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DESCRIPCION
Inhibidores de fluorofosfato de arilo del cotransporte sodio/fosfato de la membrana apical intestinal
CAMPO DE LA INVENCION

[0001] La presente invencion hace referencia a fluorofosfatos de arilo hidrofilicos que actuan para inhibir el
cotransporte de fosfato mediado por Na de la membrana apical intestinal, tratamientos eficaces para reducir el
fosfato en sangre, métodos para tratar la hiperfosfatemia y métodos para fabricar inhibidores.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] EI hiperparatiroidismo secundario es una complicacion grave y comun de insuficiencia renal crénica (IRC)
que da lugar a osteodistrofia renal, hipertension, acidosis metabdlica y contribuye a enfermedades cardiacas. Se
cree que la hiperfosfatemia debida a la excrecion renal de fosfato contribuye al hiperparatiroidismo secundario en
pacientes con insuficiencia renal crénica. Recientemente, se ha establecido que la disminucion de la carga de
fosfato puede reducir el hiperparatiroidismo secundario y preservar posiblemente la funcion renal.

[0003] En los mamiferos, la absorcion de fosfato intestinal tiene lugar en la membrana del borde en cepillo en el
intestino proximal (duodeno y yeyuno). La absorcién de fosfato presenta un componente activo y un componente
pasivo. La absorcion activa de fosfato esta unida a la absorcién de Na* a favor de su gradiente de potencial
electroquimico por el cotransportador Na*/fosfato. EI componente activo de la absorcion de fosfato se regula
mediante fosforo dietético y 1,25 dihidroxivitamina D3 en suero. Se ha sefialado que los cambios en el fosforo
dietético modifican la expresion de NaPi Il b en el intestino. La absorcion de fosfato independiente de Na* tiene
lugar mediante un mecanismo desconocido a favor de su gradiente de potencial electroquimico. El mecanismo
de transporte de fosfato por la membrana basolateral intestinal no se ha definido.

[0004] Las chalconas son una clase de cetonas aromaticas con importante actividad bioldgica y su efecto en el
transporte de la membrana es bastante conocido. La floricina, un miembro de las chalconas, es un potente
inhibidor de los cotransportadores de Na*/glucosa de la membrana del borde en cepillo intestinal y renal. La
aglucona de floricina, floretina, inhibe una variedad de transportadores de membrana entre los que se incluyen
Banda 3 (AE-1, 9, 10) y el portador de glucosa de difusion facilitado (GLUT-4,9,14). Se ha demostrado que un
derivado de floretina fosforilada, 2'-PP, es un inhibidor potente del cotransportador Na*/fosfato intestinal pero no
el cotransportador Na*/fosfato del tdbulo proximal renal primario. La principal limitaciéon de 2'-PP para el
tratamiento de hiperfosfatemia es que se trata de un éster de fosfato y, por lo tanto, se degrada mediante
fosfatasas, incluida la fosfatasa de la membrana apical intestinal, la fosfatasa alcalina.

[0005] WOO00/43402 expone 2'-fosfofloretina para utilizarse como inhibidor del cotransporte Na/fosfato de la
membrana apical intestinal.

[0006] Por lo tanto, se necesitan continuamente agentes nuevos o mejorados que inhiban el cotransporte de
fosfato mediado por Na* de la membrana apical intestinal para desarrollar medicamentos nuevos y mas eficaces
que se dirijan al tratamiento de hiperparatiroidismo secundario provocado por IRC y que da como resultado
osteodistrofia renal, hipertension, acidosis metabdlica y contribuye a enfermedades cardiacas. 2'-FPP que es 30
veces mas potente que 2'-PP y también mas estable a esterasas representa una mejora y un avance importantes
sobre 2'-PP conocido por ser eficaz en el tratamiento de IRC. Los compuestos, composiciones y métodos
descritos en el presente documento se dirigen hacia estas necesidades y otros objetivos.

SUMARIO DE LA INVENCION

[0007] La presente invencidn proporciona, entre otros, compuestos que se ajustan a la Férmula I:
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o una sal farmacéuticamente aceptable de este, donde los elementos constituyentes se definen en el presente
documento. Los compuestos pueden inhibir el cotransporte de fosfato mediado por sodio de la membrana apical
intestinal.

[0008] La presente invencion proporciona ademas composiciones farmacéuticas que comprenden un compuesto
de Foérmula |, o una sal farmacéuticamente aceptable de este, y al menos un portador farmacéuticamente
aceptable. EI compuesto puede estar presente en una cantidad que confiera un resultado beneficioso
clinicamente sobre un paciente al que se le ha administrado el compuesto. Por lo tanto, las composiciones
pueden incluir cantidades eficaces terapéuticamente de los compuestos descritos en el presente documento.

[0009] La presente invencion proporciona ademas compuestos para utilizarse en métodos de inhibicion del
cotransporte sodio/fosfato apical intestinal, que comprenden la puesta en contacto del epitelio intestinal con un
compuesto de Férmula I, o una sal farmacéuticamente aceptable de este.

[0010] La presente invenciéon proporciona ademas compuestos para utilizarse en métodos para tratar una
enfermedad o un trastorno asociado a niveles de fosfato en sangre anormales en un paciente mediante la
administracién a un paciente de una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de Férmula I, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.

[0011] La presente invencidon proporciona ademas compuestos para utilizarse en métodos para tratar
enfermedades tal como la insuficiencia renal crénica, la osteodistrofia renal, la hipertension, la acidosis
metabodlica y enfermedades cardiacas en un paciente mediante la administracion al paciente de un compuesto de
Férmula I, o una sal farmacéuticamente aceptable de este. La insuficiencia renal puede ser una insuficiencia
renal en fase terminal.

[0012] La presente invencion proporciona ademas un compuesto de Formula |, o una sal farmacéuticamente
aceptable de este, para utilizarse en la preparacion de un medicamento o para la producciéon de un medicamento
para utilizarse en terapia, incluida la terapia para una afeccién descrita en el presente documento.

[0013] La presente invencion proporciona procesos para la preparacion de un compuesto de Férmula I
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o una sal farmacéuticamente aceptable de este, donde R es alquilo C,.4; W se elige de NRA, O y S; Z se elige de
un enlace simple, -C(O)-, NR”, Oy S; X' y X? se eligen de forma independiente de entre -OH, -NHRA y -C(O)OH;
RA esHoalquilo Ci3;mes1,2,304;ynes1,2,304.

[0014] La presente invencion proporciona procesos para la preparacion de un compuesto de Férmula I-1:
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[0015] La presente invencion proporciona procesos para la preparacion de un compuesto de Férmula 1-2:
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[0016] La presente invencion proporciona procesos para la preparacion de un compuesto de Férmula |-3:
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[0017] La presente invencion proporciona procesos para la preparacion de un compuesto de Férmula 1-4:
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DESCRIPCION DETALLADA

[0018] La presente invencion proporciona, entre otros, compuestos que inhiben el cotransporte de Na/fosfato
apical y son Uutiles, por ejemplo, para reducir los niveles de fosfato en sangre, y en el tratamiento de

hiperfosfatemia. Los compuestos de la invencion incluyen aquellos con Férmula I
HOO W @3 .,
2 T
AN ‘R”

o una sal farmacéuticamente aceptable de este, donde:

R es alquilo Cy.4;
W se elige de entre NRA, Oy S;
Z se elige de un enlace simple, -C(O)-, NRA, Oy S;
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X'y X? se eligen de forma independiente de entre -OH, -NHR” y -C(O)OH;
RA es H o alquilo Cy.3;

mes1,2,304;y

nes1,2 304.

[0019] En otras formas de realizacién, X' y X? se eligen de forma independiente de entre OR" y OR2, donde R y
R? son independientemente H o un grupo protector. En otras formas de realizacion, X' y X? se eligen
independientemente de entre COOR' y COOR?, donde R' y R? son independientemente H o un grupo protector.

[0020] En algunas formas de realizacion, R es -CH2-CHz- 0 -CH,-CH2-CHo-.
[0021] En algunas formas de realizacion, W se elige de entre NRA y O.

[0022] En algunas formas de realizacion, W es O.

[0023] En algunas formas de realizacion, Z se elige de un enlace simple y -C(O)-.
[0024] En algunas formas de realizacion, Z es -C(O)-.

[0025] En algunas formas de realizacion, X'y X? se eligen independientemente de entre OH y NHo.
[0026] En algunas formas de realizacion, tanto X' como X2 son OH.

[0027] En algunas formas de realizacion, nes 1 o 2.

[0028] En algunas formas de realizacién, mes 1 o 2.

[0029] En algunas formas de realizacion, mes 2y nes 1.

[0030] En algunas formas de realizacion, R es -CH,-CH2- y Z es -C(O)-.

[0031] En algunas formas de realizacion, W es O y tanto X' como X? son OH.

[0032] EI término "alquilo" se emplea en el presente documento para hacer referencia a un grupo hidrocarburo
saturado que presenta cadena lineal o ramificada. Entre los ejemplos de grupos alquilo se incluyen metilo (Me),
etilo (Et), propilo (p. €j., n-propilo e isopropilo), butilo (p. €j., n-butilo, isobutilo, sec-butilo, t-butilo), pentilo (p. €j.,
n-pentilo, isopentilo, sec-pentilo, neopentilo) y similares. Un grupo alquilo puede contener desde 1 a
aproximadamente 20, desde 2 a aproximadamente 20, desde 1 a aproximadamente 10, desde 1 a
aproximadamente 8, desde 1 a aproximadamente 6, desde 1 a aproximadamente 4, o desde 1 a
aproximadamente 3 atomos de carbono.

[0033] Segun su uso en el presente documento, "arilo" hace referencia a hidrocarburos aromaticos monociclicos
o policiclicos (p. €j., con 2, 3 o 4 anillos condensados) tal como, por ejemplo, fenilo, naftilo, antracenilo,
fenantrenilo, indanilo, indenilo y similares. En algunas formas de realizacion, los grupos de arilo presentan de 6 a
aproximadamente 20 atomos de carbono.

[0034] Segun su uso en el presente documento, "heteroarilo" hace referencia a un heterociclo aromatico con al
menos un elemento de anillo heteroatomo tal como azufre, oxigeno o nitrégeno. Entre los grupos heteroarilo se
incluyen sistemas monociclicos y policiclicos (p. €j., 2, 3 o0 4 anillos condensados). Entre los ejemplos de grupos
heteroarilo se incluyen sin caracter limitativo, piridilo, pirimidinilo, pirazinilo, piridazinilo, triazinilo, furilo, quinolilo,
isoquinolilo, tienilo, imidazolilo, tiazolilo, indolilo, pirrilo, oxazolilo, benzofurilo, benzotienilo, benzotiazolilo,
isoxazolilo, pirazolilo, triazolilo, tetrazolilo, indazolilo, 1,2,4-tiadiazolilo, isotiazolilo, benzotienilo, purinilo,
carbazolilo, benzimidazolilo, indolinilo y similares. Entre los ejemplos de grupos heteroarilo biciclicos se incluyen
sin caracter limitativo, purinilo, indolilo y similares. En algunas formas de realizacion, cualquier N formador de
anillos en una fraccion de heteroarilo puede sustituirse por oxo. En algunas formas de realizacion, el grupo
heteroarilo presenta desde 1 a aproximadamente 20 atomos de carbono y en formas de realizacién adicionales
desde aproximadamente 3 aproximadamente 20 atomos de carbono. En algunas formas de realizacion, el grupo
heteroarilo contiene desde 3 a aproximadamente 14, desde 4 a aproximadamente 14, desde 9 a
aproximadamente 10, o de 5 a 6 atomos formadores de anillos. En algunas formas de realizacion, el grupo
heteroarilo presenta desde 1 a aproximadamente 4, desde 1 a aproximadamente 3, o de 1 a 2 heteroatomos.

[0035] Debe entenderse ademas que también pueden proporcionarse de forma conjunta en una Unica forma de
realizacion determinadas caracteristicas de la invencion, que se describen para mayor claridad en el contexto de
formas de realizacion distintas. Por el contrario, varias caracteristicas de la invencion, que, para mayor concision,
se describen en el contexto de una uUnica forma de realizacién, también pueden proporcionarse de manera
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separada o en cualquier subcombinacién adecuada.

[0036] Los compuestos descritos en el presente documento pueden ser asimétricos (p. €j., con uno o mas
estereocentros). Estan previstos todos los esteroisomeros, tal como enantiomeros y diasteredmeros, a menos
que se indique lo contrario. Los compuestos de la presente invencidon que contienen atomos de carbono
sustituidos de forma asimétrica pueden aislarse en formas racémicas u opticamente activas. Los métodos sobre
cémo preparar formas 6pticamente activas a partir de materiales de partida épticamente inactivos son conocidos
en la técnica, tal como mediante la resolucion de mezclas racémicas o mediante sintesis estereoselectivas.
También pueden estar presentes en los compuestos descritos en el presente documento muchos isémeros
geométricos de olefinas, enlaces dobles C=N, y similares, y todos esos isémeros estables se contemplan en la
presente invencion. Se describen los isdmeros geométricos cis y trans de los compuestos de la presente
invencion y pueden aislarse como una mezcla de isdmeros o como formas isoméricas separadas.

[0037] La resolucion de mezclas racémicas de compuestos puede llevarse a cabo mediante cualquiera de los
métodos conocidos en la técnica. Un método de ejemplo incluye la recristalizacion fraccional con un acido de
resolucion quiral que es un acido organico formador de sales, 6pticamente activo. Los agentes de resolucion
adecuados para métodos de recristalizacion fraccional son, por ejemplo, acidos épticamente activos, tal como las
formas D y L de acido tartarico, acido diacetiltartarico, acido dibenzoiltartarico, acido mandélico, acido malico,
acido lactico o los diferentes acidos canforsulfénicos épticamente activos tal como acido B-canforsulfénico. Otros
agentes de resolucion para métodos de cristalizacion fraccional incluyen formas puras estereoisoméricamente de
a-metilbencilamina (p. €j., formas S y R, o formas diastereoméricamente puras), 2-fenilglicinol, norefedrina,
efedrina, N-metilefedrina, ciclohexiletilamina, 1,2-diaminociclohexano y similares.

[0038] La resoluciéon de las mezclas racémicas también puede llevarse a cabo mediante la elucidon sobre una
columna cargada con un agente de resolucion opticamente activo (p. €j., dinitrobenzoilfenilglicina). Un experto en
la técnica puede determinar la composicién de solvente de elucién adecuada.

[0039] Los compuestos de la invencion también pueden incluir formas tautoméricas. Las formas tautoméricas
resultan del intercambio de un enlace simple con un enlace doble adyacente junto con la migracion concomitante
de un protdon. Entre las formas tautoméricas se incluyen tautdmeros prototropicos que son estados de
protonacién isomérica con la misma férmula empirica y carga total. Entre los ejemplos de tautémeros
prototrépicos se incluyen pares cetona-enol, pares amida-acido imidico, pares lactama-lactima, pares amida-
acido imidico, pares enamina-imina y formas anulares donde un protén puede ocupar dos 0 mas posiciones de
un sistema heterociclico, por ejemplo, 1H- y 3H-imidazol, 1H-,2H y 4H-1,2,4-triazol, 1H- y 2H-isoindol y 1H y 2H
pirazol. Las formas tautoméricas pueden estar en equilibrio o bloqueadas estéricamente en una forma mediante
sustitucion adecuada.

[0040] Los compuestos de la invencion también pueden incluir todos los isétopos de atomos que se dan en los
compuestos finales o intermediarios. Los is6topos incluyen aquellos atomos con el mismo ndmero atémico pero
diferente nimero masico. Por ejemplo, los is6topos de hidrogeno incluyen tritio y deuterio.

[0041] EI término "compuesto" segun el presente documento pretende incluir todos los esteroisémeros, isdbmeros
geomeétricos, tautdmeros e isotopos de las estructuras representadas, incluidas estructuras que se ajustan a una
férmula genérica presentada en el presente documento.

[0042] Todos los compuestos, y sales farmacéuticamente aceptables de estos, pueden hallarse junto con otras
sustancias tal como agua y solventes (p. €j., hidratos y solvatos) o pueden aislarse.

[0043] En algunas formas de realizacion, los compuestos de la invencién, o sales de este, se aislan
sustancialmente. Mediante "sustancialmente aislado" se hace referencia a que el compuesto esta separado al
menos parcialmente o sustancialmente del medio en el que se formd o detecté. La separaciéon parcial puede
incluir, por ejemplo, una composiciéon enriquecida en los compuestos de la invencion. La separacion sustancial
puede incluir composiciones con al menos aproximadamente 50 %, al menos aproximadamente 60 %, al menos
aproximadamente 70 %, al menos aproximadamente 80 %, al menos aproximadamente 90 %, al menos
aproximadamente 95 %, al menos aproximadamente 97 % o al menos aproximadamente 99 % en peso de los
compuestos de la invencion, o sal de estos. Los métodos para aislar compuestos y sus sales son una rutina en la
técnica.

[0044] La frase "farmacéuticamente aceptable" se emplea en el presente documento para hacer referencia a
aquellos compuestos, materiales, composiciones y/o formas farmacéuticas que son, dentro del alcance de un
criterio médico sensato, adecuados para su uso en contacto con tejidos de seres humanos y animales sin una
toxicidad excesiva, irritacion, respuesta alérgica u otro problema o complicacién, proporcional a una relacién de
beneficio/riesgo razonable.

[0045] Las expresiones "temperatura ambiente" y "temperatura ambiental”, segin su uso en el presente
6
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documento, se entienden en la técnica y hacen referencia generalmente a una temperatura, p. €j., una
temperatura de reaccion, que es aproximadamente la temperatura de la habitacién en la que la reaccion se lleva
a cabo, por ejemplo, una temperatura desde aproximadamente 20 °C a aproximadamente 30 °C.

[0046] La presente invencion también incluye sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos descritos
en el presente documento. Segun su uso en el presente documento, "sales farmacéuticamente aceptables" hace
referencia a derivados de los compuestos expuestos donde el compuesto precursor se modifica mediante la
conversion de un acido existente o una fraccién base a su forma de sal. Entre los ejemplos de sales
farmacéuticamente aceptables se incluyen, sin caracter limitativo, sales de acido organico o minerales de
residuos basicos tal como aminas; sales organicas o alcalinas de residuos acidos tal como acidos carboxilicos; y
similares. Entre las sales farmacéuticamente aceptables de la presente invencion se incluyen sales no tdxicas
convencionales del compuesto precursor formadas, por ejemplo, a partir de acidos organicos o inorganicos no
toxicos. Las sales farmacéuticamente aceptables de la presente invencion pueden sintetizarse a partir del
compuesto precursor que contiene una fraccién acida o basica mediante métodos quimicos convencionales.
Generalmente, tales sales pueden prepararse mediante la reaccion de las formas base o libres de acidos de
estos compuestos con una cantidad estequiométrica del acido o base adecuados en agua o en un solvente
organico, o en una mezcla de las dos; generalmente, se prefieren los medios no acuosos como éter, acetato de
etilo, alcoholes (p. €j., metanol, etanol, isopropanol o butanol) o acetonitrilo (ACN). Las listas de sales adecuadas
se encuentran en Remington’s Pharmaceutical Sciences, 17 ed., Mack Publishing Company, Easton, Pa., 1985,
p. 1418 y Journal of Pharmaceutical Science, 66, 2 (1977), cada uno de los cuales se incorpora al presente
documento como referencia en su totalidad.

[0047] Sintesis: Los procesos y pasos intermedios de la presente invencion son Utiles para la preparacion de
inhibidores de cotransporte sodio/fosfato apical intestinal, eficaces para reducir los niveles de fosfato en sangre y
la hiperfosfatemia. Los compuestos de la invencion, incluidas las sales de estos, pueden prepararse utilizando
técnicas de sintesis organica conocidas y pueden sintetizarse de acuerdo con cualquiera de la diferentes rutas
sintéticas posibles.

[0048] Las reacciones para preparar los compuestos de la invencion pueden llevarse a cabo en solventes
adecuados que pueden ser elegidos facilmente por un experto en la técnica de la sintesis organica. Los
solventes adecuados pueden ser sustancialmente no reactivos con los materiales de partida (reactivos), los
intermediarios, o productos con la temperatura a la que las reacciones se llevan a cabo, p. €j., temperaturas que
pueden variar desde la temperatura de congelacion del solvente a la temperatura de ebullicion del solvente. Una
reaccion determinada puede llevarse a cabo en un solvente o en una mezcla de mas de un solvente.
Dependiendo de la etapa de reaccion especifica, el experto puede elegir los solventes adecuados para una etapa
de reaccion especifica.

[0049] La preparacion de compuestos de la invencion puede implicar la proteccion y desproteccion de diferentes
grupos quimicos. El experto en la técnica puede determinar faciimente la necesidad de proteccion y
desproteccion y la seleccion de grupos protectores adecuados. La quimica de los grupos protectores puede
hallarse, por ejemplo, en T. W. Greene y P. G. M. Wuts, Protective Groups in Organic Synthesis, 3% Ed., Wiley &
Sons, Inc., New York (1999), que se incorpora al presente documento como referencia en su totalidad.

[0050] Las reacciones pueden controlarse de acuerdo con cualquier método conocido en la técnica. Por ejemplo,
la formacion de producto puede controlarse mediante medios espectroscopicos, tal como espectroscopia de
resonancia magnética nuclear (p. ej., 'H o °C), espectroscopia infrarroja, espectrofotometria (p. ej., UV-visible),
espectrofotometria de masas o mediante métodos cromatograficos tal como cromatografia liquida de alta eficacia
(HPLC) o cromatografia en capa fina (TLC).

[0051] Los métodos sintéticos de ejemplo para preparar los compuestos de la invencion se presentan en los
esquemas a continuacion. Por ejemplo, los compuestos de la invencion pueden prepararse mediante el esquema
retrosintético general mostrado en el Esquema 1. Los compuestos de formula 1 pueden prepararse sometiendo a
un compuesto de féormula 2 con un agente fluorante. Los compuestos de féormula 2 pueden sintetizarse
extrayendo Pr? de un compuesto de formula 3. Los compuestos de formula 3 pueden prepararse faciimente a
partir de la fosforilacion de compuestos de férmula 4. Finalmente, los compuestos de férmula 5 pueden
sintetizarse mediante la desproteccion selectiva que revela el punto de unién (W) para la fosforilacion.
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Esquema 1

OH
O\\P/F | HO-P=0
~
S W 7 Z
_L\ R X1 __'_\ R S
- o S,

X')m

Q : Pr?
Pr’O-P-OPr* ;lafz W 20
SR P~ (X" )y
P2—(x1 A X"Im _
( )m ! = 3 - - 4

PR
Pr1\W /I |

LIV

z P (X)n
\ ~
[ cavmsmm— Prz—(X1)m—: R

. L

5

Por consiguiente, la presente invencion proporciona un proceso para la preparacion de un compuesto de
Férmula I:

o, F

N/

o una sal farmacéuticamente aceptable de este, donde R es alquilo Cy.;

W se elige de entre NRA, O y S; Z se elige de entre un enlace simple, -C(O)-, NRA, Oy S; X'y X? se eligen cada
uno de forma independiente de entre -OH, -NHR” y -C(O)OH; R* es H o alquilo C13;mes 1,2,304;ynes 1, 2,
304;

proceso que comprende:

a) la extraccion de Pr' en presencia de Pr? de un compuesto de Formula 1-1:

. Fi’r2
%
N y2
. /O(X)n
AN
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donde Pr'y Pr? son grupos protectores; para preparar un compuesto de Férmula |-2:

Pr?

Z N
i SR

Prz_(x1)m—|_ _
I-2

b) la reaccion de un compuesto de Férmula I-2 con un agente fosforilante para preparar un compuesto de
Férmula 1-3:

(l)Pr2
2P —
Pr-0 IT—O _ pr2
1
2 o
. R
PE=(X)n=
I-3

c) la extraccion de Pr? de un compuesto de Férmula 1-3 con un agente reductor para preparar un compuesto
de Férmula 1-4:

OH
HO-=0 |
- ; l
IR
X o

d) la reaccion de un compuesto de Férmula 1-4 con un agente fluorante para preparar dicho compuesto de
Formula I.

[0052] En algunas formas de realizacion, Pr! es:
0OBn
£
n
BnO .
[0053] En algunas formas de realizacion, Pr? es bencilo.
[0054] En algunas formas de realizacion, el agente fosforilante es un éster de fosfito. En una forma de realizacion
adicional, el éster de fosfito es fosfito dibencilico. En otra forma de realizacion, el agente fosforilante es un acido
fosfénico. En una forma de realizacién adicional, el acido fosfénico es acido fluorofosfonico.

[0055] En algunas formas de realizacion, el agente reductor esta compuesto de gas hidrégeno y un metal de
transicion.
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[0056] En algunas formas de realizacion, el agente fluorante es dinitrofluorobenceno. En una forma de
realizacién adicional, el agente fluorante es acido fluorhidrico.

[0057] Tal y como se muestra en el esquema 2, el conocido compuesto floricina se somete a bencilacion para
proporcionar el compuesto completamente protegido por bencilo. El tratamiento del compuesto 6 bajo
condiciones acidas proporcioné fenol 7 que se convirtié en el compuesto de fosfato protegido por bencilo 8. La
hidrogenacion catalitica de 8 proporcioné 2'-fosfofloretina (9) que se sometio a fluoracion con un agente fluorante
tal como dinitrofluorobenceno (DNFB) o acido fluorhidrico (HF) para proporcionar 2'-fluorofosfofloretina (10).

Esquema 2
HO OH O OH bromuro bencilico BnO OBn OBn
O K2003. DMF ‘ ‘ 6
Floricina Y
Glucosa Tetra-O-glucosa bencilada
wa O OBn OB NaH, dibencilfosfito B OBn OBn
c ,
LA - O L
calor ) DMAc
~ OH O _ o o0 .
7 B,nO-I:'=O
OBn
HO OH OH HO OH OH
PdC.H, O O DNFB O O
—_—
2.0 W90
HO-P=0 9 F-P=0
OH OH
2'-fosfofloretina 2'-fluorofosfofloretina

[0058] De forma alternativa, 2'-fosfofloretina (9) puede someterse a fluoracion con acido fluorhidrico anhidro para
dar lugar a 2'-fluorofosfofloretina (10) (Esquema 3).

Esquema 3
HO ! OH ! OH HO l OH ! - OH
9 ? 0 10
HO-Fl’—O ' F-P=0
. OH " OH
2'-fosfofloretina 2'-fluorofosfofloretina

[0059] En el Esquema 4 se muestra una ruta alternativa para preparar 2'-fluorofosfofloretina que comienza con el
conocido compuesto floricina. La bencilacién de floricina proporciond 6 que se desprotegid de forma selectiva
para dar lugar a fenol 7. El tratamiento con diclorocromato (DCC) y acido fluorofosfénico permitié el acido
fluorofosfonico 8a. La extraccion de los grupos de bencilo de 8a se consiguié con amonio y Dowex 50W para
proporcionar 2'-fluorofosfofloretina.
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Esquema 4
O O OH bromuro bencilico BnO O OBn ‘ OBn
T KyCOn DM

0 0 Floricina

G lucosa Tetra-O-qucosa bencﬂada
BnO OBn OBn » BnO._ OBn OBn -
= "0 U T o G ¢
dloxano acido fluorofosfonlco ,
7 | B _ 'F—?=O 8a .
OH -
' HO. OH OH
L
—_— .
Dowex 50W -
F—I?'—'O 10
OH ‘

2'-fluorofosfofloretina

Meétodos de uso: Los compuestos de la invencién pueden inhibir el cotransporte de sodio/fosfato apical intestinal.
Los compuestos de la invencién pueden también ser un tratamiento eficaz para reducir los niveles de fosfato en
sangre y la hiperfosfatemia.

[0060] La presente invencion proporciona ademas compuestos para utilizarse en métodos para tratar una
enfermedad provocada por niveles elevados de fosfato en sangre o asociada con esto en un sujeto mamifero,
donde se incluye la identificacion de un sujeto en el que se recomienda la reduccién de los niveles de fosfato en
sangre y la administracion al sujeto que necesita tal tratamiento de una cantidad o dosis terapéuticamente eficaz
de un compuesto de la presente invencién o una composicion farmacéutica del mismo. En algunas formas de
realizacion, el sujeto es un mamifero. En algunas formas de realizacion, el sujeto es un humano. En algunas
formas de realizacion, el compuesto se administra de forma oral. En algunas formas de realizacién, la
enfermedad es una insuficiencia renal crénica. En algunas formas de realizacion, la insuficiencia renal crénica se
asocia a la hiperfosfatemia, al hiperparatiroidismo secundario, a la osteodistrofia renal, a la hipertensién, a la
acidosis metabdlica o a enfermedades cardiacas, o va acompanada de estos. La insuficiencia renal cronica
puede ser insuficiencia renal en fase terminal y los pacientes que padecen insuficiencia renal en fase terminal
responden a un tratamiento como el que se describe en el presente documento.

[0061] EI término "puesta en contacto" hace referencia en el presente documento a la unién de las fracciones
indicadas en un sistema in vitro o un sistema in vivo. Por ejemplo, la "puesta en contacto" de un compuesto de la
invencion con el cotransporte sodio/fosfato apical intestinal incluye la administracion de un compuesto de la
presente invencion a un individuo o paciente, tal como un humano, asi como, por ejemplo, la introduccién de un
compuesto de la invencién en una muestra que contiene una preparacion celular o purificada del cotransporte
sodio/fosfato apical intestinal.

[0062] EI término "individuo" o "paciente" utilizado indistintamente, hace referencia en el presente documento a
cualquier animal, entre los que se incluyen mamiferos, preferiblemente ratones, ratas, otros roedores, conejos,
perros, gatos, cerdos, ganado, ovejas, caballos o primates, y mas preferiblemente humanos.

[0063] La frase "cantidad terapéuticamente eficaz" hace referencia en el presente documento a la cantidad de
compuesto activo o agente farmacéutico que obtiene la respuesta biolégica o terapéutica que busca un
investigador, veterinario, médico u otro clinico en un tejido, sistema, animal, individuo o humano.

[0064] EI término "tratar" o "tratamiento" hace referencia en el presente documento a uno o mas de entre (1) la
prevencion de la enfermedad; por ejemplo, la prevencién de una enfermedad, afecciéon o trastorno en un
individuo que puede estar predispuesto a la enfermedad, afeccién o trastorno pero aun no ha sufrido o mostrado
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la patologia o sintomatologia de la enfermedad; (2) la inhibicién de la enfermedad; por ejemplo, la inhibicion de
una enfermedad, afeccion o trastorno en un individuo que sufre o muestra la patologia o sintomatologia de la
enfermedad, afeccién o trastorno; y (3) la mejora de la enfermedad; por ejemplo, la mejora de una enfermedad,
afeccion o trastorno en un individuo que sufre 0 muestra la patologia o sintomatologia de la enfermedad, afeccion
o trastorno (es decir, revertir la patologia y/o sintomatologia) tal como disminuyendo la gravedad de la
enfermedad.

[0065] Formulaciones y formas farmacéuticas: Cuando se emplean como medicamentos, los compuestos de la
invencion pueden administrarse en forma de composiciones farmacéuticas. Estas composiciones pueden
prepararse de forma conocida en la técnica farmacéutica y pueden administrarse mediante una variedad de
rutas, dependiendo de si se desea un tratamiento local o sistémico y del area a tratar. La administracion puede
ser oral.

[0066] La invencion también incluye composiciones farmacéuticas que contienen, como ingrediente activo, el
compuesto de la invencidon o una sal farmacéuticamente aceptable de este, junto con uno o mas portadores
farmacéuticamente aceptables (excipientes). En algunas formas de realizacion, la composicion es adecuada para
la administracion oral. En el proceso de fabricacion de las composiciones de la invencion, el ingrediente activo se
mezcla normalmente con un excipiente, se diluye con un excipiente o se incluye en dicho portador en forma de,
por ejemplo, una capsula, un sobre, un envoltorio u otro recipiente. Cuando el excipiente funciona como
diluyente, puede ser un material sélido, semisolido o liquido, que actia como vehiculo, portador o medio para el
ingrediente activo. Por lo tanto, las composiciones pueden presentarse en forma de comprimidos, pastillas,
polvos, grageas, sobres, sellos, elixires, suspensiones, emulsiones, soluciones, jarabes, capsulas de gelatina
duras y blandas y polvos envasados esterilizados.

[0067] En la preparacion de una formulacién, se puede moler el compuesto activo para proporcionar el tamafo
de particula adecuado antes de combinarlo con otros ingredientes. Si el compuesto activo es sustancialmente
insoluble, puede molerse hasta un tamafio de particula inferior a 200 de malla. Si el compuesto activo es
sustancialmente soluble al agua, el tamafio de particula puede ajustarse mediante molienda para proporcionar
una distribucién sustancialmente uniforme en la formulacion, p. €j., aproximadamente 40 de malla.

[0068] Los compuestos de la invencién pueden molerse mediante procedimientos de molienda conocidos tal
como molienda humeda para obtener un tamafio de particula adecuado para la formacion de los comprimidos y
para otros tipos de formulacién. Las preparaciones divididas finamente (nanoparticuladas) de los compuestos de
la invencion pueden prepararse mediante procesos conocidos en la técnica, p. €j., véase Solicitud Internacional
N.°© WO 2002/000196.

[0069] Entre algunos ejemplos de excipientes adecuados se incluyen lactosa, dextrosa, sacarosa, sorbitol,
manitol, almidones, goma arabiga, fosfato de calcio, alginatos, tragacanto, gelatina, silicato de calcio, celulosa
microcristalina, polivinilpirrolidona, celulosa, agua, sirope y metilcelulosa. Entre las formulaciones se pueden
incluir ademas: agentes lubricantes tal como talco, estearato de magnesio y aceite mineral; agentes de
humectacion, agentes de emulsion y suspension; agentes conservantes tal como metil- y propilhidroxibenzoatos,
agentes edulcorantes y agentes aromatizantes. Las composiciones de la invencién pueden formularse para que
proporcionen una liberacion rapida, mantenida o retrasada del ingrediente activo tras la administracion al
paciente mediante el uso de procedimientos conocidos en la técnica.

[0070] Las composiciones pueden formularse en formas farmacéuticas de dosis unitaria, donde cada dosis
contiene desde aproximadamente 5 a aproximadamente 1000 mg (1g), mas comunmente desde
aproximadamente 100 a aproximadamente 500 mg, del ingrediente activo. El término "formas farmacéuticas de
dosis unitarias" hace referencia a unidades separadas fisicamente adecuadas como dosis unitarias para sujetos
humanos y otros mamiferos, donde cada unidad contiene una cantidad predeterminada de material activo
calculada para producir el efecto terapéutico deseado, junto con un excipiente farmacéutico adecuado.

[0071] En algunas formas de realizacion, los compuestos o composiciones de la invencién contienen desde
aproximadamente 5 a aproximadamente 50 mg del ingrediente activo. Un experto en la técnica entendera que
esto incluye compuestos o composiciones con un intervalo desde aproximadamente 5 a aproximadamente 10,
desde aproximadamente 10 a aproximadamente 15, desde aproximadamente 15 a aproximadamente 20, desde
aproximadamente 20 a aproximadamente 25, desde aproximadamente 25 a aproximadamente 30, desde
aproximadamente 30 a aproximadamente 35, desde aproximadamente 35 a aproximadamente 40, desde
aproximadamente 40 a aproximadamente 45 o desde aproximadamente 45 a aproximadamente 50 mg del
ingrediente activo.

[0072] En algunas formas de realizacion, los compuestos o composiciones de la invencién contienen desde
aproximadamente 50 a aproximadamente 500 mg del ingrediente activo. Un experto en la técnica entendera que
esto incluye compuestos o composiciones con un intervalo desde aproximadamente 50 a aproximadamente 100,
desde aproximadamente 100 a aproximadamente 150, desde aproximadamente 150 a aproximadamente 200,
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desde aproximadamente 200 a aproximadamente 250, desde aproximadamente 250 a aproximadamente 300,
desde aproximadamente 300 a aproximadamente 350, desde aproximadamente 350 a aproximadamente 400,
desde aproximadamente 400 a aproximadamente 450 o desde aproximadamente 450 a aproximadamente 500
mg del ingrediente activo.

[0073] En algunas formas de realizacion, los compuestos o composiciones de la invencién contienen desde
aproximadamente 500 a aproximadamente 1000 mg del ingrediente activo. Un experto en la técnica entendera
que esto incluye compuestos o composiciones con un intervalo desde aproximadamente 500 a aproximadamente
550, desde aproximadamente 550 a aproximadamente 600, desde aproximadamente 600 a aproximadamente
650, desde aproximadamente 650 a aproximadamente 700, desde aproximadamente 700 a aproximadamente
750, desde aproximadamente 750 a aproximadamente 800, desde aproximadamente 800 a aproximadamente
850, desde aproximadamente 850 a aproximadamente 900, desde aproximadamente 900 a aproximadamente
950 o desde aproximadamente 950 a aproximadamente 1000 mg del ingrediente activo.

[0074] El compuesto activo puede ser eficaz sobre un amplio intervalo de dosis y se administra generalmente
con una cantidad farmacéuticamente eficaz. Sin embargo, se entendera que la cantidad del compuesto que se
administra realmente sera determinada por un médico, segun las circunstancias relevantes, entre las que se
incluyen la afeccion a tratar, la via de administracion elegida, el compuesto real administrado, la edad, el peso y
la respuesta del paciente individual, la gravedad de los sintomas del paciente y similares.

[0075] Para la preparacion de composiciones sélidas tal como comprimidos, el principal ingrediente activo se
mezcla con un excipiente farmacéutico para formar una composicién de preformulacion sélida con una mezcla
homogénea de un compuesto de la presente invencion. Cuando se hace referencia a estas composiciones de
preformulacion como homogéneas, el ingrediente activo se dispersa normalmente de forma uniforme por toda la
composicion de manera que la composicién puede subdividirse facilmente en formas farmacéuticas de dosis
unitaria igualmente eficaces tal como comprimidos, pastillas y capsulas. A continuacion, se subdivide esta
preformulacién solida en formas farmacéuticas del tipo descrito anteriormente con, por ejemplo, desde
aproximadamente 0,1 a aproximadamente 1000 mg del ingrediente activo de la presente invencion.

[0076] Los comprimidos o pastillas de la presente invencion pueden revestirse o componerse de otra forma para
proporcionar una forma farmacéutica que permite la ventaja de la accién prolongada. Por ejemplo, el comprimido
o pastilla puede comprender un componente de dosis interna o dosis externa, siendo este ultimo en forma de
envoltorio sobre el anterior. Los dos componentes pueden separarse mediante una capa entérica que sirve para
resistir la desintegracion en el estbmago y permitir que el componente interno pase intacto al duodeno o se
retrase la liberacion. Se puede utilizar una variedad de materiales para tales capas o revestimientos entéricos, tal
como materiales que incluyen un numero de acidos poliméricos y mezclas de acidos poliméricos con tales
materiales como goma laca, alcohol cetilico y acetato de celulosa.

[0077] Entre las formas liquidas en las que los compuestos y composiciones de la presente invencion pueden
incorporarse para administracion oral o mediante inyeccidn se incluyen soluciones acuosas, jarabes
aromatizados adecuadamente, suspensiones acuosas u oleosas y emulsiones aromatizadas con aceites
comestibles tal como aceite de algoddn, aceite de sésamo, aceite de coco o aceite de cacahuete, asi como
elixires y vehiculos farmacéuticos similares.

[0078] En algunas formas de realizacion, las composiciones se administran por via oral para un efecto local. Las
composiciones en polvo, suspension o solucién pueden administrarse de forma oral a partir de dispositivos que
administran la formulacién de forma adecuada.

[0079] La cantidad de compuesto o composicidon administrada a un paciente variara segun lo que se administre,
el fin de la administracion, tal como profilaxis o terapia, el estado del paciente, la forma de administracion y
similares. En usos terapéuticos, las composiciones pueden administrarse a un paciente que ya padece una
enfermedad con una cantidad suficiente para curar o al menos detener los sintomas de la enfermedad y sus
complicaciones. La dosificacion eficaz dependera de la enfermedad que se trate asi como de la opinién del
clinico que asista segun factores tal como la gravedad de la enfermedad, la edad, el peso y el estado general del
paciente y similares.

[0080] Las composiciones administradas a un paciente pueden presentarse en forma de composiciones
farmacéuticas descritas anteriormente. Estas composiciones pueden esterilizarse mediante técnicas de
esterilizacién convencionales o se les puede realizar una filtracion estéril. Las soluciones acuosas pueden
empaquetarse para su uso como tales o liofilizadas, combinando la preparacion liofilizada con un portador
acuoso estéril antes de la administracion. El pH de las preparaciones de compuestos estara normalmente entre 3
y 11, mas preferiblemente entre 5 y 9 y mas preferiblemente entre 7 y 8. Se entendera que el uso de alguno de
los excipientes, portadores o estabilizadores anteriores tendra como resultado la formaciéon de sales
farmacéuticas.
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[0081] La dosificacion terapéutica de un compuesto de la presente invencién puede variar segun, por ejemplo, el
uso especifico para el que se realiza el tratamiento, la forma de administracion del compuesto, la salud y estado
del paciente y la opiniéon del médico que lo prescribe. La proporcion o concentracion de un compuesto de la
invencion en una composicion farmacéutica puede variar segun un numero de factores entre los que se incluye la
dosificacion, las caracteristicas quimicas (p. €j., hidrofobicidad) y la via de administracion. Por ejemplo, los
compuestos de la invencién pueden disponerse en una solucion amortiguadora fisiolégica acuosa con
aproximadamente 0,1 a aproximadamente 10 % p/v del compuesto para la administracion parenteral. Algunos
intervalos de dosificacion tipica van desde aproximadamente 1 ug/kg a aproximadamente 1 g/kg de peso
corporal al dia.

[0082] En estudios con 2'-fosfofloretina, les administramos a los animales 0,1 g/dia y no se observaron efectos
secundarios durante un ensayo de 3 meses en ratas normales o nefrectomizadas 5/6. En otros estudios, 2'-
fosfofluoruro floretina, les administramos a los animales 0,02 g/dia. No se observaron efectos secundarios
durante un ensayo de 2 meses en ratas normales; durante un ensayo de 1 mes en ratas nefrectomizadas 5/6 y
durante un ensayo de 1 mes en ratas Dahl sensibles a la sal. Se compararon los compuestos de forma favorable
con sales de calcio (tal como TUMS®), LaCO3 (FOSRENOL®) y una resina aglutinante de fésforo (RENAGEL®).

[0083] En algunas formas de realizacion, el intervalo de dosificacion va desde aproximadamente 0,01 mg/kg a
aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal al dia. La dosis puede depender de variables tales como el tipo y
alcance de la progresion de la enfermedad o trastorno, el estado de salud general de paciente en concreto, la
eficacia biologica relativa del compuesto seleccionado, la formulacion del excipiente y su via de administracion.
Las dosificaciones eficaces pueden extrapolarse a partir de curvas de respuesta a la dosificacion derivadas de
sistemas de ensayo modelo animal o in vitro.

EJEMPLOS
Ejemplo 1. Sintesis de 2-fluorofosfofloretina (2'-FPP) con Dinitrofluorobenceno (DNFB)

[0084]

HOL_ l OH !‘ OH
o 0 .
F-P=0

OH

[0085] Se sintetizd 2-fluorofosfofloretina (2'-FPP) segun el método de Peerce et al. Am. J. Physiol. Gastrointest.
Liver Physiol. 283: G848-G855, 2002.

Etapa 1. 4,6,4-tri-O-bencilfloretina

[0086] Se disolvio floricina (2 g) en dimetilformamida redestilada (35 ml) y carbonato de potasio (3,1g). Se
afadié bromuro bencilico (2,7 ml) a esta solucién y se dejo que la mezcla de reaccion se mezclara durante 3 dias
a 23 °C. Se destild la solucion al vacio y el residuo se enfrio a temperatura ambiente. Se extrajo el residuo con
agua/acetato de etilo (2:1) tres veces. Las capas organicas se combinaron y concentraron en vacio. Se diluyo el
residuo en 1,4 dioxano (200 ml) y se afiadié HCI gota a gota a la concentracion final de 0,4 N. La mezcla se
sometio a reflujo durante 3 horas. La mezcla de reaccién se enfrio, se diluyd con 1 M bicarbonato de sodio y se
extrajo con acetato de etilo. La extraccion con acetato de etilo se repitié tres veces. Los extractos organicos
combinados se lavaron con agua, seguido de dos lavados con NaCl (0,9 %). Se afiadié Na.SO4 anhidro a la capa
organica y se mezcld. La filtracion al vacio extrajo el Na;SO4. Se afadié Na,SO4 nuevo a la solucion que, a
continuacion, se mezclé durante 12 horas a 23 °C. La filtracion al vacio extrajo el Na;SO, y el filtrado se
concentré para dar lugar a 4,6,4-tri-O-bencilfloretina (2,1 g, 92 % rendimiento): RMN-'H (CDCls) 13,6 (s, 1H);
7,46-7,29 (m, 15H); 6,86 (d, J=8,8 Hz, 2H); 6,8 (d, J=8,8 Hz, 2H); 6,35 (d, J=2,3 Hz, 1H); 6,21 (d, J=2,3 Hz, 1H);
5,17 (s, 2H); 5,14 (s, 2H); 5,07 (s, 2H); 3,2 (t, J=7,1 Hz, 2H) ppm.

Etapa 2. Dibencilfosfotribencil floretina

[0087] Se disolvié 4,6,4-tri-O-bencilfloretina (2,1 g) en N,N-dimetilacetamida (DMACc) y se coloco sobre hielo. Se
afadio hidruro de sodio (60 %) y se agitd la mezcla a 23 °C durante 1 hora. Se enfrio la solucién y el hidruro de
sodio se inactivd con tetracloruro de carbono. Se afiadié fosfito dibencilico (1,31 ml) en N,N-dimetilacetamida y
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se mezcld la solucion durante 30 min. Se acidifico la solucion y se dividio entre agua y hexano/acetato de etilo
(1:1). Se extrajo la capa de agua tres veces con hexano/acetato de etilo. Las capas organicas combinadas se
lavaron con 0,9 % NaCl y se secaron sobre sulfato de sodio anhidro. Se extrajo el sulfato de sodio mediante
filtracion. El filtrado se concentrd en vacio y se purificd mediante cromatografia sobre gel de silice con acetato de
etilo/diclorometano/hexanos (5:25:70) como eluyente. Se recuperé dibencilfosfotribencil floretina (750 mg, 43 %
rendimiento): RMN-"'H (CDCls) & 7,42-7,29 (m, 25 H); 6,93 (d, J=8,8 Hz, 2H); 6,78 (d, J=8,8 Hz, 2H); 6,63 [doblete
doble (dd), J=1,2,2 Hz, 1H]; 6,4 (dd, J=0,6, 2,1 Hz, 1H); 5,06 (s, 5,04, 2H); 5,04 (s, 2H); 4,97 (d, J=4,8 Hz, 4H);
4,87 (s, 2H); 3,03 (t, J=8,4 Hz, 2H); 2,83 (t, J=8,2 Hz, 2H) ppm.

Etapa 3. 2'-fluorofosfofloretina (2'-FPP)

[0088] Se disolvié dibencilfosfotribencil, floretina en acetato de etilo. Se afadié paladio sobre carbono (200 mg
de 10 %) y se mezcld la solucion bajo gas Hz durante 2 horas. Se filtrd la solucién con Celite (Sigma-Aldrich). La
torta de Celite se lavd dos veces con acetato de etilo y los lavados combinados se concentraron bajo presion
reducida para dar lugar a 2'-PP (400 mg, 29 % rendimiento) tras el secado: punto de fusion (mp), 171-172 °C,
RMN-'H (ds-DMSO) & 13,0 (s, 1H); 10,7 (bs, 1H); 9,2 (bs, 1H); 7,03 (d, J=8,6 Hz, 2H); 6,64 (d, J=8,4 Hz, 2H);
6,63 (dd, J=1,2, 2,1 Hz, 1H); 2,77 (d, J=7,6 Hz, 2H) ppm.

[0089] RMN-3'P en D,O produjo un pico Unico con 4 ppm compuesto de 98 % de la sefial de fosforo. RMN-3'P en
DMSO produjo un pico unico con 4,3 pulsaciones/minuto. Los experimentos RMN-'3C desacoplado de H
proporcionaron 12 especies de carbono Unicas que podrian asignarse al inhibidor.

[0090] La espectrometria de masas por electrospray proporcioné una masa/carga iénica de 355 (masa + protén)
consistente con la masa molecular calculada de 2'PP de 354.

[0091] Se pasd 2'-PP por una columna de intercambio iénico equilibrada con 100 mM bicarbonato de
tetrametilamonio, concentrada al vacio y se afiadié 10 mM DNFB. Se mezcl6 la reaccion a 23 °C durante 4 horas
y los reactivos se lavaron a través de una columna de gel de silice eluida con cloroformo:metanol (70 %: 30 %).
Se secaron las fracciones y se precipitaron con 0,1 M NaOH. Se recogi6 el precipitado, se cambi6 la solucion
amortiguadora por una columna Sephadex G-10 y se concentré al vacio.

Ejemplo 2. Sintesis de 2-fluorofosfofloretina (2'-FPP) con acido fluorhidrico
[0092] Se llevo a cabo una sintesis alternativa de 2'FPP sustituyendo acido fluorhidrico por DNFB.

[0093] Se empezd con 20 mg de 2'-PP disueltos en 1 ml. Se afiadi6 DMF, 0,1 ml de 0,1 M HF y se dejé que la
solucion reposara a 23 °C durante 2 horas. Se enfri6 la mezcla de reaccion y se neutralizé hasta un pH 8 con 12
N NaOH. Los productos precipitados se pasaron por una columna Sephadex G-10 equilibrada con 100 mM
TMAHCO3 y se liofilizo.

[0094] Se examind la pureza de 2'-FPP mediante cromatografia en capa fina sobre gel de silice con
cloroformo:metanol (7:3) o cloroformo:3-propanol (8:2). Se llevd a cabo un andlisis de 2'-FPP después de la TLC
mediante la comparacioén con floretina y 2'-PP. Las placas de TLC se examinaron para analizar el fosfato por la
reaccion Fiske SubbaRow y el fluoruro con HCI circonio-laca alizarina. Una reaccion positiva con laca alizarina
requeria el calentamiento de la tira TLC durante 1 hora a 60 °C. RMN-"H (de-DMSQ) & 10,7 (s, 1H); 9,3, (s, 1H);
7,17 (t, 2H J=8,6 Hz), 6,8 (t, 2H); 6,6 (d, 2H, J=8,4 Hz), 3,2 (t, 2H, J=2 Hz); 2,9 (t, 2H, J=2,1 Hz); 1,9 (singlete
débil) ppm.

Ejemplo A: Efectos de 2'-FPP sobre la absorcién de fosfato [*?P] dependiente de Na

[0095] Se investigo el efecto de 2'-FPP sobre la absorcion de fosfato [3?P] dependiente de Na en las vesiculas de
membrana del borde en cepillo intestinal (apical) utilizando experimentos de filtracion rapida de mezcla rapida y
recuento por centelleo de liquidos de los recuentos retenidos por filtro en presencia de 100 mM Na o 100 mM K
cis gradientes dirigidos (hacia dentro). Tanto 2'-PP como 2'-FPP inhibieron la absorcion de fosfato dependiente
de Na en las vesiculas de membrana del borde en cepillo intestinal. 2'-FPP era 12 veces mas potente que 2'-PP
a la hora de inhibir la absorcién de fosfato dependiente de Na. El Cls, aparente para 2'-PP era 46 nM + 8 nM
(n=4) similar a resultados previos (Peerce et al., Biochem. Biophys. Res. Comm. 301:8-12, 2003; Peerce and
Clarke, AM.J. Physiol. 283:G848-G855, 2002). El Clsg para 2'-FPP era 3,6 nM + 0,06 nM (n=4).

Ejemplo B: El efecto de fosfofloretinas en la hidrdlisis de p-nitrofosfato mediante fosfatasas BBMV intestinales y
fosfatasa alcalina de rata.

[0096] Los resultados mostrados en el Ejemplo A utilizaron una exposicion de 3 segundos de vesiculas y
sustratos y una exposicion de 5 minutos de vesiculas a 2'-FPP. La exposicion anterior y la degradacion de 2'-PP
a diferencia de 2'-FPP podrian contribuir a la potencia aumentada de 2'-FPP en comparacién con 2'-PP. Con el
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fin de examinar esta posibilidad se investigé el efecto de fosfofloretinas en la hidrdlisis de p-nitrofosfato mediante
fosfatasas BBMV intestinales y fosfatasa alcalina de rata.

[0097] 2'-PP es un mejor inhibidor de la actividad de fosfatasa alcalina y de la actividad de fosfatasa BBMV
intestinal que 2'-FPP. 2 mM 2'-PP resulté en aproximadamente 50 % de inhibicion de la actividad de fosfatasa
BBMV en comparacioén con menos del 10 % de inhibicion de 2'-FPP. Coherentes con la interpretacion de que la
potencia de 2'-PP como inhibidor de la absorcién de fosfato dependiente de Na se limitaba mediante la hidrélisis
mediada por fosfatasa de 2'-PP, la adicion de inhibidores de fosfatasa alcalina (acido ascorbico + cisteina)
disminuy6 el Clso de la inhibicion de 2'-PP de la absorcion de fosfato dependiente de Na 34 % (de 38 nM a
26 nM). Estos resultados indican que en comparacion con 2'-PP, 2 factores son los responsables de la potencia
aumentada de 2'-FPP como inhibidor de la absorcién de fosfato dependiente de Na en las vesiculas de
membrana del borde en cepillo intestinal: 1) la resistencia aumentada de 2'-FPP a la degradacién catalizada de
fosfatasa de éster de fosfato y 2) la afinidad aumentada de fluorofosfatos para el sitio de fosfato del
cotransportador de Na-fosfato intestinal en comparacién con fosfato.

Ejemplo C: Duracion del efecto de una unica exposicion de intestino de rata a 2'-FPP y 2'-PP

[0098] Para investigar la duracion del efecto de una dosis Unica de 2'-FPP sobre la absorcion de fosfato, se
cortaron tiras intestinales (aproximadamente 5 cm cuadrados) y se incubaron en placas de cultivo celulares de 12
pocillos en presencia de 2'FPP o 2'-PP durante 1 hora, seguido de la exposicion a DMEM nuevo (Medio de
Cultivo Eagle Modificado de Debecco), [*P] fosfato y diferentes concentraciones de 2'-PP o 2'-FPP.

[0099] Una exposiciéon unica a 2'-FPP resulté en mas de 60 % de inhibicién de la absorcién de fosfato y la
inhibicién fue estable durante 6 horas de exposiciéon al farmaco posterior. Por el contrario, la exposicién a 2'-PP
tuvo como resultado un 40 % de inhibicién de la absorcion de fosfato que disminuyé a menos de 35 % de
inhibicién 6 horas de exposicion al farmaco posterior. La absorcion de glucosa no se vio afectada por la
exposicién ni a 2'-PP ni a 2'-FPP coherente con informes previos sobre el hecho de que las fosfofloretinas son
especificas para el cotransporte Na-fosfato y que las tiras intestinales eran viables durante el transcurso del
experimento.

[0100] Estos experimentos se expandieron para examinar el efecto de la concentracion 2'-FPP sobre la
absorcioén de fosfato.

[0101] Las tiras intestinales de yeyuno/duodeno de rata de 1 cm cuadrado se incubaron en DMEM a 37 °Cy 5 %
CO, durante una hora. Tras el periodo de incubacion, se reemplazé el DMEM con 2'-FPP vy las tiras se incubaron
durante una hora adicional. Después de una exposicion de 1 hora a 2'-FPP, se reemplazé el DMEM con un
medio nuevo + 5uCi de fosfato [32P). Las tiras se expusieron a fosfato marcador durante 1 hora, se precipitd con
10 % TCA y se centrifugd a 5000 g durante 30 minutos. Se tomé una alicuota del sobrenadante para el recuento
por centelleo.

[0102] La absorcién de fosfato dependiente de Na en el intestino se compone tanto de componentes
dependientes de Na como independientes de NA. La absorcién dependiente de Na en el duodeno y el yeyuno es
aproximadamente 70 % dependiente de Na y 30 % independiente de Na en la absorcién de fosfato. Los
resultados son coherentes con la inhibicién por parte de 2'-FPP del componente dependiente de Na que es
dirigido por el cotransportador de Na/fosfato de la membrana del borde en cepillo intestinal, NaPi 2b. La
inhibicion maxima fue 67 % + 5 % (n=4) de la absorcién total de fosfato. El Clso aparente para 2'-FPP fue 160 nM
+ 20 nM (n=4). Esto se compara con una inhibicion maxima bajo condiciones idénticas de 43 + 6 % (n=3) para 2'-
PPy un Clso de 15 uM £ 3 uM (n=3).

Ejemplo D:

[0103] Se investigd el efecto de 2'-FPP sobre fosfato sérico y calcio sérico en ratas adultas de 4-5 meses con
funcién renal normal. Se alimenté a las ratas de forma forzada diariamente con 3 ml de 0,5 uM 2'-FPP en
solucién salina fosfatada pH7. Aproximadamente 30 minutos mas tarde, se expuso a las ratas a comida durante
3 horas. Después del periodo de alimentacion, se retir6 la comida. Las ratas tuvieron una exposicion a agua ad
libitum. El dia 3" del experimento, se extrajo sangre de la vena caudal antes de la alimentacion forzada. A
continuacién se alimenté de forma forzada a los animales como anteriormente y se les expuso a comida. Se
repitié este proceso en los dias 5, 8, 11 y 14. El dia 14 se sacrificaron los animales y finalizé el experimento. El
fésforo y el calcio séricos y el BUN se determinaron mediante kits clinicos.

[0104] EI fésforo sérico disminuyd 52 % + 6 % (n=8) en ratas adultas con funcién renal normal dentro de la
primera semana de tratamiento con 2'-FPP y permanecié estable con 3 mg/dL para el resto del experimento de 2
semanas. Ca?* sérico no se vio afectado por 2'-FPP disminuyendo menos del 2,5 % durante la exposicion de 2
semanas a 2'-FPP. El BUN era 10 mg/dl al inicio del experimento y no cambié durante el transcurso del
experimento. Los experimentos previos con condiciones idénticas llevados a cabo con 25 uM 2'-PP resultaron en
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una disminucion del 30 % + 4 % en fésforo sérico sin cambio en Ca2* sérico.
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REIVINDICACIONES

Un compuesto de formula I:

O /F
/P\
HO W Z 3 (X2
7 N n
w R
Kyt

I

o una sal farmacéuticamente aceptable de este, donde:

R es alquilo Cy.4;

W se elige de NRA, Oy S;

Z se elige de un enlace simple, -C(O)-, NRA, Oy S;

X'y X? se eligen de forma independiente de entre -OH, -NHR” y -C(O)OH;
RA es H o alquilo Cy.3;

mes1,2,304;y

nes1,2 304.

Compuesto de acuerdo con la reivindicaciéon 1, o una sal farmacéuticamente aceptable de este, donde R es
-CHz-CHz- o -CHz-CHz-CHz-.

Compuesto de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2, o una sal farmacéuticamente aceptable de este,
donde W se elige de entre NR* y O, preferiblemente O.

Compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, o una sal farmacéuticamente aceptable
de este, donde Z se elige de entre un enlace simple y -C(O)-, preferiblemente -C(O)-.

Compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, o una sal farmacéuticamente aceptable
de este, donde X' y X? se eligen de forma independiente de entre OH y NH,; y donde preferiblemente tanto
X' como X? son OH.

Compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, o una sal farmacéuticamente aceptable
de este, donde n y m son independientemente 1 0 2 y preferiblemente donde mes 2y nes 1.

Compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, o una sal farmacéuticamente aceptable de este, donde el
compuesto es:

Composicién que comprende un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 o una
sal farmacéuticamente aceptable de este, y al menos un portador farmacéuticamente aceptable.

Compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 o composicion de acuerdo con la
reivindicacion 8 para utilizarse como medicamento.

Compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 o composicion de acuerdo con la
reivindicacion 8 para utilizarse en el tratamiento de una enfermedad provocada por niveles elevados de
fosfato en sangre o asociada a esto en un sujeto mamifero, tratamiento que comprende la identificacion de
un sujeto en el que se recomienda una reduccion de los niveles de fosfato en sangre; y la administracion al
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sujeto de una cantidad terapéuticamente eficaz de dicho compuesto o composicion.

Compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 o composicion de acuerdo con la
reivindicacion 8 para utilizarse en el tratamiento de una enfermedad provocada por niveles elevados de
fosfato en sangre o asociada a esto en un paciente que lo necesita, tratamiento que comprende la
administraciéon a dicho paciente de una cantidad terapéuticamente eficaz de dicho compuesto o
composicion.

Compuesto de acuerdo con la reivindicacion 11 donde la enfermedad es una insuficiencia renal crénica.
Compuesto de acuerdo con la reivindicacién 12 donde la insuficiencia renal crénica esta asociada a la
hiperfosfatemia, hiperparatiroidismo secundario, osteodistrofia renal, hipertensién, acidosis metabdlica o

enfermedad cardiaca y/o va acompafiada de estos.

Proceso para preparar un compuesto de féormula I:

O\\ /F
/P\
HO W S i TP
2 L X
~ ‘R
XM=

=

I
o una sal farmacéuticamente aceptable de este, donde R es alquilo Cy.;
W se elige de entre NRA, O y S; Z se elige de entre un enlace simple, -C(O)-, NRA, Oy S; X' y X? se eligen
cada uno de forma independiente de entre -OH, -NHR” y -C(O)OH; R* es H o alquilo C13; mes 1, 2, 3 0 4;
ynes1,2,304;
proceso que comprende:

a) la extraccion de Pr' en presencia de Pr? de un compuesto de Formula 1-1:

" pré

pr! :
\W. . " ~ 7 |2 :
zZ._ e | (X )n
= R ‘

ey dl
Pr2 (X)m | /

I-1

donde Pr'y Pr? son grupos protectores; para preparar un compuesto de Férmula |-2:

Pr2

Z . | n
"R

Prz—(X1)m+ P

I-2
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y donde Pr' es preferiblemente

y Pr? es preferiblemente bencilo;

b) la reaccion de un compuesto de Férmula I-2 con un agente fosforilante para preparar un compuesto
de Férmula I-3:

('I)Pr2
2 _— et
Pr<O I;’ O pr2
w /“1_()'(2
Q Z‘R ) In
PE~(Xm
I-3

donde el agente fosforilante es preferiblemente un éster de fosfito, o acido fosfénico y donde un éster de
fosfito preferido es fosfito dibencilico y donde un acido fosfénico preferido es acido fluorofosfonico;

c) la extraccion de Pr? de un compuesto de Formula |-3 con un agente reductor para preparar un
compuesto de Férmula |-4:

(I)H
HO=P=0
t ()]
OSNEROS
X )m_l/

donde el agente reductor es preferiblemente gas hidrogeno y un metal de transicion;

d) la reaccion de un compuesto de Foérmula [-4 con un agente fluorante, preferiblemente
dinitrofluorobenceno, para preparar dicho compuesto de Férmula I.

15. Proceso de acuerdo con la reivindicacion 14, donde el agente fluorante es acido fluorhidrico.
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