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" DATOS DEL SOLICITANTE
(71) Nombres y Apellidos o Razon Social PFIZER PRODUCTS INC.
L
No. de Identificacidn
Representante Legal { Persona Juridica) p
Pals de Domicilio ESTADOS UNIDOS DE AMERICA. 7
Departamento o Estado ESTADO DE CONNECTICUT ¢
Direccién EASTERN POINT ROAD, GROTON, CONNECTICUT 06340 o/
Ciudad Teléfono
' ) 04 DATOS DEL APODERADO

i Nombre CARLOS R. OLARTE /
Direccion CALLE 35 No. 7-25 Piso 4 7
Ciudad : SANTAFE DE BOGOTA Teléfono 285-14-00/570-0010

DATOS DEL INVENTOR
(72) Nombre del Inventor (es) KIMBERLY O’KEEFE CAMERON, HUAZHUKE, BRUCE
ALLEN LEFKER, DAVID DUANE THOMPSON. e
{dentificacidn
Direccitn _&ﬁ@__&a&__@mmm
_0oaA0

Ciudad Teléfono

DATOS DE LA PATENTE DE INVENCION
(s4) Titulo de la Invencién  AGONISTAS SELECTIVOS DEL RECEPTOR EP4 EN EL TRATAMIENTO DE LA !

OSTEOPOROSIS.
PRIORIDAD REIVINDICADA Si X NO O TIPO DE PRIORIDAD ANDINA [] UNIONISTA
(33) Pals us (02) Fecha Diciembre 22, 1999 (31) No. Salicitud 60/171,353 s

Pars Publicar & los 3 6 meses [ 12 meses 18 meses a partir de Ia fecha de la presente solicitud

(51) CLASIFICACION INTERNACIONAL A6tk 3 J Yyods




ANEXOS DE LA SOLICITUD
Certificado de Existencia y Representacién Legal cuando el solicitante sea Persona Juridica

XX

Los poderes debidamente otorgados, o0 mencién de su protocolizacion ante la SIC Adjunto

N

. alkecibo de 1a tasa respectiva

Qecibo de la tasa por concepto de excedente de palabras de la publicacién
Si se reivindica prioridad Andina:
Copia de la primera solicitud
Traduccidn oficial

8i se reivindica prioridad Unionista:

X OO0 0O

Copia certificada de la primera solicitud
Nota: Debe presentarse dentro de los tres (3) meses, contados a partir de la fecha de radicacién de la solicitud posterior
Traduccion simple
Capitulo descriptivo
Dibujos, planos necesarios

apitulo reivindicatorio
Tarjeta archivo propietarios segin formato
Tarjeta archivo temitico segin formato
Extracto para publicacién segiin formato
Arte final 12x 12y 6x6cms

ROXXXXOKXKX

Otros Documentos Sustitucién

SOLICITO LA CONCESION DE LA PATENTE DE INVENCION Y DECLARO
QUE LA INVENCION ES NUEVA Y DE MI PROPIEDAD

S R. OLARTE CC.  79.782.747 de Bogoti T.P.No. 74.295
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RECIBC OFICIAL DECAJR ¢ 71,723
FECHA : MWOVIENDBRE 21 DE 2000
$i1st CONSIGNACTION thinn
DEPOSITANTE TIPD PRGSO BANCO SUCURSAL CUENTA No. PRSD Yr. PASD
JORGE LUIE 3OMEL CONSIERACION  DAKCO POPULAR  BOGOTA C50-00L10-6 3116627 12,160,000.00
mn CONCEPTDOD titnd
CANT. RENTISTILO CORCEPTO TOTAL COMCEPTO
1 50605-01-01 SOLICITUDES 1 TRAMITES DE SOL. DE PATEMTE DE iN £08,000.00

TOTAL : 4 £08,000.00

SCN: SEISCIENTDS OCHD MIL PESDS

RESPOMSABLE : 3

S
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RAISBECK, LARA, RODRIGUEZ & RUEDA
MIEMBROS DE LA FIRMA

BAKER & McKENZIE

CALLE 35 No, 7-25, Piso 4
TeLdrono: (57-1) 285-1400
SanTa Fe DE BogoTA, D.C.
COLOMBIA

Sefiores

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

E. S, D.

Re: Nueva solicitud de Patente de Invencifon
Titulada : "AGONISTAS SELECTIVOS DEL RECEPTOR
EP4 EN EL TRATAMIENTO DE LA OSTEOPOROSIS".
Solicitante : PFIZER PRODUCTS INC.

ALVARO CORREA ORDONEZ, mayor de edad y vecino de Santafé de Bogot4,

D.C. identificado como aparece al pie de mi firma, actuando en mi cardcter de apoderado /

de la sociedad- de la refcrencia, respetuosamente me permito manifestar que
SUSTITUYO ellpoder a mi conferido por la mencionada sociedad en el doctor CARLOS
R. OLARTE, identificado con la Cédula de Ciudadania No. 79.782.747 de Bogoté y con
la Tarjeta Profesional No. 74.295.

El apoderado sustituto yueda con las mismas facultades del principal.
r

Atentamente;

ALVARO CORREA ORDONEZ
C.C. No. 79.143.366 de Usaquén
¢ T.P. 20.281

%
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!)o naisheck{ Lara, Rodrigue:s
\ Mienbros de la Firma
BAKER & McKXENZIE
Abogados

Apartado Aéreo 3746
Teléfono : Z285-1400
Santa fa de Bogotd, D.C.
Colombia

PODER

La abajo firmante PFIZER PRODUCTS INC., una socledad
constituida bajo las leyes del Estado de Connecticut, Estados
Unidos de América, domiciliada en Eastern Point Road, Groton
Connecticut 06340, Estados Unidos de América, declara por el
presente otorgar a ALVARO CORREA ORDONEZ y/o JAMES W.F.
RAISBECK y/o LUZ HELENA VILLAMIL y/o CARLOS R. OLARTE poder
especial amplio y bastante para recabar de las oficinas y
autoridades nacionales que correspondan, la obtencidédn de:
Registro de marcas, renovaciones, fusiones, cambios de
nombre, traspasos, presentacién y tramitacién de oposiciones,
depésitos ds nombres comerciales, cambios de direccién
registro de patentes de invencién, fusiones, cambios de
nombre, traspasos, presentacién y tramitacion de oposiciocnes,
cambios de direccién, a cuyo efecto los faculta para dar ante
dichas autoridades, todos los pasos necesarios al objeto
indicado, elevar solicitudes, formular descripciones,
protestas, declaraciones, apelaciones y reclamos, oblar
impuestos, solicitar testimonios, recibir documentos y
valores, desistir y percibir. Se concede a los expresados
mandatarios poder bastante par recibir notificaciones a
nombre de la compailla, otorgar poderes a quien vayan a
representar a la compaiia judicial y estrajudicialmente,
responder en juicio a todas las reclamaciones o demandas que
por motivo de las marcas se presentaren y hacer cuanto fugse
necesario, ante las autoridades administrativas o judicj
de cualquier orden, dandoles asimismo facultad para sus

) AT ; Mt Q‘II
Dado y firmado en Nueva York, Estado de New Y&¢mkuEREedo Ga%g“‘r
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PFIZER PRODUCTS INC.
(Firma ilegible)
ALLEN J. SPIEGEL
Vicepresidente

Eastado de nueva York)
Condado de nueva York)

SUSCRITO Y JURADO ante mi a los B dias del mes de octubre de
1997.

Firmado John (ilegible)

JOHN ALPHONSO

Notario Publico, Estado de Nueva York

No. 30-4859888 _

Calificado en el Condado de Nassau

Certificado Registrado en el Condado de Nueva York

Comisién expira el 19 de mayo de 1998
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Raisbeck, Lara, Rodriguex
Miembros de la Firma
BAKER & McKENZIE
Abogados
Apartado Aéreo 3746
Taeléfono : 285-1400
Santa fe de Bogota, D.C.
Colambia

CERTIFICADO NOTARIAL

A los B dias del mes de Octubre de 1997, el suscrito Notario

DA ¥E

Que ALLEN J. SPIEGEL, mayor y domiciliado en Nueva York,
Estado de New York, Estados Unidoas da América, suscribié
de su pufio y letra el siguiente documento que antecede

Que conozco al otorgante y que éste tiene capacidad
legal para el otorgamiento.

Que el otorgante ha suscrito el referido documento en su
cardcter de Vicepresidente de la persona juridica PFIZER
PRODUCTS INC.

Que la persona juridica PFIEZER PRODUCTS INC. con sede en
Eastern Point Road, Groton, Connecticut 06340, Estados
Unidos de América estd legalmente constituida, que
tiene existencia legal actual y que el acto para el cual
se ha otorgado el poder esté comprendldo entre los que
constituyen su objeto social.

Que el otorgante efectivamente tiene la representaciodn
que ostenta y que esta es legitima.

Que he basado las certificaciones 3, 4 y 5 anter10r1s
los siguientes documentos auténticos que al efecto e
exhibieron y que menciono espeC1ficament-_r PRDLE

by
Resolucién de Pfizer Products Inc. de feck
febrero de 1997. :



Firmado John (ilegible)

JOHN ALPHONSO

El Notario Piblico

Notario Pdblico, Estado de Nueva York

No. 30-4859888

Calificado en el Condado de Nassau

Certificado Registrado en el Condado de Nueva York
Comisién expira el 19 de mayo de 1998-08-13

Estado de Nueva York)
}b.5.
Condado de Nueva York) No.21320

Yo, NORMAN GOODMAN, Funcionario del Condado y Funcionario de
la Corte Suprema del Estado de Nueva York, en y para el
Condado de Nueva York, una Corte de Registro, poseedor, por
ley, un sello, CERTIFICO POR EL PRESENTE que

JOHN ALPHONS80O

A través de quién se ejecutd el anterior reconocimiento de
prueba, y cuyoc nombre estad suscrito en el mismo, era en el
momento de ejecutar dicha prueba, un- NOTARIO PUBLICO
residente en el Estado de Nueva York, debidamente comisionada
juramentada y autorizada por las leyes de dicho Eatade, para
tomar tales reconocimiento de prueba de escrituras y de otros
instrumentos por escrito para ser registrados en dicho
estado, y para tomar juramentos o afirmaciones en dicho
Condado; que he comparado la firma de dicho NOTARIO PUBLICO
con el ejemplar de su firma del archivo de mi oficina y creco
firmemente que la firma del antericr certificado original es
genuina.

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, fijo mi firma y selloc este 14 da
octubre de 1997.

Firma ilegible
Funcionario del Condado

Funcionario de la Corte Suprema,
Condado de Nueva York




Legalizacién No. 148381 del Consulado de Colombia en Nueva
York de la firma de Norman Goodman como Funcionario del
Condado de Nueva York. Julio 31 de 1997.

Firma ilegible

Federico Mejia Mejia

Cénsul de Colombia

Legalizacién No. 065918 del Ministerio de Relaciones
Exteriores de Colombia de la firma de Federico Mejia como
Cénsul de Colombia en Nueva York, Estados Unidos de América.
Santa fe de Bogotd, agosto 13 de 1998.

Firma ilegible
Jefe de Legalizaciones

Traducclédn Oficial, de un texto del idioma inglés.
Traduccién Oficial realizada por ROBERTO M. OLARTE GARCIA,

Traductor e intérprete oficial juramentadc segin Resolucién
Santa fe de Bogota,

0041 del Ministerio de Justicia 1996.
agosto 13, 1998.
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CONSULADO GENERAL DE COLOMBIA
10 EAST 46TH STREET, NUEVA YORK, NY 10017
TEL. (212) 370-0004 FAX (212) 972-1725

EL SUSCRITO CONSUL DE COLOMBIA
VISTOS LOS DOCUMENTOS PRESENTADOS POR LOS INTERESADOS
CERTIFICA:

Que el (la) Sr.(a) NORMAN GOODMAN, Clerk del Condado de New York
Estados Unidos de América, certifica que JOHN ALPHONSO es Notario Publico
del Estado de New York y que ejercia en la fecha las funciones alli expresadas
y que la firma y sellos que en el documento aparecen como suyos son los que
usa y acostumbra en sus actos oficlales.

Que el notario citado autenticd el documento adjunto firmadowpgr ALLEN -J
SPIEGEL en su calidad de VICEPRESIDENTE de la firma PFIZER BRODUC

INC., compaiiia legaimente constituida y existents de acuerdo contjas Iqes de¥:
su pais y cumple con su objeto social de acuerdo con las mlsmas W ?"

Que ha tenido a la vistalos documentos probatorloa de los h
constatados por el Notario Publico y el County Clerk de Naw Io cual i
forman parte integral de! presents documento.

Se expide esta certificaciébn en concordancia con el articulo 259 del cadlgo da
Procedimiento Civil y 480 del Cédigo de Comercio a solicitud del interesado a
los 31 dias del mes de Julio de 1998.

NO SE ASUME RESPONSABILIDAD POR EL CONTENIDO DE: LOS
DOCUMENTOS ADJUNTOS. -
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Raisseck, Lara, Ropricuez & Ruepa
Mambers of the Firm

BAKER & McKENZIE

ATTORNEYS AT LAW
APARTADO ARREO 3748
TELRFONO: 208-1409
SANTAFE B BOGOTA, D.C.
COLONBIA

The undersigned, PFIZER PRODUCTS INC.,
a corporation organized under the laws of
the State of Connecticnt, United States of

PODER
La abajo firmada
PFIZER PRODUCTS INC.

America, located in Eastern Point Road,: Goton

Connecticut 06340, United States of America,
declares that it hereby grants 10

ALVARO CORREA ORDONEZ sud/or
JAMES W.F. RAISBECK and/or

HELENA VILLAMIL, and/or
lé‘ﬂﬁos R. OLARTE

a fall and sufficient power of attorney to apply to
the proper national officers and authoritles for
the issue of:

Trademark registrations, renewals, mergers,
changes of name, assignments, fifng and
prosecution of oppositions, depoait of commercinl

domicilada en
Eastern Point Road, Groton

Connecticut 06340,
Estados Unidos de América.

declara el te otrogar a
ALVAROPE'(.)RR A ORDONEZF;/O

JAMES W. F. RAISBECK y/o
LUZ HELENA VILLAMIL y/o
CARLOS R. OLARTE

poder especial amplio y bastante para recabar de
Ias oficinas y autoridades nacionales que

/]

names, changes of address.

Letters Patent, mergers, changes of name,
assignments, flling and prosecution of
oppasitions, changes of address,

correspondan, Ia obtencitn de: Registro de marcas
renovaciones, fusiones, cambios de nombre,

' traspasos, presentacién y tramitacién de

f:&:;céﬁnesfuﬂeﬁoiit;: dﬁ nomts%eﬁ'c.omercia-

1o which end it empowers them to take all steps
necessary before said authorities for the objects
stated, to filo petitions, prepare descriptions,
make protests, declarations, appeals and
objections, pay imposts, apply for certifications,
receive documents and securitics, sbandon
applications and collect refunds. To the sald
mandatories sufficient power is granted hereby to
recelve notifications for and on behsif of the
Company, to confer powers on those who are to
represent the company judiclally and
extrajudiciaily, to answer in court in the matter
of all claims and demands that may be presented
in connection with the marks, and

everything that may be required,

giving them likewise power to substitute®these (i cq)r dichas Sustituciones.

presents and revoke such substitutions If
pecessary.

Dated 08 October 1997

PFIZER PRODUCTS INC. \

autoridades, todos los pasos necesarios al objeto
indicado, elevar solicltudes, formular
descripciones, protestas, declsraciones,
apelaciones y reclamos, oblar impuestos, solicitar
testimonios, recibir documentios y valores,
desistir y percibir. Se concede a los expresados
mandatarios poder . bastante para recibir
notificaciones s nombre de la compafils, otrogar
poderes a quicnes vayan a representar a s
compatiila judicial y extrajudiciaimente, responder
en juicio a todas las reclamaciones o demandas
que por motivo de las marcas s¢ presentaren y
hacer cuanto fuere necesario, ante las
sdministrativas o0 judiciales de

Aa '.‘I " 1!"
Dado y firmado e HENug

a los 8 dias dellmeg®de cur'e 199
iesTpnd -
State of New Yark  pnSARNES o

County of New Wo¥ SUTir-0 CRIBME

SUUBSCRIBED AND SWORN to before me this

8ch day of Octob 1997.

JOHN ALPHONSO
Notary Public, State of New Yurk
No. 30-4859888
Qualified in Nassau County
Certificate filed in New York County
Commission Expires May |9, 1998

oy ia P



4% Continuacibn...

Registro de Patentes de Invencién,
fusiones, cambios de nombre,
traspasos, presentacidn y
tramitacibén de oposiciones,
cambios de direccibn.
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.f '.. LR RAI!;ICK. Laxa, Roomicuez & Ruepa
e . N, Members of the Firm
. BAKER & McKENZIE &
ATTORNEYS AT LAW

APARTADO AEREOD 3743
TELEFONO: 208-1400

SANTAFE DE POGOTA, D.C.

COLONEIA
NOTARIAL CERTIFICATION
Onthis ath dayof October
1997 , the undersigned Notary
CERTIFIES
1. That ALLEN J. SPIEGEL

gllm-mmh New York, New York,
United States of America,

sat his hand on the foregoing decument

2. That the gruntor s to ma parsonafly know and that he/she hes
legal capachty to execute the instrumant

3. That the grantor has executed the foregoing docusmnt
]

VICE PRESIDENT

of tha juridical person
PFIZER PRODUCTS. INC.

4.Ilh-]mkllulp.uon

PFIZER PRODUCTS. INC.

having ts home officain Ei 'tern Point Road, Groton,
Connecticut 06340, ™ited Statea of America,

Is duly organized, has present existonce and that the purposes for
which the power of attomay a ¢ ' within the scope of ts comporate
pumposes,

5. That the granior ha in fact the refermed to authority end that hinher
represeniation Is fegal.

8. That | have based certifications 3, 4 and 5 above on the foflowing suthentic
documents for such purposs exhbltad to me and which | mention
apacificaily, giving their datea and thetr origin or sourca:

Resolution of Pfizer Products Inc. dated

24 February 1997.

JOHN ALPHONSO

CERTIFICACION NOTARIAL
Alos 8 desdeimasde Octubre
de 19 97 .ol suscaito Notario
DA FE

t.aue ALLEN J. SPIEGEL

Wr‘«?ﬂ'f' IE:;’I:'l'l‘do de New York,

Estados Unidos de América.
suscriblo de su pufio y letra 8l documnanto gue anteceds

2. Que conazco sl otorgants y que dete Uene capacidad legel
para &l otorgamiento

3. Que ol otorgants ha susciito o) refarkio documento an su
caricia de:

Vice-presidente

da la persona Juridica

4. Que Ia persona Jurikdica
PFIZER PRODUCTS INC.J

aade on pietn s WAVE
ﬂ‘stern Point Road, Grbx m fr-;; L
Connecticut 06340, Bst:nwr nidos
astd lagaiments constituida, que tlane exisiencla Innll actual y qua ol
acio pams ol cusi se ha olorgedo el poder esth comprendiio entre fos
que constituyen su objeto soclal

5. Que sl otorgants efectivaments tene la represantacién que ostents
y que aaix ea lagitima

8. Qus he bassto [as cerificacionss 3, 4 y 5 antariores en e
aigulenies documantos auténticos que ol ofecio se ma exhibleron y
que manciono especificamente can expresitn de sus fechas y de au
ongen o procedencia:

Resolucion de Pfizer Products Inc, de
fecha 24 de febrero de 1997.

oy Vosoase
Qualificd in Nassau County

Centificate filed in New York Coun
Commission Expircs May 19, 199

Ei Noiario Pibiico



A QUIENES LES SEAN PRESENTADOS ESTOS DOCUMENTOS :
DEPARTAMENTO DE COMERCIO DE LOS ESTADOS UNIDOS

La Oficina de Patentes y Marcas de los Estados Unidos

23 de agosto de 2000

POR LA PRESENTE CERTIFICO QUE EL DOCUMENTO ADJUNTC ES COPIA
FIEL DEL ORIGINAL DE LA SOLICITUD DE PATENTE IDENTIFICADA MAS
ADELANTE, A LA QUE LE FUE OTORGADA FECHA DE PRESENTACION
AL, CUMPLIR LOS REQUISITOS ESTABLECIDOS EN EL ARTICULO 111
TITULO 35 DEL CODIGO DE LOS ESTADOS UNIDOS, Y QUE OBRA EN
EL REGISTRO DE LA OFICINA DE PATENTES Y MARCAS.

NUMERO DE SOLICITUD: 60/171,353 /
FECHA DE PRESENTACION: 22 de diciembre de 1999 /

Por delegacifén del
COMISIONADO DE PATENTES Y MARCAS

T. LAWRENCE

Oficial de certificaciones

A



IMPRESO DE 8 LICITUD PROVIBIONAL

Instancia para registrar una BOLICITUD EROVISIONAL bajo CFR 37 1.53 (b} (2).
N* de Archivo PClO0653RTR Eacriba una cruz (+) en esta casilla +

2* Apellido ler Apellido Inicial Residencia (ciudad y estado
o pais)

Cameron Kimberly 0. 5 Winchester Court North,
East Lyme, CT 06333

Ke HuaZhu - 2 Deer Lane, Ledyard, CT
06339, USA

Lefkex Bruce A. 2] Eagle Ridge Dr. Gales
Ferry, CT 06335

Thompeon David D.- 37 Bitteraweet Drive, Gales

Ferry, CT 06335

TITULO DE LA INVENCION (miximo 280 caracteres)
AGONIATAS SELECTIVOS DEL RECEPTOR EP4 EN EL TRATAMIENTO DE LA OSTEOPOROSIB
DIRECCION PARA LA CORRESPONDENCIA

Gregg C. Benson
Pfizer Inc.
Eastern Point Road
Groton

ANEXOS DE LA SOLICITUD (Revisar todas los aplicables)

X Descripcién, 22
Declaracién de Pequefia Empresa

— DibujosN(in. hojas

_ Otros (especificar)Resumen, plgina

FORMA DE PAGO (sefialar una de las opciones)

- Se adjunta cheque o pago en metilico IMPORTE TASAS
para cubrir tasas solicitud provisionalSOLICITUD
PROVISIONAL (§) §150
X El Comisionado estf autorizado para
cargar las tasas de solicitud en la
Cuenta nimero 16-1445

La invencidn fue realizada por una agencile del Gobierno de los Estados Unidos
o bajo contrato con una agencia del Gobilerna de los Estados Unidos

X No

- 81, el nombre de la agencia del Gobierno de los Estados Unidos y el n*
de contrato son:

Respetucsamente presentado,

FIRMA (ilegible) FRECEA 22/12/9%
Robert T. Ronau N* DE REGISTRO 36,257
{si procede)

- Inventores Adicicnales es especifican en las hojas adjuntas

UNICAMENTE SOLICITUD PROVISIONAL

CORREO URGENTE N° 2482056
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PCl0653RTR 1
U.S.A. 60/171,353 solicitada el 22 de diciembre de 1999

10

15

20

25

AGONISTAS SELECTIVOS DEL RECEPTOR EP4 EN EL TRATAMIENTO
DE LA OSBTEOPOROSIS
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Esta invencién se refiere a procedimientos y a
composiciones farmacéuticas que comprenden agonistas de
prostaglandina que son (tiles para prevenir la pérdida Gsea
o para restaurar o aumentar la masa Ssea y para potenciar
la curacién 6sea, incluyendo el tratamiento de trastornos
gue se presentan con una masa 6sea reducida y/o defectos
6seos en vertebrados, y en particular en mamifercs,
incluyendo seres humanos. Esta invencién se refiere de
forma especifica a procedimientos y a composiciones
farmacéuticas que comprenden agonistas de prostaglandinas
selectivos para el receptor EP4.

La osteoporosis es una enfermedad esqueletal
sistémica, caracterizada por una masa Ssea reducida y por
el deterioro del tejido ©6seo, con un incremento
consiguiente de la fragilidad del hueso y susceptibilidad
a fracturas. En los Estados Unidos, el trastorno afecta a
mis de 25 millones de personas y provoca mis de 1,3
millones de fracturas cada afio, que anualmente incluyen
500.000 fracturas de columna vertebral, 250.000 de cadera
Y 240.000 de muileca. Las fracturas de cadera son la
consecuencia m&s grave de la osteoporosis, muriendo un S-

20% de pacientes en un periodo de un afio, y quedando més

lo
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del 50% de lose supervivientes fisicamente impedidos.

Los ancianos son loe sujetos con un mayor riesgo de
osteoporosis y, por tanto, puede predecirse que el problema
aumente significativamente con el envejecimiento de la
poblaci6bn. La incidencia de fractura en todo el mundo se
prevé que aumente tres veces durante los préximos 60 afios,
Yy un estudio ha estimado que en el afio 2050 serdn 4,5
millones las fracturas de cadera en todo el mundo.

Las mujeres tienen un mayor riesgo de osteoporosis que
los varones. Las mujeres experimentan una brusca
aceleracién de la pérdida ¢sea durante los cinco afios
peateriores a la menopausia. Otros factores que incrementan
el riesgo incluyen fumar, abuso de alcohol, un modo de vida
sedentario y una ingesta baja de calcio.

Actualmente existen dos tipos principales de terapias
farmacéuticas para el tratamiento de la osteoporosis. El
primero es el uso de compuestos antiresorcién para reducir
la resorcién del tejido &seo.

ILos estrSgenos son un ejemplo de un agente
antiresorcidn. Es conocido que los estrfgencs reducen las
fracturas. Ademé&s, Black et al., en el documento EP
0605193A1 describen que loe estrégenos, particularmente
cuando se toman oralmente, disminuyen los niveles
plasmiticos de LDL y elevan los de lipoproteinas de alta

densidad (HDL) beneficiosas. Sin embargo, los estrégenoa
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son incapaces de restablecer el hueso hasta los niveles de
adultos jévenes en el esqueleto ya osteoporbtico. Ademis,
la terapia de estrfgenos a largo plazo se ha relacionado
con una serie de trastornos que incluyen un incremento en
el riesgo de céncer de ftero, c&ncer endometrial Yy
posiblemente cincer de mama, provocando que muchas mujeres
eviten este tratamiento. Los efectos secundarios
significativos indeseables asociados a la terapia de
estrégenos apoyan la necesidad de desarrollar terapias
alternativas para la osteoporosis que tengan el efecto
deseable scbre las LDL en suero perc que no provogquen
efectos indeseables.

Un segundo tipo de terapia farmacéutica para el
tratamiento de la osteoporosis es el uso de agentes
anabdlicos para promover la formacién de hueso e
incrementar la masa 6Bea. Se espera que esta clase de
agentes restablezca el hueso en el esqueleto vya
osteoporédtico.

En los documentos de Gran Bretafla 1478281, 1479156 y
en las patentes de los Estados Unidos n™ 4.175.203,
4.055.596, 4,175.203, 3.987.091 y 3.991.106 mse describen
ciertos agonistas de prostaglandinas por ser fitiles como,
por ejemplo, vasodilatadores renales.

La patente de los Estados Unidos n°® 4.033.996 describe

ciertas 8-aza-9-oxo(y dioxo) -tia-11,12-secoprostaglandinas
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que son (Gtiles como vasodilatadores renales, para la
prevencién de la formacién de trombos, para inducir la
liberacién de hormona del crecimiento y como reguladores de
la respuesta inmune.

La patente francesa n°®* 897.566 describe ciertos
derivadose de aminodcidos para el tratamiento de
enfermedades neurolégicas, mentales o cardiovasculares.

J. Org. Chem. 26; 1961; 1437 describe el &cido N-
acetil-N-bencil-p-aminofenilmercaptoacético.

La patente de los Estados Unidoa n® 4.761.430 describe
ciertos compuestos arilbencenocsulfonamida como agentes para
reducir los lipidos.

La patente de los Eastados Unidos n® 4.443.477 describe
ciertos &cidos sulfonamidofenilcarboxilicos como agentes
para reducir los lipidos.

La patente de los Estados Unidos n® 3.528.961 describe
ciertos derivados de ¢-caprolactama como colorantes.

La patente de los Estados Unidos n* 3.780.095 describe
ciertos dcidos anilinocarboxilicos acilados como
coleréticos.

La patente de los Estados Unidos n® 4.243.678 describe
ciertos &cidos acilhidrocarbilaminoalcanoicos por tener
utilidad en el tratamiento de dGlceras géstricas, como
inhibidores de la excrecién de las gl&ndulas sebfceas y

para combatir la inflamacién cuténea.

\%
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La patente de los Eatados Unidos n*® 4.386.031 describe
ciertos &cidos N-benzeoil-w-anilinoalcanocarboxflicos como
agentes antialérgicos, inhibidores de la agregacién
tromb6tica, agentes antiinflamatorios y agentes para

5 reducir los lipidos.

Ademds de osteoporosis, aproximadamente 20-25 millones
de mujeres y un nimero en aumento de hombres sufren
fracturas vertebrales detectables como consecuencia de una

10 masa O6sea reducida, con unas 250.000 fracturas de cadera
adicionalea anuales descritas solamente en los Estados
Unidos. El caso anterior est& asociado a una tasa de
mortalidad del 12% en los dos primeros afios y a una tasa
del 30% de pacientes que requieren cuidados asistenciales

15 a domicilio después de la fractura. Aunque esto es ya
significativo, es de esperar que aumenten las consecuencias
econfmicas y médicas de la convalecencia debida a una
curacidén lenta o imperfecta de estas fracturas de hueso, a
causa del envejecimiento de la poblacién general.

20 Los estrégenos han demostrado (Bolander et al., 38th
Annual Meeting Orthopedic Research Society, 19592) que
mejoran la calidad de 1l1la curacién de fracturas
apendiculares. Por tanto, la terapia de sustitucién de
estrégenos podria ser procedimiento eficaz para el

25 tratamiento de reparacié6n de fracturas. Sin embargo, el

20
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cumplimiento del paciente con la terapia de estrSgenos es
relativamente malo debidc a sus efectoe secundarios, que
incluyen la reaparicién de la menstruacién, mastodinia y un
mayor riesgo de céncer de (tero, un mayor riesgo percibido
de céncer de mama, y el uso concomitante de progestinas.
Ademés, los hombres son propensos a objetar el uso del
tratamiento con estrégenos. Existe la necesidad de una
terapia que sea beneficiosa para pacientes que han sufrido
fracturas Sseas debilitantes y que aumente el cumplimiento
del paciente.

Se ha demostrado que la prostaglandina E2 (PGE2) puede
restaurar el hueso en un modelo de rata ovariectomizada
(OVX) , un modelo de osteoporosis postmencpfusica. Ke, H.Z.,
et al., Bone, 23:249-255, 1998. Sin embargo, existen graves
efectos secundarios asociados con la PGE2. Jee., W.S.S. and
Ma, Y.F. Bone 21:297-304, 1997.

Aunque existen una s8serie de terapias para 1la
csteoporeosis, existe una continua necesidad y una biisqueda
continua en este campo de la técnica de terapias
alternativas para la osteoporosis. Por otro lado, existe
una necesidad de terapias para la curacién de las fracturas
Sseas. Ademfis, existe una necesidad de terapias que puedan
promover un nuevo crecimiento en &reas esqueletales en las
que existan defectos tales como defectos provocadoe o

producidos por, por ejemplo, tumores en el hueso. Ademés,
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existe una necesidad de terapias que puedan promover un
nuevo crecimiento en las &reas esqueletales en las que
estén indicados injertos 6seos.

SUMARIO DE LA INVENCION

Esta invencién se refiere a procedimientos para tratar
un trastorno que presenta una masa O6sea reducida en un
mamifero, que comprende administrar a dicho mamifero un
agoniasta selectivo del receptor EP4, uno de sus prof&rmacos
o una sal farmacéuticamente aceptable de dicho agonista
selectivo del receptor EP4 o de dicho profdrmaco.

La invencién se refiere en particular a dichos
procedimientos en los que dicho trastorno es osteoporosis,
fragilidad, una fractura osteoporStica, un defecto 6seo,
pérdida 6sea idiopdtica de la nifiez, pérdida &sea alveolar,
pérdida 6sea mandibular, fractura 6sea, osteotomia, pérdida
6sea asociada a periodontitis o crecimiento interno
protéasico. En 1los procedimientos preferidos de esta
invencién, el agonista Bselectivo del receptor EP4 Bse
administra por via sistémica, por ejemplo, por via oral,
subcutdnea, intramuscular ¢ por aerosol. En otros
procedimientos preferiéo de epta invencién, el agonista de
EP4 se administra localmente.

Los procedimientos de esta invencién son especialmente
Gtiles cuando dicho trastorno es fragilidad.

Los procedimientos de esta invencién son especialmente

79
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Los procedimientos de easta invencién son especialmente
tiles cuando dicho trastorno fractura 6sea o fractura
osteoporbtica.

Los agonistas selectivos de EP4 preferidos para usar
en los procedimientos de esta invencién incluyen los

compuestos de F6rmula I:

O
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los profarmacos de los mismos y las sales farmacéuticamente
aceptables de dichos compuestos o de dichos profédrmacos, en
la que:
Q es COOR’, CONHR' o tetrazol-S5-ilo;
A es un enlace sencillo o cias-doble;
B es un enlace sencillo o trans-doble;

U en

H” “OH . Ho

R! es wa-tienilo, fenilo, fenoxi, fenilo monosustituido y

fenoxi monosustituido, siendo dichos sustituyentes cloro,

73
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fluoro, fenilo, metoxi, trifluorometilo o alquilo C,-C,;
R' es hidrégeno, alquilo C,-C;, fenilo o p-bifenilo;

R* es COR® o SOR%; y

R’ es fenilo o alquilo C,-Cs.

Un grupo preferido de agonistas selectivos del
receptor EP4 de Férmula I para usar en los procedimientos
de esta invencién son aquellos compuestos de FPSrmula I en
lose que Q es 5-tetrazolilo. Compuestos particularmente
preferidos dentro de este grupo incluyen 5-(3-hidroxi-4-
fenil-but-1-enil)-1-[6-(1K-tetrazol-5-il)-hexil]-
pirrolidin-2-ona y 5-(3-hidroxi-4-fenil-butil)-1-[6-(1H-
tetrazol-5-il)-hexil] -pirrolidin-2-ona.

Otro grupo preferido de agonistas selectivos del
receptor EP4 de Férmula I son aquellos compuestos de
FSrmula I en los que Q es COOH, Compuestos particularmente
preferidos dentro de este grupo incluyen el &cido 7-(2-(3-
hidroxi-4-fenil-butil)-5-oxo-pirrolidin-1-il) -heptanoicoy
el cido 7-[2-{(3-hidroxi-4-fenil-but-1l-enil) -5-oxo-
pirrolidin-1-il] -heptanoico.

Preferiblemente, se tratan mujeres postmenopéusicas y
hombres maycres de 60 afios. También se prefieren
individuos, independientemente de su edad, que tienen una
masa Osea significativamente reducida, es decir, una
desviacién tipica mayor o igual a 1,5 desviaciones

esténdares por debajo de los niveles de jSvenes normales.
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En los procedimientos de esta invencibén, los
trastornos que presentan una masa Ssea reducida incluyen
trastornoe tales como, por ejemplo, ostecporosis, pérdida
6sea idiopitica de la infancia, pérdida &ésea alveolar,
pérdida 6sea mandibular, fractura 6sea, osteotomia, pérdida
6sea asociada a periodontitis y crecimiento intermo
protésico.

También se incluyen prccedimientoe para tratar la
"osteoporosis secundaria", dentro de los procedimientos de
esta invencién. "Osteoporosis secundaria® incluye
osteoporosis inducida por glucocorticoides, osteoporosis
inducida por hipertiroidismo, osteoporosis inducida por
inmovilizacién, osteoporosis inducida por heparina u
osteoporosis inducida por inmunosupresores en un
vertebrado, por ejemplo un mamifero (incluyendo a un ser
humano) . Estos procedimientos se 1llevan a cabo
administrando a dicho vertebrado, por ejemplo un mamifero,
una cantidad para tratar la "osteoporosis secundaria" de un
agonista de prostaglandina selectivo para el receptor EP4,
uno de sus profirmacos ©o una sal farmacéuticamente
aceptable de dicho agonista de prostaglandina selectivo
para el receptor EP4 o de dicho profirmaco.

Otro aspecto adicional de la presente invencién se
refiere a procedimientos para reforzar un injerto &seo,

inducir sin6stosis vertebral, potenciar la extensién de los

7§
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huesos largos, potenciar la curacibén &sea después de una
reconstruccién facial, una reconstruccién maxilar y/o una
reconstruccifn mandibular en un vertebrado, por ejemplo un
mamifero, (incluyendo a un ser humano) que comprende
administrar a dicho vertebrado, por ejemplo un mamffero que
se somete a reconstruccién maxilar, a reconstruccién facial
0 a reconstruccién mandibular, una cantidad potenciadora
del hueso de un agonista de prostaglandina selectivo para
el receptor EP4, uno de sus profdrmacos, o una sal
farmacéuticamente aceptable de dicho agonista de
prostaglandina selectivo para el receptor EP4 o de dicho
profdrmaco. Los agonistas de prostaglandina selectivos para
el receptor EP4 de esta invencién se pueden aplicar de
forma local en el lugar de la reconstruccién &sea o se
pueden administrar por via sistémica.

Una dosis preferida variz de aproximadamente 0,001 a
aproximadamente 100 mg/kg/dfia de un agonista selectivo del
receptor EP4, de uno de sus profdrmacos o de una sal
farmacéuticamente aceptable de dicho compuesto o de dicho
profarmaco. Una dosis especialmente preferida varia de
aproximadamente 0,01 a aproximadamente 10 mg/kg/dia de un
agonista selectivo del receptor EP4, de uno de sus
profidrmacos o de una sal farmacéuticamente aceptable de
dicho compuesto o de dicho prcfarmaco.

La frase "trastorno(s) que presenta(n) una masa Ssea

26
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reducida" se refiere a un trastorno en el que el nivel de
masa 6sea es inferior al normal especifico para la edad,
como se define en las normas de la Organizacién Mundial de
la Salud "Aesessment of Fracture Risk and ite Application
to Screening for Postmenopausal Osteoporosis (1994) . Report
of a World Health Organization Study Group. World Health
Organization Technical Series 843". En "trastorno(s) que
presenta(n) una maea &sea reducida®" se encuentra incluida
la osteoporosis primaria y secundaria, tal y como se han
descrito antes. Ademfs, se incluye enfermedad periodontal,
pérdida 6sea alveolar, pérdida 6sea por osteotomia y
pérdida &6sea idiopdtica de la infancia. La frase
"trastorno(s) gque presenta{n) una masa ©&sea reducida"
también incluye las complicaciones a largo plazo de 1la
osteoporosis como curvatura de la columna vertebral,
pérdida de peso y cirugia protésica.

La frase "trastorno(s) que presenta(n) una masa Ssea
reducida" se refiere también a un vertebrado, por ejemplo
un mamifero, conocido por tener una posibilidad
significativamente mayor que la media de desarrollar las
enfermedades que se describen anteriormente, incluyendo
ostecporoeis (por ejemplo, mujeres postmenopéusicas,
hombres mayores de 50 afios). Otros usos que aumenten o
potencien la masa 6sea incluyen la restauracién O6sea,

incrementar la velocidad de curacién de fracturas &seas,
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reemplazar la cirugia de injertos 6seos totalmente,
potenciar el Indice de éxitos de log injertos &Gsecs, la
curacién 6sea después de una reconstruccién facial o una
reconstruccién maxilar o una reconstruccién mandibular, el
crecimiento interno protésico, la sindstosis vertebral o la
extensién de huesocs largos.

Los procedimientos de esta invencién también pueden
usarse combinados con dispositivos ortopédicos como
estructuras de fusién espinal, equipo de fusién espinal,
dispogitivos de fijacién &ésea internos y externos,
tornillos y clavos.

Los expertos en la técnica reconocerén que el término
masa 6sea se refiere realmente a la masa 6sea por unidad de
superficie, que en algunas ocasiones (aunque no de forma
estrictamente correcta) se denomina densidad mineral del
hueso.

El término "tratar”", "trato" o "tratamiento", tal como
se usa en la presente, incluye el tratamiento preventivo
{por ejemplo, profiléctico) y paliativo y curativo.

El término "farmacéuticamente aceptable" significa que
el portador, vehicule, diluyente, excipientes y/o sal deben
ser compatibles con el resto de ingredientes de la
formulacién, y no perjudicar al receptor de las mismas.

La expreeién "profarmacos" se refiere a compuestos que

son precursores farmacol6gicos que, después de 1la
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administracién, liberan el f&rmaco in vivo a través de un
procedimiente quimico o £fieiolSgico (por ejemplo, un
profirmaco que se lleva al pH fisiol6gico o por medio de la
accién de una enzima se convierte en la forma farmacolbgica
deseada) . Los profirmacos ejemplo liberan tras el corte el
compuesto farmacol6gico activo correspondiente.

La expresién "sal farmacéuticamente aceptable" Bse
refiere a sales anifnicas no td&xicas que contienen aniones
tales como (pero no limitados a ellos) c¢loruro, bromuro,
yoduro, sulfato, bisulfato, fosfato, acetato, maleato,
fumarato, oxalato, lactato, tartrato, citrato, gluconato,
metanosulfonato y 4-toluenosulfonato. La expresién se
refiere también a sales catifnicas no téxicae tales como
(pero no limitadas a ellas) sales de sodio, potasio,
calcio, magnesio, amonio o benzatina protonada (N,N’-
dibenciletilendiamina), colina, etanolamina, dietanolamina,
etilendiamina, meglamina (N-metil-glucamina), benetamina
(N-bencilfenetilamina), piperazina o trometamina (2-amino-
2-hidroximetil-1, 3-propanodiol).

Los procedimientos de la presente invencién dan lugar
a la formacibn de hueso, dando lugar a una disminucién del
nimero de fracturas. Esta invercién aporta una contribucién
significativa a la técnica proporcionando procedimientos
que aumentan la formacién de hueso, dando como resultado la

prevencién, retraso y/o inversién de la osteoporosis y de

19
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los trastornos Sseos relacionados.

A partir de 1la memoria descriptiva y las
reivindicaciones que deecriben la invencidén serén evidentes
otrae caracteristicas y ventajas.

SCRI N DETALLADA DE c16N

Como agonista selectivo del receptor EP4 de esta
invencién se puede usar cualquier agonista selectivo del
receptor EP4. Los agonistas aelectivose de EP4 son
compuestos que tienen una IC50 en el receptor EP1l, EP2 y
EP3 que es al menos 10 veces mayor que la IC50 en el
subtipo de receptor EP4. Por ejemplo, el &cido 7-(2-(3-
hidroxi-4-fenil-butil) -5-oxo-pirrolidin-1~il) -heptanoico es
un agonista de PGE2 selectivo para el receptor EP4 con una
IC50 de unién al receptor EP4 de 16 nM. En todos los demés
subtipos de receptor EP, incluyendo 1los subtipos de
receptor EPl1l, EP2 y EP3, la ICS50 para el &cido 7-(2-(3-
hidroxi-4-fenil-butil) -5-oxo-pirrolidin-1-1il)-heptancico es
mayor de 3200 nM.

Los compuestos de F6Srmula I se pueden preparar comc se
describe en el documento de los Estados Unidoe 4.177.346,
de cesién comin y que Bse incorpora en la presente como
referencia.

Todos los agonistas selectivos del receptor EP4 usados
en los procedimientos de esta invencién estén adaptados al

uso terapfutico como agentes gque estimulan la formacién

30
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ésea y aumentan la masa Ssea en vertebrados, por ejemplo
mamiferos y en particular en seres humanos. Puesto gque la
formacién Ssea estd muy relacionada con el desarrollo de
osteoporosis y trastornos relacionados con los huesos, los
agonistas usados en los procedimientos de esta invencién,
en virtud de su accién 6sea, previenen, detienen y/o
invierten la osteoporosis.

La utilidad de los agonistas selectivos de EP4 usados
en los procedimientos de la presente invencién como agentes
medicinales en el tratamiento de trastornos que presentan
una masa O6sea reducida (por ejemplo, osteoporosis) en
vertebrados, por ejemploc mamiferos (por ejemplo, seres
humanos, particularmente en lz mujer) se demuestra por la
actividad de estos agonistas en ensayos convencionales,
incluyendo un ensayo de unién al receptox, un ensayc de AMP
ciclico, un ensayc in vivo y el ensayo de curacién de la
fractura, todos los cuales se describen mis adelante. Tales
ensayos proporcionan también un medio mediante el cual
comparar las actividades de los agonistas selectivos de EP4
entre B y con las actividades de otros compuestos y
composiciones conocidos. Los resultados de eatas
comparaciones son Gtiles para determinar los niveles de
dosificacién en vertebradose, por ejemplo mamiferos,
incluyendo seres humanos, para el tratamiento de tales

enfermedades.

I
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Engavo in vivo

La actividad de los agentes anabblicos 6seos en la
estimulacién de la formacién Ssea y el aumento de la masa
ésea se puede comprobar en ratas intactas macho o hembra,
o ratas macho (orquidectomizadas) o hembra
(ovariectomizadas) deficientes en hormonas sexuales.

Se pueden utilizar en el estudio ratas macho o hembra
de diferentes edades (tal como de tres meses de edad). Las
ratas pueden estar intactas o bien castradas
(ovariectomizadas u orquidectomizadas), y Be inyectan
subcutineamente o se dosifican por sonda nasogistrica con
agonistas de prostaglandina en diferentes dosis (tal como
1, 3 6 10 mg/kg/dia) durante 30 dias. En las ratas
castradas, el tratamiento se comienza en el dfa posterior
a la cirugia (con el propésito de prevenir la pérdida 6sea)
0o en el momento en el que ya se ha producido la pérdida
6sea (con el propSaito de recuperar la masa 6sea). Durante
el estudio, se permite el libre acceso de todaa las ratas
a agua y una dieta comercial en grinulos (Teklad Rodent
Diet N° 8064, Harlan Teklad, Madison, WI) que contiene
1,46% de calcio, 0,99% de fésforo y 4,96 Ul/g de Vitamina
D;. Todas las ratas reciben inyvecciones subcutédneas de 10
mg/kg de calceina en los dias 12 y 2 antes del sacrificio.
Se sacrifican las ratas. Se determinan los siguientes

parédmetros:
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eso f ral;

Se extirpa el fémur derecho de cada rata en autopsia
y se explora utilizando absorciometria de rayos X de doble
haz (DXA, QDR 1000/W, Hologic Inc., Waltham, MA) equipado
con el programa informitico "Regional High Resolution Scan"
(Hologic Inc., Waltham, MA). El1 tamafio del campo de
exploracién es de 5,08 x 1,902 cm, la resolucifén es de
0,0254 x 0,0127 cm y la velocidad de exploracibén es de 7,25
mm/seg. Se analizan las imAgenes de la exploracién femoral
y se determina el &rea 6sea, contenido mineral &seo (BMC)
y densidad mineral &6sea (BMD) del fémur completo (WF),
metifisis femoral distal (DFM), di&fieis femoral (FS) y
fémur proximal (PF).

Andlisis his ométri ueso tibjial:

Se extirpa la tibia derecha en 1la autopsia, se
disecciona todo el misculo y se corta en tres partes. Se
fijan la tibia proximal y la di&fisis tibial en etanol al
70%, se deshidrata en concentraciones graduadas.-de etanol,
se desengrasa en acetona y despuée se introduce en
metacrilato de metilo (Eastman Organic Chemicals,
Rochester, NY).

Se cortan las secciones frontales de la met&fisis
tibial proximal con un espesor de 4 y 10 pgm, utilizando un
microtomo Reichert-Jung Polycut S. Las secciones de 4 um se

tifien con tinte modificado Trichrome de Masson, mientras
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que las secciones de 10 um permanecen s8in tefiir. Se
utilizan una seccitn de 4 pgm y una de 10 pm de cada rata
para histomorfometria de hueso canceloso.

Se cortan las secciones transversales de la di&fisis
tibial de 10 pm de espesor utilizando un microtomo
Reichert-Jung Polycut S. Estas secciones se utilizan para
andlisis histomorfométrico del hueso cortical.

Hiptomorfometria de huego cancelogo: Se utiliza un
sistema de histomorfometria Bioguant 0S/2 (R&M Biometrics,
Inc., Nashville, TN) para las medidas histomorfométricas
estiticas y dinfmicas de la parte esponjosa secundaria de
la met&fisis tibial proximal entre 1,2 y 3,6 mm distal a la
unién de crecimiento placa-epifiseal. Los primeros 1,2 mm
de la regién metafiseal tibial necesitan ser omitidos para
limitar las medidas a la parte esponjosa secundaria. Se
utilizan las secciones de 4 um para determinar los indices
relacionados con el volumen &seo, estructura &6sea y
resorcién OSsea, mientras que las secciones de 10 mm se
utilizan para determinar loe Indices relacionados con la

formacién y regeneracién del hueso.

I) Medi csil 8 T cionad con el lumen
estructura 8seo trabecular: (1) Area total metafiseal (TV,

mm?) : Area metafiseal entre 1,2 y 3,6 mm distal a la unién

placa-epifiseal de crecimiento. (2) Area 6sea trabecular

(BVv, mm?): Area total de trabécula en TV. (3) Perimetro

LY
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6s8eo trabecular (BS, mm): La longitud del perimetro total
de la trabécula. (4) Volumen &seo trabecular (BV/TV, %):
BV/TV x 100. (5) NGmero O6seo trabecular (TBN, N*/mm):
1,199/2 x BS/TV. (6) Espesor &seo trabecular (TBT, pum):
{2.000/1,199}) x (BV/BS). (7) Separacién 6sea trabecular
(TBS, pm): (2,000 x 1,199) x (TV-BV)}.

II) Medidas cul relaciona n la r cién

6gea: (1) NGmero de osteoclastos (OCN, N°): N° total de

osteoclastoa en el &rea metafiseal total. (2) Perimetro de
osteoclasto (OCP mm): longitud del perimetro trabecular
cubierto por osteoclastos. (3) N°/mm de osteoclastos
(OCN/mm, N*°/mm): OCN/BS. (4) Perimetro porcentual cubierto
por osteoclastos (%0CP, %): OCP/BS x 100.

IIT Medi ulos elacionados 1
regeneracidn vy formacibén ésea: (1) Perimetro con una marca
de calceina (SLS, mm): longitud total del perimetro
trabecular con una marca de calceina. (2) Perimetro con dos
marcas de calceina (DLS, mm): Longitud total del perfmetro
trabecular con dos marcas de calcefina. (3) Anchura entre
marcas (ILW, um): Distancia promedio entre dos marcas de
calceina. (4) Perimetro porcentual de mineralizacién (PMS,
%): (SLS/2 + DLS)/BS% x 100. (5) Velocidad de depésito
mineral (MAR, aum/dfa): ILW/intervalo entre marcas. (6)
Velocidad de formacién de hueso/superficie de ref. (BFR/BS,

pm?/d/pum): (SLS/2 + DLS) x MAR /BS. (7) Velocidad de

2f
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regeneracién 6sea (BTR, %/y): (SLS/2 + DLS) x MAR /BV x
100.

Histomorfometrfa cortical &dsea: Se utiliza un sistema
histomorfométrico Blogquant 0S/2 (R&M Biometrics, Inc.,
Nashville, TN) para las mwmedidas histomorfométricas
egtiticas y dinfmicas de la didfisis tibial en las medidas
del hueso cortical en la didfisis tibial. Se mide el &rea
tisular total, 4rea de la cavidad de la mé&dula, perimetro
periosteal, perimetro endocortical, perimetro c¢on una
marca, perimetro con dos marczs y anchura entre marcas en
ambas superficies periosteales y endocorticales, y Bse
calculan el &rea 6sea cortical (&rea tisular total - &rea
de cavidad de la médula), &rea porcentual cortical &sea
{drea cortical/drea del tejido total x 100), &rea
porcentual de médula (4rea de cavidad de la médula/&rea del
tejido total x 100), perimetro porcentual periosteal y
endocortical marcado [(perimetro con wuna marca/2 +
perimetro con 2 marcas)/perimetro total x 100] velocidad de
depSsito mineral (anchura entre marcas/intervalos) vy
velocidad de formacién de hueso [velocidad de depésito
mineral x [(perimetro con una marca/2 + perimetro con dos
marcas) /perimetro total].

Estadisticas
Se pueden calcular los datos estadisticos utilizando

paquetes Stat View 4.0 (Abacus Concepts, Inc., Berkeley,
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CA). Se utiliza la prueba de andlisis de varianza (ANOVA)
seguida de PLSD de Fisher (Stat View, Abacus Concepts Inc.,
1518 Bonita Ave, Berkeley, CA $4704-1014) para comparar las
diferencias entre grupos.
eterm] i d levaci del en 1in e
célulag 293-S gue gobreexpregan de forma estable los
receptores humanog recombinantes EP,

Los cDNA, gque representan los marcos de lectura
abierta completa de los recepto;:‘es humanos EP,, se generan
por reaccién en cadena con polimerasa de la trangcriptasa
inversa utilizando cebadores oligonucleétidos basados en
Becuencias publicadas (1) y RNA de células de pulmén humano
primarias (EP,) como moldes. El cDNA se clona en el sitio
de clonacién m@Gltiple de pcDNA3 (Invitrogen Corporation,
3985B Sorrento Valley Blvd., San Diego, CA 92121) y se usa
para transfectar células de rifi6bn de embrién humano 293-S
por la via de coprecipitacién con fosfato de calcio. Las
colonias resistentes a G418 se expanden y se analizan las
uniones especificas [*H]PGE,. Las células transfectadas que
muestran niveles altos de uniones especificas a [*H]PGE, se
caracterizan adicionalmente mediante an&lisis de Scatchard
para determinar Bmax y Kda para PGE,. Las lineas
seleccicnadas para el rastreo de compuestos tienen
aproximadamente 256.400 receptores por célula yun XKd = 2,9

nM para PGE,; (EP;). La expresién constitutiva del receptor
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en las células madre 293-S es insignificante. Las células
se mantienen en RPMI suplementzado con suero bovino fetal
(10% final) y G418 (700 ug/ml final).

Las respuestas de cAMP en las lineas 293-S/EP, se
determinan por separacifn de células de los matraces de
cultivo en 1 ml de PBS deficiente en Ca** y Mg** por
agitacién vigorosa, afiadiendo RPMI exento de suero hasta
una concentracién final de 1 x 10% células/ml y afiadiendo
3-isobutil-l-metilxantina (IBMX) hasta una concentracién
final de 1 mM. Se toman inmediatamente alicuotas de 1 ml de
la suspensién de células en tubos de microcentrifuga con
tapén de rosca de 2 ml y se incuban durante 10 minutos,
destapados, a 37°C, con una humedad relativa del 95% y 5%
de CO,. El compuesto a analizar se afiade a las células en
diluciones 1:100 de forma que las concentracicnes finales
de DMSO o etanol sean del 1%. Inmediatamente después de
afladir el compuesto, se tapan los tubos, se mezclan
invirtiéndolos 2 veces y Be incuban a 37° durante 12
minutos. Las muestras son entonces lisadas por incubacién
a 100°C durante 10 minutos e inmediatamente enfriadas sobre
hielo durante 5 minutos. Los restos celulares se sedimentan
por centrifugacién a 1.000 g durante 5 minutos, y los
lisados aclarados se transfieren a tubos limpios. Las
concentraciones de cAMP se determinan utilizando un estuche

de radioinmunoensayo de cAMP disponible comercialmente

7 4
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(NEK-033, DuPont/NEN Research Products, 549 Albany St.,
Boston, MA 02118) después de diluir los lisados aclarados
1:10 en Boclucién tampéSn de andlisis cAMP RIA (incluida en
el estuche). Normalmente, se tratan las células con 6 a 8
concentraciones del compuesto a analizar en incrementos
logaritmicoa. Los céilculos de EC50 se realizan mediante una
calculadora utilizando andlisis de regresién lineal en la
porcién lineal de las curvas de respuesta a la dosis.
Referencias

1. Regan, J.W., Bailey, T.J. Pepperl, D.J. Pierce, K.L.
Bogardus, A.M. Donello, J.E. Fairbairn, C.E. Kedzie, K.M.
Woodward, D.F. y Gil, D.W. 1994 Cloning of a Novel Human
Prostaglandin Receptor with Characteristics of the

Pharmacogically Defined EP, Subtype. Mol. Pharmacology

46:213-220.
Ensa e la unién los r ores E las
Preparacién de la membrana: Todas las preparaciones se

realizan a 4°C. Las células transfectadas que expresan
receptores tipo 1 de prostaglandina E, (EP;), tipo 2 (ER,),
tipo 3 (EP;) o tipo 4 (EP,) se recogen y suspenden hasta 2
millonees de células por ml en solucién tampén A [Tris-HCl
50 mM (pH 7,4), MgCl; 10 mM, EDTA 1 mM, péptido Pefabloc 1
mM, (Boehringer Mannheim Corp., Indianapolis, IN), péptido

Phosporamidon 10 uM (Sigma, St. Luis, MO), péptido

3¢
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Pepstatina A 1 uM (Sigma, St. Luis, MO), péptido
Elastatinal 10 uM (Sigma, St. Luis, MO), péptido Antipaina
100 uM (Sigma, St. Luis, MO)]. Las células se lisan por
sonicaciédn con un sonicador Branson (modelo N°® 250, Branson
Ultrasonics Corporation, Danbury, CT) en dos impactos de 15
segqundos. Se eliminan las células no lisadas y los restos
por centrifugacién a 100 g durante 10 minutos. Las
membranas se recogen entonces por centrifugacién a 45.000
g durante 30 minutos. Las membranas sedimentadas Bse
resuspenden hasta una concentracién de 3 a 10 mg de
proteina por ml, determinindose 1la concentracién de
proteina por el procedimiento de Bradford ([Bradford, M.,
Anal. Biochem., 72, 248 (1976)]. Las membranas
resuspendidas se conservan congeladas a -80°C hasta su uso.
Ensayo de unidn: Las membranas congeladas preparadas
de la forma descrita anteriormente son descongeladas y
diluidas hasta 1 mg de proteina por ml en el Tampén A
anterior. Se combina un volumen de preparacién de membrana
con 0,05 voltmenes del compuestoc de prueba o solucién
tampén y un volumen de ’H-prostaglandina E, 3 nM (N° TRK
431, Amersham, Arlington Heightsa, IL) en solucién tampén A.
La mezcla (volumen total 205 ugl) se incuba durante una hora
a 25°C. Las membranas se recuperan entonces por filtracién
en filtros de fibra de vidrio del tipo GF/C (N° 1205-401,

Wallac, Gaithersburg, MD) utilizando un recolector Tomtec

L /@
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(modelo Mach II/%6, Tomtec, Orange, CT). Las membranas con
unién *H-prostaglandina E, quedan retenidas en el filtro,
mientras que la solucién tampén y la *H-prostaglandina E, no
unida pasa por el filtro y se desecha. Cada una de las
muestras se lava entonces tres veces con 3 ml de [Tris-ECl
50 mM (pH 7,4), MgCl, 10 mM, EDTA 1 mM]. Los filtros se
gecan entonces mediante calentamiento en un horno de
microondas. Para determinar la cantidad de H-
prostaglandina unida a las membranas, se colocan los
filtros secos en bolsas de plastico con liquido de
centelleo y se hace el recuento en un lector LKB 1205
Betaplate (Wallac, Gaithereburg, MD). Las IC50 Be
determinan a partir de la concentraci6n del compuesto de
ensayo necesaria para desplazar el 50% del enlace
especifico JH-prostaglandina E,.

La secuencia de codificacién de longitud completa para
el receptor EPl se prepara como ge describe en Funk et al.,
Journal of Biological Chemistry, 1993, 268, 26767-26772. La
secuencia de codificacién de longitud completa para el
receptor EP2 se prepara como se describe en Regan et al.,
Molecular Pharmacology, 1994, 46, 213-220. La secuencia de
codificacién de longitud completa para el receptor EP3 se
prepara como se describe en Regan et al., British Jourmal
of Pharmacolegy, 1994, 112, 377-385. La secuencia de

codificacibén de longitud completa para el receptor EP4 se
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para como se describe en Bastien, Journal of Biological
Chemietry, 1994, 269, 11873-11877. Estos receptores de
longitud completa se usan para preparar las células 293S
que expresan los receptores EP,, EP,, EP; y EP,.

Las células 293S QqQue expresan cualguiera de 1los
receptores E, de prostaglandina EP,, EP,, EP, y EP, humanos
se generan conforme a procedimientos conocidos por los
expertos en la materia. De forma tipica, se preparan los
cebadores por PCR (reaccifn en cadena con polimerasa), que
corresponden a los extremos 5’ y 3' del receptor de
longitud completa publicados, conforme a procedimientos
bien conocidos descritos antes y se usan en una reaccién en
cadena con polimerasa y transcriptasa inversa (RT-PCR)
usando un RNA total de rifiSn humano (para EP|), de pulmbn
humano {(para EP,), de pulmén humano {(para EP,) o de
linfocitos humanos (para EP,) como fuente. Los productos de
PCR se clonan por el procedimiento TA con un saliente en
PCR2.1 (Invitrogen, Carlsbad, CA) y se confirma la
identidad del receptor clonado por secuenciacién de DNA.

Las células 2935 (Mayo, Dept. of Biochemistry,
Northwestern Univ.) se transfectan con el receptor clonado
en pcDNA3 por electroporacién. Se establecen lineas de
células estables que expresan el receptor después de
seleccionar las células transfectadas con G418.

Las linea de células clonadas que expresan el nfimero

Yg
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maximo de receptores se eligen después de un ensayo de
unién a H-PGE, de células completas usando PGE, no marcada

como competidor.

SAYOS DE I CTURAS
YO DE LO EC LA CURA N DE FRACTURA
ESPUE LA INISTRACION SIST
Técni fr a: Se anestesian ratas Sprague-

Dawley de 3 meses de edad con Ketamina. Se hace una
incisién de 1 cm en la cara anteromedia de la parte
proximal de la tibia o fémur derechos. A continuacién se
describe la técnica quirtirgica tibial. La incieién &se
realiza hasta alcanzar el hueso, y se perfora un orificio
de 1 mm, 4 mm proximal a la cara distal de la tuberosidad
tibial, 2 mm medial al surco anterior. Se introducen agujas
intramedulares mediante un tuko de acero inoxidable de 0,8
mm (carga maxima 36,3 N, rigidez méxima 61,8 N/mm,
comprobado bajo las mismas condiciones que los huesos). No
se ensancha el canal medular. Se produce una fractura
normalizada cerrada 2 mm por encima de la unién
tibiofibular mediante curvatura en tres puntos utilizando
fé6rceps ajustable, especilalmente disefiadc con mordazas
romas. Para minimizar el dafio al tejido blando, se debe
tener precaucién para no desplazar la fractura. La piel se
cierra con suturas monofilamento de nylon. La operacién se

realiza bajo condiciones estériles. Se toman radiografias

Y7
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de todas las fracturas inmediatamente después de la
insercién de las agujas, y las ratas con fracturas fuera
del &Grea diafiseal especificada o con agujas desplazadas,
se excluyen. El resto de 1los animales 8e dividen
aleatoriamente en los siguientes grupos con 10 a 12
animales por subgrupo para comprobar la curacidn de las
fracturas. El primer grupo recibe administraciones por
sonda nasogdstrica diarias de vehiculo (agua: 100% Etanol
= 95:5) en un 1 ml/rata, mientras que los otros reciben
administracién diaria por sonda nasogdstrica de 0,01 a 100
mg/kg/dia del compuesto a analizar (1 ml/rata) durante 10,
20, 40 y 80 dfas.

En los dfas 10, 20, 40 y 80, se anestesiaron 10 a 12
ratas de cada grupo con Ketamina y se sacrificaron por
extraccifn sanguinea. Se extirpan ambos huesos
tibiofibularea por diseccifn y se elimina todo el tejido
blando. Se conservaron los huesos de 5 a 6 ratas de cada
grupo en etanol al 70% para andlisis histolégicos y los
huesos de otras 5 a 6 ratas de cada grupo se conservaron en
solucién Ringer tamponada (+4°C, DpH 7,4) para las
radiograffias y pruebas biomecénicas que se realizaron.

Andlisisg histolSgico: Los procedimientos para andlisis
histolégico del hueso fracturado se han publicado
previamente por Mosekilde y Bak (The Effects of Growth

Hormone on Fracture Healing in Rate: A histological

7y
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Description. Bone, 14:19-27, 1993). .Explicado brevemente,
el lugar de la fractura se aserra 8 mm a cada lado de la
linea de la fractura, Bse introduce descalcificado en
metacrilato de metilo, y se cortan las secciones frontales
con un microtomo Reichert-Jung Polycut con un espesor de 8
um. Las secciones medianas frontales tefiidas con Masson-
Trichrome (incluyendo ambas tibias y fibulas) se utilizan
para la visualizacién de la respuesta celular y tisular a
la curacién de la fractura con y sin tratamiento. Las
seccionesa tefiidas de rojo Sirius se utilizan para demoatrar
las caracteristicas de la estructura callosa y para
diferenciar entre el hueso entrelazado y el lamelar en el
lugar de la fractura. Se realizan las siguientes medidas:
(1} espacio de fractura - medido como la distancia més
corta entre los extremos corticales del hueso en la
fractura, (2) longitud y di&metro del callo, (3) &rea del
volumen total 6seo del callo, (4) tejido de hueso por &rea
de tejido dentro del &rea callosa, (5) tejido fibroso en el
callo, (6) &rea de cartflago en el callo.

Andlisis biomecénico: Los procedimientos de andlisis
biomecnico se han publicado previamente por Bak vy
Andreassen (The Effects of Aging on Fracture Healing in
Rats. Calcif Tissue Int 45:292-97, 1989). Explicado en
forma resumida, se toman radiografias de todas las

fracturas antes del ensayo biomecdnico. Se analizan las
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propiedades mecdnicas de las fracturas soldadas mediante un
procedimiento destructive de curvatura en tres © cuatro
puntos. Se determina la carga mixima, rigidez, energia en

carga mixima, desviacién en la carga méixima y la tensidn

maxima.
ENSAYQ DE EFE S SOBRE CURACT E FRA
DE S D INISTRACION
Téeni fra a: Se utilizan en este estudio

perros Beagle macho o hembra de aproximadamente 2 afios de
edad bajo anestesia. Se producen fracturas radiales
transversales por carga lenta continua dobléndolo en tres
puntos, tal como describen Lenehan et al (Lenehan, T.M.;
Balligand, M.; Nunamaker, D.M.; Wood, F.E.: Effects of EHDP
on Fracture Healing in Dogs. J. Orthop Res 3:499-507;
1985). Se arrastra el hilc a través del lugar de 1la
fractura para asegurar la interrupcién anatémica completa
del hueso. Después, se consigue la liberacién local de
agonistas de prostaglandina en el lugar de la fractura
mediante liberacién lenta del compuesto suministrado por
grdnulos de liberacién lenta o por la administracién de los
compuestos en una formulacién adecuada como una solucibn o
suspensién de gel en paeta durante 10, 15 o 20 semanas.
Andlieis histolé6gico: Los procedimientos de an&lisis
histolégico de huesos fracturados se han publicado

anteriormente por Peter et al (Peter, C.P.; Cook, W.O.;
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Nunamaker, D.M.; Provost, M.T.; Seedor, J.G.; Rodan, G.A.
Effects of alendronate on fracture healing and bone
remodeling in dogs. J. Orthop. Res. 14:74-70, 1996) Yy
Mosekilde y Bak (The Effects of Growth Hormone on Fracture
Healing in Rats: A Histological Description. Bone, 14:19-
27, 1993) . Explicado brevemente, despuée del sacrificio, se
aserra el lugar de la fractura 3 cm a cada lado de la linea
de la fractura, ee introduce una vez descalcificado en
metacrilato de metilo y se corta con un microtomo Reichert-
Jung Polycut en secciones frontales de 8 ym de espesor. Se
utilizan las secciones tefilidas con Masson-Trichrome de la
parte media frontal (incluyendo la tibia y la fibula) para
la visualizacién de la respuesta celular y tisular a la
curacién de la fractura con y sin tratamiento. Se utilizan
laes secciones teflidas con rojo Sirius para demcstrar las
caracteristicas de 1la estructura del callo y para
diferenciar entre el hueso entrelazado y el lamelar en el
lugar de la fractura. Se realizan las siguientes medidas:
{1} espacio de fractura - medido como la distancia més
corta entre los extremos corticales del hueso en la
fractura, (2) longitud y di&metro del callo, (3) &rea del
volumen de huesoc total del callo, (4) tejido de hueso por
drea de tejlido dentro del &rea del callo, (5) tejido
fibroso en el callo, (6) adrea de cartilago en el callo.

Andligis biomecdpnico: Los procedimientos de andlisis
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biomec&nico se han publicado previamente por Bak Yy
Andreassen (The Effects of Aging on Fracture Healing in
Rats. Calcif Tissue Int 45:292-297, 1989) y Peter et al.
(Peter, C.P.; Cook, W.O.; Nunamaker, D.M.; Provost, M.T.;
Seedor, J.G.; Rodan, G.A. Effects of Alendronate On
Fracture Healing And Bone Remodeling In Dogs. J. Orthop.
Res. 14:74-70, 1996). Explicado brevemente, se toman
radiografias de todas las fracturas antes de los ensayos
biomecdnicos. Se analizan las propiedades mecdnicas de las
fracturas en curacién por un procedimiento destructivo de
curvatura en tres o cuatro pun:-os. Se determina la carga
total, rigidez, energfa en carga méxima, desviacién en
carga mixima y tensién mixima.

La administracifn de agonistas selectivos del.receptor
EP4 conforme a los procedimientos de esta invencién se
puede realizar por cualquier modo que libere el agonista
selectivo del receptor EP4 por via sistémica y/o local (por
ejemplo, en el lugar de la fractura &ésea, osteotomia o
cirugia ortopédica) . Estos procedimientos incluyen las vias
oral, parenteral, intraduodenal y similarea. Por 1lo
general, los compuestos de esta invencidn se administran
oralmente, pero s8e puede utilizar la administracién
parenteral (por ejemplo, intravenosa, intramuscular,
transdérmica, subcuténea, rectal o intramedular), por

ejemplo, cuando la administracién oral sea inadecuada para
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el objeto deseado o cuando el paciente sea incapaz de
ingerir el fArmaco.

Los procedimientos de esta invencién se utilizan para
el tratamiento y promocién de la curacién de las fracturas
6seas y osteotomias por aplicacién local (por ejemplo, en
los lugares de fracturas O6seas u osteotomias) de los
agonistas pBelectivos del receptor EP4A. Los agonistas
selectivos del receptor EP4 de esta invencibén ee aplican a
los lugares de fractura 6sea u osteotomia, por ejemplo, por
inyeccién del compuesto en un disolvente adecuado (por
ejemplo, un disolvente oleoso tal como aceite de cacahuete)
en la placa de crecimiento del cartilago o, en casos de
cirugia abierta, por aplicacién local de tales compuestos
en un vehiculo, portador o diluyente adecuado tal como cera
para hueso, polvo de huesoc desmineralizado, cementos 6seos
poliméricos, selladores de hueso, etc. Como alternativa, se
puede conseguir la aplicacién local aplicando una solucién
o dispersién del compuesto en un portador o diluyente
adecuado sobre su superficie, o© incorporéndolc en un
implante s6lido o semisflido usado convencionalmente en
cirugia ortopédica, tal como malla de dacron, eapumas de
gel y hueso Kiel o prétesis.

En cualquier caso, la cantidad y frecuencia de los
compuestos administrados dependerd, por supuesto, del

sujeto que 8e estd tratando, de la gravedad de 1la
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enfermedad, de la forma de administraciétn y del juicio del
médico prescriptor. Asi, debido a la variabilidad entre
pacientes, las dosificaciones proporcionadas en la presente
son una guifa y el médico puede valorar la dosis del f&rmaco
para conseguir el tratamiento (por ejemplo, aumento de la
masa O&sea) que el médico considere adecuada para el
paciente. Al considerar el grado de tratamiento deseado, el
médico debe valorar varios factores, tales como el nivel
inicial de masa 6sea, la edad del paciente, la presencia de
enfermedad preexistente, as{i como la presencia de otras
enfermedades (por ejemplo, enfermedad cardiovascular).

En general, se usa una cantidad de agonista selectivo
del receptor EP4 de esta invencién que es suficiente para
aumentar la masa 6sea hasta un nivel superior al umbral de
fractura 6sea (tal como se detalla en el World Health
Organization Study citado anteriormente en la presente
memoria) .

Los agonistas selectivos del receptor EP4 usados en
loe procedimientos de la presente invencidén se administran
generalmente en forma de una composicién farmacéutica que
comprende al mencos uno de los compuestos de esta invencién
junto con un vehficulo o diluyente farmacéuticamente
aceptable. Asi, el agonista selectivo del receptor EP4 de
esta invencién se puede administrar individualmente de

forma local o sietémica en cualquier forma de dosificacidn
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convencional oral, intranasal, parenteral, rectal o
transdérmica.

Para administracién oral la compesicién farmacéutica
puede tomar la forma de soluciones, suspensiones,
comprimidos, pastillas, cépsulas, polvos y similares. Los
comprimidos que contienen diferentes excipientes, tales
como citrato de socdio, carbonato de calcio y fosfato de
calcio, se emplean junto con diferentesa disgregantes, tales
como almidén y preferiblemente almidén de patata o tapioca
Y ciertos silicatos complejos, junto con agentes ligantes
tales como polivinilpirrolidona, sacarosa, gelatina y goma
arabiga. Adicionalmente, los agentes lubricantes tales como
estearato de magnesio, laurilsulfato de sodio y talco eson
con frecuencia muy dGtiles para la elaboracién de
comprimidos. También se emplean composiciones s6lidas de un
tipo similar como cargas en cédpsulas de gelatina dura y
blanda rellenas; los materiales preferidos para este fin
incluyen también lactosa o azficar de la leche, asi como
polietilenglicoles de alto peso molecular. Cuando se desean
suepensiones y/o elixires acuosos para administracién oral,
los compuestos de esta invencién se pueden combinar con
diferentes agentes edulcorantes, agentes aromatizantes,
agentes colorantes, agentes emulsionantes y/o agentes de
suspensién, asi como diluyentes como agua, etanol,

propilenglicol, glicerina y diferentes combinaciones

5/
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Para administracién parenteral, se pueden emplear
soluciones en aceite de gsésamo y de cacahuete o en
propilenglicol acuoso, asi como Bolucionee acuosas
estériles de las correspondientes sales solubles en agua.
Tales B8oluciones acuosas pueden estar adecuadamente
tamponadas, B8i es necesario, y el liquido diluyente se
puede hacer primero isoténico con solucién salina o glucosa
suficiente. Estas soluciones acuosas son especialmente
adecuadas para inyecciones intravenosas, intramusculares,
subcutdneas e intraperitoneales. En relacién a lo anterior,
todos los medioe acuosos estériles empleados son f&cilmente
obtenibles por técnicas convencionales bien conocidas por
los expertos en la materia.

Para administracién transdérmica (por ejemplo, tépica)
se preparan soluciones acucosas estériles diluidas o
soluciones parcialmente acuosas {habitualmente en
concentracién aproximada de 0,1% a 5%), similares a las
poluciones parenterales anteriores.

Los procedimientos para preparar las diferentes
composiciones farmacéuticas, con una cierta cantidad de
ingrediente activo son conocidos, o serin evidentes a la
luz de esta descripcidén, para los expertos en la materia.
Para ejemplos de procedimientos de preparacién de

composiciones farmacéuticas véase Remington’s

SL
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Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company, Easter,
Pa., 19th Edicién (1995).
Protocolo de estudio

El objeto de este estudio es determinar si un agonista
selectivo del receptor EP4 y, en especial, el &cido 7-(2-
(3-hidroxi-4-fenil-butil)-5-oxo-pirrolidin-1-il) -
heptanoico, puede restaurar la masa 6sea en un modelo de
rata OVX.

Se ovariectomizaron (OVX) ratas Sprague-Dawley a los
3,5 meses de edad. Diez meses después de la OVX, las ratas
se trataron por inyeccién subcuténea con vehiculo o con
dcido 7-(2-(3-hidroxi-4-fenil-butil)-5-oxo-pirrolidin-1-
il) -heptanoico a 30 mg/kg/dia durante 28 dfas. Las ratas se
sometieron a autopsia. El fémur derecho se extirpa a cada
rata en la autopsia y se explora usando absorciometria de
rayos X de doble haz (DEXA, QDR 1000/W, Hologic, 1Inc.,
Waltham, MA) equipada con un programa informitico "Regional
High Resolution Scan" (Hologic, Inc,, Waltham, MA). El
tamaflo de campo de exploracién es de 5 x 1,902 cm, 1la
resoluciébn es de 0,0254 x 0,0127 cm, y la velocidad de
exploracién es de 7,25 mm/seg. Se analizan las imigenes
exploradas femorales. Se determina el contenido mineral
6éseo (BMC) y se calcula la densidad mineral &sea (MBD) del
fémur completo (WF), la metdfisis femoral distal (DFM) y la

didfisis femoral (FS) segin el procedimiento descrito en H.

)
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. Z. et al., Droloxifene, a New Estrogen Antagonist/Agonist,

Prevents Bone Loss in Ovariectomized Rats. ENDOCRINOLOGY
136; 2435-2441, 1995.
Resultados del estudlio y discusién

Al comparar con las ratas OVX tratadas con vehiculo,
las ratas OVX tratadas con &cido 7-(2-(3-hidroxi-4-fenil-
butil) -5-oxo-pirrolidin-1-il) -heptanoico mostraron un BMC
femoral total un 17% mayor, una BMD femoral total un 13%
mayor, un BMC femoral distal un 8% mayor, una BMD femoral
distal un 13% mayor, un BMC de la di&fisis femoral un 20%
mayor y una BMD de la di&fisis femoral un 18% mayor. Nco se
apreciaron efectos secundarios similares a PGE2 en ratas
tratadas con &cido 7-(2-(3-hidroxi-4-fenil-butil)-5-oxo-
pirrolidin-1-il) -heptanoico.

Estos datos muestran que el dcido 7-(2-(3-hidroxi-4-
fenil-butil) -5-oxo-pirrolidin-1.-1il) -heptanoico, un agonista
de PGE2 sgelectivo para el receptor EP4, estimula la
formacién 6sea y restaura el hueso en ratas OVX ya

osteopénicas.
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REIVINDICACIONRS

1. Un procedimiento para tratar un trastorno gque
presenta una masa O6sea reducida en un mamifero, que
comprende administrar a dicho mamifero un agonista
selectivo del receptor EP4, uno de sus profdrmacos, o una
sal farmacéuticamente aceptable de dicho agonista selectivo
del receptor EP4 o de dicho proférmaco.

2, Un procedimiento segfin la reivindicacién 1, en el
que dicho trastorne es osteoporosis, fragilidad, wuna
fractura osteoporbStica, un defecto 6seo, pérdida &sea
idiopatica de la infancia, pérdida &sea alveolar, pérdida

6sea mandibular, fractura 6sea, osteotomia, pérdida &sea

asociada a periodontitis o crecimiento protésico interno..

3. Un procedimiento seglin la reivindicacién 2, en el
que dicha composicifn se administra por via eistémica.

4. Un procedimiento segln la reivindicacién 2, en el
que dicha composicién se administra por via local.

5. Un procedimiento segiin la reivindicacién 2, en el
que dicho trastorno es fragilidad.

6. Un procedimiento segiin la reivindicacién 2, en el
que dicho trastorno es osteoporosis.

7. Un procedimiento segin la reivindicacién 2, en el
que dicho trastorno es una fractura 6sea o una fractura
osteoporética.

8. Un procedimiento segiin la reivindicacién 1, en el
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que dicho agonista selectivo de EP4 es un compuesto de

Férmula I:

NS N

i
uno de wsus proférmacos o© una sal farmacéuticamente
aceptable de dicho compueato o de dicho profdrmaco, en la
que:
Q es COOR’, CONHR! o tetrazol-5-ilo;
A es un enlace sencilleo o cis-doble;
B es un enlace sencillo o trans-doble;

U es

H /'u' ,. i,

OH, HO”“H . HO

R’ es a-tienilo, fenilo, fenoxi, fenilo monosustituido y
fenoxi monosustituido, siendo dichos sustituyentes cloro,
fluoro, fenilo, metoxi, trifluorometilo o alquilo C,-Cy;
R' es hidrégeno, alquilec C,-Cs, fenilo o p-bifenilo;

R* es COR' o SORY; y

R’ es fenilo o alquilo C,-C,.

9. Un procedimiento segln la reivindicacién 8, en el

A
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que dicho agonista selectivc del receptor EPA es un
compuesto de Férmula I en el que Q es 5-tetrazolilo.

10. Un procedimiento segiin la reivindicacién 9, en el
que dicho compuesto es 5- (3-hidroxi-4-fenil-but-1-enil)-1-
[6- (1H-tetrazol-5-1il)-hexil] -pirrolidin-2-ona.

1l. Un procedimiento seg(in la reivindicacién 9, en el
que dicho compuesto es 5-(3-hidroxi-4-fenil-butil)-1-[6-
(1H-tetrazol-5-il) -hexil] -pirrolidin-2-ona.

12. Un procedimiento segiin la reivindicacién 8, en el
que dicho agonista selectivo del receptor EP4 es un
compuesto de F6rmula I en el que Q es COOH

13. Un procedimiento segfin la reivindicacién 12, en
el que dicho compuesto es &cido 7-(2-(3-hidroxi-4-fenil-
butil) -5-oxo-pirrolidin-1-il) -heptanoico.

l4. Un procedimiento segln la reivindicacién 12, en
el que dicho compuesto es &cido 7-([2-(3-hidroxi-4-fenil-

but-l-enil) -5-oxo-pirrolidin-1-il] -heptanoico.

J7
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RESUMEN DE LA INVENCION

Eeta invencién se refiere a procedimientos para tratar
trastornos que presentan una masa ©6sea reducida, en
particular osteoporosis, fragilidad, una fractura
osteoporé6tica, un defecto &seo, pérdida 6sea idiopdtica de
la infancia, pérdida ©&sea alveolar, pérdida &sea
mandibular, fractura Osea, osteotomfa, pérdida &sea
asociada a periodontitis o recrecimiento protésico, que
comprenden administrar agonistas de prostaglandinas que son
agonistas de prostaglandinas selectivos para el receptor
EP4. Esta invencién se refiere especialmente a los
procedimientos en los que el agonista aselectivo del

receptor EP4 es un compuesto de F6rmula I:

O

en la que las variables son como se han definido en la

memoria descriptiva.
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EP4 RECEPTOR SELECTIVE AGONISTS IN THE
TREATMENT OF OSTEOPOROSIS
BACKGROQUND OF INVENTION

This invention relales o methods and phanmaceutical compositions
comprising prostagiandin agonists which are usghul to prevent bone loss, restors or
augmant bone mass and to enhance bone healing Including the treatment of
conditions which present with low bone mass and/or bone defects in veitebrates, and
particularly mammals, including humans. This invention epecifically relatas to
meathoda and pharmaceutical compostiions comprising EP4 recepior sslective
prosiagiandin agonists.

Ostecporosis Is a systemic akelatal disaase, characterizod by low bone mass
and deterioration of bone tasue, with a consaquent increase in bone fragiiity and
susceptibiiity to fracture. In the U.S., the condition affects more than 25 milion people
and causes more than 1.3 million fractures each year, including 500,000 epine,
250,000 hip and 240,000 wrist fractures annually. Hip fractures are the moet serious
consequence of osteoporosis, with 5-20% of patients dying within one year, and over
5§0% of survivors being incapacitated,

The elderly are at greateet risk of ostecporosis, and the problam le therefore
predictad to increase significantly with the aging of the population. Workiwide fracture
incidence Is forecasted to Increase three-foki over the next 80 ysars, and one study
has estimated that there wil be 4.5 millon hip fractures woridwide in 2050.

Women are at grester risk of csteaporosis then men. Woman axperience a
shaip acceleration of bone loss during the five years following menopause. Other
faciors that increase the sk include smoking, alcohol abuse, a sedentary Bestyle
and low calcium intake.

There are currently two main types of phamnecsutical therapy for the
treatment of osteoporosis. The first is the use of anti-resorptive compounds to reduce
the resorption of bane tissus.

Estrogen Is an exampile of an anti-reacsptive agant. it is known that estrogen
reduces fractures. in addition, Black, et al. in EP 0805193A1 report that sstrogen,
particularly when takan orally, lowers piasma levels of LDL and ralses those of the
benaficial high density ipoprotains (HDL's). However, estrogen falls o restore bone

back to young aduit levels in the establishad cstecporotio skeleton. Furthernmore long-

term estrogen themapy has been implicated in a vasiety of disorders, including an
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increase in the risk of uterine cancer, ehdometrial cancer and possibly breast cancer,
cauaing many woman to avoid this reatment. The significant undesirabie eflects
assoolated with estrogen therapy support the need to develop altemative therapies
for ostsoporosis that have the desirable effect on serum LDL but do not causs
undesimabie effacts.

A sacond type of pharmacsutical therapy for the treatment of osteoporosis Is
the use of anabolic agents to promote bone formation and Increase bone mass. This
dlass of agents Is axpactad t=-astore bone to the established ostaoporatic skeleton.

Certain prostagladin agonists are disciosed in GB 1478281, GB1479156 and
U.S. pat. nos. 4,175,203, 4,055,506, 4,175,203, 3,987.001 and 3,001,106 as being
useful as, for exampie, renal vasodiators.

U.S. pat. no. 4,033,996 discloses certain 8-a2a-8-coo{and dicxo)-thia-11,12-
secoprosiaglandine which are useful as renal vasodilatora, for the preverttion of
thrombus formation, to induce growth hormone release, and as regulators of the
ImyTume response.

French patent no. 897,568 discloses certain amino acid derivatives for the
treatment of neurciogical, mental or cardiovascular diseass.

J. Org- Chem. 26; 1961; 1437 discloses N-acetyl-N-benzyl-p-
aminophenyimercaptoacetic acid.

U.S. pat. no. 4,761,430 disclosesa cariain arylbenrenesulfonamiie compounds
as fipidiowering agents.

U.S. pat. no. 4,443,477 discloses certain suiphanamidophenyicarbaxylic acids
as Ipid lowering agents.

U.8. pat. no. 3,528,961 discloses certain s-caprolactam darivatives as dyes.

U.S. pet. no. 3,780,085 discicese certain acylatad anlinocarboxylic acids as
choleratios.

U.E. pat. no. 4,243,678 discioses certain acyihydrocarbylaminoalkanolc acids
as having utility in the treaiment of gastric uicers, as sebaceous giand excretion
inhibitors and for caombaiting ekin Inflammation.

U.S. pat. no, 4,386,031 diaciosea certaln N-benzoyl-w-anlincalkanecarboxylic
aclds as antiallergic agents, thrombotic aggregation inhibitors, antiinflamsnatory
agents and lipidHowering egenta.

In addition 1o catecgiorosls, approdmately, 20-26 millon womert and an

inoreasing number of men have detectable vertsbral fractures as a consequence of
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reduced bone mass, with an additional 250,000 hip fractures reported yearly in
Amarica aione. The iatier case is associated with a 12% mortality rate within the first
two years and with a 30% rate of patients requiring nursing homa care after the
fracture. While this is already significant, the eccnomic and medical consequences of
convalescence dua to slow or imperiect healing of these bone fractures Is expectad
to Increase, due 1 the aging of the general population.

Estrogens have been shown (Bolander et al., 38th Anntal Meeting
Orthopedic Ressarch Soclety, 1982) to improve the quality of the hoaling of
appendicular fracturas. Therefore, éstrogen replacament therapy should be effective
as a mathod for the traatment of fracture repalr. However, patient compliance with
estrogen therapy Ia relatively poor due 1o its skia effacts, inciuding the resumption of
menses, mastodynia, an increased risk of uterine cancer, an increased perceived risk
of breast cancer, and the concomitant use of progesiina. in addition, men are Fkely to
object to the use of estrogen treatment. The need mdats for a therapy which would be
benaficial to patients who have suffered debilitating bone fractures and which would
increase patient compliiance.

it has been demonstrated that prostaglandin E2 (PGE2) can restore loat bone
In an ovarlectomized (OVX) rat model, a modal for postmenopausal osteoporosis.
Ke, HZ, et al., Bone, 23:240-255, 1898. However there are sovere side effects
associated with PGE2. Jee, W.S.S. and Ma, Y.F., Bone, 212207-304, 1907.

Although there are a varisty of osteoporasia theraples, there Is a continuing
need and a continuing search in this fieki of art for alternative osiscporosis therapies.
In adkiltion, thers is a need for bone fracture healing therapies. Also, there is a need
for therapy which can promota bone re-growth into ekeletal areas where defects exist
such as defects oaused or produced by, for example, umors in bone. Further, there
s a need for tharapy which can promote bone re-growth info akeletal areas where
bone grafis are indicated. )

SUMMARY OF THE INVENTION

This inversion Is directsd 1o methods of tresting a condition which presents
with low bone mass In a mammal comprising administering to said mammal an EP4
receptor selective agonist, a prodrug thereof or a pharmaceutically accaptable sakt of
sald EP4 recepior sslective agoniat or of said prodiug.

Thia invention Is paiticulasty directad to such methods wherein sald condition - -
Is osteoporosis, frality, an osteoporotic fracture, a bana defect, childhood idiopathic

e
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bone loss, alveolar bone loss, mandbuler bone loss, bone fracture, ostectomy, bone
icss associated with perfodontitis, or prosthetic ingrowth. In prefermad methods of this
invention, the EP4 receptor selective agonist is administered systarmically. in other
prefermed methods of this invention, the EP4 agonist is administered locally.

The methoxds of this invention are especially useful wherein said condition is
trefty. )

The methods of this invention are also espaciaily useful wherein sald
condition is osteoporosls. T

The methods of this Invention are alec especially useful whareln said
condltion is bonhe fracture or csteoporotic fracture.

Prefarrad EP4 salactive agonists include compounds of Formula |-

N N

R

I
prodrugs thereof and pharmaceutically accaptable ealts of sald compounds or sakd
prodrugs, wherein:
Q la COOR®, CONHR® or tetrazol-5-41;
A s a single or cls double bond;
B is a single or trans double bond;
Us

H"OH , HO”™H o HO" ™.

R* Is cr-thienyd, phenyl, phancety, monosubstiuted phenyl and monosubstituted
phenoxy, sald substituents baing chioro, flucro, phenyl, methoury, triflucromethyl or
(Cr-Calalkyt;
R” Is hycrogen, (C-Ca)aliyl, phenyl or p-biphanyk
R* s COR® or SO:R" and
R® I phenyl or (Ci-Coalil.

A preferied group of EP4 recepior ssilive agonists of Formula | are those

campoumds of Fonmula | wharein Q Is 5-tetramiyl. Pariicularly preferred compounds
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within this group include 5-{3-Hydroxy-4-phenyl-but-1-amyl)-1-{6-(1H-tetrazol-5-yi)-
hexyl}-pyrrolidin-2-one and 5-+{3-Hydroxy-4-phemyl-butyl)-1-[6-{1H-tstrazol-5-yf)-hexyl}-
pymolidin-2-one.

Ancther preferred group of EP4 recepior eslective agonista of Formula | are
those compound of Formuia | wherein Q is COOH. Particularly preferred compourncia
within this group include 7-(2-(3-hydroxy-4-phenyl-buiyl)-5-oxo-pyrrolidin-1-y1)-
heptancic acid and 7-{2-(3-Hydroxy-4-phenyl-but-1-enyl)-5-mo-pyrrolidin-1-yi}-
heptancic acid. i} -

Prefersbly post-menopausal women and men over the age of 60 are treated.
Also prefered are individuals regardiess of age who have sigificantly reduced bone
mass, |.e., greatar than or equal to 1.5 standard deviations below young normal
levels.

in the mathoda of this invention, conditions which present with low bone mass

_ Include such condlitions as, for exampie, ostecporosis, chiiihood idiopathic bone loss,

alveolar bone loss, mandibular bone loss, bone fracture, ostectomy, bone loss
assoociated with peviodontitis and prosthetic iIngrowth.
Methods for treeting "sacondary ostecporosis® are also includad within the

- methods of this invention. “Secondary ostecporosis™ includes ghicocorticold-induced

osteoporosis, hyperthyroldism-indiiced osteoporosls, immobilization-induced
csteoporosia, heparin-induoced csteoporosis and iImmunosuppressive-induced
©steoparosis in a vertabrats, e.g., & memmal (inckuding & human being). These
methods are camied out by adminisiering to aald vertebrats, e.g., mammal, a
“secondary osteoporosis” treating amount of an EP4 recepior seleciive prostagiandin
agonist, a prodrug thereof or a pharmaoeutically acceptable salt of said EP4 recepior
selecfive prostagiandin agonist or of sald prodiug. -
Yet ancther aspect of this invention is direcled to methods for strengthening a
bone graft, inducing verisbral synostosia, enhancing long bone extension, enhancing
bone healing following facial reconstruciion, rnaxiiary reconstruction and/or
mandixdar reconstruction in a vertsbrate, a.g., & mammal (including a human being),
comprising administering to eald vertebrate, e.g.. @ mammal which has undergone
facial reconstruction, maxilary reconstruction or mandbular reconstruction, a bone
enhancing amount of an EP4 receptor salective prostagiandin agonist, a prodrug
thereo! or a pharmaceutically acceptable salt of sakd EP4 receptor selective .
prosiagiandin agonist or of sald prodrug. The aclive EP4 recapior selective
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prostaglandin agonlsts of this invention may be appbed locally o the site of bone ;

,raconstruction or may be adminisiered systemically.

A preferred dosage is about 0.001 to about 100 mg/kg/day of an EP4
nacaptor selective agonits, a prodrug thereof or a pharmaceutically acceptabis salt of
said compound or sald prodrug. An especially preferred dosage i about 0.01 to
about 10 mg/kg/day of an EP4 receptor selective agonist, a prodnug thereof or a
phamacsutically acceptable salt of sald compound or sald prodrug.

The phrase “cond:.n(s) which presents with low bone mass” refers to a
condition where the Jevel of bone mass Is belows the age specific nomal as defined in
standartis by the World Health Organtzation "Assessment of Frachure Rigk and Its
Application to Soreening for Postmenopausal Osteoporosis (1004). Report of a World
Heaith Organization Study Group. Worid Health Organization Technical Sedes 343°.
Included in "condition(s) which presants with low bons mass” are primary and
sscondary osteoporosis, as described above. Also included is periodontal diseass,
alveciar bone loss, post-ostectomy and chiidhood idiopathic bone loss. The phrase
"condition(s) which presents with low bone mase” aleo includes long term
compilications of osteoporosis such as curvature of the spine, loss of height and
prosthetic surgery.

The phrase "condition{a) which presents with low bone mass” also refera toa
vartebrats, e.g., &8 mammal known to have a significantly higher than average chance
dMMMummmmmmpan
post-menopausal women, men over the age of 50). Other bone mass augmenting or
enhancing uses inciude bonse restoration, increasing the bone fracture healing rate,
replacing bone graft surgary entiraly, enhancing the rate of successful bone grafts,
bone healing following facial reconsinuction or mexdiiasy reconstruction or mandibular
recanstruction, prosthetio ngrowth, vertebral symostosis or long bone extension.

The methods of this invention may also be used in conjunction with
orthopedic devices such as spinal fusion cages, epinal fusion hardwere, intemal and
external bone fixation devices, screws and pina.

Those sidlled in the art will recognize that the term bone mass achiafly refers
to bone mass per unk area which Is sometimes (although not striclly cotractly)
refamed 1 as bone mineral denalty.

The term “treating”, “treat” or “reatmert” as used heretn inckdes preveniestive— ————--~-=
(9., prophylaciic), paliiafive and curative trestment.
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By “pharmaceuiically acceptable” it is meant the cander, vehicle, diluent,
exciplents, and/or salt must be compatibie with the other ingredients of the
formulation, and not deletarious 1o the reciplant thereof.

The expression "prodrug” refers to compounds that are drug precureors
which, folowing administration, releass the drug # vivo via some chemical or
physiological procees (e.g., a prodrug on being brought to the physiological pH or
through enzyme action fs convertad 1o the desired drug fonm). Exemplary prodrugs
upon cleavage release the corresponding drug compound. -

The expression "pharmaceutically acceptable salt® refers to nontoxde anionic
saits containing aniona such as (but not imRed to) chioride, bromide, lodide, sulfate,
bisulfats, phosphate, acetate, maieats, fumarets, oxalats, iactate, tartrats, citrats,
gluconate, methanesulfonats and 4-tohiene-aulfonate. The expreasion also refers 1o
nontoxic cationio saits such as (but not imited to) eodium, potassium, calcium,
magnesium, ammonium of protonated benzathine (N,N-dbenzylethylenadiamine),
choline, sthanclamine, diethanclamine, ethyienediamine, megiamine (N-methy}-
glucamine), bensthamins (N-benzyiphansthylamine), piperazine or tromethamine (2-
amino-2-fydroxymethyl-1,3-propanediol).

The methods of this invention result in bone formation resulting in decreased
fracture retea. This invention makse a significant contribution to the art by providing
methode that increase bone formation resulting in prevention, retardation, and/or
regression of catecporosis and related bone disorders. .

Other feahures and advaniages will be apparent from the apecification and
clalme which deecribe the invention.

DPETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION

Any EP4 recaplor saloctive agonist may be used as the EP4 receptor -
selective agonist of thie invention. EP4 salective agonists are compounds which have
an IC50 at the EP1, EP2 and EP3 receptor which is at least 10-fold greater than the
IC50 at the EP4 recepkor sublypa. For example, 7-(2-(3-ydroxy-4-phenyt-butyl)-5-
ca-pyrrolidin-1-yf)-heptancic acki s an EP4 recsplor sslective PGE2 agonist with an
EP4 recepior binding IC50 of 16 nM. At all other EP receptor subtypes, inchuding the
EP1, EP2 and EP3 recepior subtypes, the IC50 for 7-{2-{3-hyxiraxy-4-phenyl-butyl)-5-
oo-pyrrolidin-1-yl)-heptanalo acid la greater than 3200 ni.

The campourxds of Formuila | mey be prepared as disalosed in commonly -
assigned U.S. 4,177,346, which (s tncorporated herein by reference.
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The EP4 receptor selective agonists usad In the methods of thia invention are
all adapted 10 therapeutic use &3 agents that stirmdate bone formation and increase
bone mass in a vertabrates, e.g., mammals, and particularly humans. Since bone
formation is closaly related to the development of ostecporosis and bone related
disorders, the agonists usad In the methods of this invention, by virtue of their action
on bone, prevent, amest and/or regress 0ateoporosis.

The utifity of the EP4 selective aponists used in the methods of the present
invention as medical agents in the tre=:. nent of conditions which presant with low
bone mass (8.g., osteoporosis) in vertsbraies, e.g., mammals (especially humans
and particularly female humans) ls demanstrated by the activity of those agonists in
conventional assays, including a recaptor binding assay, a cyciic AMP assay, an in
vhivo assay and a fracture healing assay, all of which are described below. Such
assayes also provide a means whereby the activities of the EP4 selective agoniets can
be compared 10 each other and with the activitles of other known compounds and
compositions. The results of these comparisons are useful for determining dosage
levals in a vertebrates, e.g.. mammals, inciuding humans, for the treatment of such
discases.

{n Vivo Asay

The ectivity of anabalic bone agents in stimulating bone formation and
Increasing bone mass can be tested in intact male or female rats, sex hormone
deficient male (orchidectomy) or female (ovariectomy) rats.

Mals or female rats at different ages (such as 3 months of age) can be used
in the study. The rats are either intact or casiratad (ovarlectomized or
orchidectomizad), and subcutaneously injected or gavaged with prostagiandin
agoniets at different doses (such as 1, 3, or 10 mg/kg/day) for 30 days. inthe .
castrated rats, freatment Is started at the next day after surgery (for the purpose of
preventing bone loas) or at the time bone loss has already cocured {for the purpose
of meioring bone mass). During the study, all rats are sllowed free access to water
and a pelleted commercial diet (Tekiad Rodent Diet #8064, Harlan Tekiad, Madison,
W) conteining 1.46% calolum, 0.99% phosphorus and 4.98 iU/g of Vitamin D3. Al
rats are given subcutansous injections of 10 mg/kg caloein on days 12 and 2 before
sacrifice. The rats are sacrificed. The following endpoints are determined:
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nnrquamurfrunendl rat is removed at autopsy end acanned using dual
energy X-ray absomptiometry (DXA, QDR 1000/W, Hologic inc., Wailtham, MA)
equippad with *Regional High Resolution Scan® sofiware (Hologic Inc., Waltham,
MA). The scan fleld slze ls 5.08 x 1.802 cm, reschution Is 0.0254 x 0.0127 cm and
scan epeed Is 725 mm/sacond. The femoral scan images are analyzed and bone
area, bone mineral cortant (BMC), and bone mineral density (BMD) of whaole femora
(WF), distal famoral metaphyses (DFM), femnoral shatt (FS), and proximal femora - -
(PF)mMnad.

Thriyntblnbmnum disseotod free of muscle, and cut into
three parts. The proxdmal tibla and the tibled shaft are fixed in 70% ethanal,
dehydmted in graded concentrations of ethanol, defatted in acetona, then embedded
in mathyl methacrylate (Eastman Organio Chemicals, Rochester, NY).

Frontal sections of praadmal tiblal mataphyses at 4 and 10 ;m thickness are
cut using a Reichert-Jung Polycut S microtoms. The 4 ym sections are stalned with
medified Masson's Trichrome stain while the 10 m sections remain unstained. One
4 pm and one 10 xm sections from each rat are used for cancetious bone
histomorphometry. .

Cross suctions of tiblal shaft at 10 4m thickness are cut using a Reichert-Jung
wsm.mm«ummmw

neel b atry: A Bloquant O8/2 histomorphometry
q-hm(mManmlns,lm. mmbundhrhmanddmmh
histomorphometric measurements of the secondasy apongiosa of the proximal thial
mataphyses batween 1.2 and 3.8 mm distal i the growth plats-epiphyseal junction.
The first 1.2 mm of the tihial metaphyesal region nseds to be omitted in order to
resirict measurements o the secondary aponglosa. The 4 um sections are used ©
determine indices related 1o bone volume, bons structure, and bane resorption, while
the 10 um sections are used 1o datermine indices related to bone formation and bone

mﬁ)ToulﬂllPhMunﬂV mﬁ):nnplmaalnbmumd
3.6 mm distal to the growth plate-epiphyseal junction. (2) Trabscular bone area (BV,
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mm?2): total area of trabeculae within TV. (3) Trabeculer bone perimeter (BS, mm):
the langth of total perimeter of trabeculae. (4) Trabecular bone volume (BV/TV, %):
BV / TV x 100. (5) Trabecular bone number (TBMN, #mm): 1.189/2 xBS / TV. (6)
Trabecular bone thickness (TBT, »m): (2000 / 1.198) x (BV / BS). (7) Trabecular
mmmaas.ym)(zoooxnas)x(w Bv).
mm(ocun-mmammwmwmm
Ostaoclast perimeter (OCP, mm): length of trabecular perireter covered by
osteociast. {3) Osteociast number/mm (OCN/mm, #/mm): OCN / BS. (4) Percent
osteociast perimeter (%OCP, %): OCP / BS x 100.

(1)smb-abdnhbdedpulrmhr(SLS.erMdnbnupeﬂm
labeled with one calcein label. (2) Doubls-calcein iabalad perimeter (DLS, mm): total
length of tabecular perimeter labsied with two calcein labels. (3) Inter-iabeled width
(ILW, pm): average distance between two calcain labels. (4) Percent mineralizing
perimeter (PMS, 9¢): (SLS/2 + DLS) / BS x 100. {5) Mineral apposition rate (MAR,
ammiday): ILW / tebel intervel. (6) Bone formation rate/surface ref. (BFFVBS,
pm2id/pm: (SLS/2 + DLS) x MAR / BS. (7) Bone tumover rate (BTR, %Y): (SLS/2 +
DLS) x MAR / BV x 100;

Cofiical bone higtomerphomatry: A Bloquant O&/2 histomorphometry system
(R&M Biometrics, Inc., Nasiwille, TN) Ia used for the static and dynamic
histomarphomeiric measurements of tihlal shaft cortical hone. Total issue area,
marmow cavily area, periosteal perimeter, endocarfical pedmeter, single iabeled
perimster, double iabeled perimetar, and intarlabeled width on both perlosteal and
endocorfical maface are measured, and cortical bans area (tolal issue area - mévow
cavity area), peroent cortical bone area (cortion] area / iotal tisaue area x 100),
percent mamow area (mamow cavily area / total tassue area x 100), perosteal and
endocortical percent labeled perimatar [(single labeled perimeter/2+double labeled
perimetsr) / tolal perimeter x 100], mineral apposttion rate (interiabelad
wiith/indervals), and bone formation rate {minersl apposition rate x [(single labeled
parimetan2+double labeled perimater) / total perimeter] are caiculated.

K.
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Statisti
Statistios can be calculated using StatView 4.0 packages {Abacus Concepis,
inc., Berkeley, CA). The analysis of variance (ANOVA) test followed by Fieher's
PLSD (Stat View, Abacus Concepts Inc., 1918 Bonita Ave, Barkeley, CA 94704~
1014) are used to compare the differences between groups.

LISITRINATON OFf CAMI® ENVATON M) Si3-o (0% LiNes HURD

Recombinant Human EP, Receptors.

cDNASs represanting the compiate open reading frames of the human EP,
receptors are generated by reverse transcoriptase polymemse chain reaction using
oliganucieotide primears based on published sequences (1) and RNA from primary
human fung calls (EP,) as tempiates. cONAs are cloned into the multiple cloning site
of pcDNAS (Invitrogen Corporation, 39858 Somentn Valley Bivd., Sen Diego, CA
§2121) and used fo tanefect 283-S human ambryonic kidney calls via calclum
phosphate co-precipitation. G418-resistant colonies are axpanded and testad for
specific [*H]PGE; binding. Transfoctanta dernonstrating high levels of specific
PHIPGE; binding are further characterized by Scatchard analysis to determine Bmax
and Kds for PGE;. The inea sslactead for compound screaning have approcdmately
258,400 recspiors per cell and a Kd = 2.8 nM for PGE; (EP,). Constitutive expression
of ths receptor in parental 203-S cels is negligible. Cells are maintained in RPMI
suppiementad with fetal bovine serum (10% final) and G418 (700 ug/mi final).

cAMP responses In the 283-S/EP, linas are determined by detaching cells
from cutture flasks In 1 mi of Ca+~+ and Mg+ daficient PBS via vigorous pounding,
adding serum-iree RPMI 1o & final cancentration of 1 X 10* cella/mi, and adding 3-
Isobuty-1-methyixanthine (JBMX) % & final concentration of 1 mM. One millilter of cell
suspansion is immediately aliquotad o incivicual 2 mi screwcap microcantrifugs
and incubated for 10 minutes, uncovered, at 37 °C, 5% CO,, 85% relative humdily.
The compound to be testad Is than added to calls at 1:100 diiutions such that final
DMSO or ethanol concentrations is 1%. Immediately after adding compound, the
tubes are covered, mixed by inverting two imes, and incubeted at 37 °C for 12
minutes. Samples are then lysed by incubation at 100 °C for 10 minutes and
kmmediately cooled on ioe for 5 minutes. Celiular debrls is pelleted by centitfugation
at 1000 X g for 5 minutes, and cleared lysaias are trensferred o fresh tubes. cAMP

concentrations are determinad using'a'commarcially avallahle cAMP -~ -~~~ -=---
radioimmuncassay kit RIA (NEK-033, DuPor/NEN Research Products, 548 Abany

gL
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St, Boston, MA 021 18) after diluting cleared iysates 1:10 in cAMP RIA assay buffer
{inciuded in kit). Typically, the cells are treated with -8 concentrations of the
compound to be tested in 1 log increments. ECS0 calculations are performed on a
caloulator using near regression analysias on the linear portion of the dose response
curves.
Reforences

1. Regan, J.W. Bailey, T..J. Pepperl, D). Plerce, KL. Bogardus,A.M. Donelio,
J.E. Fairbaim, C.E. Kedzie, KM. Woodward, D.F. and C3, DW. 1994 Cloning of a
Novel Human Prostaglandin Receptor with Characteristics of the Pharmacdlogloally
Mmspgsmwam.nmnmasmm

MNIWMM&M&TM
cells sxpressing prostagiandin E; type 1 receptors (EP,), typa 2 (EPy), type 3 (EPg) or
type 4 (EP,) recepiors are harvested and suspendad to 2 milion cells per mi In Buffer
A [50 mM Tris-HCI (pH 7.4) , 10 mM MgCl, 1 mM EDTA, 1 mM Petfabloo pepiide,
(Boehringer Mannheim Com., Indianapolis, IN), 10 uM Phosporamidon peptide,
(Sigma, St. Louls, MO), 1 uM pepstatin A peptide, (Sigma, St. Louls, MO), 10 uM
elastatinal peptide, (Sigma, 51 Louls, MO), 100 uM antipain peptide, (Sigma, St
Louls, MO)). The cella are lysed by sanification with a Branson Saonifier (Model 2250,
Branson Ultrasonics Corporation, Danbury, CT) in 2 fifteen second bursta. Unlysed
oculis and debris are removed by centrifugation at 100 x g for 10 min. Membranes are
then harvestad by centrifugation at 45,000 x g for 30 minutes. Pelieted membranes
are resuspendad 10 3-10 mg of protein per mi of Buffer A, the protein concentration
being determined by the method of Bradford [Braciord, M., Anal. Blochem., 72, 248
{1978)]. Resuspendad membranes are then siorad frozen at -80 °C unilt use.

Binding Assay: Frozen membranss prepared ss above are thawed and
diiuted to 1 mg protein per mi in Buffer A above. One volume of membrane
preparation is combined with 0.06 volume test compound or buffer and one volume of
3 nM *H-prostaglandin E; (STRK 431, Amarsham, Arington Heights, iL) in Bufer A_
The mixdure (205 pl. total volume) le incubated for 1 hour at 25°C. The membranes
are then recovered by fitration through type QF/C giass fiber filters (#1205-401,
Wallac, Galthersburg, MD) using a Tomiec harvester (Model Mach IV98, Tomtsc,
Orangs, CT). The membranes with- bound *H-prostagiandin Ey are trapped by the---
fRter, while the buffer and unbound *H-prostagiandin E; pass through the fter into .

7>



LS eEF ESETLTODS

10

15

-13-

waste. Each sampla is then washed 3 times with 3 ml of 50 mM Tris-HC1 (pH 7.4), 10
mM MgClp, 3 mM EDTA. The filters are then dried by healing In a microwave oven.
To detenmine the amount of *H-prostagiandin bound ©© the membranes, the dried
fiters are piaced into plastic bags with scintiilation fiuld and countad in a LKB 1205
Betaplate reader (Wallac, Gaithersburg, MD). 1CS0s ara determined from the
concaniration of tast compound requirecd to dispiace 50% of the epecifically bound
*H-prostaglandin E;.

The fidl length coding sequence for the EP; recaptor fs made s disclosed in
Funk et al., Joumnal of Blological Chemistry, 1883, 268, 26787-26772. The full length
cading ssquance for the EP; receplor is made as disciosed in Regan et al., Molecular
Pharmacology, 1894, 48, 213-220. The full langth coding seguence for the EP,
recepior s macde as disciosed in Regan et al., Briish Joumal of Pharmacoiogy, 1994,
112, 377-385. The full length coding saquance for the EP; receptor Is made as
chaciosed in Bastien, Joumal of Blological Chamistry, 1094, 268, 11873-11877.
These full lsngth receptors are used to prepare 263S colls expressing the EP,, EP,,
EP; and EP, receptors.

203S cells expressing efther the human EP,, EP,, EP; or EP, prostagiandin
Ez receptors are generatad according to methcds known to those akiiied [n the art.
Typically, PCR (polymerase chain reaction) primers cormesponding to the 5" and 3

ends of the published full iength receptor are made according to the wall known
muthods disclosad above and are usad in an RT-PCR reaction using the total RNA

from humen kiiney (for EP4}, human lung (for EP;), humean kung (for EP,) or human
ymphacytes (for EP,) as a source. PCR products am cloned by the TA overhang
method into pCR2.1 (Invitrogen, Carlsbad, CA) and identily of the cloned receplor is
confinrned by DNA ssquancing. :
2§35 oslis (Mayo, Dept. of Slochemistry, Norfwestem Univ.) are translected
with the clonad recapior in poDNAS by electroporafion. Stable col ince oxprassing
the receptor are established following selection of trensfected cells with G418.
Clonal cell ines expressing the meximal number of receptors are chosen
following a whola cell 'H-PQE; binding assay using unisheled PGE; as a competitor.
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Emcture Technigus: Sprage-Dawley rats at 3 months of age are anesthetized
with Ketamnine. A 1 cm incision s made on the anteromadial aspect of the proximal
part of the right tibla or femur. The following dascribes the tiblal surgical technique.
The Incision is canied through to the bone, and a 1 mm hole Is drilled 4 mm proximal
to the distal aspect of the tibjal tuberosity 2 mm madial to the anZrior ridge.
intramedufiary nailing Is performed with a 0.8 mm stainiess stoel tube (maximum load
383 N, maximum stifiness 61.8 N/mm, tested under the same conditions as the
bones). No rearning of the medullary canal la parformed. A standardized closed
fracture Is produced 2 mm above the tibiofibutar junction by three-paint bending using
specially designed adjustable forceps with biunt jaws. To minimize aoft tissue
damage, care is taken not 1o displace the fractura, The sidn ke closed with
monoffiamant nylon sutures. The aoperation Is perfonmed under sterile conditions.
Radiographs of all fractures are taken immecdiataly after nalling, and rats with
fractures cutaide the specified diaphyseal area or with dispiaced nalls are exciuded.
The remalning animals are divided randomily into the following groups with 10 - 12
animals per each subgroup per time point for testing the fracture healing. The first
group recelves daily gavage of vehicle (water : 100% Ethanal = 95 : 5) at 1 mi/at,
while the others receive dally gavage fram 0.01 fo 100 mg/kg/day of the compound to
be tested (1 mi/rat) for 10, 20, 40 and 80 days.

At 10, 20, 40 and 80 days, 10 - 12 rats from each group are anssthetized with
Katamine and sacrificed by exsanguination. Both tiblofibular bones are removed by
dissection and alt soft issue is stripped. Bones from 5 - 8 raids for each group are_
siored In 70% ethanol for histological analysis, and bones from ancther 6 - 8 rats for
each group are siored in a buffered Ringer's sokition (+4°C, pH 7.4) for radiographs
and blomechanical testing which ls parformed.

Histolngical Analvale The methoda for hisiologic analyals of fractured bone
have been previously published by Mosekiide and Bak (The Effects of Growth
Hommone on Fracture Heeling in Rate: A Hisiological Dascyipiion. Bone, 14:19-27,
1993). Brisfly, the fracture aite Is sawed 8 mm to each skie of the fracture ne,

embacdided undeocaloliied in.methymethacryate, and cut frontais sactionsona .. ...

Ralcheri-Jung Palycut miorotorne in 8 zm thick. Masson-Trichrome stained mid-
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frontal sectiona (Including both tibia and fibula) are used for visualization of the
coliuliar and tissue response to fracture haaling with and without treatment. Sirfus red
stalned sections are usad to demonetrate the characterisftics of the callus structure
and to differantiale betwesn woven bone and lameliar bone st the fracture site. The
following measurements are parformed: (1) fracture gap - measured as the shortest
distance between the cortical bone ends In the fracture, (2) calius length and callus
diameter, (3) total bone volume area of callus, (4) bony tissue per tissue area nside
the calkis erea, (5) fibrous tissue in the callus, and (6) cartiage area in the callus.
Blomechanioal Analysis: The mathods for biomechanical analysis have been
previously published by Bak and Andreassen (The Elfects of Aging on Fraclure
Healing In Rats. Calcif Tissue int 45:282-297, 1983). Biiefly, mdiographs of all
fractures are taken prior to the blomechanical test. The mechanice! properties of the
healing fractures are analyzed by a destructive three- or four-point bending
procedure. Meximum load, stiffnees, energy at maximum bad, deflection at
madmum load, and maximum stress are detonmined.
" ASSAY FOR EFFES i a ‘

Fracilure Technkiue: Female or male beagie dogs at approximately 2 years of
age are used undar anesthesia in the study. Transverse radial frachures are produced
by slow continuous loading in three-point benxiing as described by Lenshan et al
(Lenehan, T. M.; Baligand, M.; Nunamakar, D.M.; Wood, F.E.: Effecta of EHDP on
Fracture Healing in Doga. J Orthop Res 3:499-507; 1985). A wire la puliad twrough
the fracture alte ¥ ensure compiets anatomics) disruption of the bone. Thereatter,
local dalivery of prosiagiandin agonists to the fracture site ls achievad by siow
releass of compound delivered by siow release pellats or by administration of the.
compounds in a auliable fonmuiation such as a paste gel solution or suspension for
10, 15, or 20 weeks.

Higinlogical Analysis: The mathoda for histologio analysie of frachred bons
have been previcusly published by Peter et al. (Petar, C.P.; Cook, W.0.; Nunamaier,
D.M.; Provoet, M. T.; S8eedor, J.G.; Rodan, GLA. Effects of alendronate on frachure
healing and bone remodeling In dogs. J. Orthap. Res. 14:74-70, 1996) and Mosskdks
and Bak (The Effects of Growth Hormone on Fracture Healing In Rats: A Histological

Description. Bone, 14:10-27,-1993).-Briefly; after sacxifice, the frachre eite ls sawed 3 -~ - - -

cm %o each side of the fracture ina, embedded undecaicifiad in methymethacrylats,
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and cut on a Reichert-Jung Polyout microtome In 8 pm thick of frontal sactions.
Masson-Trichrome stained mid-frontal sections (Including bath tibla and fibula) are
used for visualization of the cellutiar and tissue response to fracture heafing with and
without treatment. Sirius red etained sactions are used to demonstrate the
characteriaitics of the callus structure and to differentiate betwaan woven bone and
lameliar bone at the fracture site, The following measurements are performed: (1)
fracture gap - measured as the shortest distance between the cortical bone ends In
the fracture, (2) calius length and callus diameter, (3) total bone volume area of
callus, (4) bony tissue per tissue area inskie the callus area, (5) fibrous tissue In the
callus, (6) cartllage arsa In the calus.

Blomechanical Analyeis: The methods for biomechanical analysis have bean
previously published by Bek and Andreassen (The Etfects of Aging on Fracture
Healing in Rats. Calcit Tissue Int 45:282-297, 10808) and Peter et al. (Peter, C.P.;
Cook, W.0.; Nunamaker, D.M.; Provost, M. T.; Seedor, J.G.; Rodan, G.A. Effects of
Alendronate On Fracture Healing And Bone Remnodaiing in Dogs. J. Orthop. Res.
14:74-70, 1996). Briefly, radiographs of ail fracturas are taken prior to the
biomechanical test. The mechanical properties of the healing fractures are analyzed
by a destructive three- or four-point bending procedures. Meadmum load, stifiness,
energy & maximum load, deflaction ai madmum load, and mmdmum stress are
determined.

Administration of the EP4 recepior selective agonists according to the
mathods of this Invention can be via any mode which delivers the EP4 recepior
selectiva agonist systemically and/or locally (e.g-, at the alte of the bone fracture,
ostsotomy, or orthopedic surgery). Thess methoda include oral routes, parenteral,
intraduodenal routes, oto. Generally, the compourxis of this invention are -
adminietered orally, but parenteral adminietration (e.g., intravenotss, intramusoular,
tranedermal, subcutaneous, rectal or intramedufiary) may be utilized, for @mmple,
where oral administration Is inappropriate for the iarget or where the patiant is unable
1 Ingest the drug. :

The mathods of this invention are used for the treaiment and promotion of
healing of bone fractures and astectomies by the local appiicetion (e.g., to the sltes of
bone fractures of ostectomies) of EP4 receptor soiective agonists. The EP4 receptor
selactive agonists of.this invention are appliad © the sitas of bone frachres or

_ ostaciomies, for wampls, either by injection of the compound In a sultable solvent

7
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(e.g., 2n olly solvent such as arachis oil) to the cartilage growth piate or, in cases of
open surgery, by iocal application thereto of the compound in a sultable vehicle,
camier or diiuent such as bone-wax, demineraiized bone powder, polymaric bone
cements, bone sealants, eic. Alternatively, local appiication can be achleved by
Applying a solution or dispersion of the compound In a suitable camrier or diluent onio
the surface of, or Incorporating it info solfid or eemi-sold Implants conventionally usad
In orthopedic surgery, such as dacron-mesh, gel-foamn and kiel bone, or prostheses.

In any event, the amount and timing of compounds administered will, of
courss, be dependent on the subject being treatad, on the severity of the afflicion, on
the manner of acminisiration and on the jucigment of the prescribing physician. Thas,
because of patient to patient variabliity, the dosagee given herein are a guideline and
the physiclan mey titrate doses of the drug compound to achieve the treatment (e.g.,
bone masa augmentafion) that the physicien coneiders appropriate for the patient. In
coneidering the degree of treatment deeived, the phyeaician must balance a variety of
factors such as bone mass starting level, ags of the patient, presence of preedsting
disease, as well a3 presence of other disessss (e.9., cardiovascular disease).

in genem! an amount of an EP4 recoptor aslective agoniat Is used that Is
sufficlent to augment bana mass to a level which is above the bone fracture threshoid
{as detailed In the World Health Organization Sty previously cited hergin).

The EP4 receptor selective agonist compounds used in the methods of this
invention are generally administerad in the form of a phammaceutical compoeltion
comprizing at least one of the compounds of thia lnvention together witha
pharmaceutically acceptable vehicie or diluent. Thus, the EP4 recepior selective
agonist can be administered individually in any conventional oral, intranasel,
parenteral, rectal or transdermal dosage form.

mwmmmmmmumd
solutions, suspensions, tabiets, plls, capsules, powders, and the fke. Tablets
containing various axciplents such as sodium citrats, calchum carbonates and calcium
phosphate are employed along with various disintegrants such as starch and
preferably potaio or taplooa starch and certain complex siicstes, together with
binding agents such as polyvinyipyrrolidons, suzross, gelatin and acacia. Addiionally,
lubricating agents such as magnesium stearale, sodium lauryl sulfate and taic are
often very useful for tablatfing. puvposes. Solid compositions of a simiartypoaroaleo - ---—- - - -- .
employed as filers in soft and hard-filled gelatin capoules; preferred matsrials in this
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connaction also inchude lactose or milk sugar as well as high molecutar weight
polysthylene giycols. When aquecus suspensions and/or albdra are desired for omal
administration, the composhtions of this Invention can be combined with various
swestening agents, flavoring agents, coloring agens, emulslfying agents and/or
suspending agents, as well as such diluents as water, athanol, propylene glycol,
glycerin and various like combinations thereof.

For purposas of parenten] edministration, solutions in sesame or peanut ol
ahMMathmuﬁlumMM
of the cormesponding waler-soluble salts, Such aquaous sciutions may be suitably
buffered, if necessary, and the fiquid diuent first rendered isotonic with sufficient
saline or glucose. These-aqueous solutions are especially sultshie for intravenous,
intramusoular, subcutanecus and intraperktonesl injection purpoese. in this
connection, the steriie aquecus media empioyad are all readily cbiainable by
standard tachniques wellHmown 10 those sidied In the art.

For purposes of fransdermal (e.g.,topicel) administration, diiute sterlls,
aqueous or partially aqueous solutions (usually In about 0.1% o 5% concentration),
otherwise similar to the above parenteral solutions, are prepared.

Methaods of preparing various pharmaceutioal compositions with a certain
amount of active ingredient are known, or will be epparent in fight of this disclosure, 1o
mmnmmmmdmdmw

Company, Easton, Pa., 1am5dﬁon(1aas)
Stucdly Protocol

The purpose of this study Is to determine whether en EP4 recepior selective agoniet,
and apecifically 7-{2-{3-hydroxy-4-phenyl-butyl)-5-ceo-pyrrolidin-1-4)-heptancic acid, can
restore bone mass in OVX rat model.

Sprague-Dawiey male rats were ovarieciomized (OVX) at 3.5 months of age. Ten
months after OVX, the rats were treated by sub>utaneous injection with vehicle or 7-(2-(3-
Iydroxy-4-phenyl-butyl)-5-oxo-pyrrolidin-1-yl)-heptancio acid at 30 mg/kg/day for 28 days.
The rais were autopsied. The right femur from each rat was removed at eutopsy and
scanned using dual energy x-ray absorptiometry (DEXA, QDR 1000AW, Hologic Inc.,
Waltham, MA) equipped with "Regional High Resclution Scan”™ software (Hologic inc.,
Waltham, MA). The.scan fleld size was 5.08 x 1.902 cmn, resclution-ls..0.0254 x 0.0127.cm
end the acan speed was 7.25 mm/secorxi. The famoral scan images were analyzed.



bECE2T ESEFLTOS

10

Bone mineral content {(BMC) and bone mineral density (BMD) of whole femom (WF), distal

fomoral metaphysis (DFM), and femoral shaft (FS) were determined according to the

method described in H. Z. Ke et al., Droladfene, a New Estrogen Antagonist/Agonist,

Pravents Bone Loss in Ovarlectomizad Rats. ENDOCRINOLOGY 136;2435-2441, 1995,
Study Results and Discussion

Compared with OVX rats treated with vehicle, OVX rats treated with 7-{2-{3-hydroxy-
4-phenyl-butyl)-5-axo-pyrrolicin-1-yi)-heptancic ack! showed total femoral BMC increased by
17%, total femoral BMD Increasad by 13%, distal femoral BMC increased by 8%, distal
feroral BMD Increased by 8%, femoral shaft BMC increased by 20%, and famoral shaft
BMD Increased by 18%. No PGE2-ike sido effects were seen In rals treated with 7-(2-(3-
hydroxy-4-phenyt-butyl)-6-cow-pyrrolidin-1-yi)-heptancio acid.

This data shows that 7-(2-{3-hydrosy-4-phenyl-bulyl}-5-com-pyrrolidin-1 4)-haepiancic
acid, an EP4 receptor selsctive PGE2 agonvst, stmulates bone formation and restores bone
in established osteopenic OVX rats.

GO
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CLAIMS

1. A method of treating a condition which presents with low bone mass in
a mammal comprising administering to sald mammal an EP4 recaptor selective
agonist, a prodrug thereof or a pharmaceoutically acceptable sak of salkd EP4 receptor
sslective agonist or of sald prodrug.

2 A method of claim 1 wherein said condition I3 osteoporosis, frality, an
osteoporotic fracture, @ bone defect, chidhood idiopathic bone loss, alveciar bone
loss, mandibular bone loes, bone fraciure, csteotomy, bone loss associated with
periodontitis, or proathatio ingrowth. '

A method of claim 2 wherein saki composition ls administered

A method of claim 2 wherein said composition ia administerad ocally.

A method of claim 2 wherein sald condition is fraiity.

A method of claim 2 wherein aald condition Is osteoporosis.

A method of claim 2 wherein said condition ls bone fracture or
fracture.

A method of clalm 1 wherein sald EP4 selective agonist is a

compound of Formula I

1ol

NN "a

u

1

a prodrug thereof or a phamaceutioally acceptabls sakt of sald compound or said
prodrug, wherein:

Q ls COOR®, CONHR" or tatrazal-5-y1;

A Is a single or cis double bond;

B Is a single or trans double bond;

Uls

H” “OH HO” “H o HO" ™.

</
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R® s a-thisnyl, phenyl, phenoxy, monosubstit.ited phenyl and monosubstituted
phenoxy, saki substituents being chioro, fioro, pheryl, methoxy, triifluoromstil or
(Cr-Ca)athyt;
R? s hydrogen, (C,-Cs)alicyl, phveny! or p-bipheny;
R*is COR" or SOR® and
R® Is phenyl or (C-Cealiyl.

8. A method of claim 8 whersin sald EP4 receptor selective agonistis a
compound of Formula | wherein Q Is 5-tetrazoiyl.

10. A method of clalm © wherein said compound le 5-{3-hydroxy-4-phenyl-
but-1-eryl)-1-{6-(1H-tetrezol-5-yl)- hexylpymolidin-2-one.

11. A method of claim 9 wherein eald compound is 5-(3-hrydroxy-4-phenyl-
buty!)-1-{8-(1H-tetrazol-5-y1)-hexyf}-pymolidin-2-one.

12. A method of claim 8 wherein saki EP4 receptor solective agonist Is a
compound of Formula | wherein Q is COOH.

13. A msthod of dlaim 12 wherein sald compound Is 7-(2-{3-hydroxy-4-
phenyl-butyl)-5-cxo-pyrrolicin-1-yf)-heptanolc acid.

14. A method of clalm 12 wherein sald compound Is 7-[2-(3-twydroxy-4-
phenyl-but-1-anyl)-5-cao-pyrrolidin-1-yil-heptancic ackd.
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ABSTRACT OF THE INVENTION

This invention Is directad to methods of treafing conditions which presant with
jow bone mass, particularly cstaoporosis, frallly, an osteoporotic fracture, a bone
defect, childhood idiopathic bone loss, alveolar bone loss, mandibular bone loss,
bone fracture, osteotomy, bone loes asaociated with periodontitis, or prosthetic
ingrowth comprising administering prostagiandin agonists which are EP4 receplor
selactive prostagiandin agonists. This invention s especially directed to those
methods wherein the EP4 recepior selective agonist Is a compound of Formuta I

e S g g B

U

i
wherein the warlables are as defined in the spacification.

¢3
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AGONISTAS SELECTIVOS DEL RECEPTOR EP4 EN EL TRATAMIENTO
DE LA OSBTEOPOROSIS
ED DE INVEN
Esta invenci6n se refiere a procedimientos y a
composiciones farmacéuticas que comprenden agonistas de
prostaglandina que son (itiles para prevenir la pérdida 6sea
O para restaurar o aumentar la masa Ssea y para potenciar
la curacién &6sea, incluyendo =l tratamienfo de trastornos
que se presentan con una masa 6sea reducida y/o defectos
Sseos en vertebrados, y en particular en mamiferos,
incluyendo seres humanos. Esta invencién se refiere de
forma especifica a procedimientos y a composiciones
farmacéuticas que comprenden agonistas de prostaglandinas
selectivos para el receptor EP4.

La osBteoporoeis es una enfermedad esqueletal

sistémica, caracterizada por una masa Ssea reducida y por
el deterioro del tejido 6seo, c¢con un incremento
consiguiente de la fragilidad del hueso y susceptibilidad
a fracturas. En los Estados Unidos, el trastorno afecta a
mis de 25 millones de personas y provoca mis de 1,3
millones de fracturas cada afio, que anualmente incluyen
500.000 fracturas de columna vertebral, 250.000 de cadera
Y 240.000 de mufleca. Las fracturas de cadera son la
congecuencia mide grave de la osteoporosis, muriendo un 5-

20% de pacientes en un perfodo de un afio, y quedando mis
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del 50% de los supervivientes fisicamente impedidos.

Los ancianos son los sujetos con un mayor riesgo de
osteoporosis y, por tanto, puede predecirse que el problema
aumente significativamente con el envejecimiento de 1la
poblacién. La incidencia de fractura en todo el mundo se
prevé que aumente tres veces durante los prSximos 60 afios,
y un estudio ha estimado que en el afioc 2050 serén 4,5
millones las fracturas de cadera en todo el mundo.

Las mujeres tienen un mayor riesgo de osteoporosis que
los varones. Las mujeres experimentan una brusca
aceleracién de la pérdida o6sea durante los cinco afios
posteriores a la menopausia. Otros factores que incrementan
el rieago incluyen fumar, abusc de alcohol, un modo de vida
sedentario y una ingesta baja de calcio.

Actualmente existen dos tipos principales de terapias
farmacéuticas para el tratamiento de la osteoporosis. El
primero es el uso de compuestos antiresorcién para reducir
la resorcién del tejido &seo. .

Los estrSgenocs son un ejemplo de un agente
antiresorcién. Es conocido que los estrbégenos reducen las
fracturas. Adem&s, Black et al., en el documento EP
0605193A1 describen que los eatrbdgencs, particularmente
cuando se toman oralmente, disminuyen 1los niveles
plasmidticos de LDL y elevan los de lipoproteinas de alta

densidad (HDL) beneficiosas. Sin embargo, los estrégencs

¥5
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son incapacees de restablecer el hueso hasta los niveles de
adultos j6venes en el esqueleto ya osteoporético. Ademds,
la terapia de estrbfgenos a largo plazo se ha relacionado
con una serie de trastornos gue incluyen un incremento en
el riesgo de céncer de (tero, céncer endometrial y
posiblemente céncer de mama, provocando que muchas mujeres
eviten este tratamiento. Los efectos secundarios
significativos indeseables asociados a la terapia de
estrbSgenos apoyan la necesidad de desarrcllar terapias
alternativas para la osteoporosis que tengan el efecto
deseable sobre las LDL en suero perco que no provoguen
efectos indeseables.

Un sequndo tipo de terapia farmacéutica para el
tratamiento de la osteoporosis es el uso de agentes
anabSlicos para promover la formacién de huesc e
incrementar la masa 6sea. Se espera que esta clase de
agentes restablezca el hueso en el esqueleto ya
osteoporético.

En loe documentos de Gran Bretafia 1478281, 1479156 y
en las patentes de los Estados Unidos n™ 4.175.203,
4.055.596, 4,175.203, 3.987.091 y 3.991.106 se describen
ciertos agonistas de prostaglandinas por ser {itiles como,
por ejemplo, vasodilatadores renales.

La patente de los Estades Unidos n* 4.033.996 describe

ciertas 8-aza-9-oxo(y dioxo) -tia-11,12-secoprostaglandinas

g6



10

15

20

25

-4-
que sBon Gtiles como vasodilatadores renales, para la
prevencién de la formacién de trombos, para inducir la
liberacién de hormona del crecimiento y como reguladores de
la respuesta inmune.

La patente francesa n®* 897.566 describe ciertos
derivados de aminodcidos para el tratamiento de
enfermedades neurolégicas, mentales o cardiovasculares.

J. Org. Chem. 26; 1961; 1437 describe el &4cido N-
acetil-N-bencil-p-aminofenilmercaptoacético.

La patente de los Estados Unidos n® 4.761.430 describe
ciertos compuestos arilbencencsulfonamida como agentes para
reducir los lipidos.

La patente de los Estados Unidos n® 4.443.477 describe
ciertos &cidos sulfonamidofenilcarboxilicos como agentes
para reducir los lipidos.

La patente de los Estados Unidos n® 3.528.961 describe
ciertos derivados de ¢-caprolactama como colorantes.

La patente de los Estados Unidos n* 3.780.095 describe
ciertos dcidos anilinocarboxilicos acilados como
coleréticos.

La patente de los Estados Unidos n® 4.243.678 describe
ciertos &cidos acilhidrocarbilaminocalcanoicos por tener
utilidad en el tratamiento de flceras gistricas, como
inhibidores de la excrecién de las gl&ndulas sebéceas y

para combatir la inflamacién cuténea.
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La patente de los Estados Unidos n* 4.386.031 describe
ciertos &cidos N-benzoil-w-anilinoalcanocarboxilicos como
agentes antialérgicoe, inhibidores de 1la agregacién
trombb6tica, agentes antiinflamatorios y agentes para

reducir los lipidos.

Ademis de osteoporosis, aproximadamente 20-25 millones
de mujeres y un nimero en aumento de hombres sufren
fracturas vertebrales detectables como consecuencia de una
masa 68ea reducida, con unas 250.000 fracturas de cadera
adicionales anuales descritas sclamente en los Estados
Unidos. El c¢aso anterior esti asociado a una tasa de
mortalidad del 12% en los dos primeros afios y a una tasa
del 30% de pacientes que requieren cuidados asistenciales
a domicilio después de la fractura. Aunque esto es ya
significativo, es de esperar que aumenten lag consecuencias
econSmicas y médicas de la convalecencia debida a una
curacién lenta o imperfecta de estas fracturas de hueso, a
causa del envejecimiento de la poblacién general.

Los estr6genos han demostrado (Bolander et al., 38th
Annual Meeting Orthopedic Research Society, 1992) que
mejoran la calidad de 1la curacién de fracturas
apendiculares. Por tanto, la terapia de sustitucién de
estrégenocs podria ser procedimiento eficaz para el

tratamiento de reparacién de fracturas. Sin embargo, el
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cumplimiento del paciente con la terapia de estrfgenos es
relativamente malo debido a sus efectos secundariocs, que
incluyen la reaparicién de la menstruacién, mastodinia y un
mayor rieago de céncer de (Gtero, un mayor riesgo percibido
de céncer de mama, y el usc concomitante de progestinas.
Ademis, los hombres son propensos a objetar el uso del
tratamiento con estrSgenos. Existe la necesidad de una
terapia que sea beneficiosa para pacientes que han sufride
fracturae Sseas debilitantes y que aumente el cumplimiento
del paciente.

Se ha demostrado que la prostaglandina E2 (PGE2) puede
restaurar el hueso en un modelo de rata ovariectomizada
(OVX) , un modelo de ostecporosis poatmenopausica. Ke, H.Z.,
et al., Bone, 23:249-255, 1998. Sin embargo, existen graves
efectos secundarios asociados con la PGE2. Jee., W.S5.8. and
Ma, Y.F. Bone 21:297-304, 1997.

Aunque existen una serie de terapias para la
osteoporosis, existe una continua necesidad Y una blisqueda
continua en este campo de la técnica de terapias
alternativas para la osteoporosis. Por otro lado, existe
una necesidad de terapias para la curacién de las fracturas
6seas. Ademds, existe una necesidad de terapias que puedan
promover un nuevo crecimiento en ireas eaqueletales en las
que existan defectos tales como defectos provocados o

producidos por, por ejemplo, tumores en el hueso. Ademis,
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existe una necesidad de terapias que puedan promover un
nuevo crecimiento en las &dreas esqueletales en las que
estdn indicados injertos 6seos.
SUMARIO DE LA INVENCIGN

Eeta invencién se refiere a procedimientos para tratar
un trastorno que presenta una masa O6sea reducida en un
mamifero, gque comprende administrar a dicho mamifero un
agonista selectivo del receptor EP4, uno de sus proflrmacos
o una sal farmacéuticamente aceptable de dicho agonista
selectivo del receptor EP4 o de dicho proférmaco.

La invencién se refiere en particular a dichos
procedimientos en los que dicho trastorno es osteoporosis,
fragilidad, una fractura ostecporética, un defecto 6seo,
pérdida 6sea idiop&tica de la nifiez, pérdida &Ssea alveolar,
pérdida Ssea mandibular, fractura 6sea, osteotomia, pérdida
6sea apociada a periodontitis o© crecimiento interno
protésico. En los procedimientos preferidos de esta
invencién, el agonista selectivo del receptor EP4 se
administra por via sistémica, por ejemplo, por via oral,
subcuténea, intramuscular o por aerosol. En otros
procedimientos preferidos de esta invencién, el agonista de
EP4 se administra localmente.

Los procedimientos de esta invencién son especialmente
Gtiles cuando dicho trastorno es fragilidad.

Los procedimientos de esta invencién son especialmente
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iitiles cuando dicho trastornoc es osteoporosis.

Los procedimientos de esta invencidn son especialmente
Gdtiles cuando dicho trastorno fractura &sea o fractura
osteoporética.

Los agonistas Belectivos de EP4 preferidos paxa usar
en los procedimientos de esta invencién incluyen los

compuestos de F6rmula I:

NN "N

R
u

|
los profirmacos de los mismos y las sales farmacéuticamente
aceptables de dichos compuestos o de dichos profdrmacos, en
la que:
Q es COOR), CONHR' o tetrazol-5-ilo;
A es un enlace sencillo o cise-doble;
B es un enlace sencillo o trans-doble;

U es

>

H” “OH , HO” “H HO

R! es a-tienilo, fenilo, fenoxi, fenilo monosustituido y

fenoxi monosustituido, siendo dichos sustituyentes cloro,

qi
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fluoro, fenilo, metoxi, trifluorometilo o alquilo C,-C,;
R} es hidrégeno, alquilo C,-C;, fenilo o p-bifenilo;
R' es COR® o SO,RS; y
R’ es fenilo o alquilo C;-Cs.

Un grupo preferido de agonistas selectivos del
receptor EP4 de F6rmula I para usar en los procedimientos
de esta invencifn son aquellos compuestos de Férmula I en

los que Q es 5-tetrazolilo y U es

oy

H OH

que forman compuestos que tienen la férmula I*,

Los compuestos particularmente preferidos dentro de
este grupo incluyen 58-(4-3-(cloro-fenil)-3R-hidroxi-
butil)-1-(6-(2H-tetrazol-5-il)-hexil-pirrolidin-2-ona;5Ss-
(3R-hidroxi-4~(3-trifluorometil-fenil) -butil)-1- {6~ (2H-
tetrazol-5-il) -hexil) -pirrolidin-2-ona; 5R- (3S-hidroxi-4-
fenil-but-1-enil)-1-[6-(1H-tetrazol-5-il)-hexil]-

pirrelidin-2-ona; y 58- (3R-hidroxi-4-fenil-butil) -1-[6- (1RB-
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tetrazol-5-il) -hexil] -pirrolidin-2-ona.

Otro grupo preferido de agonistas selectivos del
receptor EP4 de F6rmula I para usar en los procedimientos
de esta invencién son aquellos compuesteos de Férmula I en
los que Q es COOH. Los compuestos particularmente
preferidos dentro de este grupo incluyen el &cido 7-{2S-
[3R~-hidroxi-4- (3-fenoxi-fenil) -butil] -5-oxo-pirrolidin-1-
il}-heptanoico; el 4cido 7- (28- (3R-hidroxi-4- (3~
trifluorometil-fenil) -butil)-5-oxo-pirrolidin-1-il) -
heptanoico; el &cido 7-{2S-[4-(3-cloro-fenil)-3R-hidroxi-
butil] -5-oxo-pirrolidin-1-il}-heptanoico; el &cido 7-(2S-
(3R-hidroxi-4-fenil-butil)-5-oxo-pirrelidin-1-il) -
heptanoico; y el &cido 7-[2R-(3S-hidroxi-4-fenil-but-1-
enil) -5-oxo-pirrelidin-~1-il] -hestanoico.

Preferiblemente, se tratan mujeres postmenopfusicas y
hombres mayores de 60 afioe. También 8e prefieren
individuos, independientemente de su edad, que tienen una
masa O6sea significativamente reducida, es decir, una
desviacién tipica mayor o igual a 1,5 desviaciones
estindares por debajo de los niveles de jévenes normales.

En Jlos procedimientos de esta invencién, los
trastornos que presentan una mesa Osea reducida incluyen
trastornos tales como, por ejemplo, osteoporosis, pérdida
6gea idiopatica de la infancia, pérdida &sea alveolar,

pérdida 6sea mandibular, fractura &sea, osteotomia, pérdida

93
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6sea asociada a periodontitis y crecimiento interno
protésico.

También se incluyen procedimientos para tratar la
"osteoporosie secundaria", dentro de los procedimientos de
eata invencién. "Osteoporosis secundaria" incluye
osteoporosis inducida por glucccorticoides, osteoporosis
inducida por hipertiroidismo, osteoporosis inducida por
inmovilizacién, osteoporosis inducida por heparina u
osteoporoeis inducida por inmunosupresores en un
vertebrado, por ejemplo un mamifero (incluyendo a un ser
humano} . Eastos procedimientos se llevan a cabo
administrando a dicho vertebrado, por ejemplo un mamifero,
una cantidad para tratar la "osteoporosis secundaria® de un
agonista de prostaglandina selectivo para el receptor EP4,
uno de sus profSfrmacos © una sal farmacéuticamente
aceptable de dicho agonista de prostaglandina selectivo
para el receptor EP4 o de dicho profirmaco.

Otro aspecto adicional de la presente invencién se
refiere a procedimientos para reforzar un injerto 6seo,
inducir sindstosis vertebral, potenciar la extensién de los
huesos largos, potenciar la curacién &Ssea después de una
reconstruccibén facial, una reconstruccién maxilar y/o una
reconstruccién mandibular en un vertebrado, por ejemplo un
mamifero, (incluyendo a un ser humano) que comprende

administrar a dicho vertebrado, por ejemplo un mamffero que
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se somete a reconstruccidn maxilar, a reconstruccién facial
o a reconstruccién mandibular, una cantidad potenciadora
del hueso de un agonista de prcstaglandina selectivo para
el receptor EP4, uno de sus profdrmacos, o una sal
farmacéuticamente aceptable de dicho agonista de
prostaglandina selectivo para el receptor EP4 o de dicho
profirmaco. Loe agonistas de prostaglandina selectivos para
el receptor EP4 de esta invencién se pueden aplicar de
forma local en el lugar de la reconstruccién 6sea o se
pueden administrar por via eistémica.

Una dosis preferida varia de aproximadamente 0,001 a
aproximadamente 100 mg/kg/dia de un agonista selectivo del
receptor EP4, de uno de sus profidrmacos o de una sal
farqtacéuticamente aceptable de dicho compuesto o de dicho
profdrmaco. Una dosis especialmente preferida varfa de
aproximadamente 0,01 a aproximadamente 10 mg/kg/dfa de un
agonista pselectivo del receptor EP4, de uno de sus
profirmacos o de una sal farmacéuticamente aceptable de
dicho compuesto o de dicho prof&rmaco.

La frase "trastorno{s) que presenta(n) una masa &sea
reducida" se refiere a un trastorno en el que el nivel de
masa 6sea es inferior al normal especifico para la edad,
como se define en las normas de la Organizacién Mundial de
la Salud."hssesment of Practure Risk and its Application

to Screening for Postmencpausal Osteoporosis {(1994) . Report

9
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of a World Health Organization Study Group. World Health
Organization Technical Series 843". En "trastorno({s) que
presenta(n) una masa ésea reducida" se encuentra incluida
la osteoporosis primaria y secundaria, tal y como se han
descrito antes. Ademis, se incluye enfermedad periodontal,
pérdida O6sea alveolar, pérdida O6sea por osteotomia y
pérdida O&ésea idiopitica de la infancia. La frase
“trastorno(s) que presenta{n) una masa &6eea reducida"
también incluye las complicaciones a largo plazo de la
osteoporosis como curvatura de la columna vertebral,
pérdida de peso y cirugia protésica.

La frase "trastorno(s) gue presenta(n) una masa Ssea
reducida" se refiere también a un vertebrado, por ejemplo
un mamifero, conocido por tener wuna posibilidad
significativamente mayor que la media de desarrollar las
enfermedades que se describen anteriormente, incluyendo
osteoporosis {por ejemplo, mujeres postmenop&usicas,
hombres mayores de 50 afios). Otros usos que aumenten o
potencien la masa &sea incluyen la restauracién &sea,
incrementar la velocidad de curacién de fracturas &seas,
reemplazar la cirugia de injertos &6seos totalmente,
potenciar el iIndice de éxitos de los injertos &Gseos, la
curacién 6sea después de una reconstruccién facial o una
reconstruccidn maxilar o una reconstruccién mandibular, el

crecimiento interno protéeico, la sinéstosis vertebral o la
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extensién de huesos largos.

Los procedimientos de esta invencién también pueden
usarse combinados con dispositivos ortopédicos como
estructuras de fusién espinal, equipo de fusién espinal,
dispositivos de fijacién 6sea internos y externos,
tornillos y clavos.

Los expertos en la técnica reconocerin que el término
masa 6sea se refiere realmente a la masa Ssea por unidad de
superficie, que en algunas ocasiones (aunque no de forma
estrictamente correcta) se denomina densidad mineral del
hueso.

El término "tratar", "trato" o "tratamiento", tal como
se usa en la presente, incluye el tratamiento preventivo
{(por ejemplo, profil&ctico) y paliativo y curativo.

El término "farmacéuticamente aceptable" significa que
el portador, vehiculo, diluyente, excipientes y/o sal deben
ser compatibles con el resto de ingredientes de 1la
formulacibén, y no perjudicar al receptor de las mismas.

La expresidn "profdrmacos” se refiere a compuestos que
son precursores farmacolégicos que, después de 1la
administracidn, liberan el firmaco in vivo a través de un
procedimiento quimico o fisiolégico (por ejemplo, un
profdrmaco que se lleva al pH fisiolégico o por medio de la
accién de una enzima se convierte en la forma farmacolbgica

deseada). Los profarmacoe ejemplo liberan tras el corte el

&
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compuesto farmacolégico activo correspondiente.

La expresidén "sal farmacéuticamente aceptable" se
refiere a sales aniénicas no téxicas que contienen aniones
tales como (pero no limitados a elleos) cloruro, bromuro,
yoduro, sulfato, bisulfato, fcefato, acetato, maleato,
fumarato, oxalato, lactato, tartrato, citrato, gluconato,
metanosulfonato y 4-toluencsulfonato. La expresién se
refiere también a sales catidnicas no téxicas tales como
(pero no limitadas a ellae) Bsales de eodio, potasio,
calcio, magnesio, amonio o benzatina protonada (N,N’-
dibenciletilendiamina), colina, etanolamina, dietanolamina,
etilendiamina, meglamina (N-metil-glucamina), benetamina
(N-bencilfenetilamina), piperazina o trometamina (2-amino-
2-hidroximetil-1, 3-propanodiol) .

Los procedimientos de la presente invencién dan lugar
a la formacién de hueso, dando lugar a una disminucién del
nimero de fracturas. Esta invencién aporta una contribucién
significativa a la técnica proporcionando procedimientos
que aumentan la formacién de hueso, dando como resultado la
prevencién, retraso y/o inversién de la osteoporosis y de
los trastornos 6seos relacionados.

Esta invencién se refiere también a compuestos
seleccionados de &cido 7-{258-{3R-hidroxi-4-(3-fenoxi-
fenil) -butil)] -5-oxo-pirrolidin-i-il}-heptancico;58- (4-(3-

(cloro-fenil) -3R-hidroxi-butil)-1-(6- (2H-tetrazol-5-il) -
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hexil-pirrolidin-2-ona; &cido  7-(25- (3R-hidroxi-4-(3-
trifluorometil-fenil) -butil)-5-oxo-pirrolidin-1-il) -
heptanoico; 4&cido 7-{28-[4-(3-cloro-fenil)-3R-hidroxi-
butil] -5-oxo-pirrolidin-1-il}-heptanoico; y 58- (3R-hidroxi-
4-(3-trifluorometil-fenil)-butil) -1-(6- (2H-tetrazol-5-il) -
hexil) -pirrolidin-2-ona.

Esta invencifn se refiere también particularmente al
&cido 7-{26-[3R-hidroxi-4-(3-fenoxi-fenil)-butil]-5-oxo-
pirrolidin-1-il}-heptanoico.

Esta invencién Be refiere también particularmente a
58- (4- (3- (cloro-fenil) -3R-hidroxi-butil)-1-(6- (2H-tetrazol -
5-1il1) -hexil-pirrolidin-2-ona.

Esta invencidn se refiere también particularmente al
dcido7-(2S- (3R-hidroxi-4-(3-trifluorometil-fenil) -butil) -
5-oxo-pirrolidin-1-il) -heptanocico.

Esta invencién se refiere también particularmente al
&cido  7-{28-[4-(3-cloxro-fenil)-3R-hidroxi-butil] -5-oxo-
pirrolidin-1-il}-heptanoico.

Esta invencién se refiere también particularmente a
58- (3R-hidroxi-4- (3-trifluorometil-fenil) -butil)-i-(6- (2H-
tetrazol-5-il) -hexil) -pirrolidin-~2-ona.

A partir de la memoria descriptiva y 1las
reivindicaciones que describen la invencifn serén evidentes
otras caracteristicas y ventajasa.

DESCRIPCI DETALLADA LA INVENCI

71
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Como agonista selectivo del receptor EP4 de esta
invencién se puede usar cualquier agonista selectivo del
receptor EP4. Ios agonistas selectivos de EP4 son
compueetos que tienen una ICS50 en el receptor EPl, EP2 y
EP3 que es al menos 10 veces mayor que la IC50 en el
subtipo de receptor EP4. Por ejemplo, el &cido 7-(2-(3-
hidroxi-4-fenil-butil) -5-oxo-pirrolidin-1-il) -heptanoico es
un agonista de PGE2 selectivo para el receptor EP4 con una
IC50 de unidén al receptor EP4 de 16 nM. En todos los demés
subtipos de receptor EP, incluyendo los subtipos de
receptor EPl, EP2 y EP3, la IC50 para el &cido 7-(2-(3-
hidroxi-4-fenil-butil) -5-oxo-pirrolidin-1-il) -heptanocico es
mayor-de 3200 nM.

Los compuestos de FSrmula T se pueden preparar como se
describe en el documento de los Eestados Unidos 4.177.346,
de cesidn comin y que se incorpora en la presente como
referencia.

Todos los agonistas selectivos del receptor EP4 usados
en los procedimientos de esta invencidn esté&n adaptados al
uso terapéutico como agentes que estimulan la formacién
ésea y aumentan la masa 6sea en vertebrados, por ejemplo
mamiferos y en particular en seres humanos. Puesto que la
formacién 6sea estd muy relacionada con el desarrollo de
osteoporosis y trastornoe relacionados con los huesos, los

agonistas usados en los procedimientos de esta invencién,
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en virtud de su accién 6sea, previenen, detienen y/o
invierten la osteoporosis.

La utilidad de loes agonistas selectivos de EP4 usados
en los procedimientos de la presente invencién como agentes
medicinales en el tratamiento de trastornos qué presentan
una masa &sea reducida (por ejemplo, osateoporosis)} en
vertebrados, por ejemplo mamiferos (por ejemplo, seres
humanos, particularmente en la mujer) se demuestra por la
actividad de estos agonietas en ensayos convencionales,
incluyendo un ensayo de unién al receptor, un ensayo de AMP
ciclico, un ensayc in vive y el ensayo de curacién de la
fractura, todoe los cuales se describen mis adelante. Tales
ensayos proporcionan también un medio mediante el cual
comparar las actividades de los agonistas selectivos de EP4
entre 8l y con las actividades de otros compuestos y
composiciones conocidos. Los resultados de estas
comparaciones son (tiles para determinar los niveles de
dosificacién en vertebrados, por ejemplo mamiferos,
incluyendo seres humanos, para el tratamiento de tales
enfermedades.

Ensa in vi

La actividad de los agentes anabb6licos 6seos en la
estimulacitn de la formacién Ssea y el aumento de la masa
S6sea se puede comprobar en ratas intactas macho o hembra,

o ratas macho (orquidectomizadas) o hembra

jol
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(ovariectomizadas) deficientes en hormonas sexuales.

Se pueden utilizar en el estudio ratas macho o hembra
de diferentes edades (tal como de tres meses de edad). Las
ratas pueden estar intactas o bien castradas
(ovariectomizadas u orquidectomizadas), y se inyectan
subcutineamente o se dosifican por sonda nasogéstrica con
agonistas de prostaglandina en diferentes dosis (tal como
1, 3 6 10 mg/kg/dia) durante 30 dias. En las ratas
castradas, el tratamiento se comienza en el dia posterior
a la cirugfia (con el prop6sito de prevenir la pérdida 6sea)
o en el momento en el que ya se ha producido la pérdida
ésea (con el propbsito de recuperar la masa Ssea). Durante
el estudio, se permite el libre acceso de todas las ratas
a agua y una dieta comercial en grénulos (Teklad Rodent
Diet N° 8064, Harlan Teklad, Madison, WI) que contiene
1,46% de calcio, 0,99% de fésforo y 4,96 UI/g de Vitamina
D,. Todas las ratas reciben inyecciones subcut&neas de 10
mg/kg de calceina en los dias 12 y 2 antes del sacrificio.
Se sacrifican las ratas. Se determinan los siguientes
paridmetros:

Medidas miner 1 hu emoral :

Se extirpa el fémur derecho de cada rata en autopsia
y se explora utilizando absorciometria de rayos X de doble
haz (DXA, QDR 1000/W, Hologic Inc., Waltham, MA) equipado

con el programa informitico "Regional High Resolution Scan”

)02
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{Hologic Inc., Waltham, MA)., El1 tamaflo del campo de

"exploracién es de 5,08 x 1,902 cm, la resolucién es de

0,0254 x 0,0127 cm Y la velocidad de exploracidn es de 7,25
mm/seg. Se analizan las imigenes de la exploracién femoral
y se determina el &rea Ssea, contenido mineral Sseo (BMC)
y densidad mineral &6sea (BMD) del fémur completo (WF),
metéfisie femoral dietal (DFM), diidfisis femoral (FS) y
fémur proximal (PF).

Andlisis higto trji del o tibial:

Se extirpa la tibia derecha en la autopsia, Bse
disecciona todo el misculo y se corta en tres partes. Se
fijan la tibia proximal y la diifisis tibial en etanol al
70%, se deshidrata en concentraciones graduadas de etanol,
se desengrasa en acetona y después se introduce en
metacrilato de metilo ({Eastman Organic Chemicals,
Rochester, NY).

Se cortan las secciones frontales de la met&fisis
tibial proximal con un espesor de 4 y 10 um, utilizando un
microtomo Reichert-Jung Polycut 5. Las secciones de 4 um se
tifien con tinte modificado Trichrome de Masson, mientras
que las Becciones de 10 um permanecen sgin teflir. Se
utilizan una seccién de 4 um y una de 10 um de cada rata
para histomorfometria de huesc canceloso.

Se cortan las secciones transversales de la diadfisis

tibial de 10 um de espesor utilizando un microtomo

/9%
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Reichert-Jung Polycut 8. Estas secciones se utilizan para
andlipis histomorfométrico del hueso cortical,

Hiptomorfometria de hueso capceloso: Se utiliza un
sistema de histomorfometria Biogquant 0S/2 (R&M Biometrics,
Inc., Nashville, TN) para las medidas histomorfométricas
est@ticas y dindmicas de la parte esponjoea secundaria de
la met&fisis tibial proximal entre 1,2 y 3,6 mm distal a la
unién de crecimiento placa-epifiseal. L.os primeros 1,2 mm
de la regién metafiseal tibial necesitan ser omitidos para
limitar las medidas a la parte esponjosa secundaria. Se
utilizan las Becciones de 4 um para determinar los indices
relacionados con el volumen ©&6seo, estructura 6sea Yy
resorcién 6sea, mientras que las secciones de 10 mm se
utilizan para determinar los Indices relacionados con la
formacién y regeneracién del hueso.

I) Med 8 los r iona on el volu
estructura 6seo trabecular: (1) Area total metafiseal (TV,
mm?) : Area metafiseal entre 1,2 y 3,6 mm distal a la unién
placa-epifiseal de crecimiento. (2) Area &Ssea trabecular
(BV, mm?): Area total de trabécula en TV. (3) Perimetro
6seo trabecular (BS, mm): La longitud del perimetro total
de la trabécula. (4) Volumen &6seoc trabecular (BV/TV, %):
BV/TV x 100. (5) Ndmero &6seo trabecular (TBN, N°/mm):
1,199/2 x BS/TV. (6) Espesor &seo trabecular (TBT, um):

(2.000/1,199) x (BV/BS). (7) Separacidn 6sea trabecular

S
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(TBS, pm): (2.000 x 1,199) x (TV-BV).
Medi cél relacion con 1 esorci

S6sea: (1) Nimero de osteoclastos (OCN, N°): N°* total de
osteoclastos en el &rea metafiseal total. (2) Perimetro de
osteoclasto (OCP mm): longitud del perimetro trabecular
cubierto por osteoclastos. (3) N°/mm de osteoclastos
(OCN/mm, N*/mm) : OCN/BS. (4) Perimetro porcentual cubierto
por osteoclastos (%0CP, %): OCP/BS x 100.

Med i dlcul elacj dos on 1
regeneracidn [o) i6n 6sea: (1) Perimetro con una marca
de calceina (SLS, mm): 1longitud total del perimetro
trabecular con una marca de calceina. (2) Perimetroc con dos
marcas de caiceina (DLS, mm) : Longitud total del perimetro
trabecular con dos marcas de calcefna. (3) Anchura entre
marcas (ILW, um): Distancia prcmedic entre dos marcas de
calceina. (4) Perimetro porcentual de mineralizacidn (PMS,
%¥): (SLS/2 + DLS)/BS% x 100. (5) Velocidad de depésito
mineral (MAR, pm/dia): ILW/intervalo entre marcas. (6)
Velocidad de formacién de hueso/superficie de ref. (BFR/BS,
ped/d/um) : (SLS/2 + DLS) x MAR /BB. (7) Velocidad de
regeneracién 6sea (BTR, %/y): (8LS/2 + DLS) x MAR /BV x
100.

Hiptomorfometria cortical fsea: SBe utiliza un sistema
histomorfométrico Bioquant 08/2 (R&M Biometrics, Inc.,

Nashville, TN) para 1las medidas histomorfométricas

(05~
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estidticas y dinfimicas de la didfisis tibial en las medidas
del hueso cortical en la di&fisis tibial. Se mide el &rea
tisular total, &rea de la cavidad de la médula, perimetro
periosteal, perimetro endocortical, perimetro con una
marca, perimetro con dos marcas y anchura entre marcas en
ambas superficies periosteales y endocorticales, y se
calculan el &rea Ssea cortical (&4rea tisular total - &rea
de cavidad de la médula), &rea porcentual cortical ésea
(drea cortical/&rea del tejido total x 100), é&rea
porcentual de médula (4rea de cavidad de la médula/&rea del
tejido total x 100), perimetro porcentual periosteal vy
endocortical marcado [(perimetro con una marca/2 +
perimetro con 2 marcas) /perimetro total x 100] velocidad de
depSsito mineral (anchura entre marcas/intervalos) vy
velocidad de formaciédn de hueso [velocidad de depésito
mineral x [(perimetro con una marca/2 + perimetro con dos
marcas) /perimetro total].
Estadisticas

Se pueden calcular loe datos estadisticos utilizando
paquetes Stat View 4.0 (Abacus Concepts, Inc., Berkeley,
CA). Se utiliza la prueba de andlisis de varianza (ANOVA)
seqguida de PLSD de Fisher (Stat View, Abacus Concepts Inc.,
1918 Bonita Ave, Berkeley, CA 94704-1014) para comparar las
diferencias entre grupos.

D inacién evacién CcAMP lineas
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célul 293-5 e res f le los
xr toxr rec i tes EP

Los cDNA, gque representan los marcos dé lectura
abierta completa de los receptores humanos EP,, se generan
por reaccién en cadena con polimerasa de la transcriptasa
inversa utilizando cebadores oligonuclebtidos basados en
secuencias publicadas (1) y RNA de células de pulmén humano
primariaes (EP,) como moldea. Bl cDNA se clona en el sitio
de clonacién miGltiple de pcDNA3 (Invitrogen Corporation,
3985B Sorrento Valley Blvd., San Diego, CA 92121) y se usa
para transfectar célulaes de rifién de embrién humano 293-8S
por la via de coprecipitacién con fosfato de calcio. Las
coloniae resistentes a G418 se expanden y se analizan las
uniones especificas [*H]PGE,. Las células transfectadas que
muestran niveles altos de uniones especificas a [*H] PGE, se
caracterizan adicionalmente mediante andlisis de Scatchard
para determinar Bmax y Kds para PGE,. Las lf{neas
seleccionadas para el rastreo de compuestos tienen
aproximadamente 256.400 receptores por célula y un Xd = 2,9
nM para PGE, (EP,). La expresién constitutiva del receptor
en las células madre 293-S es insignificante. Las células
se mantienen en RPMI suplementado con suero bovino fetal
(10% final) y G418 (700 ug/ml final).

Las respuestas de cAMP en las lineas 293-S/EP, se

determinan por separacifn de células de los matraces de

/°
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cultivo en 1 ml de PBS deficiente en Ca** y Mg*t por
agitacién vigorosa, ailadiendo RPMI exento de suero hasta
una concentracién final de 1 x 10° células/ml y afiadiendo
3-isobutil-l-metilxantina {IBMX) hasta una concentracién
final de 1 mM. Se toman inmediatamente alfcuotas de 1 ml de
la suspensién de células en tubos de microcentrifuga con
tapén de rosca de 2 ml y se incuban durante 10 minutos,
destapados, a 37°C, con una humedad relativa del 95% y S%
de CO,. El compuesto a analizar se afiade a las cé&lulas en
diluciones 1:100 de forma que las concentracionea finales
de DMSO o etanol sean del 1%. Inmediatamente después de
afiadir el compuesto, se tapan los tubos, se mezclan
invirtiéndolos 2 veces y Be incuban a 37° durante 12
minutoa. Las muestras son entonces lisadas por incubacién
a3 100°C durante 10 minutoe e inmediatamente enfriadas sobre
hielo durante 5 minutos. I.os restos celulares se sedimentan
por centrifugacién a 1.000 g durante 5 minutos, y loe
lisados aclarados se transfieren a tubos limpios. Las
concentraciones de cAMP se determinan utilizando un eatuche
de radioinmunoensayc de cAMP disponible comercialmente
(NEK-033, DuPont/NEN Research Products, 549 Albany St.,
Boston, MA 02118) después de diluir los lisados aclarados
1:10 en solucién tampén de andlisis cAMP RIA (incluida en
el estuche). Normalmente, se tratan las células con 6 a 8

concentraciones del compuesto a analizar en incrementos
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logaritmicos. Los cdlculos de EC50 se realizan mediante una
calculadora utilizando anélisie de regresién lineal en la
porcién lineal de las curvas de respuesta a la dosis.
Referencias

1. Regan, J.W. Bailey, T.J. Pepperl, D.J. Pierce, K.L.
Bogardus, A.M. Donelleo, J.E. Fairbairn, C.E. Kedzie, K.M.
Woodward, D.F. y Gil, D.W. 1994 Cloning of a Novel Human
Prostaglandin Receptor with Characteristics of the
Pharmacogically Defined EP, Subtype. Meol. Pharmacology
46:213-220.

Engayo la 16n B ore de 1
ndin

Preparacién de la membrana: Todas las preparaciones se
realizan a 4°C. Las células transfectadas que expresan
receptores tipo 1 de prostaglandina E, (EP,), tipo 2 (EP;),
tipo 3 (EP;) o tipo 4 (EP,) se recogen y suspenden hasta 2
millones de células por ml en solucibén tampédn A [Tris-HCl
50 mM (pH 7,4), MgCl; 10 mM, EDTA 1 mM, péptido Pefabloc 1
mM, (Boehringer Mannheim Corp., Indianapolis, IN), péptido
Phosporamidon 10 uM (S8igma, S8t. Luis, MO), péptido
Pepstatina A 1 uM (Bigma, St. Luis, MO), péptido
Elastatinal 10 uM (Sigma, St. Luis, MO), péptido Antipaina
100 uM (Sigma, St. Luis, MO)]. Las células se lisan por
sonicacién con un scnicador Branson (modelo N° 250, Branson

Ultrasonics Corporation, Danbury, CT} en dos impactos de 15
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segundos. Se eliminan las células no lisadas y los restos
por centrifugacién a 100 g durante 10 minutos. Las
membranas se recogen entonces por centrifugacibén a 45.000
g durante 30 minutos. L&s membranas sedimentadas =se
resuspenden hasta una concentracién de 3 a 10 mg de
proteina por ml, determinfndose 1la concentracién de
proteina por el procedimiento de Bradford [Bradford, M.,
Anal. Biochem., 72, 248 {(1976)]. Las membranas
resuspendidaa se conservan congeladas a -80°C hasta su uso.

Ensayo de unifén: Las membranas congeladas preparadas
de la forma descrita anteriormente son descongeladas y
diluidas hasta 0,5 mg/ml (para EP2 de rata) o 0,3 mg/ml
(para EP4 de rata) en solucién tampén A. Se combina un
volumen de preparacién de membrana con 0,05 volGmenes del
compuesto de prueba o solucidén tampsn y un volumen de *H-
prostaglandina E, 3 nM (N° TRK 431, Amersham, Arlington
Heights, IL) en solucién tampén A. La mezcla (volumen total
205 ul) se incuba durante una hora a 25°C. Lae membranas se
recuperan entonces por filtracién en filtros de fibra de
vidrio del tipo GF/C (N° 1205-401, Wallac, Gaithersburg,
MD) utilizando un recolector Tomtec (modelo Mach II/96,
Tomtec, Orange, CT). Lag membranas con unién M-
prostaglandina E; quedan retanidas en el filtro, mientras
que la solucién tampén y la ’H-prostaglandina E, no unida

pasa por el filtro y se desecha. Cada una de las muestras

K2
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Be lava entonces tres veces con 3 ml de [Tris-HCl 50 mM (pH
7,4), MgCl, 10 mM, EDTA 1 wM]. Los filtros se secan
entonces mediante calentamiento en un horno de microondas.
Para determinar la cantidad de *H-prostaglandina unida a
las membranas, se colocan los filtros secos en bolsas de
plistico con liquido de centelleo y se hace el recuento en
un lector LKB 1205 Betaplate (Wallac, Gaithersburg, MD).
Lae IC50 se determinan a partir de la concentracién del
compuesto de ensayo neceesaria para desplazar el 50% del
enlace especifico *H-prostaglandina E,.

Las células 2938 que expresan los receptores E; de lae
prostaglandinas EP;, o EP, 8e generan conforme a
procedimientos bien conocidoe por los expertos en la
técnica. De forma tipica, s8e preparan cebadoreas PCR
(reaccién en cadena con polimerasa), que corresponden a los
extremos terminales 5’ y 3’ del receptor de longitud total
publicado, c¢onforme a procedimientos bien conocidos
descritos anteriormente y se usan en una reaccién RT-PCR
usando el RNA total de rifiébn de rata para los receptores
EP, y EP,.

La secuencia de codificacién de longitud completa para
el receptor EP2 de rata se prepara como se describe en
Nemoto et al., Prostaglandins, 1997, 54, 713-725. La
pecuencia de codificaci6tn de longitud completa para el

receptor EP4 de rata se prepara como se describe en Sando

141
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et al., Biochem. Biophys. Res. Comm., 1994, 200, 1329-1333.
Estos receptores de longitud completa se usan para preparar
las células 2935 que expresan los receptores EP2 y EPA.

La secuencia de codificacién de longitud completa para
el receptor EP1 ge prepara como se describe en Funk et al.,
Journal of Biological Chemistry, 1993, 268, 26767-26772. La
secuencia de codificacién de longitud completa para el
receptor EP2 se prepara como se describe en Regan et al.,
Molecular Pharmacology, 1994, 4€, 213-220. La secuencia de
codificacién de longitud completa para el receptor EP3 se
prepara como se describe en Regan et al., British Journal
of Pharmacology, 19%4, 112, 377-385. La secuencia de
codificacién de longitud completa para el receptor EP4 se
prepara como se describe en Bastien, Journal of Biological
Chemistry, 1994, 269, 11873-11877. Estos receptores de
longitud completa se usan para preparar las células 2938
que expresan los receptores EP,, EP,, EP, y EP,.

Las células 2938 que expresan cualquiera de los
receptorea E, de prosestaglandina EP;,, EP,, EP, y EP, humanos
se generan conforme a procedimientos conocidos por los
expertos en la materia. De forma tipica, ase preparan los
cebadores por PCR (reaccién en cadena con polimerasa), que
corresponden a los extremos 5’ y 3' del receptor de
longitud completa publicados, conforme a procedimientos

bien conocidos descritos antes y se usan en una reaccién en
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cadena con polimerasa y transcriptasa inversa (RT-PCR)
usando un RNA total de rifin humano (para EP,), de pulmén
humanc (para EP;), de pulmén humano (para EP,) © de
linfocitos humanos (para EP,) como fuente. Los productoe de
PCR se clonan por el procedimiento TA con un saliente en
PCR2.1 (Invitrogen, Carlsbad, CA) y s8e confirma 1la
identidad del receptor clonado por secuenciacién de DNA.

Las células 2938 (Mayo, Dept. of Biochemistry,
Northwestern Univ.) se transfecta_m con el receptor clonado
en pcDNA3 por electroporacién. Se establecen lineas de
células eatables gue expresan el receptor después de
seleccionar las células transfectadas con G418.

Las linea de células clonadas que expresan el nimero
miximo de receptores se eligen después de un ensayo de
unién a YH-PGE, de células completas usando PGE, no marcada

como competidor.

SAYOS D CI FRA
ENSAYQ DE I.0S EFECTOS SOB LA CURA DE_FRAC
DESPUES DE LA ADMINISTRACION SISTEMICA
Técnica de fr ra: Se anestesian ratas Sprague-

Dawley de 3 meses de edad con Ketamina. Se hace una
incigsién de 1 cm en la cara anteromedia de la parte
proximal de la tibia o fémur derechos. A continuacién se
describe la técnica quirfirgica tibial. La incisién se

realiza hasta alcanzar el hueso, y se perfora un orificio
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de 1 mm, 4 mm proximal a la cara distal de la tuberosidad
tibial, 2 mm medial al surco anterior. Se introducen agujas
intramedulares mediante un tubo de acero inoxidable de 0,8
mm (carga mixima 36,3 N, rigidez mixima 61,8 N/mm,
comprobado bajo las mismas condicliones que los huesos). No
se ensancha el canal medular. Se produce una fractura
normalizada cerrada 2 mm por encima de la unidn
tibiofibular mediante curvatura en tres puntos utilizando
f6rceps ajustable, especialmente disefiado con mordazas
romas. Para minimizar el dafio al tejido blando, Be debe
tener precaucién para no desplazar la fractura. La piel se
cierra con suturas monofilamento de nylon. La cperacién se
realiza bajo condiciones estériles. Se toman radiografias
de todas 1las fracturas inmediatamente después de la
ingercién de las agujas, y las ratas con fracturas fuera
del irea diafiseal especificada o con agujas desplazadas,
se excluyen. El resto de los animales s8se dividen
aleatoriamente en los siguientes grupos con 10 a 12
animales por subgrupo para ccmprobar la curacién de las
fracturas. El primer grupo recibe administraciones por
sonda nasogastrica diarias de vehiculo (agua: 100% Etanol
m 95:5) en un 1 ml/rata, mientras que los otxos reciben
administracién diaria por sonda nasogistrica de 0,01 a 100
mg/kg/dia del compuesto a analizar (1 ml/rata) durante 10,
20, 40 y 80 dias.

Iy
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En los dias 10, 20, 40 y B0, sBe anestesiaron 10 a 12
ratas de cada grupo con Ketamina y se sacrificaron por
extraccién sanguinea. Se extirpan ambos huescs
tibiofibulares por diseccifn y se elimina todo el tejido
blando. Se conservaron los huesos de 5 a 6 ratas de cada
grupo en etanol al 70% para andlieis histolégicos y los
huesos de otras 5 a 6 ratas de cada grupo se conservaron en
gsolucién Ringer tamponada (+4°C, pH 7,4) para las
radiografias y pruebas biomecfnicas que se realizaron.

Andlisig histolégico: Los procedimientos para andlisis
histolégico del hueso fracturado se han publicado
previamente por Mosekilde y Bak (The Effects of Growth
Hormone on Fracture Healing in Rats: A histological
Description. Bone, 14:19-27, 1993). Explicado brevemente,
el lugar de la fractura se aserra 8 mm a cada lado de la
linea de la fractura, se introduce descalcificado en
metacrilato de metilo, y se cortan las secciones frontales
con un microtomo Reichert-Jung Polycut con un espesor de 8
pum. Las secciones medianas frontales tefilidas con Masson-
Trichrome {incluyendo ambas tibias y ffbulas) se utilizan
para la visualizacién de la respuesta celular y tisular a
la curacién de la fractura con y sin tratamiento. Las
secciones tefiidas de rojo Sirius se utilizan para demostrar
las caracteristicas de 1la estructura callosa y para

diferenciar entre el hueso entrelazado y el lamelar en el

IRy
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lugar de la fractura. Se realizan las siguientes medidas:
(1) espacio de fractura - medido como la distancia més
corta entre los extremos corticales del hueso en 1la
fractura, (2) longitud y dismetro del callo, (3) &rea del
volumen total 6seo del callo, (4) tejido de hueso por &rea
de tejido dentro del &rea callosa, (5) tejido fibroso en el
callo, (6) &rea de cartilago en el callo.

Anélieis biomecdnico: Los procedimientos de andlisis
biomecdnice se han publicado previamente por Bak Yy
Andreassen {(The Effects of Aging on Fracture Healing in
Rats. Calcif Tissue Int 45:292-97, 1989). Explicado en
forma resumida, se toman radiocgraffias de todas las
fracturas antes del ensayo biomecdnico. Se analizan las
propiedadea mec&nicas de las fracturas soldadas mediante un
procedimiento destructivo de curvatura en tres o cuatro
puntos. Se determina la carga mixima, rigidez, energia en

carga midxima, desviacifén en la carga mixima y la tensién

méxima.
ENSAY LO, CTO E_LA CION FRA S
D D INIST, ON L
Técnica de fractura: Se utilizan en este estudio

perros Beagle macho o hembra de aproximadamente 2 afios- de
edad bajo anestesia. Se producen fracturas radiales
transversales por carga lenta continua dobl&ndolo en tres

puntos, tal como describen Lenehan et al (Lenehan, T.M.;

e
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Balligand, M.; Nunamaker, D.M.; Wood, F.E.: Effects of EHDP
on Fracture Healing in Dogs. J. Orthop Res 3:499-507;
1985). Se arrastra el hilo a través del lugar de la
fractura para asegurar la interrupcién anatémica completa
del hueso. Despuéa, se consigue la liberacién local de
agonistas de prostaglandina er el lugar de la fractura
mediante liberacifn lenta del compuesto suministrado por
grénulos de liberacién lenta o por la administracién de los
compuestos en una formulacién adecuada como una solucién o
suspensién de gel en pasta durante 10, 15 o 20 semanas.
Anfligipg histolbgico: Los procedimientos de andlisis
histol6gico de huesos fracturados se han publicado
anteriormente por Peter et al (Peter, C.P.; Cook, W.O.;
Nunamaker, D.M.; Provost, M.T.; Seedor, J.G.; Rodan, G.A.
Effects of alendronate on fracture healing and bone
remodeling in dogs. J. Orthop. Res. 14:74-70, 1996) vy
Mosekilde y Bak (The Effects of Growth Hormone on Fracture
Healing in Rats: A Histological Description. Bone, 14:19-
27, 1993). Explicado brevemente, después del sacrificio, se
aserra el lugar de la fractura 3 cm a cada lado de la linea
de la fractura, se introduce una vez descalcificado en
metacrilato de metilo y se corta con un microtomo Reichert-
Jung Polycut en secciones frontales de 8 um de espesor. Se
utilizan las secciones tefildas con Masson-Trichrome de la

parte media frontal (incluyendo la tibia y la fibula) para
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la visualizaci6n de la respuesta celular y tisular a la
curacién de la fractura con v sin tratamiento. Se utilizan
las secciones tefiidas con rojo Sirius para demostrar las
caracteristicas de 1la estructura del callo y para
diferenciar entre el hueso entrelazado y el lamelar en el
lugar de la fractura. Se realizan las siguientes medidas:
(1) espacio de fractura - medido como la distancia més
corta entre los extremos corticales del hueso en 1la
fractura, (2) longitud y dismetro del callo, (3) &rea del
volumen de hueso total del callo, (4) tejido de hueso por
drea de tejido dentro del Srea del callo, (5) tejido
fibroso en el callo, (6) 4rea de cartilago en el callo.

Anflisis biomecénico: Los procedimientos de anilisis
biomecdnico se han publicado previamente por Bak vy
Andreassen (The Effects of Aging on Fracture Healing in
Rats. Calcif Tissue Int 45:292-297, 1989) y Peter et al.
(Peter, C.P.; Cook, W.O.; Nunamaker, D.M.; Provost, M.T.;
Seedor, J.G.; Rodan, G.A. Effects of Alendronate On
Fracture Healing And Bone Remodeling In Dogs. J. Orthop.
Res. 14:74-70, 1996). Explicado brevemente, se toman
radiograffias de todas las fracturas antes de los ensayos
biomecédnicos. Se analizan las propiedades mecénicas de las
fracturas en curacidn por un procedimiento destructivo de
curvatura en tres o cuatro puntos. Se determina la carga

total, rigidez, energia en carga méxima, desviacién en
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carga mixima y tensién mfixima.

La adminietracién de agonistas selectivos del receptor
EP4 conforme a los procedimientos de esta invencién se
puede realizar por cualquier modo gue libere el agonista
selectivo del receptor EP4 por via sistémica y/o local (por
ejemplo, en el lugar de la fractura 6sea, osteotomia o
cirugia ortopédica). Estos procedimientos incluyen las vias
oral, parenteral, intraduodenal y similares. Por 1lo
general, los compuestos de esta invencién se administran
oralmente, pero se puede utilizar la administracién
parenteral (por ejemplo, intravenosa, intramuscular,
tranadérmica, subcutdnea, rectal o intramedular), por
ejemplo, cuando la adminiastracién oral sea inadecuada para
el objeto deseado © cuando el paciente sea incapaz de
ingerir el farmaco.

Los procedimientos de esta invencién se utilizan para
el tratamiento y promocién de la curacién de las fracturas
Sseas y osteotomias por aplicacién local (por ejemplo, en
los lugares de fracturas 6seas u osteotomias) de los
agonistas selectivos del recentor EP4. Los agonistas
selectivos del receptor EP4 de esta invencidn se aplican a
los lugares de fractura 6sea u osteotomia, por ejemplo, por
inyecci6n del compuesto en un disolvente adecuado ({por
ejemplo, un disolvente oclecso tal como aceite de cacahuete)

en la placa de crecimiento del cartilago o, en casos de

//
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cirugia abierta, por aplicacién local de tales compuestos
en un vehiculo, portador o diluyente adecuado tal como cera
para hueso, polvo de hueso desmineralizado, cementos Sseos
poliméricos, selladores de hueso, etc. Como alternativa, se
puede conseguir la aplicacién local aplicando una sclucién
o dispersidn del compuestc en un portador o diluyente
adecuado sobre su superficie, o incorpor&ndolo en un
implante B68lido o semisélido usado convencicnalmente en
cirugia ortopédica, tal como malla de dacron, easpumas de
gel y hueso Kiel o prétesis.

En cualquier caso, la cantidad y frecuencia de los
compuestos administrados dependerd, por supuesto, del
sujeto que se est& tratando, de la gravedad de 1la
enfermedad, de la forma de administracién y del juicio del
médico prescriptor. Asi, debido a la wvariabilidad entre
pacientes, las dosificaciones proporcionadas en la presente
son una gufa y el médico puede valorar la dosis del f&rmaco
para consequir el tratamiento (por ejemplo, aumento de la
masa Osea) que el médico considere adecuada para el
paciente. Al considerar el grado de tratamiento deseado, el
médico debe valorar varios factores, tales como el nivel
inicial de masa 6sea, la edad del paciente, la presencia de
enfermedad preexistente, asi como la presencia de otras
enfermedades (por ejemplo, enfermedad cardiovascular).

En general, se usa una cantidad de agonista selectivo
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del receptor EP4 de esta invencién que es suficiente para
aumentar la masa 6sea hasta un nivel superior al umbral de
fractura 6sea (tal como se detalla en el World Health
Organization Study citado anteriormente en la presente
memoria) .

Los agonistas selectivos del receptor EP4 usados en
los procedimientos de la presente invencién se administran
generalmente en forma de una composicién farmacéutica que
comprende al menocs uno de los compuestoa de esta invencién
junto con un vehiculo o diluyente farmacéuticamente
aceptable. Asi, el agonista 3electivo del receptor EP4 de
esta invencién se puede administrar individualmente de
forma local o sistémica en cualquier forma de dosificacién
convencional oral, intranasal, parenteral, rectal o
transdérmica.

Para administracién oral la composicién farmacéutica
puede tomar la forma de soluciones, suspensiones,
comprimidos, pastillas, cdpsulas, polvos y aimilares. Los
comprimidos que contienen dirferentes excipientes, tales
como citrato de sodio, carbonato de calcio y fosfato de
calcio, se emplean junto con diferentes disgregantes, tales
como almidén y preferiblemente almidén de patata o tapioca
y ciertos silicatos complejos, junto con agentes ligantes
tales como polivinilpirrolidena, sacarosa, gelatina y goma

aradbiga. Adicionalmente, los agentes lubricantes tales como

o,
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estearato de magnesio, laurilsulfato de sodio y talco son
con frecuencia muy Gtiles para la elaboracién de
comprimidos. También se emplean composiciones s6lidas de un
tipo similar como cargas en cépsulas de gelatina dura y
blanda rellenas; los materiales preferidos para este fin
incluyen también lactosa o azfcar de la leche, asi como
polietilenglicoles de alto peso molecular. Cuando se desean
suspensiones y/o elixires acuoscs para administracién oral,
los compuestos de esta invencién se pueden combinar con
diferentes agentes edulcorantes, agentes aromatizantes,
agentes colorantes, agentes emulsionantes y/o agentes de
suspensién, asi como diluyentee como agua, etanol,
propilenglicol, glicerina vy diferentes combinaciones
gimilares.

Para administracién parenteral, se pueden emplear
soluciones en aceite de sésamo y de cacahuete o en
propilenglicol acuoso, asfi como 8soluciones acuosas
estériles de las correspondientes sales solubles en agua.
Tales soluciones acuosas pueden estar adecuadamente
tamponadas, si eB necesario, y el liquido diluyente se
puede hacer primero isoténico con solucién salina o glucosa
suficiente. Estas soluciones acuosas son especialmente
adecuadas para inyecciones intravenosas, intramusculares,
subcutéineas e intraperitoneales. En relacidn a lo anterior,

todos los medios acuosos estériles empleados son faAcilmente

|Z2
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obtenibles por técnicas convencionales bien conocidas por
los expertos en la materia.

Para administracién transdérmica (por ejemplo, tépica)
se preparan soluciones acuosas estériles diluidas o
soluciones parcialmente acucsas (habitualmente en
concentracién aproximada de 0,1% a 5%), similares a las
soluciones parenterales antericres.

Los procedimientos para preparar las diferentes
composicionea farmacéuticas, con una cierta cantidad de
ingrediente activo son conocidos, o serin evidentes a la
luz de esta descripcidén, para los expertos en la materia.

Para ejemplos de procedimientos de preparacién de

composiciones farmacéuticas véase Remington’g
Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company, Easter,

Pa., 19th Edicién (1995).
Protocolo de estudio

El objeto de este estudio es determinar si un agonista
selectivo del receptor EP4 y, en especial, el &cido 7-(2-
(3-hidroxi-4-fenil-butil)-5-oxo-pirrolidin-1-11)-
heptanoico, puede restaurar la masa dsea en un modelo de
rata OVX.

Se ovariectomizaron (OVX) ratas Sprague-Dawley a los
3,5 meses de edad. Diez mepes después de la OVX, las ratas
se trataron por inyeccidn subcuténea con vehiculo o con

dcido 7-(2-(3-hidroxi-4-fenil-butil)-S5-oxo-pirrolidin-1-
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il) -heptanoico a 30 mg/kg/dia durante 28 dfas. Las ratas se
sometieron a autopsia. El fémur derecho se extirpa a cada
rata en la autopsia y se explora usando absorciometria de
rayos X de doble haz (DEXA, QDR 1.000/W, Hologic, Inc.,
Waltham, MA) equipada con un programa informitico "Regional
High Resolution Scan" (Hologic, Inc., Waltham, MA). El
tamafio de campo de exploracién es de 5 x 1,902 cm, la
regolucién es de 0,0254 x 0,0127 cm, y la velocidad de
exploracién es de 7,25 mm/seg. Se analizan las imdgenes
exploradas femorales. Se determina el contenido mineral
68eo (BMC) y se calcula la densidad mineral Ssea (MBD) del
fémur completo (WF), la metdfieis femoral distal (DFM) y la
di&fisis femoral (FS) seg(n el procedimiento descrito en H.
Z. et al., Droloxifene, a New Eatrogen Antagonist/Agonist,
Prevents Bone Loss in Ovariectomized Rats. ENDOCRINOLOGY
136; 2435-2441, 1995.
Resultados del estudio y discusién

Al comparar con las ratas OVX tratadas con vehiculo,
las ratas OVX tratadae con dcido 7-(2-(3-hidroxi-4-fenil-
butil) -S-oxo-pirrolidin-1-il) -heptanoico mostraron un BMC
femoral total un 17% mayor, una BMD femoral total un 13%
mayor, un BMC femoral distal un 8% mayor, una BMD femoral
distal un 13% mayor, un BMC de la diafisis femoral un 20%
mayor y una BMD de la diafisis femoral un 18% mayor. No se

apreciaron efectos secundarios similares a PGE2 en ratas

A
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tratadas con &cido 7-(2-(3-hidroxi-4-fenil-butil)-5-oxo-
pirrolidin-1-il) -heptanoico.

Estos datos mueatran cue el &cido 7-(2-(3-hidroxi-4-
fenil-butil) -5-oxo-pirrolidin-1-il)-heptanoico, un agonista
de PGE2 B8selectivo para el receptor EP4, estimula la
formacién &6sea y restaura el hueso en ratas OVX ya
osteopénicas.

Procedimientos experimentales generales

Los espectros de RMN 8se registraron en un
egpectrémetro Varian Unity 400 (varian Co., Palo Alto,
California) a aproximadamente 23°C a 400 MHz para la RMN de
protén. Los desplazamientos quimicos se expresan en partes
por millén. La forma de los picos se denomina como sigue:
8, singlete; d, doblete; t, triplete; q, cuatriplete; m,
multiplete; bs=singlete ancho. Se obtuvo el espectro de
masas de ionizacién quimica a presién atmosférica (APCI) en
un eapectrofotémetro Fisons Platform II. Cuando se describe
la intensidad de iones que contienen cloro o brome, se
observé la radiaci6n de intensidad esperada
{(aproximadamente 3:1 para iones que contienen ¥Cl/¥cl y 1:1
para iones que contienen ™Br/*Br) y se proporciona
finicamente la inteneidad del ion de masa inferior.

La cromatografia de media presidn se realizé usando un
sistema de purificacién Biotage (Biotage, Dyax Corporation,

Charlottesville, Virginia) en atmSsfera de nitrSgeno. La

'AY
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cromatograffa ultrarrdpida se realizé con gel de silice
Baker (40 um) (J.T. Baker, Phillilpsburg, N.J.) © gel de
Bilice 60 (EM Sciences, Gibbstown, N.J.) en columnas de
vidrio a preeién de nitrégenc reducida. Se realizé la
cromatograffa radial utilizando un Chromatotron® (modelo
7924T, Harrison Research). La cromatografia preparativa se
realizé usando Gel de Silice GF de Analtech Uniplates (20
x 20 cm) (Analtech, Inc., Newark, DE). Los disolventes
dimetil formamida (DMF) , tetrahidrofurano (THF) y
diclorometano (CH,Cl,) usados como disolventes de 1la
reaccién eran de grado anhidro suministrados por Aldrich
Chemical Company (Milwaukee, Wisconsin). El término
"concentrado" se refiere a la eliminacién del disolvente a
presién de succién de agua en un evaporador rotatorio. La
abreviatura "h" significa horaa. El término "TBAF" ge
refiere a fluoruro de tetrabutilamonio. El término "DMAP"
ge refiere a dimetilaminopiridina. Los términos
"diclorometano" y "cloruro de metileno® son sinénimos y se
usan de forma indistinta en toda esta memoria descriptiva

y en los Ejemplos y Preparaciones.

Ejemplo 1
Kcide 7-{28-[4-(3-cloro-fenil)-3R-hidroxi-butil]-5-oxo-
pirrolidin-1-il}-heptanocico
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afiadié en varias porciones NaH (60% en peso en aceite, 426

mg, 10,7 mmol) en THF (35 ml) a una solucién de éster
dimetilico del 4cido [3-(3-cloro-fenil)-2-oxo-propil]-
fosfbnico (2,66 g, 9,63 mmol) en THF (35 ml) a 0°C. La
mezcla de reaccidn se agitd a temperatura ambiente durante
40 minutos. La mezcla de reaccién se enfrié hasta 0°C y se
afiadié una solucién de éster etflico del A&cido 7-(2R-
formil-5-oxo-pirrolidin-1-il) -heptanoico (se suponen 10,6
mmol, preparado conforme al procedimiento descrito en la
Preparacién 7, pero usando diferentes cantidades de
reactivos) en THF y la reaccién se agitd durante 18 horaas.
Se afiadid AcOH y la mezcla de reaccién se diluyé con EtOAc.
La solucién orgénica se lavd de forma sucesiva con solucién
saturada de NaHCO, (2 veces), agua (1 vez) y salmuera (1
vez). La solucifn orgénica se secd (MgSO,), se filtrS y se
concentrd. El residuo se purific6é por cromatografia de
media presién eluyendo con acetona al 15% en tolueno,

proporcionando el é&ster etilico del &cido 7-{2R-[4-(3-

A
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cloro-fenil)-3-oxo-but-1-enil] -5-oxo-pirrolidin-1-il}-
heptanoico (2,26 g). RMN de 'H {CDCl,) & 7,27-7,15 (m, 3H},
7,08 (m, 1H), 6,66 (dd, 1H), 6,20 (d, 1H), 4,17 (m, 1H),
4,11 (q, 2H), 3,82 (s, 2H), 3,55 (m, 1H), 2,72 (m, 1H),
2,46-2,23 (m, S5H), 1,79 (m, 1H), 1,58 {(m, 2H), 1,47-1,20
(m, SH); EM 420,2 (M+l1), 418,2 (M-1).

apa B: £ etflico d ido 7- - [4-(3-cloro-fenil) -

Se afiadié (R)-2-metil-CBS-oxazazborolidina (1M en tolueno,

5ml, 5 mmol) a una solucién del éster etilico del dcido 7-
{2R- [4- (3-cloro-fenil) -3-oxo-but-1-enil] -5-oxo-pirrolidin-
1-il}-heptanocico (2,1 g, 5,0 mmol) en CH,Cl, anhidro (200
ml) y la solucién se enfrié hasta -45°C. La mezcla de
reaccién pe agité durante 20 minutos y se afiadié
catecolborano (1M en THF, 15 ml, 15 mmol). La mezcla de
reaccidén se agitd durante 18 horas a -45°C. Se afiadif HCl
acucso (1N, 100 ml) y la mezcla de reaccién se agitd a
temperatura ambiente durante 18 noras. La capa acuosa &cida
se sBepardé y la Bsolucién orgdnica se lavd con NaOH 1N
enfriada en hielo (2 veces), seguido por salmuera (1 vez).
La solucién orgénica se secd (MgsS0O,), se filtrd6 y se
concentr§. La purificacién por cromatograffia de media
presién (EtOAc:hexanos 1:1 hasta EtOAc al 80% en hexanos)
proporcioné el &ster etilico del &cido 7-{2R-({4-(3-cloro-

fenil)-35-hidroxi-but-1-enil}-5-oxo-pirrolidin-1-il}-

)2¥
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heptanoico (800 mg) como una mezcla aproximadamente 6:1 de
los diastereoisSmeros alcohol 3S:3R por RMN de 'H. RMN de
'H (cDCl,) & 7,23-7,17 (m, 3H), 7,06 (m, 1H), 5,67 (dd,
1H), 5,46 (dd, 1H), 4,37 (m, 1H), 4,08 (g, 2H), 4,00 (m,
1H), 3,44 (m, 1H), 2,80 (m, 2H), 2,67 (m, 1H), 2,41-2,12
(m, 5H), 1,70-1,20 (m, 13H); EM 422,3 (M+1).

Etapa C: EBster etflico del §cido 7-{28-[4-(3-cloro-fenil) -

afiadié paladio al 10% sobre carbono (80 mg) a una solucién
de éster etilico del &cido 7-{2R-[4-(3-cloro-fenil)-3S-
hidroxi-but-l-enil] -5-oxo-pirrclidin-1-il}-heptanoico (800
mg, 1,90 mmol) en EtOH (50 ml). La mezcla de reaccién se
gometid a hidrogenacién en un agitador Parr a 3,10x10’ Pa
durante 4,5 horas. Se separd el catalizador por filtracién
a través de Celite® con la ayuda de EtOH. La purificacién
por cromatografia de media presiSn (hexanos:EtOAc 1:1 hasta
EtOAc:hexanos 4:1) proporcioné el éster etilico del &cido
7-{26-[4-(3-cloro-fenil)-3R-hidroxi-butil]-5-oxo-
pirrolidin-1-il}-heptanoico (625 mg). RMN de 'H (CDCl,) &
7.27-7,21 (m, 3H), 7,09 (m, 1H), 4,10 (m,2H), 3,84 (m, 1H),
3,61 (m, 2H), 2,90 {(m, 1H), 2,78 (dd, 1H), 2,68 (m, 1H),
2,47-2,25 (m, 4H), 2,12 (m, 1H), 1,92-1,22 (m, 17H); EM
424,3 (M+1).

5-oxo-pirrolidin-1-il}-heptanoico. Se afiadid NaOH 2N (6 ml)

129
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a una solucién del éster etfilico del &cido 7-{2S-[4-(3-
cloro-fenil)-3R-hidroxi-butil] -5-oxo-pirrolidin-1-il}-
heptanoico (595 mg, 1,40 mmol) en EtOH (25 ml). La reaccifén
se agitdé durante 24 horas a temperatura ambiente y se
concentré a vacio hasta aproximadamente tres cuartas partes
del volumen original. Se afiadié HCl 1N acuoso para obtener
un pH de aproximadamente 2. La solucién acuosa se lavd con
cloruro de metileno (3 vecea). Las capas orginicas
combinadas se lavaron con agua seguida de salmuera. La
solucién organica se sec6 (MgSO,), se £iltrS y se concentrd
proporcionando el compuesto del Ejemplo 1 (500 mg). RMN de
'H (cDCl,) & 7.26-7,18 (m, 3H), 7,08 (m, 1H), 3,84 (m, 1H),
3,58 (m, 2H), 2,90 (m, 1H), 2,77 (dd, 1K), 2,68 (m, 1iH),
2,43-2,28 (m, 4H), 2,10 (m, 1H), 1,78 (m, 1H), 1,66-1,22
(m, 13H); EM 396,2 (M+1l), 394,2 (M-1).

Ejemplo 2

Acido 7-{28-[3R-hidroxi-4- (trifluorometil-fenil)-butil]-5-
oxo-pirrolidin-1-il}-heptanoico

COOH
N’ﬁ\\/’~\u/’\\¢’
CF,
OH
Etapa A: etfl del b 7-1{2-0x0-5R-[3- -4-(3-

|50
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heptanoico. Siguiendo el procedimiento descrito para el
Ejemplo 1, Etapa A, se hizo reaccionar el anién derivado
del éster dimetilico del 4cido [2-oxo-3-(3-trifluorometil-
fenil) -propill] -fosfénico (4,16 g, 13,40 mmol) y NaH (60% en
aceite, 590 mg, 14,7 mmol) con &ster metilico del dcido 7-
(2R-formil-5-oxo-pirrolidin-1-il) ~heptanoico (se suponen
14,74 mmol) durante 24 horas. La purificacién por
cromatografia de media presifn (gradiente de disolvente de
EtOAc al 20% en hexanos hasta EtOAC) proporciond el é&ster
etflico del &cido 7-{2-oxo-5R-[3-0x0-4-(3-trifluorometil-
fenil) -but-1l-enil] -pirreolidin-1-il})-heptancico (4,29 g).
RMN de 'H (CDCl,) & 7,52 (4, 1H), 7,44 (m, 2H), 7,37 (4,
1H), 6,67 (dd, 1H), 6,22 (d, 1H), 4,80 (m, 1H), 4,08 ({q,
2H), 3,90 (s, 2H), 3,54 (m, 1K), 2,70 (m, 1H), 2,37 (m,
2H), 2,24 (m, 3H), 1,78 (m, 1H), 1,56 (m, 2H), 1,44-1,20
(m, 9H); EM 454,2 (M+1l), 452,2 (M-1).

Etapa B: Ester lico 1l &cjido 7- - -hidroxi-4-{3-

heptanoico. Se afiadié catecolborano (1M en THF, 9,9 ml, 9,9

mmol), gota a gota, a una solucién de éster etilico del
&cido7-{2-ox0-5R- [3-ox0-4- (3-trifluorometil-fenil) -but-1-
enil] -pirrolidin-1-il}-heptancico (1,5 g, 3,31 mmol) y (R)-
2-metil-CBS-oxazaborolidina (1M en tolueno, 0,5 ml, 0,5
mmol) en CH,Cl, (100 ml) a -45°C. La solucifn se agité

durante 24 horas a -45°C y se afiadié HCl1l 1N. La mezcla de

13/
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reacciédn se agit6 a temperatura ambiente durante 1 hora y
se separaron las capas. La solucién acuosa se lavé con
CH,Cl, (2 veces) y las capas orgénicas reunidas se lavaron
sucesivamente con NaOH 0,5N enfriada en hielo y salmuera
(dos veces). La solucién orgédnica se secd (MgSO,), se
£iltrd y se concentré. La purificacién por cromatografia de
media presién (EtOAc al 50% en hexanos hasta EtOAc al 60%
en hexanos hasta EtOAc al 80% en hexanos hasta EtOAc hasta
MeCH al 5% en CH;Cl,) proporciond el éster etilico del &4cido
7-{2R- [38-hidroxi-4- (3-trifluorometil-fenil) -but-1-enil) -5-
oxo-pirrolidin-1-il}-heptanoico (1,23 g) como una mezcla
aproximadamente 5,5:1 de los diastereoisémeros alcohol
3S:3R por anflisis HPLC. RMN de 'H (CDCl,}) & 7,51-7,35 (m,
4H), 5,72 (dd, 1H), 5,50 (dd, 1H), 4,44 (m, 1H), 4,09 (g,
2H), 4,01 (m, 1H), 3,44 {(m, 1H), 2,90 (4, 2H), 2,71 (m,
1H), 2,37-2,12 (m, 5H), 1,70-1,%21 (m, 13H); EM 456,3 (M+1),

454,3 (M-1).

heptanoico. Siguiendo el procedimiento descrito para el

Ejemplo 1, Etapa C, se sometid a hidrogenacién en presencia
de paladio al 10% sobre carbono (120 mg) de 2,75 x 10° a
3,10 x 10° Pa en un agitador Parr durante 24 horas una
solucién del éster etfilico del &cido 7-{2R-[3S-hidroxi-4-

(3-trifluorometil-fenil) -but-1-enil] -5-oxo-pirreolidin-1-
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il}-heptancico (1,18 g, 2,59 mmol) en BtOH (S50 ml). La
purificacién mediante cromatografia de media presifén (EtOAc
al 50% en hexanos hasta EtCAc hasta MeOH al 1% en CH)CI,
hasta MeOH al 3% en CH;,Cl, hasta MeOH al 5% en CH,Cl, hasta
MeOH al 10% en CH,Cl,) proporciondé el éster etilico del
&cido7-{28- [3R-hidroxi-4- (3-trifluorometil-fenil) -butil] -
5-oxo-pirrolidin-1-il}-heptanoico (1,08 g). RMN de 'H
{(CDC1l,) & 7,51-7,39 (m, 4H), 4,09 (q, 2H), 3,86 {(m, 1H),
3,60 (m, 2H), 2,89 (m, 2H), 2,76 {(m, 1H}, 2,33 (m, 4H),

2,11 (m, 1H), 1,80 (m, 1H), 1,68-1,21 (m, 16H).

oico.Siquiendo

el procedimiento descrito para el Ejemplo 1, Etapa D, se
hidrolizé el é&ster etilico del &cido 7-{28-[3R-hidroxi-4-
(3-trifluorometil-fenil)-butil] -5-oxo-pirrolidin-1-il}-
heptanoico (1,93 g, 4,22 mmol) con NaOQH 6N (26 ml) en EtOH
(52 ml) durante 24 horas. La purificacién por cromatografia
de media presién (EtOAc hasta MeOH al 1% en CH,Cl, hasta
MeCH al 3% en CH),Cl, hasta MeOH al 5% en CH,Cl, hasta MeOH al
10% en CH)Cl,) proporciond el &cido 7-{28-[3R-hidroxi-4-(3-
trifluorometil-fenil)-butil]-5-oxo-pirrolidin-1-il}-
heptanoico (1,66 g). RMN de 'H (CDC1,) & 7,51-7,39 (m, 4H),
3,88 (m, 1H), 3,58 (m, 2H), 2,84 (m, 3H), 2,34 (m, 4H),
2,10 (m, 1H), 1,80 (m, 1H), 1,67-1,26 (m, 13H); EM 430,4
(M+1) .
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heptanoico. Se afiadié NaHCO; (325 mg, 3,87 mmol) en agua (3

ml) a una solucién del A&cido 7-{28-[3R-hidroxi-4-(3-
trifluorometil-fenil)-butil]-5-ox0o-pirrolidin-1-il}-
heptanoico (1,66 g, 3,87 mmol) en EtOH (16 ml). La wmezcla
de reaccién se agité durante 5 horas y se concentrd a
vacio. El residuo se destil6 azeotrSpicamente con CH,Cl, (3
veces) proporcionando la sal sédica del compuesto del
titulo del Ejemplo 2 (1,698 g). RMN de 'H (CD,OD) & 7,48 (m,
4H), 3,80 (m, 1H), 3,69 (m, 1H), 3,52 (m, 1H), 2,94 {(m,
1H), 2,81 (m, 2H), 2,32 (m, 2H), 2,13 {m, 3H), 1,81 (m,
1H), 1,69-1,26 (m, 13H); EM 430,3 (M-Na+1), 428,2 (M-Na-1).
Ejempio 3

58-[4-(3-Cloro-fenil) -3-hidroxi-butil] -1-[6-(2H-tetrazol-5-
il) -hexil] -pirrolidin-2-ona

irrolidin-1-i] }-heptanonitrilc. Siguiendoel procedimiento

descrito para el Ejemplo 1, Etapa A, se hizo reaccionar con

7- (2R-formil-5-oxo-pirrolidin~-1-il) -heptanonitrilo (se

13/
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suponen 13,3 mmol) durante 18 horas el anifn derivado del
éster dimetilico del &cido [3-(3-cloro-fenil)-2-oxo-
propil] -fosfénico (3,35 g, 12,12 mmol) y NaH (60% en
aceite, 533 mg, 132,3 mmol). La purificacién por medio de
cromatograffia de media presién (EtOAc al 20% en hexanos
hasta EtOAc al 80% en hexanos) proporcioné el 7-{2R-[4-(3-
cloro-fenil) -3-oxo-but-1-enil] -5-oxo-pirrolidin-1-il}-
heptanonitrilo (1,52 g). RMN de 'H (CDC1,) & 7,24 (m, 2H),
7,17 (s, 1H), 7,06 (m, 1H), 6,64 (dd, 1H), 6,20 (d, 1H),
4,15 (m, 1H), 3,80 (s, 2H), 3,50 (m, 1H), 2,72 (m, 1H),
2,46-2,20 (m, 5H), 1,78 (m, 1H), 1,59 (m, 2H), 1,40 (m,
4H), 1,24 (m, 2H).

Etapa B. 7-{28-[4-(3-Cloro-fenil)-3-oxo-butil]-5-oxo-
pirrolidin-31-il}-heptanonitrilo. Siguiendo el procedimiento

descrito en el Ejemplo 1, Etapa C, 8e someti6 a

hidrogenacién en presencia de paladio al 10% sobre carbono
(86 mg) durante una hora 7-{2R-[4-(3-cloro-fenil)-3-oxo-
but-1-enil] -5-oxo-pirrolidin-1-il}-heptanonitrilo (860 mg,
2,31 mmol) en MeOH (40 ml). La purificacién por
cromatografia radial (hexanos hasta EtOAc al 20% en hexanos
hasta EtOAc al 70% en hexanos) proporcioné el 7-{25-[4-(3-

cloro-fenil)-3-oxo-butil] -S-oxo-pirrolidin-1-il}-

heptanonitrilo (730 mg).
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0,921 mmol) a una solucién de 7-{25-[4-(3-cloro-fenil)-3-
oxo-butil] -5-oxo-pirrolidin-1-il}-heptanonitrilo (730 mg,
1,87 mmol) en MeOH (30 ml) a 0°C. La mezcla de reaccifén se
agité a 0°C durante 45 minutos y se afiadié agua. Los
volitiles se eliminaron a vacio y la solucién acuosa que
quedS se diluyd con cloruro de metileno. La solucién
orginica se lavé con agua y después con salmuera, se secd
(Mgso,), se filtr6 y se concentré. La purificacién por
cromatograffa de media presién (hexanos:EtOAc 1:1 hasta
EtOAc hasta MeOH al 3% en CH,Cl,) proporcioné el 7-{25-[4-
(3-cloro-fenil)-3-hidroxi-butil] -5-oxo-pirrolidin-1-il}-
heptanonitrilo (730 mg). RMN de 'H (CDCl,}) & 7,22 (m, 3H),
7,07 (d, 1H), 3,80 (m, 1H), 3,57 (m, 2H), 2,88 (m, 1H),
2,78 (m, 1H), 2,64 (m, 1H), 2,31 (m, 4H), 2,10 (m, 1H),

1,65-1,22 (m, 14H); EM 377,3 (M+1).

trazol-5-il) -hexil] -pir idin-2-ona. Se calenté6 a

reflujo durante 18 horas una solucién de 7-{25-[4- (3-cloro-
fenil)-3-hidroxi-butil]-5-oxo-pirrolidin-1-il}-
heptanonitrilo (730 mg, 1,94 mmol), trimetilsililazida
(0,63 ml, 0,475 mmol) y 6xido de dibutilestafio (96 mg, 3,87
mmol) en tolueno (30 ml). Los volitiles se eliminaron a
vacio y el residuo se diluy§é con CHCl,. La solucién
orgdnica se lavé con HCl 1N, sBeguido de salmuera. La

solucién orgdnica se sec6 (MgSO,), Be filtré y se
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concentré. El residuo se purificé por cromatografia de
media presién eluyendo con EtOAc hasta MeOH al 2% en CH,Cl,
hasta MeOH al 7% en CH;Cl,, dando el complejo en TMS. El
residuo se diluybd con MeOH y se afiadié HC1 2N y la solucién
se agitd durante 40 minutos. La solucién se diluyd con
CHCl, ¥y la capa orgénica se lavdé con agua y luego con
salmuera. La solucibn orginica se sec6 (MgsSO,), se filtré
y se concentrd. El residuo se purificéd por cromatografia de
media presifn eluyendo con EtOAc hasta MeOH al 7% en CH,Cl,,
proporcionando la 58-[4-(3-cloro-fenil)-3-hidroxi-butil]-1-
[6- (2H-tetrazol-5-il)-hexil] -pirrolidin-2-ona (521 mg) . RMN
de 'E (cDCl,) & 7,23 (m, 3H), 7,09 (d, 1H), 3,85 (m, 1H),
3,66 (m, 1H),, 3,53 (m, 1H), 2,96 (m, 3H), 2,81 (m, 1H),
2,70 (m, 1H), 2,44 (m, 2H), 2,18 (m, 1H), 1,88-1,27 (m,
14H) ; EM 420,2 (M+l), 418,3 (M-1).

Ejemplo 4
58- [3R-Hidroxi-4-(3-trifluorometil-fenil)-butil]-1-[6- (2K-
tetrazol-5-1il1) -hexil] -pirrolidin-2-ona

l-enil] -pirrolidin-1-il;)-heptanonitrilo. Siquiendo el

137~
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procedimiento deecrito para el Ejemplo 1, Etapa A, se hizo
reaccionar el anién derivado de éster dimetilico del &cido
[2-ox0-3- (3-trifluorometil-fenil) -propil) fosfébnico (2,68 g,
8,64 mmol) y NaH (60% en aceite, 400 mg, 10 mmol) con 7-
(2R-formil-5-oxo-pirrolidin-i-il) -heptanonitrilo (se
suponen 10 mmol) durante 18 horas. La purificacién por
medio de cromatograffa de media presiém (EtOAc al 30% en
hexanos hasta EtOAc al 80% en hexanos) proporcioné el 7-{2-
oxo-5R- [3-ox0-4-(3-trifluorometil-£fenil)but-1-enil] -~
pirrolidin-1-il}-heptanonitrilo (1,2 g). RMN de 'H (CDCl,)
6 7,52 (m, 1H), 7,45 (m, 2H), 7,37 (m, 1H), 6,67 {(dd, 1H),
6,23 (4, 1H), 4,18 (m, 1H), 3,90 (s, 2H), 3,53 (m, 1H),
2,73 {(m, 1H), 2,45-2,23 (m, 5H), 1,79 (m, 1H), 1,60 (m,
2H), 1,41 (m, 4H), 1,24 (m, 2H); EM 407,2 (M+l1l), 405,3 (M-
1).

catecolborano (1M en THF, 8,4 ml, 8,4 mmol) gota a gota a

una solucién de 7-{2-oxo-5R-[3-oxo0-4-(3-trifluorometil-
fenil)but-1-enil] -pirrolidin-1-il}-heptanonitrilo (1,14 g,
2,81 mmol) y (R)-2-metil-CBS-oxazaborolidina (1M en
tolueno, 0,42 ml, 0,42 mmol) en CH,Cl, (112 ml) a -45°C. lLa
mezcla de reaccién se agité a -45°C durante 18 horas y se
afiadidé HC1 1N. La mezcla de reaccién se agit6 a temperatura

ambiente durante 40 minutos y se separaron las capas. La

12%
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solucién orgénica se lavd con NaOH 1N frfa (3 veces). La
solucién orgénica se lavs secuencialmente con HCl 1N, agua
y salmuera. La solucién orgénica se secd (MgSQ,), se filtrd
y e concentrd. La purificacibédn por cromatografia de media
presién (hexanos:EtOAc 1:1 hasta EtOAc al 80% en hexanos)
proporciond 7-{2R-[3S-hidroxi-4-{3-trifluorometil-
fenil)but-1l-enil] -5-oxo-pirrolidin-1-il}-heptanonitrilo
(820 mg) como una relacién aproximadamente 2,5:1 de los
diastereoisémeros alcohol 3S:2R por RMN de 'H. RMN de 'H
(CbCly,) & 7,51-7,38 (m, 4H), 5,72 {(dd, 1H), 5,49 (dd, 1H),
4,45 (m, 1H), 4,02 (m, 1H), 3,47 (m, 1H), 2,90 (m, 2H),

2,71 (m, 1H), 2,34 (m, 4H), 2,18 (m, 1H), 1,66 (m, 4H),

1,44 (m, 4H), 1,27 (m, 2H); EM 409,2 (M+1).

. Siguiendo el
procedimiento descrito para el Ejemplo 1, Etapa C, se
someti6é a hidrogenacién en presencia de paladio al 10%
sobre carbono (100 mg) a 3,45 x 10% Pa durante 18 horas en
un agitador Parr el 7-{2R-[38-hidroxi-4-(3-trifluorometil-
fenil)but-1l-enil] -5-oxo-pirrolidin-1-il}-heptancnitrilo
{810 mg) en MeOH (40 ml). La purificacién por medio de
cromatografia de media presién (hexanos:EtOAc 1:1 hasta
MeOH al 3% en CH,Cl,) proporcioné el 7-{28- [3R-hidroxi-4-(3-
trifluorometil-fenil)-butil]-5-oxo-pirrolidin-1-il}-

heptanonitrilo (720 mg). RMN de 'H (CDCl;) 6 7,44 (m, 4H),

159
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3,864 (m, 1H), 3,58 (m, 2H), 2,88 (m, 2H), 2,73 (m, 1H),
2,32 (m, 4H), 2,11 {(m, 1H), 1,78 (m, 1H), 1,65-1,37 (m,

11H), 1,30 (m, 2H); EM 411,2 (Ms+l).

1-]6-(2H-tetrazol-5-4i1)-hexil]l -pirrolidin-2-ona.Siguiendo

el procedimiento descrito para el Ejemplo 3, Etapa D, se

hizo reaccionar 7-{2S-[3R-hidroxi-4-(3-trifluorometil-
fenil)-butil] -5-oxo-pirrolidin-1-il}-heptanonitrilo (710
mg, 1,73 mmol) con azidotrimetilsilano (399 mg, 3,46 mmol)
y 6xido de dibutilestafic (43 mg, 1,7 mmol) en tolueno (25
ml) calentado a reflujo durante 18 horas. Los vol&tiles se
eliminaron a vacfo y el residuo se diluy6 con CHCl,. La
solucién orgflnica se lavé sucesivamente con HCl 1N {(dos
veces), agua (1 vez) y salmuera (1 vez). La solucién
orgdnica se secé (MgSO,), se filtr6 y se concentrS. El
regiduo se purificé por cromatograffa de media presién
eluyendo con EtOAc hasta MeOH al 2% en CH,Cl, hasta MeOH al
B¥ en CH,Cl,, proporcionando la 55-[3R-hidroxi-4-(3-
trifluorometil-fenil) -butil]-1-[6-(2H-tetrazol-5-il) -
hexil] -pirrolidin-2-ona (450 mg). RMN de 'H (CDCl,) & 7,44
(m, 4H), 3,87 (m, 1H), 3,65 (m, 1H), 3,50 {(m, 1H), 3,01-

2,73 (m, 5H), 2,42 (m, 2H), 2,16 (m, 1H), 1,86-1,23 (m,

14H) ; EM 454,4 (M+1), 452,4 (M-1).
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hexill -pirrolidin-2-ona. Siguiendo el procedimiento
descrito para el Ejemplo 2, Etapa E, el tratamiento de la
55- [3R-hidroxi-4- (3-trifluorometil-fenil) -butil] -1- [6- (2H-
tetrazol-5-il) -hexil] -pirrolidin-2-ona (428 mg, 0, 944 mmol)
con NaHCO; (79 mg, 0,94 mmol) proporciond la sal s&dica
(430 mg). RMN de 'H (CD,0D) & 7,48 (m, 4H), 3,79 (m, 1H),
3,67 (m, 1H), 3,51 {(m, 1H), 2,86 (m, S5H), 2,30 (m, 2H),
2,12 (m, 1H), 1,84-1,27 (m, 14H); EM 454,4 (M-Na+l), 452,4
(M-Na-1) .
Ejemplo 5

5-[4- (4-Fluoro-fenil) -3-hidroxi-butil}-1-[6- (2H-tetrazol-5-
il) -hexil] -pirrolidin-2-ona

/\/\J
~ NH
N N

Se afladié una solucién de 5-[3-(terc-butil-dimetil-

pilaniloxi) -4- (4-fluoro-fenil) -butil] -pirrolidin-2-ona (150
mg, 0,41 mmol) en DMF (5 ml) a NaH (60% en peso en aceite,
16 mg, 0,41 mmol) en DMP (10 ml)}. Después de 1,5 horas, se
afiadié 7-bromoheptanonitrilo (78 mg, 0,41 mmol) en DMF (5

ml) y la mezcla de reaccién se agitd a 90°C durante 2,5

i
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horas. Se afiadié agua (20 ml) y la solucibén acuosa se lav
con EtOAc {4 x 15 ml). Las socluciones orgénicas reunidas se
lavaron con agua (2 x 15 ml), se secaron (MgSO,), se
filtraron y se concentraron. El residuo se purificé por
cromatograffa de media presién (hexanos:EtOAc¢ 1:1),
proporcionando el 7-{2-[3- (terc-butil-dimetil-eilaniloxi) -
4- (4-fluoro-fenil)-butil] -5-oxo-pirrolidin-1-il}-
heptanonitrilc (161 mg). RMN de 'H (CDCl,) & 7,09 (m, 2H),
6,95 (m, 2H), 3,81 (m, 1H), 3,54 (m, 2H), 2,86 (m, 1H),
2,68 (m, 2H), 2,29 {(m, 4H), 2,06 (m, 1H), 1,74-1,23 (m,

13H), 0,85 (s, SH), 0,04 (m, 3H), 0,19 (m, 3H); EM 475,1

{M+1) .
Etapa B; 7-{2-[4-(4-fluoxo- il) -3-hidroxi- il] -5-
irrolidin-1-il}- tanonitrjilo. Se afiadidé TBAF (1M en THF,

0,50 ml, 0,50 mmol) a una solucién de 7-{2-[3- (terc-butil-
dimetil-silaniloxi)-4-(4-fluoro-£fenil)-butil]-5-oxo-
pirrolidin-1-il}-heptanonitrilo (158 mg, 0,333 mmol) en THF
(20 ml) a 0°C. La mezcla de reaccién se agitd a temperatura
ambiente durante 3 horas y se afiadid NaHCO, acuoso
saturado. Los voldtiles se eliminaron a vacfo. La solucién
acuosa que quedS se lavdé con CHCl, (4 x 5 ml) y las
soluciones orgénicas reunidas se sgecaron (MgS0,), Bse
filtraron y se concentraron. El residuo se purificé por
cromatograffa de media presién (hexanos:EtOAc 1:1 hasta

EtOAc) proporcionando 7-{2-[4-(4-fluoro-fenil)-3-hidroxi-

ly2

/
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butil] -5-oxo-pirrolidin-1-il)-heptanonitrilo (82 mg). RMN
de 'H (cDCl,) & 7,15 (m, 2H), 7,00 (m, 2H), 3,77 (m, 1H),
3,58 {m, 2H), 2,89 (m, 1H), 2,79 (m, 1H), 2,64 (m, 1H),
2,34 (m, 4H), 2,12 (m, 1H), 1,68-1,24 (m, 14H); EM 361,2
(M+1) .

tetrazol-5-il) -hexil] -pi idin-2-ona. Siguiendo el

procedimiento descrito para el Ejemplo 3, Etapa D, se hizo
reaccionar 7-{2-[4-(4-fluoro-fenil)-3-hidroxi-butil]-5-oxo-
pirrolidin-1-il}-heptanonitrilo (71 mg, 0,197 mmol) con
azidotrimetilsilano (45 mg, 0,394 mmol) y ©&6xido de
dibutilestafio (5 wmg, 0,02 mmol) en tolueno (10 ml)}
calentado a reflujo durante 16 horas. Se afiadieron
cantidades adicionales de azidotrimetilailano (200 mg) y de
6xido de dibutilestafio (50 mg) y la mezcla de reaccién ge
calents a reflujo durante 5 horas. La mezcla de reaccién se
acidificé con HCl1l 1N haata pH 2 (S ml) y la solucién acuosa
pe lavdé con EtOAc (4 x 10 ml). Las soluciones orgénicas
reunidas &8e secaron (MgS0,), s8e filtraron y ©se
concentraron. La purificaciém por cromatograffa de media
presién (EtOAc hasta EtOAc:MeOH 39:1 hasta EtOAc:MeOH 19:1)
proporciond el compuesto del titulo del Ejemplo 5A (39 mg).
RMN de 'H (CDCl,) & 7,16 (m, 2H), 7,00 (m, 2H), 32,81 (m,
1H), 3,68 (m, 1H), 3,53 (m, 1H), 2,99 {(m, 3H), 2,80 (m,

1H), 2,68 (m, 1H), 2,47 (m, 2H), 2,20 {(m, 1H), 1,88-1,22
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(m, 14H); EM 404,3 (M+1), 402,3 (M-1).

Ejemplo 6
5-(4-Bifenil-3-11-3-hidroxi-butil)-1-[6- (2R-tetraszol-5-1l1)-
hexil] -pirrolidin-2-ona

Siguiendo el procedimiento descrito para el Ejemplo 5,

Etapa A, se alquild el anién derivado de 5- [4-bifenil-3-il-
3-(terc-butil-dimetil-gilaniloxi) -butil] -pirrolidin-2-ona
(239,1 mg, 0,564 mmol) y NaHMDS (1M en THF, 0,67 ml, 0,67
mmol) con 7-bromoheptanonitrilo (118 mg, 0,620 mg) a 70°C
durante 24 horas. la purificacin por cromatograffa de
media presién (CH,Cl, hasta MeOH al 1% en CH,Cl, hasta MeOH
al 2% en CH,CIl, hasta MeOH al 4% en CH)Cl,) proporcioné 7-{2-
[4-bifenil-3-il-3-(terc-butil-dimetil-silaniloxi)-butill-5-
oxo-pirrolidin-1-il}-heptanonitrilo (187 mg). EM 533,3
(M+1) .

-1-il] -heptanoni ©. 8iguiendo el procedimiento

descrito para el Ejemplo 5, Etapa B, se desprotegid 7-{2-

~C
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[4-bifenil-3-il-3- (terc-butil-dimetil-ailaniloxi) -butil] -5-
oxo-pirrolidin-1-il}-heptanonitrilo (187 mg, 0,351 mmol)
con TBAF (1M en THF, 0,53 ml, 0,53 mmol). La adicién se
llevé a cabo a 0°C y la mezcla de reaccién se agité a
temperatura ambiente durante Z4 horas. La purificacién por
cromatograffa de media presién (CH,Cl, hasta MeOH al 1% en
CH,Cl, hasta MeOH al 2% en CH,Cl, hasta MeOH al 6% en CH)Cl,
hasta MeOH al 10% en CH,Cl,}) proporcionbé 7-[2-{4-bifenil-3-
il-3-hidroxi-butil)-5~-oxo-pirrolidin-1-il]-heptanonitrilo
(85 mg). RMN de 'H (CDCl,}) & 7,58 (m, 1H), 7,51-7,33 (m,
4H), 7,21-7,12 (m, 4H), 3,85 {(m, 1H), 3,60 (m, 2H), 2,90
{m, 1H), 2,83-2,60 (m, 2H), 2,45-2,30 (m, 4H), 2,14 {m,

lH) F} 1,73-1'25 (m, 14H) N

Etapa C:
tetrazol-5-il) -hexil]-pirrolidin-2-ona. Siguiendo el

procedimiento descrito para el Ejemplo 3, Etapa D, se hizo
reaccionar 7-[2-(4-bifenil-3-il-3-hidroxi-butil) -5-oxo-
pirrolidin-1-il] -heptanonitrilo (109 mg, 0,260 mmol) con
azidotrimetileilano (0,69 ml, 0,52 mmol) y &xido de
dibutilestafio (11 mg, 0,044 mmol) en tolueno (5,3 ml)
calentado a reflujo durante 72 horaas. La mezcla de reaccisn
se enfrib y se afiadi$ agua. La mezcla se acidificé con HC1
1IN hasta pH 2 y la solucién acuosa se lav6é con MeOH al 5%
en CH,Cl, (tres veces). Las soluciones orgdnicas reunidas se

secaron (MgSO,), se filtraron y B8e concentraron. La

1y

\)
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purificacién por cromatograffa de media presifén
{hexanos:EtOAc 1:1 hasta EtOAc hasta MeOH al 2% en CH)I,
hasta MeOH al 4% en CH,Cl, hasta MeOH al 8% en CH)Cl,}
proporciond el compuesto del titulo del Ejemplo 6 (107 mg).
RMN de 'H (¢DC1,) & 7,57 (m, 1H), 7,51-7,32 (m, 4H), 7,25-
7,13 (m, 4H), 3,91 (m, 1H), 3,74-3,50 (m, 2H), 2,96 (m,
3H), 2,77 (m, 1H), 2,50 (m, 2H), 2,22 {(m, 1H), 2,07 (m,
1H), 1,90-1,22 (m, 14H); BEM 452,2 (M+1l), 460,1 (M-1).
Ejemplo 7
5-[4-(3-Fluoro-fenil) -3-hidroxi-butil] -1-[6- (2H-tetrazol-5-
1l) -hexil) -pirrolidin-2-ona

Siguiendo el procedimiento descrito para el Ejemplo 5,

Etapa A, se alquils el anién derivado de 5-[3-(terc-butil-
dimetil-silaniloxi)-4-{3-fluoro-fenil)-butil] -pirrolidin-2-
ona (250 mg, 0,684 mmol) y NaHMDS (1M en THF, 0,80 ml, 0,80
mml) con 7-bromoheptanonitrilo (142 mg, 0,748 mg) a 70°C
durante 72 horas. La purificacién por cromatograffa de

media presi6tn (hexanos:EtOAc 1:1 hasta EtOAc hasta MeOH al

[y6
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5% en CH),Cl;) proporciond el 7-{2-[3-(terc-butil-dimetil-
silaniloxi)-4-(3-fluoro-fenil) -butil] -5-oxo-pirrolidin-1-
il}-heptanonitrilo (261,7 mg). RMN de 'H (CDC1,) & 7,26 (m,
iH), 6,92 (m, 3H), 3,89 (m, 1H), 3,59 (m, 2H), 2,89 (m,
1H), 2,75 (m, 2H), 2,36 (m, 4H), 2,11 (m, 1H), 1,72-1,26

(m, 13H), 0,89 (s, 9H), 0,09 (8, 6H); EM 475,3 (M+1).

pirrolidin-1-il}-heptanonitrilo. Siguiendo el procedimiento

descrito en el Ejemplo 5, Etapa B, se deaprotegid con TBAF

(1M en THF, 0,83 ml, 0,83 mmol) el 7-{2-[3-(terc-butil-
dimetil-silaniloxi)-4-(3-fluoro-fenil)-butil]-5-oxo-
pirrolidin-1-il}-heptanonitrilo (261,7 mg, 0,551 mmol). La
adicién se llevd a cabo a 0°C y la mezcla de reaccibn se
agité a temperatura ambiente durante 24 horas. la
purificacién por cromatografia de media presién (CH,Cl,
hasta MeOH al 1% en CH;Cl, hasta MeOH al 2% en CH,Cl, hasta
MeOH al 4% en CH),Cl,) proporcioné el 7-{2-[4-(3-fluoro-
fenil) -3-hidroxi-butil]-5-oxo-pirrolidin-1-il}-
heptanonitrilo (141 mg). RMN de 'H (CDCl,) & 7,32 (m, 1H),
6,98 (m, 3H), 3,86 (m, 1H), 3,64 (m, 2H), 2,99-2,80 (m,
2H), 2,71 {m, 1H), 2,38 (m, 4H), 2,16 (m, 1H), 1,74-1,29

(m, 14H); EM 361,3 (M+l).

tetrazol-5-il)-hexil] -pirrolidin-2-ona. Siguiendo el

procedimiento descrito para el Ejemplo 6, Etapa C, se hizo

It

?—
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reaccionar 7-{2-[4-(3-fluoro-fenil)-3-hidroxi-butil]-5-oxo-
pirrolidin-1-il}-heptanonitrilo (141,3 mg, 0,392 mmol) con
azidotrimetilsilano (0,210 ml, 1,57 mmol) y ©Oxido de
dibutilestafio (29 mg, 0,116 mmol) en tolueno (8 ml)
calentado a reflujo durante 72 horas. La purificacién por
cromatograffa de media presiéa (CH,C1l, hasta MeOH al 2% en
CH,Cl, hasta MeOH al 4% en CH,Cl, hasta MeOH al 6% en CH,Cl,)
proporcioné el compuesto del titulo del Ejemplo 5C (101,5
mg). RMN de 'H (CDCl,) 8 7,26 (m, 1H), 6,94 (m, 3H), 3,87
{m, 1H), 3,70 {(m, 1H), 3,52 (m, 1H), 2,98 (m, 3H), 2,78 (m,
2H), 2,48 (m, 2H), 2,20 (m, 1H), 1,89-1,24 (m, 14H); EM
404,2 (M+1), 401,959 (M-1).
Ejemplo B8

5S5-[4-(3-Cloro-fenil) -3R-hidroxi-butil] -1- [6- (2B-tetrazol-
5-11) -hexil) -pirrolidin-2-ona

xo0-pirrolidin-1-il}- tanonitrilo. Se afladié (R) -2-metil-

CBS-oxazaborolidina (1M en tolueno, 1,3 ml, 1,3 mmol) a una
solucién de 7-{2-oxo-5R-[3-0x0-4-{3-cloro-fenil)-but-1-

enil] -pirrolidin-1-il}-heptanonitrilo (1,62 g, 4,34 mmol)
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en CH,Cl, (200 ml) a -45°C. Después de agitar durante 20
minutos, se afiadié catecolborano (1M en THF, 13 ml, 13
mmol) gota a gota. La reaccién se agité a -45°C durante 16
horas y se afiadié EHCl 1N. La mezcla sBe calentd a
temperatura ambiente y se separaron las capas. lLa solucién
orginica se lavé con NaOH 1N (3 veces). La solucién
orgédnica se lavd sucesivamente con HCl 1N, agua y salmuera.
La solucién orgéinica se secd (Mgso,), se filtré y se
concentrd. La purificacién por 'cromatograffa de media
presién (hexanos:EtOAc 1:1 hasta MeOH al 20% en CH,Cl,)
proporcioné 7-{2R- [3§-hidroxi-4-(3-cloro-fenil) -but-1-
enil] -5-oxo-pirrolidin-1-il}-heptanonitrilo (536 mg) como
una mezcla 8,2:1 de los alcoholes 3S:2R. RMN de 'H (CDCl,)
6 7,24-7,17 (m, 3H), 7,07 (m, 1H), 5,69 (dd, 1H), 5,46
(¢d, 1H), 4,40 (m, 1H), 4,01 (m, 1H), 3,46 (m, 1H), 2,81
(m, 2H), 2,68 (m, 1H), 2,42-2,28 (m, 4H), 2,20 (m, 1H),
1,73-1,59 {(m, 4H), 1,42 (m, 4H), 1,25 (m, 2H); EM 375
(M+1) ,

pirrolidin-i1-il}-heptanonitrilo. Siguiendo el procedimiento

descrito para el Ejemplo 4, Etapa C, se sometié a

hidrogenacifn en presencia de paladio al 10% sobre carbono
(60 mg) durante 3,5 horas el 7-{2R-{38-hidroxi-4-(3-cloro-
fenil) -but-1-enil] -5-oxo-pirrolidin-1-il}-heptanonitrilo

(536 mg) en EtOH (30 ml). La purificacién por cromatografia
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de media presidén (hexanos:EtOAc 1:1 hasta MeOH al 20% en
CH,C1, proporcioné el 7-{2S-[4-(3-cloro-fenil)-3R-hidroxi-
butil] -5-oxo-pirrolidin-1-il}-heptanonitrilo (440 mg). RMN
de 'H (cDCl,) & 7,22 (m, 3H), 7,08 (m, 1H), 3,83 (m, 1H),
3,59 (m, 2H), 2,90 (m, 1H), 2,77 (dd, 1H), 2,66 (dd, 1H),
2,39-2,29 (m, 4H), 2,11 (m, 1H), 1,78 (m, 1H), 1,68-1,39

(m, 11H), 1,29 (m, 2H); EM 377,2 (M+1).

etra -5-i}1)-hexil] ~-pirrolidin-2-ona. Siguiendo el

procedimiento descrito para el Ejemploc 3, Etapa D, Be
calentd a reflujo durante 16 horas una mezcla de 7-{2S-[4-
{(3-cloro-fenil) -3R-hidroxi-butil] -5-oxo-pirrolidin-1-il}-
heptanonitrilo (420 mg, 1,114 mmol), trimetilsililazida
(257 mg, 2,23 mmol) y 6xido de dibutilestafio {56 mg) en
toclueno (30 ml). Los volédtiles se eliminaron a vacio y el
residuo se disolvié en MeOH y se agité con HCl 3N durante
3 horas. La reaccién se diluyé con agua y CHCl, y Be
separaron las capas. La capa orgénica se lavé con agua
seguida de salmuera. La solucién orgénica se secd (MgSo,),
se filtrd y se concentr6. La purificacién por cromatografia
de media presién (EtOAc hasta MeOH al 2% en CH,Cl, hasta
MeOH al 7% en CH,Cl,) proporcioné la 55-[4-(3-cloro-fenil)-
3R-hidroxi-butil]-1-[6-(2H-tetrazol-5-il)-hexil] -
pirrolidin-2-ona (311 mg). RMN de 'H (CDCl,) & 7,22 (m,

3H), 7,08 (m, 1H), 3,86 (m, 1H), 3,66 (m, 1H), 3,52 (m,

AYY
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1H), 2,96 (m, 3H), 2,82-2,68 (m, 2H), 2,45 (m, 2H), 2,17
(m, 1H), 1,88-1,22 (m, 14H); EM 420,2 (M+l1), 418,3 (M-1).
Ejemplo 9
Acido 7-{2R-[3-hidroxi-4-(3-fenoxi-fenil)-but-l-enil]-5-
oxo-pirrolidin-1-il}-heptanoico

Siguiendo el procedimiento descrito para el Ejemplo 1,

Etapa A, se hizo reaccionar el anién derivado de éter
dimetilico del &cido [2-oxo-3-(3-fenoxi-fenil)-propil]-
fosfbnico (633 mg, 1,98 mmol) y NaH (60% en aceite, 70 mg,
1,74 mmol) con &ster etilico del &cido 7-(2R-formil-5-oxo-
pirrolidin-1-il) -heptanoico (se supone 1,58 mmol) durante
24 horas. La cromatografia de media presiSn (EtOAc)
proporciond el éster etilico del &cido 7-{2-oxo-5R-[3-oxo-
4- (3-fenoxi-fenil) -but-1-enil]-pirrolidin-1-il}-heptanoico
(215 mg) . RMN de 'H (cDCl,) & 7,28 (m, 3H), 7,08 (m, 1H),
6,97 {(m, 2H), 6,89 (m, 2H), 6,83 (m, 1H), 6,62 (dd, 1H),
6,19 (d, 1H), 4,13 (m, 1H), 4,08 (g, 2H), 3,79 (s, 2H),

3,51 {m, 1H), 2,68 (m, 1H), 2,35 {(m, 2H), 2,24 (m, 3H),
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2,24 (m, 3H), 1,75 {m, 1H), 1,54 (m, 2H), 1,43-1,20 (m,
SH) .

apa B: Ester etflico do 7-{2R-[3-hidroxi-4-(3-

heptanoicg. Siguiendo el procedimiento descrito para el

Ejemplo 3, Etapa C, se hizo reaccionar el é&ster etilico del
&cido 7-{2-oxo-5R-[3-oxo0-4-(3-fenoxi-fenil)-but-l-enil)-
pirrolidin-1-il}-heptanoico (215 mg, 0,451 mmol) con NaBH,
(17 mg, 0,45 mmol) en EtOH (3 ml) a 0°C durante 4 horas. La
purificacién por cromatografia de media presién (EtOAc)
proporciond el éster etflico del &cido 7-(2R-[3-hidroxi-4-
(3-fenoxi-fenil)-but-l-enil)-5-oxo-pirrolidin-1-il}-
heptanoico (167 mg). RMN de 'H (CDCl,) & 7,33 (m, 2H), 7,25
(m, 18), 7,10 (m, 1K), 6,99 (m, 2H), 6,93 {m, 1H), 6,86 (m,
2H), 5,72 {m, 1H), 5,45 (m, 1H), 4,37 (m, 1lH), 4,10 (q,

2H), 3,47 (m, 1H), 2,82 (m, 3H), 2,35 (m, 2H), 2,26 (t,

2H), 2,15 (m, 1H), 1,70-1,21 (m, 13H).

Siguiendo el

procedimiento descrito para el Ejemplo 1, Etapa D, se
hidrolizé el éster etilico del &cido 7-{2R- [3-hidroxi-4- (3-
fenoxi-fenil) -but-1-enil] -5-oxo-pirrolidin-1-il}-heptanoico
(29 mg, 0,060 mmol) con NaCH 2M en EtOH (4,0 ml) a
temperatura ambiente durante 24 horas, proporcionando el

compuesto del titulo (20 mg). RMN de 'H (CDCl;) & 7,33-7,21

}IS2

B
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{m, 3H), 7,08 {(m, 1H), 6,98-6,84 {m, S5K), 5,70 {m, 1H),
5,44 (m, 1H), 4,36 (m, 1H), 4,00 (m, 1H), 3,44 (m, 1H),
2,85-2,51 {(m, 3H), 2,32 (m, 4H), 2,14 (m, 1H), 1,68-1,18
(m, 10H).
Ejemplo 10

Kcido 7-{2§-[3-bidroxi-4-(3-fenoxi-fenil)-butil]-5-oxo-
pirrolidin-1-il}-beptanoico

Siguiendo el procedimiento descrito para el Ejemplo 1,

Etapa C, se sometid a hidrogenacién en un agitador Parr a
3,45 x 10° Pa durante 18 horas una mezcla del éster etflico
del &cido 7-{2R- [3-hidroxi-4-(3-fenoxi-fenil)-but-1-enil] -
5-ox0-pirrolidin-1-il}-heptancico (139 mg, 0,290 wmmol),
MeOH (30 ml) y paladio al 10% asobre carbono (14 mg). La
purificacién por <cromatograffa de media presibn
(hexanos:EtOAc 1:1) proporcions el éster etilico del &cido
7-{28-[3-hidroxi-4-(3-fencxi-fenil)-butil] -5-oxo-
pirrolidin-1-il}-heptanoico (86 mg). RMN de 'H (CDCl,) &

?7,35-7,24 (m, 3H), 7,10 (m, 1H), 6,99 (m, 2H), 6,93 (m,
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1H), 6,87 (m, 2H), 4,09 (gq, 2H), 3,80 (m, 1H), 3,58 (m,
2H), 2,82 (m, 2H), 2,64 (m, iH), 2,42-2,24 (m, 4H), 2,10

(m, 1H), 1,77 (m, 1H), 1,66-1,21 (m, 16H).

= -pirrolidin-1-il}-h noico. Siguiendo el
procedimiento descrito para el Ejemplo 1, Etapa D, Bse
hidrolizé el é&ster etflico del &cido 7-{25-[3-hidroxi-4-(3-
fenoxi-fenil) -butil]-S-oxo-pirrolidin-1-il}-heptanoico (86
mg, 1,79 mmol) con NaCH 2N en MeOH (4 ml) durante 18 horas,
proporcionando el compuesto del tftulo (62 mg). RMN de 'H
(CDC1l,) & 7,33-7,23 (m, 3H), 7,09 (m, 1H), 6,98 (m, 2H),
6,91 (m, 1H), 6,86 {(m, 2H), 3,80 (m, 1H), 3,56 {(m, 2H),
2,88 {(m, 1H), 2,77 (m, 1H), 2,64 (m, 1H), 2,38-2,28 (m,
4H), 2,09 {m, 1H), 1,77 (m, 1H), 1,64-1,21 {(m, 13H).
Preparacién 1

7- (2R-Hidroximetil-5-oxo-pirrolidin-1-il)-heptanonitrilo

pirrolidin-1-il] -heptanonjtrilo. Se afiadié una solucién de

SR- (terc-butil-dimetil-silaniloximetil) -pirrolidin-2-ona

(Tetrahedron: Asymmetry, 1996, 7, 2113) (20,00 g, 87,19
mmol) en DMF (50 ml) a una mezcla de NaH (60% en aceite,
3,826 g, 0,0959 mmol, lavada con 20 ml de DMF) en DMF (250
ml). La reaccifm se agit§ a temperatura ambiente durante
1,5 horas y se afladi6 una solucibén de 7-bromoheptanonitrilo

(16,574 g, 87,19 mmol) en DMF (50 ml). La reaccién se agité

%
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a 90°C durante 3 horas. La reaccidén se enfridé hasta
temperatura ambiente y se afiadié agua (750 ml). La solucibn
acuosa se lavdé con EtOAc (4x250 ml). Las s8oluciones
orgédnicas reunidas se lavaron con agua (2x250 ml), se
secaron (MgSQ,), se filtraron y 8se concentraron. La
purificacién por cromatograffia de media presién eluyendo
con un gradiente de disolvernte (hexanos:EtOAc 9:1 hasta
hexanos:EtOAc 7:3 hasta hexanos EtOAc 1l:1) proporciond el
7-[2R- (terc-butil-dimetil-silaniloximetil) -5-oxo0-
pirrolidin-1-il]-heptanonitrilo (22,46 g). RMN de 'H (CDCl,)
6 3,69-3,55 (m, 4H), 2,99 (m, 1H), 2,42 (m, 1H), 2,34-2,24
{(m, 3H), 2,05 (m, 1H), 1,81 (m, 1H), 1,67-1,42 (m, 6H),
1,31 (m, 2H), 0,86 (s, 9H), 0,03 (s, 6H); EM 339,3 (M+l).

Etapa B:
heptanonitrileo. Se afiadi® lentamente una 8solucién de

fluoruro de tetrabutilamonio (1M en THF, 100,0 ml, 100,0
mmol) a wuna solucién de 7-[2R-(terc-butil-dimetil-
silaniloximetil) -5-oxo-pirrolidin-1-il] -heptanonitrilo
(22,39 g, 66,13 mmol) en THF (400 ml) a 0°C. La reaccién se
calent6 hasta temperatura ambiente y se agitdé durante 4
horas. Se afladi6 NaHCO, acuoeo saturado (250 ml) y los
voldtiles se eliminaron a vacfo. La solucién acucsa que
quedé se lavé con CHCl; (4x200 ml). Iaes soluciones
orgfnicas reunidas se secaron (MgSO,), se filtraron y se

concentraron. La purificacién por cromatografia de media

A
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presién eluyendo con un gradiente de disolvente
(hexanos:EtOAc 9:1 hasta hexanog:EtOAc 4:1 hasta
hexanos :EtOAc 7:3 hasta hexanos:EtOAc 6:4 hasta
hexanos:EtOAc 1:1 hasta EtOAc hasta EtOAc:MeOH 9:1)
proporcioné el 7-(2R-hidroximetil-S5-oxo-pirrolidin-1-il)-
heptanonitrilo (14,922 g). RMN de 'H (CDCl,) & 3,78 (dd,
1H), 3,71-3,58 (m, 3H), 3,00 (m, 1H), 2,46 (m, 1H), 2,36-
2,27 (m, 3H), 2,08 (m, 1H), 1,93 (m, 1H), 1,77 (m, 1H),
1,68-1,43 (m, 6H), 1,32 (m, 2H); EM 225,1 (M+l).
PreparaciSn 2

Ester etflico del #&cido 7-(2R-hidroximetil-5-oxo-
pirrolidin-1-il) -heptanoico

Eta : Es tflico del &cido 7- - (terc-butil-dimetil-

Siguiendo el procedimiento descrito para la Preparacién 1,
Etapa A, se hizo reaccionar con 7-bromoheptanocato de etilo
(32,559 g, 137,3 mmol) durante 3 horas a 90°C el anién
derivado de 5R~ (terc-butil-dimetil-silaniloximetil) -
pirrolidin-2-ona (30,00 g, 130,8 mmol) y NaH (60% en
aceite, 5,756 g, 143,9 mmol) en DMF (600 ml). La
purificacién por cromatografia de media presién eluyendo
con un gradiente de disolvente (hexanos:EtOAc 9:1 hasta
hexanos EtOAc 4:1 hasta hexanos:EtOAc 7:3 hasta
hexanos:EtOAc 6:4) proporciond el éster etilico del &cido

7-[2R- (terc-butil-dimetil-silaniloximetil)-S5-oxo-

&
)&
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pirrolidin-1-il] -heptanoico (39,46 g). RMN de 'H (CDCl,) &
4,10 (g, 2H), 3,62 {m, 4H), 2,95 {(m, 1H), 2,42 (m, 1H),
2,27 (m, 3H), 2,04 (m, 1H), 1,81 (m, 1H), 1,65-1,26 (m,
8H), 1,23 (¢, 3H), 0,86 (s, 9H), 0,03 (s, 6H); EM 386,2
{M+1) .
Etapa B: Ester etilico del &cido 7-(2R-hidroximetil-5-oxo-
pirrolidin-1-il) -heptanoico. 3iguiendo el procedimiento
descrito para la Preparacién 1, Etapa B, se desprotegié el
éster etilico del 4&cido 7-[2R-(terc-butil-dimetil-
eilaniloximetil) -5-oxo-pirrolidin-1-il] -heptanocico (39,46
g, 102,3 mmol) con TBAF (1M en THF, 154,0 ml, 154,0 mmol)
con un tiempo de reaccién de 2,5 horas. La purificacién por
medio de cromatografia de media presién eluyendo con un
gradiente de disolvente  hexanos:EtOAc 9:1 hasta
hexanos:EtOAc 6§:4 hasta hexanos:EtOAc 1:1 hasta EtOAc hasta
EtOAc:MeOH 19:1) proporcioné el éster etflico del &cido 7-
(2R-hidroximetil-5-oxo-pirrolidin-1-il) -heptanoico (25,41
g). RMN de 'H (cDC1;) & 4,10 (g, 2H), 3,77 (dd, 1H), 3,64
(m, 3H), 2,96 (m, 1H), 2,46 (m, 1H), 2,35-2,25 (m, 3H),
2,08 (m, 1H), 1,93 (m, 1H), 1,71 (m, 1H), 1,63-1,27 (m,
BH), 1,23 (t, 3H); EM 272,2 (M+l).

Preparacidn 3
Ester dimetfilico del &cido [2-oxo-3-(3-trifluorometil-

fenil) -propil] -fosfénico

IS7 E
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acetamida. Se afiadi® trietilamina (2,25 ml) a una solucién
de clorhidrato de N,O-dimetilhidroxilamina (1,577 g, 16,2
mmol) en DMF (25 ml) y CH,Cl, (25 ml) a 0°C. Después de
agitar durante 5 minutos, se afladieron &cido 3-
trifluorometilfenilacético (3,0 g, 14,7 mmol), HOBT (3,177
g, 23,5 mmol) y DEC (clorhidrato del cloruro de 2-
dietilamincetilo, 3,10 g, 16,2 mmol). La mezcla de reaccién
se agité a temperatura ambiente durante 18 horas y se
concentrd a vacfo. E]l residuc se diluy® con EtOAc y la
solucidn orgénica se lavé sucesivamente con NaOH 1N (2
veces), agua y salmuera. La Bsolucién orgfnica se secd
{MgsQ,) , se filtrd y se concentrd a vacfio. La cromatografia
de media presidSn (EtOAc al 20% en hexanos hasta EtOAc al
50% en hexanos) proporcioné la N-metoxi-N-metil-2-(3-

trifluorometil-fenil) -acetamids.

Etapa B: Epter dimetflico del &Scido [2-oxp-3-(3-
trifluorometil-fenil)-propill]-fosfénico. Se afiadié

lentamente n-BulLi (2,5M en hexanos, 28 ml, 70 mmol) a una
solucidén de dimetilmetilfosfonato (9,4 g, 75,8 mmol) en
tolueno (80 ml) a -78°C. La mezcla de reaccién se agitd
durante 1 hora y se afiadié lentamente una solucién de N-
metoxi-N-metil-2- (3-trifluorometil-fenil)-acetamida (14,39
g) en tolueno (50 ml). La mezcla de reaccifn se agitd
durante 2,5 horas y se afiadi6 AcOH (40 ml). La mezcla de

reaccién se calent$ hasta temperatura amblente y se afladié
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agua. La capa orgfnica se lavé con agua, seguido por
salmuera. La solucién org&nica se sec6 (MgSO,), se filtré
y se concentrd a vacfo. La cromatografia de media presién
{CH,C1l, hasta MeOH al 2% en CH,Cl,) proporcioné el compuesto
del titulo de la Preparacién 3 (9,37 g). RMN de 'H (CDCl,)
6 7,52 (m, 1H), 7,44 (m, 2H), 7,37 (m, 1H), 3,96 (8, 2H),
3,87 (s, 3H), 3,76 (s, 3H), 3,12 (4, 2H).
Preparacién 4

Ester dimetflico del &cido [3-(3-cloro-fenil)-2-oxo-
propil) -fosfénico

Sustituyendo los materiales apropiados, se prepard el
compuesto del titulo de la Preparacién 4 siguiendo un
procedimiento andlogo al descrito para la Preparacién 3.

Preparacisn 5

Ester dimetflico del &cido [3-(3-cloro-femnil)-2-oxo-
propil] -fosfénico

Se afladié lentamente n-Buli (2,5M, 64,2 ml, 160,6
mmol) a una solucién de dimetilmetilfosfonato (17,93 g, 144
mmol) en THF (270 ml) a -78°C. La mezcla de reaccién se
agitd durante 1 hora y se afiadi6 lentamente éster metflico
del &cido (3-cloro-fenil)-acético (26,93 g, 146 mmol). La
mezcla de reaccidén se dejé calentar hasta temperatura
ambiente y se agité durante 24 horas. Se afiadi® AcOH (15
ml) y los voldtiles se eliminarcn a vacfo. El residuo se

diluyé con CHCl, y 1la solucién orginica se lavé

AY |
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cuidadosamente con NaHCOy acuoso saturado (3 veces). La
capa org8nica se secé (MgsSoO,), se filtré y se concentré a
vacio. La purificacién por medio de cromatografia de media
presién (EtOAc al 20% en hexanos hasta EtOAc) proporcioné
el compuesto del titulo (9,28 g).
Preparacién 6
Tetrahidro-pirrolizin-3,5-diona

El compuesto del titulo de la Preparacifn 6 se prepard
eiguiendo el procedimiento descrito en la patente de los
Estados Unidos niimero 4.663.464.

Preparacién 7

Ester etflico del fcido 7-(2R-formil-5-oxo-pirrolidin-1-
il) -heptanocico

Se afiadi6 clorhidrato de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-
etilcarbodiimida (3,46 g, 18,03 mmol) y DMSO (1,5 ml, 24,04
mmol) a una solucién de é&ster etflico del &cido 7-(2R-
hidroximetil-5-oxo-pizrrolidin-1-il)-heptanoico (1,63 g,
6,01 mmol) en benceno (50 ml). La solucién se enfrié hasta
0°C y se afladié trifluoroacetato de piridinio (1,28 g, 6,61
mmol}. La mezcla de reaccién se agité a 0°C durante 15
minutos y luego a temperatura ambiente durante 2 horas. lLa
golucién se decants del residuo oleoso. El residuo se lavé
con benceno (3 veces) y las aguas de lavado del benceno
reunidas se concentraron a vacio proporcionando el éster

etfilico del &cido 7-(2R-formil-S5-oxo-pirrolidin-1-il)-
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heptancico, gue se usé sin purificacién posterior.
Preparacién 8

Ester metflico del &cido 4-(3-{2-[4-bifenil-3-1i1-3-(terc-

butil-dimetil-pilaniloxi) -butil] -5-oxo-pirrolidin-1-1il1}-

propil) -beanzoico

Etapa A: 5-(3-Bromo-3-oxo-kutil)-pirrelidin-2-opa. Se

afiadié bromuro de 3-bromobencilmagmesio (0,25 M en Et,0,

155 ml, 38,8 mmol), gota a gota, a una sgolucidén de
tetrahidropirrolizin-3,5-diona (5 g, 36 mmol) en CH,Cl, (320
ml) a 0°C. La solucitn se agitd a 0°C durante 2 horas y se
inactiv6 con cloruro amSnico acuoso saturado. Se afiadid HCl
1IN acuogo para llegar a un pH de 3. Después de calentar
hasta temperatura ambiente, la solucifn acuosa se extrajo
con CH,Cl, (3 veces). Los extractos orginicos reunidos se
secaron (MgSO,), se filtraron y se concentraron. La
purificacién por cromatografia de media presién usando un
gradiente de disolvente (hexanos:EtOAc 1:1 hasta EtOAc
hasta MeOH al 5% en CH,Cl;) proporciondé la 5- (3-bromo-3-oxo-
butil) -pirrolidin-2-ona (7,84 g). RMN de 'H (CDCl;) & 7,41-
7,11 (m, 4H), 6,24 (s ancho, 1E), 3,67 (s, 2H), 3,60 (m,
1H), 2,52 (t, 2H), 2,32 (m, 2H), 2,20 {(m, 1H), 1,88-1,60
{m, 3H).

afiadié NaBH, (480 mg, 12,6 mmol) a una solucién de 5-(3-

bromo-3-oxo-butil)-pirrolidin-2-ona (7,84 g, 25,3 mmol) en

(6l
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EtOH (130 ml) y la reaccién se agité a 0°C durante 2,5
horas. La reaccién se inactiv6 con cloruro amfSnico acuoso
paturado. Se afiadieron agua y CH)Cl,. La capa acuosa se lavf
con CH,Cl, (3 veces) y los extractos orgénicos reunidos se
secaron (MgSO,), ee filltraron y se concentraron. La
purificacién por cromatografia de media presién usando un
gradiente de disolvente (hexanos:EtOAc 1:1 hasta EtOAc
hasta MeOH al 1% en CH,Cl, hasta MeOH al 3% en CH,Cl, hasta
MeOH al 5% en CH,Cl, hasta MeOH al 8% en CH,Cl,;) proporcioné
la 5-(3-bromo-3-hidroxi-butil) -pirrolidin-2-ona (6,76 g).
RMN de 'H (CDCl,) &§ 7,36-7,09 (m, 4H), 6,27 (d, 1H), 3,78
(m, 1H), 3,63 (m, 1H), 2,75 (m, 1H), 2,62 (m, 1H), 2,32-
2,18 (m, 3H), 1,88 (m, 1H), 1,73-1,42 (m, SH); EM 312,2,
314,1 (M+).

E

il] -pirrolidin-2- . Se afladié cloruro de terc-
butildimetileililo (3,59 g, 23,8 mmol), seguido por
imidazol (2,95 g, 43,3 mmol) y DMAP (264 mg, 2,16 mmol) a
una solucién de 5- (3-bromo-3-hidroxi-butil)-pirrolidin-2-
cna (6,76 g, 21,6 mmol) en DMF (86 ml). La reaccién se
agitd durante 24 horae y se inactivé con cloruro aménico
acuoso saturado. La solucién acuosa se lavé con EtOAc (3
veces) y los extractos orgénicos reunidos se secaron
(MgsO,), ee filtraron y se concentraron. La purificacién

por cromatografia de media presién usando un gradiente de

62

al
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disolvente (CH,Cl, hasta MeOH al 1% en CH,Cl, hasta MeOH al
3% en CH,Cl, hasta MeOH al 5% en CH,Cl, hasta MeOH al 8% en
CH,Cl,) proporcion$ la 5-[3-bromo-3-(terc-butil-dimetil-
silaniloxi) -butil] -pirrolidin-2-ona (7,45 g). RMN de 'H
(CbCly) & 7,30 (m, 2H), 7,12 {(m, 1H), 7,04 (m, 1H), 5,71
(m, 1H), 3,81 (m, 1H), 3,56 (m, 1H), 2,66 (m, 2H), 2,32-
2,17 {(m, 3H), 1,70-1,35 (m, 5H), 0,82 (s, 9H), -0,06 (4,
3H), -0,24 (d, 3H); EM 426,2, 428,2 (M+).

Etapa D:  5-[4-Bifenil-3-il-3-(terc-butil-dimetil-
pilaniloxi)-butil] -pirrolidin-2-ona. Se afladié &cido

fenilborénico (236 mg, 1,93 mmol) a una solucién de 5-{3-

bromo-3- (terc-butil-dimetil-silaniloxi)-butil] -pirrolidin-
2-ona (750 mg, 1,76 mmol) en DME (15 ml). Se afiadieron
acetato de paladio (26,8 mg, 0,088 mmcl) y tri-o-
tolilfosfina (39,5 mg, 0,176 mmol), seguido de una solucién
de Na,CO, (37,3 mg, 3,52 mmol) en agua (1,8 ml). La reaccién
ge calent6 a reflujo durante 24 horas. La reaccién se
enfrid y los volétiles se eliminaron a vacfo. El residuo se
diluyS con salmuera y EtOAc. La 3olucién acuosa se lavd con
EtOAc (3 veces) y loas extractos orgénicoe reunidos se
secaron (MgSO,), se filtraron y 8se concentraron. La
purificacién por cromatografia de media presién eluyendo
con un gradiente de disolvente (hexanos:EtOAc 1:1 hasta
EtOAc hasta MeOH al 1% en CH,Cl, hasta MeOH al 3% en CH,C],

hasta MeOH al 5% en CH),Cl,) proporcioné la 5-[4-bifenil-3-

163
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il-3- (terc-butil-dimetil-silaniloxi)-butil] -pirreolidin-2-
ona (717,3 mg). RMN de 'H (CDC1,) & 7,57 (m, 2H), 7,43 (m,
2H), 7,33 (m, 3H), 7,11 {(m, 2H), 5,78 (m, 1H), 3,91 (m,
iH}, 3,59 (m, 1H), 2,76 (m, 2H), 2,27 (m, 3H), 1,73-1,38
{m, 5H), 0,83 (s, 9H), -0,03 (d, 3H), -0,16 {(d, 3H); EM
424,3 (M+l1).
Preparacién 9

5-[{3-(terc-Butil-dimetil-pilaniloxi)-4-(3-£fluoro-£fenil) -
butil] -pirrolidin-2-ona

ona. Siguiendo el procedimiento descrito para 1la

Preparacién 8, Etapa A, se hizo reaccionar tetrahidro-
pirrolizin-3,5-diona (2 g, 14 mmol) con cloruro de 3-
fluorobencilmagnesio (0,25M en Et,0, 62 ml, 15,5 mmol)
durante 2,5 horas. La purificacién por cromatografia de
media presién usando un gradiente de disolvente
(hexanos:EtOAc 1:1 hasta EtOAc:hexanos 2:1 hasta EtOAc
hasta MeOH al 2% en CH,Cl, hasta MeOH al 10% en CH,Cl,)
proporcioné la 5-{4-(3-fluoro-fenil) -3-oxo-butil] -
pirrolidin-2-ona (2,1730 g). RMN de 'H (CDCl,) & 7,32-7,27
(m, 1H), 7,00-6,90 (m, 3H), 6,12 (s ancho, 1H), 3,69 (s,
2H), 3,59 (m, 1H), 2,52 (t, 2H), 2,30 (m, 2H), 2,19 (m,

1H), 1,75 (m, 2H), 1,65 (m, 1H).

il) -3-hi

2-ona. S8Siguiendo el procedimiento descrito para 1la

e
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Preparacifén 8, Etapa B, se redujo 5-[4-{(3-fluoro-fenil)-3-
oxo-butil] -pirrolidin-2-ona (2,17 g, 8,71 mmol) con NaBH,
(165 mg, 4,35 mmol). La purificacién por cromatografia de
media presifn usando un gradiente de disolvente
(hexanos:EtOAc 1:1 hasta EtOAc hasta MeOH al 1% en CHCI,
hasta MeOH al 3% en CH,Cl, hasta MeOH al 6% en CH)C1,)
proporcionéd 1la 5-{4-(3-fluoro-fenil)-3-hidroxi-butil]-
pirrolidin-2-ona (2,23 g). RMN de 'H (CDCl,) & 7,27 (m,
1H), 6,94 (m, 3H), 6,38 (m, 1H), 3,82 (m, 1H), 3,66 (m,
1H), 2,79 (m, 1K), 2,67 (m, 1H), 2,33-2,21 (m, 3H), 1,92

(d, J=4,15 Hz, 1H), 1,75-1,40 (m, 5H); EM 252,2 (M+1).

fenil) -butil] -pirrolidin-2-ona. Siguiendo el procedimiento

descrito para la Preparacién 8, Etapa C, se hizo reaccionar

la 5-[4-(3-fluoro-fenil)-3-hidroxi-butil] -pirrolidin-2-cna
(2,23 g, 8,87 mmol) con cloruro de terc-butildimetileililo
(1,47 g, 9,76 mmol). La purificacién por cromatograffa de
media presién usando un gradiente de disolvente
(hexanos:EtOAc 1:1 hasta EtOAc hasta MeOH al 1% en CH,CI,
hasta MeOH al 2% en CH,Cl, hasta MeOH al 4% en CH,CI,)
proporcioné la 5-[3-(terc-butil-dimetil-silaniloxi)-4-(3-
fluoro-fenil) -butil) -pirrolidin-2-ona (2,84 g). RMN de W
(cpcl,) &6 7,23 (m, 1H), 6,88 (m, 3H), 5,75 (m, 1H), 3,85
(m, 1H), 3,57 (m, 1H), 2,71 (m, 2H), 2,30 (m, 2H), 2,25 (m,

i1H), 1,70-1,38 (m, 5H), 0,84 (s, SH), 0 (s, 3H), -0,2 (s,
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3H).
Preparacién 10
5-[3-(terc-Butil-dimetil-silaniloxi)-4-(4-fluoro-fenil) -
butil] -pirrolidin-2-ona

ona. Siguiendo el procedimiento descrito para 1la

Preparacién 8, Etapa A, ese hizo reaccionar tetrahidro-
pirrolizin-3,5-diona (1,41 g, 10,1 mmol) con cloruro de 4-
fluorobencilmagnesio (0,25M en Et,0, 50 ml, 12,5 mmol)
durante 5 horas. La purificacifn por cromatografia de media
presi6n (MeOH al 2% en CH,Cl,) proporciondé la 5-[4-(4-
fluoro-fenil) -3-oxo-butil] -pirrolidin-2-ona (2,64 g). RMN
de 'H {cpcl,) & 7,18 (m, 2H), 7,03 (m, 2H), 6,34 (m, 1H),
3,70 (s, 2H), 3,62 (m, 1H), 2,54 (t, 2H), 2,34-2,15 {(m,

3H), 1,82-1,61 (m, 3H).

2-ona. Siguiendo el procedimiento descrito para la

Preparacifdn 8, Etapa B, se redujo 5-[4- (4-fluoro-fenil)-3-
oxo-butil) -pirrolidin-2-ona (2,64 g, mmol) con NaBH, (400
mg, mmol) a temperatura ambiente durante 1 hora. Se afladié
mées NaBH, (150 mg) y la reaccién se agitd durante 20 horas.
La purificacién por cromatografia de media presién usando
un gradiente de disolvente (CH,Cl, hasta MeOH al 2% en CH,Cl,
hasta MeOH al 4% en CH),Cl,) proporcioné la 5-[4-(4-fluoro-

fenil) -3-hidroxi-butil] -pirrolidin-2-ona (2,01 g). RMN de
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'H (cpCl,) & 7,14 (m, 2H), 6,98 (m, 2H), 6,78 (m, 1H), 3,76
(m, 1H), 3,65 (m, 1H), 2,76 (m, 1H), 2,64 {(m, 1H), 2,32-

2,18 (m, 4H), 1,72-1,47 (m, EH).

fenil)-butil) -pirrolidin-2-ona. Siguiendo el procedimiento

descrito para la Preparacién 8, Etapa C, se hizo reaccionar

la 5-[4-(4-fluoro-fenil)-3-hidroxi-butil)-pirrolidin-2-ona
(1,95 g, 7,79 mmol) con cloruro de terc-butildimetilsililo
(1,47 g, 9,76 mmol). La purificacién por cromatografia de
media presién usando un gradiente de disolvente {MeOH al 1%
en CH,C1,) proporcion5 1la 5-[3-(terc-butil-dimetil-
gilaniloxi)-4- (4-fluoro-fenil) -butil} -pirrolidin-2-ona. RMN
de 'H (cDCl,) & 7,12 (m, 2H), 5,97 (m, 2H), 5,75 (m, 1H),
3,83 (m, 1H), 3,60 {(m, 1H), 2,71 {(m, 2H), 2,36-2,24 (m,
3H), 1,70-1,38 (m, 5H), 0,84 (&, 9H), -0,05 (d, 3H), -0,2
(d, 3H).
Preparacién 11

Ester dimetflico del &cido [2-oxo-3-(3-fenoxi-fenil)-
propil] -fosfénico

El compuesto del titulo de la Preparacién 11 se
preparS de forma andloga a la descrita para el compuesto de

la Preparacién 5, sustituyendo los materiales apropiados.

Zs
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Habiendo descrito la invencién corw antecede, se declara como

propiedad lo contenido en las siguientes
REIVINDICACIONES

4
Cga'l. Uso de un agonista gelectivo del receptor EP4, uno

Am——_—

de pus proférmacos, o una sal farmacéuticamente aceptable de

dicho agonista selectivo del receptor EP4 o de dicho
profirmaco para la manufactura de una composicién para el
tratamiento de un trastorno que presenta una masa O&sea
reducida en un mamifero.

2. Uso segin la reivindicacién 1, en el que dicho
trastorno es oBteoporosis, fragilidad, una fractura
osteoporbética, un defecto 6seoc, pérdida Ssea idiopdtica de la
infancia, pérdida ©&6sea alveolar, pérdida ©6sea mandibular,
fractura Gsea, osteotomia, pérdida Gsea asociada a
periodontitis o crecimiento protésico interno.

3. Uso eeglin la reivindicacién 2, eﬁ el que dicha
composicién se administra por via sistémica.

4. Uso seglin la reivindicacién 2, en el que dicha
composicién se administra por via local.

5. Uso segn la reivindicacitén 2, en el que dicho
trastorno es fragilidad.

6. Uso seglin la reivindicacién 2, en el que dicho
trastorno es osteoporosis.

7. Uso Beglin la reivindicacién 2, en el que dicho
trastorno es una fractura 6sea o ura fractura osteopor6tica.

8. Uso seglin la reivindieacién 1, en el que dicho

agonista selectivo de EP4 eargn_ggmpuesta-de—ﬂésmula“I:

(68
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uno de sus profirmacos o una sal farmacéuticamente aceptable
de dicho compuesto o de dicho prof&rmaco, en la que:

Q es COOR’, CONHR' o tetrazol-5-ilo;

A es un enlace sencillo o cis-doble;

B es un enlace sencillo o trans-doble;

U es

”"Y 5 HO" "'H;

R? es a-tienilo, fenilo, fenoxi, fenilo monosustituido y
fenoxi monosustituido, siendo dichos sustituyentes cloro,
fluoro, fenilo, metoxi, trifluorometilec o alquilo C;-Ci;
R?® es hidr6geno, alquilo C;-Cs, fenilo o p-bifenilo;
R* es COR® o SOR%; y
R® es fenilo o alquilo C,-Cs.

9. Uso Begn la reivindicacién 8, en el que dicho
agonista selectivo del receptor EP4 es un compuesto de Férmula

I, siendo Q un 5-tetrazolilo y U un

/"’ o

H H

10. Uso seglin 1la reivindicacién 9, en el que dicho
compuesto es S5R- (38-hidroxi-4-fenil-but-1-enil)-1-[6- {1H-

tetrazol-5-il) -hexil] -pirrolidin-2-ona.

/A
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11. Uso seglin la reivindicacién 9, en el que dicho
compuesto es 58-(3R-hidroxi-4-fenil-butil)-1-(6-(1H-tetrazol-
5-il) -hexil] -pirrolidin-2-ona.

12. Uso sBegiin la reivindicacién 9, en el que dicho
compuesto es 5S-(4-3-(cloro-fenil)-3R-hidroxi-butil)-1i-(6- (2H-
tetrazol-5-il) -hexil-pirrolidin-2-ona.

13. Uso seglin la reivindicacién 9, en el que dicho
compuesto es 55-(3R-hidroxi-4-(3-trifluorometil-fenil)-butil)-
1-(6- {2H-tetrazol-5-il) ~-hexil) -pirrolidin-2-ona.

14. Uso seglin la reivindicacién 8, en el que dicho
agonista selectivo del receptor EP4 es un compuesto de Férmula
I, siendo Q un COOH y U un

H” “OH

15. Uso segin la reivindicacién 14, en el ‘que dicheo
compuesto es &cido 7-(25-(3R-hidroxi-4-fenil-butil)-5-oxo-
pirrolidin-1-il) -heptanoico.

16. Uso seglin la reivindicacién 14, en el que dicho
compuesto es8 &cido 7-[2R-(3S-hidroxi-4-fenil-but-l-enil}-5-
oxo-pirrolidin-1-il] -heptanoico.

- 17. Uso segin la reivindicdcién 14, en el que dicho
compuesto es &cido 7-{28-[3R-hidroxi-4-(3-trifluorometoxi-
fenil)-butil]-5-oxo—pifrolidin-1-il}-heptanoico.

18. Uso segin la reivindicacién 14, en el que dicho
compuesto es &Acido  7-{2S-(3R-hidroxi-4-(3-fenoxi-fenil) -
butil] -5-oxo-pirrolidin-1-il}-heptanoico.

19. Uso seglin la reivindicacién 14, en el que dicho
compuesto es f&cido 7-(28-(3R-hidroxi-4-(3-trifluorometil-

fenil) -butil) -5-oxo-pirrolidin-1-il) -heptanoico.



20. Uso segln la reivindicacién 14, en el que dicho
compuesto es &cido 7-{2S-[4-(3-cloro-fenil)-3R-hidroxi-butil]-
5-oxo-pirrolidin-1-il}-heptancico.

21. Uso sBegln la reivindicacién 8, en el que dicho
compuesto se selecciona de &cido 7-{28-[3R-hidroxi-4-(3-
fenoxi-fenil) -butil] -5-oxo-pirrolidin-1-il}-heptanocico; &cido
7-(28- (3R-hidroxi-4- (3-trifluorometil-fenil) -butil) -5-oxo-
pirrolidin-1-il) -heptanoico; &cido 7-{2S-[4-(3-cloro-fenil)-
3R-hidroxi-butil] -5-oxo-pirrolidin-1-il}-heptanoico; 58-(4-3-
(cloro-fenil) -3R-hidroxi-butil)-1-[6- (2H-tetrazol-5-il) -
hexil] -pirrolidin-2-ona; y 5S-(3R-hidroxi-4-(3-trifluorometil-
fenil) -butil) -1-{6- (2H-tetrazol-5-il) -hexil) -pirrolidin-2-ona.

22. Un compuesto seleccionado de &cido 7-{28-[3R-
hidroxi-4- (3-fenoxi-fenil)-butil]-5-oxo-pirrolidin-1-il}-
heptanoico; acido 7-{2S8- (3R-hidroxi-4-(3-trifluorometil-
fenil) -butil) -5-oxo-pirrolidin-1-il)-heptanoico; &cido 7-{2S-
[4- (3-cloro-fenil) -3R-hidroxi-butil] -5-oxo-pirrolidin-1-il}-
heptanoico; 58-{4-(3-(cloro-fenil)-3R-hidroxi-butil)-1-[6- (2H-
tetrazol-5-il)-hexil] -pirrolidin-2-ona; y 5S-(3R-hidroxi-4-(3-
trifluorometil-fenil) -butil) -1- (6~ (2H-tetrazol-5-1i1) -hexil) -
pirrolidin-2-ona.

23. El compuesto seglin la reivindicacién 22, que es
Acido 7-{28- [3R-hidroxi-4- (3-fenoxi-fenil) -butil] -5-oxo-
pirrolidin-1-il}-heptanoico.

24. El compuesto segfin la reivindicacién 22, que es
58-(4-(3- (cloro-fenil) -3R-hidroxi-butil)-1- (6- (2H-tetrazol-5-
il) -hexil-pirrolidin-2-ona.

25. El compuesto segin la reivindicacién 22, que es
dcido 7-(28- (3R-hidroxi-4- (3-trifluorometil-fenil)-butil)-5-

oxo-pirrolidin-1-il)-heptanoico.

1

&
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26. El compuesto segfin la reivindicacién 22, que es
dcido 7-{25- [4- (3-cloro-fenil)-3R-hidroxi-butil] -5-oxo-
pirrolidin-1-il}-heptanoico.

27. El compuesto segiin la reivindicacién 22, que es 5S-
(3R~hidroxi-4- (3-trifluorometil-fenil) -butil) -1-{6- (2H-

tetrazol-5-il) -hexil) -pirrolidin-2-ona.
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RESUMEN

Esta invencién se refiere a procedimientos para tratar
trastornos que presentan una masa ©O6sea reducida, en
particular osteoporosis, fragilidad, una fractura
osteoporética, un defecto 6seo, pérdida Gsea idiop&tica de
la infancia, pérdida 6sea alveolar, pérdida ©&sea
mandibular, fractura O©&sea, osteotomia, pérdida 6sea
agociada a periodontitis o recrecimiento protésico, que
comprenden administrar agonistas de prostaglandinas que son
agonistas de prostaglandinas selectivos para el receptor
EP4. Esta invencién se refiere especialmente a los
procedimientos en los que el agonista selectivo del

receptor EP4 es un compuesto de F6rmula I:

en la que las variables son como se han definido en 1la

memoria descriptiva.

73 $






Industria y Comercio

e

>
-y

-'h.

23 tacupt ) :73!‘ Am,e,

REQUISITOS MINIMOS PARA ADN I: :t.“" : “:'_‘a!;?";f ine! y—

A el IET phTEm -

PATENTE DE INVENCION | b)/ ' MODELO DE UTILIDAD [ |

e sl_.;eumrsuuencm

Y

' .L.n. E ':'h‘ AE‘"' T

whe g

Indicacion de que se soicita la concesidn de una patente H/
Detos do detiesin del oictari o do b parsona quo procerta lasociu Ed

®
®
e Descripcién de ia invencion [
e Dibujos de ser estos perinentes

INCOMPLETA [ |

sesoicita) m&odﬁ&ﬁolnduslnal [1

_ 'fdﬂﬁidhbodehpermnaquoprmtalaluh:d []
sartackn grificd . fowogréfica del Disgfio Industrial o muestra del

dtphia ﬂlhlmrpﬂfa Z:,'. ",' ré ! disafio .

Eilmﬁrw;ujﬂpdewdehsmmmdas [ ]

INCOMPLETA [ ]

. (E)mpmbmbdePagodebstasasestd)hmdas H/

Fecha: : : Cwrera 13 No. 27-00 Piéo 5y 10
Conmutador: 334 12 21234

Fax: 281 31 25 emal:info
Santa Fe de Bogotd D.C. ~



~——y

&

17§

Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

2020
Bogoté, D.C.

Doctor
CARLOS R. OLARTE
Apoderado sustituto

REFERENCIA: Radicacién No. 00-97391

Tramite 002
Evento 001
Actuscién 430
Oficio No. 0881
Folios 001

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de la
Decisitn 488 de la Comisién de la Comunidad Andina, se le comunica que:’

- Debe allegér copla del documento en que consta la cesién del derecho a la patents otorgado por el
Inventor al solicltante o a su causante (art. 26-k,Dec 486/2000).

= Debe Indicarse tanto el nombre como el domicillo de! inventor (Art. 27-e, D 486/00).

En cumplimiento del articulo 39 de la Decisién 488 de la Comisién de la Comunidad Andina,
se le requiere para que dentro del término de dos (2) meses siguientes a la fecha de
nofificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados. En caso
de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se considerard abandonada
y perdera su prelacion.

Notiflquese el presente oficio conforme a lo dispuestio en el articulo 8 de la Resolucién
Reglamentaria Ngt 210 5 de enero del 2001.

CESPEDES DE \_IERGEL - -
ivisidn de Nuevas Creaciones 7-9 Mﬁ- mm :

El anterior requerimiento fue notificado por fijacién en lista de fecha

202027202022

Carrera 13 No. 27-00 Pisos 5, 7y 10
Conmutador: 382 0840
Fax: 382 2695
E-mall; info@slc.gov.co
Bogotd, D.C., Colombia



