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DESCRIPCION
Derivados de acido hidroxibisfosfénico bifuncionales

La presente invencién se refiere a derivados del acido hidroxibosfénico, su proceso de sintesis, las composiciones
farmacéuticas que los contienen, y su uso como medicamento, asi como la vectorizacién de moléculas de interés
terapéutico o de diagndstico por un vector dirigido al tejido 6seo.

El tejido 6seo es un tejido conectivo compuesto por una fraccidon mineral que consiste en fosfato de calcio en forma
de cristales de hidroxiapatita (Ca10(PO4)s(OH)2) y una fraccién organica que contiene una matriz extracelular y
células especializadas.

El tejido 6seo estd en constante renovacion gracias a un proceso llamado remodelacion 6sea. Se caracteriza por
una fase de aposicion debido a la actividad de los osteoblastos que sintetizan una nueva matriz organica e inducen
su mineralizacion (Owen et al., Curr. Opin. Nephrol. Hypertens. 1998, 7, 363) y una fase de degradacion asegurada
por osteoclastos que reabsorben la matriz organica y disuelven el mineral (Roodman et al., Endocr. Rev. 1996, 17,
308). Este proceso fisiolégico permite mantener la homeostasis fosfocalcica y la masa 6sea (Manologas et al.,
Endocriv. Rev. 2000, 21, 115) y adaptarse al estrés mecanico. Cualquier alteracion de este equilibrio esta
relacionada con la aparicién de patologias osteocondensantes, tales como osteopetrosis, o, con mayor frecuencia,
osteoliticas que pueden ser de origen tumoral (con tumores primarios, como osteosarcoma, o secundarios, como
metastasis 6seas) o no en el caso de patologias metabdlicas tales como osteoporosis.

Los bisfosfonatos (la forma basica de los derivados del acido bisfosfénico de los que forman parte los derivados de
acido hidroxibisfosfénico) son analogos sintéticos de los pirofosfatos enddgenos para los que la cadena P-O-P ha
sido sustituida por una cadena P-C-P, lo que conduce a compuestos metabdlicamente estables que representan una
herramienta terapéutica eficaz para la ostedlisis (Heymann et al., Trends Mol. Med., 2004, 10, 337).

Estas moléculas se usaron por primera vez por su capacidad para dirigirse al tejido 6seo. De la misma manera que
los pirofosfatos, los bisfosfonatos tienen una fuerte afinidad por la parte mineral del hueso (afinidad entre los grupos
fosfato y calcio en la parte mineral del hueso) y pueden modular el proceso de calcificacién a una dosis elevada. El
interés de las sustancias de ese tipo se ha demostrado para el tratamiento de diversas disfunciones del metabolismo
Oseo. Los bisfosfonatos se usan en particular para tratar patologias que implican una resorcion 6sea excesiva que,
por un lado, conduce a hipercalcemia y, por otro lado, a lesiones dseas que causan dolor y fracturas.

Por lo tanto, su uso se ha impuesto durante unos diez afios para el tratamiento de osteoporosis, hipercalcemia de
origen tumoral o no, asi como para patologias tumorales osteoliticas tales como mieloma multiple o metéstasis
Oseas secundarias de un carcinoma de préstata o de mama.

Los estudios de estructura-actividad, desarrollados hasta la fecha, han demostrado claramente que la capacidad de
los bisfosfonatos para inhibir la resorcion ésea dependia de dos factores estructurales:

- los grupos fosfonatos (e hidroxilo en el caso de hidroxibisfosfonatos), esenciales para una buena afinidad del
compuesto con la parte mineral del hueso,

- la cadena lateral RES, especifica de una diana molecular, que determina la actividad bioldgica asociada a la
molécula.

Derivado de hidroxibisfosfonato:

PO,”

RES%OH
PO,>

La solicitud de patente FR 2 926 081 describe en particular derivados de acido hidroxibisfosfénico bifuncionales que
comprenden un principio activo unido a un tipo funcional acido hidroxibisfosfénico mediante un brazo espaciador,
que permite de ese modo dirigirse al tejido 6seo. Sin embargo, estos derivados se preparan a partir del propio
principio activo mediante construccion progresiva del brazo espaciador. Este método por lo tanto no es econémico e
incluye la pérdida de grandes cantidades del principio activo, producto que siempre tiene un coste elevado.

Por lo tanto los inventores han desarrollado nuevos derivados de acido hidroxibisfosfonico bifuncionales que se
pueden sintetizar simplemente injertando el brazo espaciador que comprende el grupo funcional hidroxibosfénico en
el principio activo, que se puede funcionalizar. En el contexto de la presente invencién, el principio activo,
opcionalmente funcionalizado, esta unido al brazo espaciador a través de un grupo funcional imino, lo que permite
preparar de ese modo los derivados de acido hidroxibisfosfonico bifuncionales de manera mas sencilla y econémica
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mientras se conserva la actividad terapéutica o de diagndstico de estos derivados.

La presente descripcién desvela derivados de acido hidroxibisfosfénico bifuncionales que responden a la formula
general (I) siguiente:

PO,H,
R1—.~.—A0—X3—X2—X14€OH

PO,H, ®

\AYAY}
A B C D

para la que:

- Ao representa un enlace sencillo, Ao estando entonces ausente, o un grupo =N o =CRo, Ao representando
entonces N o CRo, con Ro = H o alquilo (C1-Ce),

- R1representa un resto de una molécula de interés terapéutico o de diagnostico,

- Xirepresenta una cadena -X4-A1-(CH2)n-A2-(CH2)m- (X4 estando unido a X2),

- Xz representa un grupo funcional imino (-C=N- o -N=C-),

- Xsrepresenta un enlace sencillo o una cadena alquilo (C1-Cz20), en particular alquilo (C1-C1s), en particular alquilo
(C1-C1o), y de preferencia alquilo (C1-C4), opcionalmente interrumpido y/o seguido y/o sustituido por uno o varios
motivos elegidos entre el grupo constituido por los grupos arilo, heteroarilo, cicloalquilo, heterociclico, -C=C-, -
C(R7)=C(Rs)-, -O-, -S-, -NRg-, -C(O)-, -C(S)-, -C=N-, -N=C-, -C=C-, -C=C-, -OC(0O)-, -C(0O)O-, -SC(0)-, -C(0)S-, -
N(R10)C(O)- y -C(O)N(R11)-, los nucleos arilo, heteroarilo y heterociclico estando opcionalmente sustituidos,

- Xa representa un enlace sencillo o un grupo arilo o heteroarilo opcionalmente sustituido,

- A1 representa un enlace sencillo, O, S, NRz7, -C(O)-, -C(S)-, -C=N-, -N=C-, -C=C-, -C=C-, -OC(O)-, -C(0)0O-, -
SC(0)-, -C(0)S-, -N(R28)C(O)- 0 -C(O)N(Rz9)-,

- Az representa un enlace sencillo, O, S, NRasg, -C(O)-, -C(S)-, -C=N-, -N=C-, -C=C-, -C=C-, -OC(0O)-, -C(0)O-, -
SC(0)-, -C(0)S-, -N(R31)C(0O)-,-C(O)N(R32)-, -O-(CH2CH20)k- 0 un grupo -Ag-(CH2)a-A10-(CH2)b-A11-,

- A9y A11 representan cada uno, independientemente el uno del otro, O, S, 0 NRss,

- Avo representa un grupo arilo, heteroarilo o heterociclico,

- nrepresenta un numero entero comprendido entre 0 y 5, en particular comprendido entre 1 y 5, y en particular 3,

- mrepresenta un numero entero comprendido entre 0 y 5, en particular comprendido entre 1 y 5, y en particular 2,

-k representa un nimero entero comprendido entre 1y 10, en particular comprendido entre 1y 5,

- ay brepresentan, independientemente el uno del otro, un nimero entero comprendido entre 0 y 5,

- Rz y Rs representan, independientemente los unos de los otros, un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo (C1-
Cs),

- Ro a R11 representan independientemente los unos de los otros, un atomo de hidrogeno o un grupo alquilo (C1-
Cs), cicloalquilo, heterociclico, arilo, heteroarilo o acilo, y de preferencia un atomo de hidrégeno o un grupo
alquilo (C1-Ce) 0 arilo, e incluso de preferencia un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo (C1-Cs),

- R27 a Rog representan, independientemente los unos de los otros, un atomo de hidrogeno o un grupo alquilo (C+-
Ce), y

- Raso a Rs2 y Rss representan, independientemente los unos de los otros, un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo
(C1-Cs), cicloalquilo, heterociclico, arilo, heteroarilo o acilo, y de preferencia un atomo de hidrégeno o un grupo
alquilo (C1-Cs) o arilo, e incluso de preferencia un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo (C+-Cs) tal como metilo,

o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.
Las moléculas de la presente descripcion son, por lo tanto, compuestos de cuatro partes distintas:

= una parte D que corresponde al grupo funcional acido hidroxibisfosfénico que va a permitir que la molécula se
dirija al tejido 6seo debido a la fuerte afinidad de este grupo funcional por la parte mineral del hueso,

= una parte C que es un brazo espaciador, sobre el que se podra injertar el resto R,

= una parte B que es un conector que permite injertar el resto R1 sobre el brazo espaciador, y por ultimo

= una parte A que corresponde al resto R1 de una molécula de actividad terapéutica o de diagndstico, que permite
en particular un tratamiento dirigido de una patologia del tejido 6seo o incluso un diagnéstico, en particular
mediante formacién de imagenes de este tejido 6seo.

Por « resto de una molécula de interés terapéutico o de diagnodstico », se hace referencia, en el sentido de la
presente descripcion, el resto obtenido cuando la molécula de interés terapéutico o de diagndéstico se une al resto de
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la molécula, y en particular a B. Por lo tanto, la molécula de interés terapéutico o de diagnostico debe comprender o
se debe modificar con el fin de que comprenda un grupo funcional que permita un acoplamiento con el brazo
espaciador, tal como un grupo -OH, -SH, -NH, -NH2z, C=0, -CHO, -COOH o -CONH:. Se debe observar que, cuando
—-Ao representa un grupo = N, el resto comprendera de forma ventajosa un grupo funcional C=0 o -CHO que podra
reaccionar con un grupo funcional amino del conector para formar el grupo =N. Cuando ——_Ao representa un grupo
=CRu, el doble enlace estara unido de forma ventajosa a un atomo de nitrdgeno presente sobre R1 para proporcionar
un grupo funcional imino. Por lo tanto, el resto comprendera de forma ventajosa un grupo funcional amino que podra
reaccionar con un grupo funcional C=0 o -CHO del conector para formar el grupo =CRo.

Por grupo « alquilo », se hace referencia, en el sentido de la presente descripciéon, una cadena de hidrocarburos
saturada, lineal o ramificada.

Por grupo « alquilo (C1-Cs) », se hace referencia, en el sentido de la presente descripcion, a un grupo alquilo tal
como se ha definido anteriormente, que comprende de 1 a 6 atomos de carbono, como por ejemplo un grupo metilo,
etilo, isopropilo, terc-butilo, pentilo, etc.

Por grupo « alquilo (C1-C20) », en particular alquilo (C1-C1s), en particular alquilo (C1-C10), y de preferencia alquilo
(C1-C4) », se hace referencia, en el sentido de la presente descripcion, a un grupo alquilo tal como se ha definido
anteriormente, que comprende respectivamente de 1 a 20, en particular de 1 a 15, en particular de 1 a 10, y de
preferencia 1 a 4, atomos de carbono, como por ejemplo un grupo metilo, etilo, isopropilo, terc-butilo, pentilo, hexilo,
decilo, etc.

Por « arilo », se hace referencia, en el sentido de la presente descripcion, a un grupo aromatico, que comprende en
particular de 6 a 20, de preferencia de 6 a 10, atomos de carbono, y que comprende uno o varios ciclos unidos,
como por ejemplo un grupo fenilo o naftilo. De forma ventajosa se trata de fenilo.

Por « heteroarilo », se hace referencia, en el sentido de la presente descripciéon, a un grupo aromatico que
comprende uno o varios ciclos unidos y que comprende del 5 a 10 4tomos ciclicos de los cuales uno o varios son
heteroatomos, de forma ventajosa 1 a 4 e incluso mas ventajosamente 1 o 2, tal como por ejemplo atomos de
azufre, nitrégeno, oxigeno, fésforo o selenio y de preferencia de azufre, nitrégeno oxigeno, los otros atomos ciclicos
siendo atomos de carbono. Los ejemplos de grupos heteroarilo son los grupos furilo, tienilo, pirrolilo, piridinilo,
pirimidinilo, pirazolilo, imidazolilo, triazolilo, tetrazolilo indilo o incluso selenofenilo.

Por grupo « cicloalquilo », se hace referencia, en el sentido de la presente descripciéon, a una cadena de
hidrocarburo saturado mono- o poli-ciclico (y en particular biciclico o triciclico) que comprende del 3 a 10 atomos de
carbono ciclicos. Cuando se trata de un grupo policiclico, los ciclos pueden estar unidos, dos a dos, unidos, unidos
por puente o unidos mediante una unién de ciclo de tipo espiro. A modo de ejemplo, se pueden mencionar los
grupos ciclopropilo, ciclopentilo, ciclohexilo y cicloheptilo.

Por grupo « heterociclico », se hace referencia, en el sentido de la presente descripciéon, a un ciclo de 5 a 10
eslabones, saturado o no, pero no aromatico, y que contiene uno o varios, de forma ventajosa de 1 a 4, incluso mas
ventajosamente 1 o 2, heteroatomos, tales como por ejemplo atomos de azufre, nitrdgeno oxigeno. Se puede tratar
en particular del grupo pirrolidinilo, piperidinilo, piperazinilo o morfolinilo.

Los grupos arilo, heteroarilo y heterociclico, cuando estan sustituidos, pueden estar con uno o varios grupos elegidos
entre el grupo constituido por un atomo de halégeno, NOz, -CN, -OH, -SH, -NR12R13, -B(OH)2, -SO3R14, -COORs, -
C(O)ONR16R17, -OPH(O)OR1s, -PH(O)OR19, -OP(O)(OR20)(ORz21), -P(O)(OR22)(OR23), -C(O)R24, -PR25R26, alquilo
(C1-Cs) y alcoxi (C1-Cs), con R12 a Ras representando, independientemente los unos de los otros, un atomo de
hidrogeno o un grupo alquilo (C1-Cs) y R2s y Rz6 representando, independientemente el uno del otro, un grupo alquilo
(C1-Ce).

Por « atomo de halégeno », se hace referencia, en el sentido de la presente descripcién, a los atomos de fluor, cloro,
bromo y, yodo.

Por grupo « alcoxi (C1-Ce) », se hace referencia, en el sentido de la presente descripcion, a un grupo alquilo (C1-Cs),
tal como se ha definido anteriormente, unido al resto de la molécula mediante un atomo de oxigeno. A modo de
ejemplo, se pueden mencionar los grupos metoxi, etoxi, propoxi, isopropoxi, butoxi o incluso terc-butoxi, y en
particular metoxi.

Por grupo « acilo », se hace referencia, en el sentido de la presente descripciéon, a un grupo alquilo (C1-Cs),
cicloalquilo, heterociclico, arilo o heteroarilo, y de preferencia un grupo alquilo (C+-Ce) o arilo, e incluso de
preferencia un grupo alquilo (C1-Cs).

En la presente invencion, por « farmacéuticamente aceptable » se hace referencia a lo que es util en la preparacion
de una composiciéon farmacéutica que generalmente es segura, no todxica, biolégicamente o de otra manera
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indeseable, y que también es aceptable para uso veterinario asi como que el farmacéutico humano.

Por « sales farmacéuticamente aceptables » de un compuesto, se hace referencia a sales que son
farmacéuticamente aceptables, como se define en el presente documento, y que tienen la actividad farmacolégica
deseada del compuesto precursor. Las sales de ese tipo comprenden:

(1) hidratos y solvatos,

(2) sales de adicién de acido farmacéuticamente aceptables formadas con acidos inorganicos farmacéuticamente
aceptables tales como acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido sulfurico, acido nitrico, acido fosférico y
similares; o formadas con &acidos organicos farmacéuticamente aceptables tales como acido acético, acido
bencenosulfénico, acido benzoico, acido canforsulfonico, acido citrico, acido etanosulfénico, acido fumarico,
acido glucoheptonico, acido glucénico, acido glutamico, acido glicdlico, acido hidroxinaftoico, éacido 2-
hidroxietanosulfénico, acido lactico, acido maleico, acido malico, acido mandélico, acido metanosulfénico, acido
mucoénico, acido 2-naftalenosulfénico, acido propidnico, acido salicilico, acido succinico, acido dibenzoil-L-
tartarico, acido tartarico, acido p-toluenosulfénico, acido trimetilacético, acido trifluoroacético y similares, o

(3) las sales de adicion de base farmacéuticamente aceptables formadas cuando un proton acido presente en el
compuesto original se reemplaza por un ion metalico, por ejemplo un ion de metal alcalino, un ion de metal
alcalinotérreo o un ion de aluminio; o bien coordinado con una base organica o inorganica farmacéuticamente
aceptable. Las bases organicas aceptables incluyen dietanolamina, etanolamina, N-metilglutamina,
trietanolamina, trometamina y similares. Las bases inorganicas aceptables incluyen hidroxido de aluminio,
hidréxido de calcio, hidroxido de potasio, carbonato de sodio e hidroxido de sodio.

De preferencia, los compuestos de acuerdo con la invencion se encontraran en forma de sales de adicion de base
farmacéuticamente aceptable tal como NaOH o KOH, y en particular NaOH.

La presente descripcion también desvela compuestos de formula (1) mencionados anteriormente para la que:

SR — Ao representa un enlace sencillo o un grupo =N,

- R+ representa un resto de una molécula de interés terapéutico o de diagndstico,

- X1 representa una cadena -Xs-A1-(CH2)n-A2-(CH2)m-,

- Xz representa un grupo funcional imino (-C=N- o -N=C-),

- Xs representa un enlace sencillo o una cadena de alquilo (C1-C20), en particular alquilo (C1-C1s), en particular
alquilo (C1-C10), y de preferencia alquilo (C1-C4), opcionalmente interrumpido y/o seguido por uno o varios
motivos elegidos entre el grupo constituido por los grupos arilo, heteroarilo, cicloalquilo, heterociclico, -C=C-, -
C(R7)=C(Rs)-, -O-, -S-, -NRg-, -C(0)-, -OC(0O)-, -C(0O)O-, -SC(0)-, -C(0O)S-, -N(R10)C(O)- y -C(O)N(R11)-, los
nucleos de arilo, heteroarilo y heterociclico estando opcionalmente sustituidos,

- Xa representa un grupo arilo o heteroarilo opcionalmente sustituido,

- Airepresenta un enlace sencillo, O, S, NRz7, -C(O)-, -OC(O)-, -C(O)O-, -SC(O)-, -C(O)S-, -N(R28)C(0O)- o
-C(O)N(R29)-,

- Azrepresenta O, S, NRso, -C(O)-, -OC(O)-, -C(O)O-, -SC(0)-, -C(O)S-, -N(R31)C(O)- 0 -C(O)N(Rs32)-,

- nrepresenta un numero entero comprendido entre 1 y 5, y en particular 3,

- mrepresenta un numero entero comprendido entre 0 y 5, en particular comprendido entre 1 y 5, y en particular 2,

- Rz y Rs representan, independientemente los unos de los otros, un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo (C+-
Cs),

- Ro a R11 representan, independientemente los unos de los otros, un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo (C+-
Cs), cicloalquilo, heterociclico, arilo, heteroarilo o acilo, y de preferencia un atomo de hidrégeno o un grupo
alquilo (C1-Cs) o arilo, e incluso de preferencia un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo (C1-Cs),

- Ro7 a Rae representan, independientemente los unos de los otros, un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo (C1-
Ce), y

- Rso a Ra2 representan, independientemente los unos de los otros, un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo (C+-
Cs), cicloalquilo, heterociclico, arilo, heteroarilo o acilo, y de preferencia un atomo de hidrégeno o un grupo
alquilo (C1-Cs) o arilo, e incluso de preferencia un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo (C1-Cs) tal como metilo,

o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

La presente descripcion también desvela compuestos de férmula (1) en la que, — Ao representa un enlace sencillo,
Ao estando entonces ausente, o un grupo = N, Ao representando entonces N.

La presente descripcion también desvela compuestos de formula (1) en la que X1 no representa un enlace sencillo.

La presente descripcion también desvela compuestos de férmula (I) en la que X4 representa un grupo arilo o
heteroarilo opcionalmente sustituido, y en particular un grupo arilo, tal como fenilo, opcionalmente sustituido.

La presente descripcion también desvela compuestos de féormula (1) en la que X4 representa un grupo fenilo, naftilo o
indolilo opcionalmente sustituido, el grupo indolilo estando de preferencia unido a A1 por medio de su atomo de
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nitrégeno, y de preferencia representa un grupo fenilo opcionalmente sustituido. Los grupos arilo y heteroarilo, tales
como fenilo, naftilo e indolilo, de X4 se podran sustituir como se ha definido anteriormente, es decir, con uno o varios
grupos elegidos entre el grupo constituido por un atomo de halégeno, NOz, -CN, -OH, -SH, -NR12R13, -B(OH)2, -
SO3R14, -COOR15, -C(O)ONR16R17, -OPH(O)OR1s, -PH(O)OR19, -OP(O)(OR20)(OR21), -P(O)(OR22)(OR23), -C(O)R24, -
PR2sR2s, alquilo (C1-Cs) y alcoxi (C1-Cs), con Ri2 a Ra4 representando como independientemente los unos de los
otros, un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo (C1-Cs) y R2s y R2s representando con independientemente el uno
del otro, un grupo alquilo (C1-Cs). De forma ventajosa, estaran sustituidos con uno o varios grupos elegidos entre el
grupo constituido por un atomo de halégeno, NOz2 y alcoxi (C1-Cs), y en particular por NOz.

La presente descripcién también desvela compuestos de formula (I) en la que A1 representa un enlace sencillo, O, S,
NR27, -C(O)-, -OC(0)-, -C(O)O-, -SC(0)-, -C(0)S-, -N(R28)C(O)- 0 -C(O)N(R29)-.

La presente descripcion también desvela compuestos de férmula (1) en la que A1 representa un enlace sencillo, O, S
o NRz7, en particular un enlace sencillo u O, y de preferencia O.

La presente descripcidon también desvela compuestos de formula (I) en la que A1 representa un enlace sencillo
cuando X4 representa un grupo heteroarilo que comprende un atomo de nitrégeno, tal como un grupo indolilo, y que
esta unido a A1 por medio de este atomo de nitrogeno. A1 sera de preferencia diferente de un enlace sencillo, y en
particular representara O, S o NRz7, y en particular un atomo de oxigeno, cuando Xs represente un arilo, tal como un
grupo fenilo o naftilo, o un heteroarilo unido a A1 por medio de un atomo de carbono.

La presente descripcién también desvela compuestos de férmula (I) en la que Az representa O, S, NRso, -C(O)-, -
0OC(0O)-, -C(0O)0O-, -SC(0)-, -C(O)S-, -N(R31)C(O)- 0 -C(O)N(Rs2)-; o incluso representa -O-(CH2CH20)«-.

La presente descripcion también desvela compuestos de formula (I) en la que A2z representa O, S 0 NRao, y de
preferencia NRso, con Rso tal como se ha definido anteriormente y representando en particular un atomo de
hidrégeno o un grupo alquilo (C1-Cs) o arilo, y de preferencia un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo (C1-Cs) tal
como metilo. Az también podra representar un grupo -O-(CH2CH20)«- con k tal como se ha definido anteriormente y
en particular representando 2.

La presente descripcion también desvela compuestos de formula (1) en la que Az representa un grupo NR3o con Rao
representando, un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo (C1-Cs), y de preferencia un grupo alquilo (C4-Cs) tal como
metilo.

La presente descripcion también desvela compuestos de formula (I) en la que X1 representa una cadena de férmula -
Xa-A1-(CH2)n-A2-(CH2)m- con:

- Xarepresentando un grupo fenilo, opcionalmente sustituido como se ha definido anteriormente y en particular por
NOz,

- A1 representando un atomo de oxigeno,

- Az representando un grupo NRso con Rao representando un grupo alquilo (C1-Cs) tal como metilo,

- nrepresentando 3,y

- m representando 2.

La presente descripcion también desvela compuestos de férmula (1) en la que X2 representa un grupo funcional -
N=CH-.

La presente descripcién también desvela compuestos de féormula (1) en la que —— Ao representa un enlace sencillo.

La presente descripcion también desvela compuestos de férmula (I) en la que X3 representa un grupo -As-, -As-As-
As- 0 -A3-As-As-A12-A13- (As estando unido a Ao), en particular -As-, -As-A4-As- con:

= As representando un enlace sencillo, O, S, NRss, -X5-C(=Xs)-X7-, -X5-CH2-X7- 0

-g_NQN_g_,

= A4 y Ar2 representando, independientemente el uno del otro, un grupo alquilo (C1-Ce), arilo, alquilarilo (C1-Ce) 0
arilalquilo (C1-Ce); y en particular alquilo (C1-Cs),

= As representando un enlace sencillo, O, S, NRaas, -Xs-C(=Xg)-X10-, -Xs-CH2-X10- 0



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2743276 T3

= R33 a R3ss y Rag representando con independientemente los unos de los otros, un atomo de hidrégeno o un
grupo alquilo (C1-Ce), y en particular un atomo de hidrégeno.

Cuando X3 representa un grupo As, se podra tratar en particular de un grupo NRs3 0 -X5-C(=Xe)-X7-, ¥ en particular
de un grupo NH, -C(=0)-NH- o -NH-C(=S)-NH-.

Cuando Xs representa un grupo -As-As-As-, A3 podré representar un enlace sencillo, O, NR33 0 -X5-C(=Xs)-X7-, en
particular un enlace sencillo, O, NRs3, C(=0), o- X5-C(=0)-O-; A4 podra representar un grupo alquilo (C1-Cs) o arilo,
en particular un grupo fenilo o (CH2)a con a representando un niumero entero comprendido entre 1 y 5, en particular
entre 1y 3; y As representando -Xs-C(=Xs)-X7-, en particular -Xs-C(=0)-NR3s- tal como -C(=0)-NH-0 -O-C(=0)-NH-.

Cuando Xs representa un grupo -As-As-As-A12-A13-, se podra tratar en particular de un grupo -NR33-A4-C(O)O-A12-
C(O)O- 0 -NR33-A4-C(0)0O-A12-C(O)NRs9- con en particular Rss = Me y Rsg = H.

X3 representara mas particularmente un grupo -As- o -As-As-As- con:

= As representando un enlace sencillo, O, S, NRs3 o -X5-C(=Xs)-X7-, en particular un enlace sencillo o un grupo
NR33 0 -Xs5-C(=Xs)-X7-, tal como -Xs5-C(=Xs)-NRss-, y en particular tal como -C(=0)-O-, -C(=0)-NRss- o -C(=S)-
NRas-,

= A4 siendo tal como se ha definido anteriormente, por ejemplo -CH2-, -CH2-CH2-, y

= As representando un grupo -Xs-C(=Xg)-X10-, tal como -Xs-C(=0)-X10-, en particular tal como -O-C(=0)-NRass-,

X3 representara en particular un grupo:

= -As- representando un enlace sencillo o un grupo NRs3 0 -Xs-C(=Xs)-NRss-, tal como -C(=Xs)-NRss-, con Xe
representando de preferencia O 0 S, o
= -As-A4-As- con:

- Asrepresentando un enlace sencillo o un grupo -Xs-C(=Xs)-X7-, tal como -C(=0)-X7- y en particular -C(=0)-
O-,

- As tal como se ha definido anteriormente, y

- As representando un grupo NRss 0 -Xs-C(=X9)-NRss-, tal como -Xs-C(=0)-NRss-. X3 podra representar en
particular un grupo NH, -C(=O)NH-, -C(=S)-NH- o -C(=0)0O-(CH2)2-OC(=0)-, o incluso -NH-C(=S)-NH-.

El resto R1 de los derivados de acido hidroxibisfosfénico que se desvelan en la presente descripcion puede ser un
resto de un principio activo util para el tratamiento o el diagndstico de una patologia de remodelacién dsea osteolitica
u osteocondensante, tal como tumores dseos primitivos (tales como un osteosarcoma, un condrosarcoma, un tumor
de células gigantes, o un sarcoma de Ewing), metastasis dseas, mieloma multiple, desregulaciones del metabolismo
fosfo-calcico tales como hipercalcemia, osteoporosis y patologias inflamatorias tales como poliartritis reumatoide o
desprendimientos periprostéticos.
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En particular, el resto R1 podra ser un resto de una molécula de interés diagndstico elegido entre los restos de
moléculas fluorescentes tales como el grupo (5-dimetilamino)naftaleno-1-sulfonilo (grupo dansilo), el grupo 7-nitro-
1,2,3-benzoxadiazol (grupo NBD), un resto de 1-pirenocarboxaldehido, los restos de fluoresceina y de sus derivados
tales como isotiocianato de fluoresceina (FITC) y rodaminas tales como rodamina B, y los restos de los derivados de
cianinas tales como fluorescianinas y galocianina; y los restos de moléculas luminescentes tales como los restos de
los derivados de dioxetano y de los sulfuros alcalinos o alcalinotérreos. Los derivados de acido hidroxibisfosénico
correspondientes entonces se pueden usar para formacidon de imagenes del tejido 6seo, en particular con fines de
diagnéstico.

En particular, el resto R1 se podra elegir entre restos de molécula de interés terapéutico elegida entre agentes
anticancerigenos, antiinflamatorios, antibiéticos, agentes antibacterianos, anestésicos, esteroides y péptidos con
actividades de pro-formacion o anti-resorcion ésea.

El resto R1 se podra obtener mas particularmente a partir de una molécula de interés terapéutico elegida entre
agentes anti cancerigenos como moléculas alquilantes tales como analogos, en particular nitrogenados, del gas
mostaza, ifosfamida y sus derivados y clorambucilo y sus derivados, moléculas antineoplasicas tales como
doxorrubicina, cisplatino, adriamicina, actinomicina, fluorouracilo, metotrexato, etopésido, vincristina, podofilotoxina,
busulfan, docetaxel, 5-fuorouracilo y sus derivados, o incluso inhibidores de la topoisomerasa 1 tales como irinotecan
0 sus analogos tales como SN38; antiinflamatorios tales como corticoides tales como dexametasona y sus
derivados, o antiinflamatorios no esteroideos tales como ibuprofeno, indometacina, bindazac, acido etodélico,
diclofenaco, lonazolac, y sus derivados; antibiéticos tales como espiramicina; agentes antibacterianos tales como
salicilaldehido y sus derivados tales como dalida; anestésicos tales como benzocaina; y esteroides tales como los
derivados de estradiol y de estrona (incluso denominada estrona).

R1 podra ser en particular un resto de podofilotoxina, de analogo nitrogenado de gas mostaza, de clorambucilo, de
metotrexato, de doxorrubicina, de SN38, de ibuprofeno, de diclofenaco, de estrona, de espiramicina, de dalida o de
benzocaina.

R1 podra ser en particular un resto de podofilotoxina, de andlogo nitrogenado del gas mostaza, de metotrexato, de
ibuprofeno, de diclofenaco, de estrona, de espiramicina o de benzocaina; y en particular un resto de podofilotoxina o
de analogo nitrogenado de gas mostaza.

R1 también podra ser un grupo dansilo, un grupo 7-nitro-1,2,3-benzoxadiazol, un resto de 1-pireno-carboxaldehido,
de fluoresceina o de sus derivados o de una rodamina, en particular rodamina B; y en particular un grupo dansilo, un
resto de 1-pirenocarboxaldehido o de fluoresceina o de sus derivados.

La presente descripcién también desvela compuestos de féormula (la) siguiente:

RI—=ATX57X%, I?ao PO,H,
0] N OH
Rv Sy
R PO3H2

" (Ia)

para la que ——. Ao, R1, R3o, X2, X3, n y m son tal como se han definido anteriormente y Rx representa uno o varios
sustituyentes del nucleo fenilo elegidos entre el grupo constituido por un atomo de hidrogeno, un d&tomo de halégeno,
NO2, -CN, -OH, -SH, -NR12R13, -B(OH)2, -SOsR14, -COOR15, -C(O)ONR16R17, -OPH(O)OR1s, -PH(O)OR19, -
OP(O)(OR20)(OR21), -P(O)(OR22)(OR23), -C(O)R24, -PR2s5R2s, alquilo (C1-Cs) y alcoxi (C1-Cs), con Ri2 a Rz
representando, independientemente los unos de los otros, un atomo de hidrogeno o un grupo alquilo (C1-Cs) y Ras y
R26 representando con independientemente el uno del otro, un grupo alquilo (C1-Cs).

El oxigeno estara en particular en posicion meta o para, y de preferencia meta, sobre el nicleo de fenilo con
respecto al grupo Xa.

Rso representara méas particularmente un grupo alquilo (C1-Cs), tal como metilo. n podra representar 3 y m podra
representar 2.

Rx representara mas particularmente uno o varios, y en particular un solo, sustituyentes del nucleo de fenilo elegidos
entre el grupo constituido por un atomo de hidrégeno, un atomo de halégeno, NO2 y alcoxi (C1-Cs), y en particular
elegidos entre el grupo constituido por un atomo de hidrégeno y NO-.

Rx representard en particular un atomo de hidrogeno o un grupo NOz. De forma ventajosa podra estar en posicion
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orto sobre el nucleo de fenilo con respecto al oxigeno.

La presente invencion se refiere a derivados de acido hidroxibisfosfénico bifuncional elegidos entre:

Q,ONa

“OH

NaO'R OH

0, ONa

LA
P—OH

_/ TOH

NaO OH
Cl

41 cl Cl
Cl
HO e H Q
NaO—P N @] x N-p-N
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Hoﬁ;\/
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o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

La presente invencién también se refiere a un derivado de acido hidroxibisfosfonico tal como se ha descrito
anteriormente o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para su uso como medicamento, en particular para
dirigirse al tejido 6seo.

La presente invencion también se refiere al uso de un derivado de acido hidroxibisfosfonico de la invencion o de una
sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para la preparacién de una composicién farmacéutica, que se dirige
mas particularmente al tejido éseo.

En particular, los derivados de &acido hidroxibisfosfénico de la invencién se podran usar como medicamento
destinado al tratamiento de una patologia de remodelacion 6sea osteolitica u osteocondensante tal como tumores
Oseos primitivos tal como un osteosarcoma, un condrosarcoma, un tumor de células gigantes o un sarcoma de
Ewing; metastasis dseas; mieloma multiple.

De forma ventajosa, los derivados de acido hidroxibisfosfonico se usan en un tratamiento antitumoral, en particular
para tratar hipercalcemia maligna, los tumores 6seos primitivos tales como osteosarcoma y metastasis 6seas.

La presente descripcién también describe un derivado de &cido hidroxibisfosfénico tal como se ha descrito
anteriormente o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para su uso como producto de diagnédstico, en
particular para dirigirse al tejido 6seo, o incluso el uso de un derivado de acido hidroxibisfosfénico o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, para la preparacion de una composicion de diagnéstico, que se dirige mas
particularmente el tejido 6seo .

En este contexto, los derivados de acido hidroxibisfosfénico que se desvelan en la presente descripcion se pueden
usar como producto de diagnéstico para formacion de imagenes del tejido d6seo destinado en particular a
diagnosticar una patologia de remodelacion 6sea osteolitica u osteocondensante tal como tumores éseos primitivos
tal como un osteosarcoma, un condrosarcoma, un tumor de células gigantes o un sarcoma de Ewing; metastasis
Oseas; mieloma multiple; desregulaciones del metabolismo fosfo-célcico tal como hipercalcemia; osteoporosis; y
patologias inflamatorias tal como poliartritis reumatoide o desprendimientos peri-prostéticos.

Los derivados de acido hidroxibisfosfonico que se desvelan en la descripcidon también se describen por su uso en el
tratamiento de osteoporosis 0 en un tratamiento antiinflamatorio, en particular para tratar la poliartritis reumatoide.

La presente descripcion también desvela una composicion de diagnostico que comprende al menos un derivado de
acido hidroxibisfosfénico de la presente descripcién, tal como se ha descrito anteriormente, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo y al menos un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La presente invencion también se refiere a una composicion farmacéutica que comprende al menos un derivado de

acido hidroxibisfosfonico de la invencion, tal como se ha descrito anteriormente, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo y al menos un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

1"
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Esta composicién se podra formular con el fin de permitir su administracién, en particular, por via subcutanea,
intravenosa, intramuscular o transdérmica, es decir, de preferencia en forma de una solucion inyectable o en forma
de un parche, y destinada a los mamiferos, incluyendo al ser humano. La posologia variara de acuerdo con el
tratamiento y de acuerdo con la afeccién en cuestion.

Los compuestos de la invencién como principios activos se pueden usar a dosis comprendidas entre 0,01 mg y 1000
mg al dia, administrados en una sola dosis una vez al dia o administrados en varias dosis a lo largo del dia, por
ejemplo dos veces al dia en dosis iguales. La dosis administrada al dia esta comprendida de forma ventajosa entre 5
mg y 500 mg, incluso mas ventajosamente entre 10 mg y 200 mg. Puede ser necesario usar dosis que parten de
estos intervalos que el propio experto en la materia puede tener en cuenta.

La presente invencién también tiene como objeto una composicion farmacéutica tal como se ha definido
anteriormente para su uso como medicamento. En particular, las composiciones de la invencidn se podran usar para
el tratamiento de una patologia de remodelacion ésea osteolitica u osteocondensante, tal como tumores dseos
primitivos (tales como un osteosarcoma, un condrosarcoma, un tumor de células gigantes o un sarcoma de Ewing),
metastasis 6seas, mieloma multiple. La presente descripcion también desvela una composicion de diagndstico tal
como se ha definido anteriormente para su uso como producto de diagndstico.

Las composiciones terapéuticas se pueden usar en un tratamiento antitumoral, en particular para tratar la
hipercalcemia maligna, los tumores 6seos primitivos y metastasis 6seas.

En el contexto de la presente descripcion, las composiciones de diagndstico se usan para la formacion de imagenes
del tejido 6seo.

También se describen composiciones terapéuticas usadas en el tratamiento de osteoporosis o en un tratamiento
antiinflamatorio, en particular para tratar la poliartritis reumatoide.

Los compuestos de férmula (1) se pueden preparar de acuerdo con las siguientes etapas sucesivas:

(a1) acoplamiento entre un compuesto de férmula (ll) siguiente:

PO,H,
OH

PO_H, D

XX

para la que X1 es tal como se ha definido anteriormente y X11 representa un grupo funcional-CHO, o -NHz, con un
compuesto de formula (l11) siguiente:

RT'_"Ao_Xs_Xu oy

para la que === Ao, R1y X3 son tal como se han definido anteriormente y Xi2 representa un grupo funcional -NH:
cuando X11 = CHO y representa un grupo funcional -CHO cuando X11 = NHz,

para proporcionar un compuesto de formula (1),

(b1) opcionalmente salificacion del compuesto de férmula () obtenido en la etapa (a1) precedente para
proporcionar una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y

(c1) separacién del medio de reaccion del compuesto de formula (I) o de una de sus sales farmacéuticamente
aceptables obtenido en la etapa (a1) o (b1) precedente.

Etapa (a1):

La reaccion de acoplamiento entre el aldehido (CHO) y la amina (NH2), para proporcionar un grupo funcional imino,
se puede llevar a cabo en un disolvente polar tal como agua, MeOH, EtOH, iPrOH, PrOH, tBuOH, BuOH, DMF,
DMSO, MeNO2, MeCN, THF, dioxano, piridina, HMPT, diglime, etilenglicol, glicerol, y sus mezclas y en particular tal
como agua, metanol y sus mezclas.

Una base se puede afadir opcionalmente al medio de reaccion, tal como NaOH, KOH, LiOH, Ca(OH)2, NaHCOs,

Na2C0s, KHCOs3, K2COs, Li2COs, NHs, una amina, piridina, picolina, quinoleina, DMAP, DBU, etc., y en particular tal
como NaOH o KOH.

12
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Por el contrario se puede afadir un acido tal como HCI, H2SO4, AcOH, CF3COOH, o incluso HCOOH.

La reaccion se podra llevar a cabo en particular a temperatura ambiente, es decir, a una temperatura comprendida
entre 15y 40 °C, en particular entre 20 y 30 °C, y en particular aproximadamente 25 °C.

Sin embargo, si los reactivos no son sensibles al calor, el medio de reaccion se puede calentar hasta la préxima 100-
150 °C.

En el contexto de este método se pueden usar etapas suplementarias de proteccién y desproteccion, si fuera
necesario, en particular en el caso desde el principio activo tenga otros grupos funcionales que puedan reaccionar
en las condiciones de la reaccion.

Etapa (b1):

La etapa de salificacion se llevara a cabo en presencia de un acido o de una base farmacéuticamente aceptable tal
como se ha definido anteriormente. Se podra tratar en particular de una base tal como NaOH, KOH, LiOH, Ca(OH)2,
NaHCOs, Na2CO3, KHCOs, K2COs, Li2COs, NH3, una amina, piridina, picolina, quinoleina, DMAP, DBU, etc., en
particular tal como NaOH o KOH, y en particular NaOH.

Etapa (c1):

El compuesto de férmula (I) obtenido de ese modo se podra separar del medio de reaccion con métodos bien
conocidos por el experto en la materia, como por ejemplo por extraccion, evaporacion del disolvente o incluso por
precipitacion y filtracion.

Ademas, este compuesto se podra purificar si fuera necesario con técnicas bien conocidas por el experto en la
materia, tal como mediante recristalizacion si el compuesto es cristalino, mediante cromatografia en columna sobre
gel de silice o en fase inversa o incluso mediante cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC).

Los compuestos de férmula (ll) se podran preparar mediante técnicas bien conocidas por el experto en la materia.

Cuando A2 = NRaso, el compuesto de formula (Il) se puede preparar a partir de un compuesto de formula (1V)
siguiente:

X11-Xa-As-H (V)

para la que X4, X11 'y A1 son tal como se han definido anteriormente
de acuerdo con las siguientes etapas sucesivas:

(a2) opcionalmente proteccion del grupo funcional X11 para proporcionar un compuesto de férmula (IVbis)
siguiente:

Xbis11-X4-A1-H (IVbis)
para la que X4 y A1 son tal como se han definido anteriormente y Xbis11 representa un grupo funcional CHO o

NH2 protegido,
(b2) reaccién del compuesto de férmula (1V) o (IVbis) con un compuesto de férmula (V) siguiente:

As-(CH2)n-A7 V)
para la que n es tal como se ha definido anteriormente y As y A7 representan, independientemente el uno del
otro, un grupo de partida tal como un atomo de halégeno, y en particular un atomo de bromo, un tosilato o incluso
un mesilato,
para proporcionar un compuesto de féormula (V1) o (VIbis) siguiente:

X11-X4-A1-(CH2)n-A7 v1)

Xbis11-X4-A1-(CH2)n-A7 (VIbis)
para el que X4, X141, Xbis11, A1, A7 y n son tal como se han definido anteriormente,
(c2) reaccién del compuesto de formula (V1) o (VIbis) precedente con una amina de férmula R3oNH2, R3o siendo
tal como se ha definido anteriormente para proporcionar un compuesto de formula (VII) o (Vllbis) siguiente:

X11-X4-A1-(CH2)n-NHR30 (Vi

13
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Xbis11-X4-A1-(CH2)n-NHR30 (Vllbis)

para el que X4, X11, Xbis11, A1, R3o y n son tal como se han definido anteriormente,

(d2) reaccion del compuesto de formula (V1) o (Vllbis) precedente con un acido de formula As-(CH2)mCOOH para
el que As representa un grupo de partida tal como un atomo de halégeno, un tosilato o un mesilato, o con acido
acrilico cuando m = 2 para proporcionar un compuesto de férmula (VIII) o (Vllbis) siguiente:

X11-X4-A1-(CH2)n-NR30-(CH2)m-COOH (V)

Xbis11-X4-A1-(CH2)n-NR30-(CH2)m-COOH (Vllibis)

para el que X4, X11, Xbis11, A1, R3o0, n y m son tal como se han definido anteriormente,

(e2) conversion del grupo funcional acido del compuesto de formula (VIII) o (Vllibis) precedente en grupo
funcional acido hidroxibisfosfénico para proporcionar un compuesto de férmula (ll) o un compuesto de formula
(lIbis) siguiente:

R, POH,

'30
A D
e m PO,H,

para el que X4, Xbis11, A1, R3o, n y m son tal como se han definido anteriormente,
(f2) opcionalmente desproteccion del grupo funcional Xbis11 para proporcionar un compuesto de férmula (11), y
(92) separacion del medio de reaccién del compuesto de férmula (1) obtenido en la etapa (e2) o (f2) precedente.

Etapa (a2):

Los compuestos de férmula (IV) son compuestos o bien disponibles en el mercado, o bien accesibles mediante
técnicas bien conocidas por el experto en la materia.

(Ibis)

El grupo funcional aldehido (CHO) se podra proteger con cualquier grupo protector bien conocido por el experto en
la materia y en particular en forma de acetal ciclico o no de férmula -C(OR36)(OR37) en la que Rss y Raz, son
idénticos o diferentes, de preferencia idénticos, y representan un grupo alquilo (C1-Cs) 0 Rs3s y Rs7 forman en
conjunto una cadena de formula -(CHz)p- con p representando 2 o 3, en particular 3.

El grupo funcional aldehido también se podra proteger en forma de acetal mediante reaccién con el alcohol
correspondiente, R3sOH y R37OH, de preferencia idénticos, o, cuando Rss y R37 forman en conjunto una cadena con
HO-(CHz)p-OH.

El grupo funcional amino (NH2) se podra proteger con cualquier grupo protector bien conocido por el experto en la
materia y en particular con un grupo Boc (butiloxicarbonilo).

Etapa (b2):

Por « grupo de partida », se hace referencia, en el sentido de la presente invencién, un grupo quimico que puede ser
desplazado facilmente por un nucledfilo durante una reacciéon de sustitucion nucledfila, siendo el nucledfilo mas
particularmente una amina, y en particular una amina secundaria. Un grupo de partida de ese tipo puede ser méas
particularmente un atomo de halégeno tal como un atomo de cloro, un mesilato (MsO-) o incluso un tosilato (p-Me-
Ph-O-).

Esta etapa se podra llevar a cabo en presencia de una base tal como K2COs. As y A7 podran representar cada uno
un atomo de haldégeno tal como un atomo de bromo.

Etapa (c2):

Esta etapa se podra llevar a cabo en un disolvente tal como THF, en particular a temperatura ambiente.

Etapa (d2):
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Esta etapa se podra llevar a cabo en presencia de una base tal como DIPEA, en particular en un disolvente tal como
un alcohol, por ejemplo metanol, y en particular a temperatura ambiente.

Etapa (e2):

En el transcurso de esta etapa, el grupo funcional acido carboxilico se podra activar, en particular en forma de
cloruro de acido (-COCI) o incluso de derivados de borano por reacciéon con un borano tal como catecolborano.

El grupo funcional acido carboxilico activado entonces se hace reaccionar con tris(trimetilsilil)fosfito y a continuacion
con un alcohol alifatico tal como metanol para proporcionar el grupo funcional acido hidroxibisfosfénico.

Etapa (f2):

Los grupos funcionales (aldehido o amino) en forma protegida se les protegen con técnicas bien conocidas por el
experto en la materia, en particular por tratamiento acido basico. Los derivados acetales se podran desproteger en
particular para liberar el grupo funcional aldehido en medio acido, en particular en presencia de HCI.

Etapa (g2): dias en la etapa (c1) precedente.

La presente descripcion también desvela un compuesto de formula (ll) siguiente:

PO,H,
X —X OH

11 1
H

para la que

- Xirepresenta una cadena -X4-A1-(CH2)n-A2-(CH2)m-,

- X11 representa un grupo -CHO o -NHz, y en particular -CHO,

- Xa representa un enlace sencillo o un grupo arilo o heteroarilo opcionalmente sustituido,

- A1 representa un enlace sencillo, O, S, NRz7, -C(O)-, -C(S)-, -C=N-, -N=C-, -C=C-, -C=C-, -OC(O)-, -C(0O)0O-, -
SC(0)-, -C(0)S-, -N(R28)C(O)- 0 -C(O)N(Rz9)-,

- Az representa un enlace sencillo, O, S, NRag, -C(O)-, -C(S)-, -C=N-, -N=C-, -C=C-, -C=C-, -OC(0O)-, -C(0)O-, -
SC(0)-, -C(0)S-, -N(R31)C(O)-, -C(O)N(R32)-, -O-(CH2CH20)k- 0 un grupo -Ag-(CHz)a-A10-CHz)b-A11-,

- A9y A11 representan cada uno, independientemente el uno del otro, O, S, 0 NRss,

- Aio representa un grupo arilo, heteroarilo o heterociclico,

- nrepresenta un numero entero comprendido entre 0 y 5, en particular comprendido entre 1 y 5, y en particular 3,

- mrepresenta un numero entero comprendido entre 0 y 5, en particular comprendido entre 1 y 5, y en particular 2,

- krepresenta un nimero entero comprendido entre 1y 10, en particular comprendido entre 1y 5,

- ay brepresentan, independientemente el uno del otro, un numero entero comprendido entre 0 y 5,

- R27 a R2g representan, independientemente los unos de los otros, un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo (C+-
Cs), ¥

- Rso a Rs2 y Ras representan, independientemente los unos de los otros, un 4tomo de hidrégeno o un grupo alquilo
(C1-Ce), cicloalquilo, heterociclico, arilo, heteroarilo o acilo, y de preferencia un atomo de hidrégeno o un grupo
alquilo (C1-Ce) 0 arilo, e incluso de preferencia un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo (C1-Cs) tal como metilo,

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
La presente descripcion desvela compuestos de formula (1) en la que:

- X1 representa una cadena -Xs-A1-(CH2)n-A2-(CH2)m-,

- X1 representa un grupo -CHO o -NHz, y en particular -CHO,

- Xarepresenta un grupo arilo o heteroarilo opcionalmente sustituido,

- Airepresenta un enlace sencillo, O, S, NRz7, -C(O)-, -OC(O)-, -C(O)O-, -SC(O)-, -C(O)S-, -N(R2s)C(0O)- o
-C(O)N(R29)-,

- Azrepresenta O, S, NRsp, -C(O)-, -OC(O)-, -C(0O)O-, -SC(0O)-, -C(O)S-, -N(R31)C(O)- 0 -C(O)N(Rs32)-,

- nrepresenta un numero entero comprendido entre 1 y 5, y en particular 3,

- mrepresenta un numero entero comprendido entre 0 y 5, en particular comprendido entre 1 y 5, y en particular 2,

- Ro7 a Rae representan, independientemente los unos de los otros, un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo (C1-
Cs), ¥

- Rso a Raz2 representan, independientemente los unos de los otros, un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo (C+-
Cs), cicloalquilo, heterociclico, arilo, heteroarilo o acilo, y de preferencia un atomo de hidrégeno o un grupo
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alquilo (C1-Ce) 0 arilo, e incluso de preferencia un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo (C1-Cs) tal como metilo,
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
La presente descripciéon desvela compuestos de formula (l1) en la que X1 no representa un enlace sencillo.

La presente descripcion desvela compuestos de formula (Il) en la que X4 representa un grupo arilo o heteroarilo
opcionalmente sustituido, y en particular un grupo arilo, tal como fenilo, opcionalmente sustituido.

La presente descripcién desvela compuestos de formula (Il) en la que Xa representa un grupo fenilo, naftilo o indolilo
opcionalmente sustituido, el grupo indolilo estando de preferencia unido a A1 por medio de su atomo de nitrégeno, y
de preferencia un grupo fenilo opcionalmente sustituido.

Los grupos arilo y heteroarilo, tales como fenilo, naftilo e indolilo, de X4 se podran sustituir como se ha definido
anteriormente, y en particular con uno o varios grupos elegidos en el grupo constituido por un atomo de halégeno,
NO: y alcoxi (C1-Ce), y en particular NOz.

La presente descripcion desvela compuestos de férmula (1) en la que A1 representa un enlace sencillo, O, S, NRz7, -
C(0)-, -OC(0)-, -C(0)0O-, -SC(0)-, -C(0)S-, -N(R28)C(O)- 0 -C(O)N(R29)-.

La presente descripcion desvela compuestos de férmula (I1) en la que A1 representa un enlace sencillo, O, S 0 NRzz,
en particular un enlace sencillo u O, y de preferencia O.

La presente descripcion desvela compuestos de férmula (Il) en la que A1 representa un enlace sencillo cuando Xa
representa un grupo heteroarilo, tal como un grupo indolilo, que comprende un atomo de nitrégeno y que se une a A+
mediante este atomo de nitrogeno. A1 sera diferente de un enlace sencillo, y en particular representara un atomo de
oxigeno, cuando X4 represente un arilo, al comun grupo fenilo o naftilo, o un heteroarilo unido a A1 por medio de un
atomo de carbono.

La presente descripcion desvela compuestos de férmula (1) en la que Az representa O, S, NR3op, -C(O)-, -OC(O)-, -
C(0)0O-, -SC(0)-, -C(0)S-, -N(R31)C(O)- 0 -C(O)N(R32)-.

La presente descripcion desvela compuestos de férmula (Il) en la que Az representa O, S o NRao, y de preferencia
NR3s0, con Rso tal como se ha definido anteriormente y que representa en particular un atomo de hidrégeno o un
grupo alquilo (C1-Ce) o arilo, y de preferencia un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo (C1-Cs) tal como metilo.

La presente descripcion desvela compuestos de formula (II) en la que A2 representa un grupo NRsp con Rao
representando un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo (C1-Cs), y de preferencia un grupo alquilo (C1-Ce) tal como
metilo.

La presente descripcion desvela compuestos de formula (1) en la que X1 representa una cadena de férmula -X4-A1-

(CH2)n-A2-(CH2)m- con:

- X4 representando un grupo fenilo, opcionalmente sustituido como se ha definido anteriormente y en particular
por NO2,

- A1 representando un atomo de oxigeno,

- Azrepresentando un grupo NR3o con Rso representando un grupo alquilo (C1-Cs) tal como metilo,
- nrepresentando 3,y

R, PO;H,

11 |
@) N OH
oS T-)/%

™ PO,H
RS 2 (11a)

para la que Rso, X11, Rx, n y m son tal como se han definido anteriormente.
Los compuestos de formula (1) se pueden preparar mediante técnicas bien conocidas por el experto en la materia.
Cuando Az = NRao, el compuesto de formula (1) se prevé preparar con el método que se ha indicado anteriormente,

opcionalmente con una etapa de salificacién si fuera el caso, antes o después de la ultima etapa de separacion del
medio de reaccion del compuesto preparado.
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La presente invencion se refiere mas particularmente a un compuesto de férmula (Il) elegido entre:

| 0, ONa
0, ONa ' o N P-OH
l | \H—GH e \/\;(\
WN\//\X O=Pu OH
o=p, OH NO2 NaO OH
20 NaO OH 35 ,
,D
O ONa o 0
o ! "F-OH HQ 0 )
e \/\?(‘ NaO-P o
| NO, NaG OH P=0
45 HO ONa 89

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

La presente descripcién también desvela el uso de un compuesto de férmula (ll) tal como se ha definido
anteriormente para preparar una molécula de interés terapéutico o de diagndstico vectorizada, en particular
destinada a dirigirse al tejido 6seo .

La molécula de interés terapéutico o de diagndstico, opcionalmente funcionalizado para tener un grupo funcional
X12 = CHO o NHz2, entonces se une al compuesto de formula (Il) por acoplamiento entre su grupo funcional Xi2 y el
grupo funcional X11 del compuesto de férmula (ll) (por acoplamiento entre CHO y NHy).

La molécula de interés terapéutico o de diagndstico, opcionalmente funcionalizado para tener un grupo funcional
X12 = CHO o NHz, entonces se une al compuesto de férmula (1) por acoplamiento entre su grupo funcional X2 y el
grupo funcional X11 del compuesto de férmula (1) (por acoplamiento entre CHO y NHy).

La molécula de interés terapéutico o de diagndstico podra ser una molécula util para el tratamiento o el diagnéstico
de una patologia de remodelacion 6sea osteolitica u osteocondensante, tal como tumores 6seos primitivos (tales
como un osteosarcoma, un condrosarcoma, un tumor de células gigantes, o un sarcoma de Ewing), metastasis
Oseas, mieloma multiple, desregulaciones del metabolismo fosfo-calcico tales como hipercalcemia, osteoporosis y
patologias inflamatorias tales como poliartritis reumatoide o desprendimientos periprostéticos.

La molécula de interés diagndstico podra ser mas particularmente una molécula util para la formacién de imagenes
médicas, en particular del tejido éseo, tal como una molécula fluorescente como el resto (5-dimetilamino)naftaleno-1-
sulfonilo (grupo dansilo), el resto 7-nitro-1,2,3-benzoxadiazol (grupo NBD), 1-pirenocarboxaldehido, fluoresceina y
sus derivados tales como isotiocianato de fluoresceina (FITC) y rodaminas tales como rodamina B, y los derivados
de cianina tales como fluorescianinas y galocianina; o una molécula luminiscente tal como derivados de dioxetano y
sulfuros alcalinos o alcalinotérreos.

La molécula de interés terapéutico podra ser mas particularmente un principio activo elegido entre agentes anti
cancerigenos, antiinflamatorios, antibiéticos, anestésicos, esteroides y péptidos con actividades de pro-formacion o
anti-resorcion osea.

La molécula de interés terapéutico se podra elegir en particular entre agentes anticancerigenos tales como
moléculas alquilantes tales como los analogos, en particular nitrogenados, del gas mostaza y de la ifosfamida y sus
derivados, o moléculas antineoplasicas tales como doxorrubicina, cisplatino, adriamicina, actinomicina, fluorouracilo,
metotrexato, etopdsido, vincristina, podofilotoxina, busulfan, docetaxel, 5-fuorouracilo y sus derivados;
antiinflamatorios como corticoides tales como dexametasona y sus derivados, o antiinflamatorios no esteroideos
tales como ibuprofeno, indometacina, bindazac, acido etoddlico, diclofenaco, lonazolac, y sus derivados; antibiéticos
tales como espiramicina; anestésicos tales como benzocaina; esteroides como los derivados de estradiol y de
estrona.
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La molécula de interés terapéutico podra ser en particular podofilotoxina o un analogo nitrogenado del gas mostaza.
La molécula de interés diagndstico podra ser un derivado de dansilo o de pireno.

La molécula de interés terapéutico o de diagndstico vectorizada podra ser mas particularmente una molécula de
férmula (1) tal como se ha definido anteriormente.

Descripcion de las figuras adjuntas

La figura 1 representa el porcentaje de células vivas de las lineas celulares POS1 y L929 en funcién de la
concentracion del compuesto 3 sometido a ensayo.

Las figuras 2a y 2b representan imagenes obtenidas mediante formacién de imagenes médicas mediante
fluorescencia del lomo o del vientre respectivamente de ratones después de inyeccién del vehiculo solo (control
negativo), del compuesto 49 de referencia o del compuesto 50 de referencia.

La figura 3 representa la evoluciéon a lo largo del tiempo de la liberacion de la molécula 114 a partir del
compuesto 115 de referencia en un caldo de cultivo de tumor.

La figura 4 representa la evolucién a lo largo del tiempo de la liberacion del metotrexato (MTX) a partir del
compuesto 80 de acuerdo con la invencién en un caldo de cultivo de tumor.

La figura 5 representa los resultados de actividad anticancerigeno en las lineas POS1 y L929 en funcién de la
concentracion del compuesto 3 de acuerdo con la invencion.

La figura 6 representa los resultados de actividad anticancerigeno en las lineas POS1 y L929 en funcion de la
concentracion del compuesto 21 de referencia.

La figura 7 representa los resultados de actividad anticancerigeno en la linea POS1 en funcién de la
concentracion del compuesto 80 de acuerdo con la invencion (MTX vectorizado) o del metotrexato (MTX).

La figura 8 representa los resultados de actividad anticancerigeno en la linea SaOS2 en funciéon de la
concentracion del compuesto 80 de acuerdo con la invencién (MTX vectorizado) o del metotrexato (MTX).

La figura 9 representa los resultados de actividad anticancerigeno en las lineas POS1 y L929 en funciéon de la
concentracién del compuesto (Ill) del documento WO 2009/083614.

Abreviaturas usadas

CCM Cromatografia en capa fina

CDI Carbonil diimidazol
DBU Diaza(1,3)biciclo[5.4.0Jundecano
DCM Diclorometano

DIPEA Diisopropiletilamina

DMAP  Dimetilaminopiridina

DMF Dimetilformamida

DMSO Dimetilsulfoxido

EDCI 1-Etil-3-(3-dimetidaminopropil)carbodiimida
eq. Equivalente

ES Electronebulizacion

HMDS Hexametildisilazano

HMPT  Hexametilfosforamida

HOBt 1-Hidroxibenzotriazol

PTSA  Acido para-toluenosulfénico

Py Piridina

RMN Resonancia magnética nuclear
TA Temperatura Ambiente

TEA Trietilamina

Tf Triflato

THF Tetrahidrofurano
Ejemplos

1. Sintesis de los compuestos

1.1_Sintesis de las moléculas de féormula (l1)

El compuesto 20 se prepard de acuerdo con el siguiente esquema de reaccion:
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O
oH HDmDH, @ [ OH
— S %)
PyPTSA
14

P ;
HG  ©H ,B0°C .
Br

Hzc 03

acido acrilico

13

DIPEA
MeQH
1. Catecolbarano
[ ? o rlq o 2. B(OSiMes)s (\ T o I!J Q‘FESH
R 3. MeOH R
o . Q
17 18 HO OH
1. HCI
2. NaQH, pH=9
0, ONa o 0, ONa
L cis | | -
WN P OH - = C‘WN\/*F ONa
[l _/T0oH
- O
Nqn:j. UH 19 MaD ONa

Compuesto 14:

/3
o OH

14

Una solucion de 13 (5 g, 41 mmol, 1 eq.), de piridina (176 mg, 2,2 mmol, 0,05 eq.) y de PTSA-H20 (429 mg, 2,2
mmol, 0,05 eq.) en etilenglicol (100 ml) se agité a 80 °C durante 1 h. La reaccion se siguié por CCM. La mezcla de
reaccion que contenia 14 se usoé en la siguiente etapa sin ningun tratamiento. La molécula se caracterizé por su

10  espectro de RMN 1H.
Compuesto 15:
{3
o O ~_-Br

15
El K2COs3 (6,5 g, 47 mmol, 1,15 eq.) y a continuacién 1,3-dibromopropano (16,6 ml, 1,64 mmol, 4 eq.) se afiadieron a
la mezcla de reaccién de la etapa precedente siempre a 80 °C. Después de 2 h de agitacion a la misma temperatura,
la mezcla de reaccion se enfrid. Se afiadieron 100 ml de agua. La solucion obtenida se extrajo con de éter y la fase
organica se seco con Na2SO4 anhidro. Después de concentracion a presion reducida (2,5 kPa (25 mbar), 90 °C), e
20 compuesto 15 en bruto (12 g) se obtuvo en forma de un aceite de color naranja que se uso en la siguiente etapa sin
purificacion adicional. La molécula se caracterizé por su espectro de RMN 1H.
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Compuesto 16:

|
ZO\LO/O\/\/NH
16

La solucién de 15 en bruto (~41 mmol, 1 eq.) de la etapa precedente en MeNH2 (2M/THF) se dejé a TA durante 16 h.
La mezcla de reaccién se concentr6 a presion reducida y se somete a cromatografia sobre silice (gradiente de DCM
a DCM: MeOH = 5:1). Por lo tanto, se obtuvieron 6,9 g de 16 con un rendimiento de un 71 % en tres etapas a partir
de 13. La molécula se caracteriz6 por su espectro de RMN 1H.

L3 |
OIKED,O\,/\/N\/\FO
17 OH
Una solucién de 16 (6,9 g, 29 mmol, 1 eq.) en una mezcla de de MeOH (120 ml), de DIPEA (23,9 ml, 145 mmol, 5
eq.) y acido acrilico (7,7 ml, 116 mmol, 4 eq.) se dejé a TA durante 3 dias. La mezcla de reaccién se concentré a

presion reducida a 40 °C y se sometié a cromatografia sobre silice (gradiente de DCM a MeOH). Por lo tanto, se
obtuvieron 4,4 g de 17 con un rendimiento de un 49 %. La molécula se caracteriz6 por su espectro de RMN 1H.

Compuesto 17:

Compuesto 20:

O | 0\\ ,ONE
| O N 0N
o=F, OH

A una solucién de 17 (730 mg, 2,36 mmol, 1 eq.) en THF (5,5 ml), se afiadié catecolborano (5 ml, 1 M /THF, 5 mmol,
2,1 eq.) se afiadié con agitacion a TA en atmoésfera de argén (desprendimiento de hidrogeno). 3 min después, se
afadio tris(trimetil-silil)fosfito (2,5 ml, 8,26 mmol, 3,5 eq.) de una sola vez y la agitacién continué durante 16 h a TA.
Se afiadi®¢ MeOH (3 ml) y la meta que contenia un precipitado de color blanco se agité durante 30 min. A
continuacién, se afiadié un exceso de éter y después de agitacion, el precipitado de color blanco se separo, se lavé
con éter, se secO a vacio y se disolvié en una solucion acuosa de HCI (2 M, 4 ml) a TA. Después de 10 min, la
solucion se basificé hasta pH = 8-9 con NaOH concentrado y la solucién obtenida se sometié a cromatografia (C18,
gradiente de MeOH al 3 %/H20 a MeOH al 50 %/H20). Por lo tanto, se obtuvieron 435 mg de 20 con un rendimiento
de un 40 %. La molécula se caracterizd por su espectro de RMN 1H y su espectro de masas (ES).

Mediante sintesis similares, se sintetizd una serie de analogo de la molécula 17. Esta serie comprende ejemplos de
nucleos de arilo/heteroarilo diferentes, grupos protectores alternativos asi como aldehidos libres.

Los compuestos mencionados anteriormente se prepararon de acuerdo con un protocolo de sintesis analogo al del

compuesto 17. Para los compuestos 9e3 y 9e4, los grupos funcionales aldehidos se protegieron de acuerdo con los
protocolos que siguen a continuacion:
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O~ ~N \/\fo
9e3 OH
Compuesto 9e3: 2,4-dinitrofenilhidrazina (447 mg, 1,356 mmol, 2 eq.) se afiadié a la solucion de 9e1 (200 mg,
0,678 mg, 1 eq.) en MeOH (5 ml) y la suspension obtenida se agité a TA durante 3 h. El precipitado de color rojo se

filird y se introdujo en una columna de gel de silice en una solucion de DMSO. Después de elucién (gradiente de
MeOH a agua), se obtuvieron 140 mg (43 %) de producto final 9e3 en forma de un polvo de color rojo oscuro.

)

NN
O/ I
O ~N O
9e4 \/\54

Compuesto 9e4: Una solucion de 9e1 (100 mg, 0,339 mg, 1 eq.) y de N,N’-dimetil-(1,3-diaminopropano) (35 mg, 0,34
mmol, 1 eq.) en MeOH (1 ml) se evapord en seco durante 15 min a 50 °C para obtener el producto final puro 9e4
(126 mg, 98 %).

Todos estos productos se caracterizaron por sus espectros de RMN 1H.

1.2. Sintesis de las moléculas de féormula (1)

El compuesto 3 de acuerdo con la invencién y el compuesto 4 de referencia, derivados de podofilotoxina, se
prepararon a partir del compuesto 20 precedente de acuerdo con el siguiente esquema general:
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Compuesto 22:

/
o
0] NH;
/ NH
Q

22

5 EI DCM (6 ml) se afadié a una mezcla seca de podofilotoxina 21 (90 mg, 0,217 mmol, 1 eq.) y de CDI (176 mg,
1,085 mmol, 5 eq.) a TA en atmdsfera de argén. Después de 1 h, se afiadid NH2NH2-H20 (1 M/MeCN, 2,17 ml, 2,17
mmol, 10 eq.) a la solucion transparente obtenida. Después de 10 min, la mezcla de reaccion se introdujo sobre una
columna de gel de silice (60 cm3) y se sometid a cromatografia (gradiente de DCM a DCM:MeOH = 10:1) para
proporcionar el compuesto 22 en forma de un polvo de color blanco (99 mg, rendimiento = 97 %). La molécula se

10  caracterizo6 por su espectro de RMN 1H.

Compuesto 23:

OH oH
< N
“NH,
B 0]
~ ~
@) (@)
O«
23
15
NH2NH2-H20 (2 ml) se afiadié a una solucién de podofilotoxina (400 mg, 0,966 mmol) en MeOH (8 ml). Esta solucién
se concentro a vacio a 50 °C y el resto obtenido se sometié a cromatografia sobre gel de silice (gradiente de DCM a
MeOH). Por lo tanto, el compuesto 23 se obtuvo en forma de una espuma de color blanco sélido (410 mg,
rendimiento = 89 %). La molécula se caracterizé por su espectro de RMN 1H.
20

Compuesto 3:

/
0 Q)
/ NH
O O N=
\
3 O
\_\_ /
g,ONa
Ca “OH
NaO”\ OH

25  Una solucién de 20 (96 mg, 0,21 mmol, 1 eq.) en agua (1,5 ml) se afiadié a una solucién de 22 (119 mg, 0,252 mmol,
1,2 eq.) en MeOH (1,5 ml). La mezcla obtenida se dejo a TA durante 16 h. Después de dilucion con iPrOH, el
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precipitado formado se filtrg, se lavé con iPrOH y se secd. Se obtuvieron 150 mg del compuesto 3 en bruto con un
rendimiento de un 80 %. Después de purificacién por cromatografia (C18, gradiente de MeOH al 3 %/H20 a MeOH),
evaporacion y cristalizacion (H20-iPrOH-Et20), se obtuvieron 75 mg del compuesto 3 en forma de un polvo de color
blanco (rendimiento = 40 %). La molécula se caracterizé por su espectro de RMN 1H y su espectro de masas (ES).

Compuesto 4:

Na
O‘\F?'OH
\/WZ\OH
o=P~
NaO H
~o o
O""'-.
4

A una suspension de 23 (94 mg, 0,21 mmol, 1 eq.) en agua (1 ml), se afadi6 NaOH (2 M, 5 gotas). A la solucion
obtenida ligeramente turbia, se afiadié una soluciéon de 20 (136 mg, 0,3 mmol, 1,4 eq.) en agua (1 ml) y la mezcla
obtenida se agité bien. Después de 1 h, el pH de la soluciéon obtenida ligeramente turbia se ajusté a 7 con varias
gotas de tampodn fosfato concentrado. Después de 16 h a TA, la solucién casi transparente se introdujo en una
columna C18. Después de la elucion (gradiente de MeOH al 3 %/H20 a MeOH al 50 %/H20), se obtuvo el
compuesto 4 (150 mg, rendimiento = 81 %). La molécula se caracterizé por su espectro de RMN 1H y su espectro de
masas (ES).

« El compuesto 32 de referencia, analogo nitrogenado del gas mostaza (agente antitumoral alquilante), se preparé
de acuerdo con el siguiente esquema de reaccién:

Moy —— Hoﬁoj\ 0/© = (;j;lfl\o/ﬁoj\osz
N

HO
26 o7 28
MeOTf
HN/\/CI
L o 2~ 2
N
CI‘-\/\NJLO [o) 0 (-\j\l (o] o] 0
CI\/’ @}\'#
30 29
HzNNHZJ
? | o8N
o] O N )L 7 O ~UN P=0
Jo~ M oy S O~"NTO © HN—N,\©/ Mol
CI""‘/\N o 0" N 2 \) 4\ "OH
H ¢ ONa
Ci 31 32

Compuesto 27:

24



10

15

20

25

30

35

40

ES 2743276 T3

e

HO O

27

El THF (20 ml) y DCM (10 ml) se afiadieron a NaHCOs (3 g) en atmdsfera de argén, a continuacion etilenglicol (8 ml,
144 mmol, 5,8 eq.) seguido por cloroformiato de fenilo (3,2 ml, 25 mmol, 1 eq.) a TA. La mezcla de reaccién se agitd
bien durante 5 h a TA (desprendimiento de CO2 observado). A continuacion se afiadié DCM (150 ml) y la mezcla
obtenida se agitd bien. La solucién se filtré a través de Na2SOa4 anhidro y el resto obtenido se lavo varias veces con
DCM filtrado a través de Na2SO4 anhidro. La soluciéon obtenida se concentré a vacio y se sometié a cromatografia
sobre gel de silice (gradiente de DCM a Et20) lo que proporciond el compuesto 27 en forma de un aceite incoloro
(2,5 g, rendimiento = 56 %). La molécula se caracteriz6 por su espectro de RMN 1H.

Compuesto 28:

ElI CDI (1,39 g, 8,58 mmol, 3 eq.) se afiadié a una solucién de 27 (5620 mg, 2,86 mmol, 1 eq.) en THF (4 ml) a TA en
atmosfera de argon. Después de 10 min, el precipitado formado se separé y la solucion restante se introdujo en una
columna de gel de silice y se sometié a cromatografia (Et2O) para proporcionar el compuesto 28 (270 mg,
rendimiento = 34 %). La molécula se caracterizé por su espectro de RMN 1H.

Compuesto 30:

220
Cl
30

El MeOTf (97 mg, 67 pl, 0,59 mmol, 1,2 eq.) se afiadié a una solucion de 28 (135 mg, 0,49 mmol, 1 eq.) en DCM
(3 ml) a 0 °C en atmdsfera de argon. Después de 1 h de agitacion, se anadio di(2-cloroetil)amina (139 mg, 124 pl,
0,98 mmol, 2 eq.), recién preparada a partir de su clorhidrato (extraccion en DCM/NaHCOs 2 M, la fase organica
habiendo sido secada sobre Na2SQO4 anhidro y concentrada a vacio a TA), y la mezcla de reaccion se dejo recalentar
de forma progresiva a TA durante 3 h. La mezcla de reaccion resultante a continuacién se introdujo en una columna
de gel de silice y se sometié a cromatografia (gradiente de ciclohexano a Et20) para proporcionar el compuesto 30
(130 mg, rendimiento = 76 %). La molécula se caracterizé por su espectro de RMN 1H.

Compuesto 31:

e o)

CI“‘/\N/LLO/M\O/QN'NHz

C]\/I H

31

El NH2NH2-H20 (1 M/MeCN, 342 pl, 342 mmol, 2 eq.) se anadié a una solucion de 30 (60 mg, 0,171 mmol, 1 eq.) en
DCM (1 ml). Después de 40 min, la mezcla de reaccion se introdujo sobre una columna de gel de silice (20 cm?3) y se
sometié a cromatografia (gradiente de DCM a DCM:MeOH = 10:1) para proporcionar el compuesto 31 en forma de
un aceite de color amarillo claro (32 mg, 65 %). La molécula se caracteriz6 por su espectro de RMN 1H.

Compuesto 32:

25
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32

7 O ~N N
N—N ~"oH
L /R~0OH

O ONa

Una solucién de 20 (46 mg, 0,101 mmol, 1 eq.) en agua (300 pl) se afiadid a una solucién de 31 (29 mg, 0,101
mmol, 1 eq.) en MeOH (300 ml) a TA. Un aceite se separa a continuacion de la mezcla turbia obtenida. Después de
5 agitacién con el aceite se transforma progresivamente en cristales. La mezcla se dejé6 a TA durante 16 h, a
continuacion les cristales se filtraron, se lavaron (MeOH al 50 % en la cual, a continuacién con MeOH) y se secaron
a vacio. Por lo tanto, el compuesto 32 se obtuvo (30 mg, rendimiento = 41 %). La molécula se caracterizd por su
espectro de RMN 1H y su espectro de masas (ES).

10 -

El compuesto 36 de acuerdo con la invencion, analogo del compuesto 3, se preparé de acuerdo con el siguiente

esquema de reaccion, de acuerdo con protocolos que se han descrito anteriormente:

o 1. Calecolbarana
2. P(OSiMes);
D'L\Cj:ﬁﬁ N © 3. MeQH
NG, OH

| & ;_:123 c18
S L F=OH -
| P o=, oH X

WOz Mal OH
as

15

[ Q pH
CI
E\GH
1. HCI
2. NaQH, pH=9
? I PNB
GWN P Oia
_ TOH
MOy Maty OMa
34
I g, ONa

La molécula 36 se caracteriz6 por sus espectros de RMN 1H y 31P.

e Las moléculas 41 y 42, compuestos de acuerdo con la invencion, que portan un resto de pass mostaza, se
sintetizaron de acuerdo con el siguiente esquema de reaccién, de acuerdo con protocolos que se han descrito

anteriormente:
20

26
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il Cl P
~ - 3 i
] ~M
pocia  + :g\..r\ tolueno, TEA CI’('EHN\""\ tolueno, TEA C:!"'l? \""\‘\CI
cl reflujo cl cl reflujo )/ Nl
v
el cl
39
NHNH;
r//q cl
HO, | e H S
MaO-P M o S, ,N"-p-"N 20 ﬁ"”
HDWW l\.‘ N \-H\CI = HaN- NN
;p{:‘:l - M H.n Cl
HO ONa j \L 1
Cl
41 Cl cl 40 cl

NaO—P N 0 x> MN-p-N a5
Y
HO ONa . 0N j \L
Cl

Las moléculas 41 y 42 se caracterizaron por sus espectros de RMN 1H y 31P.

5 < El compuesto 46 de acuerdo con la invencién, que porta un resto del gas mostaza, se sintetizé6 de acuerdo con
el siguiente esquema de reaccion, de acuerdo con protocolos que se han descrito anteriormente:

1. Calecolbarana q OH
I 2. P(OSiMeg); | Lt
GW”V\T%‘:‘ 3. MeOH - G GW““‘-’"?(.
o OH
OH 0 0=
C NO, C NO; ng on
O  om 0. 43
1. HCI
2. MaOH, pH=8
Dn..x’“vf‘l'l \_/“;ng?{ c18 Umf“-v"!‘ \r"‘t?jipﬁgza
-
(©: o=p, 9H o=g, OH
i NO2 MaQO CH | NO; NaQ ONa
45 0 a4

M
!
- —— e - = M, ,-!“"--._/
HG o OpN ZNby
46 o
Cl
10 La molécula 46 se caracterizé por su espectro de RMN 1H y 31P.
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e La molécula 48 de referencia, que porta un resto de dansilo util para la formacién de imagenes médicas por
fluorescencia, se sintetizé6 de acuerdo con el siguiente esquema de reaccion a partir del compuesto 47
disponible en el mercado, de acuerdo con protocolos que se han descrito anteriormente:

-NH
HNT 2
0=5=0
NaQ Q
20 _ HO™P N\/\\/O
OO HO>(\/ \©/\
R0
_No 47 HO ONa

48

La molécula 48 se caracteriz6 por su espectro de RMN 1H y 31P.
e La molécula 50 de referencia, que porta un resto de fluoresceina modificada util para la formacion de imagenes

10 médicas por fluorescencia, se sintetizé de acuerdo con el siguiente esquema de reaccion a partir del compuesto
49 disponible en el mercado, de acuerdo con protocolos que se han descrito anteriormente:

HNT s NaO Q e

H
HO— P N S S
20 Y\/ ~NA0 N \f 00H

—_— HO

=
- HN o]
> o
COOH HO ONa O O
X =
O

o 50

OH

15 La molécula 50 se caracterizé por su espectro de RMN 1H y 31P.

» Las moléculas 55 y 56 de referencia, que portan un resto de pireno util para la formacion de imagenes médicas
por fluorescencia, se sintetizé de acuerdo con el siguiente esquema de reaccion:
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/Yo
‘ o~
NaBH, NaH, BrCH,COOEt O‘

,NH
Nagp e O‘ 2
o @

AN
HO ONa

55

pADS
-NH
wap I )
HO—P: N_~_-0
0 &

o
HO ONa O2N

56

Compuesto 52:

NaBHs (124 mg, 3,27 mmol) se afadié a una solucion del compuesto 51 disponible en el mercado (250 mg,
1,09 mmol) en MeOH (2 ml). 5 min después, el pH se ajusté a 1 con una solucion de HCl 1 M y la mezcla obtenida
se diluy6 con agua. El precipitado se filtrd, se lavd con agua, y se sec6d. De ese modo se obtuvieron 250 mg del
compuesto 52 con un rendimiento de un 99 %.

Compuesto 54:

Se afiadi6 NaH (41 mg, 1,03 mmol) a una solucién del compuesto 52 (200 mg, 0,862 mmol) en dimetilformamida
(3 ml) y la mezcla se agitdé 2 min a temperatura ambiente. Se afiadié bromoacetato de etilo (144 pl, 1,03 mmol) a la
misma temperatura y la agitacién continué durante 1 h. Se afiadi6 NH2NH2-H20 (1 ml) se afiadié y la agitacion
continué durante 2 h a temperatura ambiente. Se afiadié agua (40 ml) seguido de ciclohexano (40 ml). El precipitado
obtenido se filtro, se lavo con MeOH, y se secé. De ese modo se obtuvieron 102 mg del compuesto 54 con un
rendimiento de un 39 % (en dos etapas).

Compuestos 55 y 56:

Estos compuestos se obtuvieron a partir del compuesto 54 pendiente protocolos que se han descrito anteriormente.
Las moléculas 55 y 56 se caracterizaron por los espectros de RMN 1H y 31P.

« La molécula 57 de referencia, que porta un resto de fluoresceina modificada util para la formacion de imagenes

médicas por fluorescencia, se sintetizd de acuerdo con el siguiente esquema de reaccion a partir del compuesto
49 disponible en el mercado, de acuerdo con protocolos que se han descrito anteriormente:
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HO (0] OH
qugga O:N R O ‘
H0>k\//\ | _ -r O
HO-P ,\'\ N-/\/\O O:'—:!\/\
NaG 0 Me %/
H
s HN T 49
S

O’(T:;]
HO ONa

P=0 O:N SN
HO“‘& -~ - S
HO- F’ ‘\/\N ._/’\O, ==
NaOo Me

La molécula 57 se caracterizé por su espectro de RMN 1H y 31P.
5 + La molécula 58 de referencia, que porta un resto de dansilo Util para la formacion de imagenes médicas por

fluorescencia, se sintetiz6 de acuerdo con el siguiente esquema de reaccién a partir del compuesto 47
disponible en el mercado, de acuerdo con protocolos que se han descrito anteriormente:

NaOQ O Me

vy |

HO-P. N0 S 0 ‘ 4
Ho>l/\/ . + 'H‘s” N
R=0 O-N HoN" Q \

HO ONa 2 O

35 47
/
Hhé? O N

NaQ 9 Me N O \
HO-P Ne_~_0O
Hc;a//“\vf

P-"‘-\'
/N0
HO ONa ON

58
10
La molécula 58 se caracteriz6 por su espectro de RMN 1H y 31P.

e La molécula 59 de referencia, que porta un resto de rodamina B util para la formaciéon de imagenes médicas por
fluorescencia, se sintetizé de acuerdo con el siguiente esquema de reaccién:
15
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H
Br
+ ——
L4 EO
Br Br 60
NaQ P e H H o}
HO-P N ~-0 X NN
N N
AR e
), OH

-

59

Compuesto 60:

La mezcla de fenol (10 g, 106 mmol) y de bromoanhidrido del acido bromoacético (9,16 ml, 106 mmol) se calent6 a
90 °C durante 10 min, a continuacion todos los componentes volatiles se evaporaron en seco a 90 °C a vacio. De
ese modo se obtuvieron 23 g del compuesto 60 con un rendimiento casi cuantitativo.

Compuesto 61:

Una solucién del compuesto 60 (0,243 ml, 2,2 mmol) y de rodamina B disponible en el mercado (884 mg, 2 mmol) en
MeNO:2 (5 ml) se agité a 80 °C durante 5 min, a continuacion se evaporé en seco a vacio a la misma temperatura.
De ese modo se obtuvo compuesto 61 en forma de sélido de color negro amorfo (1,22 g, rendimiento =100 %).

Compuesto 62:

Una solucion de tiocarbohidrazida (233 mg, 2,2 mmol) en NaOH 2 M (2 ml) se afiadio a una solucion de 20 (100 mg,
0,22 mmol) en agua (2 ml). La solucién transparente se evaporé a 60 °C en seco. Se afiadié agua (2ml) y la
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solucion se volvio evaporar a 60 °C en seco. El residuo se sometié a cromatografia en columna C18 para
proporcionar el compuesto 62, 71 mg, so6lido amorfo, rendimiento = 60 %.

Compuesto 59:

Una solucién de 62 (10 mg, 0,0184 mmol) y de 61 (48 mg, 0,073 mmol) en una mezcla de de agua (1 ml) y de THF
(1 ml) se agité 2 h a 40 °C. A continuacion se afiadi6 MeOH seguido de Et20. El precipitado formado se filtré (14 mg)
y se sometid a cromatografia sobre columna C18. De ese modo se obtuvieron 2 mg del compuesto 59,
rendimiento = 10 %. La molécula 59 se caracteriz6 por su espectro de RMN 1H y 31P.

* La molécula 63 de referencia, que porta un resto del gas mostaza, se sintetizé6 de acuerdo con el siguiente
esquema de reaccion:

-N 68 Cl
|
(0] \
67 Cl
H H
N N.

Compuesto 65:

Una mezcla de 64 (10 g, 74,6 mmol), de glicerol (4,6 g, 74,6 mmol) y de acido para-toluenosulfénico (710 mg,
3,7 mmol) en benceno se calentd a reflujo (Dean-Stark) durante 5 h, a continuacién se enfrié a la TA. Un exceso de
K2CO3 anhidro se afiadio, la mezcla se agité bien, a continuacion se filtro a través de K2COs anhidro, se evaporé a
vacio, se sometid a cromatografia sobre gel de silice. De ese modo se obtuvo el compuesto 65 (6,3 g,
rendimiento = 47 %) en forma de un aceite de color ligeramente amarillo.

Compuesto 66:

El NaBH4 (427 mg, 11,2 mmol) se afiadid progresivamente a una solucion enfriada con agua fria de 65 (1 g,
5,6 mmol) en MeOH (5 ml) y la mezcla obtenida se agité durante 5 min a la TA. El pH de la mezcla se ajustd a 7 con
un tampén fosfato. Una mezcla MeOH: DCM = 1:1 se afiadi6é seguido de Na2SQO4 anhidro y la mezcla final se agito
bien, a continuacion se filtré6 a través de Na2SO4 anhidro y se concentré a vacio. El compuesto 66 se obtuvo
(980 mg, rendimiento = 96 %).
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Compuesto 67:

El HMDS-Na (2 M en le THF, 1,67 ml, 3,34 mmol) se afiadié a -120 °C en atmdsfera de argén a una solucién de 66
(500 mg, 2,78 mmol) en THF (23 ml). Después de 10 min a -120 °C, se afiadié dicloruro bis(2-cloroetil)fosforamidico
(720 mg, 2,78 mmol) en THF (4 ml) de una sola vez. La mezcla de reaccion se volvié a calentar de forma progresiva
a la TA durante 1,5 h, a continuacion se enfrié a -90 °C. A esta temperatura, se afiadié una solucién de amoniaco en
DCM (1,5 M, 5,7 ml, 8,62 mmol). El bafo frio se retird, la mezcla de reaccion se agité a la TA durante 1 h, se afiadio
silice con MeOH vy el disolvente se evaporé a presion reducida a 40 °C. Después de cromatografia sobre silice
(gradiente a partir de DCM hasta DCM: MeOH = 5: 1) y evaporacion del disolvente, el compuesto 67 se obtuvo
(1,03 mg, 96 %).

Compuesto 68:

El compuesto 67 (1 g, 2,6 mmol) se solubilizé en 15 ml de DCM en el que se afiadieron 50 ml de Et20. La solucion
obtenida se agité bien con HCI 2 M, se lavé con agua, a continuacidon con una solucion saturada de NaHCOs. La
fase organica se sec6é con Na2SO4 anhidro y se concentrd a vacio a 40 °C. El compuesto 68 se obtuvo (610 mg,
69 %).

Compuesto 69:

Una solucion de tiocarbohidrazida (400 mg, 3,78 mmol) en NaOH 1 M (6 ml) se afiadié a una solucién de 68
(128 mg, 0,378 mmol) en MeOH (11 ml) a la TA. Después de 40 min la mezcla se diluyé con una solucion saturada
de NaCl y se extrajo con DCM (5 veces). La fase organica se secé con Na2SO4 anhidro y se concentré a vacio a
40 °C. El compuesto 69 se obtuvo (50 mg, 31 %).

Compuesto 63:

Una solucion de 20 (50 mg, 0,11 mmol) en agua (1 ml) se afiadio a una solucion de 69 (50 mg, 0,117 mmol) en THF
(3 ml) a la TA. La solucién obtenida se evapor6 a vacio a 60 °C. Se afadié THF (3 ml) seguido de agua (0,5 ml) al
resto tenido y la mezcla se calenté 5 min a 60 °C. Se afadieron 3 gotas de NaOH 2 M a la solucién obtenida y la
mezcla de reaccion (pH = 9-10) se dejé durante 16 h a la TA. Después de una purificaciéon mediante cromatografia
en columna C18, se obtuvo el compuesto 63 (20 mg, rendimiento = 21 %). La molécula 63 se caracterizé por su
espectro de RMN 1H y 31P.

* La molécula 70 de referencia, que porta un resto de ibuprofeno, se sintetiz6 de acuerdo con el siguiente
esquema de reaccion:

i Br. 0]
e 2 o ~
| | r + o _(i: \ ( g I/ || —

e OH x._.:r"-' "'\-_,-' _/w,_\_w_._.-
ibuprofena 60 . . i \
i HO ONa |

_.-"'-'::;_1:\_,-"‘_"‘-.,_:_-:-@ 0 m ) __..-"'M'.:_p:.-"' -._L{.-_-.cl a r:.“w..‘ U O
—_— 1 i | I H
A Oy NHa P 0--JLHNth-..x T g e "J“F' el
H i

T2 H 70 Mea o ONa |

Compuesto 72:

A la TA, el compuesto 60 (312 mg, 1,45 mmol) se afiadié a una mezcla de ibuprofeno (250 mg, 1,21 mmol) y de
Na2COs (128 mg, 1,21 mmol) en DMF (3 ml) y la mezcla obtenida se agité durante 30 min a la TA. A esta mezcla,
que contenia el compuesto 71 en bruto, se afiadi6 DCM (20 ml) a la TA, seguido de hidrato de hidracina (1 M en
MeCN, 3,7 ml, 3,7 mmol), la mezcla obtenida se agité durante 30 min, a continuacién se diluyé con éter (60 ml), se
extrajo 5 veces con NaOH 0,1 M, se secd con Na2SOs anhidro y se concentré a vacio a 40 °C. El compuesto 72
(170 mg, rendimiento = 51 % en dos etapas) se obtuvo.

Compuesto 70:

Una solucion de 20 (25 mg, 0,0568 mmol) y de 72 (19 mg, 0,0681 mmol) en una mezcla de H20:THF = 1:1 (3 ml) se
evaporé a vacio a 60°C. El mismo ciclo de solubilizacién/evaporacion se repiti6 2 veces. Después de una
purificacion mediante cromatografia en columna C18, el compuesto 70 (24 mg, rendimiento = 49 %) se obtuvo.

La molécula 70 se caracteriz6 por su espectro de RMN 1H y 31P.
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e La molécula 73 de acuerdo con la invencion, que lleva un resto de producto anticancerigeno metotrexato, se
sintetiz6 de acuerdo con el siguiente esquema de reaccion:

HO E T i I
Ho g © © o o
Metotrexato | 0 74
e
. Ifm‘,l‘r. Mo, -NH;
o ; g | PN N'.?"-H]g M
HDJL”W [ P - NHs _2?
Dk}r-F\Df-%ﬂ o 75
Mo N
[ o .
_.-'N._\-_;_ N NHE
| PP
| cll H NS NF
M i MH
l MO xr'“a.f H
| )
. =" o
HO = P ™ M O o JHNH
| Ho:?.: 7 TN
[ HO' LD e 73

Compuesto 74:

A la TA, el compuesto 60 (57 mg, 0,264 mmol) se afiadié una mezcla de metotrexato (100 mg, 0,22 mmol) y de
Naz2C0s (23 mg, 0,22 mmol) en DMF (1 ml) y la mezcla obtenida se agité durante 24 h a la TA. Esta mezcla se trato
mediante cromatografia sobre silice (DCM — MeOH). El compuesto 74 (45 mg, rendimiento = 35 %) se obtuvo.

Compuesto 75:

Una mezcla de 74 (40 mg, 0,0679 mmol), MeOH (16 ml), DCM (10 ml), THF (2 ml) e hidrato de hidracina (1 M en
MeCN, 0,1 ml, 0,1 mmol) se evaporé a 40 °C a vacio. El residuo se solubilizé en 1 ml de agua, se diluyé con MeOH,
a continuacion con un exceso de Et20. El precipitado obtenido se filtrd, se lavé con Et20 y se secd. El compuesto 75
(30 mg, rendimiento = 84 %) se obtuvo.

Compuesto 73:

Una solucion de 20 (32 mg, 0,0712 mmol) y de 75 (25 mg, 0,0474 mmol) en una mezcla de H20:THF = 1:1 (3 ml) se
evaporé a vacio a 60°C. El mismo ciclo de solubilizacién/evaporacién se repiti6 2 veces. Después de una
purificacién mediante cromatografia en columna C18, el compuesto 73 (23 mg, rendimiento = 50 %) se obtuvo.

La molécula 73 se caracteriz6 por su espectro de RMN 1H y 31P.

« La molécula 80 de acuerdo con la invencion, que lleva un resto de producto anticancerigeno metotrexato, se
sintetizd de acuerdo con el siguiente esquema de reaccion:
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Compuesto 76:

Se prepard de la misma manera que el compuesto 60. El producto final cristalino se obtuvo con un rendimiento casi
cuantitativo.

Compuesto 78:

Se preparé de la misma manera que el compuesto 74 partiendo de los compuestos 76 y 77, con un rendimiento de
un 38 %. La molécula 78 se caracterizé por su espectro de RMN 1H.

Compuesto 79:

Se preparé de la misma manera que el compuesto 75 partiendo del compuesto 78, con un rendimiento de un 77 %.
La molécula 79 se caracterizé por su espectro de RMN 1H.
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Compuesto 80 de acuerdo con la invencion:

Se preparé de la misma manera que el compuesto 73 partiendo de los compuestos 79 y 20, con un rendimiento de
un 65 %. La molécula 80 se caracterizé por su espectro de masas, RMN 1H y 31P.

5
e La molécula 90 de acuerdo con la invencion, que lleva un resto de producto anticancerigeno metotrexato, se
sintetizd de acuerdo con el siguiente esquema de reaccion:
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Compuesto 83:
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El cloruro de tosilo TsCl (1,01 g, 5,3 mmol) se afiadié a la mezcla del compuesto 81 (4,7 ml, 6 eq.) y de K2CO3
(814 mg, 5,9 mmol) agité 3 min a 80 °C y la mezcla obtenida se agité durante 5 min adicionales. A continuacién la
mezcla seca de K2COs (814 mg, 5,9 mmol), de 3-hidroxibenzaldehido (500 mg, 4,1 mmol) y de Nal (73 mg) se
anadio y la mezcla obtenida se agité durante 16 h a 80 °C. Una solucion 2 M de NaOH (1 ml) se afiadi6 y la mezcla
se agitdé 10 min a temperatura ambiente. Después de una extraccion con DCM-H20-NaCl-NaOH, la solucién
organica se seco con Na2SO4 y se concentrd a vacio. El compuesto 83 puro se obtuvo (800 mg) con un rendimiento
de un 77 %. La molécula 83 se caracteriz6 por su espectro de RMN 1H.

Compuesto 84:

El Na2SO4 anhidro (2,5 g) se afiadié a una solucién del compuesto 83 (800 mg, 3,15 mmol) en benceno (10 ml). A
esta solucion se afiadieron piridina (12 pl, 0,158 mmol), PTSA-H20 (30 mg, 0,158 mmol) y etilenglicol (578 pl,
10,4 mmol) y la mezcla obtenida se agité durante a 77 °C durante 3 h. El K2CO3 (1 g) se afiadio y después de 15 min
de agitacion y enfriamiento, la mezcla se filtré a través de K2COs que se lavo con Et20. Después de concentracion a
vacio, el compuesto 84 puro se obtuvo (750 mg) con un rendimiento de un 80 %. La molécula 84 se caracteriz6 por
su espectro de RMN 1H.

Compuesto 85:

El NaH (60 % en aceite mineral, 403 mg, 10,08 mmol) se afiadié a una solucion del compuesto 84 en DMF (10 ml) y
la mezcla se agité 5 min a temperatura ambiente. Se afiadié bromoacetato de etilo (1,12 ml, 10,08 mmol) se afiadi6 y
la mezcla se agit6é 4 h a temperatura ambiente. Se afadié metanol (2 ml). La solucién obtenida se introdujo en una
columna de gel de silice (160 g) y se eluy6 con un gradiente de ciclohexano-DCM. La solucion organica se seco a
vacio (80 °C, 4 kPa (40 mbar), 30 min). El compuesto 85 se obtuvo (1,1 g) con un rendimiento de un 71 %. La
molécula 85 se caracterizd por su espectro de RMN 1H.

Compuesto 86:

Una solucién del compuesto 85 (540 mg, 1,41 mmol) y de NaOH (2M, 0,6 ml) en MeOH (2 ml) se agité durante 40
min a temperatura ambiente, a continuacién se somete a cromatografia sobre gel de silice (40 g, eluyente: gradiente
de DCM a DCM: MeOH:TEA = 2:1:0,2). La solucién organica se concentr6 a vacio a 40 °C a continuacion se
evaporod de forma conjunta 3 veces con THF a la misma temperatura. El compuesto 86 se obtuvo (348 mg) con un
rendimiento de un 66 %. La molécula 86 se caracteriz6 por su espectro de RMN 1H.

Compuesto 89:

A una solucién del compuesto 86 (60 mg, 0,14 mmol) y de TEA (5,8 pl, 0,086 mmol) en le THF (360 pl),
catecolborano (0,3 ml, 1 M /THF, 0,3 mmol) se afiadié con agitacién, a temperatura ambiente, en atmdsfera de argén
(desprendimiento de hidrégeno). 3 min después, se afiadio tris(trimetilsilil)fosfito (150 mg, 0,5 mmol) de una sola vez
y la agitacién continua durante 3 h a temperatura ambiente. Se anadié MeOH (0,4 ml) y la mezcla se agité durante
15 min. A continuacioén, se afadidé un exceso de éter y después de agitacion, del aceite incoloro se separo, se lavo
con éter, se seco a vacio, se disolvido en 1 ml de agua y HClconc. (0,25 ml) a temperatura ambiente. Después de 30
min, la solucién se basificd hasta pH = 14 con NaOH concentrado, a continuacion el pH se ajusté a 7 con un tampon
fosfato y la solucién obtenida se somete a cromatografia (C18, MeOH al 3 %/H20). Se obtuvieron 15 mg de
compuesto 86 puro con un rendimiento de un 21 %. La molécula se caracterizé por su espectro de masas, RMN 1H
y 31P.

Compuesto 90 de acuerdo con la invencién:
Se preparo de la misma manera que el compuesto 73 partiendo de los compuestos 79 y 89 y se caracterizo.

» La molécula 94 de referencia, que porta un resto de producto anticancerigeno doxorrubicina, se sintetizé de
acuerdo con el siguiente esquema de reaccion:
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Compuesto 92:

Se afiadié anhidrido succinico (8,6 mg, 0,086 mmol) a una mezcla de de doxorrubicina (50 mg, 0,086 mmol) y de
TEA (0,1 ml) en DMF (2 ml) y la mezcla obtenida se agité durante 10 min a temperatura ambiente a continuacién se
somete a cromatografia sobre gel de silice (eluyente: gradiente de DCM a MeOH). El compuesto 92 puro se obtuvo
(53 mg) con un rendimiento de un 96 %. La molécula 92 se caracterizé por su espectro de masas y RMN 1H.

Compuesto 93:

Una solucion de compuesto 92 (50 mg, 0,078 mmol) y tiocarbohidrazida (55 mg, 0,52 mmol) en una mezcla de
MeOH: TFA a 1000 : 1 se agité durante 16 h a temperatura ambiente, a continuacion se somete a cromatografia
sobre gel de silice (eluyente: gradiente de DCM a DCM:MeOH = 1:1). El compuesto 93 se obtuvo (53 mg) con un
rendimiento de un 95 %.

Compuesto 94:

Una solucion de compuesto 93 (10 mg, 0,0137 mmol), de compuesto 20 (8 mg, 0,0176 mmol) y de 4 gotas de AcOH
en una mezcla de agua:THF = 1:1 (4 ml) se agitdé durante 16 h a temperatura ambiente, a continuacion el THF se
extrajo a vacio a temperatura ambiente y el precipitado formado se filtrg, se lavd con agua, MeOH y Et20 y se secé.
El compuesto 94 se obtuvo (8 mg) con un rendimiento de un 52 %. La molécula 94 se caracteriz6 por su espectro de
masas, RMN 1H y RMN 31P.

* La molécula 99 de referencia, que porta un resto del producto anticancerigeno SN38, se sintetizé de acuerdo con
el siguiente esquema de reaccion:
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Compuesto 95:

El compuesto 95 se sintetiza de acuerdo con el modo de operacion que se describe en Bioconjugate Chem. 19, 4,
2008, 849-859.

Compuesto 96:

A una solucion de compuesto 95 (400 mg, 0,81 mmol) en DCM (20 ml) se afiade acido 4-benciloxibutirico (460 mg,
2,43 mmol), DMAP (100 mg, 0,81 mmol) y EDCI (460 mg, 2,43 mmol). La mezcla obtenida se agita 2 h a
temperatura ambiente. Se afiade agua, la fase organica se seca (Na2SO4) y se evapora a vacio. El residuo se
somete a cromatografia sobre gel de silice (eluyente: DCM — MeOH). El compuesto 96 (375 mg,
rendimiento = 70 %) se obtuvo. La molécula 96 se caracteriz6 por su espectro de RMN 1H.

Compuesto 97:

A una solucién de compuesto 96 (375 mg, 0,56 mmol) en una mezcla de dioxano/EtOH (20 ml) se afiaden
ciclohexeno (4 ml) y paladio sobre carbono al 10 % (100 mg). La mezcla obtenida se agita 24 h a 80°C, a
continuacién se filtra sobre celite y se evapora a vacio. El residuo se somete a cromatografia sobre gel de silice
(eluyente: DCM — MeOH). El compuesto 97 (100 mg, rendimiento = 30 %) se obtuvo. La molécula 97 se caracterizé
por su espectro de RMN 1H.

Compuesto 98:

A una solucion de compuesto 97 (150 mg, 0,26 mmol) en THF (10 ml) se afiade CDI (210 mg, 1,29 mmol). La
solucion se agita durante 20 minutos a temperatura ambiente, a continuacion se afiade hidrato de hidracina (1 M en
MeCN, 2,6 ml, 2,6 mmol) y el medio se agita durante 2 h a temperatura ambiente. Esta mezcla se somete a
cromatografia sobre gel de silice (eluyente: DCM — MeOH). El compuesto 98 (80 mg, rendimiento = 57 %) se
obtuvo. La molécula 98 se caracteriz6 por su espectro de RMN 1H.

Compuesto 99:

Una soluciéon de compuesto 20 (18 mg, 0,040 mmol) y de compuesto 98 (24 mg, 0,044 mmol) en una mezcla de
H20:THF = 1:1 (2 ml) se evapor6 a vacio a 60 °C. El mismo ciclo de solubilizacién/evaporacion se repitié 2 veces.
Después de una purificacion mediante cromatografia en columna C18, el compuesto 99 (10 mg, rendimiento = 25 %)
se obtuvo. La molécula 99 se caracteriz por su espectro de masas, RMN 1H y 31 P.

* La molécula 102 de referencia, que porta un resto del producto anticancerigeno clorambucilo, se sintetizé de
acuerdo con el siguiente esquema de reaccion:
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Compuesto 100:

A una solucién de Clorambucilo (400 mg, 1,3 mmol) en DCM (20 ml) se afade 2-metilaminoetanol (195 mg,
2,6 mmol), EtsN (0,54 ml, 3,9 mmol), HOBt (350 mg, 2,6 mmol) y EDCI (500 mg, 2,6 mmol). La mezcla obtenida se
agita 24 h a temperatura ambiente. Se afiade agua, la fase organica se seca (Na2S04) y se evapora a vacio. residuo
se somete a cromatografia sobre gel de silice (eluyente: DCM — MeOH). EI compuesto 100 (375 mg,
rendimiento = 80 %) se obtuvo. La molécula 100 se caracterizé por su espectro de RMN 1H.

Compuesto 101:

A una solucién de compuesto 100 (200 mg, 0,55 mmol) en THF (10 ml) se afiade CDI (448 mg, 2,77 mmol). La
solucion se agita durante 20 minutos a temperatura ambiente, a continuacion se afiade hidrato de hidracina (1 M en
MeCN, 3,8 ml, 3,8 mmol) y el medio se agita 2 h a temperatura ambiente. Esta mezcla se somete a cromatografia
sobre gel de silice (eluyente: DCM — MeOH). EI compuesto 101 (100 mg, rendimiento = 43 %) se obtuvo. La
molécula 101 se caracterizé por su espectro de RMN 1H.

Compuesto 102:

Una solucion de compuesto 20 (27 mg, 0,059 mmol) y de compuesto 101 (30 mg, 0,071 mmol) en una mezcla de
H20:THF = 1:1 (2 ml) se evapor6 a vacio a 60 °C. El mismo ciclo de solubilizacién/evaporacion se repitio 2 veces.
Después de una purificacion mediante cromatografia en columna C18, el compuesto 102 (13 mg,
rendimiento = 25 %) se obtuvo. La molécula 102 se caracteriz6 por su espectro de masas, RMN 1H y 31 P.

* La molécula 104 de referencia, que porta un resto de producto hormonal estrona, se sintetizé de acuerdo con el
siguiente esquema de reaccion:
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Compuesto 103:

5 Una mezcla de estrona (50 mg, 0,183 mmol) y de tiocarbohidrazida (97 mg, 0,916 mmol) se solubilizé en una mezcla
de de NaOH 2 M (1 ml) y de MeOH (1 ml) a 90 °C y se agitdé durante 5 min a esta temperatura, continuacion se
enfrié y se sometié a cromatografia sobre gel de silice (eluyente: gradiente de DCM a MeOH). El compuesto 103
puro se obtuvo (60 mg, rendimiento = 92 %). La molécula 103 se caracterizé por su espectro de masas y RMN 1H.

10 Compuesto 104:

Una mezcla de compuesto 103 (55 mg, 0,153 mmol) y de compuesto 20 (80 mg, 0,153 mmol) se solubilizé en una
mezcla de de agua (1 ml) y de THF (2 ml) a temperatura ambiente y se agité durante 16 h a esa temperatura, a
continuacién se evaporé de forma conjunta 4 veces en seco a 80 °C con una mezcla de THF-agua y se sometié a

15  cromatografia en columna C18. El compuesto 104 puro se obtuvo (28 mg, rendimiento = 23 %). La molécula 104 se
caracterizé por su espectro de masas y RMN 1H y 31P.
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20 Compuesto 107:

La mezcla de 105 (166 pl, 1,34 mmol) y tris(trimetilsilil)fosfito (800 mg, 2,68 mmol) se agité durante 30 min en
atmosfera de Ar, a continuacion se afiadio MeOH (2 ml) se afiadié y la mezcla se agité 15 min a continuacion se
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concentré en seco a 60 °C. El producto en bruto obtenido se disolvié en NH2NH2-H20 y se agité durante 3 h a TA. Se
afadieron 2 equivalentes de NaOH seguido por MeOH vy el precipitado formado se filtro, se volvié a disolver en 2 ml
de agua y se cristaliz6 en MeOH y a continuacion se filtr6. El producto obtenido se solubilizé en agua (3 ml), 3
equivalentes de NaOH y se afiadieron al mismo y a continuacién y se liofilizé. Por lo tanto el compuesto 107 puro se
obtuvo, 230 mg, rendimiento = 93 %. La molécula 107 se caracterizé por su espectro de masas y RMN 1H y 31P.

Compuesto 108:

Se preparo de la misma manera que el compuesto 73 partiendo de 107 y de Dalida y se caracterizoé.

» Lamolécula 111 de referencia, que porta un resto de anestésico local benzocaina, se sintetizé de acuerdo con el

siguiente esquema de reaccion:

Compuesto 109:

Se prepar6 de la misma manera que el compuesto 30 partiendo del compuesto 28 y de benzocaina y se caracterizé.

Compuesto 110:

Se preparo de la misma manera que el compuesto 31 partiendo del compuesto 109 y se caracterizo.

Compuesto 111:

se preparé de la misma manera que el compuesto 32 partiendo de los compuestos 110 y 20 y se caracterizd
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mediante su espectro de masas y RMN 1H y 31P.

« El andlogo fluorescente de 3 - la molécula 115 de referencia — que porta un resto de dansilo se sintetizé de

acuerdo con el siguiente esquema de reaccion:
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Compuesto 114:
Se prepar6 de la misma manera que el compuesto 22 partiendo del compuesto 113 y se caracterizo.
Compuesto 115:

Se preparé de la misma manera que el compuesto 3 partiendo de los compuestos 114 y 20 y se caracterizd
mediante su espectro de masas y RMN 1H y 31P.

* Los derivados fluorescentes - las moléculas 124, 125, 126 y 127 de referencia - que portan un resto de dansilo se
sintetizaron de acuerdo con el siguiente esquema de reaccion:
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Compuestos 120, 121, 122 y 123:

Se prepararon de la misma manera que el compuesto 75 partiendo respectivamente de los compuestos 118, 119, 60
y 76 y se caracterizaron.

Compuestos 124, 125, 126 y 127:

Se prepararon de la misma manera que los compuestos 73, 80 y 90 partiendo respectivamente de los compuestos
120, 121, 122, 123y 20 y se caracterizaron por sus espectros de masas y RMN 1H y 31P.

» Un derivado fluorescente - la molécula 131 de referencia - que porta un resto de dansilo se sintetizé de acuerdo
con el siguiente esquema de reaccion:
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Compuesto 129:

Se prepar6 de la misma manera que el compuesto 30 partiendo de los compuestos 28 y 128 disponibles en el
mercado y se caracterizo.

Compuesto 130:

Se prepar6 de la misma manera que el compuesto 31 partiendo del compuesto 129 y se caracterizo.

Compuesto 131:

Se prepar6é de la misma manera que el compuesto 32 partiendo de los compuestos 130 y 20 y se caracterizd
mediante su espectro de masas y RMN 1H y 31P.

2. Ensayo de disociacion de los compuestos en medios biolégicos

La disociacion del enlace imino X2 y la liberacion de los compuestos de interés biologicos se demostraron. Con este
objeto, los derivados fluorescentes se usaron para una mejor deteccion de los productos de disociacion en medios
biologicos tales como caldo de cultivo de tumor, suero fisiologico, etc.

Este ensayo de disociacion se realizé en particular con la molécula 115 de referencia que porta un resto de dansilo
que representa en particular un analogo de la molécula 3 de acuerdo con la invencion, siendo el motivo de
podofilotoxina sustituido por un grupo dansilo. Para esto, el compuesto 115 se coloca en medio de caldo de cultivo
de tumor a 37 °C y se llevan a cabo mediciones por HPLC con el fin de observar la cinética de liberacion del
compuesto 114 y del compuesto 113 (véase el esquema que sigue a continuacion).
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Los resultados obtenidos se presentan en la figura 3.

Este ensayo de disociacién también se llevé a cabo con la molécula 80 de acuerdo con la invencion. Para esto, el
compuesto 80 de acuerdo con la invencién se coloca en medio de caldo de cultivo de tumor a 37 °C y se llevan a
cabo mediciones por HPLC con el fin de observar la cinética de liberacion del metotrexato (MTX).

Los resultados obtenidos se presentan en la figura 4.

3. Ensayos bioldgicos

Los resultados de los ensayos de disociacion de los compuestos de acuerdo con la invencién en medios biolégicos,
en los que la disociacién del enlace imino y la liberacion de los compuestos de interés biolégicos se demostraron,
estan de acuerdo con la actividad bioldgica de estos compuestos de acuerdo con la invencion.

« Estudio in vitro
Se llevaron a cabo estudios para evaluar el potencial citotéoxico o antiproliferativo in vitro de los compuestos de
acuerdo con la invencion en tres lineas celulares: dos lineas tumorales (POS1, células de osteosarcoma de ratén;

Sa08S2, células de osteosarcoma humano) y una linea no tumoral fibroblastica (L929, fibroblastos de origen bovino).

Las células de osteosarcoma de raton (POS1) se cultivaron en un medio RPMI (Roswell Park Memorial Institute),
SVF (Suero Bovino Fetal) (5 %), en una atmésfera humeda a 37 °C que contiene un 5 % de CO:..
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Las células de osteosarcoma humano (Sa0S2) se cultivaron en un medio DMEM (Medio de Eagle Modificado con
Dulbecco), SVF (Suero Bovino Fetal) (10 %), en una atmosfera humeda a 37 °C que contiene un 5 % de COx.

Los fibroblastos de origen murino (L929) se cultivaron en un medio RPMI, SVF (5 %), en una atmdsfera humeda a
37 °C que contiene un 5 % de COs-.

Para llevar a cabo los ensayos de citotoxicidad, las diferentes lineas celulares se siembran (1000 células por pocillo)
a To en placas de 96 pocillos.

Los pocillos periféricos se completan con 100 ul de medio de cultivo solo. Las concentraciones del compuesto que
se va a someter ensayo se ponen en contacto a Tz4 (24 horas después de la siembra).

Un ensayo XTT (kit XTT, proveedor ROCHE) se lleva a cabo después de 72 h de puesta en contacto de las células
con los diferentes extractos a las diferentes condiciones. Una lectura a las 4 horas se lleva a cabo en un lector de
placas VICTOR 2, aparato de recuento 1420 multilabel, PERKIN ELMER.

Este ensayo permite medir la actividad de la deshidrogenasa mitocondrial, enzima presente Unicamente en las
células vivas. Esta enzima escinde el XTT liberando cristales de formazan de color naranja solubles en el medio de
cultivo. La intensidad de la coloracién se mide mediante espectrofotometria.

Se llevaron a cabo ensayos de citotoxicidad para los compuestos 3, 41, 42, 46 y 80 de acuerdo con la invencién
solubilizados en un 0,5 % de tween 20, después de 72 horas de cultivo en presencia del compuesto que se va a
someter a ensayo (varias concentraciones de 0,005 uM a 100 uM).

Cada concentracion se evalué por triplicado para el ensayo de viabilidad celular. Cada intervalo de concentraciones
sometidas a ensayo se preparé de forma extemporanea a partir del compuesto.

Los resultados obtenidos se presentan en la figura 1 para el compuesto 3 de acuerdo con la invencion. El ensayo de
viabilidad celular llevado a cabo después de 72 horas de contacto entre las diferentes lineas celulares y el
compuesto 3 pone en evidencia un efecto antiproliferativo o citotoxico en las dos lineas celulares a las
concentraciones de 0,5 yM a 100 uM para la linea tumoral POS1 y la linea no tumoral L929.

Los resultados obtenidos en POS1 y L929 se presentan en la figura 5 para el compuesto 3 de acuerdo con la
invencion (podofilotoxina vectorizada) y en la 6 para el compuesto 21 (podofilotoxina). Los resultados obtenidos con
el compuesto 80 de acuerdo con la invencién (metotrexato vectorizado) y metotrexato (MTX) se presentan en la
figura 7 para POS1 y en la figura 8 para Sa0S2.

Para la linea POS1, las disminuciones de la viabilidad celular comprendidas entre un 75% y un 90 % en
comparacion con el control se registran a las concentraciones de 0,5 yM a 100 pyM.

Para la linea L929, las disminuciones de la viabilidad celular comprendidas entre un 87 % y un 99 % en comparacion
con el control se registran a las concentraciones de 0,5 uM a 100 uM. Se observd ademas que los compuestos 41,
42 y 46 de acuerdo con la invencién inducian una disminucién de la viabilidad celular asociada a un efecto vio en
dosis a las concentraciones 5 pM, 10 uyM, 50 pM y 100 pM para la linea tumoral POS1, la Unica linea sometida a
ensayo.

Las CI50 estan comprendidas entre 1 uM y 5 uM para todos los compuestos sometidos a ensayo.
Por lo tanto se demostrd que los compuestos de acuerdo con la invencion que tienen un enlace imino y un grupo R1
que representa un resto de compuesto anticancerigeno tienen una actividad biolégica anticancerigena, lo que no es

el caso de la molécula (Ill) de la solicitud de patentes WO 2009/083614 en la que se usa otro tipo de unién distinta al
enlace imino, como se muestra en la figura 9.

| e
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molécula (lll} de WO 2009/083614

« Estudio in vivo
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- Efecto antitumoral del compuesto 3 de acuerdo con la invencion

La molécula 3 se someti6 a ensayo in vivo en un modelo de osteosarcoma en el que se llevé a cabo un trasplante de
células tumorales murinas (POS-1) en las proximidades de las ti dias del raton de acuerdo con un protocolo descrito
en Ory B. et al., Cancer 2005, 104 (11), 2522-2529. El tumor se desarrolla aproximadamente 14 dias después del
trasplante y progresa rapidamente. Se puede encontrar en el origen de las metastasis pulmonares que aumentan la
mortalidad de los animales. La molécula 3 a la concentracion de 0,5 ymol/kg reduce la progresion tumoral cuando el
compuesto se administra después del establecimiento de los tumores in vivo.

- Uso del compuesto 50 de referencia para la formacion de imagenes médicas mediante fluorescencia

La molécula fluorescente 50 se sometid a ensayo para la formaciéon de imagenes médicas mediante fluorescencia in
vivo en ratones Swiss machos, con edades de 6 semanas. El principio fluorescente no vectorizado 49 se sometié a
ensayo en las mismas condiciones, es decir 50 umol/kg inyectados (en forma de una solucidon en una solucién
acuosa de NaCl al 0,9 %) por via intraperitoneal, con un tiempo de difusiéon de 120 min después de la inyeccion de
las moléculas.

Los ratones también recibieron una inyeccion de vehiculos solo (solucién acuosa de NaCl al 0,9 %) para servir de
control negativo.

Los resultados del ensayo se presentan en las figuras 2a y 2b. Parece claramente que el reparto de la fluorescencia

para las moléculas 49 y 50 es diferente, la molécula vectorizada 50 proporcionando una localizacion de la
fluorescencia menos difusa, situada mas bien al nivel de los huesos.
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REIVINDICACIONES

1. Derivado de acido hidroxibisfosfonico bifuncional elegido entre:

Cl
HO P Me H O
NaO_PY\/N\/\/O \N'NEPEN\./'\
HO P \©/\ ,‘q Cl
PANS
HO ONa )/ \\\
41 cl Cl
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0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

5 2. Derivado de acido hidroxibisfosfénico bifuncional de acuerdo con la reivindicacién 1 para su uso como
medicamento, en particular para dirigirse al tejido éseo.

3. Derivado de acido hidroxibisfosfénico bifuncional de acuerdo con la reivindicacion 2, caracterizado por que el
medicamento esta destinado al tratamiento de una patologia de remodelacidon 6sea osteolitica u osteocondensante

10 elegida entre tumores 6seos primitivos como un osteosarcoma, un condrosarcoma, un tumor de células gigantes o
un sarcoma de Ewing; metastasis ¢seas y mieloma multiple.

4. Composicidon farmacéutica que comprende al menos un derivado de acido hidroxibisfosfénico bifuncional de
acuerdo con la reivindicacién 1 y al menos un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

15
5. Compuesto elegido entre:

| | Q. ONa
Q | Q, PNa DWNWPhDH
DWN\/’XP OH 0=P. OH
o=p, OH NO, NaO OH
20 NaO OH | 35 . ,
I'O
| =
= T
N HO O © ]
DWN FP—OH Y )
K NO-R o
O=P o
NO ; "OH HO
| 2 NaD P =0
45 HODNa ga

20 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
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~ Control negativo Molécula 49 - Molécula 50

Figura 2a

_ Control negativo Molécula 49

Figura 2b
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