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DESCRIPCION
2-Metileno-19-nor-(20S-24S)-1-alfa,25-dihidroxivitamina-D2
Campo de lainvencién

Esta invencion se refiere a compuestos de vitamina D, y mas particularmente a 2-metileno-19-nor-(20S-24S)-1a,25-
dihidroxivitamina D, y a las formulaciones farmacéuticas que incluyen este compuesto. La invencion también se
refiere a el uso de 2-metileno-19-nor-(20S-24S) -1a,25-dihidroxivitamina D> o sales de la misma en la preparacion
de medicamentos para uso en el tratamiento de diversas enfermedades.

Antecedentes de lainvencion

La hormona natural, 1a,25-dihidroxivitamina D3 (también conocida como 1a,25-dihidroxicolecalciferol y calcitriol) y su
andlogo en la serie del ergosterol, es decir lala,25-dihidroxivitamina D», son conocidas por ser reguladores muy
potentes de la homeostasis del calcio en animales y seres humanos, y su actividad en la diferenciacion celular se ha
establecido también, Ostrem et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84, 2610 (1987). Se han preparado y probado
muchos analogos estructurales de estos metabolitos, incluyendo la 1a-hidroxivitamina Ds, 1a-hidroxivitamina Do,
varias vitaminas homologadas de cadena lateral y analogos fluorados. Algunos de estos compuestos muestran una
separacion interesante de las actividades de diferenciacion celular y de regulacién del calcio. Esta diferencia en
actividad puede ser util en el tratamiento de una variedad de enfermedades como la osteodistrofia renal, raquitismo
resistente a la vitamina D, osteoporosis, psoriasis, y ciertos tumores malignos. La estructura de la 1a,25-
dihidroxivitamina D3 y el sistema de numeracion usado para indicar los &tomos de carbono en este compuesto se
muestran a continuacion.

HO\\“\\“

1a,25-Dihidroxivitamina Dz = 1a,25-dihidroxicolecalciferol = calcitriol

Otra clase de analogos de la vitamina D, o sea los compuestos denominados 19-nor-vitamina D, se caracteriza por
la sustitucién del grupo metileno exociclico en el anillo A (carbono 19), tipico del sistema de la vitamina D, con dos
atomos de hidrégeno. Las pruebas bioldgicas de dichos anédlogos 19-nor (por ejemplo, 1a,25-dihidroxi-19-nor-
vitamina D3) revelaron un perfil de actividad selectiva con elevada potencia para inducir la diferenciacién celular, y
muy baja actividad de movilizacion de calcio. Asi, estos compuestos son Utiles como agentes terapéuticos
potencialmente para el tratamiento de tumores malignos, o el tratamiento de diversos trastornos cutaneos. Se han
descrito dos métodos de sintesis diferentes de dichos 19-nor analogos de la vitamina D (Perlman et al. Tetrahedron
Lett. 31, 1823 (1990), Perlman et al. Tetrahedron Lett. 32,7663 (1991), y DelLuca et al., documento de patente de
Estados Unidos N° 5.086.191).

En el documento de patente de Estados Unidos N° 4.666.634, se han descrito y examinado analogos 2(3-hidroxi y
alcoxi (por ejemplo, ED-71) de 1a,25-dihidroxivitamina D3 por el grupo de Chugai como farmacos potenciales para la
osteoporosis y como agentes antitumorales. Véase también Okano et al. Biochem. Biophys. Res. Commun. 163,
1444 (1989). Otros analogos del anillo A 2-sustituidos (con grupos hidroxialquilo, por ejemplo, ED-120, y grupos
fluoroalquilo) de la 1a,25-dihidroxi-vitamina D3 también se han preparado y probado (Miyamoto et al., Chem. Pharm
Bull 41, 1111 (1993); Nishii et al., Osteoporosis Int. Suppl. 1, 190 (1993), Posner et al., J. Org. Chem. 59, 7855
(1994), y J. Org. Chem. 60, 4617 (1995).

Se han sintetizado también varios analogos de la 1a,25-dihidroxi-19-nor-vitamina D3 2-sustituidos, es decir
compuestos sustituidos en la posicidbn 2 con grupos hidroxi o alcoxi (DeLuca et al.,, documento de patente de
Estados Unidos N° 5.536.713), con grupos 2-alquilo (DeLuca et al., documento de patente de Estados Unidos N°
5.945.410), y con grupos 2-alquilideno (DelLuca et al., documento de patente de Estados Unidos N° 5.843.928), que
exhiben perfiles de actividad interesantes y selectivos. Todos estos estudios indican que los lugares de unién en los
receptores de la vitamina D pueden acomodar diferentes sustituyentes en C-2 en los analogos de vitamina D
sintetizados.
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En un esfuerzo continuo para explorar la clase 19-nor de compuestos de vitamina D farmacolégicamente
importantes, se han sintetizado y probado también analogos que se caracterizan por la presencia de un sustituyente
metileno en el carbono 2 (C-2), un grupo hidroxilo en el carbono 1 (C-1), y una cadena lateral acortada unida al
carbono 20 (C-20). El 1a-hidroxi-2-metileno-19nor-pregnacalciferol se describe en el documento de patente de
Estados Unidos N° 6.566.352 mientras que el 1a-hidroxi-2-metileno-19nor-(20S)-homopregnacalciferol se describe
en el documento de patente de Estados Unidos N° 6.579.861 y el 1a-hidroxi-2-metileno-19nor-
bishomopregnacalciferol se describe en el documento de patente de Estados Unidos N° 6.627.622. Todos estos tres
compuestos tienen actividad de union relativamente alta a los receptores de la vitamina D y actividad de
diferenciacion celular relativamente alta, pero poca o ninguna actividad calcémica comparados con la 1a,25-
dihidroxivitamina Ds. Sus actividades bioldgicas hacen que estos compuestos sean excelentes candidatos para una
variedad de usos farmacéuticos, como se establece en las patentes 6.566.352, 6.579 861y 6.627622.

Compendio de lainvencion

La invencién proporciona 2-metileno-19-nor-(20S-24S)-1a,25-dihidroxivitamina D», formulaciones farmacéuticas que
incluyen 2-metileno-19-nor-(20S-24S)-1a,25-dihidroxivitamina D2, y el uso de este compuesto en la preparacion de
medicamentos para uso en el tratamiento de diversos estados de enfermedad.

Por lo tanto, en un aspecto, la invencion proporciona un compuesto que tiene la formula | que se muestra a
continuacion

x1o™

donde X!, X2 y X3 pueden ser iguales o diferentes y se seleccionan independientemente entre H o grupos
protectores de hidroxi. En algunas realizaciones, x* y X? son ambos grupos protectores de hidroxi tales como grupos
sililo. En Tales realizaciones, X' y X* son ambos grupos t-butildimetilsililo. En otras realizaciones, X', X?, y X? son
todos H tal que el compuesto es la 2-metileno-19-nor-(20S-24S)-1a,25-dihidroxivitamina D, que tiene la formula 1A
como se muestra a continuacion:

En algunas de dichas realizaciones, el compuesto de formula IA es un compuesto de formula IB y tiene la estructura
mostrada a continuacion:
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El compuesto anterior muestra un modelo deseado, y altamente ventajoso, de actividad biolégica. Este compuesto
se caracteriza por la union relativamente elevada a los receptores de la vitamina D, en comparacion con la de la
1a,25-dihidroxivitamina Ds, y actividad similar en el transporte de calcio intestinal. El compuesto anterior es
comparable a la 1a,25-dihidroxivitamina D3 en su capacidad de movilizar calcio desde el hueso. Por lo tanto, este
compuesto puede caracterizarse por tener alguna actividad calcémica. Por lo tanto, puede ser util como terapia para
la supresion de hiperparatiroidismo secundaria de la osteodistrofia renal y para el tratamiento de otros trastornos de
desequilibrio de calcio tales como la osteopenia.

El compuesto de la invencién es también especialmente adecuado para el tratamiento y profilaxis de trastornos en
seres humanos que se caracterizan por un desequilibrio en el sistema inmune, por ejemplo, en enfermedades
autoinmunes, incluyendo la esclerosis multiple, lupus, diabetes melitus, reaccion del injerto contra el hospedante, y
rechazo de los trasplantes de 6rganos, y adicionalmente para el tratamiento de enfermedades inflamatorias, tales
como la artritis reumatoide, asma, y enfermedades inflamatorias del intestino tales como la enfermedad celiaca,
colitis ulcerosa y enfermedad de Crohn. El acné, la alopecia y la hipertension son otros trastornos que pueden ser
tratados con el compuesto de la invencién.

El compuesto anterior también se caracteriza por tener una actividad relativamente buena de diferenciacién celular.
Asi, este compuesto también proporciona un agente terapéutico para el tratamiento de la soriasis, 0 como un anti-
cancer, especialmente contra la leucemia, cancer de colon, cdncer de mama y cancer de prostata. Ademas, debido
a su actividad de diferenciacion celular relativamente buena, este compuesto proporciona un agente terapéutico para
el tratamiento de diversas afecciones cutaneas incluyendo las arrugas, ausencia de hidratacion dérmica adecuada,
es decir, piel seca, falta de firmeza cutanea adecuada, es decir, piel suelta, y secrecion insuficiente de sebo. El uso
de este compuesto no so6lo produce la hidratacién de la piel sino que también mejora la funcién de barrera de la piel.

Los compuestos de la invencién pueden ser utilizados para la preparacion de formulaciones farmacéuticas o
medicamentos que incluyan un compuesto de la invencion en combinacion con un vehiculo farmacéuticamente
aceptable. Dichas formulaciones farmacéuticas y medicamentos se pueden usar para tratar diversos trastornos
bioldgicos tales como los descritos en este documento. Métodos para tratar tales trastornos tipicamente incluyen la
administracion de una cantidad eficaz del compuesto o una cantidad adecuada de una formulacion farmacéutica o
un medicamento que incluye el compuesto a un sujeto que padece el trastorno biolégico. En algunas realizaciones,
el sujeto es un mamifero. En algunas de tales realizaciones, el mamifero se selecciona entre un roedor, primate,
bovino, equino, canino, felino, ursino, porcino, conejo, o una cobaya. En algunas de tales realizaciones, el mamifero
es una rata o un ratén. En algunas realizaciones, el sujeto es un primate tal como, en algunas realizaciones, un ser
humano.

El compuesto puede estar presente en una composicion para el tratamiento de las enfermedades y trastornos
anteriormente indicados en una cantidad de aproximadamente 0,01 ug/g a aproximadamente 1 mg/g de la
composicion, preferiblemente de aproximadamente 0,1 pg/g a aproximadamente 500 pg/g de la composicién, y
puede administrarse por via tépica, transdérmica, oral, o parenteral en dosificaciones de aproximadamente 0,01
pg/dia a aproximadamente 1mg/dia, preferiblemente de aproximadamente 0,1 pg/dia a aproximadamente 500 pg/dia

Otros objetos, caracteristicas y ventajas de la invencion seran evidentes a partir de la descripcion detallada y los
dibujos siguientes.

Breve descripcion de los dibujos

Las figuras 1-5 ilustran diversas actividades biol6gicas de 2-metileno-19-nor-(20S-24S)-1a,25-dihidroxivitamina D,
(conocida como "(20S/24S) 2-MD;" en las figuras), en comparacién con las de la hormona natural 1a,25-
dihidroxivitamina Dz (mencionado como "1,25(0OH),Ds" en las figuras).

La Figura 1 es un grafico que compara la actividad relativa de (20S/24S) 2-MD, y 1,25(0OH),D3 para competir por la
union al receptor de longitud completa recombinante de la vitamina D de la rata con [3H]1,25(OH)2D3.

4
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La Figura 2 es un gréafico que compara el porcentaje de diferenciacion de las células HL-60 como funcién de la
concentracion de (20S/24S) 2-MD; con el de la concentracion de 1,25(0H)2Ds.

La Figura 3 es un grafico que compara la actividad de transcripcién in vitro de (20S/24S) 2-MD; con la de
1,25(0OH)2Ds.

La Figura 4 es un gréafico de barras que compara la actividad de movilizacion del calcio 6seo de (20S/24S) 2-MD,
con la de 1,25(OH),Ds.

La Figura 5 es un gréafico de barras que compara la actividad del transporte intestinal de calcio de (20S/24S) 2-MD,
con la de 1,25(OH)2Ds.

Descripcion detallada de lainvencion

Se sintetiz0, y probd, 2-metileno-19-nor-(20S-24S)-1a,25-dihidroxivitamina D, y se ha encontrado que es util en el
tratamiento de una variedad de condiciones biolégicas como se describe en este documento. Estructuralmente, este
compuesto tiene la formula IA que se muestra a continuacion:

HOW

La preparacion de 2-metileno-19-nor-(20S-24S)-1a,25-dihidroxivitamina D, puede llevarse a cabo por condensacion
de una cetona biciclica tipo Windaus-Grundmann (ll) apropiada con el 6xido de fosfina alilico Ill seguido de la
desproteccién (eliminacion de los grupos Y1 e Yy).

Ph

O=—P—FPh

Y0 oY,

En el 6xido de fosfina Ill, Y1 e Y2 son preferiblemente grupos protectores de hidroxi, tales como grupos protectores
de sililo. El t-butildimetilsililo (TBDMS) es un ejemplo de un grupo protector de hidroxi particularmente util. El proceso
descrito anteriormente representa una aplicacion del concepto de sintesis convergente, que ha sido efectivamente
aplicado a la preparacion de numerosos compuestos de la vitamina D (véase Lythgoe et al., J. Chem Soc. Perkin
Trans 1, 590 (1978); Lythgoe, Chem. Soc. Rev. 9, 449 (1983); Toh et al., J. Org. Chem. 48, 1414 (1983); Baggiolini
et al., J.0Org. Chem 51, 3098 (1986); Sardina et al., J. Org. Chem. 51, 1264 (1986), J. Org. Chem. 51, 1269 (1986);
Deluca et al., documento de patente de Estados Unidos N° 5.086.191; Deluca et al., documento de patente de
Estados Unidos N° 5.536.713, y DelLuca et al., documento de patente de Estados Unidos N° 5.843.928.

5
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El 6xido de fosfina Ill es un reactivo conveniente que puede ser usado para preparar gran nimero de compuestos

19-nor de vitamina D y se puede preparar segun los procedimientos descritos por Sicinski et al., J. Med. Chem., 41,

4662 (1998), DelLuca et al., documento de patente de Estados Unidos N° 5.843.928, Perlman et al., Tetrahedron

Lett. 32,7663 (1991), y DelLuca et al., documento de patente de Estados Unidos N° 5.086.191. El esquema | muestra

5 el procedimiento general para sintetizar el 6xido de fosfina Ill como se describe en el documento de patente de

Estados Unidos N° 5.843.928. La modificacion del método mostrada en el Esquema | se puede usar para producir un

gran numero de analogos de vitamina D como sera evidente para los expertos en la técnica. Por ejemplo, pueden

utilizarse una amplia variedad de compuestos de fosfonio en lugar de MePhsP" Br” usado para convertir la cetona B

al alqueno C. Ejemplos de tales compuestos incluyen EtPhsP* Br, PrPhsP* Br, y compuestos preparados en general

10 por reaccion de la trifenilfosfina con un haluro de alquilo, un haluro de alquenilo, un haluro de hidroxialquilo

protegido, y un haluro de hidroxialquenilo protegido. Los alquenos preparados usando este procedimiento después

pueden llevarse a través de la preparaciéon de 6xido de fosfina de un modo analogo al usado para preparar el 6xido

de fosfina H en el Esquema |. Alternativamente, un alqueno analogo al compuesto C del Esquema | se puede reducir

con (PhsP)sRhCI e H; para proporcionar otros analogos de la vitamina D. Véase el documento de patente de

15 Estados Unidos N° 5.945.410 y Sicinski, RR et al., J. Med. Chem., 41, 4662-4674 (1998). Por lo tanto, el

procedimiento para formar el éxido de fosfina mostrado en el Esquema | se puede usar para preparar una gran
variedad de analogos de la vitamina D ademas del compuesto de la presente invencion.

Esquema 1

HO,Cy, OH

. MeO
o 2 etapas © 2049’ RuCl, MeOch,,l
NalO,
B el ————— e e
HO\\\\\“‘ OH - o
TBDMSO“ oTBDMS  TBDMSsOV OTBDMS
OH

(-) acido quinico

MePhsP* Br
n-BuLi
o]
HOHzC///, MeOZC,,,h
NaIO.,
-
Sl

TBDMSO™ oTBDMS TBOMSO™ OTBOMS  TBDMSO™ OTBDMS

E
Me;SiCH,COMe
LDA
Y
CO,Me CH,OH CH,P(=0)Ph,
1. n-BuLl, TsCl
2. n-Buli, PhyPH
DIBALH 3. H,0,
——— . —_— -
W e

TBDMSO OTBDMS TBDMSO® OTBOMS  TepmMsO™ OTEDMS

F

20 Pueden prepararse hidraindanonas de estructura Il con métodos conocidos o métodos adaptados como sera
facilmente evidente para un experto en la técnica y como esta descrito en este documento. Ejemplos especificos de
algunas cetonas biciclicas importantes usadas para sintetizar analogos de la vitamina D son las descritas en
Mincione et al., Synth Commun 19, 723, (1989); y Peterson et al., J. Org. Chem. 51, 1948 (1986).

6
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Un procedimiento general para la sintesis de compuestos de 2-alquilideno-19-nor-vitamina D se ilustra y describe en
el documento de patente de Estados Unidos N° 5.843.928.

Tal como se utiliza en este documento, el término "grupo protector de hidroxi" significa cualquier grupo usado
habitualmente para la proteccién temporal del grupo funcional hidroxi (-OH), tales como, alcoxicarbonilo, acilo,
alquilsililo o grupos alquilarilsililo (en adelante denominado simplemente como "grupos sililo"), y grupos alcoxialquilo.
Grupos protectores alcoxicarbonilo son los grupos alquilo-O-CO-tales como metoxicarbonilo, etoxicarbonilo,
propoxicarbonilo, isopropoxicarbonilo, butoxicarbonilo, isobutoxicarbonilo, terc-butoxicarbonilo, benciloxicarbonilo o
aliloxicarbonilo. El término "acilo" significa un grupo alcanoilo de 1 a 6 carbonos, en todas sus formas isémeras, o un
grupo carboxialkanoilo de 1 a 6 carbonos, tal como un grupo oxalilo, malonilo, succinilo, glutarilo, 0 un grupo acilo
aromatico tal como benzoilo, o un grupo benzoilo sustituido con halo, nitro o alquilo. Grupos protectores alcoxialquilo
son grupos tales como metoximetilo, etoximetilo, metoxietoximetilo, o tetrahidrofuranilo y tetrahidropiranilo. Grupos
protectores de sililo preferidos son trimetilsililo, trietilsililo, t-butildimetilsililo, dibutilmetilsililo, difenilmetilsililo,
fenildimetilsililo, difenil-t-butilsililo y radicales sililo analogos alquilados. El término "arilo" especifica un fenilo, o un
grupo fenilo alquil-, nitro- o halo-sustituido. Una extensa lista de grupos protectores para la funcionalidad hidroxi
puede encontrarse en Protective Groups in Organic Synthesis, Greene, TW, Wuts, PGM, John Wiley & Sons, Nueva
York, NY, (3 & Edicion, 1999) que pueden afiadirse o eliminarse utilizando los procedimientos presentados en este
libro.

Un grupo "hidroxi protegido" es un grupo hidroxi protegido o derivatizado con cualquiera de los grupos anteriores
habitualmente usados para la proteccion temporal o permanente de grupos funcionales hidroxi, por ejemplo, los
grupos sililo, alcoxialquilo, acilo o alcoxicarbonilo, como se definié previamente.

Ejemplos
Sintesis de 2-metileno-19-nor-(20S-24S)-1a,25-dihidroxvvitamina D;

La sintesis y caracteristicas de varios analogos de 19-nor vitamina D estan descritas en humerosos documentos de
patente de Estados Unidos incluyendo los documentos de patente N° 5.843.928, N° 6.627.622, N° 6.579.861, N°
5.086.191, N° 5.585.369, y N° 6.537.981.

Los compuestos de formula I, formula 1A y formula IB se prepararon usando los métodos que se muestran en los
Esquemas |, 1A, y 1IB. El compuesto 1 se obtiene por ozonolisis del ergocalciferol o la vitamina D, como se ha
descrito por Sicinski et al. (J. Med. Chem. 41, 4662-4672, 1998). El compuesto 1 se reduce con borohidruro para
producir el compuesto dihidroxi 2. Estas reacciones se pueden seguir mediante cromatografia en capa fina (CCF)
usando un sistema disolvente de 10% de acetato de etilo en hexano. El tratamiento de 2 con anhidrido acético en
piridina proporciona el compuesto de acetato 3. El compuesto 3 es entonces tratado con trietilsilil
trifluorometanosulfonato seguido de hidrdlisis basica (calefaccion con KOH en metanol) para dar el compuesto 4.
Una vez mas, estas reacciones son seguidas por el mismo sistema de CCF anterior. El compuesto 4 se oxida con
trioxido de azufre en piridina, dimetilsulféxido y trietilamina para proporcionar 5. La reaccion se sigue por CCF
usando 10% en acido acético. El tratamiento de 5 con bicarbonato de sodio para epimerizar el compuesto seguido
por reduccién con borohidruro sédico en metanol proporciona el alcohol 6 y se detecta por CCF con 20% de acetato
de etilo en hexano. El compuesto 6 se oxida a continuacion utilizando los reactivos mostrados en el Esquema 1A
para producir el compuesto 7 que a su vez se hizo reaccionar con la sulfona estereoespecifica (compuesto 8) en
presencia de n-BuLi (Esquema 1IB). La sulfona 8 se preparé usando materiales de partida obtenidos de Aldrich
Chemical Company (Milwaukee, Wisconsin), usando los procedimientos descritos en el documento de patente de
Estados Unidos N° 5.750.746, concedido a DelLuca et al. el 12 de mayo de 1998. La acetilacion de este compuesto
se realiz6 con anhidrido acético y piridina lo que proporciono el compuesto 9, lo que fue confirmado por CCF (10%
acetato de etilo en hexano). El compuesto 9 se convirti6 después en el compuesto 10, por reaccion con una
amalgama de sodio. La presencia del compuesto 10 se confirmé por CCF (10% de acetato de etilo en hexano). La
desproteccién del compuesto 10 se llevé a cabo utilizando p-toluenosulfonato de piridinio, y la reaccion se sigui6é por
CCF con 35% de acetato de etilo en hexano. La oxidacion del compuesto 11 se llevé a cabo por reaccion con
clorocromato de piridinio. A continuacion se afiadié un grupo trimetilsililo en presencia de imidazol para proporcionar
el compuesto 13. Los productos 12 y 13 se detectaron por CCF con 35% de acetato de etilo en hexano. Se realizo
una condensacion de Wittig-Horner de la cetona de Grundmann protegida (compuesto 13) con el éxido de fosfina
(compuesto 14) en presencia de n-BuLi. El producto resultante (compuesto 15) se confirmé por CCF (20% acetato
de etilo en hexano). Finalmente, se generd el compuesto objetivo (compuesto 16) por la desproteccion en presencia
de fluoruro de tetrabutilamonio. La reaccién se siguié por CCF con 10% de metanol en cloroformo. A continuacion se
describe confirmacién adicional del producto final:
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2-metileno-19-nor-(20S-24S) -1a,25-dihidroxivitamina D2

H RMN (300 MHz, CDCls) 6 0,524 (3H, s, 18-Hs), 0,938 (3H, d, J = 6,6 Hz, 21-H3), 0,995 (3H, d, J = 7,2 Hz, 28-H3),
1,142y 1,169 (3H y 3H, cada uno s, 26- y 27-Hs), 1,8-2,2 (5H, m ancho), 2,28 (1H, dd, J = 13,2, 8,4 Hz, 10a-H), 2,33
(1H, dd, J = 13,5, 6,3 Hz, 4B-H), 2,57 (1H, dd, J = 13,5, 3,9 Hz, 4a-H), 2,80 (1H, m, 9B-H), 2,85 (1H, dd, J = 13,2, 4,5
Hz, 10B-H), 4,49 (2H, m, 1B -y 3a-H), 5,09y 5,11 (1H y 1H, cada uno s, = CHy), 5,33 a 5,49 (2H, m ancho, 22- y 23-
H), 5,88y 6,35 (1Hy 1H , cada uno d, J = 11,4 Hz, 7- y 6-H); MS (APCI) m/z 411 [(M + H)" - H,0].

Actividad bioldgica
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Union al receptor de la vitamina D
Material de la prueba
Fuente de la proteina

El receptor de rata recombinante de longitud completa se expresé en células de E. coli BL21 (DE3) Codon Plus RIL
y se purificd hasta homogeneidad usando dos sistemas diferentes de cromatografia en columna. El primer sistema
fue una resina de afinidad de niquel que utiliza la etiqueta histidina C-terminal en esta proteina. La proteina que se
eluyé de esta resina se purificd adicionalmente usando cromatografia de intercambio iénico (S-Sepharose Fast
Flow). Alicuotas de la proteina purificada se congelaron rapidamente en nitrégeno liquido y se almacenaron a -80° C
hasta su uso. Para usar en los ensayos de la unién, la proteina se diluyé en TEDKso (50 mM Tris, 1,5 mM EDTA, pH
7,4, 5 mM DTT, 150 mM KCI) con 0,1% de detergente Chaps. La concentracion de la proteina del receptor y la
concentracién del ligando se optimizd de forma que no mas del 20% del ligando radiomarcado afiadido se uniera al
receptor.

Farmacos de estudio

Los ligandos no marcados se disolvieron en etanol y las concentraciones se determinaron usando
espectrofotometria UV (1,25(0OH).D3: coeficiente de extincion molar = 18.200 y Amax = 265 nm; Analogos: coeficiente
de extincion molar = 42.000 y Amax = 252 nm). Ligando radiomarcado *H-1,25(0OH),Ds, ~159 Ci/mmol) se afiadi6 en
etanol a una concentracion final de 1 nM.

Condiciones del ensayo

Ligandos radiomarcados y no marcados se afiadieron a 100 mcl de la proteina diluida a una concentracion final de
etanol de < 10%, se mezclaron e incubaron durante una noche en hielo para alcanzar el equilibrio de union. Al dia
siguiente, 100 mcl de suspensiéon de hidroxiapatita (50%) se afiadié a cada tubo y se mezcl6 a intervalos de 10
minutos durante 30 minutos. La hidroxiapaptita se recogié por centrifugacion y después se lavé tres veces con
tampon Tris-EDTA (50 mM Tris, 1,5 mM EDTA, pH 7,4) que contenia 0,5% Titron X-100. Después del lavado final,
las pelets se transfirieron a viales de centelleo que contenian 4 ml de céctel de centelleo Biosafe Il, se mezclaron y
se colocaron en un contador de centelleo. La union total se determind a partir de los tubos que contenian solo
ligando radiomarcado.

Diferenciacion de HL-60
Material de la prueba
Farmacos de estudio

Los farmacos de estudio se disolvieron en etanol y las concentraciones se determinaron usando espectrofotometria
UV. Se prepararon diluciones seriadas de manera que un intervalo de concentraciones del farmaco podria ser
probado sin cambiar la concentracion final de etanol (£0,2%) presente en los cultivos celulares.

Células

Las células de leucemia promielocitica humana (HL60) fueron cultivadas en medio RPMI-1640 que contenia 10% de
suero bovino fetal. Las células se incubaron a 37° C en presencia de 5% de COx.

Condiciones del ensayo

Células HL60 se sembraron a 1,2 x 10° células/ml. Dieciocho horas después de la siembra, las células por duplicado
fueron tratadas con el farmaco. Cuatro dias mas tarde, se recogieron las células y se realizé un ensayo de reduccién
de nitro azul de tetrazolio (Collins et al., 1979, J. Exp. Med. 149:969-974). El porcentaje de células diferenciadas se
determiné contando un total de 200 células y registrando el nimero que contenia depdsitos de formazan
intracelulares negro-azul. La verificacion de la diferenciacion a células monociticas se determind midiendo la
actividad fagocitica (datos no mostrados).

Ensayo de transcripcion in vitro

La actividad de transcripcién se midio en células ROS 17/2,8 (hueso) que fueron transfectadas de manera estable
con el promotor de genes 24-hidroxilasa (240hasa) corriente arriba de un gen reportero de luciferasa (Arbour et al.,
1998). Se les dio a las células un intervalo amplio de dosis. Dieciséis horas después de la dosificacidn se recogieron
las células y se midieron las actividades de luciferasa usando un luminémetro. RLU = unidades relativas de
luciferasa.

Transporte de calcio intestinal y movilizacion de calcio de los huesos

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2404 061 T3

Ratas Sprague-Dawley macho destetadas fueron sometidas a la Dieta 11 (0,47% Ca) + AEK durante una semana
seguida de la Dieta 11 (0,02% Ca) + AEK durante 3 semanas. Las ratas se cambiaron después a una dieta que
contenia 0,47% Ca durante una semana seguido de dos semanas con una dieta que contenia 0,02% de Ca. La
administracion de la dosis comenz6 durante la Gltima semana con la dieta de calcio 0,02%. Se administraron cuatro
dosis ip consecutivas aproximadamente con 24 horas de diferencia. Veinticuatro horas después de la Gltima dosis,
se recogi6 sangre de los cuellos cortados y la concentracion de calcio en suero se determiné como medida de la
movilizacién de calcio del hueso. Los primeros 10 cm del intestino se recogieron también para el analisis del
transporte intestinal de calcio usando el método del saco intestinal invertido.

La 2-metileno-19-nor-(20S-24S)-1a,25-dihidroxivitamina D> es casi igual a la hormona natural en la unién al receptor
de la vitamina D como se muestra en la Figura 1. La 2-metileno-19-nor-(20S-24S)-1a,25-dihidroxivitamina D, es
también casi igual a la hormona natural en la induccién de la diferenciacién de las células HL-60 (Figura 2), y es
ligeramente mas eficaz que 1,25-(0OH),D3 en causar la transcripcion, como se muestra en la Figura 3. La 2-metileno-
19-nor-(20S-24S)-1a,25-dihidroxivitamina D, tiene actividad de movilizacion del calcio del hueso comparable a
1,25(0OH,D3 (Figura 4), y el compuesto retiene cierta capacidad para elevar el transporte de calcio intestinal (Figura
5.) Este compuesto encontrara uso como una terapia eficaz para el hiperparatiroidismo secundario de pacientes de
dialisis y trastornos de desequilibrio de calcio tales como, pero no limitados a, la osteopenia, la osteoporosis, y
similares. Puede ser utilizado también para el tratamiento de tumores malignos de colon, prostata y mama, y se
puede utilizar en la terapia de enfermedades autoinmunes tales como la esclerosis mdltiple, diabetes tipo 1 y
diabetes tipo 2, enfermedades inflamatorias del intestino, lupus, artritis reumatoide y enfermedad de Lou Gehrig.

Los compuestos de la invencién también son Utiles en la prevencién o tratamiento de la obesidad, inhibiendo la
diferenciacion de adipocitos, inhibiendo la transcripcion del gen SCD-1, y/o reduciendo la grasa corporal en sujetos
animales. Por tanto, en algunas realizaciones, un método para prevenir o tratar la obesidad, inhibir la diferenciacion
de adipocitos, inhibir la transcripcion del gen SCD-1, y o reducir la grasa corporal en sujetos animales incluye
administrar al sujeto animal, una cantidad eficaz del compuesto o una composiciéon farmacéutica que incluya el
compuesto. La administracion del compuesto o de la composicion farmacéutica al sujeto inhibe la diferenciacion de
adipocitos, inhibe la transcripcidn génica, y / o reduce la grasa corporal en el sujeto animal.

Para fines del tratamiento, los compuestos definidos por la férmula |, formula 1A y la formula 1B se pueden formular
para aplicaciones farmacéuticas como una solucion en disolventes inocuos, o0 como una emulsién, suspension o
dispersién en disolventes o vehiculos adecuados, o como pildoras, comprimidos o capsulas, junto con vehiculos
sélidos, de acuerdo con los métodos convencionales en la técnica conocida. Cualquiera de dichas formulaciones
también puede contener otros excipientes farmacéuticamente aceptables no téxicos, tales como estabilizadores,
antioxidantes, aglutinantes, agentes colorantes o agentes emulsionantes o modificadores del sabor. Excipientes y
vehiculos farmacéuticamente aceptables son generalmente conocidos por los expertos en la técnica y por tanto se
incluyen en la presente invencion. Dichos excipientes y vehiculos se describen, por ejemplo, en "Remington
Pharmaceutical Sciences" Mack Publishing Company, New Jersey (1991).

Los compuestos se pueden administrar por via oral, tépica, parenteral o transdérmica. Los compuestos se
administran ventajosamente por inyeccién o por infusion intravenosa o soluciones estériles adecuadas, o en forma
de dosis liquidas o sdlidas via el canal alimenticio, o en la forma de cremas, pomadas, parches, o vehiculos
similares adecuados para aplicaciones transdérmicas. En algunas realizaciones, dosis de 0,001 pug a
aproximadamente 1 mg por dia del compuesto son apropiadas para propositos de tratamiento. En algunas de tales
realizaciones una dosis apropiada y eficaz puede estar en el intervalo de 0,01 pg a 1 mg por dia del compuesto. En
otras de dichas realizaciones una dosis apropiada y eficaz puede variar de 0,1 pg a 500 pg por dia del compuesto.
Tales dosis se ajustaran segun el tipo de enfermedad o afeccion a tratar, la gravedad de la enfermedad o afeccion, y
la respuesta del sujeto como es bien entendido en la técnica. El compuesto puede administrarse adecuadamente
solo, o junto con otro compuesto activo de vitamina D.

Las composiciones para uso en la invencion incluyen una cantidad eficaz de 2-metileno-19-nor-(20S-24S)-1a,25-
dihidroxivitamina D, como el ingrediente activo, y un vehiculo adecuado. Una cantidad del compuesto eficaz para
uso de acuerdo con algunas realizaciones de la invencion serd una cantidad de dosificacién en general tales como
las descritas en este documento, y puede administrarse por via tépica, transdérmica, oral, nasal, rectal, o parenteral.

El compuesto de la férmula 1A y férmula 1B puede ser ventajosamente administrado en cantidades suficientes para
efectuar la diferenciacion de promielocitos a macréfagos normales. Las dosificaciones como las descritas
anteriormente son adecuadas, entendiéndose que las cantidades dadas deben ser ajustadas de acuerdo con la
gravedad de la enfermedad, y la condicién y respuesta del sujeto como se comprende bien en la técnica.

El compuesto se puede formular en forma de cremas, lociones, pomadas, aerosoles, supositorios, parches topicos,
pildoras, capsulas o comprimidos, o en forma liquida como soluciones, emulsiones, dispersiones, 0 suspensiones en
aceites o disolventes farmacéuticamente inocuos y aceptables, y dichas preparaciones pueden contener, ademas,
otros componentes farmacéuticamente inocuos o beneficiosos, tales como estabilizadores, antioxidantes,
emulsionantes, agentes colorantes, aglutinantes o agentes modificadores del sabor.
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Las formulaciones de la presente invencién comprenden el ingrediente activo en asociacién con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable asimismo y opcionalmente con otros ingredientes terapéuticos. El vehiculo debe ser
"aceptable" en el sentido de ser compatible con los otros ingredientes de las formulaciones y no ser perjudicial para
el receptor de los mismos.

Las formulaciones de la presente invencion adecuadas para administracion oral pueden estar en forma de unidades
discretas como capsulas, sobres, comprimidos o pastillas, conteniendo cada uno una cantidad predeterminada del
ingrediente activo, en forma de un polvo o granulos, en la forma de una solucién o una suspensién en un liquido
acuoso o liquido no acuoso, o en forma de una emulsién de aceite-en-agua o una emulsién de agua-en-aceite.

Las formulaciones para administracion rectal pueden estar en la forma de un supositorio que incorpora el ingrediente
activo y vehiculo tal como manteca de cacao, o en la forma de un enema.

Las formulaciones adecuadas para administracion parenteral comprenden convenientemente una preparacion
oleosa o0 acuosa estéril del ingrediente activo que es preferiblemente isotonica con la sangre del receptor.

Las formulaciones adecuadas para administracion topica incluyen preparaciones liquidas o semiliquidas tales como
linimentos, lociones, aplicaciones, emulsiones de aceite-en-agua 0 agua-en-aceite tales como cremas, pomadas o
pastas; o soluciones o suspensiones tales como gotas, o0 como pulverizaciones.

Para la administracion nasal, se pueden utilizar la inhalacién del polvo, formulaciones de autopropulsion o
pulverizacion, dispensadas con una lata de aerosol, un nebulizador o un atomizador. Las formulaciones, cuando se
dispensan, tienen preferiblemente un tamafio de particula en el intervalo de 10 a 100 micras.

Las formulaciones se pueden presentar convenientemente en forma de dosificacion unitaria y pueden prepararse por
cualquiera de los métodos bien conocidos en la técnica de la farmacia. Por el término "dosis unitaria" se entiende
una unidad de dosificacion o sea una dosis Unica que es capaz de ser administrada a un paciente como una dosis
unitaria fisica y quimicamente estable que comprende el ingrediente activo como tal o una mezcla del mismo con
sélidos o liquidos diluyentes o vehiculos farmacéuticos.

12
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto segun la férmula I,

en donde X*, X?, y X? se seleccionan independientemente entre H y grupos protectores hidroxi.
2. Un compuesto segun la reivindicacion 1, en donde X" y X* son ambos grupos protectores del grupo hidroxi.
3. Un compuesto segun la reivindicacion 2, en donde X" y X? son ambos el grupo t-butildimetilsililo.

4. Un compuesto segun la reivindicacion 1, en donde X*, X?, y X® son todos H y el compuesto tiene la formula IA

CHa

HOW

5. Una composicion farmacéutica, que comprende una cantidad eficaz del compuesto segun la reivindicacion 4, y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

6. Una composicion farmacéutica segun la reivindicaciéon 5, en donde la cantidad eficaz comprende de 0,01 pg a 1
mg del compuesto por gramo de la composicion.

7. Una composicién farmacéutica segun la reivindicacion 6, en donde la cantidad eficaz comprende de 0,1 pg a 500
Mg del compuesto por gramo de la composicién.

8. Un compuesto segun la reivindicacion 4, para usar en el tratamiento de un sujeto que padece una afeccion
biolégica, en donde la afeccién bioldgica se selecciona de entre la psoriasis; leucemia; cancer de colon; cancer de
mama; cancer de préstata; esclerosis multiple; lupus; diabetes mellitus; reaccion del hospedante al injerto; rechazo
de trasplantes de 6rganos; una enfermedad inflamatoria seleccionada entre la artritis reumatoide, asma, o
enfermedades inflamatorias del intestino; una afeccion cutanea seleccionada entre arrugas, ausencia de firmeza
cutdnea adecuada, ausencia de hidrataciéon dérmica adecuada, o secrecion insuficiente de sebo; osteodistrofia renal;
0 0Steoporosis.

13



10

ES 2404 061 T3

9. Un compuesto para uso segun la reivindicacion 8, en donde el compuesto se administra por via oral, parenteral,
transdérmica o tépica al sujeto.

10. Un compuesto para uso segun la reivindicacién 8, en donde el compuesto se administra en una dosificacién de
0,01 pg por dia a 1 mg por dia.

11. Un compuesto segun la reivindicacion 1, en donde Xt X2, y X3 son todos H y el compuesto tiene la férmula IB

12. Un compuesto segun la reivindicacién 4 o la reivindicacion 11, para uso en el tratamiento de una afeccién
biologica seleccionada entre la psoriasis; leucemia; cancer de colon; cancer de mama; cancer de préstata; esclerosis
multiple; lupus; diabetes melitus; reaccion del hospedante contra el injerto; rechazo de trasplantes de érganos; una
enfermedad inflamatoria seleccionada entre la artritis reumatoide, asma, o enfermedades inflamatorias del intestino;
una afeccién cutdnea seleccionada entre las arrugas, ausencia de firmeza cutdnea adecuada, ausencia de
hidratacién dérmica adecuada, o secrecion insuficiente de sebo; osteodistrofia renal; o osteoporosis.
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