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DESCRIPCION
Tratamiento de los sintomas asociados a una terapia de privacién de andrégenos

La presente invencion se refiere al tratamiento de los sintomas asociados con una terapia de privacién de
andrégenos usando éster isopropilico de acido (S)-(7-ciano-4-piridin-2-ilmetil-1,2,3,4-tetrahidro-ciclopenta[b]indol-2-
il)-carbamico, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

La presente invencién pertenece al campo del tratamiento de los sintomas asociados con una terapia de privacion
de andrégenos. La terapia de privacion de andrégenos (ADT, por sus siglas en inglés) o terapia de supresion de
andrégenos, es una terapia comun utilizada para disminuir la agresividad del cancer de prostata junto con otras
opciones terapéuticas enfocadas a la erradicacion del cancer. Durante una ADT, los niveles de andrégenos, u
hormonas masculinas, se reducen en el cuerpo para evitar que lleguen a las células del cancer de prostata.
Andrégenos, tales como la testosterona y la dihidrotestosterona (DHT), estimulan el crecimiento de las células del
cancer de prostata. Sin embargo, se ha descubierto que los canceres de préstata pueden crecer mas lentamente o
incluso reducirse si se reducen los niveles de androgenos. En los Estados Unidos, se estima que aproximadamente
un tercio de los pacientes con cancer de préstata habran recibido ADT en algin momento durante el tratamiento de
su enfermedad.

Existen diversas opciones de tratamiento disponibles para reducir los niveles de andrégenos, tales como una
orquiectomia o castracion quirdrgica, analogos de la hormona liberadora de la hormona luteinizante (LHRH), como
leuprolida (comercializada en los Estados Unidos como Lupron®, Eligard®), goserelina (comercializada en los
Estados Unidos como Zoladex®), triptorelina (comercializada en los Estados Unidos como Trelstar®) e histrelina
(comercializada en los Estados Unidos como Vantas®) y antagonistas de la LHRH, como degarelix (comercializado
en los Estados Unidos como Firmagon®) y abiraterona (comercializada en los Estados Unidos como Zytiga®).

La mayoria de los hombres con cancer de préstata avanzado responden bien a la ADT. La ADT generalmente esta
indicada cuando los canceres de préstata se extienden mas alld de la capsula prostatica segun la estadificacion
clinica (enfermedad T3), en el caso de tratamiento primario en un cancer de prostata metastasico con
agonistas/antagonistas de GnRH o una castracion quimica.

Existen posibles efectos secundarios asociados con una terapia hormonal que pueden tener efectos perjudiciales
sobre la calidad de vida y aumentar los riesgos de interrupcion de la terapia ADT por parte del paciente. Por ejemplo,
los efectos secundarios pueden incluir una libido reducida o ausente, disfuncién eréctil, encogimiento de los 6rganos
sexuales masculinos, sofocos, osteoporosis, anemia, reducciéon de la masa muscular, disminuciéon de la fuerza
muscular, aumento de la grasa corporal y aumento de peso, debido a cambios en los niveles de las hormonas
testosterona y estrégeno. Los tratamientos actuales contra los efectos secundarios asociados con ADT son
conocidos en la técnica. Véanse los documentos US 2009/0143344 (sofocos - 5SHT2A o antagonista de D2R); US
2007/0281977 (sofocos - antagonista del receptor muscarinico); US 2008/0080143 (osteoporosis, fracturas éseas,
pérdida de DMO, sofocos, ginocomastia, pérdida de cabello - torimifeno). NARAYANAN RAMESH ET AL: "Selective
androgen receptor modulators in preclinical and clinical development”, NUCLEAR RECEPTOR SIGNALING, vol. 6,
2008, paginas E010-1, describe el uso de moduladores selectivos de los receptores de androgenos (SARMs, por sus
siglas en inglés) como adyuvantes para combatir los efectos secundarios de la leuprolida sobre la pérdida muscular
y 6sea. Sin embargo, sigue existiendo una necesidad en la técnica de terapias alternativas en las que ciertos efectos
secundarios de ADT se puedan reducir. De hecho, hasta hace poco, se recomendaba una privacion intermitente de
andrégenos (IAD, por sus siglas en inglés) para intentar minimizar los efectos adversos de la castracion médica,
retirando el tratamiento en pacientes que habian respondido a la ADT y a continuacién reinstituyendo la ADT cuando
habia una evidencia de enfermedad recurrente o progresiva. Sin embargo, un ensayo con 1749 pacientes asignados
al azar para ADT continua frente a IAD para una mediana de seguimiento de 9,8 afos, demostr6 que la ADT
continua es superior a la IAD. Una terapia para mejorar la tolerabilidad de los efectos secundarios de ADT podria
conducir a mejoras en el cumplimiento terapéutico y dar lugar a mejores resultados en los pacientes.

Se ha encontrado que los moduladores selectivos de los receptores de androgenos (SARMs) muestran un perfil
diferenciado de actividad en los tejidos androgénicos. En particular, esos agentes muestran preferiblemente una
actividad agonista de andrégenos en tejidos anabdlicos, tales como el misculo o el hueso, pero son solo agonistas
parciales o incluso antagonistas en otros tejidos androgénicos, tales como la préstata o las vesiculas seminales. Por
lo tanto, el uso de un modulador del receptor de andrégenos (AR, por sus siglas en inglés) puede aliviar los sintomas
de ADT en los pacientes con cancer de prostata.

La Figura 1 ilustra que el Ejemplo 1 daba como resultado una falta de acumulacion significativa de peso de la
vesicula seminal después de un tratamiento de 8 semanas en una rata orquiectomizada hace 8 semanas y que era
hipersensible a cualquier estimulaciéon androgénica.

La Figura 2 ilustra que el Ejemplo 1 daba como resultado una acumulacion significativa de la densidad mineral 6sea
trabecular de la vértebra lumbar (LV-TBMD) y mostraba una tendencia hacia un aumento en el contenido en mineral
6seo trabecular de la vértebra lumbar (LV-TBMC) y el area de la seccion transversal (LV-TA) después de un
tratamiento de 8 semanas en una rata orquiectomizada hace 8 semanas.
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La Figura 3 ilustra que la combinacién con enantato de testosterona (TE, por sus siglas en inglés) (1 mg/kg-dia) y
varias dosis del Ejemplo 1, sugiere una tendencia a disminuir el peso humedo de la vesicula seminal en mg
normalizado al peso corporal en gramos, que se induce solo con TE.

La Figura 4 ilustra que un tratamiento conjunto a ratas SD con el Ejemplo 1 junto con 1 mg/kg de TE daba como
resultado una disminucién dependiente de la dosis en el peso hiumedo de la prostata en miligramos normalizado al
peso corporal en gramos.

La Figura 5 ilustra que la combinacion con TE (1 mg/kg-dia) y varias dosis del Ejemplo 1 sugiere una tendencia a
disminuir el peso humedo de la vesicula seminal en miligramos normalizados al peso corporal en gramos, que se
induce solo con TE.

La Figura 6 ilustra que el tratamiento conjunto del Ejemplo 1 a ratas SD junto con 1 mg/kg de TE da como resultado
una disminucién dependiente de la dosis en el peso humedo de la préstata en miligramos normalizado al peso
corporal en gramos.

La Figura 7 ilustra un aumento en el area del musculo de la pantorrilla medido mediante formaciéon de imagenes
periféricas basadas en tomografia computarizada, en el haz gastrocnemio (area del musculo de la pantorrilla)
después de la administracién del Ejemplo 1 a voluntarios humanos sanos.

La Figura 8 ilustra un aumento en la masa muscular no adiposa de todo el cuerpo después de la administracion del
Ejemplo 1 a voluntarios humanos sanos, medido mediante DEXA. El efecto sobre los varones (barra azul) con un
nivel de dosis de 5 mg es estadisticamente significativo en comparacion con la dosis de placebo de 0 mg, utilizando
una prueba de Dunnett (p <0,05).

La Figura 9 ilustra que no hay cambios significativos desde el punto basal en los niveles de antigeno prostatico
especifico (SPA, por sus siglas en inglés), en comparacién con el placebo en cualquier momento o cualquier dosis
del Ejemplo 1.

La Figura 10 ilustra una disminucion de los niveles de testosterona en suero después de la administracion del
Ejemplo 1 a voluntarios humanos sanos eugonadales. La disminucién después del tratamiento es mas pronunciada
en los varones debido a sus niveles de testosterona en suero relativamente mas altos. La tabla de la derecha refleja
la evaluacion de la exposicién después del estudio de Fase 1a con una dosis de 5 mg.

La Figura 11 ilustra una relacién exposicion-respuesta positiva para el propéptido N-terminal de procolageno de tipo
1 (PINP), un biomarcador para el anabolismo &éseo, después de la administraciéon del Ejemplo 1 a voluntarios
humanos sanos eugonadales.

El compuesto modulador del AR, éster isopropilico de acido (S)-(7-ciano-4-piridin-2-ilmetil-1,2,3,4-tetrahidro-
ciclopenta[b]indol-2-il)-carbamico, representado alternativamente como acido carbamico, N-[(2S)-7-ciano, -1,2,3,4-
tetrahidro-4-(2-piridinilmetil)ciclopent[b]indol-2-il]-, éster 1-metiletilico, representado por la féormula estructural I, ha
mostrado que aumenta la masa muscular no adiposa y disminuye la masa adiposa en voluntarios sanos. Ademas,
no se han observado cambios significativos en el hematocrito o0 cambios en el antigeno prostéatico especifico (PSA)
después de un tratamiento con éster isopropilico de acido (S)-(7-ciano-4-piridin-2-ilmetil-1,2,3,4-tetrahidro-
ciclopenta[blindol-2-il)-carbamico después de 12 semanas en voluntarios sanos. Ademas, el tratamiento de ratas
orquiectomizadas con éster isopropilico de acido (S)-(7-ciano-4-piridin-2-ilmetil-1,2,3,4-tetrahidro-ciclopenta[b]indol-
2-il)-carbamico muestra una falta de acumulacion significativa de peso de las vesiculas seminales.
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Férmula |

La invencion se define por las reivindicaciones. Cualquier objeto que quede fuera del alcance de las
reivindicaciones, se proporciona solo con fines informativos. Ademas, cualquier referencia en la descripcion a los
métodos de tratamiento, se refiere a los compuestos, las composiciones farmacéuticas y los medicamentos de la
presente invencion para uso en un método de tratamiento del cuerpo humano o animal mediante una terapia.

Por consiguiente, la presente invencién proporciona un método para tratar los sintomas que son el resultado de un

hipogonadismo secundario inducido por ADT, que comprende administrar a un paciente que necesita ese

tratamiento una cantidad eficaz del compuesto de Férmula I. En una realizacion adicional, el paciente es un paciente

con cancer de préstata. En una realizacién adicional, la presente invencion proporciona un método para tratar la

pérdida de masa 6sea, resistencia ésea, masa muscular o fuerza muscular debido a un hipogonadismo secundario

inducido por ADT. En otra realizacién adicional, la presente invencién proporciona un método para tratar la pérdida
3
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de libido y los sofocos resultantes de un hipogonadismo secundario inducido por ADT.

Ademas, la presente invencion proporciona el uso de un compuesto de Férmula I, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, para tratar los sintomas resultantes de un hipogonadismo secundario inducido por ADT en
pacientes que lo necesitan. En una realizacion adicional, el paciente es un paciente con cancer de prostata.
Ademas, la presente invencion proporciona el uso de un compuesto de Férmula |, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, en el tratamiento de los sintomas resultantes de un hipogonadismo secundario inducido por
ADT.

También se describe el uso de un compuesto de Férmula |, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el
tratamiento de los sintomas de ADT para pacientes con cancer de préstata. En otro aspecto, se describe el uso de
un compuesto de la invencion, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para la preparacién de un
medicamento para tratar los sintomas de ADT en pacientes con cancer de préstata. En una realizacién adicional, la
presente invencion proporciona el uso de un compuesto de la invencién, o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, para la preparacién de un medicamento para tratar los sintomas resultantes de un hipogonadismo
secundario inducido por ADT.

Ademas, la presente invencion proporciona el uso de un compuesto de Férmula |, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, para tratar la pérdida de masa Osea, resistencia 6sea, masa muscular o fuerza muscular
resultante de un hipogonadismo secundario inducido por ADT. Aln mas, la presente invencién proporciona el uso de
un compuesto de Férmula |, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el tratamiento de la pérdida de
masa 0sea, resistencia ésea, masa muscular o fuerza muscular resultante de un hipogonadismo secundario inducido
por ADT. En una realizacién adicional, la presente invencién proporciona el uso de un compuesto de la invencién, o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para la preparacién de un medicamento para tratar la pérdida de
masa 0sea, resistencia ésea, masa muscular o fuerza muscular resultante de un hipogonadismo secundario inducido
por ADT.

Ademas, la presente invencion proporciona el uso de un compuesto de Férmula I, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, para tratar la pérdida de libido y los sofocos resultantes de un hipogonadismo secundario
inducido por ADT. Aun mas, la presente invencién proporciona el uso de un compuesto de la invencion, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, en el tratamiento de la pérdida de libido y los sofocos resultantes de un
hipogonadismo secundario inducido por ADT. En una realizacién adicional, la presente invencién proporciona el uso
de un compuesto de la invencion, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para la preparacion de un
medicamento para tratar la pérdida de libido y los sofocos resultantes de un hipogonadismo secundario inducido por
ADT.

Un compuesto modulador del receptor de andrégenos de Férmula I, y los métodos para preparar y usar dichos
compuestos como agentes terapéuticos Utiles para indicaciones terapéuticas tales como hipogonadismo, masa o
densidad ésea reducida y masa o fuerza muscular reducida, se mencionan en el documento US-2010-0069404,
publicado el 18 de marzo, 2010. Véase también el documento WO 2008/063867. Un compuesto modulador del
receptor de andrégenos (AR) de Férmula | es un modulador potente y selectivo del receptor de andrégenos.

Mas especificamente, la presente invencién proporciona un método para tratar los sintomas de un hipogonadismo
secundario inducido por ADT en pacientes con cancer de préstata, que comprende administrar a un paciente que
necesita ese tratamiento una cantidad efectiva de un compuesto de Férmula |, representado estructuralmente como:

N o}
N w
N QY T
L °
N

—

\

N_/

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Tal y como se emplea en el presente documento, el término "paciente” se refiere a un ser humano.

Tal y como se emplea en este documento, los términos "tratando", "tratar" o "tratamiento" incluyen restringir,
ralentizar, detener, reducir o revertir la progresiéon o la gravedad de un sintoma, trastorno, afeccién o enfermedad
existentes.

Tal y como se emplea en este documento, los términos "T1-T4" se refieren a la categoria T del sistema de
estadificacion TNM del Comité Estadounidense Conjunto sobre el Cancer (AJCC), para describir hasta qué punto se
ha propagado un cancer. La categoria T indica la presencia de tumores y describe la extension del tumor primario.
Los nimeros mas altos indican mayor tamarno, extension o grado de penetracion. Cada tipo de cancer tiene detalles
especificos para estar clasificado con el nimero. Para el cancer de préstata, T1 indica que el médico no puede
palpar el tumor o verlo con formacién de imagenes tal como una ecografia transrectal. T2 indica que el médico
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puede palpar el cancer con un examen rectal digital (DRE) o verlo con formacion de imagenes tal como una
ecografia transrectal, pero aun parece estar limitado a la glandula prostatica. T3 indica que el cancer ha comenzado
a crecer y a propagarse fuera de la prostata y se puede haber extendido dentro de las vesiculas seminales. T4
indica que el cancer ha crecido en tejidos préximos a la préstata (distintos de las vesiculas seminales), como el
esfinter uretral (misculo que ayuda a controlar la miccién), el recto, la vejiga y/o la pared de la pelvis.

Tal y como se emplea en el presente documento, la expresion "cantidad efectiva” se refiere a la cantidad o la dosis
de compuesto de Férmula I, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, después de la administracién al
paciente, que proporciona el efecto deseado en el paciente bajo diagndéstico o tratamiento. Al determinar la cantidad
efectiva para un paciente, el médico responsable considera una serie de factores, que incluyen, pero no se limitan a,
el tamano, la edad y la salud general del paciente; la enfermedad o el trastorno especifico involucrado; el grado, la
implicaciéon o la gravedad de la enfermedad o el trastorno; la respuesta del paciente individual; el compuesto
particular administrado; el modo de administracion; las caracteristicas de biodisponibilidad de la preparacién
administrada; el régimen de dosis seleccionado; el uso de una medicacion concomitante; y otras circunstancias
relevantes.

El compuesto de Férmula | y sus sales farmacéuticamente aceptables son generalmente efectivos en un amplio
intervalo de dosificacion. Por ejemplo, las dosificaciones por dia de agentes individuales, normalmente estan dentro
del intervalo de aproximadamente 1 mg/dia a aproximadamente 1000 mg/dia, preferiblemente de aproximadamente
1 mg/dia a aproximadamente 500 mg/dia, de aproximadamente 1 mg/dia a aproximadamente 250 mg/dia, de
aproximadamente 1 mg/dia a aproximadamente 100 mg/dia, de 1 mg/dia a aproximadamente 75 mg/dia y de 1
mg/dia a aproximadamente 25 mg/dia. Lo mas preferiblemente, las dosificaciones por dia de agentes individuales
normalmente estan dentro del intervalo de aproximadamente 1 mg/dia a aproximadamente 5 mg/dia. Lo mas
preferiblemente, el compuesto de Férmula | se usa con una dosis por dia seleccionada a partir de 1 mg, 5 mg, 25 mg
y 75 mg por dia.

Un compuesto modulador del receptor de andrégenos de Foérmula | se formula preferiblemente como una
composicion farmacéutica administrada por cualquier via que haga que el compuesto esté biodisponible. La via de
administracion puede variar de cualquier manera, limitada por las propiedades fisicas de los farmacos y la
conveniencia del paciente y el cuidador. Preferiblemente, un compuesto modulador del receptor de andrégenos de
Formula | se formula para una administracién oral o parenteral que incluye una administracion intravenosa o
subcutanea. Esas composiciones farmacéuticas y los procedimientos para prepararlas son bien conocidos en la
técnica. (Véase, por ejemplo, Remington: The Science and Practice of Pharmacy (D.B. Troy, compilador, 212 edicion,
Lippincott, Williams & Wilkins, 2006).

Se prefiere que el compuesto de Férmula | sea la base libre.
Preparaciones y Ejemplo

Los siguientes métodos, preparaciones y ejemplos ilustran adicionalmente la invencion y representan una sintesis
tipica del compuesto de la invencion. Los reactivos y los materiales de partida se obtienen facilmente o un experto
en la materia los puede sintetizar facilmente. Debe entenderse que las Preparaciones y los Ejemplos se exponen a
modo de ilustracion y no de limitacion, y que un experto en la técnica puede realizar diversas modificaciones. Las
etapas sintéticas especificas para cada una de las rutas descritas, se pueden combinar de diferentes maneras, o
junto con etapas de diferentes procedimientos, para preparar un compuesto de Férmula I, o sales del mismo. Los
productos de cada etapa se pueden recuperar mediante métodos convencionales bien conocidos en la técnica, que
incluyen extraccion, evaporacion, precipitacion, cromatografia, filtracién, trituracién y cristalizacién. Ademas, todos
los sustituyentes, a menos que se indique lo contrario, son como se han definido previamente.

A menos que se indique lo contrario, los compuestos ilustrados en este documento se pueden nombrar y numerar
utilizando la versién 4.0 de Accelrys® Draw (Accelrys, Inc., San Diego, CA.), IUPACNAME ACDLABS o ChemDraw®
Ultra 12.0. La configuracion R o S del compuesto de la invencién se puede determinar mediante técnicas
convencionales, tales como andlisis con rayos X y correlacién con el tiempo de retencién de HPLC quiral. Los
isdbmeros, enantiomeros y diasteredmeros individuales pueden estar separados o resueltos por un experto en la
técnica en cualquier punto conveniente en la sintesis del compuesto de Férmula |, por métodos tales como técnicas
de cristalizacion selectiva o cromatografia quiral (véase, por ejemplo, J. Jacques, et al., "Enantiomers, Racemates,
and Resolutions", John Wiley and Sons, Inc., 1981 y E.L. Eliel y S.H. Wilen," Stereochemistry of Organic
Compounds", Wiley-Interscience, 1994). Las designaciones "isbmero 1" e "isdbmero 2" se refieren a los compuestos
que eluyen de la cromatografia quiral como primero y segundo, respectivamente, y si la cromatografia quiral se inicia
temprano en la sintesis, la misma designacion se aplica a compuestos intermedios y ejemplos posteriores. Ademas,
ciertos compuestos intermedios descritos en los siguientes esquemas pueden contener uno 0 mMas grupos
protectores de nitrégeno. El grupo protector variable puede ser igual o diferente en cada caso, dependiendo de las
condiciones de reaccién particulares y las transformaciones particulares que se van a realizar. Las condiciones de
proteccion y desproteccion son bien conocidas por el experto en la materia y se describen en las publicaciones
(véase, por ejemplo, "Greene's Protective Groups in Organic Synthesis", cuarta edicién, por Peter G.M. Wuts y
Theodora W. Greene, John Wiley and Sons, Inc. 2007).
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Los reactivos y los materiales de partida los obtiene facilmente un experto en la materia. El documento de patente de
EE.UU. n® 7.968.587, describe la sintesis de éster isopropilico de acido (S)-(7-ciano-4-piridin-2-ilmetil-1,2,3,4-
tetrahidro-ciclopenta[b]indol-2-il)-carbamico.

Tal y como se emplea en el presente documento, los siguientes términos tienen los significados indicados: "ADME"
se refiere a absorcidn, distribucion, metabolismo y excrecién; "DMAC" se refiere a N,N-dimetilacetamida; "DMF" se
refiere a dimetilformamida; "ECG" se refiere a electrocardiografico; "EDTA" se refiere a acido
etilendiaminotetraacético; "ee" se refiere a exceso enantiomérico; "EtOAc" se refiere a acetato de etilo; "EtOH" se
refiere a etanol; "HOAC" se refiere a acido acético; "HPLC" se refiere a cromatografia liquida de alto rendimiento;
"LCMS" se refiere a espectrometria de masas por cromatografia liquida; "LY" se refiere al Ejemplo 1; "MeOH" se
refiere a metanol; "min" se refiere a minutos; "MS" se refiere a espectrometria de masas; "MTBE" se refiere a éter
terc-butilmetilico; "NOAEL" se refiere a nivel sin efecto adverso observable; "Orx" se refiere a orquiectomizado; "SE"
se refiere a error estandar; "TE" se refiere a enantato de testosterona; "TFA" se refiere a acido trifluoroacético; "THF"
se refiere a tetrahidrofurano; y "UV" se refiere a ultravioleta.

Compuesto intermedio 1
(¥)-2-(1,3-Dioxo-1,3-dihidro-isoindol-2-il)-1,2,3,4-tetrahidro-ciclopenta[ b]indol-7-carbonitrilo

Mezclar (x)-2-(3-oxo-ciclopentil)-isoindol-1,3-diona (12,7 g, 55,3 mmol) y 4-cianofenilhidrazina-HCI (8,53 g, 50,3
mmol) en HOAc (200 mL) y HCI 4 N en dioxano (50 mL). Usando agitacién mecanica, calentar la reacciéon a 90°C
durante 18 h, luego afiadir HCI 4 N en dioxano adicional (20 mL). Calentar la reaccién a 100°C durante 18 h. Diluir la
mezcla de reaccion con agua (600 mL) y recoger un sélido negro mediante filtracién al vacio. Someter a ultrasonidos
el solido con MeOH (200 mL), luego recoger y secar en un horno de vacio para proporcionar 10,94 g (66%) de un
so6lido marrén grisaceo. MS (m/z): 328 (M+H), 326 (M-H).

Compuesto intermedio 2

()-2-(1,3-Dioxo-1,3-dihidro-isoindol-2-il)-4-piridin-2-iimetil-1,2,3,4-tetrahidro-ciclopenta[ blindol-7-carbonitrilo

o]

N\\ N
’ (o]
N

=

\_N

Calentar una mezcla de 2-(1,3-dioxo-1,3-dihidro-isoindol-2-il)-1,2,3,4-tetrahidro-ciclopenta[b]indol-7-carbonitrilo (5 g,
15,3 mmol) en DMF (25 mL) a 40°C. Afnadir carbonato de cesio (10,4 g, 32,4 mmol) y bromhidrato de 2-
bromometilpiridina (4,05 g, 16 mmol). Agitar la mezcla a 40°C durante 24 h. Afadir la mezcla a agua (250 mL) y
agitar durante 1 h. Filtrar los sélidos y secar el material recogido al vacio. Ahadir el sélido a EtOH (25 mL) y someter
a reflujo durante 30 min. Enfriar la mezcla a 22°C vy filtrar. Secar el s6lido al vacio hasta tener un peso constante
para proporcionar 4,8 g (75%) del compuesto del titulo. MS (m/z): 419 (M+H).

Compuesto intermedio 3

Clorhidrato de (+)-2-amino-4-piridin-2-ilmetil-1,2,3,4-tetrahidro-ciclopenta[blindol-7-carbonitrilo

Anadir 2-(1,3-dioxo-1,3-dihidro-isoindol-2-il)-4-piridin-2-ilmetil-1,2,3,4-tetrahidro-ciclopenta[blindol-7-carbonitrilo (77 g,
184 mmol) a THF (1,3 L) y EtOH (230 mL). Agitar la mezcla durante 10 minutos y luego afadir monohidrato de
hidrazina (20 mL, 400 mmol). Agitar la mezcla a 22°C durante 16 h. Filtrar la mezcla y evaporar las aguas madres.
Disolver el residuo en diclorometano (300 mL). Afadir una solucion de HCI 4 M en dioxano (50 mL) y agitar la
mezcla durante 2 h. Filtrar y secar el s6lido aislado al vacio hasta tener un peso constante para proporcionar 54 g
(90%) del compuesto del titulo. MS (m/z): 289 (M+H).

Ejemplo 1
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Ester isopropilico de 4cido (S)-(7-ciano-4-piridin-2-ilmetil-1,2,3,4-tetrahidro-ciclopenta[blindol-2-il)-carbamico

H
N\\ C \\\N:[)],OY
o
Ry

Etapa 1: Ester isopropilico de acido (+)-(7-ciano-4-piridin-2-ilmetil-1,2,3,4-tetrahidro-ciclopenta[blindol-2-il)-carbamico

H

RescRal
L
N_A

A una solucién de (*)-2-amino-4-piridin-2-iimetil-1,2,3,4-tetrahidro-ciclopenta[b]indol-7-carbonitrilo (2,32 g, 8,05
mmol) y diisopropiletilamina (9,65 mmol, 1,68 mL) en diclorometano (10 mL), afadir cloroformiato de isopropilo (8,86
mmol, 8,9 mL) y agitar a temperatura ambiente durante la noche. Diluir con acetato de etilo y lavar con 10% de
solucion de K2COs (2x). Secar la porcion organica sobre Na2SQs, filtrar y concentrar para obtener 3,3 g. Purificar
mediante cromatografia en columna (0-100% acetato de etilo/diclorometano) para obtener 2,48 g (82%) del producto
racémico. LCMS 375,2 (M+H).

Procedimiento alternativo:

Anadir clorhidrato de ()2-amino-4-piridin-2-ilmetil-1,2,3,4-tetrahidro-ciclopenta[ blindol-7-carbonitrilo (35 g, 108 mmol)
a una mezcla de diclorometano (350 mL) y piridina (70 mL). Agitar la mezcla bajo atmésfera de nitr6geno y enfriar a
5°C. Anadir cloroformiato de isopropilo (soluciéon 1 M en tolueno, 162 mL, 162 mmol). Retirar el bafo de hielo y agitar
la mezcla a 22°C. Después de 16 h, evaporar el disolvente. Anadir el residuo resultante a agua (350 mL) y agitar 2 h.
Filtrar y secar el sélido recogido al vacio a 45°C. Afiadir el s6lido a acetato de etilo (400 mL) y calentar la mezcla a
reflujo. A continuacién enfriar a 22°C vy filtrar el sélido. Ahadir el s6lido himedo a acetato de etilo (200 mL) y calentar
a reflujo durante 30 min. Enfriar la mezcla a 22°C durante una hora y luego enfriar a 0-5°C durante 5 min. Filtrar la
mezcla y secar el solido aislado a vacio hasta tener un peso constante para proporcionar 23 g (62%) del compuesto
del titulo. MS (m/z): 374 (M+H).

Etapa 2: Ester isopropilico de acido (R)- y (S)-(7-ciano-4-piridin-2-ilmetil-1,2,3,4-tetrahidro-ciclopenta[b] indol-2-il)-
carbamico

Separar los enantiomeros del Ejemplo 1 mediante cromatografia quiral preparativa usando una columna Chiralpak
AD (8 x 33 cm), eluyendo con EtOH al 100% a 375 mL/min y 250 nm. Isémero 1 (R): 1,14 g, 99,9% de ee
(condiciones analiticas: columna Chiralpak AD-H, eluyendo con EtOH al 100%/dimetiletilamina al 0,2%; LCMS 375,2
(M+H). Isémero 2 (S): 1,67 g, 99,4% de ee; LCMS 375,2 (M+H).

Ruta alternativa al Ejemplo 1, Isémero 2: Ester isopropilico de acido (S)-(7-ciano-4-piridin-2-ilmetil-1,2,3,4-tetrahidro-
ciclopenta[b]indol-2-il)-carbamico

Anadir éster isopropilico de acido (S)-7-ciano-1,2,3,4-tetrahidro-ciclopenta[blindol-2-il)-carbamico (13 g, 41,3 mmol) a
DMF (100 mL) y calentar la solucién a 40°C. Anadir carbonato de cesio (42 g, 129 mmol) en una porcioén y agitar la
mezcla durante 30 minutos a 40°C. Anadir bromhidrato de 2-bromometilpiridina (21 g, 83 mmol) en porciones
durante 4 h. Agitar la mezcla a 40°C durante 18 h. Afadir la mezcla a agua fria (1 L) a 0 a 5°C y agitar durante 30
min. Aislar el s6lido mediante filtracién y secar al vacio hasta tener un peso constante. Hacer pasar el material sobre
una almohadilla de gel de silice eluyendo con CH2Cl2/EtOAc (7/3). Combinar las fracciones que contienen el
producto y evaporar el disolvente para proporcionar un solido marrén palido. Recristalizar en acetato de etilo para
proporcionar 15,3 g (77%) de los compuestos del titulo. LC/MS (m/z) 375 (M+H).

Segunda ruta alternativa:

(Condiciones de HPLC - columna: Zorbax® SB-Fenilo, resolucion rapida, 4,6 x 75 mm, 3,5 micras; disolvente: 10%
de acetonitrilo/90% de agua con 0,05% de TFA; UV a 230 nm)

Etapa 1: Ester terc-butilico de acido ()-(7-ciano-1,2,3,4-tetrahidro-ciclopenta[b]indol-2-il)-carbamico

Equipar un matraz de fondo redondo de 3 bocas y 12 L con agitaciéon superior, termopar, embudo de adicion,
entrada de nitrégeno y bafo de enfriamiento. Cargar el matraz con (+)-2-(1,3-dioxo-1,3-dihidro-isoindol-2-il)-1,2,3,4-
tetrahidro-ciclopenta[b]indol-7-carbonitrilo (500 g, 1,53 moles) y THF (5 L). Agitar la suspensién resultante a
temperatura ambiente. Afadir monohidrato de hidrazina (185,6 mL, 3,82 moles) en una corriente lenta desde un

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2779978 T3

embudo de adiciéon durante 10 minutos. Agitar la mezcla resultante a temperatura ambiente durante la noche
(aproximadamente 18 h). Anadir agua fria al bafo y cargar el embudo de adicién con dicarbonato de di-t-butilo
(875,1 g, 4,01 moles; previamente fundido en un liquido). Anadir a la mezcla de reaccion durante 2 horas,
manteniendo la temperatura del recipiente por debajo de 30°C. Después de 15 minutos, analizar mediante HPLC
para alcanzar un consumo completo de la amina intermedia. Filtrar la mezcla de reaccién a través de una
almohadilla de polipropileno en un filtro de mesa de acero inoxidable y lavar la torta del filtro resultante con acetato
de etilo (2 x 1 L). Concentrar el material filtrado al vacio para eliminar la mayor parte del THF. Purificar la mezcla
resultante (aproximadamente 1 L) sobre un tapdn de gel de silice (4 kg de Kieselgel-60), eluyendo con acetato de
etilo. Concentrar el eluyente recuperado al vacio hasta tener un aceite oscuro. Afadir heptano (2 L) y acetato de etilo
(350 mL) y hacer girar el contenido en un evaporador rotatorio a temperatura ambiente durante 2 h. Afadir hielo al
bafio y hacer girar la suspensiéon resultante a 5°C durante 2 h adicionales. Filtrar los sélidos, aclarar con
heptano/acetato de etilo 90/10 (2 x 500 mL) y secar al vacio a 35°C. Obtener el compuesto del titulo como un sélido
marrén claro con un rendimiento del 91,6%.

Etapa 2: Ester terc-butilico de cido (+)-(7-ciano-4-piridin-2-ilmetil-1,2,3,4-tetrahidro-ciclopenta[bindol-2-il)-carbamico

Equipar un matraz de salida inferior de 20 L con agitacién superior, termopar y entrada de nitrégeno. Cargar el
matraz con éster terc-butilico de acido (z)-(7-ciano-1,2,3,4-tetrahidro-ciclopenta[b]indol-2-il)-carbamico (500 g, 1,68
mol) y diclorometano (5 L). Comenzar la agitacién y afnadir hidrogenosulfato de tetra n-butilamonio (58,9 g, 0,168
mol) seguido de bromhidrato de 2-(bromometil)piridina (510,4 g, 2,02 moles). Afiadir agua desionizada (2 L) seguido
de una solucion de NaOH al 50% (445,3 mL, 8,41 moles). Agitar fuertemente la mezcla resultante durante la noche
(aproximadamente 21 h). Detener la agitacion, permitir que las capas se separen y desechar la capa acuosa
(superior). Lavar los materiales organicos con agua desionizada (3 x 4 L), secar sobre sulfato de sodio y concentrar
al vacio hasta aproximadamente 500 mL. Purificar el material bruto sobre un tapén de gel de silice (7 kg de Kieselgel
60) usando acetato de etilo/heptano 1:1 como eluyente. Concentrar el eluyente al vacio para proporcionar 560
gramos del compuesto del titulo como un sélido blanquecino (81,4%).

Etapa 3: Isémero 1, éster terc-butilico de acido (R)-(7-ciano-4-piridin-2-ilmetil-1,2,3,4-tetrahidro-ciclopenta[b]indol-2-
il)-carbamico e Isébmero 2, éster terc-butiico de acido (S)-(7-ciano-4-piridin-2-ilmetil-1,2,3,4-tetrahidro-
ciclopenta[b]indol-2-il)-carbamico

Usar el siguiente método analitico de HPLC quiral para analizar los enantidmeros: columna Chiralpak AD-H de 4,6 x
150 mm (Chiral Technologies), fase mévil de acetonitrilo/etanol desnaturalizado de grado 3A/dimetiletilamina
20:80:0,2, caudal de 0,6 mL/min, deteccién UV a 255 nm. El enantidmero 1 eluye a los 4,0 min y el enantiémero 2
eluye a los 5,2 min. Una impureza del 8% (255 nm) eluye a los 3,6 min. Purificar el éster terc-butilico de acido (+)-(7-
ciano-4-piridin-2-ilmetil-1,2,3,4-tetrahidro-ciclopenta[ blindol-2-il)-carbamico (528 g) mediante HPLC quiral preparativa
usando las siguientes condiciones: columna Chiralpak AD de 8 x 33 cm, misma fase movil que la analitica, caudal de
375 mL/min, deteccion UV a 270 nm. Disolver 108 g de muestra en la fase movil hasta tener una concentracién final
de 75 mg/mL. Cargar 4,0 g/inyeccion con la fraccion de enantiomero 1 que eluye entre 3,5-5,5 min y de enantiémero
2 que eluye entre 6-10 min. Establecer el tiempo de ejecucion final en 7,5 min/inyeccion con apilamiento parcial del
perfil del enantiémero 2 que eluye justo después de cada inyeccion para reducir el consumo de disolvente. Purificar
los 420 g restantes sobre un tapdn de silice usando gel de silice Merck 9385 60 Angstrom malla de 230-400,
eluyendo con un sistema de disolvente a base de diclorometano/heptano/éter metil t-butilico 1:2:7. Usar una
almohadilla de silice de 3,5 kg con filtracion al vacio con 140 g de muestra/tapdn. El racemato comienza a emerger
después de 5 volumenes de columna. Usar éter metil t-butilico al 100% seguido de acetona al 100% para sacar el
racemato restante del tapon. Obtener un total de 358,5 g de racemato puro al 98% de esta manera. Resolver este
material como anteriormente mediante HPLC quiral preparativa. Obtener 208,8 g (99,9% de ee) de enantiomero 1
(isdémero R) y 197 g (99,6% de ee) de enantidmero 2 (isémero S).

Etapa 4: Clorhidrato de (S)-2-amino-4-piridin-2-ilmetil-1,2,3,4-tetrahidro-ciclopenta[b]indol-7-carbonitrilo

Equipar un matraz de fondo redondo de 3 cuellos de 3 L con una camisa calefactora, agitador de aire, sonda de
temperatura, entrada de nitrégeno y embudo de adicién. Cargar el matraz con éster terc-butilico de acido (S)-(7-
ciano-4-piridin-2-ilmetil-1,2,3,4-tetrahidro-ciclopenta[ b]indol-2-il)-carbamico (85,0 g, 0,22 moles) y EtOH (850 mL).
Anadir HCI concentrado (180 mL, 2,20 moles) en una porcién. Calentar la solucién resultante a 45-50°C y agitar
durante 90 minutos, después de lo cual analizar mediante HPLC para indicar un consumo completo del material de
partida. Transferir la mezcla a un matraz Buchi, diluir con agua desionizada (595 mL) y concentrar al vacio para
eliminar el EtOH. Anadir EtOAc en dos porciones (2 x 170 mL) y volver a raspar para eliminar tanto el EtOAc como el
EtOH residual. Transferir el material concentrado acuoso a un matraz de reaccién de 5 L y enfriar a 10-15°C.
Mientras que se mantiene la temperatura de la reaccion a <30°C, ajustar el pH de la solucién a 11-12 mediante la
adicion gota a gota de NaOH 5 M (950 mL). Extraer la mezcla resultante con CH2Cl2 (1300 mL, 800 mL). Lavar los
extractos combinados de CH2Cl2 con agua desionizada (500 mL), secar sobre Na2SO4 y concentrar al vacio para
proporcionar el compuesto del titulo como un soélido verde claro (65,0 g, 103%).

Etapa 5: Ester isopropilico de acido (S)-(7-ciano-4-piridin-2-iimetil-1,2,3,4-tetrahidro-ciclopenta[blindol-2-il)-carbamico
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Equipar un matraz de reaccién de 2 L con un bafio de enfriamiento, agitador de aire, sonda de temperatura y
embudo de adicién. Cargar el matraz con clorhidrato de (S)-2-amino-4-piridin-2-ilmetil-1,2,3,4-tetrahidro-
ciclopenta[blindol-7-carbonitrilo (62,8 g, 0,218 moles), DMF (188 mL) y trietilamina (33,4 mL, 0,240 mol). Enfriar la
solucioén resultante a 0°C usando un bafio de hielo/acetona. Mientras que se mantiene la temperatura a <10°C,
anadir cloroformiato de isopropilo (218 mL, 0,218 mol, 1 M en tolueno) gota a gota a través de un embudo de
adicion. Cuando se completa la adicion, retirar el bafio de enfriamiento y permitir que la mezcla se caliente a
temperatura ambiente. Después de 1 hora, analizar mediante HPLC para indicar que la reaccién se ha completado y
verter la mezcla en una solucion de agua desionizada (1256 mL) y EtOAc (1884 mL). Separar las capas, filtrar la
capa organica y volver a lavar con una solucion de agua:salmuera 1:1, a continuacién secar sobre Na2SOa.
Concentrar al vacio a 55°C hasta aproximadamente 15 volumenes, y permitir que la solucidn resultante se enfrie a
temperatura ambiente, proporcionando un precipitado blanco. Anadir heptano (628 mL) y agitar durante 20 min.
Concentrar la mezcla de nuevo hasta aproximadamente 15 volumenes. Filtrar los sélidos, lavar con heptano y secar
para proporcionar el compuesto del titulo como un solido blanco esponjoso (68,9 g, 84,5%). '"H RMN (500 MHz,
DMSO-a6), © 8,49 (dd, 1H), 7,86 (d, 1H, J=1,5), 7,71-7,75 (m, 1H), 7,60 (d, 1H, J = 9,0), 7,57 (d, 1H, J = 9,0), 7,36
(dd, 1H), 7,28-7,26 (m, 1H), 7,14 (d, 1H, J= 7,5), 5,44 (s, 2 H), 4,79-4,72 (m, 1H), 4,71-4,66 (m, 1H), 3,22-3,20 (m,
1H), 3,16-3,12 (m, 1 H), 2,73 -2,66 (m, 2 H), 1,16 (dd, 6 H).

32 Sintesis alternativa

Etapa 1

1. Zn(CN),
Zn(OAc),/Zn
DMAC

N ,»'"\"/°\( Pd(dppf),CL,.CH,Cl, R JN\H/OY
A\ ° A\ °
N 2. Agua/acetona/MTBE/ y
Carbén/MgS0O, /

1 FLORISIL™/CELITE™ I
3. heptano

Tratar el éster isopropilico de acido (7-bromo-1,2,3,4-tetrahidro-ciclopenta[b]indo-2-il)-carbamico (I) con Zn(CN)z,
Zn(OAc)z2, Zn y Pd(dppf)2Cl2*CH2Cl2 en DMAC para proporcionar el éster isopropilico de &cido 7-ciano-1,2,3,4-
tetrahidro-ciclopenta[blindol-2-il-carbamico (Il). Ahadir agua para precipitar el grado técnico Il. Volver a disolver el
compuesto intermedio Il en una mezcla de MTBE y acetona vy filtrar la suspensién resultante para eliminar los
componentes inorganicos. Tratar el material filtrado que contiene 1l con carb6n, MgSQOs y FLORISIL™ antes del
aislamiento de Il como un cristal sélido tras la cristalizacién de heptano.

Etapa 2

1. K,CO,, DMAC, HCI

e
-y O oYY

A\
N.
N A
2.H,0 | P
I 3. carbén, Mg50,, CELITE™
4. EtOH

Hacer reaccionar el compuesto intermedio Il con clorhidrato de cloruro de 2-picolilo (lll) y K2CO3 en DMAC para
obtener el Ejemplo 1 de grado técnico. Aislar el Ejemplo 1 de grado técnico mediante la adicion de agua vy filtracion.
Recristalizar tres veces en EtOH para proporcionar el Ejemplo 1.

Ensayos, estudios in vivo y estudios clinicos
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Ensayo con ratas orquiectomizadas

Se utiliza un total de 86 ratas Sprague-Dawley macho virgenes (Harlan Sprague Dawley Inc). Se operaron 14 ratas
de manera simulada (Sham) y 72 ratas se castraron a los 6 meses de edad. Las ratas se mantienen en un ciclo de
luz/oscuridad de 12 horas a 22°C con acceso a voluntad a los alimentos (TD 89222 con 0,5% de Ca y 0,4% de P,
Teklad, Madison, WI) y agua. Se permite que las ratas Orx tengan pérdida ésea durante 2 meses, se pesan y se
aleatorizan en grupos de tratamiento, como se detalla en la Tabla 1 a continuacién. Los grupos 1 y 2 se sacrifican el
primer dia como controles de punto basal, a los grupos 3 y 4 controles de Sham (simulacion) y Orx se les administra
vehiculo (0,25% de CMC/Twin80). El grupo 5 recibe PTH (1-38) sc como una inyeccion. Los grupos 6 a 13 reciben
SARMs por via oral mediante sonda. Todos los tratamientos son una vez al dia durante 2 meses.

Tabla 1
gfu(:)?) Grupo de tratamiento '\g?asg '\g?asgé) Via de administracion
1 Simulado 7 po
2 Orx 6 po
3 Pre-Simulado 7 po
4 Pre-Orx 7 po
5 Orx + PTH (10 ug/kg/d) 6 sc
6 Orx + Ejemplo 1 (1 mg/kg/d) 6 po
7 Orx + Ejemplo 1 (3 mg/kg/d) 7 po
8 Orx + Ejemplo 1 (10 mg/kg/d) 7 po
9 Orx + Ejemplo 1 (20 mg/kg/d) 7 po

Para la histomorfometria dindmica, todas las ratas, excepto las del punto basal, reciben xilenol naranja 90 mg/kg s.c.
el primer dia que se inicia el tratamiento. Todas las ratas reciben 10 mg/kg de calceina s.c. los dias 14, 13 y los dias
4 y 3 antes de sacrificarlas.

Preparaciones de muestras:

PTH (1-38) (Zeneca (Cambridge Research Biochemicals) Ref n® - DG-12-14071, lote 14071): vehiculo soluci6n
salina acidificada con suero de rata inactivado al 2%.

EJEMPLO 1: 1% de CMC/0,25% de Tween 80 0,5 mL/rata basado en el peso corporal.

Puntos finales y parametros medidos

1. Peso corporal: antes y dos veces por semana, volumen de la dosificacion ajustado en consecuencia
2. RMN: al inicio y al final del estudio

3. Musculo: se obtienen pesos humedos a partir del gastrocnemio izquierdo, cuadriceps, so6leo, elevador del ano,
vesicula seminal (SV), prostata y corazon, después se extraen para un analisis de ARN o una histologia.

4. Las muestras de suero terminal se recogen a partir de todos los animales y se almacenan a -80°C en 1x 100 pl
(OCN), 2x 150 (IGF-1 y almacenamiento), 1x 300 pl (Chem 18), 2x 500 ul (una para BSALP y almacenamiento).

5. Extraccién de huesos: se fija un fémur y una vértebra lumbar (en 50/50 de etanol/solucién salina) para CT y una
prueba biomecanica; se extrae una tibia para un andlisis con PALP/calceina con desgarro de la epifisis (en etanol al
70%), otra tibia se extrae para un andlisis histomorfométrico (etanol al 70%).

4. Determinacién PK: unos dias antes del final, 3 ratas en cada grupo de dosis (n = 3 solo de articulos de la prueba)
se someten a un sangrado de la cola para obtener aproximadamente 0,2 mL de sangre en tubos con EDTA en los
siguientes puntos de tiempo: 0,25, 0,5, 1, 2, 3, 4, 8 y 24 horas. Las muestras se transfieren a ADME para un analisis
de la concentracion plasmatica.
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Tabla 2

C’\il ® de Grupo de tratamiento 2630 de. las SV,
rupo %o de simulado
2 Orx 57
5 Orx + PTH (10 ug/kg/d) 5,6
6 Orx + Ejemplo 1 (1 mg/kg/d) 5,6
7 Orx + Ejemplo 1 (3 mg/kg/d) 55
8 Orx + Ejemplo 1 (10 mg/kg/d) 6,0
9 Orx + Ejemplo 1 (20 mg/kg/d) 6,1

Siguiendo un protocolo esencialmente como se ha descrito anteriormente, el Ejemplo 1 no producia una
acumulacion significativa de peso de las vesiculas seminales después de un tratamiento de 8 semanas en una rata
orquiectomizada hace 8 semanas y que era hipersensible a cualquier estimulaciéon androgénica.

Tabla 3

(l;l;—’uc:)% Grupo de tratamiento LV-TIiI\S/Ig (mg) LV-TBMiDSEmg/cm3) LV--E_rAs I(:§:m2)
1 Simulado 1,7871 + 0,0509 574,471 + 13,385 0,3463 + 9,71E-03
2 Orx 1,5814 + 0,0521 508,314 + 13,037 0,3456 + 7,61E-03
3 Orx + Ejemplo 1 (1 mg/kg/d) 1,54 +0,0256 507,4 + 6,931 0,3378 + 7,08E-03
4 Orx + Ejemplo 1 (3 mg/kg/d) 1,79 £ 0,095 549 + 15,965 0,362 + 00,0138
5 Orx + Ejemplo 1 (10 mg/kg/d) 1,7757 + 0,0607 562,843 + 16,104 0,3521 £0,0125
6 Orx + Ejemplo 1 (20 mg/kg/d) 1,6943 + 0,0264 529,357 + 10,052 0,3563 +0,0102

El tratamiento con el Ejemplo 1 daba como resultado una acumulacion significativa de la densidad mineral 6sea
trabecular de la vértebra lumbar (LV-TBMD) y mostraba una tendencia hacia un aumento en el contenido mineral
0seo trabecular de la vértebra lumbar (LV-TBMC) y el area de seccion transversal (LV-TA) después de un
tratamiento de 8 semanas en una rata orquiectomizada hace 8 semanas como se muestra en la Figura 2 y la Tabla
3.

Estudio in vivo para explorar el efecto antagonista directo del Ejemplo 1 en presencia de TE

Se emplea un total de 36 ratas macho Wistar ORX y 6 ratas Wistar con operacién simulada (orquiectomizadas a las
8 semanas de edad y se dejan que se atrofie durante 4 semanas). Las ratas se mantienen en un ciclo de
luz/oscuridad de 12 horas a 22°C con acceso a voluntad a los alimentos (TD 5001 con 0,95% de Ca 'y 0,67% de P,
Teklad, Madison, WI) y agua. Las ratas se asignan al azar y se colocan en grupos de tratamiento (n = 6) segun el
peso corporal. La via de administracion para todos los grupos, excepto para TE, es oral. TE se administra por via
subcutanea. Al final de las 8 semanas de dosificacion diaria, las ratas se sacrifican, se pesan y se extraen los
tejidos. Elevadores del ano, prostatas y vesiculas seminales se extraen de cada animal. Los resultados se muestran
como medias * SE.

Tabla 4
Ne de Grupo de tratamiento Mes 3 | Mes 5 Dia | Via de administracion, | Via de administracion,
Grupo P Dia 0 60 Ej. 1 TE
1 Simulado 6 po sC
2 ORX + TE, 1 mg/kg/dia 6 po sC
ORX + TE, 1 mg/kg/d + Ejemplo 1,
8 3 mg/kg/d 6 po sc
ORX + TE, 1 mg/kg/d + Ejemplo 1,
4 10 mg/kg/d 6 po sc
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N2 de . Mes 3 | Mes 5 Dia | Via de administracion, |Via de administracion,
Grupo Grupo de tratamiento Dia 0 60 Ej. 1 TE
5 ORX + TE, 1 mg/kg/d + Ejemplo 1, 6 po sc

30 mg/kg/d

La combinacién con enantato de testosterona (1 mg/kg-dia) y varias dosis del Ejemplo 1 sugieren una tendencia a
disminuir el peso humedo de la vesicula seminal en mg normalizado al peso corporal en gramos, que es inducida
solamente por TE como se muestra en la Figura 3 y la Tabla 4.

Comparaciones de medias de pesos humedos de vesiculas seminales
Comparaciones con un control usando el método de Dunnett

Grupo de control = d-ORX + TE, 1 mg/kg/d

d| Alfa
2,69715 0,05
Tabla 5

(l;l;—’uc:)% Grupo Abl_sé%if)' Valor de p

1 Simulado 0,979 <,0001

2 ORX + TE, 1 mg/kg/dia -0,52 1,0000

3 ORX + TE, 1 mg/kg/d + Ejemplo 1, 3 mg/kg/d 0,34 0,8628

4 ORX + TE, 1 mg/kg/d + Ejemplo 1, 10 mg/kg/d 0,078 0,0187

5 ORX + TE, 1 mg/kg/d + Ejemplo 1, 30 mg/kg/d 0,536 <,0001

6 ORX + Ejemplo 1, 10 mg/kg/d 1,411 <,0001

7 ORX, Vehiculo 1,422 <,0001

Los valores positivos muestran pares de medias que son significativamente diferentes.

El tratamiento conjunto a ratas SD con el Ejemplo 1 junto con 1 mg/kg de TE daba como resultado una disminucién
dependiente de la dosis del peso hiumedo de la prostata en mg, normalizado al peso corporal en gramos, como se
muestra en la Figura 4 y la Tabla 5.

Comparaciones de medias de pesos de préstatas
Comparaciones con un control usando el método de Dunnett

Grupo de control = d-ORX + TE, 1 mg/kg/d

id| Alfa
2,69715 0,05
Tabla 6

(';lfu(:)% Grupo Abfé%if)' Valor de p

1 Simulado 0,509 <,0001~

2 ORX + TE, 1 mg/kg/dia -0,15 1,0000

3 ORX + TE, 1 mg/kg/d + Ejemplo 1, 3 mg/kg/d -0,11 0,9774

4 ORX + TE, 1 mg/kg/d + Ejemplo 1, 30 mg/kg/d 0,025 0,0167*

5 ORX + TE, 1 mg/kg/d + Ejemplo 1, 10 mg/kg/d 0,036 0,0099*

6 ORX, Vehiculo 0,356 <,0001*

7 ORX + Ejemplo 1, 10 mg/kg/d 0,357 <,0001*

Los valores positivos muestran pares de medias que son significativamente diferentes del grupo solo con TE.
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Tabla 7
Ne de . Peso de las SV, Peso de la prostata,
Grupo Grupo de tratamiento % de simulado % de simulado
2 ORX + TE, 1 mg/kg/dia 58,5 45,5
3 ORX + TE, 1 mg/kg/d + Ejemplo 1, 3 mg/kg/d 53,5 427
4 ORX + TE, 1 mg/kg/d + Ejemplo 1, 10 mg/kg/d 42,0 30,3
5 ORX + TE, 1 mg/kg/d + Ejemplo 1, 30 mg/kg/d 29,2 31,2
Tabla 8
CE50 (nM) de la expresion génica de LnCAP
Ki (nM) PSA AR CLUSTERINA
de hAR
R1881 0,38 0,034 0,035 0,37
Ejemplo 1 1,95 2,64 1,64 >100

Las comparaciones del Ejemplo 1 con la testosterona sintética, R1881, muestran que utilizando in vitro células de
cancer de prostata humano, el Ejemplo 1 es menos androgénico que R1881. Por el contrario, la afinidad de unién
bioquimica con el receptor de andrégenos humano (Ki en nM) solo se reduce discretamente.

Estudio de cuatro semanas de toxicidad oral en ratas

Este estudio se realiza para evaluar la toxicidad potencial y la toxicocinética del Ejemplo 1 en ratas después de 4
semanas de exposicion. Se administr6 a tres grupos de tratamiento de 10 ratas macho y 10 hembras CD®
[Crl:CD®(SD)], el articulo de la prueba con niveles de dosis respectivos de 15, 150 y 1500 mg/kg/dia. Un grupo
adicional de 10 animales/sexo sirve como control y recibe el vehiculo, 5% de vitamina E TPGS, 1% de
hidroxietilcelulosa, 0,05% de Antiespumante 1510-US de Dow Corning en agua purificada obtenida por 6smosis
inversa. El articulo de la prueba o el vehiculo se administra a todos los grupos mediante una sonda oral, una vez al
dia durante 28 dias consecutivos, con un volumen de dosis de 15 mL/kg. Adicionalmente, tres grupos de 18
animales/sexo/grupo sirven como animales toxicocinéticos (TK) y reciben el articulo de la prueba de la misma
manera y con el mismo volumen de dosis que los grupos de estudio principales con los niveles de dosis respectiva
de 15, 150 y 1500 mg/kg/dia. Un grupo adicional de tres animales/sexo sirve como control toxicocinético y recibe el
vehiculo de la misma manera y con el mismo volumen de dosis que los grupos tratados.

Las observaciones de la morbilidad, mortalidad, lesiones y la disponibilidad de alimentos y agua se realizan dos
veces al dia con todos los animales. Las observaciones de los signos clinicos se realizan semanalmente solo con los
animales del estudio principal. Los pesos corporales se midieron y se registraron semanalmente en todos los
animales y el consumo de alimentos se midié y se registré semanalmente en los animales del estudio principal. Los
examenes oftalmoscopicos se realizan antes de la prueba en todos los animales y antes de la autopsia terminal solo
en los animales del estudio principal. Se recogen muestras de sangre para evaluaciones de patologia clinica de
todos los animales del estudio principal en la autopsia. Las muestras de orina se recogen el Ultimo dia de la
dosificacién. Las muestras de sangre para la determinacion de las concentraciones plasmaticas del articulo de la
prueba, se recogen a partir de animales TK en los puntos de tiempo designados los dias 1 y 28. Después de la
recogida de sangre final, los animales TK se sacrifican y los cadaveres se desechan sin una evaluacion adicional.
Las muestras de higado para el analisis de induccion de enzimas hepaticas se recogen en la autopsia terminal a
partir de los animales del estudio principal. Al finalizar el estudio, se realizan examenes de autopsia, se registran los
pesos de los 6rganos y se examinan microscépicamente los tejidos de la préstata y las vesiculas seminales. Se
realiza un examen microscopico adicional en el testiculo izquierdo de las primeras cinco ratas macho/grupo en la
autopsia. Se determina que el ovario, el Utero con el cuello uterino, la vagina y la glandula mamaria de las hembras
son érganos diana.

Siguiendo un protocolo esencialmente como se ha descrito anteriormente, la exposicion sistémica (AUCo-24 horas) era
muy variable y aumentaba de manera proporcional a la dosis con una exposicién en las hembras superior a la
observada en los machos. No habia una evidencia de induccién enzimatica microsémica hepatica después de 28
dias de dosificacion.

No hubo muertes no programadas durante el estudio, ni signos clinicos relacionados con el articulo de la prueba. El
peso corporal y el consumo de alimentos eran mayores entre las hembras que recibieron = 150 mg/kg/dia en
relacion con los controles. Estos efectos no afectaban a la salud general de los animales y no se consideraron
adversos. No habia efectos sobre el peso corporal o el consumo de alimentos evidentes en los machos.
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No habia efectos relacionados con el articulo de la prueba sobre los parametros de hematologia, coagulaciéon o
andlisis de orina en ninguno de los sexos y no habia efectos relacionados con el articulo de la prueba sobre los
parametros de quimica clinica en los machos. Los efectos relacionados con el articulo de la prueba sobre los
parametros de quimica clinica en las hembras se limitaban a aumentos en la fosfatasa alcalina con dosificaciones de
150 y 1500 mg/kg/dia (incrementos de 1,33 y 1,45 veces, respectivamente), disminuciones en la proteina total con
dosificaciones de 150 y 1500 mg/kg/dia (disminuciones de 9% y 10%, respectivamente), disminucion en la albumina
con dosificaciones de 150 y 1500 mg/kg/dia (disminucion del 12% con ambas dosificaciones) y disminucién en las
globulinas solo con 1500 mg/kg/dia (11% de disminucion en relacién con los controles). Estos cambios son de
magnitud minima y no se consideran adversos.

No habia cambios en el peso de los 6rganos o macroscopicos relacionados con el articulo de la prueba en ninguno
de los sexos, ni cambios microscopicos relacionados con el articulo de la prueba en los machos. Los cambios
microscopicos relacionados con el articulo de la prueba estaban presentes en las hembras en la glandula mamaria y
los ovarios con niveles de dosis 215 mg/kg/dia y en el Gtero (con cuello uterino) y la vagina con niveles de dosis
=150 mg/kg/dia. Estos cambios microscopicos, que son compatibles con una prolongacién del ciclo reproductor
relacionado con la dosis en las ratas hembras con niveles de dosis 2150 mg/kg/dia, se consideran relacionados con
la farmacologia del articulo de la prueba y no se consideran adversos.

Basandose en los resultados descritos anteriormente, se considera que el NOAEL para este estudio es de 1500
mg/kg/dia, la dosis mas alta administrada. Una exposicién sistémica media en estado estacionario (AUCo-24 horas) con
la dosis de NOAEL de 1500 mg/kg/dia era de 102337 ng*h/mL en los machos y de 216853 ng*h/mL en las hembras.

Estudio de seis meses de toxicidad oral en ratas

Los fines de este estudio es investigar la toxicidad y determinar la toxicocinética del Ejemplo 1 en la rata Sprague-
Dawley después de una sonda oral diaria durante 26 semanas y evaluar la reversibilidad de cualquier hallazgo
después de un periodo de recuperacién de 12 semanas. Los animales tratados reciben el Ejemplo 1 en 5% de
vitamina E TPGS, 1% de hidroxietilcelulosa, 0,05% de Antiespumante 1510-US de Dow Corning en agua purificada
mediante sonda oral con dosis diarias de 15, 150 o 1500 mg/kg/dia. Los controles de vehiculo (15 ratas/sexo en el
estudio principal y 5 ratas/sexo en el estudio de recuperacién) reciben una dosis por sonda oral diaria de 5% de
vitamina E TPGS, 1% de hidroxietilcelulosa, 0,05% de Antiespumante 1510-US de Dow Corning en agua purificada.
Quince machos y 15 hembras son asignados a cada grupo de tratamiento del estudio principal. Cinco machos y 5
hembras son asignados al estudio de recuperacién para los grupos de control de vehiculo y los grupos de 150
mg/kg/dia. Los grupos satélite adicionales de 6 ratas/sexo para el grupo de control de vehiculo y 12 ratas/sexo para
los grupos tratados con el Ejemplo 1, se evalian para determinar la toxicocinética. Todas las administraciones se
realizan con un volumen de 15 mL/kg.

Después de una administracion diaria mediante sonda oral, una exposicion al Ejemplo 1 es muy variable con todas
las dosis, aunque se observan valores medios de AUC (0-24 h) no superpuestos en machos y hembras entre las
dosis mas bajas y mas altas, particularmente los dias 91 y 182. Generalmente, las exposiciones a una dosis Unica y
a dosis multiples (Cmax y AUC (0-24 h)) aumentan menos que proporcionalmente de 15 a 1500 mg/kg/dia tanto
para machos como para hembras. Las hembras muestran todos los dias exposiciones mas altas que los machos. El
dia 1, la exposicion de las hembras es hasta 7 veces mayor que la de los machos, pero esta diferencia disminuye de
1 a 3 veces el dia 182. Después de dosis multiples, no se observa acumulacion del Ejemplo 1 en ningin grupo de
dosis hasta el dia 182.

Siguiendo un protocolo esencialmente como se ha descrito anteriormente, no habia ninguna mortalidad atribuida a la
administracion del Ejemplo 1 durante el curso del estudio. No habia efectos relacionados con el compuesto sobre la
oftalmologia o los parametros de andlisis de orina.

Los signos clinicos relacionados con el Ejemplo 1 se observaron de una forma dependiente de la dosis en las
hembras tratadas y consistian en un aumento de la incidencia de pelaje grasiento y una disminucién de la incidencia
de cubierta delgada del pelaje. Durante las primeras 6 semanas del periodo de recuperacion, también se observé un
pelaje grasiento en las hembras tratadas previamente con 150 mg/kg/dia, pero ya no estaba presente en estos
animales en la segunda mitad del periodo de recuperacion de 12 semanas. No habia ninguna diferencia en la
incidencia de la cubierta delgada del pelaje en las hembras tratadas y las de control al final del periodo de
recuperacion.

En los machos tratados con el Ejemplo 1, habia una disminucion en el peso corporal con todos los niveles de dosis,
alcanzando -12% cuando se comparaba con los machos de control al final del periodo de tratamiento. En las
hembras, habia una tendencia opuesta, ya que las hembras tratadas alcanzaron un 22% mas de peso corporal que
los controles simultaneos al final del periodo de tratamiento. El cambio en los machos todavia se observaba al final
del periodo de recuperacién, pero no en las hembras.

Los machos tratados mostraban un menor consumo de alimentos, y las hembras tratadas generalmente mostraban
un mayor consumo de alimentos que los controles a lo largo del estudio, en correlacion con los efectos relacionados
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con el tratamiento sobre el peso corporal. El consumo de alimentos para los machos tratados permanecié mas bajo
que los controles durante el periodo de recuperacion, pero la magnitud de la diferencia se volvi6 insignificante al final
del periodo de 12 semanas. No habia ninguna diferencia en el consumo de alimentos de las hembras tratadas, en
comparacién con los controles durante el periodo de recuperacion.

La administracion del Ejemplo 1 con dosificaciones 2150 mg/kg/dia estaba asociada con un aumento del recuento
de neutrofilos, el recuento absoluto de reticulocitos, la fosfatasa alcalina, el potasio y la disminucién de las globulinas
en las hembras. Habia un aumento de la aspartato aminotransferasa, la alanina aminotransferasa, la gamma
glutamil transferasa, la fosfatasa alcalina y la bilirrubina total con 1500 mg/kg/dia en machos. Se observo una
disminucion minima de proteina total y de albimina en las hembras con todos los niveles de dosis. Después de un
periodo de recuperacion de 12 semanas, no habia diferencias en los parametros de hematologia, bioquimica clinica
y andlisis de orina en las ratas que recibieron 150 mg/kg/dia, lo que indica una reversibilidad de esos hallazgos.

Los hallazgos relacionados con el tratamiento con el Ejemplo 1 se asociaron principalmente con tejidos
reproductores masculinos y femeninos y, en general, se atribuyeron a la farmacologia de la molécula. Los hallazgos
adversos se limitaron a los testiculos y tuvieron lugar en todos los grupos tratados con el Ejemplo 1. Habia una
disminucion en el peso de los testiculos y epididimos en el grupo de 1500 mg/kg/dia, y en machos aislados que
recibieron 15 o 150 mg/kg/dia que tenian lesiones testiculares. Se observaron hallazgos macroscoépicos en tejidos
reproductores masculinos relacionados con la administracion del Ejemplo 1 en los testiculos y epididimos. Se
observaron testiculos blandos y/o pequefos y epididimos pequefios en machos que recibieron 250 mg/kg/dia y en
un solo macho que recibié 15 mg/kg/dia. Los hallazgos microscépicos en los testiculos se observaron con todos los
niveles de dosis, tenian una naturaleza degenerativa e incluian un agotamiento de las espermatidas alargadas,
atrofia de las células intersticiales y necrosis de células aisladas de espermatocitos. Los hallazgos testiculares eran
compatibles con una disminucion de la hormona luteinizante (LH) circulante, lo que daba como resultado una
disminucién de la sefalizacién de la LH a nivel de las células intersticiales. Ademas, la disminucién de los niveles
circulantes de LH daba como resultado una disminucién de la secrecién de testosterona desde los testiculos,
reduciendo de este modo la sefalizacién de androgenos a nivel de los tibulos seminiferos. El tratamiento con el
Ejemplo 1 también se asociaba con una disminucion del peso de la préstata, observada en machos que recibieron
2150 mg/kg/dia. Estos cambios reproductores y endocrinos en los machos podian estar relacionados con la
actividad farmacolégica del Ejemplo 1, pero no se identificaron previamente en un estudio de 4 semanas. Aunque es
compatible con la farmacologia relacionada con el Ejemplo 1, basandose en la magnitud, los hallazgos morfoldgicos
en los testiculos observados con todos los niveles de dosis, se consideraron que eran adversos. Los efectos sobre
los tejidos reproductores masculinos y la LH y la testosterona revirtieron al final del periodo de recuperacion de 12
semanas.

La administracién del Ejemplo 1 estaba asociada con una disminucién del peso del ovario y con ovarios
macroscépicamente pequefios en hembras con todos los niveles de dosis. Se observ6 una disminucion en el peso
de la hipéfisis y en los niveles circulantes de LH en las hembras que recibieron 2150 mg/kg/dia. Se observaron
hallazgos microscopicos en tejidos reproductores femeninos relacionados con la administracion del Ejemplo 1. Los
hallazgos microscopicos en el Gtero y la vagina se observaron con niveles de dosis 2150 mg/kg/dia, mientras que los
hallazgos en el ovario y la glandula mamaria se observaron con todos los niveles de dosis. Los hallazgos
microscopicos observados en los tejidos reproductores femeninos y la disminucién de los niveles circulantes de LH,
probablemente estaban relacionados con la actividad farmacolégica del Ejemplo 1. Los hallazgos en los tejidos
reproductores femeninos, incluyendo la glandula mamaria, eran compatibles con los descritos previamente en el
estudio de toxicidad con dosis repetidas de 4 semanas. Los cambios reproductores femeninos probablemente
habian afectado a la capacidad reproductora, pero no a la salud general de los animales. Los efectos sobre los
tejidos reproductores femeninos y la LH revirtieron al final del periodo de recuperacion de 12 semanas.

La administracion del Ejemplo 1 estaba asociada con una disminucién del peso del timo en las hembras con todos
los niveles de dosis y en los machos que recibieron 2150 mg/kg/dia. Se observaron hallazgos macroscépicos de
timo pequefio en machos que recibieron 1500 mg/kg/dia. Se observaron hallazgos microscépicos adicionales
relacionados con la administracién del Ejemplo 1 en el higado, el bazo, el timo (machos) y la piel (hembras), con
niveles de dosis 2150 mg/kg/dia. Se observaron hallazgos microscopicos en la piel con todos los niveles de dosis.
Todos estos cambios ya no estaban presentes al final del periodo de recuperacion de 12 semanas. No habia ningin
otro hallazgo microscépico, cambio en el peso de los 6rganos ni hallazgo macroscépico relacionado con la
administracion del Ejemplo 1.

En conclusion, la administracién del Ejemplo 1 mediante una sonda oral, diariamente con niveles de dosis de 0, 15,
150 y 1500 mg/kg/dia durante 26 semanas, se asociaba con cambios morfolégicos y hormonales en los tejidos
reproductores masculinos y femeninos, que en general se atribuian a la farmacologia de la molécula, y eran
reversibles después de 12 semanas en animales tratados previamente con 150 mg/kg/dia. Los hallazgos adversos
se limitaron a los testiculos y tenian lugar en todos los grupos tratados con el Ejemplo 1. En funcién de la magnitud
de estos cambios testiculares degenerativos, no se pudo establecer un nivel sin efecto adverso observable (NOAEL)
en este estudio y, por lo tanto, se considera que es <15 mg/kg/dia.

Estudio de la fertilidad masculina y toxicocinética en ratas
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Los fines de este estudio es determinar los posibles efectos adversos en el proceso reproductor, resultantes del
tratamiento de ratas macho antes y durante el periodo de apareamiento. Esto incluye la identificacion de efectos
reproductores funcionales en el macho. Ademas, se realiza una evaluacién toxicocinética de los niveles plasmaticos
del Ejemplo 1 en animales satélite.

El Ejemplo 1 se administra mediante una sonda oral con dosis de 0, 3, 30 y 1000 mg/kg. Las ratas macho (20/grupo)
se tratan diariamente durante 10 semanas antes del apareamiento, durante el periodo de apareamiento de 3
semanas, y se contintia hasta el dia anterior a la eutanasia (para un total de 100 a 101 dosis). Las ratas hembras no
se tratan. Todos los animales se observan dos veces al dia para estudiar la morbilidad y mortalidad. Las
observaciones clinicas se registran diariamente en las ratas macho; el peso corporal y el consumo de alimentos se
registran en los machos dos veces por semana. Todos los machos son sacrificados 1 dia después de la ultima
administracion de la dosis. Las evaluaciones espermatogénicas del punto final realizadas en todos los machos
incluyen la motilidad y la morfologia y la concentracién de esperma epididimario. Se pesan y se conservan los
testiculos, el epididimo, la préstata y la vesicula seminal/glandula coagulante/fluido de todos los machos. Los
testiculos, el epididimo, la préstata, las vesiculas seminales y las glandulas coagulantes procedentes de los machos
que sobreviven, se examinan microscopicamente. El dia 15 de la gestacion, se realiza una laparohisterectomia en
cada hembra con evidencia de apareamiento. Otros 3, 18, 18 y 18 machos asignados a la fase toxicocinética reciben
el compuesto con dosis de 0, 3, 30 y 1000 mg/kg, respectivamente, y se toman muestras para la evaluacién
toxicocinética a intervalos apropiados después de la administracién de la dosis, los dias 0 y 70 del estudio.

Después de una administracién oral diaria del Ejemplo 1 a ratas macho, el tiempo hasta la Cméax es de entre 2y 8
horas el dia 0 y de 0,5 a 2 horas el dia 70. Las exposiciones medias (medidas por AUC0-24 h) aumentan entre 3 y
30 mg/kg aproximadamente 7,8 veces y 4,5 veces el dia 0 y 70, respectivamente, pero siguen siendo similares entre
las dosis de 30 y 1000 mg/kg, lo que sugiere una meseta en la exposicién mas alla de 30 mg/kg. Las exposiciones
son generalmente similares entre las dosis Unicas y las mdltiples.

Siguiendo un protocolo esencialmente como se ha descrito anteriormente, un macho en el grupo de 30 mg/kg de la
fase toxicocinética y un macho en el grupo de control del vehiculo de la fase principal, se encontraron muertos los
dias de estudio 24 y 70, respectivamente. En ausencia de mortalidad en el grupo de 1000 mg/kg, la muerte con 30
mg/kg no se consideré que estaba relacionada con el compuesto. En los exdmenes diarios, se observé una mayor
incidencia de material rojo alrededor de 1 0jo 0 ambos en 4 machos en el grupo de 30 mg/kg y 3 machos en el grupo
de 1000 mg/kg, a partir de los dias 8 y 20 del estudio, respectivamente. No se observaron otros hallazgos clinicos
relacionados con el compuesto en los machos de los grupos de 3, 30 y 1000 mg/kg en los examenes diarios o
aproximadamente 1 hora después de la administracién de la dosis. El peso medio corporal, el aumento de peso
corporal y el consumo de alimentos no se vieron afectados por la administracién del compuesto en todos los niveles
de dosificacion.

Se observaron pesos absolutos y relativos (en relacién con el peso corporal y cerebral) inferiores dependientes de la
dosis de los érganos reproductores masculinos, incluyendo los testiculos, epididimos (intactos y caudales), glandula
prostatica y vesiculas seminales/glandulas coagulantes/fluidos accesorios, en los grupos de 30 y 1000 mg/kg. Los
efectos sobre el peso de los 6rganos observados en los testiculos se correspondian con cambios histolégicos
caracterizados por una atrofia de las células de Leydig intersticiales y del epitelio germinal. Estos hallazgos junto con
poblaciones reducidas de espermatozoides maduros en los epididimos en ambos grupos y secreciones reducidas en
las glandulas sexuales accesorias, observados en el grupo de 1000 mg/kg, se consideraron compatibles con una
regulacion negativa de la sintesis y/o secrecion de andrégenos (testosterona) a través de las células de Leydig o
mediante una inhibicién de los receptores hormonales en los érganos diana. Los efectos observados en los érganos
reproductores en el grupo de 1000 mg/kg, se correspondian con una funcion reproductora reducida. En los grupos
de 30 y 1000 mg/kg, los efectos sobre el peso de los 6rganos observados en las glandulas sexuales accesorias
(préstata, vesiculas seminales y glandulas coagulantes), se considerd que estaban relacionados con la farmacologia
del compuesto.

Se observaron efectos relacionados con el compuesto sobre los puntos finales espermatogénicos en el grupo de
1000 mg/kg. Se observaron pesos epididimarios mas bajos en el grupo de 1000 mg/kg y se correspondian con una
concentracién media de esperma epididimario mas baja en ese grupo. Ademas, se observd una disminucion
relacionada con el compuesto en el porcentaje de espermatozoides morfolégicamente normales con 1000 mg/kg,
como resultado de un mayor nimero de espermatozoides con la cabeza ausente o separada del flagelo. Estos
efectos se correlacionaban con indices mas bajos de apareamiento, fertilidad y cépula en los machos del grupo de
1000 mg/kg. Ademas, se observd un intervalo precoital ligeramente mas largo en el grupo de 1000 mg/kg, en
comparacién con el grupo de control con vehiculo. Los puntos finales espermatogénicos y el rendimiento reproductor
en los grupos de 3 y 30 mg/kg no se vieron afectados por la administracion del compuesto.

La supervivencia intrauterina de los embriones no se vio afectada por la administracion del compuesto a los machos
con niveles de dosis de 3, 30 y 1000 mg/kg.

En conclusion, no habia efectos sobre el peso corporal masculino o el consumo de alimentos o hallazgos clinicos
adversos relacionados con el compuesto, con ningun nivel de dosificacion. Los efectos adversos relacionados con el
compuesto en los tejidos reproductores masculinos y los parametros espermatogénicos tenian lugar con 30 y 1000
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mg/kg. Las disminuciones de los pesos de los 6rganos reproductores masculinos tenian lugar con 1000 mg/kg y se
correspondian con los efectos sobre la concentracion y la morfologia del esperma epididimario. Ademas, se
observaron alteraciones microscépicas en los testiculos, epididimos, prostata, vesiculas seminales y glandula
coagulante con 1000 mg/kg, lo que se correspondia con reducciones en los indices de apareamiento, fertilidad y
copula en ese grupo. Aunque la reduccién del rendimiento reproductor se correlacionaba generalmente con cambios
histolégicos en el tejido reproductor masculino sobre una base grupal, la correlaciéon sobre una base de animal
individual no era siempre evidente. En el grupo de 30 mg/kg, se observaron disminuciones del peso de los érganos
reproductores y alteraciones microscopicas en los testiculos y los epididimos. No se observaron efectos
correspondientes sobre la funcidon reproductora con 30 mg/kg, lo que sugiere que la senal farmacologica aunque
estaba presente, no era lo suficientemente fuerte como para afectar a la reproduccion funcional. Basandose en estos
hallazgos, el NOAEL para la toxicidad reproductora masculina y la toxicidad sistémica masculina era de 3 mg/kg. Un
nivel de dosis de 3 mg/kg se corresponde con un valor de exposicién (AUC0-24 horas) el dia 70 del estudio de
10,954 ng-h/mL.

Estudio de cuatro semanas de toxicidad oral en perros

Este estudio se realiza para evaluar la toxicidad potencial y la toxicocinética del Ejemplo 1, un modulador selectivo
del receptor de andrégenos (SARM), en perros después de una administracion de cdpsulas orales dos veces al dia
durante 4 semanas. El articulo de la prueba se administr6 a tres grupos de tratamiento de tres perros beagle machos
y tres hembras, con niveles de dosis respectivos de 6, 60 0 300 mg/kg/dia. Un grupo adicional de tres animales/sexo
sirve como control y recibe el vehiculo, 80% de PEG 3350/20% de vitamina E TPGS (v/v) a través de una capsula
oral. El articulo de la prueba o el vehiculo se administra a todos los grupos a través de una capsula oral, dos veces
al dia durante 28 dias consecutivos, con un volumen de dosis de 1,5 mL/kg/dosis.

Las observaciones de la mortalidad, morbilidad, lesiones y disponibilidad de alimento y agua se realizan dos veces al
dia en todos los animales. Las observaciones clinicas detalladas se llevan a cabo semanalmente. Los pesos
corporales se miden y registran el dia posterior a la recepcion, antes de la aleatorizacion, y semanalmente durante el
estudio. El consumo de alimentos se mide y registra semanalmente. Los exdmenes oftalmoscdpicos se realizan
antes de la prueba y antes de la autopsia final. Los exdmenes fisicos se realizan antes de la prueba. Los exdmenes
neuroldgicos se llevan a cabo durante las semanas 1y 4. Los exdmenes de ECG se llevan a cabo dos veces antes
del inicio de la dosificacién y antes y aproximadamente 2 horas (+15 minutos) después de la administracién del
articulo de la prueba por la mafiana, los dias 3 y 26. Se recogen muestras de sangre dos veces antes de la prueba,
y se recogen muestras de sangre y orina para evaluaciones de la patologia clinica de todos los animales antes de la
autopsia final. Las muestras de sangre para la determinacion de las concentraciones plasmaticas del articulo de la
prueba se recogen de todos los animales en los puntos de tiempo designados, los dias 1 y 28. Los parametros
toxicocinéticos se determinan para el articulo de la prueba a partir de los datos de concentracion-tiempo en las
especies de la prueba. Al finalizar el estudio, se realizan exdmenes con autopsia, se registran los pesos de los
6rganos y se examinan microscépicamente los testiculos, los epididimos y las préstatas. El potencial del Ejemplo 1
para inducir citocromos P450 se determina analizando muestras de higado congelado para estudiar el contenido
total en citocromo P450.

Siguiendo un protocolo esencialmente como se ha descrito anteriormente, no se encontraron concentraciones
medibles (<1 ng/mL) del Ejemplo 1 en ninguna de las muestras de plasma procedentes de los animales de control.
No se observaron diferencias en las concentraciones plasmaticas del Ejemplo 1 entre machos y hembras, lo que
indica que no hay un efecto sobre el género en la exposicion. La exposicion del Ejemplo 1 aumentaba de manera
algo menos a la proporcional a la dosis en los animales a los que se administraron 6 y 60 mg/kg/dia y parecia
alcanzar una meseta con 60 mg/kg/dia, ya que las concentraciones plasmaticas eran similares a las de 300
mg/kg/dia.

Estudio de 52 semanas de toxicidad y toxicocinético en perros

Los fines de este estudio es evaluar la toxicidad y determinar la toxicocinética del articulo de la prueba, el Ejemplo 1,
cuando se administra diariamente mediante una capsula a perros durante al menos 52 semanas y evaluar la
reversibilidad, la persistencia o la aparicion tardia de cualquier efecto después de una recuperaciéon durante 13
semanas.

Los perros beagle de raza pura machos y hembras se asignan a grupos, y las dosis se administran de acuerdo con
la Tabla 9 a través de cépsulas orales que contienen 1 mL/kg de 0 [1% (p/v) de carboximetilcelulosa sédica (baja
viscosidad/25-50 cps), 0,5% (p/v) de lauril sulfato de sodio y 0,05% (v/v) de antiespumante 1510-US de Dow
Corning® en agua de 6smosis inversa], 3, 10 o 100 mg del Ejemplo 1/kg de peso corporal. Todos los animales
reciben la misma cantidad de capsulas, y los animales del Grupo 1 reciben capsulas que contienen solo el articulo
de control con vehiculo. Tres animales por sexo de los Grupos 1y 4 se indican que son animales de recuperacion.
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Tabla 9
Numero de animales Nivel de dosis Concentracién de la dosis
Grupo Macho Hembra (mg de Ejemplo 1/kg) (mg de Ejemplo 1/kg)
1 (Control) 7 7 0 0
2 (Bajo) 4 4 3 3
3 (Medio) 4 4 10 10
4 (Alto) 7 7 100 100

La evaluacion de la toxicidad se basa en la mortalidad, los signos clinicos, el peso corporal y el cambio de peso
corporal, el consumo de alimentos, las evaluaciones oftalmicas y neurolégicas, las mediciones de ECG, el analisis
hormonal (testosterona, progesterona, hormona luteinizante y hormona estimulante del foliculo), la evaluacion del
semen (volumen de eyaculaciéon y nimero de espermatozoides, densidad, morfologia y motilidad), y la patologia
clinica y anatémica. Se recogen muestras de sangre para andlisis exploratorios de metabolitos y evaluaciones
toxicocinéticas.

Siguiendo un protocolo esencialmente como se ha descrito anteriormente, una exposiciéon sistémica al Ejemplo 1
aumentaba con el incremento del nivel de dosis desde 3 a 100 mg/kg. Los aumentos en la Cmax media y AUCo-24 horas
eran generalmente inferiores que proporcionales a la dosis. No se observaron diferencias consistentes relacionadas
con el sexo en los parametros toxicocinéticos. Se observd una acumulaciéon del Ejemplo 1 después de una
dosificacién multiple del Ejemplo 1 en perros.

Todos los animales sobrevivieron hasta el sacrificio programado. Los signos clinicos relacionados con el compuesto
eran el aumento de las observaciones de lagrimeo en animales que recibieron >3 mg/kg y la reduccién o ausencia
del ciclo estral en hembras que recibieron >3 mg/kg.

No se observaron diferencias toxicol6gicamente importantes en el peso corporal medio, el aumento de peso corporal
y el consumo de alimentos. No se produjeron anormalidades oftalmicas ni neurolégicas.

El intervalo QT prolongado y el intervalo QT corregido (QTc) se observaron antes de la dosis y 2 horas después de
la dosis los dias 3, 86 y 359 de la fase de dosificacion en sexos combinados que recibieron 100 mg/kg. La magnitud
del aumento en el intervalo QTc medio en sexos combinados que recibieron 100 mg/kg en todos los intervalos de la
fase de dosificacion, variaba de 14 a 21 ms (6 a 9%) sobre los valores medios para los animales de control. No se
observaron cambios relacionados con el compuesto en el intervalo QT o QTc el dia 88 de la fase de recuperacién en
sexos combinados que recibieron 100 mg/kg o los dias 3, 86 o 359 de la fase de dosificacion en animales que
recibieron 3 0 10 mg/kg. No se observaron cambios relacionados con el Ejemplo 1 en el intervalo PR, la duracién del
QRS, el intervalo RR o la frecuencia cardiaca el dia 3, 86 o 359 de la fase de dosificaciéon, en animales que
recibieron 3, 10 o 100 mg/kg o el dia 88 de la fase de recuperacién en animales que recibieron 100 mg/kg. No se
atribuyeron al Ejemplo 1 anormalidades en el ritmo ni cambios cualitativos en el ECG durante la evaluacién
cualitativa de los electrocardiogramas.

Las disminuciones dependientes de la dosis, relacionadas con el Ejemplo 1, en el recuento total de espermatozoides
tuvieron lugar durante la fase de dosificacion para los machos con todos los niveles de dosis y se atribuyeron a
disminuciones en el peso de la eyaculacion. En las evaluaciones de la semana 52 (dias 355 y 360 de la fase de
dosificacién), el recuento total de espermatozoides en relacion con los controles disminuyé >55, >50 y >91% en los
machos que recibieron 3, 10 o 100 mg/kg, respectivamente. Los efectos sobre el recuento total de espermatozoides
revertieron por completo durante la fase de recuperacién. No se observaron efectos relacionados con el Ejemplo 1
sobre la densidad, la motilidad o la morfologia media de los espermatozoides en ningin grupo.

Se observaron cambios hormonales en machos y hembras que recibieron >3 mg/kg. Los cambios eran compatibles
con la farmacologia del articulo de la prueba y se correlacionaban con los cambios microscépicos. En los machos,
se observaron reducciones en la testosterona y aumentos en la LH. El aumento de la LH y la disminucién de la
progesterona en las hembras eran compatibles con el anestro y la reduccion de los cuerpos lUteos observados
microscopicamente. Los niveles hormonales volvieron a los niveles de control durante la fase de recuperacion.

Los efectos de la patologia clinica relacionados con el compuesto se limitaron a una actividad aminotransferasa de
alanina incrementada desde una forma minima hasta levemente en los machos y hembras con todos los niveles de
dosis (las hembras que recibieron 100 mg/kg eran las mas afectadas) y el colesterol disminuyd de forma minima a
moderada en los machos y hembras que recibieron 3 0 10 mg/kg (los animales que recibieron 3 mg/kg eran los mas
afectados). El efecto sobre la actividad aminotransferasa de alanina con 100 mg/kg mostraba reversibilidad después
de la fase de recuperacion. No se pudo evaluar la reversibilidad del efecto sobre la concentracion de colesterol con 3
y 10 mg/kg porque no habia animales con esos niveles de dosis en la fase de recuperacién. Ninguno de esos
efectos se asocié con hallazgos microscépicos correlativos.
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Se observaron cambios morfolégicos relacionados con el compuesto farmacolégicamente esperados en los tejidos
reproductores de machos y hembras. Una disminucion del peso de la préstata, el epididimo y el higado/vesicula
biliar relacionada con el compuesto y reversible, tuvo lugar en los machos, la cual, con la excepcion de los cambios
en el higado/vesicula biliar, se correlacionaba con los hallazgos microscopicos. En la glandula prostatica, los
machos que recibieron >3 mg/kg tenian una atrofia epitelial acinar reversible de la glandula prostatica. Los machos
que recibieron >3 mg/kg tenian una disminucién reversible del diametro ductular de la cola del epididimo, y los
machos que recibieron 100 mg/kg tenian una atrofia epitelial ductular epididimaria reversible. Las hembras que
recibieron >3 mg/kg tenian cuerpos liteos disminuidos/ausentes con un estadio de ciclo anestro en el ovario. Este
cambio generalmente estaba acompanado por una falta de desarrollo lobular en la glandula mamaria, asi como por
respuestas esperadas de los tejidos reproductores secundarios frente al anestro: el Gtero, el cuello uterino, la vagina
y la glandula mamaria tenian caracteristicas de atrofia apropiadas para cada estadio, proporcionales a un anestro
prolongado.

Colectivamente, estos hallazgos en las hembras son compatibles con una interrupcién del ciclo reproductor normal,
relacionada con el compuesto. En la fase de recuperacion, 2/3 de las hembras que recibieron 100 mg/kg tenian un
estadio de ciclo reproductor diestro y un desarrollo mamario lobular, lo que indicaba un retorno a la actividad ciclica
normal, aunque no se observé ninguna evidencia clinica de ciclos reproductores durante la fase de recuperacion.

Ademas, se observaron hallazgos microscépicos reversibles y relacionados con el compuesto en la glandula
suprarrenal y la piel/hipodermis. En la glandula suprarrenal, los machos que recibieron >10 mg/kg y las hembras que
recibieron 100 mg/kg, tenian una disminucioén de la vacuolacion de la zona fasciculada y reticular. En la piel, se
observ6 una disminucién de la vacuolacién de las glandulas sebaceas en los animales que recibieron >3 mg/kg.

En resumen, la administracién diaria del Ejemplo 1 mediante una capsula a perros durante 52 semanas, con un nivel
de dosis de 3, 10 o 100 mg/kg, no producia resultados adversos relacionados con el compuesto. Se produjeron
cambios en la funcién reproductora en los machos (disminucion del recuento de espermatozoides y del volumen de
la eyaculacion) y en las hembras (reduccién/ausencia del ciclo estral) en todos los grupos tratados con el Ejemplo 1
y se correlacionaban con los hallazgos microscépicos. Estos cambios no afectan la salud general de los animales;
son compatibles con la accién farmacolégica del articulo de la prueba; y son reversibles. Por lo tanto, el NOAEL es
de 100 mg/kg. Después de 361 dias de dosificacion, una dosis de 100 mg/kg correspondia a los valores medios de
Cmax de 1496 y 1885 ng/mL y los valores de AUCo24n de 22582 y 31505 ngeh/mL en machos y hembras,
respectivamente.

Tabla 10

Resumen de los hallazgos de la préstata en ratas y perros tratados con el Ejemplo 1

Ratas
Duracion del tratamiento (meses) 1 62 Fertilidad de los
machos
(3 meses)?
Dosis (mg/kg/dia) 15 150 1500 15 150 1500 3 30 1000
Peso de la prostata (% de - - - - 130% | | 34% - 123% | | 39%

disminuciéon media)

Atrofia de la prostata (n® de - - - - - 4/15 - - -
afectados/n? de examinados)

AUCo-2sn media del grupo de | 35733 | 72283 | 102337 | 15902 | 34132 | 82690 | 10954 | 49734 | 56009
machos cerca del deceso
(ngeh/mL)

- no se observo ningun efecto
2 Vehiculo de 5% de vitamina E TPGS, 1% de hidroxietilcelulosa, 0,05% de antiespumante 2510-US de DC en agua
purificada

Perros
Duracién del tratamiento (meses) 18 62 120
Dosis (mg/kg/dia) 3 30 150 3 30 300 3 10 100
Peso de la préstata (% de - - - l 1 66% | | 75% l 162% | | 80%
disminuciéon media) 63% 60%
Atrofia de la préstata (n® de - - 1/4 4/4 4/4 4/4 2/4 3/4 4/4
afectados/n® de examinados)
AUCo-24n media del grupo de machos | 17984 | 61674 | 46528 | 6492 | 44448 | 53032 | 3621 | 13408 | 22582
cerca del deceso (ng=h/mL)

- no se observo ningun efecto

2 Vehiculo de 80% de PEG 1350, 20% de vitamina E TPGS (v/v)

b Vehiculo de 1% (p/v) de carboximetilcelulosa sddica, 0,5% (p/v) de lauril sulfato soédico, 0,05% (v/v) de
antiespumante 1510-US de Dow Corning® en agua de ésmosis inversa
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El tratamiento con el Ejemplo 1 a ratas o a perros intactos durante los periodos que oscilaban de 1 a 12 meses, da
como resultado una disminucion significativa del tamafio de la préstata, lo que indica ademas que no se acumula un
riesgo androgénico de hiperplasia de la préstata a lo largo del tiempo.

Estudio in vivo para explorar cualquier efecto antagonista directo del Ejemplo 1 en presencia de TE

Se utiliza un total de 36 ratas macho Wistar orquiectomizadas (ORX) y 6 ratas Wistar operadas de forma simulada
(orquiectomizadas a las 8 semanas de edad y se dejan que se atrofie durante 4 semanas). Las ratas se mantienen
en un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas a 22°C con acceso a voluntad a los alimentos (TD 5001 con 0,95% de Cay
0,67% de P, Teklad, Madison, WI) y agua. Las ratas se asignan al azar y se colocan en grupos de tratamiento (n = 6)
segun el peso corporal. La via de administracién para todos los grupos, excepto TE, es oral. El TE se administra por
via subcutanea. Al final de las 8 semanas de dosificacion diaria, las ratas se sacrifican, se pesan y se extirpan los
tejidos. Se extrae de cada animal el elevador del ano, la prostata y las vesiculas seminales. Los resultados se
muestran en un grafico como medias + SE.

Comparaciones de medias de pesos humedos de vesiculas seminales
Comparaciones con un control usando el método de Dunnett

Grupo de control = d-ORX + TE, 1 mg/kg/d

d| Alfa
2,69715 0,05
Tabla 11
N¢ de Grupo Grupo Abs(Dif)-LSD Valor de p

1 Simulado 0,979 <,0001

2 ORX + TE, 1 mg/kg/dia -0,52 1,0000

3 ORX + TE, 1 mg/kg/d + Ejemplo 1, 3 mg/kg/d -0,34 0,8628

4 ORX + TE, 1 mg/kg/d + Ejemplo 1, 10 mg/kg/d 0,078 0,0187

5 ORX + TE, 1 mg/kg/d + Ejemplo 1, 30 mg/kg/d 0,536 <,0001

6 ORX + Ejemplo 1, 10 mg/kg/d 1,411 <,0001

7 ORX, Vehiculo 1,422 <,0001

Los valores positivos muestran pares de medias que son significativamente diferentes.

La combinaciéon con enantato de testosterona (1 mg/kg-dia) y varias dosis del Ejemplo 1, sugiere una tendencia a
una disminucién del peso humedo de la vesicula seminal en mg, normalizado al peso corporal en gramos, que es
inducida solo por TE como se muestra en la Figura 5 y la Tabla 11.

Comparaciones de medias de pesos de la prostata
Comparaciones con un control usando el método de Dunnett

Grupo de control = d-ORX + TE, 1 mg/kg/d

[e]] Alfa
2,69715 0,05
Tabla 12
N¢ de Grupo Grupo Abs(Dif)-LSD Valor de p

1 Simulado 0,509 <,0001*
2 ORX + TE, 1 mg/kg/dia -0,15 1,0000
3 ORX + TE, 1 mg/kg/d + Ejemplo 1, 3 mg/kg/d -0,11 0,9774
4 ORX + TE, 1 mg/kg/d + Ejemplo 1, 30 mg/kg/d 0,025 0,0167*
5 ORX + TE, 1 mg/kg/d + Ejemplo 1, 10 mg/kg/d 0,036 0,0099*
6 ORX, Vehiculo 0,356 <,0001*
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N¢ de Grupo Grupo Abs(Dif)-LSD Valor de p
7 ORX + Ejemplo 1, 10 mg/kg/d 0,357 <,0001*

Los valores positivos muestran pares de medias que son significativamente diferentes del grupo de TE solo.

El tratamiento conjunto a ratas SD con el Ejemplo 1 junto con 1 mg/kg de TE da como resultado una disminucion
dependiente de la dosis en el peso humedo de la préstata en mg normalizado al peso corporal en gramos, como se
muestra en la Figura 6 y la Tabla 12.

Tabla 13
Ki (nM) de hAR CE50 (nM) de la expresion génica de LnCAP
PSA AR CLUSTERINA
R1881 0,38 0,034 0,035 0,37
Ejemplo 1 1,95 2,64 1,64 >100

Las comparaciones del Ejemplo 1 con la testosterona sintética R1881 muestran que utilizando in vitro células de
cancer de préstata humano, el Ejemplo 1 es menos androgénico que R1881. En contraste, la afinidad de unién
bioquimica con el receptor de andrégenos humano (hAr; Ki en nM) solo se reduce ligeramente.

Estudio de Fase la en voluntarios sanos

Este estudio de Fase 1 es un disefio aleatorizado, controlado con placebo, con doble enmascaramiento, de dosis
Unica, cruzado incompleto, con incremento escalonado de la dosis, realizado en 3 cohortes de dosificacion que
consisten en hombres sanos y mujeres posmenopdusicas. Treinta sujetos (10 por cohorte) se asignan
aleatoriamente a cada cohorte de dosificacion.

Durante ambos periodos de dosificacién, los sujetos son admitidos a la unidad de investigacién clinica (CRU) para
pasar la noche. Los sujetos son dosificados por via oral después del desayuno el dia 1 y permanecen en la CRU
durante aproximadamente 24 horas después de la dosificacién. Dentro de cada cohorte, el periodo de descanso
farmacolégico entre los periodos de dosificacion varia de 14 a 45 dias. Una consulta para dar el alta del estudio
tiene lugar aproximadamente 5 dias después de la dltima dosis, Periodo 2. La idoneidad de un incremento
escalonado de la dosis se determina mediante mediciones de seguridad en cada etapa del escalonamiento. Se
utiliza un disefio cruzado con doble enmascaramiento sujeto-investigador para este estudio, para proporcionar datos
entre sujetos para todas las mediciones de seguridad y tolerabilidad. Este disefio facilita una evaluacion objetiva de
los AEs.

Se siguié un protocolo esencialmente como se ha descrito anteriormente. Como resultado del disefio cruzado
incompleto, aproximadamente el 50% de los sujetos recibié una dosis Unica de Ejemplo 1 y una dosis de placebo
para mejorar la deteccién de sefales significativas de seguridad o tolerabilidad. Aproximadamente el 50% de los
sujetos recibieron el Ejemplo 1 con 2 niveles de dosis, lo que permitié un analisis en el sujeto de la dependencia de
la dosis de los parametros PK y otros puntos finales. Se eligié un periodo de intervalo de dosificacién minimo de 5
dias para minimizar los efectos de arrastre entre los periodos de tratamiento.

El intervalo de dosis planificado para este estudio era de 5 a 1000 mg de Ejemplo 1 y se basaba en la eficacia in vivo
en ratas, suponiendo que la exposicién requerida para producir un efecto 6seo del 80% (promedio de la carga de la
diafisis y la carga del cuello femoral) en las ratas es la misma que la exposicion requerida en humanos. Basandose
en el aclaramiento humano previsto alométricamente (33 L/h, intervalo de confianza [Cl] del 90%: 24 a 46 L/h) y la
biodisponibilidad (49%), se espera que esa respuesta en humanos tenga lugar con dosis de aproximadamente 71
mg/dia (90% de Cl: 29 a 321 mg/dia).

Estos datos demuestran un aumento en el area del musculo de la pantorrilla, tal y como se mide mediante formacion
de imagenes periféricas con tomografia computarizada en el haz gastrocnemio (area del masculo de la pantorrilla)
después de la administracién del Ejemplo 1 a voluntarios humanos sanos como se muestra en la Figura 7.

Tabla 14

Resumen del cambio desde el punto basal para el musculo no adiposo mediante dosis el dia 28 - Machos
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Comparacion con el placebo
Diferencia [95% de Cl] [Valor de P]

Grupo de

Tratamiento n Media LS [95% de Cl]

Plameko T -BTY.45[-2318.30,57L. 35}
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IEmy LY 3 GEE.AS[-1TTX.88,3688.33F
TEmg LY 4 -3IENF.I1{-3500.36,3BE.5%]

BSHR. 8T [-453. 858, 3688, 03 1. 138]

El modelo mixto: chg=base dose ddfm=kr
Unidad=g

Programa: Home/lillyce/prd/ly2452473/i2n_mc_gpbc/final/programs_stat/gpbc_swin_update.sas

Tabla 15

Resumen del cambio desde el punto basal para el misculo no adiposo mediante dosis el dia 28 - Hembras

Comparacion con el placebo
Diferencia [95% de CI] [Valor de P]

Grupo de

Tratamiento n Media de LS [95% de Cl]

Flacebo 3 -TE3,279(-F138.95,1E852,.21)
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El modelo mixto: chg=base dose ddfm=kr
Unidad=g

Programa: Home/lillyce/prd/ly2452473/i2n_mc_gpbc/final/programs_stat/gpbc_swin_update.sas

Estos datos demuestran un aumento en la masa muscular no adiposa de todo el cuerpo después de la
administracion del Ejemplo 1 a voluntarios humanos sanos, medido por DEXA. El efecto sobre los machos (barra
azul) con el nivel de dosis de 5 mg es estadisticamente significativo, en comparacion con la dosis de placebo de 0
mg, utilizando una prueba de Dunnett (p <0,05) como se muestra en la Figura 8 y las Tablas 14y 15.

Tabla 16

Resumen del cambio desde el punto basal para el antigeno especifico de la préstata por dosis y tiempo - Machos
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Comparacion con el placebo
Tiempo/dia e Media de LS [95% de CI] Diferencia [95% de CI] [Valor de P]
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El modelo mixto: chg=base dose VISITDY dose*VISITDY/ddfm=kr; repeated VISITDY/subject=subject type=cs
Unidad=ug/L
Programa: Home/lillyce/prd/ly2452473/i2n_mc_gpbc/final/programs_stat/gpbc_smlab_update.sas

Estos datos de la Figura demuestran que no hay cambios significativos desde el punto basal en los niveles de
antigeno especifico de la prostata (SPA), en comparacion con el placebo en cualquier momento o con cualquier
dosis del Ejemplo 1 como se muestra en la Figura 9 y la Tabla 16.

Estudio de Fase Ib con voluntarios sanos

Este es un estudio paralelo de Fase 1, aleatorizado, controlado con placebo, enmascarado para el sujeto y el
investigador, de dosis mdltiple, con incremento escalonado de la dosis, del Ejemplo 1 en sujetos sanos. Este estudio
se realiza en 6 grupos de tratamiento, y los sujetos fueron aleatorizados para recibir dosis diarias tanto de Ejemplo 1
como de placebo durante 4 semanas. Se realiza una evaluacion de la seguridad y la tolerabilidad antes de cada
aumento de la dosis. Los criterios claves de inclusién/exclusion para este estudio son que los sujetos sean hombres
sanos 0 mujeres postmenopausicas sanas, entre las edades de 30 y 80 afos, inclusive; con un indice de masa
corporal (IMC) entre 18 y 32 kg/m2, inclusive.

Los sujetos ingresan al estudio y se asignan al azar después del escrutinio. Los dias 1 y 29, los sujetos se
hospitalizan en la Unidad de Investigacion Clinica (CRU). Los dias 1, 2 y 28, los sujetos son dosificados por via oral
después del desayuno. Todos los analisis de laboratorio de seguridad se recogen antes del desayuno y después de
un ayuno nocturno de al menos 12 horas.

Después del dia 1, los sujetos son dados de alta el dia 2 siguiendo los procedimientos pautados, desayuno y
dosificacién (aproximadamente 24 horas después de la dosis del dia 1). Después del dia 28, los sujetos son dados
de alta el dia 29 siguiendo los procedimientos pautados (aproximadamente 24 horas después de la dosis del dia 28).

Estos datos demuestran una disminucion de los niveles de testosterona en suero después de la administraciéon del
Ejemplo 1 a voluntarios humanos sanos eugonadales. La disminucién después del tratamiento es mas pronunciada
en los varones debido a sus niveles de testosterona en suero relativamente mas altos. La tabla de la derecha refleja
la evaluacion de la exposicién después del estudio de Fase 1a a la dosis de 5 mg como se muestra en la Figura 10.

Tabla 17

Resumen del cambio desde el punto basal para el propéptido N de procolageno de tipo 1 (P1NP) por dosis y tiempo
- Machos
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Grupo de . Comparacion con el placebho
Tratamiento Tiempo/dia o Media de LS [95% de CI] Diferencia [95% de Cl] [Valor de P]
2lagEna L4 ks -1.15%1-7.5%,5.23%
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15 7 -3 44 f-%. 83,2, 083
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Tmg LY 14 10 BEY
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2wy LY e I S0 TT{-14.5%,15.70] [LE852]
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z8 2 LS E-T 2T, 38,243 2LBLI-8.53,22.64) [ . 654]
iz 4 -1 GBI-F.L5, 8,873 2 3T {-T.5E, 15, 667 1. 6461

El modelo mixto: chg=base dose VISITDY dose*VISITDY/ddfm=kr; repeated VISITDY/subject=subject type=cs
Unidad=ug/L
Programa: Home/lillyce/prd/ly2452473/i2n_mc_gpbc/final/programs_stat/gpbc_smlab_update.sas

Estos datos demuestran una relacion exposicién-respuesta positiva para el propéptido N-terminal de procolageno de
tipo 1 (P1NP), un biomarcador para el anabolismo 6seo, después de la administracién del Ejemplo 1 a voluntarios
humanos sanos eugonadales como se muestra en la Figura 11 y la Tabla 16.
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REIVINDICACIONES
1. Ester isopropilico de &cido (S)-(7-ciano-4-piridin-2-ilmetil-1,2,3,4-tetrahidro-ciclopenta[b]indol-2-il)-carbamico, o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para uso en el tratamiento de los sintomas resultantes de un
hipogonadismo secundario inducido por una terapia de privacion de andrégenos.

2. El compuesto para uso segun la reivindicacion 1, en donde los sintomas son la pérdida de masa ésea, de
resistencia ésea, de masa muscular o de fuerza muscular.

3. El compuesto para uso segun la reivindicacion 1, en donde los sintomas son la pérdida de libido y los sofocos.
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Cambio del area del musculo (cm2)
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Cambio del area del muasculo de la pantorrilla por pQCT
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Cambio de la masa corporal no adiposa (g)
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Cambio desde el punto basal (ug/L)
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