacéutica para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores 1 a 6, en
donde dicho agente antineoplasico es el erlotinib.

10. La combinacién farmacéutica para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores 1 a 6, en
donde dichos agentes antineoplasicos son el cisplatino y 5-fluorouracilo.

11. La combinacion farmacéutica para uso segin una cualquiera de las reivindicaciones anteriores 1 a 10, en
donde dicha combinacién farmacéutica comprende ademas la radiacion.

12. Una composicion farmacéutica que comprende un inhibidor de CDK seleccionado de los compuestos de
Férmula | o una sal o solvato farmacéuticamente aceptable de los mismos y 1) uno o mas agentes antineoplasicos
seleccionados de sorafenib, lapatinib, erlotinib, y cetuximab, 2) cisplatino y 5-fluorouracilo, o 3) cisplatino, 5-
fluorouracilo y docetaxel, o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos; en asociaciéon con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable, para uso en el tratamiento del carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello.

13. La composiciéon farmacéutica para uso segun la reivindicacion 12, en donde un compuesto de Férmula | es

el clorhidrato de (+)-frans-2-(2-cloro-4-trifluorometil-fenil)-5,7-dihidroxi-8-(2-hidroximetil-1-metil-pirrolidin-3-il)-cromen-
4-ona (Compuesto B).
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Actividad de caspasa-3: Sorafenib + Compuesto A
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