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DESCRIPCION
Uso de inhibidores de HDAC para el tratamiento de la destruccién 6sea
Campo técnico de la invencion

La invencion se refiere al uso de un inhibidor de histona desacetilasa (HDAC), que es N-hidroxi-3-[4-[[[2-(2-metil-1H-
indol-3-il)-etill-amino]metil[fenil]-2E-2-propenamida, o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma, para la
fabricaciéon de composiciones farmacéuticas para el tratamiento de la destruccién ésea asociada con el cancer. La
presente invencion también se refiere al inhibidor de HDAC, N-hidroxi-3-[4-[[[2-(2-metil-1H-indol-3-il)-etil]-amino]
metil]fenil]-2E-2-propenamida, o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, para usar en el tratamiento de la
destruccion ésea asociada con el cancer.

Antecedentes de la invencion

El recambio 6seo normal esta regulado por el equilibrio entre la actividad osteolitica de los osteoclastos y la actividad
de formacién de hueso de los osteoblastos. La integridad 6sea puede verse comprometida en pacientes con cancer,
enfermedades inflamatorias y osteoporosis. Por lo tanto, existe la necesidad de desarrollar nuevos métodos de
tratamiento con inhibidores de HDAC.

Feng et al (Blood, 2006, 108: Abstract 3477) divulgan el efecto del nuevo inhibidor de HDAC basado en
mercaptocetona, KD5170, sobre la formacion de osteoclastos de pacientes con mieloma multiple (MM) y también
divulga una actividad antiproliferativa en sobre la linea celular U266 de MM.

Feng et al (Blood, 2006 108: Abstract 507) divulgan el efecto de una combinacién de bortezomib y el inhibidor de
HDAC PDX101 sobre lineas celulares de mieloma multiple in vitro y en un modelo de tumor de xenoinjerto in vivo.

Sumario de la invencién

La acetilacion reversible de histonas es un importante regulador de la expresion génica que actua alterando la
accesibilidad de los factores de transcripcion al ADN. En células normales, la histona desacetilasa (HDAC) y la histona
acetiltransferasa controlan juntas el nivel de acetilacion de las histonas para mantener un equilibrio. La inhibicion de
HDAC da como resultado la acumulacién de histonas hiperacetiladas, lo que resulta en una variedad de respuestas
celulares.

Sorprendentemente, ahora se encontré que los inhibidores de HDAC, especialmente el compuesto de férmula (l11),
como se define en el presente documento, tratan la destruccién ésea asociada con el cancer. Mas especificamente,
el cancer es mieloma multiple, cancer de mama o cancer de prostata. Por lo tanto, la invencion se refiere al uso del
inhibidor de HDAC, N-hidroxi-3-[4-[[[2-(2-metil-1H-indol-3-il)-etil]-amino]metil]fenil]-2E-2-propenamida, o una sal
farmacéuticamente aceptable de la misma, para la preparaciéon de un medicamento para el tratamiento de la
destruccién ésea asociada con un cancer que es mieloma multiple, cancer de mama o cancer de prostata. La invencion
también se refiere al inhibidor de HDAC, N-hidroxi-3-[4-[[[2-(2-metil-1H-indol-3-il)-etil]-amino]metillfenil]-2E-2-
propenamida, o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, para usar en el tratamiento de la destruccién 6sea
asociada con un cancer que es mieloma multiple, cancer de mama o cancer de proéstata.

Por tanto, la invenciéon proporciona el uso del inhibidor de HDAC, N-hidroxi-3-[4-[[[2-(2-metil-1H-indol-3-il)-etil]-
amino]metil]fenil]-2E-2-propenamida, o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma, para la preparaciéon de un
medicamento:

- para el tratamiento de la destrucciéon 6sea causada por un cancer proliferativo en el que la enfermedad se
selecciona de mieloma multiple, cancer de mama o cancer de préstata;

- para la prevencion de la destruccién ésea causada por un cancer proliferativo en el que la enfermedad se
selecciona de mieloma mudltiple, cancer de mama o cancer de prostata; y

- para el tratamiento y la prevencion de la destruccion dsea causada por un cancer proliferativo en el que la
enfermedad se selecciona de mieloma multiple, cancer de mama o cancer de proéstata.

La presente invencion también proporciona el inhibidor de HDAC, N-hidroxi-3-[4-[[[2-(2-metil-1H-indol-3-il)-etil]-
amino]metil]fenil]-2E-2-propenamida, o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma,

- para su uso en el tratamiento de la destruccion ésea causada por un cancer proliferativo en el que la enfermedad
se selecciona de mieloma multiple, cancer de mama o cancer de proéstata;

- para su uso en la prevencién de la destruccion dsea causada por un cancer proliferativo en el que la enfermedad
se selecciona de mieloma multiple, cancer de mama o cancer de prostata; y
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- para su uso en el tratamiento y la prevencion de la destruccion 6sea causada por un cancer proliferativo en el que
la enfermedad se selecciona de mieloma multiple, cancer de mama o cancer de prostata.

La divulgacion se refiere a un método para tratar animales de sangre caliente que incluyen mamiferos, especialmente
seres humanos, que sufren destruccion ésea asociada con cancer mediante la administracién a dicho animal que
necesita dicho tratamiento de una dosis eficaz contra dicha enfermedad de un inhibidor de HDAC o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.

Descripcion detallada de las figuras

La Figura 1 ilustra los efectos de LBH589 sobre la carga tumoral y el peso corporal en el Estudio # 0879.

La Figura 2 ilustra los efectos de LBH589 sobre la carga tumoral y el peso corporal en el Estudio # 0942.

La Figura 3 ilustra los efectos de LBH589 sobre el tiempo hasta el punto final clinico en el Estudio # 0942.

La Figura 4 ilustra la exploracion con MicroCT y la region de interés para la medicion del hueso trabecular.

La Figura 5 describe los efectos de LBH589 sobre el hueso trabecular tibial en los estudios # 879 y # 0942.

La Figura 6 describe los efectos de LBH589 en el hueso cortical tibial.

La Figura 7 describe los efectos de LBH589 sobre el biomarcador en suero TRACP5b (0879).

Descripcion detallada de la invencion

El compuesto inhibidor de HDAC para uso en la invencién es
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, es decir, el compuesto que es N-hidroxi-3-[4-[[[2-(2-metil-1H-indol-3-il)-etil]-amino]fenil]-2E-2-propenamida, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.

El compuesto descrito anteriormente se usa a menudo en forma de una sal farmacéuticamente aceptable. Las sales
farmacéuticamente aceptables incluyen, cuando sea apropiado, sales de adicién de base y sales de adicion de acido
farmacéuticamente aceptables, por ejemplo, sales metalicas, tales como sales de metales alcalinos y alcalinotérreos,
sales de amonio, sales de adicién de aminas organicas y sales de adicion de aminoacidos y sales de sulfonato. Las
sales de adicion de acido incluyen sales de adicion de acido inorganico, tales como clorhidrato, sulfato y fosfato; y
sales de adicion de acidos organicos, tales como sulfonato de alquilo, sulfonato de arilo, acetato, maleato, fumarato,
tartrato, citrato y lactato. Ejemplos de sales metalicas son sales de metales alcalinos, tales como sal de litio, sal de
sodio y sal de potasio; sales de metales alcalinotérreos, tales como sal de magnesio y sal de calcio, sal de aluminio y
sal de zinc. Ejemplos de sales de amonio son sal de amonio y sal de tetrametilamonio. Ejemplos de sales de adicion
de aminas organicas son sales con morfolina y piperidina. Ejemplos de sales de adicion de aminoacidos son sales con
glicina, fenilalanina, acido glutamico y lisina. Las sales de sulfonato incluyen sales de mesilato, tosilato y acido benceno
sulfénico.

Este inhibidor de HDAC y su sintesis se divulgan en el documento WO 02/22577.

Un inhibidor de HDAC como se usa en la presente invencion muestra en el ensayo descrito anteriormente,
preferiblemente un valor de ICso entre 50 y 2.500 nM, mas preferiblemente entre 250 y 2.000 nM, y lo mas
preferiblemente entre 500 y 1.250 nM.

El término "tratamiento”, como se usa en este documento, comprende el tratamiento de pacientes con destruccion
6sea causada por cancer, enfermedades inflamatorias y osteoporosis.

En una realizacién, N-hidroxi-3-[4-[[[2-(2-metil-1H-indol-3-il)-etil]-amino]fenil]-2E-2-propenamida o una de sus sales
farmacéuticamente aceptables se usa para tratar la destruccion ésea asociada con el mieloma multiple. Por lo tanto,
la invencion se refiere al uso de N-hidroxi-3-[4-[[[2-(2-metil-1H-indol-3-il)-etil]-amino]metil]fenil]-2E-2-propenamida o
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una de sus sales farmacéuticamente aceptables para la preparacién de un medicamento para el tratamiento de la
destruccion ésea asociada con el mieloma multiple. La invencion también se refiere al uso de N-hidroxi-3-[4-[[[2-(2-
metil-1H-indol-3-il)-etil]-amino]fenil]-2E-2-propenamida o una de sus sales farmacéuticamente aceptables en el
tratamiento de la destruccion 6sea asociada con el mieloma multiple. La divulgacion se refiere a un método para tratar
animales de sangre caliente que incluyen mamiferos, especialmente seres humanos, que sufren destruccion dsea
asociada con mieloma multiple administrando a dicho animal que necesita dicho tratamiento una dosis efectiva contra
dicha enfermedad de N-hidroxi-3-[4-[[[2-(2-metil-1H-indol-3-il)-etil]-amino]fenil]-2E-2-propenamida o una sal
farmacéuticamente aceptable de la misma.

En otra realizacion, N-hidroxi-3-[4-[[[2-(2-metil-1H-indol-3-il)-etil]-amino]fenil]-2E-2-propenamida o una de sus sales
farmacéuticamente aceptables se usa para tratar la destruccidon 6sea asociada con el cancer de mama. Por lo tanto,
la invencion se refiere al uso de N-hidroxi-3-[4-[[[2-(2-metil-1H-indol-3-il)-etil]-amino]metil]fenil]-2E-2-propenamida o
una de sus sales farmacéuticamente aceptables para la preparacién de un medicamento para el tratamiento de la
destruccion 6sea asociada con el cancer de mama. La invencion también se refiere al uso de N-hidroxi-3-[4-[[[2-(2-
metil-1H-indol-3-il)-etil]-amino]fenil]-2E-2-propenamida o una de sus sales farmacéuticamente aceptables en el
tratamiento de la destruccion ésea asociada con el cancer de mama. La divulgacion se refiere a un método para tratar
animales de sangre caliente que incluyen mamiferos, especialmente seres humanos, que sufren destruccion dsea
asociada con cancer de mama al administrar a dicho animal que necesita dicho tratamiento una dosis eficaz contra
dicha enfermedad de N-hidroxi-3-[4-[[[2-(2-metil-1H-indol-3-il)-etil]-amino]fenil]-2E-2-propenamida o una sal
farmacéuticamente aceptable de la misma.

En otra realizacion, N-hidroxi-3-[4-[[[2-(2-metil-1H-indol-3-il)-etil]-amino]fenil]-2E-2-propenamida o una de sus sales
farmacéuticamente aceptables se usa para tratar la destruccion ésea asociada con el cancer de préstata. Por lo tanto,
la invencion se refiere al uso de N-hidroxi-3-[4-[[[2-(2-metil-1H-indol-3-il)-etil]-amino]metil]fenil]-2E-2-propenamida o
una de sus sales farmacéuticamente aceptables para la preparacién de un medicamento para el tratamiento de la
destruccion 6sea asociada con el cancer de prostata. La invencion también se refiere al uso de N-hidroxi-3-[4-[[[2-(2-
metil-1H-indol-3-il)-etil]-amino]fenil]-2E-2-propenamida o una de sus sales farmacéuticamente aceptables en el
tratamiento de la destruccion 6sea asociada con el cancer de prostata. La divulgacion se refiere a un método para
tratar animales de sangre caliente, incluidos mamiferos, especialmente seres humanos, que sufren destruccion 6sea
asociada con el cancer de prostata mediante la administracion a dicho animal que necesita dicho tratamiento de una
dosis eficaz contra dicha enfermedad de N-hidroxi-3-[4-[[[2-(2-metil-1H-indol-3-il)-etil]-amino]fenil]-2E-2-propenamida
o una sal farmacéutica mente aceptable de la misma.

El experto en la técnica pertinente esta completamente habilitado para seleccionar modelos de prueba relevantes para
probar los efectos beneficiosos mencionados en este documento. La actividad farmacolégica de tal compuesto puede,
por ejemplo, demostrarse por medio de los ejemplos descritos a continuacion, mediante pruebas in vitro y pruebas in
vivo o en estudios clinicos adecuados. La eficacia del tratamiento se determina en estos estudios, por ejemplo,
mediante la evaluacion de los tamarios de los tumores cada 4 semanas, con el control logrado con placebo.

La dosis efectiva del inhibidor de HDAC puede variar dependiendo del compuesto particular o la composicion
farmacéutica empleada, del modo de administracion, del tipo de enfermedad que se esté tratando o de su gravedad.
El régimen de dosificacion se selecciona de acuerdo con una variedad de factores adicionales que incluyen la funcion
renal y hepatica del paciente. Un médico, clinico o veterinario con experiencia ordinaria puede determinar y prescribir
facilmente la cantidad efectiva de compuestos necesarios para prevenir, contrarrestar o detener el progreso de la
afeccion.

Ejemplo 1

Se inyectaron ratones hembra SCID-beige con células MM1S (2 x 10°) por via intravenosa (iv) en la vena de la cola
en el dia 0. El tratamiento se inici6 en el dia 10 cuando la carga tumoral promedio, segun lo determinado por
bioluminiscencia, alcanzé aproximadamente 8,0 x 10° - 1,0 x 10° fotones por segundo. Todos los grupos de tratamiento
consistieron en 8 animales. LBH589 se administré a razén de 15 mg/kg ip qdX5 durante 3 semanas en el primer
estudio. En el segundo estudio, LBH589 se administré a razén de 10 mg/kg ip qdX5 durante 6 semanas y 20 mg/kg ip
qdX5 durante 5 semanas. La carga tumoral y el peso corporal se registraron una vez a la semana durante el periodo
de dosificacion activa. Las imagenes en tomografia microcomputarizada (microCT) se adquirieron en animales vivos
el dia 32 y 33 (Estudio # 1) o los dias 34 y 35 (Estudio # 2). En el segundo estudio, los animales se monitorizaron
individualmente hasta el logro del punto final clinico.

Analisis microCT o uCT in vivo

Los animales se anestesiaron con un 2% de isoflurano mezclado con oxigeno (2 L/min) y luego se colocaron en un
soporte para ratones (hecho a medida, Peter Ingold, NIBR Basilea) disefiado especificamente para alinear ambas
tibias y se montaron en un escaner microCT de alta resolucion in vivo (VivaCT40, Scanco, Suiza). Para asegurar la
colocacion correcta del raton, se tomo una vista exploratoria de los huesos de tibia bilaterales y las articulaciones de
la rodilla y la regién de interés (ROI, 2,23 mm de longitud) se coloco para comenzar en la placa de crecimiento que se
extiende distalmente sobre el area del hueso trabecular (Figura 3). El escaner se ajusté a un tamafio de voxel isotrépico
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nominal de 21 pym, referido a resolucidon media/estandar. El tubo de rayos X se operé a 55 kVp y 145 mA con un
tamafio de punto focal de 5 ym. Se obtuvieron quinientas imagenes de proyeccidon por escaneo con un tiempo de
integracion de 180 ms. Las imagenes tomograficas se reconstruyeron en un grupo de VMS (HP Alpha, HP, Palo Alto,
EE. UU.) en matrices de 1024 x 1024 pixeles mediante un procedimiento de retroproyeccion de haz coénico que dio
como resultado 315 cortes axiales.

Para la determinacion de las caracteristicas del hueso trabecular y cortical, se colocé una regién de interés de 2,23
mm para iniciar en la placa de crecimiento que se extiende distalmente. Se obtuvieron 106 cortes axiales utilizando un
escaner Y-CT VivaCT40 (SCANCO, Suiza) con 55 kv, 145 mA, 180 ms de tiempo de integracion y 21 uym de resolucion.
La densidad 6sea trabecular (BV/TV) se midi6 en una region de 0,735 mm de una tibia (9 cortes proximales y 25 cortes
distales de la tuberosidad tibial) utilizando el software SCANCO (SCANCO, Suiza) usando un umbral de 275 para
definir el volumen de hueso calcificado (BV). La densidad 6sea cortical (BV/TV) se midié en una region de 1,5 mm de
una tibia (15 cortes proximales y 55 cortes distales de la tuberosidad tibial) utilizando el software SCANCO (SCANCO
Suiza) con un umbral de 275. Se realizé un andlisis tridimensional en las regiones determinadas utilizando el software
operativo SCANCO. Todos los grupos de tratamiento se escanearon en el transcurso de dos dias, con la misma
cantidad de animales de cada grupo de tratamiento escaneado cada dia.

Analisis del biomarcador en suero

Se evalué un marcador en suero del metabolismo 6seo, TRACP5B, para determinar los cambios en el suero del ratén.
El kit de ensayo Mouse TRAPMR es un ensayo de ELISA (cat. # SB-TR103, IDS Fountain Hills, AZ). Brevemente, los
anticuerpos policlonales de raton TRACP5B se incuban en placas de 96 pocillos recubiertos con anti-IgG de conejo.
Este kit de ELISA es especifico para TRACP5B de ratén solamente. Este ensayo tiene una sensibilidad reportada de
0,1 U/L.

Efectos de LBH589 sobre la carga tumoral

Después de la inyeccioén en la vena de la cola, las células MM1S proliferaron y la carga tumoral aumenté de 1.400 a
2.300 veces, segun lo determinado por la lectura bioluminiscente. Las células MM1S se localizan en el hueso y
producen lesiones 6seas multifocales en las vértebras, costillas, craneo, pelvis y huesos largos consistente con la
presentacion clinica humana.

El cambio relativo medio en la carga tumoral expresada como flujo de luciferasa (fotones por segundo) se muestra en
las Tablas 1y 2:

Tabla 1. Resumen de las respuestas para el Estudio # 0879, 31 dias después de la implantacion
Farmacos Tumores Animales
Compuesto Régimen y| Dosis Cambio de la carga tumoral % % % de cambio de muerte/

P ruta  |(mg/kg)media (fotones/s) (media + SEM)| T/C | Regresion peso corporal Total
Vehiculo D%\QVXSIP N/A 1,3E+9 |+| 261,8E+6 NE NE -3,86 1,47 0/8
LBH589 | IP, gdx5 15 292,4E+6 |+ 92,6E+6 22 | Ninguno -10,56 0,99 1/8

Los tratamientos se iniciaron en el dia 10 posterior a la implantaciéon en la cola en forma iv (2,0 millones de
células/animal). LBH589 se administrd por via ip, a razon de 15 mg/kg, 5 veces por semana durante 3 semanas. El
control del vehiculo (D5W) se administrd por via ip veces por semana, durante 3 semanas. Tamafio inicial del grupo:
8 animales. Los datos finales de eficacia y el cambio de peso corporal se calcularon 72 horas después de la ultima
dosis.

Tabla 2. Resumen de las respuestas para el Estudio # 0942, 35 dias después de la implantacion

Farmacos Tumores Animales
Compuesto Régimeny | Dosis |Cambio de la carga tumoral media| % % de % de cambio de | muerte/
P ruta (mg/kg) (fotones/s) (media + SEM) T/C | regresion | peso corporal Total
Vehiculo DSq‘QV);S'P’ N/A 11E+9 + 1714E+6 NE| NE 2+1,81 1/8
LBH589 IP, gdx5 10 348,5E+6 + 49,6E+6 31 | Ninguno -11,3+£ 0,89 0/8
LBH589 IP, qdx5 20 107,7E+6 + 42,6E+6 9 | Ninguno -13,1+1,22 0/8

Los tratamientos se iniciaron en el dia 10 posterior a la implantacién en la cola por via iv (2,0 millones de
células/animal). LBH589 se administré por via ip, a razén de 10 o 20 mg/kg, 5 veces por semana durante 4 semanas.
El control del vehiculo (D5W) se administré por via ip veces por semana, durante 3 semanas. Tamafo inicial del grupo:
8 animales.

Los analisis estadisticos de la carga tumoral final se presentan en las Tablas 3 y Tabla 4.
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Tabla 3. Estadistica 0879 del cambio de la carga tumoral el dia 31

Tratamientos (#0879) Vehiculo | LBH589 (15)
\Vehiculo X S
LBH589 (15) X
Prueba t de Student

S=P<0,01

Tabla 4. Estadistica 0942 del cambio de la carga tumoral el dia 35

Tratamientos (#0879) Vehiculo |LBH589 (10)| LBH589 (20)
Vehiculo X S S
LBH589 (10) X NS
LBH589 (20) X
ANOVA + Prueba Post-hoc del método de Dunnett
S=P<0,05
NS = No Significativo

Como se ilustra en la Figura 1, Figura 2, Tabla 1 y Tabla 2, la carga tumoral aumenté mas de 1.400 veces durante el
periodo posterior a la implantacién de 4-5 semanas en los grupos de controles tratados con D5W en el Estudio # 0879
y mas de 2.300 veces durante el periodo posterior a la implantacion de 5 semanas en los grupos de control tratados
con D5W en el Estudio # 0942.

Con respecto a la Figura 2, los tratamientos se iniciaron en el dia 11 posterior a la implantacion en la cola por via iv
(2,0 millones de células/animal). Se administré NVP-LBH589-CU por via ip, a razén de 15 mg/kg (A), o 10 y 20 mg/kg
(B), 5 veces a la semana (qd x 5/semana) durante 4 semanas. El control del vehiculo (D5W) se administrd por via ip
5 veces a la semana (qd x 5/semana), durante 4 semanas. Bortezomib se administré por via iv, a razon de 0,2 mg/kg,
una vez por semana (qwk) o 1 mg/kg, dos veces por semana en el Estudio # 0879 durante 4 semanas (biwk) (B).
Tamainio inicial del grupo: 8 animales. Los datos finales de eficacia se muestran en el panel A para el Estudio # 0879
y en el panel B para el Estudio # 0942. Los cambios en el peso corporal se calcularon en 24 horas después de la
Ultima dosis para cada estudio (paneles de la derecha).

El tratamiento con LBH589 a razén de 15 mg/kg qdX5 solo resulté en una reducciéon de la carga tumoral de
aproximadamente el 78% en el dia 31 en el Estudio # 0879. El tratamiento con LBH589 a razén de 10 mg/kg qdX5 o
20 mg/kg qdX5 solo resulté en una reduccién de la carga tumoral en ~79% y ~91%, respectivamente en el dia 35 en
el Estudio # 0942. La reduccion de la carga tumoral por LBH589 fue estadisticamente significativa en ambos estudios.

Efectos de LBH589 sobre el tiempo hasta el punto final

La capacidad de LBH589 para extender el tiempo hasta el punto final clinico se evalué en el Estudio # 0942. Cada
animal se controld diariamente para determinar la progresion de los signos de progresion de la enfermedad, incluida
la movilidad y la salud general. Los animales se puntuaron en una escala clinica de 0-4. El punto final se logré cuando
los animales obtuvieron una puntuacion clinica de 3. Los efectos de LBH589 en el aumento del tiempo hasta el punto
final se muestran en la Figura 3 y la Tabla 5:

Tabla 5. Efecto de LBH589 sobre la mediana del tiempo hasta el punto final clinico

Tratamiento N fallados N eliminados Mediana (dias) 95% de ClI
Vehiculo 8 0 37 (34, 38)
LBH589 a razén de 10 mg/kg 8 0 54 (49, 56)
LBH589 a razén de 20 mg/kg 5* 1** 61 (58, -)

* Se encontraron 2 animales muertos el dia 45 después de la implantacién. Los animales mostraron un 15% de
pérdida de peso corporal y distensiéon abdominal, pero no sintomas clinicos de enfermedad ésea antes de la muerte.
Las muertes se consideraron relacionadas con el tratamiento y se eliminaron del analisis.

** Un animal no mostro signos de enfermedad a los 80 dias después de la implantacion y fue eliminado

Dos de los ocho animales tratados con LBH589 a razén de 20 mg/kg que murieron en el dia 45 no mostraron signos
de enfermedad 6sea antes de la muerte y se consideraron muertes relacionadas con el tratamiento. Estos animales
fueron retirados del analisis debido a muertes relacionadas con el tratamiento. Uno de los seis animales restantes no
presentd ningun sintoma de enfermedad 80 dias después del implante, cuando se terminaron las observaciones y se
eliminé en el analisis del punto final. La mediana de tiempo hasta el punto final para los animales tratados con vehiculo
fue de 37 dias. La dosis de LBH589 a razén de 10 y 20 mg/kg resulté en una mediana de tiempo hasta el punto final
clinico de 54 y 61 dias, respectivamente. El aumento de la respuesta a la dosis en la mediana de tiempo hasta alcanzar
el punto final fue significativamente diferente, como lo demuestran los intervalos de confianza del 95% que no se
superponen.
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Efectos de LBH589 sobre el hueso trabecular

Se us6 MicroCT para evaluar los efectos sobre el hueso trabecular de LBH589 en ratones portadores de tumores
MM18S. Las regiones de interés y las imagenes representativas se muestran en la Figura 4.

La Figura 4 describe una region de interés de 2,3 mm que se coloc6 para comenzar en la placa de crecimiento que se
extiende distalmente. Se obtuvieron 106 cortes axiales utilizando un escaner p-CT VivaCT40 (SCANCO, Suiza) con
55 kv, 145 mA, 180 ms de tiempo de integracion y 21 ym de resolucién. La densidad 6sea trabecular, el volumen
6seo/volumen total (BV/TV), se midi6é en una region de 0,735 mm de una tibia (10 cortes proximales y 25 cortes distales
de la tuberosidad tibial) utilizando el software SCANCO (SCANCO, Suiza) con un umbral de 275. La densidad 6sea
cortical, el volumen 6seo/volumen total (BV/TV), se midi6 en una region de 1,5 mm de una tibia (15 cortes proximales
y 55 cortes distales de la tuberosidad tibial) utilizando el software SCANCO (SCANCO Suiza) con un umbral de 275.

La densidad 6sea trabecular media (BV/TV) y el porcentaje de cambio (tratado como un porcentaje del control) se
muestran en la Figura 5y en las Tablas 6y 7.

Tabla 6. Cambio de la densidad trabecular media del Estudio # 0879

Tratamientos Vehiculo | LBH589 (15 mg/kg)
Numero de valores 8 7
Media 2,23 14,48
Error estandar 0,344 1,97
% de cambio medio relativo tratado/vehiculo n/a 549%

Tabla 7. Cambio de la densidad trabecular media del Estudio # 0942

Tratamientos Vehiculo | LBH589 (10 mg/kg) | LBH589 (20 mg/kg)
Numero de valores 8 8 8
Media 0,64 8,23 12,89
% de cambio medio relativo tratado/vehiculo n/a 1.186% 1.914%

El analisis estadistico de la densidad 6sea trabecular se presenta en las Tablas 8 y 9.

Tabla 8. Andlisis estadistico del Estudio # 0879 de la densidad 6sea trabecular

Tratamientos Vehiculo LBH589 (15 mg/kg)
\Vehiculo X S
LBH589 (15) X
Prueba t de Student
S=P<0,05
Tabla 9. Analisis estadistico del Estudio # 0942 de la densidad 6sea trabecular
Tratamientos (# 0879) Vehiculo LBH589 (10 mg/kg) LBH589 (20 mg/kg)
\ehiculo X S S
LBH589 (10) X S
LBH589 (20) X
Prueba de Wilcoxon/Kruskal-Wallis con comparaciéon multiple Post-hoc de Tukey-Kramer S = P < 0,05

La LBH589 a razén de 15 mg/kg dio como resultado un aumento de 5,5 veces estadisticamente significativo en la
densidad ésea trabecular media después de 3 semanas de tratamiento. En el Estudio # 0942, la LBH589 administrada
arazon de 10 y 20 mg/kg resultd en un aumento estadisticamente significativo en la densidad ésea trabecular media
de 11,8 y 19,1 veces, respectivamente, después de 4 semanas de tratamiento.

La Figura 5 describe que se analizé la densidad 6sea trabecular (% BV/TV). En los paneles A y B, los graficos de
barras representan el promedio de la media + SEM de la densidad 6sea trabecular tibial (% BV/TV) para los Estudios
#0879 y # 0942. Los paneles de la derecha son los resultados de los animales individuales que se representan en los
graficos anteriores. * indica significancia estadistica del control del vehiculo en el mismo punto de tiempo (p < 0,05).

Efectos de LBH589 sobre el hueso cortical
Los efectos sobre el hueso cortical de LBH589 como un agente Unico se evaluaron mediante analisis microCT en el

Estudio # 0879. El analisis cuantitativo de la densidad ésea cortical y sus diferencias relativas para el Estudio # 0879
se representan en la Figura 6 y la Tabla 10.
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Tabla 10. Cambio de la densidad cortical media del Estudio # 0879

Tratamientos Vehiculo LBH589 (15 mg/kg)
Numero de valores 8 7
(continuacion)
Tratamientos \Vehiculo LBH589 (15 mg/kg)
Media 88,7% 98,3%
Error estandar 1,4% 0,4%
% de cambio medio relativo tratado/vehiculo| N/A 10,8%

El analisis estadistico se presenta en la Tabla 11. El tratamiento con LBH589 dio como resultado un aumento
estadisticamente significativo del 10,8% en la densidad 6sea cortical con respecto a los animales tratados con
vehiculo.

Tabla 11. Andlisis estadistico del Estudio # 0879 de la densidad ésea cortical

Tratamientos Vehiculo | LBH589 (15 mg/kg)
\Vehiculo X S
LBH589 (15 mg/kg) X
Prueba t de Student
S =P <0,0001

Evaluacion del biomarcador en suero

Los niveles en suero de TRACP5B se evaluaron como una medida de la actividad de los osteoclastos. El nivel de un
TRACPS5B se analiz6 en la Figura 7 y la Tabla 12.

Tabla 12. Cambio medio del Estudio # 0879 \ Niveles en suero de TRACP5B

Tratamientos Vehiculo | LBH589 (15 mg/kg)
Numero de valores 8 5
Media 12,0 71
Error estandar 1,3 1,1
% de cambio medio relativo tratado/vehiculo n/a -41%

El biomarcador en suero TRACP5b se analizé como se describe en los Métodos. En el panel de la izquierda, el grafico
de barras representa el promedio de la media + SEM. * indica significacion estadistica de los controles (p < 0,05).

Los niveles en suero de TRACP5B en este estudio disminuyeron significativamente en un 41% en los animales tratados
con LBH589 solo en comparacion con los animales tratados con vehiculo, Tabla 13:

Tabla 13. Andlisis estadistico del Estudio # 0879 de los niveles en suero de TRACP5B

Tratamientos Vehiculo | LBH589 (15 mg/kg)
\Vehiculo X S
LBH589 (15) X
Prueba t de Student
S=P<0,05
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un inhibidor de la histona desacetilasa (HDAC) para la preparacion de un medicamento para el tratamiento
y/o prevencion de la destruccion 6sea causada por una enfermedad proliferativa, en la que la enfermedad proliferativa
se selecciona de mieloma multiple, cancer de mama o cancer de préstata, en donde el inhibidor de HDAC es N-hidroxi-
3-[4-[[[2-(2-metil-1H-indol-3-il)-etil]-amino]fenil]-2E-2-propenamida que tiene la férmula ( I1I):

. | o
. . N N/OH
H H
P i
/
N .
H

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

2. El uso de acuerdo con la reivindicacion 1 para la preparacion de un medicamento para el tratamiento de la
destruccién 6sea causada por una enfermedad proliferativa.

3. El uso de acuerdo con la reivindicacién 1 para la preparaciéon de un medicamento para la prevencion de la
destruccion 6sea causada por una enfermedad proliferativa.

4. El uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que la enfermedad proliferativa es mieloma
multiple.

5. El uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que la enfermedad proliferativa es cancer
de mama.

6. El uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que la enfermedad proliferativa es cancer
de prostata.

7. Un inhibidor de la histona desacetilasa (HDAC) para su uso en el tratamiento y/o prevencion de la destruccion ésea
causada por una enfermedad proliferativa, en la que la enfermedad proliferativa se selecciona de mieloma mudiltiple,
cancer de mama o cancer de prostata, en la que el inhibidor de la HDAC es N-hidroxi-3-[4-[[[2-(2-metil-1H-indol-3-il)-
etil]-amino]fenil]-2E-2-propenamida que tiene la féormula (l11):

e =8

(11

N
H
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

8. El inhibidor de HDAC para uso de acuerdo con la reivindicacion 7, en el que el uso es el uso en el tratamiento de la
destruccion 6sea causada por una enfermedad proliferativa.

9. El inhibidor de HDAC para uso de acuerdo con la reivindicacién 7, en el que el uso es el uso en la prevencion de la
destruccion 6sea causada por una enfermedad proliferativa.

10. El inhibidor de HDAC para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 7-9, en el que la enfermedad
proliferativa es mieloma muiltiple.

11. El inhibidor de HDAC para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 7-9, en el que la enfermedad
proliferativa es cancer de mama.
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12. El inhibidor de HDAC para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 7-9, en el que la enfermedad
proliferativa es cancer de proéstata.

13. El inhibidor de la histona desacetilasa (HDAC) que es N-hidroxi-3-[4-[[[2-(2-metil-1H-indol-3-il)-etil]-
5 amino]metillfenil]-2E-2-propenamida que tiene la férmula (l11):

L ¥ " 1)
/

b

o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, para su uso en el tratamiento de la destruccién ésea causada por
10 mieloma multiple.
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A. Estudio #0879
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A. Efectos de LBH589 sobre la Densidad Osea Cortical Tibial (% Volumen Oseo Dividido por
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