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DESCRIPCION
Métodos de inducir la ovulacién utilizando un modulador no polipeptidico de los niveles de cAMP
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a la potenciacion de la fertilidad en un huésped femenino induciendo la ovulacién con la
administracion de un modulador no polipeptidico de los niveles de cAMP, segun se define en las reivindicaciones.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La ovulacion es el procedimiento por el que un 6vulo o varios 6vulos son liberados desde los ovarios. EI momento de la
ovulacion dentro del ciclo menstrual tiene una gran importancia para la fertilizacion. Es bien conocido que los foliculos
adquieren la capacidad de ovular después del crecimiento y la maduracion estimulados por las gonadotropinas
pituitarias. La hormona estimulante del foliculo (FSH) es predominantemente responsable del crecimiento folicular y la
lutropina (LH) estimula la ovulacion. Este procedimiento coordinado de la maduracion estimulada por gonadotropina del
foliculo asegura la liberacion de los 6vulos competentes en la ovulacion. El évulo adecuadamente preparado esta
entonces disponible para la fertilizacion por el esperma a las horas después de la ovulacion.

La ovulacion es un procedimiento estrictamente temporizado que es controlado por la estimulaciéon de gonadotropinas
pituitarias del ovario y que es modificada por el crecimiento y la respuesta bioquimica (por ejemplo, secrecion de la
inhibina, esteroidogénesis, etc.) de los foliculos frente a la estimulaciéon de la gonadotropina. Durante el ciclo menstrual
normal en las mujeres estas hormonas exhiben modelos ciclicos. El ciclo menstrual puede ser dividido funcionalmente
en tres fases; la fase folicular, ovulatoria y luteinica. El periodo folicular comienza al final de la fase luteinica del ciclo no
conceptivo precedente, antes o coincidente con el inicio de la menstruacioén. El ciclo comienza con una subida transitoria
de los niveles de FSH en sangre que estimula el desarrollo de una cohorte de foliculos ovaricos. El tamafio de los
foliculos reclutados que crecen es de aproximadamente 5 mm de didmetro. En un ciclo menstrual natural, por lo general,
un foliculo grande o dominante es establecido durante la fase folicular, y es comprometido desde el crecimiento a la
maduracion. En los seres humanos, el tamafio del foliculo que es considerado listo para ovular es de aproximadamente
15 mm o mas de didmetro.

El segundo acontecimiento critico que ocurre en el ovario durante la fase folicular es que las células de la granulosa
dentro de los foliculos ovéricos adquieren receptores para LH y se hacen cada vez mas sensibles a la LH. La secrecion
de estradiol y estrona desde el ovario aumenta despacio al principio, en paralelo al didmetro creciente del foliculo y la
sensibilidad del foliculo frente a la LH. Los niveles relativamente crecientes de estrégeno e inhibina causan la inhibicién
de la secrecion de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) desde el hipotalamo y la secrecion de la
gonadotropina desde la glandula pituitaria. La produccion de estrégenos alcanza un maximo el dia antes del pico de LH
y la respuesta neuroendocrina al aumento de estrogenos y las concentraciones gradualmente crecientes de
progesterona es la liberacion preovulatoria de las gonadotropinas, como se discute mas abajo.

Durante la fase ovulatoria hay un cambio de la respuesta neuroendocrina frente a los estrégenos y a la progesterona. En
este momento en el ciclo, el aumento de estrégenos produce un pico de subida preovulatorio en los niveles de LH y FSH
en suero, debido a una regeneracion positiva en el hipotalamo, estimulando ahora los estrégenos un pico de subida en
los niveles de GnRH y posteriormente la liberacion de FSH y LH de la glandula pituitaria. Este pico de subida de
gonadotropinas induce la terminacion de la maduracién folicular y causa la ruptura del foliculo dominante o de Graafy la
descarga del 6vulo aproximadamente de 16 a 24 horas después del pico de LH. Durante el periodo después del pico de
subida preovulatorio, los niveles de estradiol en suero disminuyen temporalmente y los niveles de progesterona en
plasma comienzan a elevarse.

Después de la ovulacidn, las células del foliculo ovérico post-ovulatorio bajo la influencia de LH son luteinizadas para
formar un cuerpo lGteo - la fase luteinica. Los marcadores diagnosticos de la fase luteinica del ciclo menstrual son el
aumento marcado de la secrecién de progesterona por el cuerpo lateo, y la transformacion uterina que ocurre en
respuesta a la progesterona. Asociado con la produccién de progesterona luteinica, hay un aumento menos pronunciado
de los niveles de estrégeno en suero. Cuando la progesterona y los estrégenos aumentan, la LH y FSH disminuyen en la
mayor parte de la fase luteinica. Hacia el final de la fase luteinica, en un ciclo menstrual no conceptivo, el cuerpo lateo
retrocede y los niveles de FSH en suero comienzan a elevarse para iniciar el crecimiento folicular para el siguiente ciclo.

La FSH y la LH son distinguidas entre si por su capacidad de estimular el desarrollo folicular o la ovulacion,
respectivamente. Se sabe que ambos agentes estimulan un aumento de las concentraciones del CAMP intracelular. Se
ha demostrado que los agentes que imitan al cCAMP, tales como la forskolina o los anélogos estables de cAMP, in vitro,
imitan los efectos de FSH en células de la granulosa a partir de foliculos inmaduros e imitan los efectos de LH en células
a partir de foliculos maduros. Aunque se hayan propuesto rutas intracelulares alternativas tanto para FSH como para
LH, esta bien aceptado que el cAMP es estimulado en respuesta a ambas gonadotropinas. Siempre y cuando las
subidas de los niveles de cAMP estén asociadas con el desarrollo folicular y la maduracion o la induccion de la ovulacion
dependa de los tipos de células y la presencia o la ausencia de los receptores respectivos. De hecho, se ha demostrado
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gue ratones que son deficientes en una fosfodiesterasa particular tienen perjudicada la ovulacion y una menor
sensibilidad de células de la granulosa frente a gonadotropinas.

Los tratamientos de infertilidad actualmente en uso clinico incorporan algunos de los acontecimientos reguladores
descritos anteriormente. Un agente que estimula el crecimiento folicular y que se usa para el tratamiento de anovulacion
es el clomifeno. El clomifeno es un antiestrégeno no esteroideo que compite con los estrégenos en sus sitios de unién.
Se piensa que el clomifeno se une a los receptores de estrogenos en el hipotalamo y la glandula pituitaria y bloquea la
regeneracion negativa ejercida por los estrégenos ovaricos. El resultado es el aumento de la salida de gonadotropinas
(FSH y LH) durante la parte inicial de la fase folicular. El efecto del clomifeno es aumentar los niveles en suero de FSH
endogeno y mejorar el crecimiento y la maduracion de los foliculos. Posteriormente, la LH enddgena o LH/CG exdgena
inducen a la ovulacién en estos pacientes.

Ademas del clomifeno, se han tratado mujeres con regimenes de induccién de ovulacion que incluyen preparativos
comerciales de las gonadotropinas humanas, incluyendo la hormona estimulante del foliculo (FSH) y la lutropina (la LH)
o la coriogonadotropina (CG), todas las cuales fueron obtenidas primero por la purificacion de orina de mujeres
embarazadas y mas recientemente mediante tecnologia recombinante. En general, este tratamiento es sumamente
eficaz en la estimulacién de la foliculogénesis y la génesis de esteroides. Las complicaciones de este tratamiento son el
resultado del hecho de que estos preparativos y regimenes pueden sobrestimular el desarrollo folicular y la maduracion
de foliculos. En un subconjunto de pacientes, el ovario puede volverse hiperestimulado, lo que puede causar
ovulaciones multiples y, por consiguiente, nacimientos multiples. No so6lo puede la ser hiperestimulacién ovarica una
amenaza para la vida de la madre, si no que también da lugar tipicamente a recién nacidos con un peso de nacimiento
inferior, que posteriormente requieren cuidados intensivos. Se cree que las complicaciones principales atribuidas a la
hiperestimulacion inducida por gonadotropina y los embarazos multiples probablemente son el resultado de los efectos
prolongados de hCG. Ademds, el uso de gonadotropinas en regimenes de induccion de ovulacion puede causar
reacciones del sitio de inyeccion, tanto locales como sistémicas. Por consiguiente, el desarrollo de regimenes de
induccién de ovulacién usando agentes oralmente activos con una actividad del tipo gonadotropina mas suave, a
diferencia de las terapias que usan inyectables potentes, seria una ventaja sustancial. Lo que es mas importante, seria
una ventaja significativa si los regimenes de induccion de la ovulacién pudieran ser desarrollados causando una menor
hiperestimulacién ovarica y, por consiguiente, presentando menos peligros para la madre y dando lugar a recién nacidos
mA&s sanos.

El documento WO 01/47905 describe el uso de un inhibidor de PDE4 selectivo para el tratamiento de, entre otras cosas,
la infertilidad en mujeres. El compuestro eleva los niveles de cAMP y, con ello, potencia la induccion de la ovulacion por
gonadotropina y la maduracion de los oocitos.

Denlinger et al. Ensefian en Experientia, 34(10), 1978, 1296-1297, que el AMP ciclico es un probable mediador de la
ovulacién en moscas tsetse. La ovulacion puede ser inducida por inyeccién de dibutiril ;CAMP o aminofilina.

En Annals of the New York Academy of Sciences, 541, 1988, 22-29, Janson et al. informan que la inhibicién de la
degradacion de cAMP en los ovarios, que han sido estimulados mediante una dosis ovulatoria de LH, aumenta el
namero de ovulaciones en comparacion con los ovarios estimulados por LH solamente. Una combinacién de dibutiril
CAMP e IBMX también puede inducir la ovulacion.

Endocrinology, 133(5), 1993, 2301-2306, de Peterson et al. describe que el uso de LH e IBMX crea un estimulo de la
ovulacion in vitro.

SUMARIO DE LA INVENCION
La presente invencion se refiere a las siguientes realizaciones

1. Uso de una composicion que comprende un inhibidor de fosfodiesterasa que es Piclamilast, en la
preparacion de un medicamento para inducir la ovulacion en un huésped femenino.

2. Uso de una composicion que comprende un inhibidor de fosfodiesterasa que es Piclamilast, en la
preparacion de un medicamento para el tratamiento de un trastorno de anovulacion.

3. El uso de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en donde la composicion comprende, ademas, gonadotropina
coriénica humana u hormona luteinizante.

4. El uso de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacién 2, en donde el medicamento es una solucién,
un comprimido o una capsula.

5. El uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el medicamento es para administracion antes de la
fase luteal de dicho ciclo ovulatorio del huésped.
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6. El uso de acuerdo con la reivindicacién 5, en el que el medicamento es para la administracion como parte
de un tratamiento combinado para estimular el desarrollo folicular y la ovulacion en un huésped femenino que
comprende la administracién de un agente que aumenta las concentraciones hormonales estimulantes del
foliculo en dicho huésped durante la fase folicular del ciclo ovulatorio del huésped, en el que dicho agente es
seleccionado a partir del grupo que consiste en: hormona estimulante del foliculo; clomifeno; tamoxifen;
raloxifen; toremifen; droloxifen; letrozol; fadrozol; anastrozol;, vorozol;, daidzein; genistein; biochanin A y
formononetin.

7. El uso de acuerdo con la reivindicacién 5, en el que la composicion ademas comprende hormona
luteinizante.

8. El uso de acuerdo con la reivindicacion 5, en el que la composicion ademas comprende la
coriogonadotropina.

9. El uso de acuerdo con la reivindicacion 7, en el que la concentracién de lutropina es reducida comparada con
los regimenes existentes.

10. El uso de acuerdo con la reivindicacion 8, en el que la concentracion de coriogonadotropina es reducida
comparada con los regimenes existentes.

11. El uso de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en el que el medicamento es para la administracion en el
momento de un régimen de induccidon de ovulacion existente en el que la coriogonadotropina humana o
lutropina son administradas a dicho huésped.

12. Uso de un inhibidor de fosfodiesterasa, que es Piclamilast, para la fabricacién de un medicamento, en el
que el medicamento es para la administracion en un método para recuperar ovocitos para la fertilizacion in
vitro.

Se describe en esta memoria el uso de un modulador no peptidico de los niveles de cAMP, preferiblemente un inhibidor
de PDE, mas preferiblemente un inhibidor de PDE4, para la fabricaciéon de un medicamento para la induccién de la
ovulacion en un paciente.

Se describe en esta memoria un modulador no peptidico de los niveles de cAMP, preferiblemente un inhibidor de PDE,
mas preferiblemente un inhibidor de PDE4, para la fabricacion de un medicamento para la induccion de la ovulacién en
un paciente.

Se describe en esta memoria el uso de un modulador no peptidico de los niveles de cAMP, preferiblemente un inhibidor
de PDE, mas preferiblemente un inhibidor de PDE4, para la fabricacion de un medicamento para la induccion de la
ovulacion en un paciente en un regimen en el que la maduracion folicular es inducida con clomifeno o un inhibidor de
aromatasa, preferiblemente un inhibidor de aromatasa seleccionado de Letrozol y Anastrozol, antes de la induccion de la
ovulacion.

Se describe en esta memoria el uso de un modulador no peptidico de los niveles de cAMP, preferiblemente un inhibidor
de PDE, mas preferiblemente un inhibidor de PDE4, para la induccién de la ovulacién en un paciente en un regimen en
el que la maduracion folicular es inducida con clomifeno o un inhibidor de aromatasa, preferiblemente un inhibidor de
aromatasa seleccionado de YM-511, Letrozol, Fadrozol y Anastrozol, mas preferiblemente seleccionado de Letrozol y
Anastrozol, antes de la induccién de la ovulacion.

Se describe en esta memoria un kit para uso en la induccién de la ovulacion y/o tecnologias de reproduccién asistida
(ART), comprendiendo el kit dosis diarias de FSH suficientes y/o un compuesto que tiene un efecto de FSH,
preferiblemente clomifeno o un inhibidor de aromatasa, preferiblemente un inhibidor de aromatasa seleccionado de YM-
511, Letrozol, Fadrozol y Anastrozol, para provocar la maduracion folicular, y una dosis inductora de la ovulacion de un
modulador no peptidico de los niveles de cAMP, preferiblemente un inhibidor de PDE, mas preferiblemente un inhibidor
de PDE4, e instrucciones para el uso del kit en la induccion de la ovulacién o ART.

Se describe en esta memoria el uso de un modulador no peptidico de los niveles de cAMP, preferiblemente un inhibidor
de PDE, més preferiblemente un inhibidor de PDE4, para la induccién de la ovulacién en un paciente en un regimen en
el que se administran también hCG o LH para inducir la ovulacion, y la hCG o LH se administran a una dosis reducida en
comparacion con la cantidad de hCG o LH normalmente requerida para inducir la ovulacion en el mismo paciente.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a modos de mejorar la fertiidad en un huésped femenino, que comprenden la
administracion al huésped femenino de un modulador no polipeptidico del nivel de adenosina monofosfato ciclico
(cAMP). Se describe en esta memoria la administracion especifica del modulador no polipeptidico del nivel de cAMP
para inducir la ovulacién del foliculo maduro dominante antes de la fase luteal de un ciclo de ovulacién. Moduladores no
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polipeptidicos del nivel de cAMP preferidos incluyen inhibidores de fosfodiesterasa, particularmente de isoformas de
inhibidores de fosfodiesterasa 4.

A pesar de que se ha informado de efectos de los inhibidores de PDE sobre la esteroidogénesis de células granulosas,
estimulada por LH, in vitro, la presente invencién describe dos nuevos hallazgos. Primero, los inhibiodres de PDE
fracasan en potenciar el crecimiento folicular in vivo, a pesar del papel aceptado de cAMP en las vias celulares tanto de
FSH como de LH. Ademas de ello, se presenta la evidencia de que los inhibidores de PDE potenciaban la
esteroidogénesis estimulada por gonadotropina in vitro, lo cual ejemplifica adicionalmente la nueva actividad del inhibidor
de PDE sobre la ovulaciéon dependiente de LH. En segundo lugar, los inhibidores de PDE aumentaban la tasa de
ovulacién, in vivo, en ausencia de LH o hCG arfiadida. Considerando la actividad oral de inhibidores de PDE, este
segundo hallazgo proporciona la base para el primer regimen potencial libre de inyeccion para la induccion de la
ovulacién, dado que los inhibidores de PDE pueden utilizarse junto con regimenes existentes, segln se describe mas
abajo.

Se describe en esta memoria la estimulacion del desarrollo folicular antes de la administracion de un modular no
polipeptidico del nivel de cAMP, que comprende la administracion de un agente que aumenta las concentraciones de
FSH durante la fase folicular del ciclo de ovulacion del huésped. El objetivo de esta invencion de aumentar FSH se
refiere Unicamente a un desarrollo y maduracion foliculares y no a la induccion de la ovulacion. Agentes preferidos
incluyen FSH propiamente dicho, clomifeno, moduladores selectivos del receptor de estrogenos, inhibidores de
aromatasa y moduladores selectivos de la regulacién neuroendocrina de la produccion de FSH.

Se describe en esta memoria la co-administracion de un modular no polipeptidico del nivel de cAMP con LH o
coriogonadotropina (CG) antes de la fase luteal del ciclo de ovulacion del huésped femenino. La co-administracion
puede producirse secuencial o simultaneamente, asi como por el mismo modo o por modos diferentes de administracién
(p. €j. por via parenteral y/u oral). Ademas, se describe en esta memoria el uso de concentraciones de LH o CG
administradas al huésped més bajas que las concentraciones que se utilizan en los actuales regimenes de induccion de
la ovulacion y, con ello, reduciendo la probabilidad de la hiperestimulacion de los ovarios.

Adicionalmente, se describe en esta memoria el uso de un modulador no polipeptidico del nivel de cAMP como un
agente terapéutico en el reemplazamiento de o la potenciacion del efecto de hCG o LH en la recvogida de oocitos para
la fertilizacion in vitro.

Se describe en esta memoria el uso de un modulador no polipepidico del nivel de cAMP en forma de una
pequefia molécula terapéutica (p. €j. inhibidores de fosfodiesterasa) que se administra por via oral mas que por
inyeccion, la via de administracion requerida para proteinas y el modo de administraciéon en los actuales regimenes de
induccidén de la ovulaciéon. La administracién oral evita los efectos secundarios agudos y sistémicos asociados con este
tipo de inyecciones. Principalmente, la pequefia molécula terapéutica es eficaz para inducir ovulaciones y puede ser
para la administracién sola o con o sin LH o CG y, de forma alternativa, a las concentraciones inferiores de LH o CG que
actualmente son usadas, y asi, disminuyéndose la aparicion de la hiperestimulacion ovarica y sus riesgos asociados. Por
consiguiente, pueden ser evitados nacimientos multiples y complicaciones que amenacen la vida para la madre y recién
nacidos. Ademas, la presente invencién es util para la oportunidad de un examen diagnostico complementario mas
precoz para el embarazo que los regimenes de induccidn de ovulacion actuales que implican el uso de CG.

Los métodos de tratamiento descritos en esta memoria seran Utiles para el tratamiento de infertilidad en seres humanos,
pero también en otros mamiferos (tales como caballos y ganaderia, por ejemplo ganado, ovejas, vacas y similares) y
otras especies tales como piscicolas (es decir, peces) y aviares (es decir, aves).

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1 es una representacion esquematica de un régimen de induccidon de ovulacion generalizado en seres
humanos.
La figura 2 es una representacién en un diagrama de barras del efecto de inhibidores de fosfodiesterasa in vitro (es
decir, el Compuesto 1 y el Compuesto 2 (referencia)) al aumentar los niveles de cAMP intracelular en células de la
granulosa.

La figura 3 es una representacion en un diagrama de barras del efecto de un inhibidor de fosfodiesterasa (es decir, el
Compuesto 1) en la maduracion del foliculo en ratas, in vivo.

La figura 4 es una representacion en un diagrama de barras del efecto de un inhibidor de fosfodiesterasa (es decir, el
Compuesto 1) en la ovulacién con CG en ratas, in vivo.

La figura 5 es una representacion en un diagrama de barras del efecto de un inhibidor de fosfodiesterasa (es decir, el
Compuesto 1) en la ovulacion con y sin CG en ratas, in vivo.
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La figura 6 es una representaciéon en un diagrama de barras del efecto de un inhibidor de fosfodiesterasa (es decir, el
Compuesto 2) en la ovulacion con y sin CG en ratas, in vivo.

La figura 7 es una representacion en un diagrama de barras del efecto de un inhibidor de fosfodiesterasa (es decir, el
Compuesto 2) en la ovulaciéon después de la administracion oral y subcutanea.

La figura 8 es una representacion en un diagrama de barras del efecto del inhibidor de PDE Compuesto 3 en
ovulacion invivo después de la administracion oral y subcutanea.

a

La figura 9 es una representacion en un diagrama de barras del efecto del inhibidor de PDE Compuesto 4 en
ovulacion en presencia o ausencia de una dosis subeficaz de hCG in vivo.

a

La figura 10 es una representacion en un diagrama de barras del efecto del inhibidor de PDE Compuesto 2 en la

ovulacion y la fertilidad.
I. Definiciones

En general, los términos o expresiones siguientes tienen la definicion indicada cuando se usan en la descripcion,
ejemplos y reivindicaciones.

"Administracion” se refiere al suministro de un agente terapéutico en un huésped femenino. En el contexto de la
presente invencion, ésta incluiria la liberaciéon de un modulador del nivel de cAMP no polipeptidico y/o un agente que
aumente las concentraciones de FSH. Este término se describe méas ampliamente abajo en la seccion titulada
"Composiciones farmacéuticas" contenida en este documento.

"Ovulacion”, para los objetivos de esta invencion, se refiere al procedimiento en el que un 6vulo o varios évulos son
liberados desde los ovarios. Cuando se aproxima la mitad del ciclo, hay una subida drastica de los estrégenos, seguido
de un pico de subida de LH y, a un grado menor, de FSH. Esto provoca que el foliculo dominante ovule. La ovulacion
consiste en un agrandamiento folicular rdpido seguido de la salida del foliculo de la superficie desde la corteza ovéarica.
En dltima instancia, la ruptura del foliculo causa la extrusién de un complejo ovocito-cimulo. El remanente del foliculo
dominante entonces se reorganiza para volverse el cuerpo luteo.

"Anovulacién" se refiere a una falta de ovulacion.

"Modulador del nivel de cAMP no polipeptidico" se refiere a compuestos que no estan compuestos de aminoacidos en
su totalidad, independientemente de la glicosilacién, y que actdan, directamente o indirectamente, para aumentar los
niveles intracelulares de cAMP. Tales compuestos pueden aumentar los niveles de cAMP estimulando la sintesis de
cAMP o inhibiendo su degradacién, o ambos. Los ejemplos de moduladores que aumentan la sintesis de cAMP incluyen
los activadores de adenil-ciclasa, tal como la forskolina. Los ejemplos de moduladores que disminuyen la degradacion
de cAMP incluyen los inhibidores de fosfodiesterasas, tal como la teofilina.

"Huésped femenino" significa un individuo de género femenino de una especie a la cual los agentes son administrados
conforme a la presente invencion. Seres humanos diferentes de mamiferos y otras especies tales como peces y aves
son incluidas por definicion en este documento.

"Inhibidor de fosfodiesterasa" se refiere a compuestos quimicos que bloquean o inhiben a las fosfodiesterasas (PDE)
cuya accion es inactivar sus dianas de nucle6tidos ciclicos (es decir, el cAMP y el cGMP) por division hidrolitica del
enlace 3'-fosfodiéster, causando una acumulacion pasiva de nucledtidos ciclicos especificos. Los inhibidores pueden ser
no selectivos para todas las isoformas de fosfodiesterasa o selectivos para las isoformas especificas. Véanse los
compuestos citados en este documento.

"Isoformas de fosfodiesterasa" se refieren a una familia de isozimas o isoformas responsables del metabolismo o la
degradacion de los segundos mensajeros intracelulares, cCAMP y cGMP. Las isoformas especificas pueden tener
localizaciones celulares y subcelulares altamente selectivas. Los ejemplos de las isoformas de fosfodiesterasa incluyen
PDE3 y PDEA4.

"Fase folicular" se refiere a la primera parte del ciclo menstrual y es caracterizada por un aumento progresivo de los
niveles circulantes de estradiol e inhibina B por el desarrollo del foliculo de Graaf.

"Antes de la fase luteinica" se refiere al periodo del ciclo menstrual antes del cambio desde la fase folicular dominada
por los estrégenos a la fase luteinica dominada por la progesterona. Antes de la fase luteinica, los niveles de estr6geno
son generalmente mayores o iguales a 150 pg/ml/foliculo para un foliculo de 16 mm de diametro y el tamafio del foliculo
no es generalmente menor de 14 mm de didmetro. Estos criterios no son absolutos y variaran de paciente a paciente.
En el contexto de la presente invencion y en los términos del momento de administracion del modulador del nivel de
cAMP no polipeptidico, el modulador del nivel de cAMP no polipeptidico puede ser administrado a un huésped femenino
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en el punto de tiempo de un régimen de induccién de la ovulacién existente en el que hCG o LH normalmente son
administrados a dicho huésped.

"Ciclo ovulatorio” o "ciclo menstrual" se refiere a una serie de acontecimientos ciclicos durante un periodo de tiempo
especifico de cada especie que incluye el crecimiento folicular y el desarrollo, el reclutamiento, la seleccion, el
predominio, la ovulacion, y la formacion del cuerpo liteo y su muerte. Funcionalmente, el ciclo puede ser dividido en tres
fases, la fase folicular, ovulatoria y luteinica. Este ciclo también puede referirse al ciclo menstrual.

"Induccion de la ovulacion” se refiere al proceso en el que un(varios) polipéptido(s) y/o sustancia quimica sintética es
usada para causar la ovulacién en huéspedes femeninas que, sino serian anovulatorias, causando la induccion de la
ruptura folicular y la ovulacion de ovocitos fertilizables. La induccion de la ovulacién no incluye los acontecimientos
precedentes a tiempo durante el ciclo ovulatorio de maduracion folicular y desarrollo.

"Hiperestimulacién ovérica" se refiere a la intervencién farmacoldgica de un ciclo menstrual ovulatorio o anovulatorio.
Esto implica la maduracion de mdltiples foliculos que causan codominancia de numerosos foliculos y la disponibilidad de
multiples ovocitos fertilizables.

"Foliculo” se refiere al saco relleno de fluido que rodea el 6vulo, conteniendo el saco también células de la granulosa.

"Desarrollo folicular" se refiere al crecimiento progresivo y al desarrollo de foliculos ovéricos, particularmente durante la
fase folicular del ciclo ovulatorio y que conducen al reclutamiento y al predominio de un foliculo destinado a ovular.

"Hormona estimulante del foliculo (FSH) e isoformas" se refiere a una hormona liberada por la glandula pituitaria que
estimula el crecimiento de foliculos ovaricos e isoformas de FSH como se describe, por ejemplo, en la patente de
EE.UU. N°. 5.087.615.

"Moduladores del receptor de estrogeno selectivos” se refieren a compuestos quimicos o polipéptidos que actian como
un antagonista del receptor de estrégeno a nivel del hipotalamo y la glandula pituitaria, y como un agonista a nivel del
Utero. Los ejemplos de tales moduladores pueden incluir tamoxifen, raloxifen, toremifen, clomifeno y droloxifen.
Referencia, Endocrinology, diciembre de 1999: 138 (12): 5476-5484.

"Inhibidores de aromatasa" se refieren a compuestos quimicos o polipéptidos que bloquean o inhiben la actividad de
aromatasa que es una enzima que convierte los andrégenos en estrégenos. Los ejemplos de inhibidores de aromatasa
incluyen letrozol, anastrozol y vorozol. Referencias, 1) Journal of Endocrinology, febrero de 2000: 164(2): 225-238; y 2)
Journal of Steroid Biochemistry and Molecular Biology, abril de 1997: 61 (3-6): 157-166.

"Enzimas relacionadas con la génesis de esteroides" se refieren a cualquier enzima que esta implicada con la catalisis
de reacciones bioquimicas que conducen a la sintesis de estrégenos y progesterona incluyendo la 3-B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa vy los inhibidores de esta enzima incluyen daidzein, genistein, biochanin A y formononetin. Referencia,
Journal of Steroid Biochemistry and Molecular Biology, abril de 1996: 58 (1): 95-101.

"Clomifeno" se refiere a 2-[4-(2-cloro-1,2-difeniletenil)fenoxi]-N,N-dietiletanamina y sus sales.

"Hormona lutenizante" se refiere a una hormona liberada por la glandula pituitaria que tiene el objetivo dual de hacer que
un foliculo dominante libere su huevo y estimular el cuerpo liteo para secretar la progesterona.

"Concentraciones reducidas" se refieren a concentraciones inferiores de un agente administrado cuando se compara con
niveles estandar de agentes administrados. En el contexto de la presente invencion, las concentraciones inferiores de
LH o CG son administradas de modo que son administradas en los regimenes de induccién de ovulacion existentes.

"Regimenes de induccion de ovulacion existentes” se refieren a métodos actuales para inducir la ovulacion incluyendo el
uso de clomifeno, gonadotropinas (es decir, FSH, LH y CG) o una combinacion de estos agentes para promover la
foliculogénesis y la ovulacion inducida en hembras anovulatorias. Los regimenes varian en términos del momento, la
frecuencia y la concentracién de los agentes administrados. Esta definicidn incluye las modificaciones de los regimenes
actuales que todavia requieren la administraciéon de hCG o LH en un punto de algin momento durante el régimen de
induccién de la ovulacion. Los tratados siguientes son sobre infertilidad femenina, induccion de la ovulacion y
foliculogénesis estimulada. “Reproductive Endocrinology, Surgery, and Technology”, Volimenes 1 y 2; Editores: E.Y.
Adashi, J.A. Rock y Z. Rosenwaks; Ediciones Lippincott-Raven, Filadelfia, 1996 y “Female Infertility Therapy Current
Practice”; Editores: Z. Shoham, C.M. Howles y H.S. Jacobs; Martin Dunitz Ltd, Londres, 1999.

"Coriogonadotropina” se refiere a una hormona glicoproteica que es biolégicamente e inmunolégicamente similar a la LH
de la glandula pituitaria. En el embarazo normal, la CG es producida por la placenta y puede ser usada como un
marcador diagnostico del embarazo por los elevados niveles en la concentracion en suero. Las siglas hCG se refieren a
la coriogonadotropina humana.
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"Agente que aumenta las concentraciones de FSH" se refiere a cualquier composicion de materia, proteina o sustancia
quimica sintética, que cuando se administra a un huésped femenino aumenta las concentraciones del nivel en suero de
FSH, directamente o indirectamente, administrando FSH en si mismo, o un agente que estimula su produccion
enddgena o inhibe su degradacién enddgena. La definicién de esta expresion y agente incluye los compuestos que no
pueden aumentar las concentraciones de FSH, pero que tienen la funcién biolégica y la actividad hormonal estimulante
del foliculo.

Il. Principios de induccion de la ovulacién

Los problemas con los niveles de gonadotropina inadecuados o inapropiados han sido reconocidos como causas de la
disfuncién ovulatoria desde los afios 60. La eficacia clinica de varios preparativos de gonadotropina usados era
proporcional a la cantidad de la FSH administrada. Las pruebas iniciales sugirieron que no se requiera la LH exégena
para una foliculogénesis adecuada durante la induccion de la ovulacion. Se hizo evidente, sin embargo, que las mujeres
a las que sélo se les habia proporcionado FSH exdgena fallaban en producir el estradiol folicular adecuado para la
induccidn de la ovulacién. La presencia de al menos alguna cantidad de LH exdgena o enddgena para la induccién de la
ovulaciéon en seres humanos parece ser importante. La figura 1 ilustra una representacion esquematica de un régimen
de induccién de ovulacion generalizado. Se proporciona una preparacion de FSH a 75 Ul/dia durante los 7 primeros
dias. Al final de los 7 dias, es tomada una exploracion por ultrasonidos para evaluar el diametro folicular y es medido el
estradiol en suero. Si el foliculo es menor de 12 mm, la dosis de FSH es doblada, y una exploracién subsecuente es
tomada en otros 5 - 7 dias. Los pacientes con foliculos > 15 mm de diametro reciben una dosis de bolo ovulatorio de
hCG.

Ill. Régimen de induccién de ovulacion generalizado

La induccion de la ovulacién es tanto una técnica como una ciencia. A pesar de una serie notable de protocolos de
tratamiento, ningun enfoque simple o método especifico es Unicamente el adecuado. Ciertos principios se aplican
realmente, sin embargo, y proporcionan la base para un tratamiento seguro y eficaz. Sin embargo, debe ser apreciado
que el grupo de criterios expuestos en adelante para inducir la ovulacién se proporciona, por ejemplo, para sus objetivos
sé6lo y puede variar considerablemente por la clinica, el paciente y el objetivo del tratamiento.

El primer ciclo por lo general implica la administracion de FSH diariamente comenzando del dia 4 al 7 de la retirada del
sangrado. El crecimiento del foliculo y la respuesta son controlados tanto por los niveles de estrégeno como por
ultrasonido. La estimulacién del foliculo adecuado es alcanzada por lo general a los 7 a 14 dias desde la administracion
continua de FSH. El tratamiento con FSH durante menos de 8 dias esta asociado con mayores tasas de aborto
espontaneo entre las embarazadas.

Una vez que ha sido alcanzado un desarrollo del foliculo suficiente (dos foliculos de 16 a 18 mm junto con una subida
progresiva del estrégeno en suero de 500 a 1.000 pg/mL), se administra hCG (5.000 o 10.000 Ul). EI momento de la
administracion de hCG es importante porque las complicaciones principales atribuidas a la hiperestimulacion inducida
por gonadotropina y los embarazos miltiples probablemente son el resultado de los efectos prolongados de la hCG.
Aungue la semivida de hCG sea aproximadamente 8 horas, puede ser detectable en la sangre del paciente a los 7 a 10
dias después de la inyeccién y puede haber un diagnéstico erroneo de un embarazo de tratamiento con éxito. Después
de la administracion de hCG, la pareja es instruida para que tenga relaciones en esa misma noche y un par de veces
mas durante las 48 horas siguientes.

La regla fundamental en cuanto a la administracién de gonadotropina consiste en que todos y cada uno de los ciclos de
tratamiento deben ser individualizados, controlados y ajustados de manera apropiada. El control es necesario no sélo
para potenciar la ovulacion y las tasas de embarazo, sino que también para reducir el riesgo de una hiperestimulacion
ovarica severa y sus potenciales consecuencias y embarazos miltiples.

Esto es logrado por las determinaciones frecuentes de los niveles de estradiol en plasma/suero y por la inspeccién de
los ovarios por ultrasonido. Los niveles de estradiol generalmente tienen correlacion con el numero de foliculos
crecientes, pero no necesariamente con el nimero de foliculos maduros. La confianza sobre los niveles de estradiol
como marcador para la madurez del foliculo puede sugerir errbneamente la madurez del foliculo en presencia de
pequefos foliculos mudltiples, causando una administracion prematura de hCG. Como el crecimiento folicular tiene
correlacion directamente con la maduracion del évulo, la evaluacion con ultrasonidos del didmetro folicular promedio
puede ser un mejor indicador en la evaluacion de la madurez y el momento de la administracion de hCG. Los niveles de
estrégeno deben ser usados por lo tanto para evaluar el desarrollo folicular inicial como un indicador de la respuesta de
gonadotropina, y el ultrasonido deberia ser usado para evaluar el nimero y el tamafio de los foliculos que maduran.

El objetivo de la mayor parte de los tratamientos es maximizar el potencial para un embarazo de gestacion Unica
reduciéndose el riesgo del sindrome de la hiperestimulacion. Niveles de estradiol entre 1000 y 1500 pg/mL parecen ser
los niveles éptimos, pero los reales pueden variar dependiendo del laboratorio usado y la experiencia del médico. El
riesgo de la hiperestimulacion aumenta con niveles de estradiol méas altos. En general, cuando el estradiol en suero
excede los 2000 pg/mL, la hCG deberia ser administrada con gran precaucion o ser retenida para permitir el retroceso
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de los foliculos. En el hipogonadismo hipogonadotrépico, el riesgo de una hiperestimulacion severa para valores
mayores que 2400 pg/mL es del 5% en ciclos de embarazo y del 1% en ciclos de no embarazo. Ademas, debido a que la
hiperestimulacion tiende a tener correlacién con el nimero de foliculos presentes, la decision de retener la hCG puede
estar también basada en un hallazgo por ultrasonido de 10 o mas foliculos que se desarrollen.

Los tratados siguientes son sobre la infertilidad femenina, la foliculogénesis estimulada y la induccion de la ovulacion:
“Reproductive Endocrinology, Surgery, and Technology”, Volumenes 1 y 2; Editores: E.Y. Adashi, J.A. Rock y Z.
Rosenwaks; Ediciones Lippincott-Raven, Filadelfia, 1996 y “Female Infertility Therapy Current Practice”; Editores: Z.
Shoham, C.M. Howles y H.S. Jacobs; Martin Dunitz Ltd, Londres, 1999

IV. Divulgacion de la presente descripcion

En la presente memoria se describe una forma de induccion de la ovulacién que comprende la administracion de un
modulador del nivel de AMPc no polipeptidico en un régimen de induccion de la ovulacién, en el que el modulador se
administra para potenciar o sustituir la administracion de hCG (o LH), que se administra tipicamente antes de la fase
luteinica de un ciclo ovulatorio que se produce de forma natural o inducida. El modulador puede administrarse en
solitario o coadministrarse, simultaneamente o de forma secuencial, con hCG (o LH), asi como mediante diferentes
modos de administracion (por ejemplo, por via parenteral o por via oral).

En la presente memoria se describe la coadministracion, ya sea simultineamente o de forma secuencial, de un
modulador del nivel de AMPc no polipeptidico con LH o CG antes de la fase luteinica del ciclo ovulatorio del hospedador
hembra. Ademas, puesto que se cree que las complicaciones principales atribuidas a la hiperestimulacion ovarica
inducida por gonadotropina y a las consiguientes gestaciones multiples son probablemente el resultado de los efectos
prolongados de la hCG, la invencién proporciona el uso de menores concentraciones de LH o CG administradas al
hospedador que las usadas en regimenes de induccién de la ovulaciéon existentes y, disminuyendo de este modo la
probabilidad de hiperestimulacion ovarica y, por consiguiente, evitando los efectos secundarios asociados con ese
estado: nacimientos multiples, neonatos de bajo peso y complicaciones de la salud para la madre.

Deberia sefialarse que la administracion de moduladores del nivel de AMPc no polipeptidicos no tienen efecto
terapéutico sobre el desarrollo y la maduracion folicular durante el ciclo ovulatorio.

En la presente memoria se describen métodos de induccidon de la ovulacion en un hospedador hembra, que comprenden
la administracion de un modulador del nivel de monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) no polipeptidico al hospedador
hembra. Los moduladores del nivel de AMPc no polipeptidicos actuan, directa o indirectamente, aumentando los niveles
intracelulares de AMPc. Dichos compuestos pueden aumentar los niveles de AMPc por estimulacién de la sintesis de
AMPc o por inhibicién de su degradacion, o ambas. Los ejemplos de moduladores que aumentan la sintesis de AMPc
incluyen activadores de la adenil ciclasa tales como forskolina. Los ejemplos de moduladores que disminuyen la
degradacion de AMPc incluyen inhibidores de fosfodiesterasas tales como teofilina. El modulador del nivel de AMPc no
polipeptidico mencionado incluye inhibidores de la fosfodiesterasa, particularmente inhibidores de las isoformas de
fosfodiesterasa 4.

En la presente memoria se describe la administracion especifica del modulador del nivel de AMPc no polipeptidico antes
de la fase luteinica del ciclo ovulatorio del hospedador. Como potenciador o sustituto de la hCG en un régimen de
induccidn de la ovulacién, en el que la hCG se administra tipicamente hacia el final de la fase folicular pero antes de la
fase luteinica del ciclo ovulatorio.

El momento de administracion preferido del modulador del nivel de AMPc no polipeptidico es antes de la fase luteinica
del ciclo ovulatorio del hospedador.

En la presente memoria se describe la estimulacion del desarrollo folicular antes de la administracion de un modulador
del nivel de AMPc no polipeptidico para inducir la ovulacién, que comprende la administraciéon de un agente que
aumenta las concentraciones de hormona foliculoestimulante (FSH) durante la fase folicular del ciclo ovulatorio del
hospedador. Los agentes preferidos incluyen FSH, de por si, clomifeno, moduladores selectivos del receptor de
estrogenos, inhibidores de aromatasa y agentes que no sean FSH pero tengan la funcién bioldgica y la actividad de la
FSH. Por lo tanto, la administracion de los agentes descritos en la presente memoria en un momento prescrito respecto
al desarrollo y la maduracién de los foliculos se reivindica para mejorar el proceso de ovulacion y la posterior
fecundacion que deben tener lugar si va a producirse la concepcion.

Deberia sefialarse que cuando un modulador del nivel de AMPc no polipeptidico se administra en solitario y no se
coadministra con hCG, la presente invencion proporciona la oportunidad de ensayos de diagndéstico de gestacion mas
tempranos que los regimenes de induccion de la ovulacion actuales, que implican el uso de CO.

V. Inhibidores de fosfodiesterasa

Para inhibidores de fosfodiesterasa usados como moduladores de AMPc no polipeptidicos puede usarse esencialmente
cualquier inhibidor no toxico de PDE, incluyendo inhibidores selectivos y no selectivos de PDFA. Los inhibidores no
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selectivos de PDE4 e inhibidores de PDE3/PDE4 combinados adecuados incluyen teofilina, isobutilmetilxantina, AH-21-
132, Org-30029 (Organon), Org-20241 (Organon), Org-9731 (Organon), Zardaverina, vinpocetina, EHNA (MEP-1),
Milrinona, Siguazodan, Zaprinast, SK+F 96231, Tolafentrina (Byk Gulden), Filaminast (Wyeth-Ayerst Pharmaceuticals).

Se prefieren particularmente inhibidores selectivos especificos para PDE4. Muchos inhibidores selectivos de PDE4
conocidos se incluyen en una de seis clases estructurales quimicas, tipo rolipram, xantinas, nitracuazonas,
benzofuranos, naftalenos y quinolinas. Los ejemplos de analogos de tipo rolipram incluyen miméticos de pirrolizidinona e
imidazolidinonas de rolipram y Ro 20-1724, asi como derivados de benzamida de rolipram tales como RP 73401
(Rhone-Poulenc Rorer). Los analogos de xantina incluyen Denbufilina (SmithKline Beecham) y Arofilina (Almirall); los
analogos de Nitracuazona incluyen CP-77.059 (Pfizer) y una serie de pirid[2,3d]piridazin-5-onas (Syntex); los analogos
de Benzofurano incluyen EP-685479 (Bayer); los analogos de Naftaleno incluyen T-440 (Tanabe Seiyaku); y los
anélogos de Quinolina incluyen SDZ-1SQ-844 (Novartis).

Los més preferidos son los que se indican a continuacion:

Compuestos desvelados en el documento WO 97/42174 (Pfizer, Inc.):
R

=]

N-pt

w

R

en la que R1 es ciclopentilo o ciclohexilo, R2 es etilo, R3 es un acido carboxilico, éster o amida primaria,
hidroximetilo o un grupo carbonilo, y R* es ciano;

Compuestos desvelados en las patentes de Estados Unidos N° 5.710.160 y 5.710.170 (Merck FrostCanada, Inc.):
"G

en la que R se selecciona entre H, CO-(4-mepiperazinilo), CO-(pirrolidinilo), CHNOH, 5-tetrazolilo, (CH)OHCHg,
COCHs, CONHSO,CHg, CONHSO,Ph, CONHSO,CF3, CONHSO,C¢H,4CH3(0), CH,CONHSO,Ph,
CH,CONHSO,CF3, COH(CF3), y SO,NHCOCgH,CHs(O).

Compuestos desvelados en el documento WO 98/2007 (Darwin Discovery), representados por:

.
O
C N cH, Ms0 N CR,
H ¥ N /,.\"
CF, CH,

Compuestos desvelados en el documento WO 98/14432 (Janssen Pharm NV):

'
o
CN
R’\OIDH/\NI
/™

R

en la que R' es H 0 CHs, R® es CH3 0 CHF,, R® es ciclopentilo, indanilo, ciclopropilmetilo, Ph(CH,)s, THF.

Compuestos desvelados en el documento WO 98/18796 (Novartis):
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en la que X es NH,, OH, NHPh, NPh,, Ph, CcH,CO,H e Y es ClI, CN, NO,.

Compuestos desvelados en el documento WO 97/49702 (Pfizer, inc.), representados por:

Chlo

en la que R! es ciclopentilo, ciclopropilo, Ph(CH,)s, Bencilo o H, R? es CHs, Bencilo, Tosilo o H, R® es CH; 0 CI, A es
CH, alquilo C,OoN,yBesCoN.

Compuestos desvelados en el documento WO 98/02440 (Bayer AG):

en la que R' es CHs3, OH, Oalilo, OCHjs, C,Hs, Propilo o Acetilo, R? es 3-Cl, 2,4-Cl,, 3-NO,, 3-Br, 4-F, 4-Cl, 2,4-(CHy),
0 2,4(CH30)s,.

Compuestos desvelados en los documentos WO 97/44337, WO 97/44036, WO 97/44322 (Chiroscience Ltd.):

en las que R! es CHs, Etilo o Propilo, R? y R® se seleccionan independientemente entre H heteroarilo o arilo
opcionalmente sustituido, y R* y R’ se seleccionan independientemente entre acilo, alquilo (opcionalmente sustituido
con OH o halégeno), arilo, heteroarilo y acilo sustituido con arilo o heteroarilo.

Compuestos desvelados en la patente de Estados Unidos N° 6.303.789 (Byk Gulden Lomberg Chemische Fabrik
GmbH):
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R d
Qa’ N

o R

: OR.
lc‘":)n\o/ )

en la que R! es alcoxi C1-6, cicloalcoxi C3 7, mcloalquﬂmetoxn C3-7, benciloxi o alco><| C1-4 que esta completa o
predomlnantemente sustituido con fltior; R? es hidrégeno; y R®es hidrégeno; o R? y R® son juntos un grupo metileno;
R* es hidrégeno, alquilo C1-8, alcoxi C1-6-alquilo C1-4, alquiltio C1-6-alquilo C1-4, alquilsulfinil C1-6-alquilo C1-4,
alquilsulfonil C1-6-alquilo C1-4, alquilcarbonilo C1-8, cicloalquilo C3-7, C|cloanU|Imet|Io C 3-7, fenilalquilo C1-4 o
alqluno Cl-4 c13ue esta completa o predomlnantemente sustltwdo con fluor R® es fenilo, piridilo, fenilo sustituido con

R® y R> o piridilo sustituido con R>, R> R*® y R en el que R es hidroxilo, halégeno, ciano, carboxilo,
trlfluorometllo alquilo C1-4, alcoxi C1-4, aIcoxmarbomIo Cl 4, alquilcarbonilo C1-4, alquilcarboniloxi C1-4, amino,
mono- o di-alquilamino C1-4 o alquncarbonllamlno C1-4; R¥es hidrégeno, hidroxilo, halogeno amino, trifluorometilo,
alquilo C1-4 o alcoxi C1-4, R* es hidrégeno, halégeno, alquilo C1- 4 o alcoxi C1-4; R hidroxilo, halégeno, ciano,
carboxﬂo alquilo C1-4, alcoxi C1- 4 alcoxicarbonilo C1-4 o0 amino; R> es hldrogeno halégeno, amino o alquilo C1-4;
R>® es hidrégeno o halégeno; y R* es hidrégeno o halégeno; nes 1 6 2; mes 1 6 2; en el que la suma de m y n solo
puede asumir los valores de 2 6 3, una sal de estos compuestos y el N-Oxido de las piridinas o una sal de los
mismos.

Compuestos desvelados en la patente de Estados Unidos N°: 6.316.472 (Merck Frosst Canada):
OR!?
R0,

R5
7N =Y

RE™ »=N
$(0),

(CR3RY),— AR

o un hidrato o sal farmacéuticamente aceptable de los mismos, en la que:

Y representa N o N-Oxido;

y representa 0,162;

R y R? se seleccionan independientemente entre: H, alquilo C,5y haloalquﬂo Cie

R?y R? se seleccionan independientemente entre H y alquilo Cy, 0 R® Y R* unidos al mismo &tomo de carbono,
tomados juntos representan un atomo de oxigeno de carbonilo, o R® y R™ unidos a atomos de carbono diferentes,
considerados junto con los d&tomos de carbono a los que estan unidos, junto con cualquiera de los atomos que
|nterV|enen representan un anillo carbociclico saturado de 5, 6 6 7,

R y R® representan independientemente un miembro seleccionado entre el grupo que consiste en: H, Cig
alquilo, haloalquilo C,6y CN;

n representa un nimero entre de 0-6;

Ar' es un grupo aromatico.

Se prefieren particularmente los que se indican a continuacion:

Rolipram, Arofylline (Almirall), Ariflo® (SmithKline Beecham), Roflumilast (Byk Gulden), Denbufylline (SmithKline
Beecham), RS-17597 (Syntex), SDZ-1SQ-844  (Novartis), 4-[2,3-bis(hidroximetil)-6,7-dietoxinaftil]-1-(2-
hidroxietil)hidropiridin-2-ona (T-440; Tanabe Seiyaku), 3-[6-(2H-3,4,5,6-tetrahidropiran-2-iloxi)-2-(3-
tienilcarbonil)benzo[b]furan-3-iljpropanoato de metilo (Bayer), 2-metil-1-[2-(metiletil)(8-hidropirazolo[1,5-a]piridin-3-
il)jpropan-1-ona (Ibudilast; Kyorin), N-(3,5-dicloro(4-piridil))(3-ciclopentiloxi-4-metoxifenil)carboxamida (RP 73401;
Rhone-Poulenc Rorer), aminoato de (1E)-1-aza-2-(3-ciclopentiloxi-4-metoxifenil)prop-1-enilo (PDA-641; American
Home Products), acido 4-ciano-4-(3-ciclopentiloxi-4-metoxifenil)ciclohexanocarboxilico (SB207499; SmithKline
Beecham), Cipamfylline (SmithKline Beecham), 5-[3-((2S)biciclo[2.2.1]hept-2-iloxi)-4-metoxifenil]-1,3-diazaperhidroln-
2-ona (CP-80633; Pfizer), 1-(3-nitrofenil)-3-(3-piridilmetil)-1,3-dihidropiridino[2,3-d]pirimidin-2,4-diona (RS-25344;
Syntex), 4-((1R)-1-fenil-2-(4-piridil)etil)-2-ciclopentiloxi-1-metoxibenceno (CDP-840; Celltech), (3-{[(3-ciclopentiloxi-4-
metoxifenil)metillamino}pirazol-4-iljmetan-1-ol, Ro-20-1724 (Roche Holding AG), Piclamilast, Doxofylline (instituto
Biolégico Chemioterapico ABC SpA), RPR-132294 (Rhone-Poulenc Rorer), RPR-117658A (Rhone-Poulenc Rorer),
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L-787258 (Merck Frosst Canada), E-4021 (Eisai Co. Ltd.), GF-248 (Glaxo Wellcome), SKF-107806 (SmithKline
Beecham), IPL-4088 (Inflazyme Pharmaceuticals Ltd.), {3-[(3-ciclopentiloxi-4-metoxifenil)metil]-8-(metiletil)purin-6-
iljetilamina (V-11294A; Napp Research Centre Ltd.), Atizoram (Pfizer), 5-(3-ciclopentiloxi-4-metoxifenil)piridina-2-
carboxamida (CP-353164; Pfizer), 3-[2,4-dioxo-3-bencil-1,3-dihidropiridino[2,3-d]pirimidinillbenzoato de metilo (CP-
77059; Pfizer), CP-146523 (Pfizer), CP-293321 (Pfizer), CI-1044 (Pfizer), PD-189659 (Pfizer), CI-1018 (Pfizer), CP-
220629 (Pfizer), 1-(3-nitrofenil)-3-(4-piridilmetil)-1,3-dihidropiridino[2,3-d]pirimidin-2,4-diona (RS-25344-000; Roche
Bioscience), Mesopram (Schering AG), N-(2,5-dicloro(3-piridil))(8-metoxi(5-quinolil))carboxamida (D-4418;
Chiroscience), T-2585 (Tanabe Seiyaku), &cido 4-[4-metoxi-3-(5-fenilpentiloxi)fenil]-2-metilbenzoico, XT-044
(Hokuriku University), XT-611 (Kanzawa University), WAY-126120 (Wyeth-Ayerst Pharmaceuticals Inc.), 1-aza-10-(3-
ciclopentiloxi-4-metoxifenil)-7,8-dimetil-3-oxaespiro[4,5]dec-7-en-2-ona (WAY-122331; Wyeth-Ayerst Pharmaceuticals
Inc.), [(3S)-3-(3-ciclopentiloxi-4-metoxifenil)-2-metil-5-oxopirazolidinil]-N-(3-piridilmetil)carboxamida (WAY-127093B;
Wyeth-Ayerst Pharmaceuticals Inc.), PDB-093 (Wyeth-Ayerst Pharmaceuticals Inc.), 3-(1,3-dioxobenzo|c]azolin-2-il)-
3-(3-ciclopentiloxi-4-metoxifenil)propanamida (CDC-801; Celgene Corp.), CC-7085 (Celgene Corp.), CDC-998
(Celgene Corp.), NCS-613 (CNRS), CH-3697 (Chiroscience), CH-3442 (Chiroscience), CH-2874 (Chiroscience), CH-
4139 (Chiroscience), RPR-114597 (Rhone-Poulenc Rorer), RPR-122818 (Rhéne-Pouienc Rorer), (7aS,7R)-7-(3-
ciclopentiloxi-4-metoxifenil)-7a-metil-2,5,6,7,7a-pentahidro-2-azapirrolizin-3-ona, GW-3600 (Giaxo-Wellcome), KF-
19514 (Kyowa Hakko Kogyo Co Ltd.), CH-422 (Celltech Group), CH-673 (Celltech Group), CH-928 (Celltech Group),
D-22888 (Asta Medica), AWD-12-232 (Asta Medica), YM-58997 (Yamanouchi), 1C-485 (ICOS Corp.), KW-4490
(Kyowa Hakko Kogyo Co. Ltd.), YM-976 (Yamanouchi), Sch-351591 (Celltech Group), AWD-12-343 (Asta Medica),
N-(3,5-dicloro(4-piridil))-2-{1-[(4-fluorofenil)metil]-5-hidroxiindolin-3-il}-2-oxoacetamida (AWD-12-281; Asta Medica),
Ibudilast (Kyorin Pharmaceutical Co. Ltd.), Cilomilast (SmithKline Beecham), BAY-19-8004 (Bayer), 3-{2-[(4-
clorofenil)carbonil]-6-hidroxibenzo[b]furan-3-il}propanoato de metilo, 5-metil-4-[(4-metiltiofenil)carbonil)-4-imidazolin-2-
ona, &acido 5,6-dietoxibenzo[b]tiofeno-2-carboxilico (Tibenelast) y 4-(3-bromofenil)-1-etil-7-metilhidropiridino[2,3-
b]piridin-2-ona (YM-58897; Yamanouchi).

En la presente memoria se describe el uso de un inhibidor de PDE, preferentemente un inhibidor de PDE4, para
desencadenar la ovulacion después de que el desarrollo y la maduracién folicular se hayan inducido con FSH. También
se describe el uso de un inhibidor de PDE, particularmente un inhibidor de PDE4, para desencadenar la ovulacion
después de que el desarrollo y la maduracion folicular se hayan inducido con un compuesto o preparacién que tenga
actividad FSH. Un sustituto particularmente preferido o adyuvante para el tratamiento con FSH es un inhibidor de
aromatasa, por ejemplo, YM-511 (Yamanouchi), Letrozol (Novartis), Anastrozol (AstraZeneca) o Fadrozol (Novartis). En
un régimen preferido para tecnologias de reproduccién asistida (ART), en las que se desea obtener multiples ovocitos
para la fecundacién in vitro, a los pacientes se les administra un inhibidor de aromatasa (por ejemplo, a, o
aproximadamente a, 2,5-5 mg/dia de Letrozol o Anastrozol) de, o aproximadamente de, dia 3 a, o aproximadamente a,
dia 7, o de, o aproximadamente de, dia 3 a, o aproximadamente a, dia 8 del ciclo menstrual, junto con a, o
aproximadamente a, 50-225, preferentemente 50-150 Ul FSH/dia, partiendo de o aproximadamente de dia 3 a dia 7 del
ciclo menstrual, continuando con FSH hasta que haya al menos dos foliculos principales que tengan un diametro medio
de mas de o igual a aproximadamente 16 mm. En este punto, un inhibidor de PDE, preferentemente un inhibidor de
PDE4, se administra en una dosis suficiente para desencadenar la ovulacion.

De forma alternativa, el inhibidor de aromatasa puede ser usado como el Unico agente estimulante del crecimiento del
foliculo (es decir, en ausencia de FSH), usando una dosis mas alta de inhibidor de aromatasa (por ejemplo 2-10 mg/dia
de letrozol o anastrozol) y/o prolongando la administracion (por ejemplo los dias de 3 a 8, de 3a 9, o de 3 a 10). Cuando
la maduracion folicular es juzgada suficiente por sonografia, se proporciona una dosis que provoca la ovulacion de
inhibidor de PDE como se define en las reivindicaciones. Este régimen permite la recoleccion de mdltiples ovocitos,
evitando inyecciones, ya que todos los agentes usados estan disponibles para la administracion oral.

En la induccion de la ovulacién, es deseable causar la liberacién de so6lo un 6vulo. Esto puede ser logrado, de acuerdo
con la invencién, usando FSH para estimular el crecimiento folicular y la maduracion, seguido de la administracién de un
inhibidor de PDE, preferiblemente un inhibidor de PDE4, para provocar la ovulacién. También se describen regimenes
de induccidn de ovulacion en los cuales se induce el crecimiento folicular y la maduracion con un substituto de FSH, por
ejemplo, un inhibidor de aromatasa.

En un régimen preferido para la induccién de la ovulacién, se le administra a un paciente una dosis de inhibidor de
aromatasa (por ejemplo 2,5-5 mg/dia de letrozol o anastrozol) desde o aproximadamente el dia 3 a aproximadamente el
dia 7, o desde o aproximadamente el dia 5 a aproximadamente el dia 9 del ciclo menstrual (en ausencia de FSH). De
forma alternativa, se puede dar una dosis sola de inhibidor de aromatasa (por ejemplo 5-30 mg de letrozol o anastrozol,
preferiblemente 10 6 20 mg), el o aproximadamente el dia 3 o el dia 4 del ciclo menstrual. La ovulacién es provocada
con una dosis que provoca la ovulaciéon del inhibidor de PDE como se define en las reivindicaciones. Este régimen
proporciona un protocolo de induccién de la ovulacidon que no requiere ninguna inyeccion.

VI. Composiciones farmacéuticas

Los moduladores de los niveles de cAMP no polipeptidicos y los agentes que aumentan las concentraciones de FSH en
un huésped femenino (también denominados en este documento como "compuestos activos") y derivados, fragmentos
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analogos y homélogos de los mismos, pueden ser incorporados en composiciones farmacéuticas adecuadas para su
administracion. Tales composiciones comprenden tipicamente los compuestos activos y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable. Como se usa en este documento, el "vehiculo farmacéuticamente aceptable" es requerido para incluir
cualquier y todos los disolventes, el medio de dispersion, revestimientos, agente antibacterianos y agentes antimicoticos,
agentes isotonicos y de retraso de la absorcién, compatibles con la administracién farmacéutica. Los vehiculos
adecuados son descritos en la edicion mas reciente del “Remington's Pharmaceutical Sciences”, un texto de referencia
estandar en el campo. Los ejemplos preferidos de tales vehiculos o diluyentes incluyen agua, solucion salina, soluciones
de Ringer, solucién de dextrosa, y albumina de suero humano del 5%. Los liposomas y los vehiculos no acuosos tales
como aceites fijos también pueden ser usados. El uso de tales medios y agentes para sustancias farmacéuticamente
activas es conocido en la técnica. Excepto en la medida en que cualquier medio convencional o agente sean
incompatibles con el compuesto activo, su uso en las composiciones es contemplado. También pueden ser incorporados
compuestos activos suplementarios en las composiciones.

Una composicion farmacéutica de la invencion es formulada para que sea compatible con su ruta pretendida de
administracion. Los ejemplos de las rutas de administracion incluyen la administracion parenteral, (por ejemplo,
intravenosa, intradérmica, subcutanea), oral, inhalacién, transdérmica (tpica), transmucosa y rectal. Las soluciones o
suspensiones usadas para la aplicacion parenteral, intradérmica, o subcutanea pueden incluir los componentes
siguientes: un diluyente estéril tal como agua para inyeccion, solucion salina, aceites fijos, polietilenglicoles, glicerina,
propilenglicol u otros disolventes sintéticos; agentes antibacterianos tales como alcohol bencilico o metilparaben;
antioxidantes tales como &cido ascorbico o bisulfito de sodio; agentes quelantes taes como acido
etilendiaminotetracético; tampones tales como acetatos, citratos o fosfatos, y agentes para el ajuste de la tonicidad tales
como cloruro de sodio o dextrosa. El pH puede ser ajustado con acidos o bases, tales como &cido clorhidrico o hidréxido
de sodio. La preparacion parenteral puede ser incluida en ampollas, jeringuillas desechables o viales de dosis multiples
hechos de vidrio o pléastico.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para su uso inyectable incluyen soluciones acuosas estériles (cuando
sean solubles en agua) o dispersiones y polvos estériles para la preparacién extemporanea de soluciones inyectables
estériles o su dispersion. Para la administracion intravenosa, los vehiculos adecuados incluyen solucion salina
fisiolégica, agua bacteriostatica, Cremophor EL™ (BASF, Parsippany, N.J.) o solucién salina de fosfato tamponada
(PBS). En todos los casos, la composicién debe ser estéril y debe ser fluido al grado de que exista una facil aplicacion
con jeringuilla. Debe ser estable en las condiciones de fabricacion y almacenaje y debe ser conservada contra la accion
de la contaminacién de microorganismos tales como bacterias y hongos. El vehiculo puede ser un disolvente o un medio
de dispersion que contenga, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol, y polietilenglicol
liquido y similares) y sus mezclas adecuadas. La fluidez apropiada puede ser mantenida, por ejemplo, por el uso de un
revestimiento tal como lecitina, por el mantenimiento del tamafio de particulas requerido en el caso de una dispersion y
por el uso de tensioactivos. La prevencion de la accion de microorganismos puede ser alcanzada mediante varios
agentes antibacterianos y agentes antimicéticos, por ejemplo, paraben, clorobutanol, fenol, acido ascorbico, timerosal.
En muchos casos, sera preferible incluir a agentes isoténicos, por ejemplo, azlcares, polialcoholes tales como manitol,
sorbitol, cloruro de sodio en la composiciéon. La absorcion prolongada de las composiciones inyectables puede ser
causada por la inclusiéon en la composicién de un agente que retrasa la absorcion, por ejemplo, monoestearato de
aluminio y gelatina.

Pueden ser preparadas soluciones inyectables estériles incorporando el compuesto activo en la cantidad requerida en
un disolvente apropiado con una o una combinacion de ingredientes enumerada anteriormente, como se requiera,
seguido de la esterilizacion filtrada. Generalmente, las dispersiones se preparan incorporando el compuesto activo en un
vehiculo estéril que contiene un medio de dispersion basico y los otros ingredientes requeridos de los enumerados
anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparaciéon de soluciones inyectables estériles, los métodos de
preparacion son secado al vacio y liofilizacién que proporciona un polvo del ingrediente activo mas cualquier ingrediente
adicional deseado desde su solucién previamente esterilizada-filtrada.

Las composiciones orales generalmente incluyen un diluyente inerte o un vehiculo comestible. Pueden ser incluidas en
capsulas de gelatina o pueden ser comprimidas en comprimidos. Para el objetivo de la administracion terapéutica oral, el
compuesto activo puede ser incorporado con excipientes y ser usado en forma de comprimidos, pastillas o capsulas. Las
composiciones orales también pueden ser preparadas usando un vehiculo fluido para su uso como un enjuague bucal,
en el que el compuesto en el vehiculo fluido es aplicado oralmente y enjuagado y expectorado o tragado. Agentes de
union farmacéuticamente compatibles, y/o materiales adyuvantes pueden ser incluidos como parte de la composicion.
Los comprimidos, pildoras, capsulas, pastillas pueden contener cualquiera de los ingredientes siguientes, o compuestos
de una naturaleza similar: un aglomerante tal como celulosa microcristalina, goma de tragacanto o gelatina; un
excipiente tal como almidon o lactosa, un agente de desintegracion tal como &cido alginico, primogel, o almidén de maiz;
un lubricante tal como estearato de magnesio o sterotes; un deslizante tal como diéxido de silicio coloidal; un agente
edulcorante tal como sacarosa 0 sacarina;, 0 un agente aromatizante tal como hierbabuena, salicilato de metilo o
condimento de naranja.
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Para la administraciéon por inhalacién, los compuestos son suministrados en forma de una pulverizaciéon por aerosol
desde un recipiente a presion o dispensador que contiene un propulsor adecuado, por ejemplo, un gas tal como el
diéxido de carbono, o un nebulizador.

La administracion sistémica también puede ser por medios transmucosos 0 transdérmicos. Para la administracion
transmucosa o transdérmica, son usados en la formulacion penetrantes apropiados a la barrera que se impregna. Tales
penetrantes son generalmente conocidos en la técnica, e incluyen, por ejemplo, para la administracion transmucosa,
detergentes, sales de bilis, y derivados de &cidos fusidicos. La administracion transmucosa puede ser lograda por el uso
de pulverizaciones nasales o supositorios. Para la administracion transdérmica, los compuestos activos son formulados
en unglentos, balsamos, geles o cremas tales como las generalmente conocidas en la técnica.

La ruta preferida de administraciéon para el modulador del nivel de cAMP no polipeptidico como se define en las
reivindicaciones asi como para clomifeno, los moduladores del receptor de estrogeno selectivos, los inhibidores de
aromatasa y los inhibidores de enzimas esteroidogénicas, como se define en las reivindicaciones, es mediante la
administracion oral. Estos compuestos activos también pueden ser administrados subcutaneamente por inyeccion,
intravenosamente o via vaginal (para la administracion local). La ruta preferida de administracion de FSH, LH o hCG es
por inyeccién subcutanea, pero también podria ser administrada intravenosamente.

Los compuestos también pueden ser preparados en forma de supositorios (por ejemplo, con bases de supositorio
convencionales tales como mantequilla de cacao y otros glicéridos) o enemas de retencién para el suministro rectal o
vaginal.

Los compuestos activos pueden ser preparados con vehiculos que protegeran el compuesto contra la eliminacion rapida
del cuerpo, tal como una formulacién de liberacion controlada, incluyendo implantes y sistemas de suministro
microencapsulados. Pueden ser usados polimeros biodegradables, biocompatibles, tale como acetato de etilenvinilo,
polianhidridos, poli(acido glicolico), coldgeno, poliortoésteres y acido polilactico. Los métodos para la preparacion de
tales formulaciones seran evidentes para los expertos en la técnica. Los materiales también pueden ser obtenidos
comercialmente de Alza Corporation y Nova Pharmaceuticals, Inc.

El compuesto de la invencion puede ser empleado, solo o en combinacion con uno o varios otros agentes terapéuticos
como se discute anteriormente, como una composicion farmacéutica en mezcla con el excipiente convencional, es decir,
sustancias vehiculo farmacéuticamente aceptables organicas o inorganicas adecuadas para la aplicacion oral,
parenteral, enteral o topica que no reaccionan deletéreamente con los compuestos activos y no son deletéreas para su
receptor. Los vehiculos farmacéuticamente aceptables adecuados incluyen agua, soluciones salinas, alcohol, aceites
vegetales, polietilenglicoles, gelatina, lactosa, amilosa, estearato de magnesio, talco, acido silicico, parafina viscosa,
aceite de perfume, monoglicéridos de &cidos grasos y diglicéridos, ésteres de &cidos grasos de petroetral, hidroximetil-
celulosa, polivinilpirrolidona, etc. Los preparativos farmacéuticos pueden ser esterilizados y, de ser deseado, ser
mezclados con agentes auxiliares, por ejemplo, lubricantes, conservantes, estabilizadores, agentes humectantes,
emulsionantes, sales para influir en la presién osmdtica, tampones, colorantes, condimentos y/o sustancias aromaticas
gue no reaccionen deletéreamente con los compuestos activos.

Es especialmente ventajoso formular composiciones orales o parenterales en una forma de dosificacion unitaria para su
facilidad de administracion y uniformidad de dosificacion. La forma de dosificacion unitaria como se usa en este
documento se refiere a unidades fisicamente discretas adecuadas como dosificaciones unitarias para el sujeto que se
trata; conteniendo cada unidad una cantidad predeterminada de un compuesto activo calculado para producir el efecto
terapéutico deseado en asociacion con el vehiculo farmacéutico requerido. La especificacion para las formas de
dosificacion unitaria de la invencion es dictada y es directamente dependiente de las caracteristicas Unicas del
compuesto activo y del efecto terapéutico particular que se logre, y las limitaciones inherentes en la técnica para
componer tal compuesto activo para el tratamiento de individuos.

Sera apreciado que las cantidades reales preferidas de compuestos activos usados en una terapia dada variaran de
acuerdo con el compuesto especifico que se utilize, las composiciones particulares formuladas, el modo de aplicacion, el
sitio particular de administracion, etc. Las tasas de administracién éptimas para un protocolo dado de administracion
pueden ser averiguadas facilmente por los expertos en la técnica usando los andlisis de la determinacién de la
dosificacion convencional llevados a cabo con respeto a las directrices precedentes. Véase también el “Remington's
Pharmaceutical Sciences”. En general, una dosis eficaz adecuada de uno o varios compuestos de la invencién,
particularmente usando el(los) compuesto(s) mas potente(s) de la invencién, estara en el intervalo de 0,01 a 100
miligramos por kilogramo de peso corporal del paciente por dia, preferiblemente en el intervalo de 0,01 a 20 miligramos
por kilogramo de peso corporal del paciente por dia, mas preferiblemente en el intervalo de 0,05 a 4 miligramos por
kilogramo de peso corporal del paciente por dia. La dosis deseada es administrada adecuadamente una vez
diariamente, o varias subdosis, por ejemplo de 2 a 4 subdosis, son administradas en intervalos apropiados durante el
dia, u otro programa apropiado. Tales subdosis pueden ser administradas como formas de dosificacion unitarias, por
ejemplo, que contienen de 0,05 a 10 miligramos del(de los) compuesto(s) de la invencion, por dosificacién unitaria.
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Las composiciones farmacéuticas pueden ser incluidas en un recipiente, paquete o dispensador junto con las
instrucciones para la administracion.

Los ejemplos siguientes son ilustrativos de la invencion.
VII. Ejemplificacion:

Un modelo de ovulacion in vivo fue desarrollado en el que la FSH fue administrada a ratas inmaduras dos veces al dia x
2 0 3 dias para inducir la maduracion folicular, seguido de una dosis ovulatoria sola de hCG. Una inyeccion sola de
moduladores del nivel de cAMP no polipeptidico (por ejemplo, Compuesto 1, Compuesto 2, etc.) co-administrada con
una dosis subovulatoria de hCG o inyectada sola causé una induccion de la ovulacion. Estos resultados son compatibles
con un modelo en el cual el aumento de los niveles de cAMP realzan o sustituyen la hCG, pero no la FSH. El papel de
FISH en cualquier régimen de induccion de ovulaciéon es para promover el desarrollo folicular y la maduracion, no la
induccién de la ovulacion.

Sdlo el Ejemplo 2 forma parte de la presente invencion; los otros compuestos son para referencia.

Por lo tanto, los Ejemplos 2-4, 7 y 8 asi como el Ejemplo 1, en lo que se refiera al compuesto 1, han de considerarse
como comparativos de la invencion segun se reivindica.

Ejemplo 1: Efecto del Compuesto 1 y Compuesto 2 en los niveles de cAMP de células de la granulosa ovaricas de rata,
solos o con gonadotropinas in vitro.

Fueron retirados los ovarios de ratas Sprague-Dawley de 25 dias inmaduras, hipofisectomizadas, tratadas con
dietilestilbesterol. Los ovarios fueron pinchados repetidamente con agujas de calibre 27 para liberar las células de la
granulosa de los foliculos. Las células fueron lavadas y resuspendidas en medio McCoys 5A + 0,1% de BSA +
androstenediona 2 pM. Células viables en un nimero de 100.000 fueron puestas en placas de cultivo de tejido de 6
pocillos en un volumen de 1,0 ml (con el Compuesto 1 y el Compuesto 2 a una concentracion de 25 micromolar, solo o
en conjuncion con una dosis de gonadotropina 0,1pM baja). Las placas fueron incubadas en una incubadora a 37°C,
humedad del 100%, 5,0% de CO, durante 48 horas. El medio acondicionado fue analizado en un RIA especifico de
CcAMP. Los resultados son expresados como el promedio mas o menos la desviacion tipica. Como se observa en la
Figura 2, los Compuestos 1 y 2 causan un aumento significativo de los niveles de cAMP en presencia de
concentraciones subeficaces de gonadotropina.

Ejemplo 2: Efecto del inhibidor de PDE Compuesto 1 en la maduracion del foliculo, in vivo.

Foliculos ovéaricos maduros generados en ratas femeninas inmaduras por el tratamiento con una dosis suboptima de
FSH (1,08 Ul/rata/inyeccion; dos veces al dia x 3 dias) con y sin coadministration del Compuesto 1 (0,1, 1, 10, y 50
mg/kg/inyeccion: dos veces al dia X 3 dias). Una inyeccién sola de una dosis ovulatoria de hCG (20 Ul) fue administrada
con la inyeccion final de FSH. Fueron proporcionados los inhibidores de PDE junto con las dosis subdptimas de FSH.
Todas las inyecciones fueron administradas subcutdneamente. La ovulacion fue determinada 18 horas después de la
administraciéon de hCG contando ovocitos en el oviducto. Los resultados son expresados como el promedio mas o
menos la desviacion tipica. Como se observa en la Figura 3, los datos representan el nUmero promedio de ovocitos en
los oviductos de todas las ratas en cada grupo y la frecuencia de ratas ovulantes. Como también se aprecia en la Figura
3, un inhibidor de PDE (Compuesto 1) inhibié (mas que estimulado) tanto la ovulacién administrada a 50 mg/kg. Los
resultados demuestran que el aumento de las dosis del inhibidor de PDE fall6 en realzar la capacidad de una dosis
suboptima de FSH para preparar foliculos que ovulen.

Ejemplo 3: Efecto del inhibidor de PDE Compuesto 1 en la ovulacion, en presencia de una dosis subeficaz de hCG in
vivo.

Foliculos ovéaricos maduros generados en ratas femeninas inmaduras por el tratamiento con una dosis eficaz de FSH
(2,16 Ul/ratal/inyeccion; dos veces al dia x 2 dias) se les indujo ovular con una inyeccion sola de hCG. hCG fue
administrada en una dosis subeficaz (3 Ul) con y sin una inyeccion sola del Compuesto 1 (50, 10 y 1 mg/kg) en el
momento de la inyeccion de FSH final. La ovulacién fue determinada 18 horas después de la administracion de hCG
contando el nimero de évulos en el oviducto. Como se observa en la Figura 4, una inyeccion sola del Compuesto 1 co-
administrado con una dosis subovulatoria de hCG caus6 una induccion de la ovulacion. Todas las inyecciones fueron
subcutaneas. Los resultados son expresados como el promedio mas o menos la desviacion tipica. Estos datos
demuestran que un modulador del nivel de cAMP no polipeptidico, en este caso un inhibidor de PDE realza la ovulacion
estimulada por HCG cuando se administra una dosis subdptima de hCG. Son mostrados los efectos del Compuesto 1,
un inhibidor de PDE conocido.

Ejemplos 4: Efecto del inhibidor de PDE Compuesto 1 en la ovulacién en presencia o ausencia de una dosis subeficaz
de hCG in vivo.
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Después de la maduracion folicular inducida por FSH (2,16 Ul/rata/inyeccién; dos veces al dia X 2 dias) el Compuesto 1
fue inyectado con y sin una dosis sub-eficaz de hCG. La ovulacion fue determinada 18 horas después de la
administraciéon de hCG/Compuesto 1 contando ovocitos en el oviducto. Los datos representan el nimero promedio de
ovocitos en los oviductos de todas las ratas en cada grupo y la frecuencia de ratas ovulantes. Como se observa en la
Figura 5, una sola inyeccién del Compuesto 1 administrado solo, sin una dosis subovulatoria de hCG, causé una
induccién de la ovulacion en ratas pretratatas con FSH. Los resultados son expresados como el promedio mas o menos
la desviacion tipica. Estos datos demuestran que un modulador del nivel de cAMP no polipeptidico, en este caso un
inhibidor de PDE, el Compuesto 1, es capaz de inducir la ovulacién en ausencia de cualquier hCG inyectado. Los
experimentos anteriores, y los presentados en este documento han mostrado que los foliculos preparados con estas
dosis de FSH no hacen ovular espontaneamente, sino que requieren la administracion subsecuente de hCG.

Ejemplo 5: Efecto del inhibidor de PDE Compuesto 2 en la ovulacion en presencia 0 ausencia de una dosis subeficaz de
hCG in vivo.

Después de la maduracion folicular inducida por FSH (2,16 Ul/rata/inyeccion; dos veces al dia X 2 dias) el Compuesto 2
fue inyectado con y sin una dosis sub-eficaz de hCG. La ovulacién fue determinada 18 horas después de la
administracion de hCG/Compuesto 2 contando ovocitos en el oviducto. Los datos representan el nUmero promedio de
ovocitos en los oviductos de todas las ratas en cada grupo y la frecuencia de ratas ovulantes. Los resultados son
expresados como el promedio mas o menos la desviacion tipica. Como se observa en la Figura 6, una sola inyeccion del
Compuesto 2 administrado solo, sin una dosis subovulatoria de hCG, caus6 una induccién de la ovulaciéon en ratas
pretratatas con FSH. Estos datos demuestran que un modulador del nivel de cAMP no polipeptidico, en este caso un
inhibidor de PDE, el Compuesto 2, es capaz de inducir la ovulacidon en ausencia de cualquier hCG inyectado.

Ejemplo 6: Efecto del inhibidor de PDE Compuesto 2 en la ovulacion in vivo después de la administracion oral y
subcutanea.

Después de la maduracion folicular inducida por FSH (2,16 Ul/rata/inyeccion; dos veces al dia X 2 dias) el Compuesto 2
fue inyectado subcutaneamente (subcutis) o administrado por cebado oral. La ovulacion fue determinada 18 horas
después de la administracion del Compuesto 2 contando ovocitos en el oviducto. Los datos representan el niamero
promedio de ovocitos en los oviductos de todas las ratas en cada grupo y la frecuencia de ratas ovulantes. Los
resultados son expresados como el promedio mas o menos la desviacion tipica. Como se observa en la Figura 7, la
administracion de Compuesto 2 por la via oral o por subcutanea causd una induccién de la ovulacion en ratas
pretratatas con FSH. Estos datos demuestran que un modulador del nivel de cAMP no polipeptidico, en este caso un
inhibidor de PDE, el Compuesto 2, es capaz de inducir la ovulacidon cuando se administra oralmente.

Ejemplo 7: Efecto del inhibidor de PDE Compuesto 3 en la ovulacion in vivo después de la administracion oral y
subcutanea.

Después de la maduracion folicular inducida por FSH (2,16 Ul/rata/inyeccion; dos veces al dia X 2 dias) el Compuesto 3
fue inyectado subcutaneamente (subcutis) o administrado por cebado oral. La ovulacion fue determinada 18 horas
después de la administracion del Compuesto 3 contando ovocitos en el oviducto. Los datos representan el niamero
promedio de ovocitos en los oviductos de todas las ratas en cada grupo y la frecuencia de ratas ovulantes. Los
resultados son expresados como el promedio mas o menos la desviacion tipica. Como se observa en la Figura 8, la
administracién de Compuesto 3 por via oral o por subcutanea causé una induccion de la ovulacién en ratas pretratatas
con FSH. Estos datos demuestran que un modulador del nivel de cAMP no polipeptidico, en este caso un inhibidor de
PDE, el Compuesto 3, es capaz de inducir la ovulacién cuando se administra oralmente.

Ejemplo 8: Efecto del inhibidor de PDE Compuesto 4 en la ovulacion en presencia o ausencia de una dosis subeficaz de
hCG in vivo.

Después de la maduracion folicular inducida por FSH (2,16 Ul/rata/inyeccion; dos veces al dia X 2 dias) el Compuesto 4
fue inyectado subcutaneamente con y sin una dosis sub-eficaz de hCG. La ovulacién fue determinada 18 horas después
de la administracion de hCG/Compuesto 4 contando ovocitos en el oviducto. Los datos representan el nimero promedio
de ovocitos en los oviductos de todas las ratas en cada grupo y la frecuencia de ratas ovulantes. Como se observa en la
Figura 9, una sola inyeccion del Compuesto 4 administrada con una dosis subovulatoria de hCG causé una induccion de
la ovulacion en ratas pretratatas con FSH. EI Compuesto 4 administrado solo indujo poca o ninguna ovulacion. Los
resultados son expresados como el promedio mas o menos la desviacion tipica. Estos datos demuestran que un
modulador del nivel de cAMP no polipeptidico, en este caso un inhibidor de PDE, el Compuesto 4, que es insuficiente
para inducir la ovulacioén solo, es capaz de inducir la ovulacidn en presencia de una dosis subeficaz de hCG.

Ejemplo 9: Efecto del inhibidor de PDE Compuesto 2 en la ovulacién y la fertilidad.

Fue inducida la maduracion folicular en ratas inmaduras con FSH (4,33 Ul/rata/inyeccion; dos veces al dia X 2 dias) y
gonadotropina sérica de yegua prefiada (PMSG) (1,5 Ul/rata/inyeccion; dos veces al dia X 2 dias). Esta combinacion fue
encontrada previamente que inducia la maduracién folicular y promovia el comportamiento de acoplamiento
manteniendo una tasa de ovulacidon espontanea baja en ausencia de una inyeccién adicional de hCG. Ratas inducidas
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con FSH y PMSG entonces fueron tratadas con tanto el Compuesto 2 (12 ratas) como con vehiculo (12 ratas) por la
administracion subcutanea. En una cohorte de ratas (6 ratas por tratamiento), la ovulacion fue determinada 18 horas
después de la administracién del Compuesto 2 o de vehiculo contando ovocitos en el oviducto. Para evaluar la fertilidad,
otra cohorte de ratas (6 ratas por tratamiento) fueron colocadas individualmente de la noche a la mafiana en una jaula
juntas con una rata sola adulta masculina de fertilidad probada. Al dia siguiente, las ratas masculinas fueron retiradas y
las hembras fueron encerradas juntas por grupo hasta el dia del parto. EI nimero de crias llegadas a fin vivas
observadas en el momento del parto fue registrado. Como se observa en la Figura 10, una sola inyeccion del
Compuesto 2 caus6 una induccion de ovulacion en ratas pretratadas con FSH/PMSG. Ademas, las ratas tratadas con el
Compuesto 2 tenian un nimero mayor de crias vivas en el momento del parto. Los resultados tanto para la ovulacion
como para las crias vivas son expresados como el promedio mas o menos la desviacion tipica. Estos datos demuestran
que un modulador del nivel de cAMP no polipeptidico, en este caso un inhibidor de PDE, el Compuesto 2, induce la
ovulacién de los ovocitos que son capaces de la fertilizacion in vivo.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de una composicion que comprende un inhibidor de fosfodiesterasa que es Piclamilast, en la preparacion de un
medicamento para inducir la ovulacién en un hospedador hembra.

2. Uso de una composicion que comprende un inhibidor de fosfodiesterasa que es Piclamilast, en la preparacion de un
medicamento para el tratamiento de un trastorno de anovulacién.

3. El uso de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en el que la composicion comprende ademas gonadotropina coriénica
humana u hormona luteinizante.

4. El uso de acuerdo con la reivindicacién 1 o la reivindicacién 2, en el que el medicamento es una solucién, un
comprimido o una capsula.

5. El uso de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en el que el medicamento es para su administracion antes de la fase
luteinica de dicho ciclo ovulatorio del hospedador.

6. El uso de acuerdo con la reivindicacién 5, en el que el medicamento es para su administracién como parte de un
tratamiento combinado para estimular el desarrollo folicular y la ovulacién en un hospedador hembra, que comprende la
administracién de un agente que aumenta las concentraciones de hormona foliculoestimulante en dicho hospedador
durante la fase folicular del ciclo ovulatorio del hospedador, en el que dicho agente se selecciona del grupo que consiste
en: hormona foliculoestimulante; clomifeno; tamoxifeno; raloxifeno; toremifeno; droloxifeno; Letrozol; Fadrozol;
Anastrozol; Vorozol; daidzeina; genisteina; biochanina A; y formononetina.

7. El uso de acuerdo con la reivindicacion 5, en el que la composicién comprende ademas hormona luteinizante.
8. El uso de acuerdo con la reivindicacion 5, en el que la composicion comprende ademas gonadotropina corionica.

9. El uso de acuerdo con la reivindicaciéon 7, en el que la concentracibn de hormona luteinizante se reduce en
comparacion con los regimenes existentes.

10. El uso de acuerdo con la reivindicacion 8, en el que la concentracion de gonadotropina coriénica se reduce en
comparacion con los regimenes existentes.

11. El uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el medicamento es para su administracion en el punto temporal
de un régimen de induccion de la ovulacion existente, en el que se administra gonadotropina coridnica humana u
hormona luteinizante a dicho hospedador.

12. Uso de un inhibidor de fosfodiesterasa que es Piclamitast para la fabricacion de un medicamento, en el que el
medicamento es para su administracion en un método de recogida de ovocitos para fecundacion in vitro.
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Figura 5
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Figura 6
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Figura 7
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Figura 9
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Figura 10
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