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DESCRIPCION
Farmacos dobles de bisfosfonato dirigidos al hueso

La presente invencion se refiere a nuevos farmacos dobles de bisfosfonato, métodos para preparar dicho
compuesto; composiciones farmacéuticas que contienen el mismo; asi como al uso de dichos compuestos en
medicina humana y veterinaria y, en particular, para tratar tumores, infecciones virales, o trastornos dentales.

Antecedentes en la técnica

Los 1-hidroxibisfosfonatos (BP) son analogos de pirofosfato donde la unién P- O P esta reemplazada por P-C-P. El
atomo de carbono contiene el grupo 1-hidroxi y una cadena lateral variable'. El enlace P-C-P es relativamente
estable frente a la hidrdlisis quimica y enzimatica. La potente afinidad de enlace hacia los huesos se usa en
medicina para el tratamlento en reabsorcion 6sea y otros trastornos 6seos tales como osteoporosis u osteolisis
inducida por tumores?®. Los huesos son los sitios mas habltuales para la metastasis en pacientes con tumores
sélidos que provienen de mama, préstata, pulmon, tiroides y rifion®. El uso de los BP ha tenido un profundo efecto
beneficioso en la gestion de enfermedades 6seas metastasicas y en la prevencion de la pérdida osea |ndu0|da por
tratamientos®. Los BP también se han investigado por su uso potencial en enfermedades paraS|tar|as . Los BP se
unen fuertemente a la hidroxiapatita y se han sugerido como vectores para dirigirse a los huesos en diversos
agentes de contraste especificos de tEJIdOS 2. Se han aplicado complejos de iones metalicos radiactivos con BP en
radioterapia de cancer 6seo y en los ajustes paliativos para la terapia del dolor asociada con metastasis osea’. Los
enfoques para la direccion qU|m|oterapeut|ca 6sea de citostaticos o proteinas han propuesto la conjugacion de
metotrexato'*'®, doxorrubicina'® o albtimina'’ con los BP. Los estudios recientes han sugerido que los BP tienen
efectos dlrectos en las células tumorales y pueden mejorar las actividades antitumorales de los citostaticos'®?’. Se
ha ensayado la utilidad potencial de los BP etidronato y zoledronato en la disminucion o prevencion de reabsor0|on
radicular inflamatoria y reabsorcion radicular de reemplazo en piezas dentales de reemplazo. Se ha mostrado que el
zoledronato prewene la reabsorcion radicular y facilita la regeneracion de los tejidos periodontales después de la
relmplantaC|on

De acuerdo con el documento de Patente US 2009/227544 A1, los derivados anticancerigenos que se pueden
conjugar con los bisfosfonatos incluyen 5-fluorouracilo, citarabina, cisplatino, doxorrubicina, epirrubucina,
estreptozocina.

Los analogos de nucledsido terapéuticos tales como 2’-desoxi-5-fluorouridina (5-FdU), arabinofuranosil citidina
(araC) y azidotimidina (AZT) son compuestos bien conocidos y su actividad como farmacos antivirales y
antitumorales esta bien establecida desde hace numerosos afios. Hasta la fecha, no se ha sugerido la direccion a los
huesos de estos compuestos.

Existe la necesidad continuada de farmacos adicionales que permitan el tratamiento dirigido de enfermedades
relacionadas con los huesos como, por ejemplo, tumores 6seos o tumores 6seos metastasicos.

Sumario de la invenciéon

El problema a solucionar por la presente invencion es, por lo tanto, la provision de un nuevo tipo de farmacos
adecuado para direccioén a los huesos.

Sorprendentemente, dicho problema se podria solucionar mediante la provision de compuestos de pirimidina
derivatizados especificamente con bisfosfonatos, como se describe adicionalmente con mayor detalle
posteriormente y en las reivindicaciones.

En particular, se unieron covalentemente aminobisfosfonatos (alendronato, pamidronato) en una sintesis de tres
etapas, con derivados protegidos y ftriazolizados de andlogos de nucledsido usados como agentes
quimioterapéuticos (5-FdU, AZT, araC) por sustitucion de su resto triazolilo. A partlr de las mezclas de reaccion
desprotegidas y purificadas cromatograficamente, se obtuvieron nucledsidos de N*-[alquil-(hidroxifosfono)fosfonato]-
citosina que combinan dos compuestos activos antitumorales diferentes.

El nuevo tipo de farmacos dobles puede hacer posible la direccién a los huesos debido a su resto bisfosfonato. Se
espera que el metabolismo de los farmacos dobles produzca diferentes compuestos activos citostaticos con efecto
antitumoral aditivo o sinérgico. Los ensayos iniciales in vitro de multiples lineas celulares tumorales con 1 5FdU-
alendronato mostraron sorprendentemente inhibicion del crecimiento variable de 11 lineas de células tumorales.
Realizaciones particulares de la invencion

La presente invencion se refiere a las siguientes realizaciones particulares:

1. Bisfosfonato de férmula general |
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donde los parametros independientemente los unos de los otros o en combinacion tienen los siguientes
significados:

los restos A representan independientemente los unos de los otros un protdn o un catiéon metalico monovalente;
X representa un puente alquileno de cadena lineal o ramificado, en particular alquileno C+-Ce;

Z representa H o un anillo carbo o heterociclico de 5 o 6 miembros, en particular heterociclico de 5 miembros,
opmonalmente mono o polisustituido, y

R* representa hidrégeno, halégeno, amino, hidroxi, trifluorometilo, alquilo lineal o ramificado alcoxi lineal o
ramificado, o bromovinilo; en particular hidrégeno, halégeno, o alquilo lineal o ramificado.

2. El compuesto de la realizacion 1 de formula general la

H OH OH

AO —OA

!

(la)

donde los parametros independientemente los unos de los otros o en combinacion tienen los siguientes
significados:

los restos A representan independientemente los unos de los otros un protdn, o un catién metalico monovalente;

Y representa O o S, en particular O;

n representa un numero entero de 1, 2, 3 0 4, en particular 2 0 3;

R' R R® y R® independientemente los unos de los otros representan hidrégeno, halégeno, fluorometileno,
h|dr0X| azido, ciano, alcoxilo lineal o ramificado, acilo, alquinilo inferior, en particular hidrégeno, hidroxi,
halogeno azido, o alquinilo inferior;

R* representa hidrégeno, halégeno, amino, hidroxi, trifluorometilo, alquilo lineal o ramificado, alcoxilo lineal o
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ramlflcado o bromovinilo, en particular hidrogeno, halégeno, o alquilo lineal o ramificado;
R® representa hidrégeno, halégeno, amino, hidroxi, fosfato, alquilo lineal o ramificado, alcoxilo lineal o ramificado
o acilo, en particular hidroxi o acilo.

3. El compuesto de la realizacién 2, donde los parametros independientemente los unos de los otros o en
combinacién tienen los siguientes significados:

los restos A representan independientemente los unos de los otros un protén, o un catién metalico alcalino;
Y representa O;

n representa un numero entero de 2 0 3;

R representa hidrégeno, haldégeno, azido o hidroxi;

R representa hidrogeno o hidroxi;

R representa hidrogeno o hidroxi

R representa hidrégeno, haldégeno, o alquilo lineal o ramificado;

R representa hidrégeno o alquinilo inferior; y

R® representa hidroxi o acilo.

4. El compuesto de la realizacién 2 o 3, donde los parametros independientemente los unos de los otros o en
combinacién tienen los siguientes significados:

los restos A representan independientemente los unos de los otros Na* o K*;
Y representa O;

n representa un numero entero de 2 o 3;

R representa azido o hidroxi;

R representa hidrogeno o hidroxi;

R representa hidrogeno o hidroxi

R representa hidrégeno, fluoro o metilo;

R representa hidrégeno o etinilo; y

R® representa hidroxi.

5. Un compuesto de cualquiera de las realizaciones precedentes para uso en medicina humana y animal.

6. Un compuesto de cualquiera de las realizaciones 1 a 4 para uso en el tratamiento de tumores o infecciones
virales.

7. Un compuesto de cualquiera de las realizaciones 1 a 4 para uso en el tratamiento de tumores éseos,
incluyendo tumores 6seos metastasicos.

8. Un compuesto de cualquiera de las realizaciones 1 a 4 para uso en curacion dental, en particular en el
tratamiento o la prevencién de trastornos dentales, como trastornos inflamatorios, tales como reabsorcion
radicular inflamatoria o reabsorcion radicular de reemplazo en piezas dentales reimplantadas; o regeneracion del
tejido periodontal después de reimplantacion de piezas dentales; o en periodoncia o cirugia oral, en particular
para la estabilizacion de piezas dentales y el mantenimiento de piezas dentales. Por ejemplo, se puede aplicar
un compuesto de la presente invencion (por ejemplo por via topica) en la pieza dental o en la mandibula con el
fin de estabilizar la pieza dental y/o el tejido éseo.

9. Composicion farmacéutica que comprende en un vehiculo farmacéuticamente aceptable al menos un
compuesto de cualquiera de las realizaciones 1 a 4 opcionalmente en combinacion con al menos un ingrediente
terapéuticamente activo adicional.

10. Método de preparacion de un compuesto de formula general | como se define en la realizaciéon 1,
comprendiendo el método

a) hacer reaccionar un compuesto de férmula general II
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donde Zy R* son como se han definido anteriormente, con la condicién de que si cualquiera de los restos Z y
R* contiene un grupo hidroxi dicho grupo hidroxi es un grupo hidroxi protegido,
5 con triazol para formar un compuesto de férmula lll
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b) hacer reaccionar un compuesto de férmula lll con un aminofosfonato de férmula general IV

cI)H TH ?H

10

AO E Q—OA
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c) y aislar el producto deseado opcionalmente después de retirar cualquier grupo protector.

11. Método de preparacion de un compuesto de féormula general la como se define en cualquiera de las
15 realizaciones 2 a 4, comprendiendo el método

a) hacer reaccionar un compuesto de férmula general lla



10

15

ES 2514670 T3

(Ila)

donde Y y R1, R2, R3, R4, R® y R® son como se han definido anteriormente, con la condicion de que si
cualquiera de los restos R"a R® fuera un grupo hidroxi dicho grupo es un grupo hidroxi protegido,
con triazol para formar un compuesto de férmula llla

(llla)

b) hacer reaccionar un compuesto de férmula llla con un aminofosfonato de formula general 1V

H OH OH
AO—l OA
@]
(Chzrtin,
(V)

c) y aislar el producto deseado opcionalmente después de retirar cualquier grupo protector.

12. El método de la realizacion 10 u 11, donde el compuesto de aminofosfonato se selecciona entre alendronato
y pamidronato.
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Descripcion de realizaciones y aspectos adicionales de la invencion
1. Definiciones
A menos que se indique otra cosa se aplicaran las siguientes definiciones:

"Cationes metalicos monovalentes" comprende cationes de metales alcalinos, en particular Na y K.

Un grupo "fosfonato" esta representado por la formula (-PO3)*(unido a un compuesto quimico); y comprende las
formas protonadas correspondientes asi como las formas salinas con cationes metalicos monovalentes.

Un "puente alquileno de cadena lineal o ramificado" es un grupo hidrocarburo lineal o ramificado que forma un
puente que tiene 1, 2, 3, 4, 5 0 6 atomos de carbono, y también se puede denominar grupo "alquileno C4-Cg".
Como ejemplos de tales grupos se pueden mencionar: metileno, 1,2-etileno, 1,2- y 1,3-propileno, 1,2-, 1,3-, 2,3-y
1,4-butileno, 1,5-pentileno, 1,6-hexileno e isébmeros constitucionales de los mismos. En particular se pueden
mencionar: -CH,-CH(Met)-, -CH(Met)-CH»-, -CH(Met)-CH(Met)-, -C(Met),-CHy-, -CH,-C(Met)2-, -C(Met).-
CH(Met)-, -CH(Met)-C(Met),-, -CH2-CH(Et)-, -CH(Et)-CH2-, -CH(Et)-CH(Et)-, -C(Et)2>-CHaz-, -CH2-C(Et)2-, -CHy-
CH(n-Prop)-, -CH(n-Prop)-CHz-, -CH(n-Prop)-CH(Met)-, -CH2-CH(n-Bu)-, -CH(n-Bu)-CH,-, -CH(Met)-CH(Et)-, -
CH(Met)-CH(n-Prop)-, -CH(Et)-CH(Met)-, -CH(Met)-CH(Et)-, donde Met es metilo, Et es etilo, n-Prop es n-propilo
y n-Bu es n-butilo.

Como "alquilo lineal o ramificado" se pueden mencionar: radicales alquilo C1-Cs que son radicales lineales o
ramificados que tienen de 1 a 8 atomos de carbono. Ejemplos de los mismos son los radicales alquilo C1-C4
(también denominados "alquileno inferior lineal o ramificado") metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, 2-butilo,
isobutilo o terc-butilo; y ademas pentilo, 1-metilbutilo, 2-metilbutilo, 3-metilbutilo, 2,2-dimetilpropilo, 1-etilpropilo,
hexilo, 1,1-dimetilpropilo, 1,2-dimetilpropilo, 1-metilpentilo, 2-metilpentilo, 3-metilpentilo, 4-metilpentilo, 1,1-
dimetilbutilo, 1,2-dimetilbutilo, 1,3-dimetilbutilo, 2,2-dimetilbutilo, 2,3-dimetilbutilo, 3,3-dimetilbutilo, 1-etilbutilo, 2-
etilbutilo, 1,1,2-trimetilpropilo, 1,2,2-trimetilpropilo, 1-etil-1-metilpropilo, 1-etil-2-metilpropilo, heptilo, octilo y sus
isdmeros constitucionales tales como 2-etilhexilo; o radicales alquilo Cs-C3o que son radicales lineales o ramificados
que tienen de 8 a 30 atomos de carbono. Ejemplos de los mismos son octilo, nonilo, decilo, undecilo, dodecilo,
tridecilo, tetradecilo, pentadecilo, hexadecilo, heptadecilo, octadecilo, nonadecilo, eicosilo, hencosilo, docosilo,
tricosilo, tetracosilo, pentacosilo, hexacosilo, heptacosilo, octacosilo, nonacosilo, escualilo, sus isémeros
constitucionales, homodlogos superiores e isémeros constitucionales de los mismos.

Como "alcoxilo lineal o ramificado" se pueden mencionar los restos unidos a oxigeno, analogos de los "alquilo
(inferior) lineal o ramificado" anteriores.

Un grupo "acilo", es de la formula general R-(C=0)- donde R representa un resto hidrocarburo C4.3p saturado o mono
o poliinsaturado. En particular, dicho resto es un resto hidrocarburo de cadena lineal mono o poliinsaturado o una
mezcla de tales restos con una longitud media de 1-30, 1-29, 1-10, 1-5 o 5-25 atomos de carbono. Son restos
particularmente preferentes:

- restos derivados de acidos carboxilicos de cadena lineal saturados: CHs-, CoHs-; CsH7-, C4Hg-, CsH11-, CeH13-,
C7H1s-, CgH17-; CoHie-; CioH21-; Ci1Has-; Ci2Has-; CisHaz-; CigHze-; CisHsi-; CieHas-; Ci7Hss-; CigHaz-; CigHaem;
C20H41-; Co1Has-; CasHaz-; CasHag-; CosHs1-; CogHse-; CaoHsi-;

- restos derivados de acidos carboxilicos ramificados saturados: iso-C3sH7-; iso-C4Hg-; iso-C1gHs7-;

- restos derivados de acidos carboxilicos de cadena lineal monoinsaturados: C;Hs-; CsHs-; CisHag-; Cq7H33-;
C21Ha1-;

- restos derivados de acidos carboxilicos de cadena lineal con dos insaturaciones: CsH7-; C17H31-;

- restos derivados de acidos carboxilicos de cadena lineal con tres insaturaciones: Ci7H29-;

- restos derivados de acidos carboxilicos de cadena lineal con cuatro insaturaciones: C1gH31-;

- restos derivados de acidos carboxilicos de cadena lineal con cinco insaturaciones: Cz1Hss-.

Un grupo "alquinilo inferior" comprende radicales alquinilo C»-Cs que son radicales hidrocarburo lineales o
ramificados, en particular lineales, que tienen de 2 a 4 atomos de carbono y un triple enlace C-C, como por ejemplo
etinilo, 1- o 2-propinilo, y 1-, 2- y 3-butinilo.

Como "anillo carbo o heterociclico de 5 o 6 miembros" se puede mencionar un resto de "anillo mono o biciclico",
opcionalmente condensado, que puede ser un anillo no aromatico o aromatico o heteroaromatico, que tiene de 3 a
12 atomos de carbono en el anillo y opcionalmente de 1 a 4 heteroatomos, tales como N, S y O. Como ejemplos se
pueden mencionar ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo, cicloheptilo, asi como los analogos mono o
poliinsaturados de los mismos, como por ejemplo ciclobutenilo, ciclopentenilo, ciclohexenilo, cicloheptenilo,
ciclohexadienilo, cicloheptadienilo; naftilo y fenilo; asi como radicales heterociclicos de 5 a 7 miembros saturados o
mono o poliinsaturados que tienen de 1 a 4 heteroatomos, seleccionados entre O, N y S, y donde el anillo
heterociclico puede estar ademas condensado con otro anillo heterociclico o carbociclico. Ejemplos de restos
heterociclicos son los obtenidos a partir de pirrolidina, tetrahidrofurano, piperidina, morfolina, pirrol, furano, tiofeno,
pirazol, imidazol, oxazol, tiazol, piridina, pirano, purina, pirimidina, piridazina, pirazina, cumarona, indol y quinolina.
En particular el grupo anular es una estructura de tipo pirimidina, tal como, preferentemente, un anillo de citosina,
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timina o uracilo.

"Opcionalmente mono o polisustituido” significa sustitucion con al menos uno de los siguientes sustituyentes: NHp,
OH, ceto (C=0), SH, haldgeno, tal como F, CI, Br, |; alcoxi inferior, alquilo inferior o alquinilo inferior como se ha
definido anteriormente.

Como restos de "haldgeno" se pueden mencionar restos de F, Cl, Bry I.

2. Farmacos dobles particulares

Como ejemplos no limitantes de farmacos dobles particulares de formula general | o la se pueden mencionar:
Farmaco doble de tipo alendronato:
N -[butil-(4-hidroxi-4-fosfono)fosfonato]-5-fluoro-2’-desoxicitidina (5-FdU-alendronato) (6a).
N -[butil-(4-hidroxi-4-fosfono)fosfonato]-1-B-D-arabinofuranosilcitosina (araU-alendronato) (6b).
N*-[butil-(4-hidroxi-4-fosfono)fosfonato]-5-metil-3'-azido-2'3"-didesoxicitidina (AZT-alendronato) (6c).
Farmaco doble de tipo pamidronato:
N -[propil-(3-hidroxi-3-fosfono)fosfonato]-5-fluoro-2’-desoxicitidina (5-FdU-pamidronato) (7a).
N -[propil-(3-hidroxi-3-fosfono)fosfonato]-1-B-D-arabinofuranosilcitosina (araU-pamidronato) (7b).

N*-[propil-(3-hidroxi-3-fosfono)fosfonato]-5-metil-3™-azido-2’,3-didesoxicitidina (AZT-pamidronato) (7c).

3. Formulaciones farmacéuticas y usos de acuerdo con la invencion

La invencion también se refiere a agentes farmacéuticos, que contienen al menos un compuesto doble de acuerdo
con la definicion anterior en un vehiculo o diluyente farmacéuticamente compatible, tal como por ejemplo contenido
en liposomas o nanoparticulas.

Los compuestos de acuerdo con la invencion se usan generalmente en forma de agentes farmacéuticos para el
tratamiento de un individuo, preferentemente un mamifero, en particular un ser humano. Por lo tanto, los compuestos
se administran habitualmente en forma de composiciones farmacéuticas, que comprenden un excipiente
farmacéuticamente compatible con al menos un analogo de nucledsido bisfosfonato de acuerdo con la invencion,
opcionalmente también una mezcla de varios compuestos de acuerdo con la invencién, y opcionalmente otras
sustancias activas que se pueden usar para el efecto terapéutico deseado respectivo. Tales composiciones se
pueden administrar, por ejemplo, por via oral, rectal, transdérmica, subcutanea, intravenosa, intramuscular o
intranasal.

Ejemplos de formulaciones farmacéuticas adecuadas son formas farmacéuticas sdlidas, tales como polvos,
granulos, comprimidos, pastillas, sobrecitos, obleas, grageas, capsulas tales como capsulas de gelatina duras y
blandas, supositorios o formas farmacéuticas vaginales; formas farmacéuticas semisdélidas, tales como pomadas,
cremas, hidrogeles, pastas o parches, y formas farmacéuticas liquidas, tales como soluciones, emulsiones, en
particular emulsiones de aceite en agua, suspensiones, por ejemplo lociones, preparaciones para inyeccion e
infusion, gotas oculares y oticas. Ademas, se pueden usar dispositivos de administracion implantados para la
administracion de los compuestos de acuerdo con la invenciéon. Ademas, pueden encontrar aplicaciéon liposomas,
microesferas o matrices poliméricas.

Para la produccion de los agentes farmacéuticos, los compuestos de acuerdo con la invencidon se mezclan o se
diluyen habitualmente con un excipiente. Los excipientes pueden ser materiales sélidos, semisdlidos o liquidos, que
sirven como vehiculo, excipiente o medio para la sustancia activa.

Los excipientes adecuados incluyen por ejemplo lactosa, dextrosa, sacarosa, sorbitol, manitol, almidones, goma
arabiga, fosfato calcico, alginatos, tragacanto, gelatina, silicato calcico, celulosa microcristalina, polivinilpirrolidona,
celulosa, agua, jarabe y metilcelulosa. Las formulaciones también pueden comprender vehiculos o excipientes
habituales farmacéuticamente aceptables, tales como sustancias de deslizamiento, por ejemplo sebo, estearato de
magnesio y aceite mineral; agentes humectantes; agentes emulsionantes y de suspension; conservantes, tales como
hidroxibenzoatos de metilo y propilo; antioxidantes; antiirritantes; agentes quelantes; adyuvantes de revestimiento
con azucar; estabilizantes de emulsion; agentes formadores de pelicula; agentes de gelificacion; agentes para
enmascarar el olor; correctores del sabor; resinas; hidrocoloides; disolventes; solubilizantes; agentes de
neutralizacion; aceleradores de la penetracion; pigmentos; compuestos de amonio cuaternario; agentes
reengrasantes y sobreengrasantes; bases para pomadas, cremas o aceites; derivados de silicona; adyuvantes de
dispersion; estabilizantes; agentes esterilizantes; bases para supositorios; excipientes para formacion de
comprimidos, tales como aglutinantes, cargas, sustancias de deslizamiento, disgregantes o revestimientos;
propulsores; agentes de secado; opacificantes; espesantes; ceras; plastificantes; aceites blancos. En este sentido,
una realizacion se basa en el conocimiento experto, como se describe, por ejemplo, en Fiedler, H.P., Lexikon der
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Hilfsstoffe fur Pharmazie, Kosmetik und angrenzende Gebiete (Enciclopedia de excipientes para farmacia, cosmética
y areas relacionadas), 42 edicion, Aulendorf: ECV-Editio-Kantor-Verlag, 1996.

Los vehiculos habituales en particular son, por ejemplo, manitol, glucosa, dextrosa, albuminas o similares; los
diluyentes preferentes son basicamente solucion salina fisiolégica o una solucion de glucosa al 5 %. Ademas, es
habitual el tamponamiento de dichas soluciones con reactivos adecuados.

Para una mejor aplicacion de los compuestos de acuerdo con la invencién, se pueden proporcionar composiciones
que contienen los compuestos de acuerdo con la invencion en combinacion con un vehiculo organico. Ademas, se
puede afiadir cualquier otro excipiente que se use habitualmente para la preparacion de agentes farmacéuticos, con
la condicion de que no se vea alterado el uso apropiado de dicha composicion de vehiculo organico y de los
compuestos de acuerdo con la invencion.

Una realizaciéon preferente de dichas composiciones prevé la asociacidon de los compuestos de acuerdo con la
invencion en forma de liposomas uni a oligolamelares con un didametro maximo de 0,4 pm. Todos los métodos de
preparacion de liposomas que se conocen por si mismos se pueden usar para formar los liposomas, por ejemplo
ultrasonidos, cromatografia en gel, analisis de detergente, filtracion a alta presion.

Las composiciones farmacéuticas de la invencién pueden incluir una "cantidad terapéuticamente eficaz" o una
"cantidad profilacticamente eficaz" de un compuesto de la invencién. Una "cantidad terapéuticamente eficaz" se
refiere a una cantidad eficaz, en las dosificaciones y durante los periodos de tiempo necesarios, para conseguir el
resultado terapéutico deseado. Una cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto puede variar de acuerdo con
factores tales como la patologia, edad, sexo, y peso del individuo, y la capacidad del compuesto para provocar una
respuesta deseada en el individuo. Ademas, una cantidad terapéuticamente eficaz es una en la que cualquier efecto
toxico o perjudicial del compuesto queda superado por los efectos beneficiosos terapéuticamente.

Una "cantidad profilacticamente eficaz" se refiere a una cantidad eficaz, en las dosificaciones y durante los periodos
de tiempo necesarios, para conseguir el resultado profilactico deseado. Habitualmente, dado que se usa una dosis
profilactica en los sujetos antes de o en una etapa mas temprana de la enfermedad, la cantidad profilacticamente
eficaz sera menor que la cantidad terapéuticamente eficaz.

Los regimenes de dosificacion se pueden ajustar para proporcionar la respuesta 6ptima deseada (por ejemplo, una
respuesta terapéutica o profilactica). Por ejemplo, se puede administrar un bolo individual, se pueden administrar
varias dosis divididas en el tiempo o la dosis se puede reducir o aumentar proporcionalmente segun lo indiquen las
exigencias de la situacion terapéutica. Es especialmente ventajoso formular composiciones parenterales en forma
unitaria de dosificacion para facilitar la administracion y la uniformidad de la dosificacion. La forma unitaria de
dosificacion, como se usa en el presente documento, se refiere a unidades fisicamente separadas adecuadas como
dosificaciones unitarias para los sujetos mamiferos a tratar; conteniendo cada unidad una cantidad predeterminada
de compuesto activo calculada para producir el efecto terapéutico deseado junto con el vehiculo farmacéutico
requerido. Los requisitos para las formas unitarias de dosificacion de la invencién se prescriben y dependen
directamente de (a) las caracteristicas Unicas del compuesto activo y del efecto terapéutico o profilactico a conseguir
en particular, y (b) las limitaciones inherentes en la técnica de formacién de compuestos tales como un compuesto
activo para el tratamiento de sensibilidad en individuos.

Un intervalo no limitante, a modo de ejemplo para una cantidad terapéutica o profilacticamente eficaz de un
compuesto de la invencion es 0,01-600 mg/kg, mas en particular 0,1-200 mg/kg, 0,5-150 mg/kg, o 1-90 mg/kg. Se
debe indicar que los valores de dosificacion pueden variar con el tipo y la gravedad de la afeccion a aliviar. Ademas,
se debe entender que para cualquier sujeto en particular, los regimenes de dosificacion especificos se deberian
ajustar en el tiempo de acuerdo con la necesidad individual y el criterio profesional de la persona que administra o
que supervisa la administracién de las composiciones, y que los intervalos de dosificacion que se exponen en el
presente documento son solamente a modo de ejemplo y no pretenden limitar ni el alcance ni la practica de la
composicion reivindicada.

Ademas, las composiciones de acuerdo con la invencidon pueden contener ademas al menos otra sustancia
farmacologica activa, que es adecuada para el tratamiento de enfermedades infecciosas y/o canceres.

Se pueden mencionar, como ejemplos no limitantes de otras sustancias activas para el tratamiento de tumores:
(A) Agentes antineoplasicos, tales como

(1) agentes fitocitostaticos, por ejemplo preparaciones de muérdago,
(2) agentes citostaticos definidos quimicamente, tales como

a)alcaloides y podofilotoxinas, por ejemplo vinblastina, vincristina y otros alcaloides y analogos de la
vinca; derivados de podofilotoxina, tales como etopdsido;
b)agentes de alquilacion, tales como nitrosoureas y analogos de mostaza de nitrégeno, por ejemplo
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ciclofosfamida y estramustina;

c) antibiéticos citotoxicos, tales como antraciclinas y sustancias relacionadas, por ejemplo daunorrubicina,
doxorrubicina; bleomicina y mitomicina;

d)antimetabolitos, tales como analogos del acido folico, por ejemplo metotrexato, analogos de purina,
analogos de pirimidina, por ejemplo gemcitabina y 5’-fluorouracilo;

(3) compuestos de platino, tales como carboplatino, cisplatino;
(4) enzimas y anticuerpos monoclonales;
(5) antineoplasicos con actividad endocrina, tales como

a)hormonas y sustancias relacionadas, por ejemplo estrégenos, gestagenos, por ejemplo acetato de
medroxiprogesterona; hormonas del hipotalamo, tales como analogos de gonadorelina, por ejemplo
buserelina;

b)antagonistas de hormonas, tales como el antiestrdgeno tamoxifeno y otros antiestrogenos; o el
antiandrégeno flutamida y otros antiandrégenos;

c) inhibidores de enzimas

(B) Agentes protectores/antidotos para terapia antineoplasica, por ejemplo acido folinico.

Como ejemplos no limitantes de ofras sustancias activas para el tratamiento de enfermedades infecciosas, tales
como el SIDA en particular, se pueden mencionar: azidotimidina, didesoxicitidina, sanilvudina, estavudina (1-(2,3-
didesoxi-beta-D-glicero-pent-2-enofuranosil)-5-metil-2,4(1H,3H)-pirimidinadiona), didesoxiinosina, interleuquina-2
recombinante (humana), mesilato de saquinavir, interferon alfa, nevirapina, sulfato de abacavir, CD4-
immunoadhesina, lamivudina, quinoestatina-272, emtricitabina, mesilato de delavirdina, inmunégeno del VIH-1,
sulfato de indinavir, fosfonato de azidotimidina, calanélido A, amprenavir, efavirenz, ritonavir, mesilato de nelfinavir,
gadolinio texafrina, enfuvirtida, interleuquina de capa leucocitica, clorhidrato de semapimod, elvucitabina, canovirina
N, tipranavir, azodicarbonamida, fumarato de tenofovir y disoproxilo, sulfato de atazanavir, lamivudina/zidovudina,
sampidina, dapivirina, etravirina, lopinavir/ritonavir, adargileuquina-alfa, gliminox, ancriviroc, O-(2-hidroxi-propil)-beta-
ciclodextrina, darunavir, maraviroc, sulfato de abacavir/lamivudina, hesperidina sulfonada, rilpivirina, tenofovir.

En particular, la invencién también se refiere al uso de al menos un compuesto de acuerdo con la definiciéon anterior
para la produccion de un agente farmacéutico para la prevencion y/o terapia de enfermedades infecciosas y/o
canceres, en particular tumores 6seos y tumores 6seos con metastasis.

4. Concepto de la sintesis de farmacos dobles antimetabolito bisfosfonato

4.1 General

Para la actividad de los BP la estructura P-C-P es un prerrequisito y la intensidad de los efectos depende en gran
medida de la cadena lateral. Pequefios cambios en la estructura pueden conducir a alteraciones importantes en sus
caracteristicas fisicoquimicas, bioldgicas, terapéuticas y toxicolégicas. La longitud de la cadena lateral es muy
importante. Los BP altamente actlvos contienen cadenas laterales con atomos de nitrégeno terminales en forma de
grupos amino o restos heterociclicos'. Por ejemplo, el pamidronato con su cadena lateral 3-aminopropilo tiene una
actividad aproximadamente 10 veces inferior que el alendronato que tiene una cadena lateral 4-aminobutilo. El
reemplazo del grupo amino terminal por un resto imidazol dando como resultado Zoledronato (Zometa®) mejoro
drasticamente la actividad con respecto a pamidronato y alendronato? y muestra actividades antitumorales mas
elevadas.

El acoplamiento de pamidronato o alendronato a un analogo de nucledsido citostatico (antimetabolito) da como
resultado un farmaco doble. El suministro dirigido de farmacos dobles a los huesos o las médulas dseas sera posible
debido al componente BP. El efecto antitumoral de los antimetabolitos citostaticos unidos se deberia reforzar de
forma auditiva o sinérgica con la actividad del componente BP citostatico. La conjugacion de los BP con
antimetabolitos virostaticos da como resultado un nuevo farmaco doble antiviral cuyo componente BP podria inhibir
la escisién catalizada por Ia transcriptasa inversa del VIH-1 mediada por ATP de la cadena terminal del AZT como se
propone en la blbllografla

Se seleccionan 2’-desoxi-5-fluorouridina (5-FdU), 1-B-D-arabinofuranosiluracilo (aral) y AZT como antimetabolitos
sobre una base de nucledsido de pirimidina para la sintesis de los farmacos dobles. El acoplamiento de analogos de
nucledsido a través de la esterificacion de su grupo hidroxi con Ios grupos fosfonato de los BP como se ha descrito
para 3’-azido-2’,3’-didesoxitimidina (AZT) y otros nucledsidos® no parecié ser lo mejor para los presentes
inventores. No se puede excluir que la esterificacion con solo un grupo fosfonato podria reducir la alta afinidad de Ios
BP por el hueso. Varios mono, di, tri y tetraésteres de los BP fueron profarmacos ineficaces de los BP de ?artlda

Los BP geminales libres han mostrado las afinidades mas elevadas por la superficie de la hidroxiapatita Por lo
tanto, los presentes inventores han desarrollado otro concepto para el acoplamiento de nucleésidos y BP
seleccionados, en el gue no se derivatizan los grupos fosfonato terminales del BP. De forma analoga a sintesis
descritas previamente™ ™, se unié aminobisfosfonato a través de sus grupos amino terminales por sustitucion del
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resto triazolilo de derivados de nucledsido de uracilo que se habian |ndu0|do previamente en la posicion 4 de la base
nitrogenada dando como resultado analogos de nucledsido de N*-[alquil-(hidroxifosfono)fosfonato]-citosina. La
sintesis no se limita a los ejemplos que se describen en el presente documento, sino que también se usa para la
conjugacion de otros antimetabolitos de pirimidina tales como gemcitabina y 3'-etinilcitidina.

4.2 Sintesis de farmacos dobles preferentes

En el siguiente esquema se ilustra una ruta de sintesis adecuada de los compuestos de la invencién para los
nucledsidos de N* -[alquil-(hidroxifosfono)fosfonato]-citosina:
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Los nucledsidos de N4-[alquiI-(hidroxifosfono)fosfonato]-citosina se prepararon en tres etapas (Fig. 1) partiendo de
un analogo de uridina (1). En la primera etapa de sintesis, se protegieron los grupos hidroxilo carbohidrato libres de
1 con restos acetilo dando como resultado 2 con rendimientos del 94 % - 97 %. Se obtuvo 5-FdU acetilado (2a) en
forma de un sdlido cristalino, y la acetilacion de AZT dio como resultado una espuma sdlida. En la segunda etapa, se
introdujo el resto 1,2,4-triazolilo en la posicion 4 de los restos uracilo protegidos. Se obtuvieron los analogos de
uridina O-acetilados y 4-tr|azoI|zados 3 con un rendimiento entre el 77 % de 3c y el 88 % de 3a. Se sintetiz6 3b de
acuerdo con métodos publlcados El resto triazolilo de 3 se sustituyo en la tercera etapa de sintesis con (amino-1-
hidroxifosfono)fosfonatos (alendronato (4), pamldronato (5)) usando cantidades equimolares de nucledsido y de los
BP dando como resultado el nucledsido de N* -[alquil-(hidroxifosfono)fosfonato]-citosina acetilado. Se seleccion6 una
cantidad equimolar desfavorable de los reactivos con respecto a un alto rendimiento deseado de farmacos dobles ya
que resulta dificil la separacion del farmaco doble hidrofilico de un exceso de BP sin reaccionar también hidrofilico.
El desarrollo de la sustitucion se controlé por TLC. Durante la reaccion, la mancha fluorescente (360 nm) de 3
desapareci6 y se formaron nuevas manchas oscuras de migracion mas lenta (254 nm) y el farmaco doble deseado
que permanecié en forma de una mancha oscura en el origen. El aislamiento y la purificacion del farmaco doble
acetilado se consiguieron en dos etapas. En primer lugar, se precipitd la parte principal del producto deseado junto
con el BP que no habia reaccionado y una pequefia cantidad de productos secundarios por adicion de CH3zOH al
jarabe obtenido después de la concentracion de la mezcla de reaccion y se retiré por filtracion. El resto obtenido y
parcialmente purificado se disolvi6 en amoniaco y se mantuvo a temperatura ambiente para retirar los grupos
protectores acetilo. El resto del producto de reacciéon deseado se obtuvo cromatograficamente a partir del filtrado
usando una columna de fase inversa RP-18 y mas tarde se desprotegio.

La separacion cromatografica se hizo mas dificil debido a que los tiempos de retencién del farmaco doble y de los
BP que no habian reaccionado eran muy similares. Usando solamente agua como eluyente, los BP abandonaron la
columna en primer lugar seguidos inmediatamente por el farmaco doble mientras que los componentes
nucleosidicos sin acoplar y los productos secundarios permanecieron en la columna. Los farmacos dobles eran
detectables por UV a 254 nm, mientras que los BP eran inactivos al UV y no se detectaron cuando se examiné
automaticamente el eluato mediante un detector UV. El eluyente concentrado y liofilizado que contenia los farmacos
dobles dio como resultado polvos de color blanco con diferentes hidrataciones 6 y 7.

Una purificacion cromatografica alternatlva posible usando una columna de intercambio aniénico que se usa
normalmente para separar nucleotidos™ podria aumentar drasticamente el tiempo de retencién de los compuestos
cargados negativamente. EI mayor tiempo de retencion no mejoraria la resolucion del perfil de elucion. Ademas de
esto, el eluyente necesario para la cromatografia de intercambio aniénico contiene sal que se tiene que retirar de los
compuestos eluidos en un procedimiento que consume tiempo. La dificil purificaciéon de la mezcla de reaccién podria
ser una razon de que los farmacos dobles analiticamente puros se hayan obtenido Unicamente con bajos
rendimientos que varian entre un 35 % y un 55 %. Otra raz6n podria ser las condiciones desfavorables de reaccion
para la sustitucion. La solubilidad de los BP polares que son Unicamente solubles en agua con respecto a sus
derivados de nucledsido protegidos no polares que son casi insolubles en agua no es un buen requisito para una
reaccion homogénea. El medio de reaccién de agua/DMSO usado no fue un medio de reaccion adecuado que
favoreciera la sustitucion con un alto rendimiento. Las sustituciones de los analogos usando componentes amino que
son solubles en disolventes organicos dio como resultado un 95 % de rendimiento

La esterificacion reversible del resto fosfonato de los BP mejora su solubilidad en disolventes organicos y podria
aumentar el rendimiento de la sustitucién aunque, sin embargo, el esfuerzo de esta proteccion reversible también
aumentaria drasticamente el esfuerzo de sintesis. La estructura quimica y la pureza analitica de los productos de
sintesis se confirmaron mediante RMM-espectroscopia de masas y analisis elemental. No se realizaron los analisis
elementales de 2c y 3a debido a que estas sustancias se obtuvieron unicamente en forma de jarabe o espuma.

5. Actividades antitumorales de los farmacos dobles

5.1 Actividad anticancerigena in vitro de 5-FdU-alendronato (6a)

Hasta la fecha, las evaluaciones iniciales con respecto a la actividad citostatica in vitro de los farmacos dobles solo
se han realizado con 5-FdU-alendronato (6a) usando ensayos de identificacion sistematica in vitro de las 60 lineas
celulares del National Cancer Institute (NCI, Estados Unidos de América). En estas identificaciones sistematicas, se
determiné el porcentaje de crecimiento causado durante un periodo corto de incubacion de 48 h usando solamente
una dosis (10 pM) de 5-FdU-alendronato (se pueden encontrar detalles adicionales de la identificacion sistematica
del NCI en http://www.dtp.nci.nih.gov). En estas condiciones, el crecimiento de 11/59 lineas celulares sometidas a
ensayo se redujo en un intervalo entre un 95 % y un 62 % mientras que las otras lineas celulares (48/59) no
mostraron ninguna inhibiciéon del crecimiento. Las 11 lineas celulares sensibles se indican en la tabla 1. El bajo
efecto citostatico que se encontré en la identificacion sistematica del NCI se debe probablemente al periodo de
incubacion corto (48 h) y a la baja dosis. En este corto periodo de incubacion, el farmaco doble probablemente no se
metabolizé suficientemente, de modo que la concentracion de metabolitos citostaticos no fue suficiente para una
inhibicién eficaz del crecimiento. A pesar de este periodo de incubacién probablemente demasiado corto, ya se
habia observado una sensibilidad diferente con respecto al crecimiento de las lineas celulares tumorales sometidas
a ensayo. Estos datos orientativos de la inhibicién ya mostraron que los farmacos dobles representan un nuevo BP
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con una actividad anticancer comparable con la de los BP convencionales tal como se muestra en los siguientes
ejemplos publicados. 6 lineas celulares tumorales diferentes sometidas a ensayo con el ensayo de
quimiosensibilidad tumoral basado en ATP muestran una inhibicion del crecimiento de un 50 % después de 6 dias de
|ncubaC|on si se afiadia en promedio Clondronat 1-1406 pM, Alendronat 11-1856 pM o Acido zoledrénico 2-1912
uM En otro examen, el Acido zoledrénico mostré en promedio una eficacia mayor en otras 8 lineas celulares, cuya
sensibilidad se evalu6 con el ensayo de MTT. Para una inhibicion de creC|m|ento de un 50 % de estas lineas
celulares, solamente se necesité una dosis de Acido zoledrénico de 2,3-86,6 uM Se necesitan mas estudios
detallados sobre el potencial citostatico y la direccion al hueso de los farmacos dobles y en la actualidad estan en
curso.

5.2 Causas y mecanismos posibles que dan como resultado actividades antitumorales

Los dos farmacos combinados en una molécula de farmaco doble tienen dos funciones citostaticas diferentes. Por
una parte, el nucledsido activo citostatico o antiviral y por otra parte el resto BP citostatico. Por lo tanto, se puede
concebir que incluso toda la molécula intacta pueda ser activa. Como ejemplo de un farmaco activo con una funcion
doble, se ha descrito un conjugado de lost y BP*°. Por el contrario, el acoplamiento del farmaco citostatico
Doxorrubicina con Ios BP en un conjugado de Doxorrublcma no tuvo efecto citostatico frente a xenoinjertos de
tumores humanos'®

Se puede estimar que el farmaco doble podria ser un profarmaco que se puede degradar en una mezcla de
diferentes metabolitos citostaticos. En caso de que el enlace N-glicosidico relativamente labil entre el carbohidrato y
la base nitrogenada se escinda enzimaticamente, aparecen nuevos BP que contienen N, no descritos anteriormente,

cuya cadena de alquilo muestra terminalmente una pirimidinona (proveniente de aral), 5- quoroplrlmldlnona
(proveniente de 5-FdU) o un resto 5-metilpirimidinona (proveniente de AZT). La escisidn hidrolitica en la posicion N*

mucho mas estable puede conducir a los amino-BP y a los respectivos nucledsidos de uracilo (5-FdU, AraU, AZT).
Esta ruta podria dar como resultado una mezcla de farmacos con efectos antitumorales esperados particularmente
elevados. Por una parte, los efectos citostaticos de los metabolitos formados podrian estar causados por el hecho de
que los antimetabolitos interrumpen las funciones del ADN y del ARN. Por otro Iado se propuso el mecanismo
citostatico de los N-BP mediante la formacién de analogos de ATP inducida por los BP*

Se conoce que con la ayuda de la funcion de BP, se hace posible una direccién al hueso, tal como se muestra
mediante la capacidad descrita de direccion aI hueso de 3-(1’,1-etilbisfosfonatos)-5-fluorouracilo®. El anclaje
relativamente estable de los BP a la posiciéon N* de la citosina puede contribuir a la acumulacién del farmaco doble
en el hueso antes de su metabolismo completo y, por lo tanto, podria actuar como un depdsito de 5FdU enriquecido
en huesos con metastasis.

La invencion se explicara adicionalmente haciendo referencia a los siguientes ejemplos no limitantes.

Parte experimental

A. Quimica general

A menos que se indique otra cosa, los materiales de partida se adquirieron en fuentes comeraales y se usaron como
tales. Se aislé 3™-azido-2',3-didesoxitimidina (AZT, 1c) a partir de farmacos caducados® *, y se sintetizd 4-(1,2,4-
triazol- 1-|I) 1 -(B-D-2',3’,5-tri-O-acetil-arabinofuranosil)pirimidina-2(1H)ona (3b) de acuerdo con métodos
publicados®'. Se sintetizaron sal monosodica de (4-amino-1-hidroxi-1-fosfonobutil)ffosfonato *3H,0 (alendronato) (4)
y sal monosédica de (3-amino-1-hidroxi-1-fosfonopropil)fosfonato *H.O (pamidronato) (5), como se ha descrito
aunque, sin embargo, se obtuvieron con un rendimiento notablemente inferior®®. Los derivados de nucledsido y las
impurezas se detectaron usando luz UV y reactivos pulverizados como agentes de revelado como se ha descrito
prewamente Se llevd a cabo la TLC sobre placas de gel de silice prerrevestidas 60r2s4 (0,25 mm, Merck). La
cromatografia en columna preparativa de las mezclas obtenidas (> 2 g) se realizé6 a temperatura ambiente por
cromatografia ultrarrapida sobre columnas de fase inversa RP-18 autoempaquetadas (LiChroprep, 40-60 ym). Los
compuestos deseados se identificaron usando absorcién UV. El eluato se recogié en fracciones de 20 ml. Las
fracciones del producto deseado se concentraron hasta un jarabe y el producto precipitd por adicion de MeOH. Se
cromatografiaron cantidades menores (< 2 g) usando columnas de fase inversa RP-18 disponibles en el mercado
(Lobar B, LiChroprep RP-18 40-63 ym, Merck). El producto eluido se aislé por liofilizacién de las fracciones
combinadas. Las alicuotas de los farmacos dobles se purificaron hasta una calidad p.a. mediante cromatografia de
doble fase inversa vy liofilizacion de las fracciones recogidas. La concentracion de las mezclas de reaccion, las fases
organicas y las fracuones eIU|das se realizaron al vacio con una temperatura de bafio de aproximadamente 45 °C.
Los espectros de RMN 'H y 3C se obtuvieron en un espectrometro Bruker A 250 a 250 y 62,9 MHZ o en un
espectrometro Bruker Avance 400 a 400y 100 MHZ respectivamente. Se usaron CDCls, y D,O como disolventes y
MesSi como patron interno. Los datos de RMN ¥IP se obtuvieron en un espectrometro Bruker Avance 400 a 161
MHz, usando H3PO4 como patrén externo. Los espectros de masas se midieron en un instrumento Finnigan TSQ 70
o Finnigan MAT 95. Para los espectros de masas por FAB, todos los compuestos se midieron en una matriz de NBA
o glicerina.
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B. Ejemplos de sintesis

Sintesis de nucleésidos de N*-[alquil-(hidroxifosfono)fosfonato]-citosina

Ejemplo 1: Sintesis de compuestos intermedios de triazolilo (3)

1.1 Sintesis de 5-fluoro-4-(1,2,4-triazol-1-il)-1-(B-D-3’,5’-di-O-acetil-2’-desoxi-ribofuranosil)-pirimidina-2(1H)-
ona (3a).

Se disolvio 2’-desoxi-5-fluorouridina (1 a) (24,6 g, 0,1 mol) en piridina seca (200 ml) y se afiadié anhidrido acético (47
ml, 0,5 mol). La solucién resultante se agité con exclusién de humedad durante 8 h a temperatura ambiente y se
concentrd posteriormente hasta que se produjo la cristalizacion. El concentrado se evapord conjuntamente con
tolueno (100 ml). El residuo resultante se disolvio por calentamiento (60 °C) en etanol (250 ml) y se recristalizé por
reposo durante una noche en un refrigerador. El precipitado se filtro, se lavd con etanol frio y se secé para producir
32,4 g (97 %) de 3’,5-di-O-acetil-2’-desoxi-5-fluorouridina; p.f.: 151 °C; Rr = 0,35 (CHCIs/MeOH, 95:5, v/v); MS
(FAB+) 331. 1[M-HJ']. Anal. calc. C13FH+sN20, (330,3): C, 47,28; H, 4,58; N, 8,48. Encontrado: C, 47,43; H, 4,78; N,
8,20. RMN 'H (250 MHz, CDCls): & = 2,13 (s, 3H, -CHs), 2,15 (s, 3H, -CHs), 2,16-2,25 (m, 1 H, H2'a), 2,55 (ddd, 1H,
J1=2,3Hz, J, =5,7 Hz, J3 = 14,3 Hz, H2'B), 4,28 (m, 1H, H4’), 4,32 (dd, 1H, J1 = 3,1 Hz, J» = 12,2 Hz, H5'B), 4,41
(dd, 1H, J1 = 3,6 Hz, J> = 12,1 Hz, H5'0), 5,24 (m, 1H, H3’), 6,31 (m, 1H, H1"), 7,7 (d, 1H, J = 6,2 Hz, H6).

RMN "3C (62,9 MHz, CDCls): & = 20,8 (COCHjs), 20,9 (COCHs), 37,8 (C2'), 63,8 (C5'), 73,9 (C3), 82,5 (C4'), 85,4
(C1"), 128,2 (d, Jcr = 34,5 Hz, C6), 139,7 y 142,1 (d, Jcr = 238 Hz, C5), 149,2 (C2), 156,9 (d, Jcr = 26,7 Hz, C4),
170,3 (C=0), 170,5 (C=0).

Se disolvio 1,2,4-triazol (34,5 g, 0,5 mol) con agitacion y calentamiento en acetonitrilo seco (150 ml). La mezcla se
enfrid a 10° C con agitacion vigorosa y se afiadio a la suspension resultante cloruro de fosforilo (10,3 ml, 0,11 mol)
gota a gota de modo que la temperatura no superara 25 °C. A continuacion, la mezcla de reaccién se enfrio de
nuevo hasta aproximadamente 10 °C y se afiadié gota a gota trietilamina (70 ml, 0,5 mol) con agitacion de modo que
la temperatura no excediera de 20 °C. Se afiadié lentamente a la mezcla enfriada de nuevo (aproximadamente 10
°C) 3',5-di-O-acetil-5-fluorouridina (2a) (16,5 g, 50 mmol) disuelta en acetonitriio seco (90 ml) y la mezcla de
reaccion se agitd a temperatura ambiente durante 4 h. Después de la adicién de trietilamina (70 ml) y agua (17 ml) la
solucion se concentré hasta un jarabe que se diluyd con CHCIlz (150 ml) y se extrajo con solucién de
hidrogenocarbonato soédico al 5 % (2 x 50 ml). La fase organica se concentrd y se secé dando como resultado el
producto 3a en bruto (16,7 g, 88 %) en forma de una espuma solida que se us6 en la siguiente etapa de sintesis sin
purificacion adicional. Rr = 0,35 (CHCIs/MeOH, 95:5, v/v). Los valores de Rr de 2a y 3a son muy similares. 3a
muestra fluorescencia violeta con luz UV (366 nm), mientras que 2a es inactivo a la fluorescencia y aparece como
una mancha oscura (254 nm) en la placa de TLC. MS (FAB') 382,1 [M-H];

RMN "H (250 MHz, CDCls): & = 2,13 (s, 3H, COCHs), 2,14 (s, 3H, COCHa), 2,10-2,15 (m, 2H, H2’), 2,30 (dt, 1H, J; =
6,7 Hz, J> = 14,5 Hz, H2'a), 2,90, (ddd, 1H, J1 = 3,3 Hz, J2 = 5,9 Hz, J; = 14,5 Hz, H2'B), 4,25-4,50 (m, 3H, H5" +
H4"), 5,26 (m, 1H, H3’), 6,24 (dd, 1H, J; = 6,1 Hz, J> = 6,5 Hz, H1’), 8,25 (s, 1 H, N=CH-N), 8,48 (d, 1H, J = 6,5 Hz,
H6), 9,25 (s, 1H, NCH-N). RMN "*C (62,9 MHz, CDCl3): & = 22,7 (COCHj), 22,8 (COCHs3), 38,9 (C2'), 63,3 (C5’), 73,3
(C3), 83,5 (C1’), 88,1 (C4’), 133,8 (d ,Jcr = 34,8 Hz, C6), 135,0, 137,5, 140,8 (d, Jcr = 237 Hz, C5), 145,0 (NCN),
151,5, 154,8 (C2), 156,9 (d, Jcr = 26,5 Hz, C4), 170,2 (C=0), 170,3 (C=0).

1.2 Sintesis de 5-metil-4-(1,2,4-triazol-1-il)-1-(3-D-5’-O-acetil-3’-azido-2’,3’-didesoxirribo-furanosil)-pirimidin-
2(1H)-ona (3c).

Se disolvio 2’-azido-2’,3'-didesoxitimidina (1c) (9 g, 34 mmol) en piridina seca (70 ml). Se afiadié anhidrido acético
(16 ml, 0,17 mol) y la solucién se agitd con exclusién de humedad durante 8 h a temperatura ambiente, se concentro
posteriormente hasta un jarabe, que se evapord conjuntamente con tolueno (40 ml). Después de secar el jarabe se
obtuvo 5’-acetil-2’-azido-2’,3-didesoxitimidina (2c) (9,8 g, 94 %) en forma de una espuma solida que se uso sin
purificacion adicional en la triazolizacion posterior, que se realizé de forma analoga a 3.2.2 usando 2c¢ (9,8 g, 32
mmol) en lugar de 2a. La fase organica obtenida después de la neutralizacién de las mezclas de reaccion se
concentrd6 hasta un jarabe. Después de la adicion de etanol (120 ml) la solucién se concentr6 hasta
aproximadamente 50 ml y se mantuvo durante una noche en un refrigerador (aprox. 6 °C). El precipitado cristalino se
retird por filtracion, se lavé con una pequefia cantidad de etanol frio y se secd dando como resultado 8,8 g (77 %) de
3c. p.f.: 142-143 °C. Re = 0,49 (CHCIl3/MeOH, 95:5, v/v); MS (FAB") 361 [M-H"]. Anal. calc. C14H1sNsO4 (360,33): C,
46,66; H, 4,48; N, 31,10; Encontrado: C, 46,72; H, 4,58; N, 31,65. RMN "H (250 MHz, CDCl3): & = 2,16 (s, 3H, CHs),
2,49 (s, 3H, CHs), 2,43-2,55 (m, 1H, H2'), 2,81 (dt, 1H, J1 = 6,4 Hz, J> = 14,1 Hz, H2'b), 4,14-4,28 (m, 2H, H3' y H4’),
4,40 (dd, 1H, J1 = 3,1 Hz, J> = 12,4 Hz, H5'a), 4,50 (dd, 1H, J1 = 4,1 Hz, J> = 12,4 Hz, H5’B), 6,15 (dd, 1H, J1 = 4,8
Hz, J2 = 6,5 Hz, H1’), 8,1 (s, 1 H, NCHN), 8,13 (s, 1 H, NCHN), 9,28 (s, 1H, H6). RMN "°C (62,9 MHz, CDCl3): & =
16,9 (CHs), 20,5 (COCHs), 38,3 (C2), 59,5 (C¥’), 62,7 (C3’), 82,6 (C1"), 87,5 (C4’), 105,3 (C5), 144,7 (C6), 145,8
(2xNCN), 153,2 (C2), 158,0 (C4) 169,9 (C=0).
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Ejemplo 2: Sintesis de farmacos dobles de bisfosfonato (6), (7)

2.1 Sintesis de N*-[butil-(4-hidroxi-4-fosfono)fosfonato]-5-fluoro-2’-desoxicitidina (5-FdU-alendronato) (6a)

A una suspension agitada y calentada (85 °C) de 4 (16,2 g, 50 mmol) en agua (90 ml), se afiadié 3a (19 g, 50 mmol),
disuelto en dioxano. El valor del pH de la suspension se ajustd entre 8 y 9 por adicidon sucesiva de trietilamina. El
avance de la reaccion de sustitucion se controlé por TLC. La mancha de fluorescencia del compuesto de triazolilo
(3a) desaparece durante la reaccion y se formaron nuevas manchas fluorescentes de migracion mas lenta. Cuando
se completd la sustitucion (aprox. 3-4 h) la mezcla de reaccion se dejé enfriar hasta temperatura ambiente. Los
compuestos sin disolver se retiraron por filtracion y el filtrado se evaporé. Al jarabe obtenido se afiadié MeOH (150
ml) y el precipitado fino formado se retir6 por filtracion y se secé dando como resultado el material de partida |. El
filtrado se evapordé hasta un jarabe dando como resultado el material de partida Il. | y 1l se purificaron por separado. |
se suspendio en acetonitrilo (100 ml), se agitdé a 70 °C durante 3 h, se retiro por filtracion, se secé y se desprotegio
de acuerdo con el siguiente procedimiento. Al polvo fino obtenido se afiadio hidréxido de amonio al 25 % (300 ml).
La mezcla de reaccion agitada se mantuvo cerrada a temperatura ambiente durante 3 dias y a continuacion se
concentrd. El jarabe resultante formé por adicién de CH3OH y agitacion vigorosa un precipitado fino, que se filtré y se
seco. El residuo obtenido se disolvié en un pequefio volumen de agua y se purificd por cromatografia ultrarrapida
sobre una columna de fase inversa RP-18 autoempaquetada (LiChroprep, 40-60 um) usando agua destilada como
eluyente. Los compuestos deseados del eluato fraccionado se identificaron por absorcion UV (254 nm). Las
fracciones combinadas del primer pico principal de absorcion UV eluido se evaporaron hasta un jarabe formando un
precipitado fino por adicion de MeOH y agitacion vigorosa. El precipitado filtrado se secdé dando como resultado la
primera parte de 6a. La purificacion de Il se realizé de acuerdo con el siguiente procedimiento. Por adicion de H.O a
Ila se consigui6 un precipitado y se retir6 por filtracion. El filtrado evaporado se disolvié en un pequefio volumen de
H20 y se purific6 cromatograficamente sobre una columna RP-18 como se ha descrito para I. A continuacion se
desprotegié usando hidroxido de amonio al 25 % de acuerdo con el procedimiento descrito dando como resultado la
segunda parte de 6a. Los productos aislados | y Il se combinaron dando como resultado 15,6 g de 6a con un
rendimiento de un 55 %. MS (FAB) 476,0, [M-H-], 498,0 [M+Na-], 520,1 [M+2Na-]. Anal. calc.
C13H20FN3Nay011P2*2,5H,0 (566,29); C, 27,57, H, 4,45, N, 7,42; Encontrado: C, 27,31, H, 4,33, N, 7,57), RMN 'H
(400 MHz, D2O): 6 =1,87-2,05 (m, 4H, 2 x -CH,-, H2", H3"), 2,19-2,44 (m, 2H, H2’) 3,43 (m, 2H, H1") 3,74 (dd, 1H, J1
= 5,0 Hz, J2 = 12,5 Hz, H5’a), 3,82 (dd, 1H, J;1 = 3,6 Hz, J> = 12,5 Hz, H5’B), 3,99-4,04 (m, 1H, H3’), 4,39-4,44 (m,
1H, H4"), 6,21 (m, 1H, H1), 7,83 (d, 1H, JHF = 6,7 Hz, H6); RMN "°C (100 MHz, D,0): & = 23,2 (C3"), 31,2 (C2"), 39,2
(C2), 41,1 (C1"), 61,2 (C5’), 70,4 (C3’), 73,9 (t, Jcr = 131 Hz, P-C-P), 85,9 (C1’), 86,6 (C4’), 123,4 (d, Jcr = 33,4 Hz,
C6), 138,1 (d, Jcr = 243,4 Hz, C5), 155,8 (C2), 160,0 (C4); RMN *'P (161 MHz, D20) & = 18,4 ppm.

2.2 Sintesis de N*-[butil-(4-hidroxi-4-fosfono)fosfonato]-1-(3-D-arabinofuranosil)citosina (araU-alendronato)

(6b)

Este farmaco doble se obtuvo por unién de 3b (21 g, 50 mmol) y 4 (16,2 g, 50 mmol) de forma similar a como se ha
descrito anteriormente. Rendimiento 11,7 g (42 %) de 6b; MS (FAB') 474,1 [M-H7, 496,1 [M+Na1], 518,2 [M+2Na-].
Anal. calc. C13H21N3Nax012P2*2H,0 (555,29) C, 28,12, H, 5,54; N, 7,57; Encontrado: C, 28,18; H, 4,75; N, 7,90. RMN
'H (400 MHz, D20): & = 1,84-2,09 (m, 4H, H2"H3"), 3,30-3,41 (m, 2H, H1"), 3,78-3,94 (m, 2H, H5’), 3,95-4,04 (m,
1H, H4’), 4,06-4,16 (m, 1H, H3’), 4,37-4,43 (m, 1H, H2’), 4,8 (s, a, OH + NH + D,0), 5,93-6,0 (m, 1H, H1’), 6,15-6,22
(m, 1H, H5), 7,62-7,69 (m, 1H, H6). RMN "*C (100 MHz, D,0): & = 23,1 (C1"), 31,0 (C2"), 41,3 (C3"), 60,7 (C5'), 75,4
(C2), 75,5 (C3’), 82,9 (C4’), 85,8 (C1'), 96,4 (C5), 140,6 (C6), 157,3 (C2), 163,6 (C4). RMN *'P (161 MHz, D;0) & =
18,1 ppm.

2.3 Sintesis _de  N*[butil-(4-hidroxi-4-fosfono)fosfonato]-5-metil-3’-azido-2’,3’-didesoxicitidina___ (AZT-
alendronato) (6c¢)

Este farmaco doble se obtuvo por union de 3c (3,6 g, 10 mmol) y 4 (3,24 g 10 mmol) de forma similar a como se ha
descrito anteriormente. Rendimiento 2,0 g (35 %) de 6¢; MS (FAB’) 497,0 [M-HT; 519,1 [M+Na7; 541,1 [M+2Na-].
Anal. calc. C14H22NsNa2010P>*3H.0 (596,35), C, 28,20; H, 4,73, N, 14,09: Encontrado: C, 27,92; H, 4,55; N, 14,45.
RMN 'H (400 MHz, D;0): & = 1,86-2,05 (m, 7H, H7, H2", H3"), 2,35-2,52 (m, 2H, H1"), 3,38-3,52 (m, 2H, H2’), 3,78
(dd, 1H, J1 = 4,7 Hz, J> = 12,5 Hz, H5a), 3,86 (dd, 1H, J1 = 3,6 Hz, J> = 12,5 Hz, H5'Db), 4,0 (m, 1H, H3’), 4,31 (dt, 1H,
J1=5,4Hz, J, =7,2 Hz, H4’), 4,8 (s, a, DO + NH + OH), 6,18 (dd, 1H, J1 = J> = 6,4 Hz, H1"), 7,49 (s, 1H, H6). RMN
3C (100 MHz, D,0): & = 12,4 (CHs), 22,4 (C3"), 31,2 (C2"), 36,5 (C1"), 41,6 (C2'), 60,0 (C5’), 61,0 (C3’), 73,9 (t, Jcp
=131 Hz, P-C-P), 83,9 (C1’), 85,4 (C4’), 105,5 (C5), 136,4 (C6), 157,5 (C2), 163,5 (C4). RMN *'P (161 MHz, D20) &
=18,5 ppm.

2.4 Sintesis de N*-[propil-(3-hidroxi-3-fosfono)fosfonato]-5-fluoro-2’-desoxicitidina (5-FdU-pamidronato) (7a)

Este farmaco doble se sintetizd por acoplamiento de 3a (9,5 g, 25 mmol) y 5 (6,9 g, 25 mmol) de forma analoga a la
ruta de sintesis de 6a dando como resultado 7a. Rendimiento 6,5 g (48 %).

MS (FAB') 462,0 [M-H; 484,0 [M+Na7; 505,9 [M+2Na-]. Anal. calc. C12H1sFN3Na2O41P2*2H,0 (543,26) C, 26,53, H,
4,08, N, 7,73, Encontrado: C, 26,28, H, 4,26, N, 8,22, RMN "H (400 MHz, D;0): & = 2,19-2,45 (m, 4H, H2' + H2"),
3,68-3,87 (m, 4H, H5 + H1"), 3,99-4,05 (m, 1H, H3’), 4,39-4,50 (m, 1H, H4’), 6,18-6,25 (m, 1H, H1’), 7,83 (d, 1H, JHF
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= 6,0 Hz, H6). RMN '3C (100 MHz, D,O): & = 32,3 (C2"), 36,6 (C1"), 39,2 (C2"), 61,2 (C5'), 70,4 (C3'), 72,9 (t, Jcp =
132,7 Hz, P-C-P), 85,9 (C1'), 86,6 (C4), 1234 (d, Jor = 33,4 Hz, C6), 138,1 (d, Jer = 243 Hz, C5), 155,6 (d, Jor =
13,9 Hz, C4), 155,9 (C2). RMN *'P (161 MHz, D,0) 5 = 17,8 ppm.

2.5 Sintesis de N*-[propil-(3-hidroxi-3-fosfono)fosfonato]-1-B-D-arabinofuranosilcitosina (araU-pamidronato)
(7b)

La sustitucion de 3a (42 g, 0,1 mol) con 5 (27,4 g, 0,1 mol) de forma analoga a la preparacién de 6a dio como
resultado el farmaco doble 7b. Rendimiento 25,3 g, (45 %). MS (FAB) 460,1 [M-H]; 482,2 [M+Na]. Anal. calc.
C12H20N3Na012P2*2H20*1 5NHs; (562,86) C, 26,46, H, 5,27, N, 11,57. Encontrado: C, 26,95, H, 5,56, N, 11,80. RMN
'H (400 MHz, D;0): & = 1,93-1,98 (m, 2H, H2"), 2,76-2,81 (m, 2H, H1"), 3,75-3,92 (m, 2H, H5), 3,92-4,01 (m, 1H,
H4’), 404-439(m 1H, H3'), 4,34-4,39 (m, 1H, H2"), 5,86-5,92 (m, 1H, H1’), 6,12-6,18 (m, 1H, H5), 7,64-7,75 (m, 1H,
H6); RMN "°C (100 MHz, D,0): & = 32,4 (C1"), 38,4 (C2"), 60,8 (C5’), 75,4 (C2'), 75,5 (C3'), 83,6 (C4’), 85,6 (C1),
96,5 (C5), 140,7 (C6), 157,2 (C2), 163,2 (C4). RMN *'P (161 MHz, D;0) & = 17,8 ppm.

2.6 Sintesis _de _ N*[propil-(3-hidroxi-3-fosfono)fosfonato]-5-metil-3’-azido-2’,3’-didesoxicitidina _ (AZT-
pamidronato) (7c)

Por sustitucion de 3c (1,8 g, 5 mmol) con 5 (1,4 g, 5 mmol) de forma analoga a la preparaciéon de 6a se obtuvo el
farmaco doble 7c. Rendimiento 1,2 g (41 %). MS (FAB") 483,0 [M-H7; 505,1 [M+Na7], 527,1 [M+2Na’]. Anal. calc
C13H20NeNa2010P2*3,5H20 (591,34). C, 26,41, H, 4,60, N, 14,21. Encontrado: C, 25,98, H, 4,46, N, 14,75. RMN 'H
(400 MHz, D2O): 6 = 1,983 (s, 3H, CH3), 2,17-2,31 (m, 2H, H2"), 2,35-2,52 (m, 2H, H1"), 3,69-3,89 (m, 4H, H2’ + H5’),
3,97-4,03 (m, 1H, H3), 428-435(m 1H, H4’), 4,8 (s, a, OH + NH + D20), 6,16-6,22 (m, 1H, H1’), 7,49 (s, 1H, H6).
RMN "C (100 MHz, D;0): & = 12,3 (C7), 32,6 (C2"), 36,4 (C1"), 37,2 (C2'), 59, 9 (C5’), 61,0 (C3’), 73,2 (t, Jcp = 130
Hz), 83,9 (C1’), 85,3 (C4’), 105,6 (C5), 136,3 (C6), 157,5 (C2), 163,1 (C4). RMN *'P (161 MHz, D20) & = 18,0 ppm.

C. Ejemplo de ensayo

Ejemplo 3: Inhibiciéon del crecimiento in vitro de diferentes lineas celulares tumorales por 5-FdU-alendronato

(6a)

La accién citostatica in vitro de los compuestos de acuerdo con la invencién en diferentes lineas celulares tumorales
se puede demostrar con la siguiente preparacion.

En el dia 0, se inocula una serie de placas de microtitulacion con las células tumorales y se preincuba durante 24 h.
A continuacion, se afiade a las células el compuesto de acuerdo con la invencién. Después de incubacion durante 48
horas, las células se fijan in situ, se lavan y se secan. A continuacion, se afade sulforrodamina B (SRB), un
colorante de color rosa que se une a las células fijadas, y las células se lavan de nuevo. El colorante que permanece
representa la masa celular adherente y se determina mediante espectroscopia. Los datos adquiridos
automaticamente se evallan por ordenador.

El ensayo de 60 lineas celulares tumorales con 5FdU-alendronato 10 uM (compuesto 6) y un periodo de incubacion
corto de 48 h, mostro, por ejemplo, una inhibiciéon del crecimiento variable entre un 5 % y un 32 % de 11 lineas
celulares tumorales. Los resultados del ensayo se resumen en la siguiente Tabla 1.

Tabla 1:

Inhibicién del crecimiento in vitro de lineas celulares tumorales en tratamiento con 5-FdU-alendronato. Los efectos
citostaticos del 5-FdU-alendronato se expresan mediante el porcentaje de crecimiento en tratamiento con dosis 10
MM del farmaco doble.

Panel / Linea celular Crecimiento [%]"

5-FdU-alendronato 6a (10 uM)?

Leucemia

HL-60 (TB) 61,75
Cancer de pulmoén no microcitico

EKVX 82,45
HOP-62 93,16
NCI-H322M 88,84
Cancer del SNC

SF-268 86,64
SF-539 94,79
SNB-75 87,12
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Inhibicién del crecimiento in vitro de lineas celulares tumorales en tratamiento con 5-FdU-alendronato. Los efectos
citostaticos del 5-FdU-alendronato se expresan mediante el porcentaje de crecimiento en tratamiento con dosis 10
MM del farmaco doble.

Panel / Linea celular Crecimiento [%]"

5-FdU-alendronato 6a (10 uM)?

Melanomas
MALME-3 M 89,24
MDA-MB-435 86,95

Canceres de ovario
OVCAR-3 88,34

Canceres renales
CAKI-1 79,14

100 % se refiere al crecimiento observado para la correspondiente linea celular en ausencia del farmaco

? no se observo ningtn efecto de inhibicion del crecimiento para el alendronato solo (10 pM)

Ejemplo 4: Uniéon de nucleésido-BP a hidroxiapatita

Se conoce que el resto BP de los conjugados preserva su alta afinidad hacia la matriz 6sea incluso cuando se
acopla con un resto voluminoso' *'. La alta afinidad hacia la matriz 6sea se basa en las fuertes propiedades de
unién de los BP a la hidroxiapatita42’43’44. Por esta razon, se analizaron las propiedades de adsorcion de 5-FdU-ale y
de 5-FdU a la hidroxiapatita.

a) 5-FdU y 5-FdU-alendronato sin tratar (5-FdU-ale)

Se disolvieron 5-FdU (246 mg, 1 mmol) o 5-FdU-ale (475 mg) en agua destilada (100 ml). Se determinaron las
unidades Az de la solucion obtenida y las relaciones de absorbancia de 250/260 y 280/260 usando un
espectrofotémetro UV. Después de la adicién de hidroxiapatita sélida tal como se indica en la Tabla 2, la suspensién
obtenida se agitd a temperatura ambiente durante 24 h. A continuacion, se filtré una alicuota (1 ml) de la suspension
a través de un filtro estéril y se midieron las unidades Azeo. La cantidad de farmaco unido a hidroxiapatita se calculd
basandose en la disminucién de las unidades Azso de la suspension.

b) Pretratamiento acidificado de 5-FdU-alendronato

Una solucién de 5-FdU-ale (475 mg) en 100 ml de H2O se acidificé a pH 2 mediante la adicion de HCl y se agit6é a 50
°C durante 24 h, seguido de neutralizacidon con carbonato soédico sélido. Los productos de degradacion con actividad
UV no fueron detectables a 254 nm por analisis de TLC con CHCI3/MeOH (80:20) usando placas de gel de silice. La
union a la hidroxiapatita del 5-FdU-ale pretratado se analizé tal como se ha descrito anteriormente.

Como se resume en la Tabla 2, se adsorbié solamente un 15 % del 5-FdU a la hidroxiapatita, mientras que la
adsorcién de 5-FdU-ale fue aproximadamente seis veces mayor (87 %). El estudio de union también se uso para una
evaluacion indirecta de la estabilidad del nucledsido-BP en condiciones acidas. La unién se redujo en un 13 % en
comparacion con el compuesto sin tratar cuando se acidifico la soluciéon de 5-FdU-ale a pH 2 y se mantuvo a 50 °C
durante 24 h antes de la adsorcion a la hidroxiapatita. La relacion UV de A250/260 y 280/260 sin cambios indica que
no se produce escisién de 5-FdU-ale en el monémero 5-FdU + ale durante el tratamiento con hidroxiapatita en las
condiciones usadas.

Un analisis de TLC del sobrenadante no reveld ningdn compuesto con actividad UV como 5-fluorouracilo o 5-FdU.
Por lo tanto, la ausencia de compuestos con actividad UV permite concluir que 5-FdU-ale es muy estable en
condiciones acidas.

Tabla 2:
Unién de 5-FdU y 5-FdU-alendronato (5-FdU-ale) a hidroxiapatita
Farmaco |Farmaco (mg) | Hidroxiapatita (g) Adsorcién UV Farmaco
unido
Unidades Azeo Relacion mg %
250/260 | 280/260
5-FdU 246 0 8050 0,61 1,01 0 0
5-FdU 246 7 6860 0,63 1,10 37 15
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Unién de 5-FdU y 5-FdU-alendronato (5-FdU-ale) a hidroxiapatita
Farmaco |Farmaco (mg) | Hidroxiapatita (g) Adsorcién UV Farmaco
unido
Unidades Azso Relacion mg %
250/260 | 280/260

5-FdU-ale 475 0 7590 1,00 1,27 0 0

5-FdU-ale 475 5 4500 1,02 1,23 195 41

5-FdU-ale 475 7 990 1,04 1,17 414 87

5-FdU-ale* 475 7 1950 1,00 1,23 352 74

Las unidades Azgo de las soluciones/suspensiones acuosas (100 ml) que contienen 5-FdU o 5-FdU-ale

se midieron antes y después de la adicion de hidroxiapatita sélida. Se calcularon las cantidades de

farmaco unido basandose en la disminucion de unidades Azso del sobrenadante.

* Pretratamiento acido.
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REIVINDICACIONES

X—N

1. Bisfosfonato de férmula general |

N7 R’

S
Z

0]

donde

los restos A representan independientemente los unos de los otros un protdn o un cation metalico monovalente;

X representa un puente alquileno de cadena lineal o ramificado;

Z representa H o un anillo carbo o heterociclico de 5 o 6 miembros, opcionalmente mono o polisustituido, y

R* representa hidrégeno, halégeno, amino, hidroxi, trifluorometilo, alquilo lineal o ramificado, alcoxi lineal o
ramificado o bromovinilo.

2. El compuesto de la reivindicacion 1 de férmula general la

o OH OH
AO—E E—OA

( Hy—NH

donde

los restos A representan independientemente los unos de los otros un protdn, o un catién metalico monovalente;

Y representa O 0 S;

n representa un numero entero de 1, 2, 3 0 4;

R1, R2, R® y R® representan independientemente los unos de los otros hidrégeno, halégeno, fluorometileno, hidroxi,
azido, ciano, alcoxilo lineal o ramificado, acilo, alquinilo inferior;

R* representa hidrogeno, halégeno, amino, hidroxi, trifluorometilo, alquilo lineal o ramificado, alcoxilo lineal o
ramificado o bromovinilo;

R® representa hidrogeno, halégeno, amino, hidroxi, fosfato, alquilo lineal o ramificado, alcoxilo lineal o ramificado o
acilo.
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3. El compuesto de la reivindicacién 2, donde

los restos A representan independientemente los unos de los otros un protén, o un catién metalico alcalino;
Y representa O;

n representa un numero entero de 2 0 3;

R representa hidrégeno, halégeno, azido o hidroxi;

R representa hidrogeno o hidroxi;

R representa hidrogeno o hidroxi;

R representa hidrégeno, haldégeno, o alquilo lineal o ramificado;

R representa hidrogeno o alquinilo inferior; y

R® representa hidroxi o acilo.

4. El compuesto de la reivindicacion 2 o 3, donde

los restos A representan independientemente los unos de los otros Na* o K*;
Y representa O;

n representa un numero entero de 2 o 3;

R representa azido o hidroxi;

R representa hidrogeno o hidroxi;

R representa hidrogeno o hidroxi;

R representa hidrégeno, fluoro o metilo;

R representa hidrégeno; y

R® representa hidroxi.

5. Un compuesto de cualquiera de las reivindicaciones precedentes para uso en medicina humana y animal.

6. Un compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 para uso en el tratamiento de tumores o infecciones
virales.

7. Un compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 para uso en el tratamiento de tumores oéseos,
incluyendo tumores 6seos metastasicos.

8. Composicion farmacéutica que comprende en un vehiculo farmacéuticamente aceptable al menos un compuesto
de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 opcionalmente en combinacion con al menos un ingrediente
terapéuticamente activo adicional.

9. Método de preparacion de un compuesto de féormula general | como se define en la reivindicacion 1,
comprendiendo el método

a) hacer reaccionar un compuesto de férmula general Il

Q

R
HN

O)\N I

Z
()

donde Zy R* son como se han definido anteriormente, con la condicion de que si cualquiera de los restos Z y R*
contiene un grupo hidroxi dicho grupo hidroxi es un grupo hidroxi protegido,
con triazol para formar un compuesto de férmula lll
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B
{3

4
N>~ R

O)\N '

y4
(Iny

b) hacer reaccionar un compuesto de férmula lll con un aminofosfonato de férmula general IV

H OH OH

AOD | QA
(Cre,
(V)

c) y aislar el producto deseado opcionalmente después de retirar cualquier grupo protector.

10. Método de preparacion de un compuesto de férmula general la como se define en cualquiera de las
10 reivindicaciones 2 a 4, comprendiendo el método

a) hacer reaccionar un compuesto de férmula general lla

15
donde Yy R1, R2, R3, R4, R® y R® son como se han definido anteriormente, con la condicién de que si cualquiera
de los restos R" a R® fuera un grupo hidroxi dicho grupo es un grupo hidroxi protegido,
con triazol para formar un compuesto de férmula llla
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b) hacer reaccionar un compuesto de férmula llla con un aminofosfonato de formula general 1V
?H H OH

AO—"| —O0A

8]
p—
(V)

c) y aislar el producto deseado opcionalmente después de retirar cualquier grupo protector.

11. El método de la reivindicacion 10 u 11, donde el compuesto de aminofosfonato se selecciona entre alendronato y
10  pamidronato.
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