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DESCRIPCION
Nuevo agonista de EP4
Campo técnico de la invencién

La presente invencién se refiere a un medicamento para uso, que comprende un derivado de la 7,7-
difluoroprostaglandina |, en donde el grupo carboxi en el C-1 de la prostaglandina (de aqui en adelante denominada
PG) esta sustituido por un grupo tetrazol, y dos atomos de fllior estan unidos en el C-7 de la PG, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, una composicion farmacéutica del mismo, y un uso farmacéutico del
mismo. Mas especificamente, la presente invencion se refiere a un medicamento que comprende un derivado de la
7,7-difluoroprostaglandina I, que es un agonista del receptor EP4 para uso en la profilaxis o tratamiento de
enfermedades inmunitarias, enfermedades cardiovasculares, enfermedades cardiacas, enfermedades respiratorias,
enfermedades oftalmoldgicas, enfermedades renales, enfermedades hepaticas, enfermedades éseas, enfermedades
del tracto digestivo, enfermedades neuroldgicas, enfermedades de la piel y similares.

Antecedentes de la invencion

Las PG naturales se unen cada una a sus receptores especificos, y presentan acciones caracteristicas. Un receptor
para cada una de PGl PGE;, PGD, PGF.a y tromboxano A; (TXAz) se llama IP, EP, DP, FP y TP,
respectivamente. Ademas, EP tiene adicionalmente cuatro subtipos, EP1, EP2, EP3 y EP4. Estos receptores de PG
muestran diferentes patrones de expresion en los érganos y células, e incluso si los receptores se expresan en la
misma célula, las acciones demostradas son por ello diferentes.

Aunque los derivados de las PG naturales estan bajo la influencia del esqueleto de carbono original, llegan a unirse
a diferentes receptores puesto que las estructuras cambian (documentos de no patente 1y 2).

Los derivados de PG que tienen un grupo tetrazol en lugar del grupo carboxi en el C-1 de la prostaglandina, han sido
descritos en los siguientes documentos de patente 1-4, documento de no patente 2 y similares. Ademas, han sido
descritos los analogos de 7,7-difluoro-PGl, y métodos de fabricacion de los mismos (documentos de patente 5y 6).
En adicion, se ha descrito que los analogos de 7,7-difluoro-PGl, son utiles como agentes profilacticos o terapéuticos
para las enfermedades cardiovasculares (documento de patente 5). Los documentos de patente 5 y 7 describen
analogos de 7,7-difluoro-PGl,, como inhibidores de la agregacion plaquetaria; los compuestos carecen de un grupo
tetrazolilo. Los analogos de 7,7-difluoro-PGl; no sélo se unen fuertemente al receptor IP, sino que se unen también
débilmente a los receptores EP1-4 (documentos de no patente 4 y 5). El documento de no patente 27 describe un
7,7-difluoro-PGl, que carece de un grupo fenilo y de un grupo tetrazolilo, como agonista de IP. El documento de
patente D8 describe analogos de 7,7-difluoro-PGl, que se supone que son Utiles para el tratamiento de
enfermedades inflamatorias del tracto digestivo. EI documento de patente 9 describe derivados de PGl; que se
supone que tienen actividad agonista de EP4, pero carecen de la sustitucién con 7,7-difluoro. El documento de no
patente 28 describe derivados de oxo-pirrolidinilo que se supone que son agonistas selectivos de EP4. Sin embargo,
no ha sido descrito un agonista selectivo de EP4, que es uno de los analogos de 7,7-difluoro-PGl,, que presenta una
débil afinidad de unién a IP, EP1, EP2 y EP3 y que se une fuerte y selectivamente sélo a EP4.

El receptor EP4 se expresa en las células inmunitarias, células inflamatorias, 6rganos digestivos, vasos sanguineos,
células neuronales, los ojos, los rifiones, los huesos y similares, y se han investigado y desarrollado agonistas de
EP4 como un medicamento para enfermedades inmunitarias, enfermedades del tracto digestivo, enfermedades
cardiovasculares, enfermedades cardiacas, enfermedades neurolégicas, enfermedades oftalmoldgicas,
enfermedades renales, enfermedades hepaticas, enfermedades 6seas y similares.

Los agonistas de EP4 inhiben la produccion de TNF-a, promueven la produccion de IL-10, deprimen la inflamacion y
la inmunorreaccion, y se considera que son Utiles para la profilaxis y/o tratamiento de enfermedades inmunitarias o
enfermedades inflamatorias tales como las enfermedades autoinmunes (por ejemplo, esclerosis lateral amiotrdfica,
esclerosis multiple, sindrome de Sjogren, artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico), el rechazo después de un
trasplante y similares, el asma, la muerte celular neuronal, artritis, lesion pulmonar, fibrosis pulmonar, enfisema,
bronquitis, enfermedad pulmonar obstructiva crénica, hepatopatia, hepatitis aguda, nefritis (nefritis aguda, nefritis
cronica), insuficiencia renal, sindrome de respuesta inflamatoria sistémica, septicemia, sindrome hemofagocitico,
sindrome de activacion de macréfagos, enfermedad de Still, enfermedad de Kawasaki, quemaduras, granuloma
sistémico, colitis ulcerosa, enfermedad de Crohn, hipercitoquinemia en dialisis, insuficiencia multiorganica, shock y
psoriasis.

Se considera que los agonistas de EP4 son Utiles para la profilaxis y/o tratamiento de la arteriosclerosis, ya que
deprimen la activacion de los macréfagos (documento de no patente 6).

Se considera que los agonistas de EP4 son utiles como un agente para la profilaxis y/o tratamiento de la angina de
pecho o infarto de miocardio, ya que tienen una accién protectora frente al dafio cardiaco por isquemia-reperfusion
(documento de no patente 7).
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Se considera que los agonistas de EP4 son utiles también como un agente para la profilaxis y/o tratamiento de un
trastorno cerebral inducido por hemorragia cerebral, infarto cerebral, hemorragia subaracnoidea y similares, ya que
tienen también una accioén protectora frente al dafio cerebral por isquemia-reperfusion (documento de no patente 8).

Se considera que los agonistas de EP4 son utiles también como un agente para la profilaxis y/o tratamiento del dafio
hepatico por isquemia-reperfusion (documento de no patente 9).

Se considera que los agonistas de EP4 son utiles como un agente para la profilaxis y/o tratamiento del glaucoma, ya
que tienen una accion de reduccion de la presion intraocular (documento de no patente 10).

Se considera que los agonistas de EP4 son utiles también para la profilaxis y/o tratamiento de la glomerulonefritis y
de la nefritis diabética, puesto que el EP4 se expresa abundantemente en los glomérulos renales (documento de no
patente 11).

Se considera que los agonistas de EP4 son utiles también para la profilaxis y/o tratamiento de las calvicies, alopecia
y similares, ya que el EP4 esta también implicado en el crecimiento del cabello y en la restauracion del cabello
(documento de no patente 12).

Se considera que los agonistas de EP4 son utiles como un agente (promotor) de la maduraciéon del cuello uterino, ya
que el EP4 esta implicado también en la maduracion del cuello uterino (documento de no patente 13).

Se considera que los agonistas de EP4 son utiles como un agente para la profilaxis y/o tratamiento de la
osteoporosis, o como promotores de la consolidacion de las fracturas éseas, puesto que el EP4 también esta
implicado en una accién osteogénica (documentos de no patente 14 y 15).

Puesto que el EP4 se expresa en los vasos sanguineos y los agonistas de EP4 relajan los vasos sanguineos y
contribuyen a un aumento del flujo sanguineo, se considera que son Utiles para la profilaxis y/o tratamiento de la
hipertension arterial pulmonar, obstruccion arterial periférica (arteriosclerosis obliterante y tromboangitis obliterante)
y diversos sintomas (claudicacion intermitente con estenosis espinal lumbar, entumecimiento de las piernas,
sindrome de Raynaud, disfuncién eréctil, hemorroides, etc.) atribuidos a alteraciones de la circulacion periférica
(documentos de no patente 16 -20).

El EP4 se expresa en los fibroblastos, y un agonista de EP4 se considera que promueve la expresion del factor de
crecimiento de fibroblastos basico y es util para promover la curacion de las ulceras y heridas por presion
(documento de no patente 21).

Se ha publicado que el EP4 se expresa en la céclea, y un agonista de EP4 es util también para la profilaxis y/o
tratamiento de un trastorno auditivo causado por ruido (documento de no patente 22).

La inflamacién del tracto digestivo se observa en la cavidad bucal, eséfago, estémago, intestino delgado, intestino
grueso y en el ano, e incluye la inflamacién aguda y la inflamacion crénica. Cuando los epitelios de las mucosas se
ven afectados por estimulos fisicos o quimicos, o estan infectados por bacterias o virus, se induce la inflamacion y
se producen erosiones o lesiones ulcerosas que dependen del nivel de la inflamacién. La secrecién excesiva de
acido gastrico debida a estrés provoca gastritis, Ulcera gastrica o Ulcera duodenal. Ademas, la ingestion excesiva de
alcohol induce la congestion del flujo sanguineo de la mucosa o el reflujo de acido gastrico debido a la reduccion de
la motilidad del estémago, provocando de este modo gastritis, Ulcera gastrica, Ulcera duodenal o esofagitis. Los
pacientes ortopédicos, los pacientes con artritis reumatoide y similares con una administracion a largo plazo de un
medicamento anti-inflamatorio no esteroideo, sufren de Ulcera gastrica o ulcera duodenal inducida por farmacos.
Ademas, los pacientes con cancer desarrollan enteritis por radiacién con la terapia de radiacion o enteritis inducida
por farmacos con el tratamiento farmacolodgico anti-cancer. Por otra parte, los pacientes infectados con tuberculosis,
disenteria amebiana y similares desarrollan enterogastritis infecciosas tales como tuberculosis intestinal y colitis
amebiana. Ademas de éstas, se desarrollan enteritis isquémica y similares por isquemia debido a la obstruccién del
flujo sanguineo. Si la inmunidad de los pacientes con inflamacion del tracto digestivo es anormal, incluso cuando se
elimina la causa, se impide la reparacion del érgano y las condiciones se vuelven cronicas. De estas enfermedades
inflamatorias del tracto digestivo, las enfermedades con inflamacion en el intestino se conocen como enfermedad
inflamatoria del intestino en un sentido amplio.

Por otro lado, hay enfermedades inflamatorias intestinales de causa no identificada. La colitis ulcerosa y la
enfermedad de Crohn son dos enfermedades bien conocidas, que son enfermedad inflamatoria del intestino en un
sentido estricto. Ademas, la enfermedad inflamatoria intestinal incluye también enfermedades similares, tales como
la enfermedad intestinal de Behcet y la Ulcera simple. Hay enfermedades gastrointestinales cronicas intratables junto
con remisiones y recaidas repetidas, en las que la principal etiologia de la enfermedad se considera que es una
menor proteccion del epitelio intestinal, o una respuesta inmunitaria intestinal anormal frente a las bacterias entéricas
que entran en los tejidos intestinales.

La colitis ulcerosa es una enfermedad cronica del colon en la cual se forman erosiones y Ulceras en la mucosa del
intestino grueso de forma continua desde el recto, y los sintomas de la misma incluyen dolor abdominal, diarrea,
heces sanguinolentas, fiebre y similares. Por otro lado, en la enfermedad de Crohn, puede aparecer una lesion en
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cualquier parte del tracto digestivo desde la cavidad bucal hasta el intestino grueso y el ano. Esta enfermedad se
caracteriza por Ulceras longitudinales discontinuas y aspecto de adoquinado en el tracto gastrointestinal, y los
sintomas de la misma incluyen dolor abdominal, diarrea, fiebre, desnutricién debida a la mala absorcion de
nutrientes, anemia, y similares.

Para la profilaxis y/o tratamiento de la inflamacion en las enfermedades inflamatorias del tracto digestivo, en el caso
de que tengan una causa conocida, se elimina o se reduce la causa. Por ejemplo, se utilizan antiacidos, agentes
anticolinérgicos, antagonistas del receptor de histamina H2, inhibidores de la bomba de protones y similares, contra
la inflamacion en la gastritis, Ulcera gastrica, Ulcera duodenal y similares, para reducir la secrecion y las acciones del
acido gastrico. En otros casos, se utilizan derivados de PGE y similares para complementar la PGE; para la
inflamacion inducida por un farmaco anti-inflamatorio no esteroideo, que inhibe la produccion de PGE,. Sin embargo,
no se utilizan derivados de la PGls.

Por otro lado, la profilaxis o el tratamiento de la enfermedad inflamatoria del intestino en un sentido estricto, incluye
la terapia con farmacos, la terapia nutricional (dieta) y la terapia quirirgica. Para la terapia con farmacos, se utilizan
preparaciones de acido 5-aminosalicilico (pentasa, salazopirina), esteroides (prednisolona), inmunodepresores
(azatiopurina, mercaptopurina y tacrolimus), anticuerpos anti-TNF-a (infliximab) y similares. Recientemente se ha
informado que un agonista de EP4 es eficaz para la enfermedad inflamatoria del intestino (documentos de no
patente 23-25).

Ademas, puesto que el EP4 esta implicado también en la accién protectora de la mucosa, se considera que un
agonista de EP4 es util para la profilaxis y/o el tratamiento de dafios del tracto gastrointestinal tales como Ulcera
gastrica, ulcera duodenal y similares, y estomatitis (documento de no patente 26).

Documentos de la técnica anterior

Documentos de patente

documento de patente 1: DE 2405255

documento de patente 2: WO 03/103664

documento de patente 3: WO 00/24727

documento de patente 4: USP No.7402605

documento de patente 5: JP-A-7-330752

documento de patente 6: JP-A-2004-256547

documento de patente 7: EP 0 669 329 A1

documento de patente 8: EP 2 343 292 A1 que corresponde a WO 2010/029925 A1
documento de patente 8: WO 2008/116670 A1

Documentos de no patente

documento de no patente 1: Biochim. Biophys. Acta, 1483: 285-293 (2000).
documento de no patente 2: Br. J. Pharmacol., 122: 217-224 (1997).
documento de no patente 3: J. Med. Chem., 22: 1340-1346 (1979).
documento de no patente 4: Prostaglandins, 53: 83-90 (1997).
documento de no patente 5: Br. J. Pharmacol., 134: 313-324 (2001).
documento de no patente 6: J. Biol. Chem., 283: 9692-9703 (2008).
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Sumario de la invencion

Problemas a resolver por la invencién

La presente invencion tiene como objetivo proporcionar un medicamento que comprende un compuesto que es un
derivado de la prostaglandina I», superior en estabilidad metabdlica, y que se une selectivamente a un receptor
especifico de prostaglandina.

Medios para resolver los problemas

En un intento de resolver los problemas mencionados anteriormente, en la presente invencién se han sintetizado
analogos de PG dotados con las propiedades particulares de los atomos de flior y se han realizado estudios para
aclarar las propiedades y actividad fisiologica de los mismos. Como resultado, se ha encontrado que un derivado de
7,7-difluoro-PGl,, en el que el grupo carboxi en el C-1 del esqueleto del acido prostanoico esta sustituido por un
grupo tetrazol y que tiene unidos dos atomos de fltor, es excelente en cuanto a propiedades y accion farmacolégica,
y que inesperadamente, aun cuando se trata de un derivado de la PGl,, tiene una actividad agonista selectiva de
EP4 y pierde considerablemente la actividad agonista de IP, que se observa en la forma carboxilato en C-1, y que es
un excelente compuesto quimico para uso como medicamento debido a dichas acciones agonistas, lo que dio como
resultado la realizacion de la presente invencion. El agonista selectivo de EP4 puede ser un ingrediente activo de un
medicamento con efectos secundarios reducidos a través de otros receptores.

Por lo tanto, la presente invencién proporciona un medicamento que comprende, como ingrediente activo, un
derivado de 7,7-difluoro-PGl; representado por la siguiente formula (1), que es un agonista selectivo de EP4 (de aqui
en adelante abreviado a veces como compuesto (1) de la presente invencion), una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo, y se refiere, de acuerdo con las reivindicaciones, a lo siguiente:

[1] Un medicamento para uso en la profilaxis y/o tratamiento de una enfermedad inmunitaria, una enfermedad
cardiovascular, una enfermedad cardiaca, una enfermedad respiratoria, una enfermedad oftalmolégica, una
enfermedad renal, una enfermedad hepatica, una enfermedad dsea, una enfermedad neuroldgica, una enfermedad
de la piel, calvicies, alopecia, insuficiencia de la maduracioén del cuello uterino o un trastorno auditivo,

en donde la enfermedad inmunitaria es esclerosis lateral amiotréfica, esclerosis multiple, sindrome de Sjogren,
artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico, rechazo después de un trasplante, artritis, sindrome de respuesta
inflamatoria sistémica, septicemia, sindrome hemofagocitico, sindrome de activacién de macrofagos, enfermedad de
Still, enfermedad de Kawasaki, hipercitoquinemia en dialisis, insuficiencia multiorganica, shock o psoriasis, y

en donde el medicamento comprende como un ingrediente activo, un agonista de EP4 que comprende un
compuesto representado por la férmula (1):
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en la que R y R? son cada uno, independientemente, un atomo de hidrogeno o un grupo alquilo de cadena lineal
que tiene un nimero de carbonos de 1a 3,y R® es un atomo de hidrégeno, un grupo alquilo que tiene un nimero de
carbonos de 1 a 4, un grupo alcoxialquilo, un grupo arilo, un atomo de halégeno o un grupo haloalquilo, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.

[2] El medicamento para uso segun [1], en donde R'es un grupo metilo.
[3] El medicamento para uso segun [1] o [2], en donde R®es un grupo metilo.
[4] El medicamento para uso segun cualquiera de [1] a [3], en donde R? es un atomo de hidrégeno.

[5] El medicamento para uso segun cualquiera de [1] a [4], en donde R' es un grupo metilo, y R? es un atomo de
hidrégeno.

[6] EI medicamento para uso segun cualquiera de [1] a [5], en donde R®es un grupo m-metilo.

[7] El medicamento para uso segun [1], en donde R' es un grupo metilo, R? es un atomo de hidrégeno, y R® es un
grupo metilo.

[8] ElI medicamento para uso segun [1], en donde R' es un atomo de hidrégeno, R? es un grupo metilo, y R® es un
grupo metilo.

[9] El medicamento para uso segun [1], en donde el agonista de EP4 es 4-[(Z)-(1S,5R,6R,7R)-6-[(1E,3R,4RS)-3-
hidroxi-4-(m-tolil)-1-pentenil]-7-hidroxi-2-oxa-4,4-difluoro-biciclo[3.3.0]octan-3-iliden]-1-(tetrazol-5-il)butano, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.

[10] El medicamento para uso segun [1], en donde el agonista de EP4 es 4-[(Z)-(1S,5R,6R,7R)-6-[(1E,3R,4R)-3-
hidroxi-4-(m-tolil)-1-pentenil]-7-hidroxi-2-oxa-4,4-difluoro-biciclo[3.3.0]octan-3-iliden]-1-(tetrazol-5-il)butano, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.

[11] El medicamento para uso segun [1], en donde el agonista de EP4 es 4-[(Z)-(1S,5R,6R,7R)-6-[(1E,3R,4S)-3-
hidroxi-4-(m-tolil)-1-pentenil]-7-hidroxi-2-oxa-4,4-difluoro-biciclo[3.3.0]octan-3-iliden]-1-(tetrazol-5-il)butano, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.

[12] El medicamento para uso segun cualquiera de [1] a [11], en donde la enfermedad cardiovascular o enfermedad
cardiaca es arterioesclerosis, angina de pecho, infarto de miocardio, trastorno cerebral causado por hemorragia
cerebral, trastorno cerebral causado por infarto cerebral, trastorno cerebral causado por hemorragia subaracnoidea,
hipertensién arterial pulmonar, obstruccion arterial periférica o un sintoma atribuido a alteraciones de la circulacién
periférica.

[13] El medicamento para uso segun cualquiera de [1] a [11], en donde la enfermedad respiratoria es asma, lesion
pulmonar, fibrosis pulmonar, enfisema, bronquitis o enfermedad pulmonar obstructiva crénica.

[14] El medicamento para uso segun cualquiera de [1] a [11], en donde la enfermedad oftalmoldgica es glaucoma o
hipertensién ocular.
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[15] El medicamento para uso segun cualquiera de [1] a [11], en donde la enfermedad renal es glomerulonefritis,
nefropatia diabética, nefropatia por IgA o lesion renal por isquemia-reperfusion.

[16] El medicamento para uso segun cualquiera de [1] a [11], en donde la enfermedad hepatica es hepatitis,
hepatopatia o lesién hepatica por isquemia-reperfusion.

[17] El medicamento para uso segun cualquiera de [1] a [11], en donde la enfermedad 6sea es osteoporosis, fractura
6sea o una fase de recuperacién postoperatoria después de osteotomia.

[18] El medicamento para uso segun cualquiera de [1] a [11], en donde la enfermedad neurolégica es la muerte
celular neuronal.

[19] El medicamento para uso segun cualquiera de [1] a [11], en donde la enfermedad de la piel es Ulcera o herida
por presion.

Por otra parte, ademas de la invencion reivindicada, se describen aqui los siguientes aspectos:

[1] Un compuesto representado por la férmula (1):

/N\
NSOSN
\

/
N
H

en la que R y R? son cada uno, independientemente, un atomo de hidrogeno o un grupo alquilo de cadena lineal
que tiene un namero de carbonos de 1a 3,y R® es un atomo de hidrogeno, un grupo alquilo que tiene un nimero de
carbonos de 1 a 4, un grupo alcoxialquilo, un grupo arilo, un atomo de halégeno o un grupo haloalquilo, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.

[2] EI compuesto de [1], en donde R'es un grupo metilo, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
[3] El compuesto de [1] o [2], en donde R®es un grupo metilo, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

[4] El compuesto de cualquiera de [1] a [3], en donde R? es un atomo de hidrégeno, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo.

[5] EI compuesto de cualquiera de [1] a [4], en donde R' es un grupo metilo, y R? es un atomo de hidrégeno, o una
sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

[6] EI compuesto de cualquiera de [1] - [5], en donde R® es un grupo m-metilo, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo.

[7] El compuesto de [1], en donde R' es un grupo metilo, R? es un atomo de hidrégeno, y R® es un grupo metilo, o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

[8] EI compuesto de [1], en donde R' es un atomo de hidrégeno, R? es un grupo metilo, y R® es un grupo metilo, o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

[9] 4-[(2)-(1S,5R,6R,7R)-6-[(1E,3R,4RS)-3-hidroxi-4-(m-tolil)-1-pentenil]-7-hidroxi-2-oxa-4,4-difluoro-
biciclo[3.3.0]octan-3-iliden]-1-(tetrazol-5-il)butano, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
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[10] 4-[(2)-(1S,5R,6R,7R)-6-[(1E,3R,4R)-3-hidroxi-4-(m-tolil)-1-pentenil]-7-hidroxi-2-oxa-4,4-difluoro-
biciclo[3.3.0]octan-3-iliden]-1-(tetrazol-5-il)butano, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

[11] 4-[(2)-(1S,5R,6R,7R)-6-[(1E,3R,4S)-3-hidroxi-4-(m-tolil)-1-pentenil]-7-hidroxi-2-oxa-4,4-difluoro-
biciclo[3.3.0]octan-3-iliden]-1-(tetrazol-5-il)butano, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

[12] Un medicamento que comprende el compuesto de cualquiera de [1] a [11], o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, como un ingrediente activo.

[13] Un medicamento para la profilaxis o el tratamiento de una enfermedad del tracto digestivo, que comprende el
compuesto de cualquiera de [1] a [11], o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, como un ingrediente
activo.

[14] El medicamento de [13], en donde la enfermedad del tracto digestivo es una enfermedad inflamatoria o
enfermedad ulcerosa del tracto digestivo.

[15] El medicamento de [14], en donde la enfermedad inflamatoria del tracto digestivo es una enfermedad
inflamatoria del intestino.

[16] El medicamento de [15], en donde la enfermedad inflamatoria del intestino es colitis ulcerosa o enfermedad de
Crohn.

[17] El medicamento de [15], en donde la enfermedad inflamatoria del intestino es la enfermedad intestinal de Behcet
o Ulcera simple.

[18] ElI medicamento de [14], en donde la enfermedad ulcerosa del tracto digestivo es esofagitis, Ulcera esofagica,
gastritis o ulcera gastrica.

[19] El medicamento de [18], en donde la gastritis o Ulcera gastrica es gastritis o Ulcera gastrica inducida por
farmacos.

[20] EI medicamento de [19], en donde la gastritis o Ulcera gastrica inducida por farmacos es inducida por un
farmaco anti-inflamatorio no esteroideo.

[21] El medicamento de [18], en donde la gastritis o Ulcera gastrica es inducida por alcohol.
[22] El medicamento de [14], en donde la enfermedad ulcerosa del tracto digestivo es Ulcera del intestino delgado.

[23] El medicamento de [22], en donde la Ulcera del intestino delgado es ulcera del intestino delgado inducida por
farmacos.

[24] El medicamento de [23], en donde la Ulcera del intestino delgado inducida por farmacos es inducida por un
farmaco anti-inflamatorio no esteroideo.

[25] El medicamento de [22], en donde la Ulcera del intestino delgado es inducida por alcohol.

[26] Un agonista de EP4 que comprende el compuesto de cualquiera de [1] a [11], o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo.

[27] Un medicamento que comprende el agonista de EP4 de [26], como ingrediente activo.
[28] El medicamento de [27], para la profilaxis o el tratamiento de una enfermedad que implica a EP4.

[29] El medicamento de [28], para la profilaxis o tratamiento de una enfermedad cuyos sintomas pueden ser
mitigados por una accién agonista selectiva de EP4.

[30] El medicamento de [29], en donde la enfermedad cuyos sintomas pueden ser mitigados por una accién agonista
selectiva de EP4 es una enfermedad inmunitaria, una enfermedad cardiovascular, una enfermedad cardiaca, una
enfermedad respiratoria, una enfermedad oftalmoldgica, una enfermedad renal, una enfermedad hepatica, una
enfermedad 6sea, una enfermedad del tracto digestivo, una enfermedad neurolégica o una enfermedad de la piel.

[31] El medicamento de [30], en donde la enfermedad inmunitaria es esclerosis lateral amiotréfica, esclerosis
multiple, sindrome de Sjogren, artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico, rechazo después de un trasplante,
artritis, sindrome de respuesta inflamatoria sistémica, septicemia, sindrome hemofagocitico, sindrome de activacion
de macrofagos, enfermedad de Still, enfermedad de Kawasaki, hipercitoquinemia en dialisis, insuficiencia
multiorganica, shock o psoriasis.

[32] El medicamento de [30], en donde la enfermedad cardiovascular o la enfermedad cardiaca es arteriosclerosis,
angina de pecho, infarto de miocardio, trastorno cerebral causado por hemorragia cerebral, trastorno cerebral
causado por infarto cerebral, trastorno cerebral causado por hemorragia subaracnoidea, hipertension arterial
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pulmonar, obstruccion arterial periférica (arteriosclerosis obliterante y tromboangitis obliterante) o diferentes
sintomas atribuidos a alteraciones de la circulacion periférica (claudicacion intermitente o entumecimiento de las
piernas causado por estenosis espinal lumbar, sindrome de Raynaud, disfuncion eréctil, hemorroides etc.).

[33] ElI medicamento de [30], en donde la enfermedad respiratoria es asma, lesién pulmonar, fibrosis pulmonar,
enfisema, bronquitis o enfermedad pulmonar obstructiva crénica.

[34] El medicamento de [30], en donde la enfermedad oftalmoldgica es glaucoma o hipertension ocular.

[35] EI medicamento de [30], en donde la enfermedad renal es glomerulonefritis, nefropatia diabética, nefropatia por
IgA o lesion renal por isquemia-reperfusion.

[36] ElI medicamento de [30], en donde la enfermedad hepatica es hepatitis, hepatopatia o lesién hepatica por
isquemia-reperfusion.

[37] El medicamento de [30], en donde la enfermedad ésea es osteoporosis, fractura ésea o una fase de
recuperacion postoperatoria después de osteotomia.

[38] El medicamento de [30], en donde la enfermedad neuroldgica es la muerte celular neuronal.
[39] El medicamento de [30], en donde la enfermedad de la piel es Ulcera o herida por presion.

[40] EI medicamento de [28], en donde la enfermedad que implica a EP4 es una enfermedad seleccionada del grupo
que consiste en calvicies, alopecia, insuficiencia de maduracion del cuello uterino y un trastorno auditivo.

Efecto de la invencion

El derivado 7,7-difluoro-PGl, de la formula (1) puede proporcionar un medicamento que mantiene la concentracion
en sangre durante un largo tiempo y presenta una accién farmacolégica mediante administracion parenteral o
administracion oral, y que es para la profilaxis o el tratamiento de la inflamacion del tracto digestivo o la aparicion de
diarrea o heces con sangre en la enfermedad inflamatoria del intestino, o para la profilaxis o el tratamiento de
gastritis o Ulcera en la Ulcera gastrica, Ulcera del intestino delgado y similares. Ademas, debido a la accion agonista
de EP4, se puede proporcionar un medicamento para la profilaxis o el tratamiento de enfermedades inmunitarias,
enfermedades cardiovasculares, enfermedades cardiacas, enfermedades respiratorias, enfermedades
oftalmoldgicas, enfermedades renales, enfermedades hepaticas, enfermedades 6seas, enfermedades del tracto
digestivo, enfermedades neuroldgicas, enfermedades de la piel y similares. En situaciones clinicas, se espera que el
compuesto de la presente invencién muestre una eficacia similar en el grupo de enfermedades para las que un
agonista de EP4 puede proporcionar efectos, mientras que la preocupacion por los efectos secundarios tales como
hemorragia, hipotension, palpitaciones y rubefaccion de la cara es mas baja debido a que su accién agonista de IP
sobre el sistema circulatorio esta debilitada. En particular, el compuesto de la presente invencién es eficaz, basado
en la accion agonista de EP4, para la inflamacion del tracto digestivo asociada con la inmunidad, lesiones de la
mucosa del tracto digestivo inducidas por farmacos, lesiones del tracto digestivo y retraso en la cicatrizacién debido
a trastornos regenerativos de las mucosas, enfermedades oftalmoldgicas, enfermedades renales, y enfermedades
hepaticas. Especificamente, el compuesto es Util para una enfermedad inflamatoria del intestino tal como colitis
ulcerosa y enfermedad de Crohn, gastritis alcohdlica, Ulcera gastrica y Ulcera del intestino delgado, nefritis,
glaucoma, hipertension ocular, hepatitis y similares.

Breve descripcion de los dibujos
La Fig. 1A muestra el efecto sobre la tension arterial en ratones.
La Fig. 1B muestra el efecto sobre la frecuencia cardiaca en ratones.

La Fig. 2A muestra el efecto sobre las heces anormales en el modelo de colitis inducida por DSS (dextrano sulfato
de sodio) en raton (BALB/c)

La Fig. 2B muestra el efecto sobre el acortamiento de colon en el modelo de colitis inducida por DSS en raton
(BALBY/c).

La Fig. 3A muestra el efecto del BPS (beraprost de sodio) sobre las heces anormales en el modelo de colitis
inducida por DSS en raton (C57BL/6).

La Fig. 3B muestra el efecto sobre las heces anormales en el modelo de colitis inducida por DSS en raton
(C57BL/6B).

La Fig. 3C muestra el efecto del BPS sobre el acortamiento de colon en el modelo de colitis inducida por DSS en
raton (C57BL/6).
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La Fig. 3D muestra el efecto sobre el acortamiento de colon en el modelo de colitis inducida por DSS en raton
(C57BL/6).

La Fig. 4A muestra el efecto sobre las heces anormales en el modelo de colitis inducida por DSS en rata.
La Fig. 4B muestra el efecto sobre el acortamiento de colon en el modelo de colitis inducida por DSS en rata.
La Fig. 4C muestra el efecto sobre la lesion del tejido del colon en el modelo de colitis inducida por DSS en rata.

La Fig. 5 muestra el efecto sobre las heces anormales en el modelo de remisién/recaida de colitis inducida por DSS
en raton.

La Fig. 6A muestra el efecto sobre la puntuacion de la consistencia de las heces en el modelo de colitis por
transferencia de células T en ratén.

La Fig. 6B muestra el efecto sobre la puntuacién de sangre oculta en heces en el modelo de colitis por transferencia
de células T en raton.

La Fig. 6C muestra el efecto sobre la puntuacion de la disminucion de peso corporal en el modelo de colitis por
transferencia de células T en ratén.

La Fig. 6D muestra el efecto sobre la puntuacion DAI (indice de actividad de la enfermedad) en el modelo de colitis
por transferencia de células T en ratén.

La Fig. 7 muestra el efecto sobre la Ulcera gastrica en el modelo de lesion de la mucosa gastrica inducida por etanol
en la rata.

La Fig. 8 muestra el efecto sobre la Ulcera del intestino delgado, en el modelo de lesion del intestino delgado
inducida por indometacina en la rata.

La Fig. 9A muestra el efecto sobre el volumen de orina en el modelo de glomerulonefritis inducida por anticuerpos
anti Thy-1 en la rata.

La Fig. 9B muestra el efecto sobre la cantidad de proteina en la orina en el modelo de glomerulonefritis inducida por
anticuerpos anti Thy-1 en la rata.

La Fig. 9C muestra el efecto sobre el peso relativo del rifion en el modelo de glomerulonefritis inducida por
anticuerpos anti Thy-1 en la rata.

La Fig. 9D muestra el efecto sobre la histopatologia renal (recuento total de células glomerulares) en el modelo de
glomerulonefritis inducida por anticuerpos anti Thy-1 en la rata.

La Fig. 9E muestra el efecto sobre la histopatologia renal (region mesangial) en el modelo de glomerulonefritis
inducida por anticuerpos anti Thy-1 en la rata.

La Fig. 9F muestra el efecto sobre la histopatologia renal (recuento de células glomerulares PCNA positivas) en el
modelo de glomerulonefritis inducida por anticuerpos anti Thy-1 en la rata.

La Fig. 10 muestra el efecto sobre la presion intraocular del conejo.

La Fig. 11 muestra el efecto profilactico en el modelo de hepatitis inducida por concanavalina A en el ratén.
Realizaciones de la invencion

Definiciones

En la presente memoria descriptiva, el "agonista selectivo de EP4" significa un compuesto que muestra una accion
agonista (actividad farmacologica) débil sobre el receptor de PGI, (IP) con respecto a la acciéon agonista
generalmente encontrada en los analogos de PGl,, y que tiene una accién agonista notablemente superior sobre el
receptor de PGE; subtipo EP4 en comparacién con la accion agonista de IP. La accion agonista de EP4 se puede
medir segun el método de medida de la actividad agonista descrito en el Ejemplo 19 que se menciona mas adelante.
La accién agonista de IP se puede medir segun el método descrito en el Ejemplo 20. Si un compuesto es 0 no un
agonista selectivo de EP4 se puede evaluar midiendo la relacién de los valores de la constante de inhibicion de la
union Ki de EP4 y IP (relacion IP/EP4) en la misma especie segun el método de medida descrito en el Ejemplo 18.
Los ejemplos del agonista selectivo de EP4 incluyen un compuesto que tiene la relacion mencionada antes no
inferior a 5, preferiblemente no inferior a 10, mas preferiblemente no inferior a 50, mas preferiblemente no inferior a
100.
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En la presente memoria descriptiva, el "derivado de prostaglandina I," significa un compuesto con una estructura
modificada por una técnica general de la quimica organica, basado en la estructura de la PGI; de tipo natural. A
continuacion, se explica el compuesto de la presente invencion.

Definicion del compuesto de la presente invencion

En la nomenclatura de los compuestos en la presente memoria descriptiva, los nUmeros que se utilizan para sefalar
la posicion en el esqueleto de la PG corresponden a los numeros en el esqueleto del acido prostanoico. En la
presente memoria descriptiva, un grupo en el que un atomo de hidrégeno de un grupo alquilo esta sustituido, se
indica también como un grupo alquilo sustituido. Lo mismo se aplica a otros grupos.

Ademas, un grupo organico "inferior" tal como un grupo alquilo y similares significa que el nimero de carbonos del
mismo es de 1 a 6. El numero de carbonos del grupo organico "inferior" es preferiblemente 1 a 4.

El "grupo alquilo" puede ser de cadena lineal o de cadena ramificada. A menos que se indique otra cosa, el grupo
alquilo es preferiblemente un grupo alquilo inferior que tiene un numero de carbonos de 1 a 6, y es particularmente
preferible un grupo alquilo inferior que tiene un numero de carbonos de 1 a 4. Los ejemplos del grupo alquilo
incluyen un grupo metilo, un grupo etilo, un grupo propilo, un grupo isopropilo, un grupo butilo, un grupo isobutilo, un
grupo sec-butilo, un grupo terc-butilo, un grupo pentilo, un grupo hexilo y similares.

El "grupo alcoxi" es preferiblemente un grupo alcoxi inferior que tiene un nimero de carbonos de 1 a 6, en particular
preferiblemente un grupo alcoxi que tiene un numero de carbonos de 1 a 4. El grupo alcoxi puede ser de cadena
lineal o de cadena ramificada. Los ejemplos del grupo alcoxi incluyen un grupo metoxi, un grupo etoxi, un grupo
propoxi, un grupo butoxi y similares.

El "grupo alcoxialquilo" es un grupo alquilo sustituido con un grupo alcoxi. El grupo alcoxi del grupo alcoxialquilo es
preferiblemente un grupo alcoxi inferior que tiene un nimero de carbonos de 1 a 4, y el grupo alquilo del grupo
alcoxialquilo es preferiblemente un grupo alquilo inferior que tiene un nimero de carbonos de 1 a 4. El grupo
alcoxialquilo es preferiblemente un grupo alcoxialquilo inferior (es decir, el nimero de carbonos de todo el grupo
alcoxialquilo es 1 a 6), mas preferiblemente un grupo alcoxialquilo inferior que tiene un nimero de carbonos de 1 a
4. Los ejemplos del grupo alcoxialquilo incluyen un grupo metoximetilo, un grupo etoximetilo, un grupo propoximetilo,
un grupo etoxietilo y similares.

El "grupo arilo" es un grupo hidrocarburo aromatico monovalente opcionalmente con sustituyente o sustituyentes.
Como grupo arilo sin sustituyente, es preferible un grupo fenilo.

Como el "grupo arilo sustituido" (un grupo arilo con sustituyente o sustituyentes), es preferible un grupo arilo en el
que uno o mas atomos de hidrogeno del grupo arilo estan sustituidos con un grupo alquilo inferior, un atomo de
halégeno, un grupo halogenado (alquilo inferior), un grupo alcoxi inferior y similares. Los ejemplos preferibles del
grupo arilo sustituido incluyen un grupo fenilo sustituido, y los ejemplos particulares del mismo incluyen un grupo
monohalofenilo (por ejemplo, grupo clorofenilo, grupo fluorofenilo, grupo bromofenilo, etc.), un grupo fenilo sustituido
con un (alquilo inferior halogenado) (por ejemplo, grupo trifluorometilfenilo etc.) y un grupo fenilo con (alcoxi inferior)
(por ejemplo, grupo metoxifenilo, grupo etoxifenilo etc.).

El "atomo de halégeno" es un atomo de fltor, un atomo de cloro, un atomo de bromo o un atomo de yodo.

El "grupo haloalquilo" es un grupo alquilo en el que uno o mas atomos de hidrogeno del grupo alquilo estan
sustituidos con un atomo de halégeno, y es preferible un grupo haloalquilo inferior que tiene un nimero de carbonos
de 1 a 6. Los ejemplos del grupo haloalquilo incluyen un grupo fluorometilo, un grupo difluorometilo, un grupo
trifluorometilo, un grupo trifluoroetilo, un grupo pentafluoroetilo, un grupo clorometilo, un grupo bromometilo y
similares.

Como compuesto (1) de la presente invencion, es preferible el siguiente compuesto desde el punto de vista de la
actividad farmacologica y propiedades fisicas.

Esto es, R’ y R? son cada uno, independientemente, un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo de cadena lineal que
tiene un niumero de carbonos de 1 a 3, y cada uno, independientemente, es preferiblemente un atomo de hidrégeno
o un grupo metilo. En particular preferiblemente, uno de R' y R? es un atomo de hidrégeno, y el otro es un grupo
metilo.

R® es un atomo de hidrégeno, un grupo alquilo que tiene un nimero de carbonos de 1 a 4, un grupo alcoxialquilo, un
grupo arilo, un atomo de halégeno o un grupo haloalquilo, y es preferible un atomo de hidrégeno, un grupo alquilo
que tiene un numero de carbonos de 1 a 4, un grupo alcoxialquilo inferior tal como un grupo metoximetilo y similares,
un atomo de halégeno tal como un atomo de cloro, un atomo de fldor y similares, o un grupo haloalquilo inferior tal
como un grupo fluoroalquilo inferior y similares. En particular, es preferible un atomo de hidrégeno, un grupo alquilo
que tiene un numero de carbonos de 1 a 4, un atomo de cloro o un haloalquilo que tiene un nimero de carbonos de
1 a 4. Como el grupo alquilo que tiene un numero de carbonos de 1 a 4, son preferibles un grupo metilo y un grupo
etilo, y como el grupo haloalquilo que tiene un numero de carbonos de 1 a 4, es preferible un grupo trifluorometilo.
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Como R?, un atomo de hidrégeno, un grupo metilo o un grupo trifluorometilo es lo mas preferible.

Ademas, R® puede estar sustituido, en cualquiera de las posiciones orto (o), meta (m)y para (p) con respecto a la
posicion de sustitucion de la cadena principal del esqueleto de prostaglandina, por un anillo bencénico. R® en
particular, esta preferiblemente sustituido en la posicion meta (m).

Realizacion del compuesto preferible de la presente invencién

Ademas, las combinaciones preferibles de R', R? y R® en el compuesto (1) de la presente invencidn son como sigue.

es un atomo de hidroégeno, R? es un atomo de hidrégeno, y R® es un atomo de hidrégeno.

es un atomo de hidrégeno, R? es un atomo de hidrégeno, y R® es un grupo metilo.

es un atomo de hidrégeno, R? es un atomo de hidroégeno, y R® es un atomo de cloro.

es un atomo de hidroégeno, R? es un atomo de hidrégeno, y R® es un grupo trifluorometilo.

es un grupo metilo, R? es un atomo de hidrégeno, y R® es un atomo de hidrégeno.

es un grupo metilo, R? es un atomo de hidrogeno y R®es un grupo metilo.

es un grupo metilo, R? es un atomo de hidrégeno, y R? es un atomo de cloro.

es un grupo metilo, R? es un atomo de hidrégeno, y R®es un grupo trifluorometilo.

es un atomo de hidrégeno, R? es un grupo metilo, y R® es un atomo de hidrégeno.

es un atomo de hidroégeno, R? es un grupo metilo, y R®es un grupo metilo.

es un atomo de hidroégeno, R? es un grupo metilo, y R? es un atomo de cloro.

es un atomo de hidroégeno, R? es un grupo metilo, y R®es un grupo trifluorometilo.

es un grupo metilo, R? es un grupo metilo, y R® es un atomo de hidrégeno.

es un grupo metilo, R? es un grupo metilo, y R®es un grupo metilo.

es un grupo metilo, R? es un grupo metilo, y R? es un atomo de cloro.

A X X XX X AW AN X O XX X M AW AW WD

es un grupo metilo, R? es un grupo metilo, y R®es un grupo trifluorometilo.

Ademas, las combinaciones preferibles entre las mencionadas antes, son como sigue, ya que la accién agonista
selectiva de EP4 es alta.

R'esun grupo metilo, R? es un atomo de hidrégeno, y R®es un grupo metilo.
R' es un atomo de hidrégeno, R? es un grupo metilo, y R®es un grupo metilo.
Por otra parte, las combinaciones mas preferibles son las siguientes.

R'esun grupo metilo, R? es un atomo de hidrégeno, y R®es un grupo m-metilo.
R' es un atomo de hidrégeno, R? es un grupo metilo, y R®es un grupo m-metilo.
Método de produccion del compuesto (1) de la presente invencion

El compuesto (1) de la presente invencion se puede producir, por ejemplo, en base a los métodos descritos en los
documentos JP-A-07-324081 y JP-A-08-217772 relativos a las invenciones realizadas por los presentes inventores.
Por ejemplo, utilizando lactona de Corey como material de partida, se introduce la cadena w al principio, y la lactona
se convierte por fluoracion en la lactona de Corey con difluoro que contiene la cadena w. Después, se introduce una
unidad de la cadena a mediante una reaccién de adicidn con un reactivo organometalico que tiene un grupo tetrazol
en el terminal y una reaccion de deshidratacion, o por una reaccion de Wittig utilizando una sal de fosfonio que tiene
un grupo tetrazol en el terminal, y similares, y el grupo hidroxilo se desprotege si es necesario, con lo que se puede
sintetizar el compuesto (1).

Alternativamente, se obtiene la lactona de Corey con difluoro, por fluoraciéon de la lactona de Corey, como material
de partida. Después, se introduce una unidad de la cadena a mediante una reaccién de adicién con un reactivo
organometalico que tiene un grupo tetrazol en el terminal y una reaccién de deshidratacion, o por una reaccion de
Wittig utilizando una sal de fosfonio que tienen un grupo tetrazol en el terminal, y similarmente, se introduce una
cadena w, y el grupo hidroxilo se desprotege si es necesario, con lo que se puede sintetizar el compuesto (1).

12
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Alternativamente, se puede sintetizar también el compuesto (1) mediante la conversion de un grupo carboxi del

derivado de acido carboxilico descrito en el documento JP-A-07-324081 en un grupo ciano y la conversion del
derivado en un derivado de tetrazol.

De estos métodos de produccion, los métodos representativos se explican especificamente utilizando las siguientes
5 férmulas quimicas.

N,
NN N7
N AN
H H
O F
M _5‘ =
R, ,Rz

()

RS

0
oA\
OR’

9

Por ejemplo, utilizando la lactona de Corey (7) como material de partida, se introduce la cadena w al principio, el
derivado de lactona de Corey obtenido (6) que contiene la cadena w se somete a una reaccion de fluoraciéon para
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dar un derivado de lactona de Corey con difluoro que contiene la cadena w (3) que tiene dos atomos de fltor en la
posicion a del grupo carbonilo. Después, se hace reaccionar el derivado de difluorolactona (3) con el derivado de
fosforano (4) para introducir una unidad de cadena a, con lo que se puede obtener el derivado de PGl, (2) con los
grupos hidroxilo protegidos. El grupo protector de hidroxilo se elimina para dar el compuesto (1) de la presente
invencion.

El derivado de fosforano (4) se puede obtener a partir de un derivado de sal de fosfonio (5).

Excepto cuando R' - R® son sustituyentes particulares, el derivado de lactona (6) mencionado antes, es un
compuesto conocido. El nuevo derivado de lactona (6) mencionado antes, en el que R' - R® son sustituyentes
particulares puede ser producido por un método similar al de los derivados de lactona (6) conocidos. Por ejemplo,
los nuevos derivados de lactona (6) se pueden producir haciendo reaccionar el diéster de acido 3-aril-2-
oxoalquilfosfénico con lactona de Corey que tiene un grupo formilo. Aqui, la cadena de alquilo del acido
alquilfosfénico tiene un nimero de carbonos no inferior a 3.

R4, R® y R’ son cada uno, independientemente, un grupo protector de hidroxilo. R4, R5, y R’ pueden ser grupos
protectores iguales. Como grupo protector, se puede utilizar el grupo protector de hidroxilo descrito en "Shin Jikken
Kagaku Koza (New Courses in Experimental Chemistry) 14, synthesis and reaction of organic compound (V)"
(Maruzen Company, Limited), "Protective Groups in Organic synthesis" (by T.W. Greene, J. Wiley & Sons) y
similares. Especificamente, se pueden mencionar un grupo ftriorganosililo, un grupo alcoxialquilo, un grupo
monovalente que tiene una estructura de éter ciclico y similares. Como grupo triorganosililo, es preferible un grupo
sililo en el que 3 grupos seleccionados de un grupo alquilo, un grupo arilo, un grupo aralquilo y un grupo alcoxi estan
unidos a un atomo de silicio, y es particularmente preferible un grupo en el que 3 grupos alquilo inferior o grupos
arilo estan unidos a un atomo de silicio. Como ejemplos especificos del grupo protector, son preferibles un grupo
tetrahidropiranilo, un grupo terc-butildimetilsililo, un grupo terc-butildifenilsililo, un grupo ftrietilsililo, un grupo
trifenilsililo o un grupo triisopropilsililo y similares. En particular, son preferibles un grupo tetrahidropiranilo, un grupo
terc-butildimetilsililo, un grupo terc-butildifenilsililo y similares.

El grupo protector de hidroxilo se puede eliminar facilimente. EI método de desproteccion del grupo hidroxilo
protegido puede ser un método convencional. Por ejemplo, se pueden emplear los métodos descritos en "Shin
Jikken Kagaku Koza (New Courses in Experimental Chemistry) 14, synthesis and reaction of organic compound (1),
() and (V)" (Maruzen Company, Limited), "Protective Groups in Organic synthesis" (by T.W. Greene, J. Wiley &
Sons) y similares.

Para la conversion del derivado de lactona (6) en derivado de difluorolactona (3) por una reaccién de fluoracion, se
pueden aplicar diversos métodos de fluoracion conocidos. Por ejemplo, se puede emplear un método que incluye
hacer reaccionar con diversos agentes de fluoracion electréfilos en un disolvente inerte. La fluoracion también se
puede realizar por los métodos descritos en los documentos JP-A-07-324081 y JP-A-09-110729 relativos a la
invencioén por los presentes inventores.

En la reaccion de fluoracion del derivado de lactona (6), se utiliza preferiblemente un agente de fluoracion electrdéfilo.
Como agente de fluoracion electrofilo, se puede utilizar un agente de fluoracion electréfilo conocido o bien conocido.
Por ejemplo, se pueden mencionar los agentes de fluoracion electréfilos descritos en "Chemistry of fluorine”
(Kodansha Scientifics Ltd.) by Tomoya Kitazume, Takashi Ishihara, and Takeo Taguchi y similares. Especificamente,
se pueden mencionar N-fluorosulfonil amidas, derivado de N-sulfonil imida, hipofluorito de acetilo, flior gas y
similares.

El agente de fluoracion electrdéfilo se utiliza preferiblemente en presencia de un disolvente inerte. Como disolvente
inerte, se pueden mencionar disolventes éteres, disolventes hidrocarburos, disolventes polares, disolventes mezclas
de los mismos y similares.

El derivado de difluorolactona (3) obtenido por la reaccion de fluoracién se hace reaccionar entonces con un
derivado de fosforano (4) para dar el derivado de PGI, (2) en donde el grupo hidroxilo esta protegido. El derivado de
fosforano (4) se produce a partir del correspondiente derivado de sal de fosfonio (5), en un disolvente inerte en
presencia de una base, y el derivado de fosforano formado (4) se utiliza preferiblemente directamente para la
reaccion de Wittig con el derivado de difluorolactona (3) sin aislamiento. Como métodos de produccién del derivado
de fosforano (4) y del derivado de sal de fosfonio (5), se pueden emplear los métodos descritos en los documentos
DE2242239, DE2405255 y similares. Como R°® para el derivado de fosforano (4) o el derivado de sal de fosfonio (5),
es preferible un grupo arilo tal como un grupo fenilo, un grupo tolilo y similares, y es particularmente preferible un
grupo fenilo. Como disolvente inerte, se pueden mencionar disolventes éteres, disolventes hidrocarburos,
disolventes polares, disolventes acuosos, disolventes alcohdlicos, disolventes mezcla de los mismos y similares.

El grupo protector de hidroxilo se elimina del derivado de la PGl, (2) obtenido por el método anterior para dar el
compuesto (1).

Puesto que el compuesto (1) de la presente invencién tiene un carbono asimétrico en la estructura, se presentan
varios estereoisomeros e isbmeros opticos. La presente invencion engloba todos estos estereoisdbmeros, isémeros
opticos y mezclas de los mismos.

14



10

15

ES 2593229 T3

Los ejemplos especificos del compuesto (1) de la presente invencién, incluyen el compuesto representado por la
siguiente formula (8).

=
\

N

’
N
H

(8)
]

HO OH
Ejemplos del compuesto (1) de la presente invencion

Se puede mencionar un compuesto en el cual, en la férmula (8), R1, R? y R® tienen las estructuras que se muestran
en la siguiente Tabla 1.

Tabla 1

R’ R R’
Compuesto A H H H
Compuesto B H H Me
Compuesto C H H Cl
Compuesto D H H CF3
Compuesto E Me H H
Compuesto F Me H Me
Compuesto G Me H Cl
Compuesto H Me H CF3
Compuesto | H Me H
Compuesto J H Me Me
Compuesto K H Me Cl
Compuesto L H Me CF3
Compuesto M Me Me H
Compuesto N Me Me Me
Compuesto O Me Me Cl
Compuesto P Me Me CF3

Caracteristicas del compuesto (1) de la presente invencion

El compuesto (1) de la presente invencion es un derivado de PGl, que no se metaboliza facilmente en el cuerpo y
que tiene mejor estabilidad. Puesto que el grupo carboxi del esqueleto de PG se convierte en un grupo tetrazol, el
compuesto no se metaboliza facilmente por la -oxidacion, que es conocida como una via metabdlica comun de los
acidos grasos tales como las prostaglandinas. Por lo tanto, tiene una semivida plasmatica prolongada y puede
mantener una concentracion eficaz en plasma durante mucho tiempo, en comparaciéon con un compuesto que tiene
un grupo carboxi en el esqueleto de PG. Puesto que la estabilidad metabdlica se mejora de esta manera, se puede
mejorar la biodisponibilidad del farmaco.
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El compuesto (1) de la presente invencion o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, muestra una accion de
agonista selectivo de EP4. Los ejemplos preferibles de compuesto (1) que muestran dicha acciéon son los mismos
que los ejemplos preferibles del compuesto (1) mencionados antes.

Medicamento que contiene el compuesto (1) de la presente invencion o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo como ingrediente activo

El medicamento de la presente invencion contiene el compuesto (1) y/o una sal farmacéuticamente aceptable del
compuesto (1), y, ademas, un vehiculo farmacéuticamente aceptable y, en algunos casos, otros componentes de
tratamiento.

El medicamento de la presente invencion contiene el compuesto (1) y/o una sal farmacéuticamente aceptable del
compuesto (1), o un hidrato del mismo, y, ademas, un vehiculo farmacéuticamente aceptable y, en algunos casos,
otros componentes de tratamiento.

Cuando el agente profilactico o terapéutico de la presente invencion se administra a pacientes, la dosis diaria varia
dependiendo de la edad y peso corporal de los pacientes, de la patologia y su gravedad, y similares. En general, se
administran de forma deseable 0,0001-10 mg, preferiblemente 0,01-1 mg, del agente en una a varias porciones. Por
ejemplo, para la administracion oral, es preferible 0,001-3 mg, y es particularmente preferible 0,001-0,5 mg. Para la
administracion intravenosa, es preferible 0,0001-1 mg, y es particularmente preferible 0,001-0,1 mg. La dosis se
puede cambiar cuando sea apropiado dependiendo de la enfermedad y de su estado. Como régimen de
dosificacion, se puede administrar de manera deseable un producto inyectable del agente mediante perfusion por
goteo continuo.

Para su uso como un medicamento, el agente se puede administrar al cuerpo mediante administracién oral y
administracion parenteral (por ejemplo, administracion intravascular (intravenosa, intraarterial), administracion
subcutanea, administracion rectal etc.). Los ejemplos de formas farmacéuticas incluyen una forma farmacéutica oral
tal como comprimidos, capsulas y jarabe, una forma farmacéutica parenteral, tal como inyectable liquido (solucion,
emulsion, suspension y similares), perfusion, supositorios, preparaciones nasales, parches e inhalaciones. La
administracion oral es particularmente deseable.

Una preparacion en las formas farmacéuticas mencionadas antes, se puede producir mezclando el compuesto (1) de
la presente invencién o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo con los aditivos necesarios para la
formulacion, tales como vehiculos, excipientes, aglutinantes y estabilizantes convencionales, y formulando la mezcla
por un método convencional. Por ejemplo, cuando la preparacion es un polvo, granulo, comprimido y similares, se
puede producir utilizando cualquier vehiculo farmacéutico preferible para producir una forma farmacéutica sélida, por
ejemplo, excipientes, lubricantes, disgregantes, aglutinantes y similares.

Estos excipientes pueden ser, por ejemplo, diluyentes inertes, tales como carbonato de calcio, carbonato de sodio,
lactosa, fosfato de calcio y fosfato de sodio; agentes de granulacion y disgregantes, tales como almidon de maiz y
acido alginico; aglutinantes, tales como almidén, gelatina y goma arabiga, y lubricantes, tales como estearato de
magnesio, acido estearico y talco. Los comprimidos pueden ser no recubiertos o recubiertos mediante una técnica
conocida para retrasar la disgregacion y la absorcion en el estbmago y en el intestino, asegurando de este modo una
liberacion sostenida durante un tiempo mas largo. Por ejemplo, se puede utilizar un material para retrasar en el
tiempo, tal como monoestearato de glicerilo o diestearato de glicerilo.

El compuesto (1) de la presente invencion se puede proporcionar como una capsula de gelatina dura que contiene
una mezcla con un diluyente sdlido inerte, por ejemplo, carbonato de calcio, fosfato de calcio o caolin.
Alternativamente, se puede proporcionar como una capsula de gelatina blanda que contiene una mezcla con un
disolvente miscible en agua, tal como propilenglicol, polietilenglicol y etanol, o aceites, tales como aceite de
cacahuete, parafina liquida y aceite de oliva.

Cuando la preparacion es un jarabe o un liquido, se pueden ser seleccionar y utilizar apropiadamente para su
produccion, por ejemplo, estabilizantes, agentes de suspension, agentes correctivos, sustancias aromaticas y
similares. Para la fabricacion de inyectables, se disuelve un ingrediente activo en agua destilada para inyeccion junto
con un regulador del pH tal como acido clorhidrico, hidroxido de sodio, lactosa, lactato de sodio, acido acético,
hidrogenofosfato de disodio y dihidrogenofosfato de sodio, y un agente isoténico tal como cloruro de sodio y glucosa,
y el inyectable se prepara asépticamente. Se puede utilizar un diluyente no acuoso inactivo tal como propilenglicol,
polietilenglicol, aceite de oliva, etanol y polisorbato 80 para la formulacién de la preparacion. Por otra parte, se
pueden afadir manitol, dextrina, ciclodextrina, gelatina y similares, y la mezcla se liofiliza a vacio para dar un
inyectable a disolver antes de su uso. Para la estabilizacion y mejora de la administracion de un farmaco a una
lesion, se puede formular, ademas, una preparacion de liposomas o una emulsion lipidica mediante un método
conocido y se puede utilizar como un inyectable.

Ademas, se puede producir una preparacion para administracion rectal utilizando una base de supositorios, tal como
manteca de cacao, triglicéridos de acidos grasos, diglicéridos de acidos grasos, monoglicéridos de acidos grasos y
polietilenglicol. Ademas, se puede ajustar a la viscosidad adecuada una base soluble en agua, tal como
polietilenglicol, polipropilenglicol, glicerol y glicerolgelatina, una base oleosa, tal como vaselina blanca, grasa dura,
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parafina, parafina liquida, Plastibase, lanolina y lanolina purificada, y similares, y se puede producir también una
pomada para administracion intrarrectal.

El compuesto (1) de la presente invencion o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo se puede administrar
tépicamente a la piel o a la membrana mucosa, esto es, administraciéon transdérmica o transmucosal. Como formas
farmacéuticas generales para este fin, se pueden mencionar gel, hidrogel, locién, solucion, crema, pomada,
pulverizaciones, apdsitos, preparacion en espuma, peliculas, parches para la piel, oblato, implantes, esponjas,
fibras, vendas, microemulsiones y similares. Como vehiculos cominmente usados, se pueden mencionar alcohol,
agua, aceite mineral, parafina liquida, vaselina blanca, glicerina, polietilenglicol, propilenglicol y similares.

El compuesto (1) de la presente invencion se puede mezclar con ciclodextrina o un derivado apropiado de la misma
o una unidad polimérica soluble, tal como un polimero que contiene polietilenglicol, con el fin de utilizarlo en
cualquiera de las formas farmacéuticas mencionadas antes, y mejorar la solubilidad, velocidad de disolucion,
biodisponibilidad y estabilidad. Por ejemplo, se ha confirmado que el complejo de farmaco-ciclodextrina y similares
son generalmente Utiles para la mayoria de las formas farmacéuticas y vias de administracion. Se pueden utilizar
tanto complejos de inclusién como de no inclusiéon. Como otro método para la formacién directa de complejos con
farmacos, se puede utilizar también la ciclodextrina como un aditivo auxiliar, es decir, vehiculo, excipiente o
solubilizante. Para estos fines, se utilizan generalmente a-, 3- y y-ciclodextrinas y similares.

Sal farmacéuticamente aceptable del compuesto (1) de la presente invencion

Una sal farmacéuticamente aceptable del compuesto (1) de la presente invencion es una sal del resto del grupo
tetrazol del derivado con una sustancia basica, la cual es un compuesto en el que el atomo de hidréogeno del grupo
tetrazol esta sustituido por un catién.

Los ejemplos del cation incluyen cationes de metales alcalinos tales como Na+2/ K", cationes de metales (distintos
de los cationes de metales alcalinos), tales como un 1/2 Ca®*, 1/2 Mg®*, 1/2 Zn*" y 1/3 AI**, NH,", cationes amonio
de amina organica y de aminoacidos tales como trietanolamina, dietanolamina, etanolamina, trometamina, lisina y
arginina, y similares. El catién preferible es ion de sodio o ion de potasio.

Mas particularmente, la sal aceptable es una sal producida a partir de una base no toxica farmacéuticamente
aceptable, tal como una base inorganica y una base organica. Como una sal derivada de una base no tdxica
inorganica farmacéuticamente aceptable, se pueden mencionar sal de litio, sal de cobre, sal férrica, sal ferrosa, sal
manganica, sal de manganeso y similares, ademas de la sal de sodio, sal de potasio, sal de calcio, sal de magnesio,
sal de zinc, sal de aluminio, sal de amonio y similares, mencionadas antes. De estas, son preferibles la sal de sodio,
sal de potasio, sal de calcio, sal de magnesio y sal de amonio, y son particularmente preferibles la sal de sodio y la
sal de potasio. Una sal derivada de una base organica no toxica farmacéuticamente aceptable incluye las sales de
aminas primarias, secundarias y terciarias, aminas sustituidas incluyendo aminas sustituidas de origen natural,
aminas ciclicas, y resinas de intercambio ionico basicas. Aparte de los ejemplos de aminas organicas y aminoacidos
mencionados antes, se pueden mencionar isopropilamina, dietilamina, trietilamina, trimetilamina, tripropilamina,
etilendiamina, N,N'-dibenciletilendiamina, 2-dietilaminoetanol, 2-dimetilaminoetanol, morfolina, N-etil-morfolina,
piperazina, piperidina, N-etilpiperidina, betaina, cafeina, colina, glucamina, glucosamina, histidina, hidrabamina,
metilglucamina, resina de poliamina, procaina, purina, teobromina y similares.

Uso del medicamento que contiene el compuesto (1) de la presente invencion o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, como un ingrediente activo

Un medicamento que contiene el compuesto (1) de la presente invencion o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo como un ingrediente activo, se puede aplicar a una enfermedad que implique el EP4, preferiblemente una
enfermedad en la que una accién agonista selectiva de EP4 pueda mitigar los sintomas. Especificamente, es util
para las enfermedades inmunitarias, enfermedades del tracto digestivo, enfermedades cardiovasculares,
enfermedades cardiacas, enfermedades respiratorias, enfermedades neuroldgicas, enfermedades oftalmolégicas,
enfermedades renales, enfermedades hepaticas, enfermedades 6seas, enfermedades de la piel y similares.

Las enfermedades inmunitarias en la presente invencion incluyen las enfermedades autoinmunes tales como
esclerosis lateral amiotréfica, esclerosis multiple, sindrome de Sjogren, artritis reumatoide y lupus eritematoso
sistémico, rechazo después de un trasplante y similares, y las enfermedades inflamatorias tales como asma, muerte
celular neuronal, artritis, lesiéon pulmonar, fibrosis pulmonar, enfisema, bronquitis, enfermedad pulmonar obstructiva
cronica, hepatopatia, hepatitis aguda, nefritis (nefritis aguda, nefritis cronica), insuficiencia renal, sindrome de
respuesta inflamatoria sistémica, septicemia, sindrome hemofagocitico, sindrome de activacion de macrofagos,
enfermedad de Still, enfermedad de Kawasaki, quemaduras, granuloma sistémico, hipercitoquinemia en dialisis,
insuficiencia multiorganica, shock y psoriasis.

La enfermedad del tracto digestivo en la presente invencion incluye la enfermedad inflamatoria y la enfermedad
ulcerosa del tracto digestivo, que es una enfermedad con inflamacién o Ulcera en los tejidos epiteliales, mucosales o
submucosales del tracto digestivo, o proliferacion o disfuncién anormal del epitelio de la mucosa, y que es causada
por estimulos fisicos, estimulos quimicos tales como por el jugo gastrico, estimulos por farmacos tales como
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farmacos anti-inflamatorios no esteroideos y esteroideos, enfermedades inmunitarias y enfermedades
autoinmunitarias de etiologia desconocida, enfermedades mentales y similares.

La enfermedad inflamatoria del tracto digestivo incluye la enfermedad inflamatoria del intestino, particularmente
colitis ulcerosa, enfermedad de Crohn, que es una enfermedad inflamatoria granulomatosa inespecifica acompafiada
por fibrilacién o ulceracién, enfermedad intestinal de Behcet y Ulcera simple. La enfermedad ulcerosa del tracto
digestivo de la presente invencion incluye estomatitis, estomatitis aftosa, esofagitis, Ulcera esofagica, gastritis, Ulcera
gastrica y ulcera del intestino delgado.

Por otra parte, la gastritis y la Ulcera gastrica incluyen gastritis y Ulcera gastrica inducidas por farmacos, gastritis y
Ulcera gastrica alcohdlicas, y la gastritis y Ulcera gastrica inducidas por farmacos incluyen la gastritis y Ulcera
gastrica inducidas por un farmaco anti-inflamatorio no esteroideo.

La Ulcera del intestino delgado incluye ulcera del intestino delgado inducida por farmacos y Ulcera del intestino
delgado alcohdlica, y la ulcera del intestino delgado inducida por farmacos incluye Ulcera del intestino delgado
inducida por un farmaco anti-inflamatorio no esteroideo.

En particular, el medicamento de la presente invencion es util como agente profilactico o terapéutico para la colitis
ulcerosa, enfermedad de Crohn, gastritis, Ulcera gastrica o Ulcera del intestino delgado.

La enfermedad cardiovascular y la enfermedad cardiaca incluyen arteriosclerosis, angina de pecho, infarto de
miocardio, trastorno cerebral causado por hemorragia cerebral, trastorno cerebral causado por infarto cerebral,
trastorno cerebral causado por hemorragia subaracnoidea, hipertension arterial pulmonar, obstruccion arterial
periférica (arteriosclerosis obliterante, y tromboangitis obliterante) y diversos sintomas (claudicacion intermitente con
estenosis espinal lumbar, entumecimiento de piernas, sindrome de Raynaud, disfuncion eréctil, hemorroides, etc.)
atribuidos a trastornos circulatorios periféricos.

La enfermedad respiratoria incluye asma, lesién pulmonar, fibrosis pulmonar, enfisema, bronquitis y enfermedad
pulmonar obstructiva crénica.

La enfermedad neuroldgica incluye muerte celular neuronal, esclerosis lateral amiotrofica, esclerosis multiple y
trastorno cerebral (trastornos cerebrales causados por hemorragia cerebral, infarto cerebral, y hemorragia
subaracnoidea).

La enfermedad oftalmoldgica incluye glaucoma e hipertensién ocular.

La enfermedad renal incluye glomerulonefritis, nefropatia diabética, nefropatia por IgA y lesion renal por isquemia-
reperfusion.

La enfermedad hepatica incluye hepatitis, hepatopatia y lesién hepatica por isquemia-reperfusion.

La enfermedad 6sea incluye osteoporosis, fractura 6sea, y una fase de recuperacion postoperatoria después de
osteotomia.

La enfermedad de la piel incluye Ulceras y heridas por presion.

Ademas, un medicamento que contiene el compuesto (1) de la presente invencion o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo como ingrediente activo, es util también como un agente profilactico y/o terapéutico para la
alopecia, calvicies, o trastorno auditivo (por ejemplo, trastorno auditivo causado por ruido), o como un agente de
maduracion (promocion) del cuello uterino.

La presente invencion se explica en detalle en el texto que sigue, con referencia a ejemplos especificos, que no han
de interpretarse como limitativos.

Ejemplo 1
Sintesis de (2R)-2-(m-tolil)propionato de metilo

A acido (2R)-2-(m-tolil)propidnico (12,45 g), se afiadieron metanol (14,83 g) y acido sulfdrico concentrado (6,46 g), y
se agitd la mezcla a reflujo durante 6 h. Después, se neutralizé la mezcla con solucioén acuosa de carbonato de sodio
al 10 %, y se extrajo con hexano. Después de secar sobre sulfato de magnesio, se concentrd el residuo a presion
reducida para dar el compuesto del titulo (12,79 g). Las propiedades estructurales fueron como se describen a
continuacion.

"H-NMR (CDCls): 5 1,49 (d, J = 7,0 Hz, 3H), 2,33 (s, 3H), 3,64 (s, 3H), 3,69 (dd, J = 14,4, 7,3 Hz, 1H), 7,06-7,22 (m,
4H).
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Ejemplo 2
Sintesis de (3R)-2-oxo-3-(m-tolil)butilfosfonato de dimetilo

Se afadiod tetrahidrofurano (THF) (25 mL) a metilfosfonato de dimetilo (1,97 g), y se enfrié la mezcla a - 78 °C. Se
afiadié n-butil-litio (solucidon 1,5 M en hexano) (10 mL), y se agité la mezcla durante 1 h. Después, se afiadié una
solucion del éster metilico {(2R)-2-(m-tolil)propionato de metilo} sintetizado en el Ejemplo 1 (1,34 g) en THF (3,8 mL)
a -78 °C, y se agit6 la mezcla durante 2 h. Se sofoco la reaccion con 25 mL de hidrogenocarbonato de sodio acuoso
saturado, y se extrajo la mezcla con acetato de etilo. Se seco el extracto sobre sulfato de magnesio, y se concentré
a presion reducida. Se purifico el residuo por cromatografia en columna de gel de silice (hexano/acetato de etilo 5:1 -
1:5) para dar el compuesto del titulo (1,63 g). Las propiedades estructurales fueron como se describen a
continuacion.

"H-NMR (CDCls): & 1,39 (d, J = 6,7 Hz, 3H), 2,34 (s, 3H), 2,84 (ddd, J = 22,3, 14,1, 0,6 Hz, 1H), 3,18 (dd, J = 22,3,
14,1 Hz, 1H), 3,76 (dd, J = 19,3, 11,1 Hz, 6H), 4,00 (dd, J = 13,8, 7,0 Hz, 1H), 7,01-7,24 (m, 4H).

Ejemplo 3
Sintesis de (1S,5R,6R,7R)-6-[(1E,4R)-3-0x0-4-(m-tolil)-1-pentenil]-7-benzoiloxi-2-oxabiciclo [3.3.0]octan-3-ona

Se dispersé hidruro de sodio (al 55 %) (8,75 g) en 1,2-dimetoxietano (DME) (300 mL) y se enfrié la mezcla con hielo.
Se afiadié una solucion de fosfonato {(3R)-2-oxo-3-(m-tolil)butilfosfonato de dimetilo} (54,7 g), sintetizado en el
Ejemplo 2, en DME (50 mL), y se agité la mezcla durante 1 h. Se afiadié a la solucidon anterior, una solucion de
(1S,5R,6R,7R)-6-formil-7-benzoiloxi-2-oxabiciclo[3.3.0]octan-3-ona (50,0 g) en DME (400 mL), y se agit6 la mezcla
durante 1 h. Se sofocé la reaccion con 350 mL de salmuera al 10 %, y se extrajo la mezcla con acetato de etilo. Se
secO el extracto sobre sulfato de magnesio, y se concentré el residuo a presion reducida. El producto crudo
concentrado se recristalizd en t-butil-metil-éter para dar el compuesto del titulo (64,7 g). Las propiedades
estructurales fueron como se describen a continuacion.

"H-NMR (CDCls): & 1,39 (d, J = 7,0 Hz, 3H), 2,20-2,28 (m, 1H), 2,30 (s, 3H), 2,34-2,41 (m, 1H), 2,49-2,57 (m, 1H),
2,76-2,85 (m, 3H), 3,80 (q, J = 7,0 Hz, 1H), 5,03 (t, J = 5,3 Hz, 1H), 5,23 (q, J = 5,3 Hz, 1H), 6,19 (d, J = 15,5 Hz,
1H), 6,69 (dd, J = 15,6, 7,6 Hz, 1H), 6,94-7,19 (m, 4H), 7,42-7,95 (m, 5H).

Ejemplo 4
Sintesis de (1S,5R,6R,7R)-6-[(1E,3R,4R)-3-hidroxi-4-(m-tolil)-1-pentenil]-7-benzoiloxi-2-oxabiciclo[3.3.0]octan-3-ona

Una solucién de la enona {(1S,5R,6R,7R)-6-[(1E,4R)-3-0x0-4-(m-tolil)-1-pentenil]-7-benzoiloxi-2-
oxabiciclo[3.3.0]octan-3-ona} (147,0 g) sintetizada en el Ejemplo 3, en THF (1480 mL), se enfrié a -40 °C, se afiadid
(-)-B-clorodiisopinocanfeilborano (soluciéon 1,7 M en hexano) (721 mL), y se agité la mezcla durante 20 h con
enfriamiento en hielo. Se afadié acetona (183 mL) y se agitd la mezcla durante 3 h. Se afiadioé hidrogenocarbonato
de sodio acuoso, y se extrajo la mezcla con t-butil-metil-éter. Se secé el extracto sobre sulfato de magnesio, y se
concentrd a presion reducida para dar el compuesto del titulo crudo (649,9 g).

Ejemplo 5
Sintesis de (1S,5R,6R,7R)-6-[(1E,3R,4R)-3-hidroxi-4-(m-tolil)-1-pentenil]-7-hidroxi-2-oxabiciclo[3.3.0]octan-3-ona

El alcohol crudo, {(1S,5R,6R,7R)-6-[(1E,3R,4R)-3-hidroxi-4-(m-tolil)-1-pentenil]-7-benzoiloxi-2-oxabiciclo[3.3.0]octan-
3-ona} (649,9 g) sintetizado en el Ejemplo 4, se disolvié en metanol (740 mL), se afiadié carbonato de potasio (116,3
g), Yy se agité la mezcla a temperatura ambiente durante 17 h. Se afadié acido acético para ajustar a pH 7, se
evaporé el metanol, se afiadié agua, y se exirajo la mezcla con acetato de etilo. Se purificd el extracto por
cromatografia en columna de gel de silice (hexano/acetato de etilo = 4/1 - 0/1) para dar el compuesto del titulo (22,3
g). Las propiedades estructurales fueron como se describen a continuacion.

"H-NMR (CDCls): 5 1,33 (d, J = 7,0 Hz, 3H), 1,70 (s, 1H (OH)), 1,86 (ddd, J = 11,3, 7,8, 3,2 Hz, 1H), 2,07 (d, J = 4,4
Hz, 1H (OH)), 2,13-2,23 (m, 2H), 2,34 (s, 3H), 2,35-2,44 (m, 3H), 2,47 (d, J = 3,8 Hz , 1H), 2,56 (dd, J = 18,2, 9,7 Hz,
1H), 2,80 (q, J = 7,0 Hz, 1H), 3,79-3,85 (m, 1H), 4,12-4,16 (m, 1H), 4,81 (dt, J = 7,0, 3,2 Hz, 1H), 5,27 (ddd, J = 15,7,
8,5, 0,6 Hz, 1H), 5,50 (dd, J = 15,2, 6,8 Hz, 1H), 6,94-7,20 (m, 4H) .

Ejemplo 6

Sintesis de (1S,5R,6R,7R)-6-[(1E,3R,4R)-3-t-butildimetilsiloxi-4-(m-tolil)- 1-pentenil]-7-t-butildimetilsiloxi-2-
oxabiciclo[3.3.0]octan-3-ona

A una solucion del diol {(1S,5R,6R,7R)-6-[(1E,3R,4R)-3-hidroxi-4-(m-tolil)-1-pentenil]-7-hidroxi-2-
oxabiciclo[3.3.0]octan-3-ona} (988 mg) sintetizado en el Ejemplo 5, en N,N-dimetilformamida (DMF) (10 mL), se
afadieron, a temperatura ambiente, cloruro de t-butildimetilsililo (1,17 g) e imidazol (1,08 g), y se agité la mezcla
durante 2,5 h. Se vertid la mezcla de reaccion sobre hidrogenocarbonato de sodio acuoso saturado, y se extrajo la
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mezcla con mezcla de hexano/acetato de etilo = 2/1. Se seco el extracto sobre sulfato de magnesio, se concentré a
presién reducida y se purificé por cromatografia en columna de gel de silice (hexano/acetato de etilo 20:1 - 10:1)
para dar el compuesto del titulo (1,56 g). Las propiedades estructurales fueron como se describen a continuacion.

"H-NMR (CDCls): 5 0,09 (d, J = 6,4 Hz, 6H), 0,02 (d, J = 2,4 Hz, 6H), 0,86 (s, 9H), 0,89 (s, 9H), 1,27 (d, J = 7,0 Hz,
3H), 1,86-1,92 (m, 1H), 1,96-2,02 (m, 1H), 2,32 (s, 3H), 2,31-2,47 (m, 3H), 2,62-2,73 (m , 2H), 3,82 (q, J = 4,7 Hz,
1H), 4,05 (t, J = 6,4 Hz, 1H), 4,86 (dt, J = 8,0, 2,4 Hz, 1H), 5,16 (dd, J = 15,5, 7,4 Hz, 1H), 5,30 (dd, J = 15,7, 6,3 Hz,
1H), 6,90-7,16 (m, 4H).

Ejemplo 7

Sintesis de (1S,5R,6R,7R)-6-[(1E,3R,4R)-3-t-butildimetilsiloxi-4-(m-tolil)-1-pentenil]-7-t-butildimetilsiloxi-2-oxa-4,4-
difluoro-biciclo[3.3.0]octan-3-ona

Se afiadio tetrahidrofurano (THF) (19 mL) a bromuro de manganeso (1,48 g) y N-fluorobencenosulfonimida (2,48 g),
y se agité la mezcla durante 30 min, y se enfrié a -78 °C. Se afiadié una solucion de la lactona {(1S,5R,6R,7R)-6-
[(1E,3R,4R)-3-t-butildimetilsiloxi-4-(m-tolil)-1-pentenil]-7-t-butildimetilsiloxi-2-oxabiciclo[3.3.0]octan-3-ona} (0,5 @)
sintetizada en el Ejemplo 6, en THF (5 mL), se afiadié una solucién (0,5 M, 13 mL) de bis(trimetilsilillamiduro de
potasio en tolueno y se calenté la mezcla a 0 °C durante 3,5 h. La mezcla de reaccién se verti6 sobre
hidrogenocarbonato de sodio acuoso saturado, y se extrajo la mezcla con mezcla de hexano/acetato de etilo = 1/1.
Se seco el extracto sobre sulfato de magnesio, se concentré a presion reducida y se purificd por cromatografia en
columna de gel de silice (hexano/acetato de etilo 20:1) para dar el compuesto del titulo (0,32 g). Las propiedades
estructurales fueron como se describen a continuacion.

"H-NMR (CDCls): 5 0,08-0,03 (m, 12H), 0,82 (s, 9H), 0,89 (s, 9H), 1,28 (d, J = 7,0 Hz, 3H), 1,70- 1,77 (m, 1H), 1,96-
2,04 (m, 1H), 2,31 (s, 3H), 2,60-2,91 (m, 3H), 3,82-3,87 (m, 1H), 3,99-4,23 (m, 1H), 5,00 (t, J = 6,4 Hz, 1H), 5,06 (dd,
J=15,7,7,8 Hz, 1H), 5,33 (ddd, J = 15,9, 6,7, 1,2 Hz, 1H), 6,88-7,16 (m, 4H).

YF-NMR (CDCl3): -113,1 (d, J = 279,3 Hz), -91,0 (dd, J = 279,3, 25,9 Hz).
Ejemplo 8

Sintesis de 4-[(Z)-(1S,5R,6R,7R)-6-[(1E,3R,4R)-3-t-butildimetilsiloxi-4-(m-tolil)-1-pentenil]-7-t-butildimetilsiloxi-2-oxa-
4 4-difluoro-biciclo[3.3.0]octan-3-iliden]-1-(tetrazol-5-il)butano

A una suspensiéon de bromuro de 4-(tetrazol-5-il)butiltrifenilfosfonio (14,0 g) en tolueno (390 mL), se afiadié una
solucion (0,5 M, 120 mL) de bis(trimetilsilillamiduro de potasio en tolueno, y se agité la mezcla a 60 °C durante 1 h.
Se afadié una solucion de la difluorolactona {(1S,5R,6R,7R)-6-[(1E,3R,4R)-3-t-butildimetilsiloxi-4-(m-tolil)-1-
pentenil]-7-t-butildimetilsiloxi-2-oxa-4,4-difluoro-biciclo[3.3.0]octan-3-ona} sintetizada en el Ejemplo 7 (4,32 g), en
tolueno (130 mL) a -10 °C, y se agitd la mezcla durante 18 h mientras se templaba la mezcla a temperatura
ambiente. Se afiadié hidrogenocarbonato de sodio acuoso para sofocar la reaccion, y se extrajo la mezcla con
mezcla de hexano/acetato de etilo = 1/1. Se secé el extracto sobre sulfato de magnesio, se concentré a presion
reducida y se purificd por cromatografia en columna de gel de silice (hexano/acetato de etilo = 5/1 - 0/1) para dar el
compuesto del titulo (4,1 g). Las propiedades estructurales fueron como se describen a continuacion.

'"H-NMR (CDCls): & 0,14-0,01 (m, 12H), 0,82 (s, 9H), 0,89 (s, 9H), 1,23-1,27 (m, 3H), 1,82-2,09 (m, 5H), 2,21-2,28
(m, 1H), 2,31 (s, 3H), 2,45-2,53 (m, 1H), 2,64-2,73 (m, 2H), 2,93-2,97 (m, 2H), 3,90 (dd, J = 11,7, 5,3 Hz, 1H), 4,08-
4,09 (m, 1H), 4,84-4,87 (m, 2H), 5,27 (dd, J = 15,5, 7,8 Hz, 1H), 5,44 (dd, J = 15,6, 6,2 . Hz, 1H), 6,92-7,16 (m, 4H).

YF-NMR (CDCl3): -112,3 (d, J = 253,4 Hz), -81,4 (dd, J = 253,4, 18,7 Hz).
Ejemplo 9

Sintesis de 4-[(2)-(1S,5R,6R,7R)-6-[(1E,3R,4R)-3-hidroxi-4-(m-tolil)-1-pentenil]-7-hidroxi-2-oxa-4,4-difluoro-
biciclo[3.3.0]octan-3-iliden]-1-(tetrazol-5-il)butano

Se afiadieron THF (81 mL), agua (81 mL) y acido acético (244 mL) al compuesto (4,1 g) sintetizado en el Ejemplo 8,
y se agitd la mezcla a 35 °C durante 46 h. Se afiadié agua (500 mL) y se extrajo la mezcla con cloroformo. Se secé
el extracto sobre sulfato de magnesio, se concentré a presion reducida y se purificd por cromatografia en columna
de gel de silice (hexano/acetato de etilo = 1/5 - 0/1) y se recristalizé en éter dietilico para dar el compuesto del titulo
(1,1 g). Las propiedades estructurales fueron como se describen a continuacion.

"H-NMR (CDsOD): 5 1,30 (d, J = 7,0 Hz, 3H), 1,69 (dddd, J = 14,6, 7.6, 3,0, 2,6 Hz, 1H), 1,82-1,95 (m, 2H), 2,10-2,16
(m, 2H), 2,29 (s, 3H), 2,31-2,41 (m, 2H), 2,48-2,56 (m, 1H), 2,72 (q, J = 7,0 Hz, 1H), 2,93 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 3,78 (q,
J =7,6 Hz, 1H), 4,04-4,10 (m, 1H), 4,69 (dt, J = 6,48, 2,96 Hz, 1H), 4,79 (dt, J = 7,6 , 5,0 Hz, 1H), 5,36-5,46 (m, 2H),
6,95-7,13 (m, 4H).

"9F-NMR (CO30D) -116,6 (d, J = 250,5 Hz), -84,8 (ddd, J = 251,9, 17,3, 14,4 Hz).
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Ejemplo 10
Sintesis de 2-oxo-3-(m-tolil)butilfosfonato de dimetilo

Utilizando racemato de acido 2-(m-tolil)propiénico y de la misma manera que en el método de los ejemplos 1 - 2, se
sintetizé el compuesto del titulo. Las propiedades estructurales fueron como se describen a continuacion.

"H-NMR (CDCls): & 1,39 (d, J = 7,2 Hz, 3H), 2,34 (s, 3H), 2,83 (dd, J = 22,4, 14,4 Hz, 1H), 3,18 (dd, J = 22,4, 14,0
Hz, 1H), 3,76 (dd, J = 19,6, 11,2 Hz, 6H), 3,99 (dd, J = 14,0, 6,8 Hz, 1H), 7,01-7,27 (m, 4H).

Ejemplo 11

Sintesis de (1S,5R,6R,7R)-6-[(1E,3R,4RS)-3-t-butildimetilsiloxi-4-(m-tolil)- 1-pentenil]-7-t-butildimetilsiloxi-2-
oxabiciclo[3.3.0]octan-3-ona

Utilizando racemato de 2-oxo-3-(m-tolil)butilfosfonato de dimetilo y de la misma manera que en el método de los
ejemplos 3 - 6, se sintetizd el compuesto del titulo. Las propiedades estructurales fueron como se describen a
continuacion.

"H-NMR (CDCls): 8 0,20-0,10 (m, 12H), 0,80-0,90 (m, 18H), 1,18-1,28 (m, 3H), 1,85-2,20 (m, 2H), 2,31 (s, 3H), 2,30-
2,80 (m, 5H), 3,80-4,15 (m, 2H), 4,81-4,95 (m, 1H), 5,12-5,42 (m, 2H), 6,88-7,20 (m, 4H).

Ejemplo 12

Sintesis de (1S,5R,6R,7R)-6-[(1E,3R,4RS)-3-t-butildimetilsiloxi-4-(m-tolil)-1-pentenil]-7-t-butildimetilsiloxi-2-oxa-4,4-
difluoro-biciclo[3.3.0]octan-3-ona

Utilizando la (1S,5R,6R,7R)-6-[(1E,3R,4RS)-3-t-butildimetilsiloxi-4-(m-tolil)-1-pentenil]-7-t-butildimetilsiloxi-2-
oxabiciclo[3.3.0]octan-3-ona sintetizada en el Ejemplo 11, y de la misma manera que en el método del Ejemplo 7, se
sintetizé el compuesto del titulo. Las propiedades estructurales fueron como se describen a continuacion.

"H-NMR (CDCls): 8 0,20-0,05 (m, 12H), 0,80-0,90 (m, 18H), 1,19-1,29 (m, 3H), 1,70-2,10 (m, 2H), 2,31 (s, 3H), 2,60-
3,05 (m, 3H), 3,84-4,12 (m, 2H), 4,95-5,50 (m, 3H), 6,85-7,20 (m, 4H).

YF-NMR (CDCl3): -113,6 a -112,8 (m), -91,7 a -90,6 (m).
Ejemplo 13

Sintesis de 4-[(Z)-(1S,5R,6R,7R)-6-[(1E,3R,4RS)-3-t-butildimetilsiloxi-4-(m-tolil)-1-pentenil]-7-t-butildimetilsiloxi-2-
oxa-4,4-difluoro-biciclo[3.3.0]octan-3-iliden]-1-(tetrazol-5-il) butano

Utilizando la (1S,5R,6R,7R)-6-[(1E,3R,4RS)-3-t-butildimetilsiloxi-4-(m-tolil)-1-pentenil]-7-t-butildimetilsiloxi-2-oxa-4 ,4-
difluoro-biciclo[3.3.0]octan-3-ona sintetizada en el Ejemplo 12 y de la misma manera que en el método del Ejemplo
8, se sintetizé el compuesto del titulo. Las propiedades estructurales fueron como se describen a continuacion.

"H-NMR (CDCls): & 0,15-0,05 (m, 12H), 0,80-0,89 (m, 18H), 1,20-1,28 (m, 3H), 1,80-3,05 (m, 14H), 3,90-4,15 (m,
2H), 4,85-4,95 (m, 2H), 5,23-5,58 (m, 2H), 6,90-7,20 (m, 4H).

' F-NMR (CDCl3): -113,0 a-111,3 (m), -82,0 a -80,7 (m).
Ejemplo 14

Sintesis de 4-[(2)-(1S,5R,6R,7R)-6-[(1E,3R,4RS)-3-hidroxi-4-(m-tolil)-1-pentenil]-7-hidroxi-2-oxa-4,4-difluoro-
biciclo[3.3.0]octan-3-iliden]-1-(tetrazol-5-il)butano

Utilizando el 4-[(2)-(1S,5R,6R,7R)-6-[(1E,3R,4RS)-3-t-butildimetilsiloxi-4-(m-tolil)-1-pentenil]-7-t-butildimetilsiloxi-2-
oxa-4,4-difluoro-biciclo[3.3.0]octan-3-iliden]-1-(tetrazol-5-il)butano sintetizado en el Ejemplo 13, y de la misma
manera que en el método del Ejemplo 9, se sintetizd el compuesto del titulo. Las propiedades estructurales fueron
como se describen a continuacion.

"H-NMR (CDCls): & 1,15-1,35 (m, 3H), 1,80-3,00 (m, 11H), 2,29 (s, 3H), 4,05-4,20 (m, 2H), 4,75-4,85 (m, 2H), 5,35-
5,70 (m, 2H), 6,95-7,25 (m, 4H)

YF-NMR (CDCl3): -114,5 a -112,7 (m), -83,5 a -81,8 (m).
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Ejemplo 15

Sintesis de acido 5-[(Z)-(1S,5R,6R,7R)-6-[(1E,3R,4RS)-3-hidroxi-4-(m-tolil)-1-pentenil]-7-hidroxi-2-oxa-4,4-difluoro-
biciclo[3.3.0]octan-3-iliden]pentanoico (forma carboxilato)

Utilizando la (1S,5R,6R,7R)-6-[(1E,3R,4RS)-3-t-butildimetilsiloxi-4-(m-tolil)-1-pentenil]-7-t-butildimetilsiloxi-2-oxa-4 ,4-
difluoro-biciclo[3.3.0]octan-3-ona sintetizada en el Ejemplo 12 y bromuro de (4-carboxibutil)trifenilfosfonio, y de la
misma manera que en el método de los ejemplos 8 - 9, se sintetizé el compuesto del titulo. Las propiedades
estructurales fueron como se describen a continuacion.

"H-NMR (CDsOD): 5 1,17-1,30 (m, 3H), 1,63-2,79 (m, 11H), 2,29 (s, 3H), 3,75-4,12 (m, 2H), 4,66-4,85 (m, 2H), 5,40-
5,58 (m, 2H), 6,95-7,15 (m, 4H).

YF-NMR (CDsOD): -118,3 a -117,7 (d, J = 250,4Hz), -86,1 a - 85,3 (m).
Ejemplo 16
Estabilidad metabdlica in vitro del compuesto de la presente invencion

Se ensayaron una mezcla de compuesto F y compuesto J de la presente invencion descrita en la Tabla 1 (F:J =
52:41, sintetizada en el Ejemplo 14), y una mezcla de compuestos en donde los grupos tetrazol en C-1 del
compuesto F y del compuesto J estan sustituidos respectivamente por acido carboxilico (denominada como la forma
carboxilato, F:J = 54:34, sintetizada en el Ejemplo 15).

En primer lugar, se prepard una fraccion de mitocondrias a partir del higado de rata segun la siguiente Referencia A.
Después, en referencia al método de YAMAGUCHI et al. descrito en las siguientes referencias B y C, se estudié una
reaccion de 3-oxidacion independiente de NADPH. Se llevo a cabo la reaccion a 37 °C durante 30 min, y se par6 con
una solucién de metanol que contenia una sustancia adecuada como patrén interno. Cada compuesto se cuantifico
por el método del patrén interno utilizando un aparato de cromatografia de liquidos de alta resolucion con
espectrometria de masas (LC-MS/MS). La proporcion residual de compuesto después de la reaccion metabdlica de
los compuestos F, J y cada forma carboxilato de los mismos en la fraccion de mitocondrias de rata, se muestra en la
siguiente Tabla 2 expresada como la media + desviacion estandar de 3 experimentos.

Tabla 2. Proporcion residual del compuesto parental después de la reaccion de B-oxidacion

Compuesto Proporcion residual (%)
Compuesto F 91,6 +6,8
Compuesto J 90,1+6,9

Forma carboxilato del compuesto F 27,8+2,2
Forma carboxilato del compuesto J 441+ 21

Como se desprende de la Tabla 2 anterior, el compuesto F y el compuesto J representativos de la presente
invencion no estan sujetos a -oxidacion en una fraccion de mitocondrias.

Referencias

A) The Japanese Biochemical Society, ed., Biochemical Experiment Course 12 energy metabolism and biological
oxidation (vol. 1), Tokyo Kagaku Dojin, p. 217-218, 1st ed. 2nd printing, published on July 11, 1979.

B) Drug Metabolism And Disposition 23 (11): 1195-1201 (1995).

C) Xenobiotica 26(6): 613-626 (1996).

Ejemplo 17

Farmacocinética en plasma después de administracion intravenosa a ratas

Para verificar la estabilidad metabdlica in vivo del compuesto de la presente invencioén, se evalué la farmacocinética
plasmatica después de administracion intravenosa a ratas. Se aclimataron ratas macho (6 semanas de edad, peso
corporal 160-180 g) durante 1 semana, y se utilizaron los animales diagnosticados como sanos. Una mezcla del
compuesto F y del compuesto J de la presente invencion descrita en la Tabla 1 (F:J = 52:41), y una mezcla de las
formas carboxilato de compuesto F y compuesto J (F:J = 54:34), y el compuesto F (sintetizado en el Ejemplo 9), se
disolvieron en una pequefa cantidad de etanol y se afiadid solucion salina fisioldgica para preparar las soluciones
del compuesto de ensayo. Las soluciones del compuesto de ensayo se administraron de forma instantanea por via
intravenosa a 1 mL/kg en la vena femoral de ratas que no estaban en ayunas bajo ligera anestesia con éter. Se
extrajo sangre venosa de la vena caudal 5, 15, 30, 45, 60, 90 y 120 min después de la administraciéon. Se mezclé la
sangre con heparina y se centrifugd (3000 rpm, 4 °C, 15 min) para obtener el plasma. Se determiné la concentracion
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del compuesto en plasma por el método del patrén interno utilizando LC-MS/MS. El intervalo de determinacion por
este método fue de 0,1 a 100 ng/mL. Las concentraciones de compuesto obtenidas de cada rata se analizaron, de
una manera independiente del modelo, utilizando el software de analisis farmacocinético WinNonlin (ver. 3.3), y se
obtuvo la media + desviacion estandar de 3 animales para cada grupo. La semivida aparente (t12) en la fase de
eliminacion se muestra en la siguiente Tabla 3.

Tabla 3. Semivida aparente de la fase de eliminacion de los compuestos después de la administracién intravenosa a
ratas

compuesto de ensayo dosis t1/2 (min)
compuesto F administrado como una mezcla con isémeros | 50 pg/kg (mezcla con isémeros) 115+ 31
compuesto J administrado como una mezcla con isémeros | 50 pg/kg (mezcla con isémeros) 7719
compuesto F 300 ug/kg 158 + 15
forma carbo?(llgto del compuesto F administrada como una 50 ug/kg (mezcla con isémeros) 96417
mezcla con isdbmeros
forma carbo'xn'ato del compuesto J administrada como una 50 ug/kg (mezcla con isémeros) 89403
mezcla con isdbmeros

Como se desprende de la Tabla 3 anterior, los valores de ti» del compuesto F y del compuesto J de la presente
invencion fueron aproximadamente 1 - 2 h, que fueron notablemente prolongados en comparaciéon con menos de 10
min de las formas carboxilato. Esto da a entender que el compuesto F y el compuesto J de la presente invencion
tienen una excelente estabilidad metabdlica.

Ejemplo 18
Afinidad para el receptor

Se evalud la afinidad para el receptor de PG, del compuesto F y del compuesto J de la presente invencion. El
compuesto F utilizado fue uno sintetizado en el Ejemplo 9, y el compuesto J se prepard mediante la separacion y
purificacion del compuesto sintetizado en el Ejemplo 14 con una columna (se utilizaron las mismas preparaciones en
los siguientes ejemplos). Se transfectaron células COS-7 con genes de EP4 de raton, EP1-4 humano o IP humano
para sobreexpresar el receptor y después se recogieron las membranas celulares. Como un ligando marcado, para
los EP se utilizé6 PGE; marcada con tritio; para el IP, iloprost marcado con tritio. Se obtuvo el valor de la constante de
disociacion Kd y se determiné el valor de la constante de inhibicién Ki de cada compuesto de ensayo con un método
convencional. Como control de referencia, se utilizé PGE; para los EP; y beraprost de sodio (BPS), para IP.

Como resultado, la constante de disociacién fue casi idéntica a los valores de las publicaciones cientificas. Como se
muestra en la Tabla 4, PGE; se uni6 de modo equivalente a los EP1-4, y no se observé su selectividad para los
subtipos de EP. El BPS se uni6 selectivamente a IP. Los compuestos F y J se unieron a los EP4 de ratén y
humanos. La afinidad del compuesto F para unirse al EP4 humano fue mas alta, 60 veces o mas, que para unirse a
los receptores humanos EP1, EP2 y EP3, y 100 veces o mas que para unirse a IP. La afinidad de unién del
compuesto J para el EP4 humano fue 40 veces mas alta que para el IP humano.

Tabla 4. Afinidad de union de los compuestos de ensayo para diversos receptores

Valor de Ki (nmol/L)
Compuesto de ensayo EP4 de ratén | EP1 humano EP2 EP3 humano | EP4 humano IP
humano humano
PGE2 2,6 2,9 6,0 2,1 1,1 -
BPS - 942 4989 946 6148 160
Compuesto F 68 610 570 410 6,6 670
Compuesto J 590 4600 5400 1500 83 3400

Ejemplo 19

Actividad agonista

Se evalud la actividad agonista de EP4 del compuesto F y del compuesto J de la presente invencion con un método
convencional. En resumen, el gen EP4 humano y el gen reportero CRE-LUC fueron transfectados a células COS-7.
Las células se trataron con un compuesto de ensayo un dia mas tarde, y se incubaron durante 3 h. Se lavaron las
células, se afadio un sustrato de luminiscencia, y se midid la intensidad de luminiscencia para la actividad agonista.
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Como control de referencia, se utilizdé PGE; y la actividad maxima de PGE, se tom6 como 100 %. Se calculo la
concentracion eficaz del 50 % (ECso) y se comparo la actividad agonista del compuesto de ensayo.

Como resultado, como se muestra en la Tabla 5, los compuestos F y J son agonistas de EP4.

Tabla 5. Actividad agonista de EP4 de los compuestos de ensayo

ECso (nmol/L)
Compuesto de ensayo EP4
PGE2 0,68
BPS >1000
Compuesto F 3,33
Compuesto J 440

Cada valor es la media geométrica de tres determinaciones.
Ejemplo 20
Efecto inhibidor sobre la agregacion plaquetaria

Se evaluo el efecto inhibidor de los compuestos F y J, y las formas carboxilato de los mismos sobre la agregacion de
plaquetas. Las formas carboxilato se prepararon mediante la separacion y purificacion del compuesto sintetizado en
el Ejemplo 15 con una columna. Se extrajo sangre de 3 voluntarios sanos utilizando citrato de sodio como
anticoagulante, y se prepard plasma rico en plaquetas. El plasma rico en plaquetas se tratd con solucion salina
fisiolégica o con los compuestos de ensayo y, 2 minutos mas tarde, se indujo la agregacion plaquetaria con difosfato
de adenosina (ADP, concentracion final de 10 pmol/L) y se registré6 con un aparato de medida de la agregacion
plaquetaria (nefelometria). La agregacion maxima del grupo tratado con solucién salina fisiolégica se tomé como 100
%, se calculd la concentracion requerida para una inhibicion del 50 % (ICso) de la misma, y se evalué el efecto
inhibidor.

Como resultado, como se muestra en la Tabla 6, los compuestos F y J tuvieron un efecto inhibidor sobre la
agregacion considerablemente débil en comparacion con los agonistas de IP (BPS y formas carboxilato).

Tabla 6. Efecto inhibidor de los compuestos de ensayo sobre la agregacion de plaquetas humanas

Compuesto de ensayo [Cs0 (nmol/L)
BPS 36
Compuesto F 917
Compuesto J 2725
Forma carboxilato del compuesto F 120
Forma carboxilato del compuesto J 190

Cada valor ICsg es la media geométrica de tres voluntarios.
Ejemplo 21
Efecto sobre la presion arterial y la frecuencia cardiaca en ratones

Se compraron ratones macho ICR (5 semanas de edad, Japan SLC), se aclimataron durante 6 dias y se utilizaron
para el ensayo. Los animales se trataron y se midieron bajo anestesia por inhalacion de isoflurano (anestesia
introducida al 2,5 %, mantenida a 1,8-2,1 %), mientras se mantenia la temperatura corporal a 37 °C con un
controlador de calor (ATC-402, Unique Medical Co., Ltd.). Se inserté un catéter para la administracién de los
compuestos de ensayo en la vena femoral izquierda, y se insertd otro catéter en la arteria femoral derecha y se
conectaron a un transductor de presion para registrar cada parametro hemodinamico.

El compuesto F, la forma carboxilato del compuesto F y BPS se administraron por via intravenosa a una dosis de
0,01 mg/5 mL/kg, y se evalud el efecto sobre la presién arterial media y la frecuencia cardiaca con un software de
ordenador para el analisis hemodinamico (Fluclet, Dainippon Sumitomo Pharma Co., Ltd.). Al grupo control se le
administré por via intravenosa un disolvente (solucién de etanol al 1,2 %) a 5 mlL/kg de la misma manera. Los
resultados se expresan como una proporcion del cambio de cada parametro antes y después de la administracion
del farmaco. Se utilizaron 3 a 6 animales para cada grupo, y los resultados se expresaron como la media + la
desviacion estandar

Como resultado, el disolvente no afect6 a la presion arterial media, pero la forma carboxilato del compuesto F y el
BPS disminuyeron notablemente la presion arterial 1 min después de la administracion, momento en el que la
proporcion de disminucién maxima fue de 45 % y 38 %, respectivamente (Fig. 1A). La presion arterial disminuida se
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recuper6 en 10 minutos, pero la frecuencia cardiaca fue en aumento y se mantuvo alta incluso después de 10 min
(Fig. 1B). La proporcién de disminucion maxima por el compuesto F fue de 16,2 %, lo que no fue significativo (Fig.
1A). Ademas, el compuesto F tuvo poco efecto sobre la frecuencia cardiaca (Fig. 1B). Por lo tanto, el efecto del
compuesto F sobre la presién arterial y la frecuencia cardiaca fue extremadamente débil, en comparacién con la
forma carboxilato y el BPS (agonista de IP).

Ejemplo 22
Efecto reductor sobre la produccién de citocinas inflamatorias

Utilizando sangre periférica humana, se estudié un efecto anti-inflamatorio de los compuestos F y J in vitro. Se
recogio sangre de 3 voluntarios sanos, y se prepararon células T CD4 positivas. Se afiadieron anticuerpo anti-CD3 y
anticuerpo anti-CD28, y 24 horas mas tarde se midieron las cantidades de IL-2 y TNFa liberadas en el medio,
mediante el método ELISA. Ademas, la sangre entera recogida se diluy6é con el medio, se traté con indometacina
para inhibir la produccion de PGE; enddgena, y se le afiadio lipopolisacarido. La cantidad de IP-10 liberada al medio
durante 48 h se midi6 con ELISA. En ambos casos, se afiadié el compuesto de ensayo 30 min antes de la
estimulacion. La cantidad de produccion del grupo control con disolvente, se tomd como el 100 %, y se determiné la
concentracién requerida para una inhibicion del 50 % (ICso) de la misma.

Como resultado, como se muestra en la Tabla 7, la PGE; y el compuesto F deprimieron fuertemente la produccion
de las citocinas inflamatorias IL-2, TNFa e IP-10, incluso a una concentracion extremadamente baja. Aunque
débilmente, en comparacién con el compuesto F, el compuesto J también redujo la produccién de citocinas. El
efecto de cada compuesto refleja su afinidad por EP4 y su actividad agonista de EP4.

Como se ha mencionado antes, aunque los compuestos de la presente invencion, incluyendo el compuesto F, son
derivados de PGl,, ellos son agonistas selectivos de EP4 con una actividad agonista de IP extremadamente
reducida en comparacioén con la actividad observada en las formas carboxilato en C-1. Se espera que el compuesto
de la presente invenciéon muestre una eficacia clinica similar en el grupo de enfermedades para el que un agonista
de EP4 es eficaz. En contraste, el compuesto provoca menos preocupacion en cuanto a los efectos secundarios
tales como hemorragia, hipotension, palpitacion cardiaca y rubefaccion de la cara, ya que el efecto del mismo sobre
el sistema circulatorio debido a la accion agonista de IP también esta debilitado. Por ejemplo, es importante atenuar
tales acciones agonistas de IP en el tratamiento de la enfermedad inflamatoria del intestino con hemorragia
intestinal. Utilizando el compuesto F, se determiné la eficacia del compuesto de la presente invencion en diversos
modelos animales, tales como la enfermedad inflamatoria intestinal.

Tabla 7. Efecto reductor de los compuestos de ensayo sobre la produccion de citocinas

Compuesto de Ensayo [Cs0 (nmol/L)
IL-2 TNF-a IP-10
PGE2 0,062 0,447 0,168
Compuesto F 0,509 1,254 1,144
Compuesto J 64,0 89,5 102

Cada valor es la media geométrica de tres voluntarios
Ejemplo 23
Efecto profilactico sobre el modelo de colitis inducida por dextrano sulfato de sodio en ratones

Se examind el efecto profilactico del compuesto F sobre la colitis ulcerosa en el modelo de colitis inducida por
dextrano sulfato de sodio. El modelo animal presenta inflamacion localizada en el intestino grueso, que da como
resultado diarrea y heces con sangre, lo que se parece mucho a las condiciones patoldgicas de la colitis ulcerosa
clinica (véase: Referencias D y E).

Se compraron ratones hembra BALB/c (6 semanas de edad, Japan SLC), se aclimataron durante 1 semana y se
utilizaron para el estudio. Excepto el grupo normal, se dejoé que los ratones bebieran libremente una solucién de
dextrano sulfato de sodio (abreviado como DSS, MP Biochemicals, peso molecular 36.000 — 50.000, Lote No.
3439J) preparada a 2,2 % p/v, durante 9 dias para inducir la colitis. El compuesto F se administré por via oral a dosis
de 0,1, 0,3 y 1 mg/kg, una vez al dia, todos los dias, desde el dia de inicio de la bebida de DSS (dia 0) hasta un dia
antes de la autopsia (dia 9). Al grupo control se le administré por via oral un disolvente (solucion de etanol al 1 % en
volumen) a 10 mL/kg, de la misma manera.

Un estudio preliminar habia revelado que las heces de ratdbn muestran una correlacion entre el contenido en agua y
la forma de las mismas. Por lo tanto, para determinar el nivel de diarrea, se clasificaron las heces en 6 niveles;
normales (puntuacion 0), no menos del 50 % de heces esféricas (puntuacion 1), menos del 50 % de heces en forma
de platano (puntuacion 2), no menos del 50 % de heces en forma de platano (puntuacién 3), heces fangosas
(puntuacion 4), heces acuosas (puntuacion 6) (puntuacion de consistencia de las heces). La sangre oculta en heces
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(incluyendo la proctorragia) se clasificd, utilizando 5 extensiones de sangre oculta fecal de Shionogi Il (Shionogi &
Co., Ltd.), en 6 niveles; negativa (ningin cambio de color de la extension desde el amarillo, puntuacién 0),
débilmente positiva (ligeramente verde azulado, puntuacion 1), positiva (verde azulado, puntuacion 2),
moderadamente positiva (verde azulado claro, puntuacion 3), fuertemente positiva (cambio instantaneo de color a
azul oscuro con desarrollador de color, puntuacién 4), y proctorragia (puntuacion 5). La suma de la puntuacion de
consistencia de las heces y la puntuacion de sangre oculta se definié como la puntuacion de las heces. Se utilizaron
de 8 a 10 animales para cada grupo, y los resultados se expresaron como la media + desviacion estandar. El dia de
la autopsia, después de laparotomia bajo anestesia con éter y recogida de sangre, se desangraron los ratones hasta
la muerte. Después, se disecaron los intestinos gruesos desde justo debajo del ciego hasta el ano y se midio la
longitud de loa mismos.

Como resultado, el peso corporal aumenté gradualmente durante el periodo de estudio sin ninguna diferencia entre
los grupos. El grupo control mostré heces sueltas evidentes y sangre oculta en las heces desde el dia 4 de la bebida
de DSS. El dia de la autopsia (dia 9), la longitud del intestino grueso de este grupo fue claramente mas corta que la
del grupo normal. El compuesto F redujo, de manera dependiente de la dosis, el aumento en la puntuacion de las
heces, lo que fue una tendencia reductora a 0,1 mg/kg y significativa a 0,3 y 1 mg/kg (Fig. 2A). Del mismo modo, el
compuesto F mostré un efecto reductor, dependiente de la dosis, sobre el acortamiento del intestino grueso (Fig.
2B). Por lo tanto, el compuesto F impidié claramente la aparicion de la colitis ulcerosa.

Referencias

D) Lab. Invest. 69 (2): 238-249 (1993).

E) Inflamm. Res. 45(4): 181-191 (1996).

Ejemplo 24

Efecto del agonista de IP sobre el modelo de colitis inducida por dextrano sulfato de sodio en ratones

Se determind si un agonista de IP tenia o no un efecto sobre dicho modelo de colitis, utilizando un agonista selectivo
de IP, el BPS.

Se compraron ratones hembra C57BL/6 (6 semanas de edad, Japan SLC), se aclimataron durante 1 semana y se
utilizaron para el estudio. Excepto el grupo normal, se dejé que los ratones bebieran libremente solucién de DSS al 3
0 2 % p/v (MP Biochemicals, Lote No. 5653H y 5464H, respectivamente) durante 1 semana para inducir la colitis. Se
administraron por via oral una vez al dia, BPS a una dosis de 0,3 mg/kg y el compuesto F a dosis de 0,3 y 1 mg/kg,
todos los dias, desde el dia de inicio de la bebida de DSS (dia 0) hasta un dia antes de la autopsia (dia 9). Se
administré al grupo control por via oral un disolvente (solucion de etanol al 1 % en volumen) a 10 mL/kg de la misma
manera. La consistencia de las heces se calificé con puntuacion de 0 a 4, siendo heces normales (0), heces
parcialmente sueltas (1), heces sueltas (2) y diarrea (4). Las heces con sangre se calificaron también con puntuacion
de 0 a 4, siendo las heces normales (0), heces parcialmente sanguinolentas (1), heces sanguinolentas (2) y heces
sanguinolentas mas proctorragia (4). La suma de ambas calificaciones se definié como la puntuacion de las heces
(maximo 8). Ademas, se midi6 la longitud del intestino grueso de la misma manera que en el Ejemplo 23. Se
utilizaron 6 a 10 animales para cada grupo, y los resultados se muestran como la media + desviacion estandar.

Como resultado, el agonista de IP, BPS, no fue eficaz, sino que mostré mas bien una tendencia al agravamiento de
la puntuacion de las heces. Tampoco mostré ningun efecto sobre el acortamiento del intestino grueso (Figs. 3A y
3C). Sin embargo, el compuesto F demostré un efecto profilactico superior sobre la aparicion de la colitis de la
misma manera que se ve en el Ejemplo 23 (Figs. 3B y 3D). Asi, el efecto del tratamiento corresponde a una accion
agonista de EP4, y algunas veces se debilita por una accion agonista de IP. Por lo tanto, el ser un agonista selectivo
de EP4 es importante.

Ejemplo 25
Efecto profilactico sobre la colitis inducida por dextrano sulfato de sodio en ratas

El efecto profilactico del compuesto F sobre la colitis se estudié también en ratas. Se compraron ratas macho SD, de
7 semanas de edad, con un peso corporal alrededor de 210 g - 240 g (Charles River), se aclimataron durante 1
semana y se utilizaron para el estudio. Excepto el grupo normal, se dejé que las ratas bebieran libremente una
solucion de DSS (MP Biochemicals, peso molecular 36.000-50.000, Lote No. 4556J) preparada a 5,5 % p/v, durante
8 dias para inducir la colitis. Se administré el compuesto F a dosis de 0,3, 1 y 3 mg/kg por via oral una vez al dia,
diariamente, desde un dia antes del dia de inicio de la bebida de DSS hasta un dia antes de la autopsia (dia 7). Se
administro al grupo control por via oral un disolvente (solucién de etanol al 1 % en volumen) a 5 mL/kg.

El dia 8 desde el inicio de la bebida de DSS, se administré soluciéon de azul de Evans al 1,25 % p/v a 0,2 mL/100 g
en la vena caudal. Después de 30 min, se sometieron las ratas a laparotomia bajo anestesia con éter y se
desangraron hasta la muerte. A continuacion, se diseco el intestino grueso desde justo debajo del ciego hasta el
ano, y se midié la longitud con una escala. Después, se separo el contenido del intestino grueso, se lavo el tejido
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coldénico de 7 cm de largo desde el ano, 3 veces con solucion salina fisiolégica y se secé durante la noche con una
bomba de vacio. El dia siguiente, se determiné el peso seco, se afiadié formamida (2 mL), se extrajo el colorante a
50 °C durante la noche, y se midié el nivel del mismo a 620 nm. Se preparé una curva estandar utilizando una
solucion estandar de azul de Evans, y se calculé la cantidad (mg) de azul de Evans en 1 g de tejido colénico para
estimar el grado de la lesion del tejido coldnico.

Para mostrar el nivel de diarrea, se clasificé la forma de las heces en 6 niveles, heces normales (puntuacién 0),
menos del 50 % de heces en forma de barra (puntuacion 1), no menos del 50 % de heces en forma de barra
(puntuacion 2), heces en forma de barra y heces parcialmente fangosas (puntuacion 3), heces fangosas (puntuacion
4) y heces acuosas (puntuacioén 6) (puntuacion de consistencia de las heces). La puntuacién de la sangre oculta se
realizé por el mismo método descrito en el Ejemplo 23. La suma de la puntuacién de consistencia de las heces y la
puntuacion de sangre oculta se defini6 como la puntuacion de las heces. Se utilizaron 7 a 10 animales para cada
grupo, y los resultados se muestran como la media + desviacion estandar.

Como resultado, el peso corporal del grupo control aumentd gradualmente de forma consistente, pero el aumento
fue significativamente menor que el del grupo normal. La puntuacion de las heces del grupo control aumenté
significativamente a partir el dia 1 de la bebida de DSS. El dia de la autopsia (dia 8), el intestino grueso de este
grupo mostré una lesion evidente del tejido y un acortamiento significativo. En contraste, la administracion del
compuesto F a 1 mg/kg y 3 mg/kg mostré una tendencia reductora o un efecto reductor significativo sobre estos
sucesos (Figuras. 4A, 4B, 4C). Es decir, el compuesto F evita el desarrollo de Ulcera en el intestino grueso y
normaliza la funcién organica, lo que lleva a la reduccion de los sintomas de diarrea y heces con sangre.

Ejemplo 26
Efecto terapéutico sobre el modelo de remision/recaida de la colitis inducida por dextrano sulfato de sodio en ratones

A continuacion, se estudié el efecto terapéutico del compuesto F sobre la colitis en un modelo crénico. Se compraron
ratones hembra BALB/c, de 6 semanas de edad, con peso corporal de aproximadamente 20 g (Japan SLC), se
aclimataron durante 1 semana y se utilizaron para el estudio. Los ratones se dividieron en un grupo de induccion de
la colitis y un grupo normal. Se dejé que el grupo de induccidn de la colitis bebiera libremente una solucién de DSS
al 2,6 % p/v (MP Biochemicals, peso molecular 36.000-50.000, Lote No. 4556J) para inducir la colitis. El dia 8
cuando la puntuaciéon de las heces (definida en el Ejemplo 23) del grupo de induccién de la colitis alcanzé
aproximadamente 4,5, se subdividieron los ratones en un grupo control, un grupo de administracion de 1 mg/kg del
compuesto F y un grupo de administracion de 100 mg/kg de salazosulfapiridina (SIGMA, lote N° 085K1930 de aqui
en adelante abreviada como SASP). Después, se dejo que los ratones bebieran libremente agua destilada en lugar
de la solucién de DSS durante 9 dias (periodo de remision). Después de la formacién de los grupos, se evalud la
puntuacion de las heces cada 3 - 4 dias. Cuando la puntuacion del grupo control alcanz6 aproximadamente 1, se
dejo que los ratones volvieran a beber la solucion de DSS para provocar una recaida (periodo de recaida). Los
periodos de remision y recaida se tomaron como 1 ciclo y se repitié el ciclo 5 veces. En cuanto al quinto ciclo, sin
embargo, se realiz6 solo el periodo de remision.

El compuesto F a una dosis de 1 mg/kg y la SASP a una dosis de 100 mg/kg se administraron por via oral una vez al
dia, diariamente, durante 50 dias a partir del periodo de remision inicial (el dia 8 desde el inicio de la bebida de DSS
al 2,6 % p/v) hasta el quinto periodo de remision (el dia 57 desde el inicio de la bebida de DSS al 2,6 % p/v). Al
grupo control se le administré por via oral un disolvente (solucion de etanol al 1 % en volumen) a 10 mL/kg. Si un
ratén tenia puntuacion 0 tanto en la puntuacion de la consistencia de las heces como en la puntuacion de sangre
oculta, el ultimo dia de cada periodo de remision, el ratén era considerado como "en remision". La proporcion de la
remision (%) se calculé como la proporcion de ratones en remision en cada grupo. Se utilizaron de 8 a 10 ratones
para cada grupo y los resultados se muestran como el valor medio.

Como resultado, la puntuacion de las heces del grupo control aumento en el periodo de recaida, y disminuy6 en el
periodo de remisién. La puntuacién fue significativamente mas alta que la del grupo normal durante casi todo el
periodo de estudio (Fig. 5). La proporcion de remision del grupo control fue de 35,5 %, como media de 5 periodos de
remision (Tabla 8). EI compuesto F disminuy6 la puntuacion de las heces al principio del periodo de remision, y
deprimié un aumento en la puntuacion en el periodo de recaida. La proporciéon de remision del grupo del compuesto
F no fue menos de 60 % en cualquier periodo de remision, y la media fue de 66,0 %, que era evidentemente mas
alta que la del grupo control. Por otro lado, la SASP no demostré un claro efecto sobre la puntuacion de las heces, ni
en el periodo de remisién ni en el periodo de recaida. La proporcion de remisién del grupo de SASP fue ligeramente
mas alta en el 1°, 3° y 4° ciclos que la del grupo control, por el contrario, fue mas baja en el 2° y 5° ciclos, y el valor
medio fue equivalente al del grupo control.

Como se ha mostrado antes, el compuesto F no sélo proporciona un efecto profilactico, sino también un efecto
terapéutico, asi como un efecto de mantenimiento de la remisién. Ademas, los efectos del mismo se considera que
son muy superiores a los de SASP en el uso clinico.
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Tabla 8. Proporcion de remision del modelo de remisidn/recaida de la colitis inducida por DSS en ratones

Tratamiento Numero de Proporcion de remision (%)

animales Ciclo 1 Ciclo 2 Ciclo 3 Ciclo 4 Ciclo 5 Media

Control 9 33,3 66,7 11,1 33,3 33,3 35,5

Compuesto F 10 60,0 80,0 70,0 60,0 60,0 66,0
1 mg/kg

SASP 8 50,0 50,0 37,5 50,0 12,5 40,0

100 mg/kg

Ejemplo 27

Efecto profilactico sobre el modelo de colitis por transferencia de células T CD4" CD25 en ratones

Se estudié el efecto sobre la enfermedad de Crohn, otro tipo de enfermedad inflamatoria intestinal. El modelo de
transferencia de células T es bien conocido como modelo de la enfermedad de Crohn, que desarrolla gastritis o
enteritis cronica (véase: Referencias F, G, H). Ademas, se puede considerar también como un modelo animal de
enfermedad intestinal de Behcet o Ulcera simple, que sufre de Ulcera intestinal similar acompafiada por la activaciéon
de las células T (véase: Referencias |, J).

Se compraron ratones hembra BALB/cA Jcl, de 6 semanas de edad, peso corporal 19-23 g (CLEA Japdn, Inc.) y
ratones hembra C.B-17/Icr-scid (6 semanas de edad, CLEA Japodn, Inc.), se aclimataron durante 1 semana y se
utilizaron para el estudio

Después de laparotomia bajo anestesia con éter, los ratones BALB/cA Jcl se desangraron hasta la muerte a través
de la aorta abdominal y la vena cava caudal, y se aisld el bazo. Se prepararon los esplenocitos a partir del bazo y
después se prepararon células T CD4" CD25 con un Kit de aislamiento de células T CD4" (No. 130-090-860, Milky
Biotech Co., Ltd.) y el anticuerpo CD25-Biotina (No. 130-092-569, Milky Biotech Co., Ltd.). Se separaron las células
utilizando el separador autoMACS (Milky Biotech Co., Ltd.). Las células T CD4" CD25 separadas, se suspendieron
en una solucion tampon fisiolodgica de fosfato, y se administraron 2,5 x 10° células por animal intraperitonealmente, a
ratones C.B-17/Icr-scid para inducir la colitis.

Se administré inicialmente 1 mg/kg del compuesto F o de prednisolona 5 horas antes de la transferencia de las
células T CD4* CD25, y después se administré por via oral una vez al dia, diariamente, durante 20 dias. Se
administré al grupo control por via oral un disolvente (solucion de etanol al 1 % en volumen) a 10 mL/kg. Un criterio
de valoracion clinica fue la suma de la puntuacién de la consistencia de las heces (0 - 5), la puntuacion de sangre
oculta en heces (0 - 4) y la puntuacion de la disminucion del peso corporal (0 - 5), denominada la puntuacién del
indice de Actividad de la Enfermedad (en adelante abreviada como puntuacién DAI: puntuacién mas alta 14). La
puntuacion de consistencia de las heces se calificd en cuanto a la dureza de las heces como normal (0), ligeramente
suelta (1), algo suelta (2), suelta (3), considerablemente suelta (4) y diarrea (5). La puntuacion de sangre oculta fecal
se evaluo de la misma manera que en el Ejemplo 23. La puntuacion de la disminucion del peso corporal se clasificd
para los cambios del peso corporal como aumento (0), disminucién de menos del 3 % (1), disminuciéon de no menos
del 3 % y menos del 6 % (2), disminucion de no menos del 6 % y menos del 9 % (3), disminuciéon de no menos del 9
% y menos del 12 % (4), y disminucién de no menos del 12 % (5). Se utilizaron 8 a 10 ratones para cada grupo y los
resultados se expresaron como la media.

Como resultado, la puntuacion de la consistencia de las heces y la puntuacion de sangre oculta en heces del grupo
control mostré un aumento claro a partir de 12 dias después de la transferencia de células T y la puntuacion de la
disminucioén del peso corporal mostré un claro aumento el dia 19, alcanzando todas casi el maximo, 21 dias mas
tarde. El compuesto F redujo los aumentos tanto de la puntuacién de la consistencia de las heces como de la
puntuacion de sangre oculta en heces hasta casi la mitad como se muestra en la Fig. 6A y 6B, respectivamente, y
evité el aumento en la puntuacion de la disminucién del peso corporal casi por completo como se muestra en la Fig.
6C. Por ofra parte, aunque la prednisolona redujo un aumento en la puntuacion de sangre oculta en heces casi hasta
el mismo nivel que la administracién del compuesto F como se muestra en la Fig. 6B, no pudo demostrar un efecto
claro sobre la puntuacion de la consistencia de las heces el dia 21 como se muestra en la Fig. 6A. Ademas, la
puntuacion de la disminucion de peso corporal se mantuvo en valores mas altos que los del grupo control durante el
periodo de estudio como se muestra en la Fig. 6C, y la prednisolona empeord claramente la puntuacion. Como se
muestra en la Fig. 6D, la puntuacion DAI indicé que el compuesto F es ampliamente superior a la prednisolona.

Por lo tanto, el compuesto F puede reprimir el estado de la enfermedad de Crohn, enfermedad intestinal de Behcet y
Ulcera simple, asi como la colitis ulcerosa con mas eficacia que los farmacos existentes.

Referencias
F) Immunol Rev. 182: 190-200 (2001).
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G) Int. Immunopharmacol. 6 (8): 1341-1354 (2006).

H) J. Immunol. 160 (3): 1212-1218 (1998).

[) Clin. Exp. Immunol. 139 (2): 371-378, (2005).

J) Histopathology. 45 (4): 377-383 (2004).

Ejemplo 28

Efecto sobre el modelo de lesion de la mucosa gastrica inducida por etanol en ratas

Se investigo el efecto depresor del compuesto F sobre la lesidon de la mucosa gastrica en el modelo de lesion de la
mucosa gastrica inducida por etanol en ratas. Este modelo se utiliza con frecuencia como un modelo animal de la
gastritis aguda humana asociada con lesion mucosal congestiva (Referencia K).

Se compraron ratas macho SD (7 semanas de edad, Charles River) a través de Oriental BioService Inc., se
aclimataron durante 1 semana y se utilizaron para el estudio. Las ratas se agruparon en base al peso corporal, se
pusieron en un conjunto de jaulas limpias con un suelo de malla de alambre, un dia antes del estudio, se
mantuvieron en ayunas durante 19 horas (sin agua durante las 3 Ultimas horas), y se administré por via oral etanol
(grado especial, Nacalai Tesque, Lote No. V8A5862, 1,5 mL) a todos los grupos para inducir la lesion de la mucosa
gastrica. Se administro el compuesto F por via oral a dosis de 0,01, 0,1 y 1 mg/kg 30 minutos antes de la induccién
de la lesién de la mucosa gastrica a un volumen de 5 mL/kg. Al grupo control se le administré por via oral un
disolvente (solucion de etanol al 1 % en volumen) a 5 mL/kg de la misma manera. Se utilizaron ocho animales para
cada grupo.

Se desangraron las ratas hasta la muerte desde la aorta abdominal y la vena cava caudal bajo anestesia con éter 1
hora después de la administracion de etanol, y se aisl6 el estdmago. El estdmago aislado se llend inmediatamente
con una solucién de formalina neutra al 2 % en volumen (6 mL) y se fij6 durante 15 min. Se realiz6 una incision en el
estdbmago a lo largo de la linea media de la curvatura mayor desde la parte cardiaca hasta la parte pildrica, y se
extendié sobre una placa de cloruro de vinilo. Se midieron la longitud y la anchura de cada ulcera bajo un
estereomicroscopio, se calculo el area, y la suma de las mismas se tomd como el area total de la Ulcera.

Como resultado, el area total de la ulcera del grupo control dio una media de 103 mm?> El compuesto F redujo
significativamente el area total de la Ulcera de una manera dependiente de la dosis a partir de 0,01 mg/kg, y redujo
casi por completo el area a una dosis de 1 mg/kg (Fig. 7). Por lo tanto, el compuesto F reduce la lesién de la mucosa
gastrica.

Referencia

K) Dig Dis Sci. 31 (2 Suppl), 81S-85S (1986).

Ejemplo 29

Efecto sobre el modelo de lesion del intestino delgado inducida por indometacina en ratas

Se investigod el efecto depresor del compuesto F sobre la lesién del intestino delgado utilizando un modelo de lesion
del intestino delgado inducida por indometacina en ratas. Es conocido que la administracion de farmacos anti-
inflamatorios no esteroideos (los AINE) induce la lesion hemorragica en el intestino delgado del ser humano. Este
modelo se caracteriza por lesién de la mucosa del intestino delgado inducida por la administraciéon de un AINE,
indometacina, a las ratas, y muestra una patologia similar a la de la lesidon del intestino delgado inducida por los
AINE en pacientes o enfermedad de Crohn (Referencias L y M).

Se compraron ratas macho SD, de 7 semanas de edad (Charles River), se aclimataron durante 1 semana y se
utilizaron para el estudio. Se agruparon las ratas en base al peso corporal y se administré por via subcutanea
indometacina (Sigma, N° de lote 19F0018) a 15 mg/5 mL/kg a todos los grupos para inducir una lesion del intestino
delgado. Se administré el compuesto F en dosis de 0,01, 0,1 y 1 mg/kg por via oral a un volumen de 5 mL/kg 30
minutos antes y 6 horas después de la administracion subcutanea de indometacina. Al grupo control se le administro
por via oral un disolvente (solucién de etanol al 1 % en volumen) a 5 mL/kg de la misma manera. Se utilizaron ocho
animales para cada grupo

Se administraron a las ratas por via intfravenosa 2 mL de solucién de azul de Evans a 10 mg/mL bajo anestesia con
éter 23,5 horas después de la administracion de la indometacina. Después de 30 minutos, se desangraron las ratas
hasta la muerte desde la aorta abdominal y la vena cava caudal bajo anestesia con éter y se aislo el intestino
delgado. El intestino delgado aislado se llené con una cantidad adecuada (aproximadamente 35 mL) de solucion de
formalina neutra al 2 % en volumen, y se fijé durante aproximadamente 15 min. A continuacion, se realizé una
incision total en el intestino delgado a lo largo del sitio de unién mesentérico, y se extendié sobre una placa de
cloruro de vinilo. Se midieron la longitud y la anchura de cada ulcera bajo un estereomicroscopio, se calculé el area,
y la suma de las mismas se tomo como el area total de la Ulcera.
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Como resultado, el area total de la ulcera en el intestino delgado fue de aproximadamente 730 mm? en el grupo
control. En contraste, el grupo con administracion del compuesto F redujo significativamente el area de la Ulcera de
una manera dependiente de la dosis, a partir de la administraciéon de una dosis de 0,1 mg/kg, y redujo
completamente el area a una dosis de 1 mg/kg (Fig. 8). Por lo tanto, el compuesto F redujo fuertemente la lesion del
intestino delgado.

Referencias
L) Aliment Pharmacol Ther. 7 (1), 29-39 (1993).
M) Acta Gastroenterol Belg. 57(5-6), 306-309 (1994).

Se deduce de lo anterior, que el compuesto F mostré una accién depresora superior sobre el dafio directo a la
mucosa del tracto gastrointestinal debido al alcohol y similares y sobre la falta de regeneracion de la mucosa debida
a los AINE y similares. Por lo tanto, se espera que el compuesto F muestre un efecto protector y un efecto de
reparacion del tejido sobre las lesiones de la mucosa del tracto gastrointestinal.

Como se muestra en los ejemplos mencionados anteriormente y como se encontré con el compuesto F, el
compuesto de la presente invencion es eficaz para las lesiones del tracto gastrointestinal y el retraso en la curacion
debido a la inflamacion del tracto digestivo relacionada con el sistema inmunitario, las lesiones de la mucosa del
tracto gastrointestinal inducidas por farmacos y la falta de regeneracion mucosal inducida por farmacos.
Especificamente, es util para la enfermedad inflamatoria del intestino tal como colitis ulcerosa y enfermedad de
Crohn, gastritis alcohdlica o Ulcera gastrica, Ulcera del intestino delgado y similares. Estas acciones se basan en una
accion agonista de EP4, y no se limitan a las enfermedades citadas.

Ejemplo 30
Efecto sobre el modelo de glomerulonefritis inducida por anticuerpo anti-Thy-1 en ratas

Se compraron ratas macho Wistar Slc (6 semanas de edad, Japan SLC), se aclimataron durante 1 semana y se
utilizaron para el estudio. Excepto al grupo normal, se administré a los animales anticuerpo anti-Thy-1 (anticuerpo
anti-CD90 de ratéon (UK-Serotech Ltd. Cédigo: MCA47XZ, clon N°: MRC OX-7, Lot N° 0303)) una vez por via
intravenosa. Se administr6 una mezcla de compuesto F y compuesto J (F:J = 52:41, indicada como compuesto F/J)
por via oral desde el dia de la administracion del anticuerpo (dia 0) hasta el dia 6, diariamente, dos veces al dia
(mafana y tarde, cada vez 0,3 mg/kg). Después de 3 dias de la administracion del anticuerpo, se recogi6 la orina
durante un dia. El dia 7 de la administracion del anticuerpo, se realizd la autopsia del animal. Se aislé el rifidn
derecho, se peso y se fijé con formalina. Se utilizaron de 5 a 8 animales para cada grupo y los resultados se
expresaron como la media + desviacién estandar.

Como resultado, el aumento de peso corporal fue reducido en el grupo control en comparacion con el grupo normal
después de 1 dia de la administracién del anticuerpo. Sin embargo, el peso corporal aumenté igual que en el grupo
normal después de 3 dias. El peso corporal del grupo tratado con compuesto J/F mostré un cambio similar al del
grupo control. El volumen de orina de 24 horas del grupo control aumenté en comparacién con el grupo normal. Sin
embargo, el del grupo tratado con el compuesto J/F fue del mismo nivel que el grupo normal (Fig. 9A). Las proteinas
de la orina de 24 horas aumentaron notablemente en el grupo control, mientras que se encontré un valor mas bajo
que el control en el grupo tratado con el compuesto F/J (Fig. 9B). El peso relativo del rifidn aumentd notablemente
en el grupo control, pero se observd un valor mas bajo que el control y casi el normal en el grupo tratado con el
compuesto F/J (Fig. 9C). La evaluacion histopatoldgica renal reveld que el grupo control aumentd notablemente las
células glomerulares totales, la region mesangial y las células PCNA-positivas en los glomérulos. El grupo tratado
con el compuesto J/F reprimi6 significativamente el aumento en todas estas medidas (Figs. 9D, 9E, 9F).

Por lo tanto, el compuesto de la presente invencién normaliza el volumen de orina, disminuye la proteinuria y reprime
la reaccién inmunitaria y la reaccién de crecimiento de los glomérulos, lo que indica que es eficaz para la nefritis.

Ejemplo 31
Efecto sobre la presion intraocular en conejos

Se compraron conejos japoneses blancos (machos, 10 semanas de edad, BIOTEC Co., Ltd.), se aclimataron
durante 1 semana y se utilizaron para el estudio. Se instilé una solucion del compuesto F (0,01 % p/v) una vez en la
coérnea de ambos ojos a un volumen de 50 pL/ojo con una micropipeta. Se midid la presion intraocular del ojo
derecho y se evaluo el efecto irritante local sobre el ojo utilizando el ojo izquierdo. Después de anestesia superficial
con oxibupranol (Benoxil 0,4 %, solucion de instilacion), se midi6 la presion intraocular antes de la instilacion ocular y
1, 2, 3, 4, 6 y 8 horas después de la instilacion utilizando un neumotondmetro (Alcon Ltd.). Ademas, se evalud el
efecto irritante local sobre el ojo, puntuando la congestidon conjuntival, edema conjuntival, opacidad de la coérnea,
congestion del iris, excrecion y el funcionamiento del cierre de ojos. Para la evaluacion, se utilizé tampon de fosfato
para el grupo control con disolvente y para comparacion se utilizd isopropil unoprostona (Rescula gotas oftalmicas,
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Santen Pharmaceutical Co., Ltd.). Se utilizaron seis animales para cada grupo y los resultados se expresaron como
la media.

Como resultado, la presion intraocular del grupo control con disolvente cambié dentro del intervalo de + 2 mm Hg
desde el momento 0 a 8 horas después de la instilacion. El grupo del compuesto F mostré una disminucion de 6,9
mm Hg en la presion intraocular 1 hora después de la instilacion, de 9,3 mm Hg 2 horas después, y de 6,6 mm Hg 6
horas después, manteniendo asi una disminucién significativa en la presion intraocular. Por otro lado, el grupo de
Rescula gotas oftalmicas, mostré un perfil de disminucion de la presion intraocular casi similar al del grupo del
compuesto F (Fig. 10).

En cuanto al efecto irritante local sobre el 0jo, se observaron edema conjuntival y cierre de los ojos 1 hora después
de la instilacion en algunos animales del grupo del compuesto F, pero los animales se recuperaron mas tarde. En el
grupo de Rescula gotas oftalmicas, se observé edema conjuntival y cierre de los ojos en algunos animales 1 hora
después de la instilacion y dur6é hasta 2 horas después de la administracion. Los animales se recuperaron mas
tarde.

Por lo tanto, el compuesto F de la presente invencién muestra un efecto reductor de la presién intraocular y un
efecto irritante local en el ojo, equivalente a los de la Rescula gotas oftalmicas, y es util como un agente terapéutico
para el glaucoma y la presion intraocular elevada.

Ejemplo 32
Efecto profilactico sobre el modelo de hepatitis inducida por concanavalina A en ratones

Se investigo el efecto profilactico del compuesto F sobre la hepatitis utilizando el modelo de hepatitis inducida por
concanavalina A (de aqui en adelante Con A). Este modelo es un modelo de hepatitis en el que los hepatocitos del
parénquima se lesionan de una manera dependiente de las células T, y presenta una patologia clinica similar a la
hepatitis autoinmune o hepatitis fulminante (véase: Referencias N, O y P).

Se compraron ratones BALB/c (hembras, 7 semanas de edad, Japan SLC), se aclimataron durante 1 semana y se
utilizaron para el estudio. Excepto en el grupo sin induccién, se administré Con A (tipo IV, Sigma-Aldrich) disuelta en
solucion salina, en la vena caudal de los ratones a una dosis de 12,5 mg/10 mL/kg para inducir la hepatitis. Veinte
horas mas tarde, los ratones se sometieron a laparotomia bajo anestesia con éter. Se recogié una muestra de
sangre de 0,5 mL de la vena cava caudal y se obtuvo plasma heparinizado para medir las actividades plasmaticas
de ALT y AST. Las sustancias de ensayo fueron el compuesto F (solucién a 1 mg/10 mL), prednisolona (Nacalai
Tesque, suspension a 5 mg/10 mL (con metilcelulosa al 0,5 % p/v)) y agua para inyeccion (administrada al grupo
control), que fueron administradas oralmente en un volumen de 10 mL/kg 1 hora antes de la inyeccion de Con A. Se
utilizaron 7 a 9 animales para cada grupo. Después de la transformacion logaritmica de los datos, se realizé un
analisis de varianza de una via para la evaluacién estadistica.

Como resultado, las actividades de ALT en plasma y de AST en plasma del grupo control aumentaron notablemente
en comparacion con las del grupo sin induccidon. El compuesto F y la prednisolona redujeron significativa y
fuertemente el aumento. La Fig. 11 muestra los datos de ALT en plasma.

Por lo tanto, el compuesto F es eficaz para la lesién hepatica asociada con la activacion de las células T.
Referencias

N) Eur. J. Immunol. 28 (12): 4105-4113 (1998).

O) Proc. Natl. Acad. Sci. 97(10): 5498-5503 (2000).

P) J. Exp. Med. 191(1): 105-114 (2000).

Aplicabilidad industrial

El compuesto (1) de la presente invencién es util como ingrediente activo de medicamentos. Un medicamento que
contiene el compuesto (1) de la presente invencion como ingrediente activo es util para enfermedades inmunitarias,
enfermedades del tracto digestivo, enfermedades cardiovasculares, enfermedades cardiacas, enfermedades
respiratorias, enfermedades neuroldgicas, enfermedades oftalmoldgicas, enfermedades renales, enfermedades
hepaticas, enfermedades dseas, enfermedades de la piel y similares, que implican cada una al EP4. En particular,
es util como medicamento para la profilaxis o el tratamiento de la colitis ulcerosa, enfermedad de Crohn, gastritis o
Ulcera gastrica, ulcera del intestino delgado, nefritis, glaucoma o hepatitis.

Aunque algunas de las realizaciones de la presente invencion se han descrito con detalle en el texto anterior, es
posible, sin embargo, para los expertos en la técnica, hacer diferentes modificaciones y cambios a las realizaciones
particulares mostradas, sin separarse sustancialmente de las ensefianzas y ventajas de la presente invencion.
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REIVINDICACIONES

1. Un medicamento para uso en la profilaxis o tratamiento de una enfermedad inmunitaria, una enfermedad
cardiovascular, una enfermedad cardiaca, una enfermedad respiratoria, una enfermedad oftalmolégica, una
enfermedad renal, una enfermedad hepatica, una enfermedad dsea, una enfermedad neuroldgica, una enfermedad
de la piel, calvicies, alopecia, insuficiencia de maduracion del cuello uterino o un trastorno auditivo,

en donde la enfermedad inmunitaria es esclerosis lateral amiotréfica, esclerosis multiple, sindrome de Sjogren,
artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico, rechazo después de un trasplante, artritis, sindrome de respuesta
inflamatoria sistémica, septicemia, sindrome hemofagocitico, sindrome de activacién de macrofagos, enfermedad de
Still, enfermedad de Kawasaki, hipercitoquinemia en dialisis, insuficiencia multiorganica, shock o psoriasis, y

en donde el medicamento comprende como un ingrediente activo, un agonista de EP4 que comprende un
compuesto representado por la férmula (1):

N\
N

/
N
H

N
\

en la que R y R? son cada uno, independientemente, un atomo de hidrogeno o un grupo alquilo de cadena lineal
que tiene un namero de carbonos de 1a 3,y R® es un atomo de hidrégeno, un grupo alquilo que tiene un numero de
carbonos de 1 a 4, un grupo alcoxialquilo, un grupo arilo, un atomo de halégeno o un grupo haloalquilo, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.

2. El medicamento para uso segun la reivindicacion 1, en donde R'esun grupo metilo.
3. El medicamento para uso segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en donde R®es un grupo metilo.
4. El medicamento para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde R? es un atomo de hidrégeno.

5. El medicamento para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde R' es un grupo metilo, y R? es
un atomo de hidrégeno.

6. El medicamento para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde R®es un grupo m-metilo.

7. El medicamento para uso segun la reivindicacion 1, en donde R' es un grupo metilo, R? es un atomo de
hidrégeno, y R®es un grupo metilo.

8. El medicamento para uso segun la reivindicacion 1, en donde R' es un atomo de hidrégeno, R® es un grupo
metilo, y R®es un grupo metilo.

9. El medicamento para uso segun la reivindicacion 1, en donde el agonista de EP4 es 4-[(Z)-(1S,5R,6R,7R)-6-
[(1E,3R,4RS)-3-hidroxi-4-(m-tolil)-1-pentenil]-7-hidroxi-2-oxa-4,4-difluoro-biciclo[3.3.0]octan-3-iliden]-1-(tetrazol-5-
il)butano, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

10. El medicamento para uso segun la reivindicaciéon 1, en donde el agonista de EP4 es 4-[(Z)-(1S,5R,6R,7R)-6-

[(1E,3R,4R)-3-hidroxi-4-(m-tolil)-1-pentenil]-7-hidroxi-2-oxa-4,4-difluoro-biciclo[3.3.0]octan-3-iliden]-1-(tetrazol-5-
il)butano, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
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11. El medicamento para uso segun la reivindicaciéon 1, en donde el agonista de EP4 es 4-[(Z)-(1S,5R,6R,7R)-6-
[(1E,3R,4S)-3-hidroxi-4-(m-tolil)-1-pentenil]-7-hidroxi-2-oxa-4,4-difluoro-biciclo[3.3.0]octan-3-iliden]-1-(tetrazol-5-
il)butano, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

12. El medicamento para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en donde la enfermedad
cardiovascular o enfermedad cardiaca es arterioesclerosis, angina de pecho, infarto de miocardio, trastorno cerebral
causado por hemorragia cerebral, trastorno cerebral causado por infarto cerebral, trastorno cerebral causado por
hemorragia subaracnoidea, hipertension arterial pulmonar, obstruccion arterial periférica o un sintoma atribuido a
alteraciones de la circulacion periférica.

13. El medicamento para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en donde la enfermedad respiratoria
es asma, lesiéon pulmonar, fibrosis pulmonar, enfisema, bronquitis o enfermedad pulmonar obstructiva crénica.

14. El medicamento para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en donde la enfermedad oftalmolégica
es glaucoma o hipertension ocular.

15. El medicamento para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en donde la enfermedad renal es
glomerulonefritis, nefropatia diabética, nefropatia por IgA o lesion renal por isquemia-reperfusion.

16. El medicamento para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en donde la enfermedad hepatica es
hepatitis, hepatopatia o lesién hepatica por isquemia-reperfusion.

17. El medicamento para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en donde la enfermedad 6sea es
osteoporosis, fractura 6sea o una fase de recuperaciéon postoperatoria después de osteotomia.

18. El medicamento para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en donde la enfermedad neuroldgica
es la muerte celular neuronal.

19. El medicamento para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en donde la enfermedad de la piel es
Ulcera o herida por presion.

33



tension arterial media (% de cambio)

120

110

3

20

80

70

60

a0

ES 2593229 T3

FIG. 1A

¥ —
1'
1_
!
:— = disolvente
f " ~&— compuesto F
r ~B- forma carboxilato de compuesto F
! ol —#— beraprost de sodio
L :g:tl A
A
| -
!....... 1 i i [ I ] i i | SN —
|aa:LE;i:§- 60 120 18D 240 300 360 420 480 540 60O

tracion

tiempo después de la administracion (segundos)

analisis de varianza de una via y prueba de Dunett de dos
colas en cada punto de tiempo

R p=0,05, p<0,01 frente al grupo de disolvente

34



120

110

100

Frecuencia cardiaca (% de cambio)

w
=

80

ES 2593229 T3

FIG.1B

5 ~C= disolvente

&~ compuesto F
~B— forma carboxilato de compuesto F
—a&— beraprost de sodio

1 I 1 | 1 1 ] i b 1 i 1

ntes d
I;admin;- 60 120 180 240 300 3680 420 480 540 800

tracion

tiempo después de la administracion (segundos)

35



Puntuacion de las heces
(puntuacion de consistencia de las heces +

puntuacion de sangre oculta)

g L=

ES 2593229 T3

FIG.2A

p=(3 094

—

normal control 01 Q.3 i

## p<0,01
*.'

compuesto F
(mg'kg/dia)

p<0,05, p<0,01 frente al control, respectivamente

36



Longitud del intestino grueso (mm)

ES 2593229 T3

normal control Q.1 (0.3 1

compuesto F
(mgfkgldia)

## p<0,01

*
p=0,01 frente al control

37



Puntuacion de las heces
(puntuacion de consistencia de las heces + puntuacion

de sangre oculta)

i

T

)

e

ES 2593229 T3

FIG.3A

s NOrMal
i CONtrol

" === heraprost de sodio 0,3 mg'kg/dia

N

=n'i'n'nj:~—hﬂm{}~*-{:}—l
0 1+ 2 8 4 6B 6 7

dias después de beber DS5

38



Puntuacion de las heces
(puntuacion de la consistencia de las heces +

puntuacién de sangre oculta)

e

o

o

iy

*

ES 2593229 T3

FIG.3B

el OrMa|

~—#— control

—&— compuesto F 0,3 mg/kg/dia
—m— compuesto F 1 mg/kg/dia

sk
- A
-]
# .
. ek

I & WD WO

o 1 2 3 4 5
dias después de beber DSS

* p<0,01 frente al control

39

6

—

!



ES 2593229 T3

FIG.3C

(wuw) osanib ounsajui jap pnibuo

©
.m =
o.rrr
oG 2
O o —=
36 2
.we
T ™M
o
°
i
8
..Im.
E
|
Fal
c

## p<0,01

40



ES 2593229 T3

FIG.3D

- = o -
0 = 0 wl

(ww) osanib ounssjul [ap pnybuo

control 03 i

normal

compuesto F

(

mg/kg/dia)

## p<0,01

* *

p<0.,01 frente al control

41



Puntuacion de las heces
{puntuacion de la consistencia de las heces + puntuacion de

sangre oculta)

ES 2593229 T3

FIG.4A
S I s
| |

8 r T

‘l] Lo

8 - ngﬂ?ﬁ

5 -

4 -

3 be

2 -

-l -

D i |

normal control ().3 1 3

compuesto F
(mg/kg/dia)

# p<0,01

* *

p<0,01 frente al control

42



Longitud del intestino grueso (cm)

ES 2593229 T3

FIG. 4B

normal contrel (3.3 1 !
L compuesto F
(mg/kg/dia)
## p<0,01

* p<0,05 frente al control

*x p<0,01 frente al control

43



lesion del tejido colonico
[cantidad de azul de Evans (mg/peso seco (g)]

e — g
==

Raes

ES 2593229 T3

FIG.4C

-

& ] | L

normal control (3.3 1 3
compuesto F
(mg/kg/dia)

# p<0,01

* *

p<0,01 frente al control

44



ES 2593229 T3

Suawennadsal ‘jonuod e I3l Lo'o>d ‘co'o=d

9
XY ¥

aluawWwenIadsal ‘[ewuou g 21uad) joauod @ eled L00>d co'o=d #4 ‘#

550 =P EPIG=q €] =P 011Ul |2 9pSap SEID

{/3upg |

dSYS -8 Oybuw | 4 oisendwor—¥— QU0 —@~—

S OId

[BULIOU =O—

- 2

*

(eynoo subues ap
ugioenund + saocay se| ap BIoUa}SISU0D g) ap ugioenjund)

. ™ o~

sa0a| se| ap uginenjung

45



puntuacion de la consistencia de las heces

2.3

n

<
o1

Q

2

ES 2593229 T3

FIG.6A

—a— control
—&— compuesto F 1 mg/kg

—&@— prednisolona 1 mg/kg ./—’"’"‘

S x

e

g 12 . 14 16 19 21

dias después de transferencia de células T

* p<0,05 frente al control

46



puntuacion de sangre oculta fecal

-2

15 p

|

ES 2593229 T3

FIG.6B

et control
a— compuesto F 1 mg/kg

__m_prednisolona 1 ma/kg ‘*“‘“’0

0a F
. Eﬁ_ﬂ-

e g crbern r o e

.l

12 14 18 19 21

dias después de transferencia de celulas T

47



puntuacién de reduccidn del peso corporal

ES 2593229 T3

FI1G.6C
2 -
—#@—control
-~d—compuesto F 1 mg/kg
—[@—prednisolona 1 mag/kg B
1.8 1
1 &
B ‘ﬂ""ﬁlﬁﬁ“‘
0.8 F
p=0063
&— B p=0 069
G 1 | | I
g 12 14 16 19 27

dias después de transferencia de células T

48



puntuacion de DA

3%

ES 2593229 T3

FIG.6D

—&-— control

—&— compuesto F 1 mg/kg

—B®— prednisolona 1 mag/kg
/4

9 12 14 16 12

dias después de transferencia de células T

* p<0,05 frente al control

49

21



160
140
120
100
80
60
40
20

area de las Ulceras gastricas (mm?)

ES 2593229 T3

FI1G.7

ok :'

control .01 0.1 1

compuesto F

(mg/kg/dia)

* p<0,01 frente al control

50



area de Ulceras del intestino delgado (mm?)

1200

1000

800

600

400

200

ES 2593229 T3

FIG.8

g
——rrr— e A e

controt 001 0.1 1

compuesto F
(mg/kg/dia)

o p<0,01 frente al control

51



volumen de orina (mL/dia)

ES 2593229 T3

FIG.%A

normal contrel compuesto F/J
0,3 mg/kg

* p<0,05 frente al control

52



nivel de proteina en orina (mg/dia)

160
140
120

100

80

ES 2593229 T3

FIG.9B

normal control compuesto F/J
0,3 mg/kg

## p<0,01

53



ES 2593229 T3

FIG.9C

0.50

iy < fe
N ~ 2
- < <

(B 94) uoul |2p onjejal osad

compuesto F/J

control

normal

0,3 ma/kg

54



ES 2593229 T3

FIG.9D
E 100 r
E
2 i
s 90 I |
8
3 30 r
=)
8
g 70 r
8
= 80 r
5 1
3
5 N
2 B0
) normal  control compuesto F/J
0,3 mg/kg
## p<0,01

o p<0,01 frente al control

55



region mesangial (puntuacion PAS)

—

ES 2593229 T3

FIG, SE

normal control ~ compuesto F/J
0,3 mag/kg

## p<0,01
* p<0,01 frente al control

56



recuento de celulas PCNA-positivas de los glomerulos

(células/glomérulo)

I

N

~a

o

P Sy s -

.

ES 2593229 T3

FIG.SF

U |r::.- b
I T =l 1
normal cohtrol ~ compuesto F/J
0,3 mg/kg
# p<0,05

* p<0,05 frente al control

57



cambio en la presion intraocular (mm Hg)

in

ES 2593229 T3

FIG.10

. control, disolvente
- -5~ compuesto F solucién 0,01 % piv
—&— Rescula

0 i 2 d 4 A &

tiempo después de la instilacion (horas)

* . :
p<0,05, p<0,01 frente al control de disolvente, respectivamente

58



100000
10000
)
-
: 1000
I
<L
- 100
@
=
=
- 10
=y
1
* %

ES 2593229 T3

FIG.11

ok

sin induccién control prednisolona

p<0,01 frente al control

59

compuesto F



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

