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CAMPO TECNICO

Esta invencién se refiere a un procedimiento pars
preparar compuestos de Acido difosfdnico que son Gtiles en
el tratamiento o prevencidn de enfermedades caracterizadas
por un metabolismo anormal del calcio y del fosfato, en
particular las que se caracterizan por un metabblismo bseq
anormal. También se describe un método de tratar o preve-
nir enfermedades caracterizadas por un metabolismo anormal]-
del calcio y del fosfato, utilizando composiciones farma-
céuticas que contienen dichos compuestos de fcido difosfé-

nico.

FUNDAMENTO DE LA INVENCION

Varios estados patoldgicos que pueden afectar a
los animales de sangre caliente implican un metabolismo
eanormal del calcio y del fosfato. Tales estados pueden di-
vidirse en dos amplias categorfas.

1. Estados que se caracterizan por una moviliza-
cibn anbmala del calcio y del fosfato, que conduce a una
pérdida Osea general o especifica o a niveles excesivamen-
te altos de calcio y fosfato en los fluidos del organismo.
A tales estados se hace referencia en esta memoria, algu-
nas veces, como desmineralizaciones patolégicas de los te-
jidos duros.

2. Egtados que producen o son el resultado de que
se depositen calcio y fosfato, de manera anfmala, en el
organismo. A estos estados se hace referencia algunas ve-
ces en la memoria, como calcificaciones patolégicas.

La primera categorfa incluye la osteoporosis, un
estado en el que el tejido duro del hueso se piexrde desprg-

porcionalmente en compsracién con el deserrcllo de un nue-
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vo tejido duro. La médula y los espacios Oseos se hacen ma-
yores, disminuye la conexidn fibrosa y el hueso compacto se
hace frédgil. La osteoporosis puede subclasifiqarse.como me-
nopdusica, senil, inducida por férmacos (por ejemplo, adre-
nocorticoides, como puede ocurrir en la terapia con esteroi
des), inducida por enfermedad (por ejemplo, artritica y tu-
moral), etc., pero las manifestacidnes son esencialmente
las mismas. Otro estado de la primera categoria es la enfer
medad de Paget (osteitis deformante). En esta enfermedad,
tiene lugar la disolucién del hueso normal, el cual se reem
plaza entonces de manera fortuita, por tejido blando y esca
samente mineralizado, de tal manera que el hueso resulta de
formado por presiones debidas al sostenimiento de pesos,
particularmente, en la tibia y el fémur. 'El hiperparatiroi-
dismo, la hipercalcemia maligna y la metdstasis dsea osteo-
litica son estados incluidos también en la primera catego-
ria.

La segunda categoria, que implica estados que se
manifiestan por un depdsito andmalo de calcio y de fosfato,
incluye la miositis osificante progresiva, la calcinosis
universal y afecciones tales como artritis, neuritis, bursi
tis, tendonitis y otros estados inflamatorios que predispo-
nen a que se depositen fosfatos cdlcicos en el tejido impli
cado.

Los écidos polifosfénicos y sus sales farmacéuti
camente aceptables se han propuesto para utilizarlas en el
tratamiento y profilaxis de tales estados. En particular,
los difosfonatos como el dcido etano-l-hidroxi-l,l-difosfé-
nico (EHDP), &cido propano-3-amino-i-hidroxi-1,1-difosféni-

co (APD) y &dcido diclorometanodifosfbénico (ClZMDP) han sido

H

1
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objeto de considerables esfuerzos de investigacidn en ast
campo. La enfermedad de Paget y la osificacidén heterotdpica
se tratan con éxito actualmente con el EHDP. Los difosfona
tos tienden a inhibir la reabsorcidén del tejido éseo, lo
cual es beneficioso para los pacientes que padecen una exce
siva pérdida désea. Sin embargo, el EHDP, el APD y muchos
otros difosfonatos de la técnica anterior, tienen propen-
sién a inhibir la mineralizacidn ésea cuando se administran
a niveles de dosis altos.

Se cree que la inhibicidn de la mineralizacién
es predominantemente un efecto fisicoquimico relacionado
con la masa, mientras que la inhibicidén de la reausorcidr
es el resultado de una interaccidén biolégica con las célu-
las. Por lo tanto, es deseable desarrollar mis compuestos
de difosfonato bioldgicamente potentes que puedan adminis-
trarse a niveles de dosis bajos que produzcan poca inhibi~
cién de la mineralizacidn, o ninguna, dando asi como resul-
tado un margen de seguridad mds amplioc. Los niveles de do-
sis bajos son también deseables para evitar la incomodidad
gastrointestinal (como la diarrea), asociada algunas veces
a la administracién de grandes cantidades de difosfonatos
por via oral.

Por lo tanto, un objeto de esta invencidn es pro
porcionar composiciones de gran potencia para el tratamien-
to y profilaxis del metabolismo anormal del calcio y del
fosfato. Adn un objeto mds de esta invencidn es proporcio-
nar un método mejorado para tratar enfermedades que se ca-

racterizan por un metabolismo anormal del calcio v del fos-

fato.
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TECKICA ANTECEDENTE

La patente de EE.UU. 3.683.080, expedida el 8 de
agosto de 1972 a nombre de Francis, describe composiciones
que comprenden polifosfonatos, en particular difosfonatos,
5 y su uso en la inhibicién del depdsito y movilizacién anéma
los del fosfato cdlcico en el tejido animal.

La patente japonesa 80-98, 193, expedida el 25
de juiio de 1980.a nombre de Nissan Kygaku Kagyo K.K., des-
cribe el 4cido piridiletanodifosfdénico, el dcido S-(piri-
10 dil)-tiometanodifosfénico y los derivados con substitucién
con haldgeno o con grupo alquilo en el anillo de piridile.
Estos compuestos se utilizan como herbicidas para después
del brote.

L.a patente japonesa 80-98, 105, expedida el ?5
15 de julio de 1980 a nombre de Nissan Chemical Industries,
describe el 4cido N-(3-piridil)-aminometano-difosfdénico y
los derivados con substitucidn con haldgeno o grupo alquilo
en el anillo de piridilo, para utilizarlos como herbicidas.
También se desériben diversos N-(piridil)-aminometanodifos-
20 fonatos en la patente de la Repiblica Federal Alemana n?
2.831.578, expedida el 1 de febrero de 1979 a nombre de Fu-
mio, para utilizarlos como herbicidas.

La solicitud de patente europea 100.718 (Sanofi
SA), publicada el 15 de febrero de 1984, describe diversos
25 alquildifosfonatos que estdn substituidos en posicién Wi
con un sulfuro unido a un heterociclo de 5 6 6 miembros que
contiene nitrégenc o azufre. Estos compuestos se utilizan
como fdrmacos antiinflamatorios y antirreumdticos.

La solicitud de patente britdnica 2.004.888, pu-
30 blicada el 11 de abril de 1979, describe el N-(3-metil-2-
2626
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-picolil)-aminometano y compuestos afines para utilizarlos

en composiciones herbicidas.

W. Ploger et al., Z. Anorg. Allg. Chem., 389,
119 (1972), describe la sintesis del dcido N-(4-piridil)-
-aminometano-difosfénico. No se describen propiedades ni

utilidad del compuesto.

SUMARIO DE LA INVENCION
La presente invencidn se refiere a composicivaas
farmacéuticas que comprenden:

(a) desde aproximadamente 0,001 mg P a aproxima-
damente 600 mg P de un compuest; de dcido difosfénico zemi-
nal, o su sal o éster farmacéuticamente aceptable, en el
que el carbono que contiene el Acido difosfénico estd unido
directamente, 0 a través de una cadena de longitud de 1 a
aproximadamente 5 dtomos, a un anillo aromdtico de seis
miembros, que contiene 1 o mds dtomos de nitrdgeno, estando
constituidas las partes de dicho compuesto de la manera si-
guiente:

- dicho anillo puede estar substituido o no substituido
con uno o mds substituyentes seleccionados del grupo que
consiste en alquilo substituido y no substituido (saturado
o insaturado) que tiene de 1 a aproximadamente 6 dtomos de
carbono, arilo substituido y no substituido, bencilo substi
tuido y no substituido, hidroxi, haldgeno, carbonilo, alcoxi
nitro, amido, amino, amino substituido, carboxilato y sus
combinaciones;

- dicha cadena de unidén puede ser toda dtomos de carbono,
un dtomo de nitrdgeno o una cadena que contiene nitrdgeno,

un dtomo de oxigeno o una cadena que contiene oxigeno, 0 un
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dtomo de selenio o una cadena que contiene selenio, estando
dicha cadena no substituida o substituida en los atomos de
nitrégeno y/o de carbono, independientemente, con uno o més
alquilos substituidos o no substituidos (saturados o insatu.
rados), que tienen de 1 a aproximadamente 4 &4tomos de carbo
no, y dicho dtomo de nitrégeno puede también estar substi-
"tuido con un grupo acilo;

- dicho carbono que contiene difosfonato puede estar ho
substituido o substituido con alquilo substituido o no,subg
tituido (saturado o insaturado), que tiene de 1 a aproxima=-
damente 6 dtomos de carbono, arilo substituido o no substi-
tuido, bencilo substituido o no substituido, amino, amino
substituido, amido, hidroxi, alcoxi, halégeno o carboxila-
to, excepto si dicho carbono que:contiene difosfonato estd
directamente unido a un dtomo de nitrdgeno, de selenio o de
oxigeno eﬁ la cadena de unidn, y entonces los substituyentes
pueden ser alquilo substituido o no éubstituido (saturado o
insaturado) que tiene de 1 a aproximadamente 6 Atomos de
carbono, arilo substituido o no substituido o bencilo subs-
tituido o no subétituido; y

(b) un vehiculo farmacéutico.

La invencidén abarca, ademds, un método de tratar
enfermedades caracterizadas por un metabolismo anormal del
calcio y del fosfato, que comprende administrar a un ser hu-
mano o a un animal que necesita de tal tratamiento, una can
tidad inocua y eficaz de una composicién de la presente.in—

vencidén, que contiene dcido difosfdnico.
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DESCRiPCION DETALLADA Di LA INVENCION

Esta invencidén se refiere a composiciones farpa-
céuticas, preferiblemente en forma de dosis unitaria, que
comprenden un vehiculo farmacéutico y una cantidad inocua
y eficaz de compuestos de dcidos difosfdnicos geminales, o
sus sales y ésteres farmacéuticamente aceptables, en que el
carbono que contiene dcido difosfénico estd unido a un ani-
1lo aromdtico de 6 miembros que contiene uno o mis dtomos
de nitrdgeno. Loé anillos preferidos son piridina, piridazi-
na, pirimidina y pirazina. Los mds preferidos son pirimidi-
na y, especialmente, piridina. Los anillos pueden estar no
substituidos o substituidos con uno o mis substituyentes se
leccionados del grupo que consiste en alquilo substituido y
no substituido (saturado o insaturado), que tiene de 1 a |
aproximadamente 6 dtomos de carbono, arilo substituido ¥ no
substituido (por ejemplo, fenilo y naftilo), bencilo substi
tuido y no substituido, hidroxi, halégeno, carbonilo (por
ejemplo, -CHO y —COCHS);; alcoxi (por ejemplo, metoxi y eto
xi), nitro, amidé (por ejemplo, —NHCOCH3), amino, amino
substituido (por ejemplo, dimetilamino, metilamino y die-
tilamino), carboxilato (por ejemplo, —OCOCHB), y sus combi-
naciones. Los anillos pueden estar condensados con otros
anillos, por ejemplo, benceno condensado con piridina (por
ejemplo, quinoleina) y ciclohexano condensado con piridina
(por ejemplo, 5,6,7,8-tetrahidroquinoleina). Substituyentes
adicionales podrian ser sulfuro, sulféxido, sulfato o sulfo
na, sqbstituidos 0 no substituidos.

| La unién del carbono que contiene dcido difosfd-
nico con el anillo puede ser directa a través de un enlace

sencillo, o mediante una cadena de una longitud de 1 a aprQ
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ximadamente 5 dtemos. La cadena puede ser toda dtomos de

. carbeno, un dtomo de nitrdgeno o una cadena que contiene ni

trégeno, un Atomo de oxigeno o una cadena que contiene oxi-
geno, o un atomo de selenio o una cadena qué contiene sele-
nio. Los &tomos de carbono y de nitrdgeno de las cadenas
pueden, independientemente, estar no substituidos o substi-
tuidos con un (o uno o dos en el caso de dtomos de carbono)
alquilo substituido o no substituido (saturado o insatura-
do) que tiene de 1 a aproximadamente 4 dtomos de carbono
(prefiriéndose metilo y etilo). Los dtomos de nitrdgeno dé
las cadenas pueden estar también substituidos con un grupo
acilo (por ejemplo, -COCH3). Se prefieren en la cadenévlog

dtomos de carbono y de nitrégeno no substituidos. También

. se prefieren las cadenas de una longitud de un dtomo es de-

cir -CHZ—, ~-NH-, y -0-.
El dtomo de carbono que tiene los grupos fosfona
to unidos a é1, puede estar no substituido (es decir, un
dtomo de hidrégeno) o substiéuido con amino, amino substi-
tuido, amido, hidroxi, alcoxi, haldgeno, carboxilato, alqui
lo substituido o no substituido (saturado o insaturado),
que tiene de 1 a aproximadamente 6 4tomos de carbono, ari-
lo subStituido 0 no substituido o bencilo substituido o no
substituido. En el caso de los compuestos en los que el car
bono que c9ntiene fosfonato estd unido al anillo mediante
una cadena que contiene oxigeno, selenio o nitrégeno, estan

do este dtomo de oxigeno, de selenio o de nitfdgeno unido

directamente al carbonoque .contiene fosfonato, entonces el

-substituyente del carbono que contiene fosfonato puede ser

alquilo substituido o no substituido (saturado o insatura-

do) que tiene de 1 a aproximadamente 6 4dtomos de carbono,
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arilo substituido o no substituido o bencilo substituvido o
no substituido.

Asi, los compuestos de dcido difosfénico que han
de incluirse en las composiciones farmacéuticas de la pre-

sente invencidn tienen la estructura:

Ry Ii‘z\ Togng
R3 -2 C’ Q c,‘: i~ 3'"2 ’
R R

2/ m 2n 1

en la que Q es oxigeno, ~NR4~, selenio o un enlace senci-
llo, prefiriéndose que sea oxigeno, *NRA- o un enlace senci
llo; m + n es un nimero entero de 0 a aproximadamente 5,
siendom + n = 0 § 1, prefiriéndose que Q sea oxigeno, séL_
nio o -NR,-, y prefiriéndose, por lo demds, que m + n = 1 6
2; z es un anillo seleccionado del grupo que consiste en pi
ridina, piridazina, pirimidina y pirazina, prefiriéndose la
pirimidina y, especialmente, la piridina; Rl es hidrdgeno,
amino substituido o no substituido, amido, hidroxi, alcoxi,
halégeno, carboxilato, alquilo substituido o no substituido
(saturado o insaturado) que tiene de 1 a aproximadamente 6
dtomos de carbono, arilo substituido o no substituido, o
bencilo substituido o no substituido, a excepcidén de que
cuando n = 0 y Q es oxigeno, selenio 6 -NRA—, entonces Rl
es hidrdgeno, alquilo substituido o no substituido (satura-
do o insaturado), que tiene de 1 a aproximadamente 6 dtomos
de carbono, arilo substituido o no substituido, o bencilo
substituido o no substituido, prefiriéndose que R, sea hidrd

geno, cloro, amino, metilo o hidroxi; cada,-R2 es, indepen-

dientemente, hidrégeno o alquilo substituido o no substitui
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do (saturado o insaturado) que tisne de 1 g aproximadamente
4 atomos de carbono, prefiriéndose que RZ sea hidrégeno; R3
es uno o mds substituyentes seleccionados del grupo que con
siste en hidrdgeno, alquilo substituido o no substituido
(saturado o insaturado) que tiene de 1 a aproximadamente 6
dtomos de carbono, arilo substituido y no substituido, bern-
cilo substituido y no substituido, hidroxi, haldgeno, carbo
nilo, alcoxi, nitro, amido, amino, amino substituido, carbo
xilato y sus combinaciones, prefiriéndose que sean hidrdge-
no, metilo, amino, cloro, metoxi, nitro, hidroxi y sus com-
binaciones; RA es hidrégeno, alquilo substituido o no subs~-
tituido (saturado o insaturado) que tiene de 1 a aproximada
mente 4 Atomos de carbono, o acilo (es decir, la amida del
nitrbgeno), prefiriéndose que sea hidrégeno, metilo o eti-
lo; y sales y ésteres de estos compuestos farmacéuticamente
aceptables. Finalmente, para cualquiera de los substituyen-
tes Rl, Rz, Ry 0 R4» que estdn ellos mismos substituidos,
la substitucidn en estos substituyentes puede ser uno cual-
quiera o mids de los anteriores substituyentes, prefiriéndo-

se que sean metilo, etilo, amino, cloro, nitro, metoxi, hi-

-droxi, acetamido y acetato.

Mds especificamente, los compuestos de dcido di-
fosfénico y sus sales y ésteres farmacéuticamente acepta-
bles, que han de incluirse en las composiciones farmacéuti-

cas de la presente invencién son de la estructura:
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/ $%§ $2\ l?03HzPO H é
R— Z o N ot (E 3Hy
3 1
\%)m Ry &Jan
R Ez PO3H, .
LR VR VR

en las que m + n, Z, Rl, RZ’ R3 y Rh son como se han descri
to anteriormente.

Los compuestos de dcido difosfdénico generalwmente
preferidos, y sus sales y ésteres farmacéuticamente acepﬂa-

bles, que han de incluirse en las composiciones farmacdéuti-

cas de la presente invencidn son de la estructura:

H PO3H,
(A C - POH, ; §
Ry Q%D ¢ | 372 ¢ ©
H /m+n R1
H PO.H
32
(~N (‘\ e
N H/im+n R1

en las que m + n = 1 8§ 2 para las dos estructuras anterio-

res; R, es hidrégeno, cloro, amino, o hidroxi; Ry es uno o

1
mds substituyentes seleccionados del grupo que consiste en

hidrégeno, metilo, amino, cloro, nitro, metoxi, hidroxi y
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6 1; Rl es hidrégeno, cloro, amino o hidroxi cuando n = 1,
y Ry es hidrégeno cuando n = 0; R, s uno o mds substituyen
tes seleccionados del grupo que consiste en hidrdégeno, met
lo, amino, cloro, metoxi, nitro, hidroxi y sus combinacio-

nes; y R, es hidrégeno, metilo o etilo.

Ejemplos especificos de compuestos que pueden

tiojs nam 12
sus combinaciones; o
P,
- PO_H, ;
Rg,@ N \‘f} G 32
N R4 H n 31
4 H
NI A N .
RiW” ¢ \?) Fl' 32 0
Ru R n 1
[ﬁ*\\ PO3H,
RB\EEET"O C ? - P03H2 'S
H R
n 1
H FO3H, "
C)J___ ? ? - PO3H2 :
Q A R .
0 en las que para las cuatro estructuras precedentes, n = 0

i

utilizarse en composiciones de la presente invencidén inclu-

yin:
Acido N-(2-piridil)-aminometano-difosfénico;
Acido N-(2-(5-amino)-piridil)-aminometano—difosfdnico;

Acido N-(2-(5-cloro)~piridil)~aminometano-~difosfénico;
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Acido
Acido
Acido
Acido
nico;
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido

Hoja ntim }.3 :

N~(2-(5-nitro)~piridil)-aminometano-difosfdénico;
N-(2-(3,5-dicloro)-piridil)~aminometano-difosfidnico;
N~(4-piridil)-N-etil-aminometano-difosfdnico;
N-(2-(3-picolil))-aminometano-difosfénico;
N-(2~(4-picolil) )-aminometano-~difosfdénico;
N-(Z—(S—picolil))—aminometano—difosfénico;
N-(2-(6-picolil))-aminometano-difosfénico;
N—(Z-(3,4—1utidina))-aminometanO*difosfénico;
N-(2-(4,6-1utidina))~aminometano-difosfdénico;
N-(2-pirimidil)~aninometano~difosfénico;
N-(4-(2,6~dimetil)-pirimidil)-aminometano-difosfdnico;

N~(2-(4,6~dihidroxi)-pirimidil)-aninometano-difosfini

N~(2-(5-metoxi)-piridil)-amincmetano difosfénico;
N-(2-piridil)-2~-amincetano~1,1~difosfénico;
N-(2-(3-picolil)-2-amincetano-1,1~-difos{dénico;

N-(2-(4-picolil))-2-amino~l~hidroxi~etano~1,1~difosfé

(2-piridil)-metano-difosfdnico;
(3~piridil)~aminometano-difosfdnico;
(2~piridil)-clorometano-difosfénico;
(4-piridil)-hidroximetano~difosfdénico;
2~(2~piridil)-etano-1,1-difosfénico;
2-(3-piridil)-etano-1,1-difosfénico;
2-(4-piridil)-etano~-1,1-difosfénico;
2-(2-piridil)-l-amino-etano-1,1-difosfdénico;
2-(2-pirimidil)-1~hidroxi-etano—-1l,l~difosfénico;
2—(2-(3-picolil))-l—cloro-etano~l,l~difosf6nico;
2-(2-(4-metoxi)~-piridil)-etano-1,1-difosfénico;

1-(2-piridil)-propano-2,2-difosfdnico;
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Acido 2-(2-piridil)-1+cloro-etano~1,l-difosfénico;
Acido 2-(2-piridil)-1-hidroxi-etano-1,1-difosfénicoe;
Acido 2-(3-piridil)-l-hidroxi-etanc-1,1-difosfénico;
Acido 2-(4-piridil)-l-hidroxi~-etano~1,1l-difosfénico;
5 Acido 3-(3-piridil)-l-hidroxi-propano-1,1l-difosfénico;
Acido O—(2~piridil)—2-oxa—etano~i,l—difosfénico;
Acido 0-(2-piridil)-oxametano-difosfénico;
Acido 0-(2-pirimidil)-oxametano-difosfdnico;
Acido 0-(2-(4-amino}-piridil)-oxamctano-difosfénico;
10 Acido 0-(2-pirimidil)-2-oxa-etano-1,1-difosfénico;
Acido 0-(2-(3-picolil))-2-oxa-etano-1,1-difosfénico;
Acido 0-(2-(3-picolil))-oxametano-difosfénico;
Acido 0-(2-piridil)-l-hidroxi-2-oxa-etano-1,1l-difosfénico;
1 Acido O—(é-piridil)~l—amino-2—oxa-etano—l,l—difosfénica;
15 y sales y ésteres de los mismos farmacéuticamente acepta-
bles.

Los compuestos preferidos son
Acido N~(2—(5~amino)—piridil)-aminometano-difosfénico;
! Acido N-(2-(5-cloro)~piridil)-aminometano~difosfénico;
20 Acido N-(2-(3-picolil))-aminometano-difosfénico;
Acido N-(2-(4-picolil))-aminometano-difosfénico;
Acido Nn(Z—(S—picolil))~aminometano-difosfénico;
Acido N-(2-(6-picolil))-aminometano-difosfdnico;
Acido N-(2-(3,4-1lutidina))-aminometano-difosfénico;
25 Acido N-(2-pirimidil)-aminometano-difosfénico;
Acido N-(2-piridil)-2-aminocetano —~1,l~difosfénico;
Acido 2-(2-piridil)-etano-1,1-difosfénico;
Acido 2-(3-piridil)-etano-1,1-difosfénico;
Acido 2-(4-piridil)-etano-1,l-difosfdénico;

30 Acido 2-(2-piridil)-1-hidroxi-etano-1,1-difosfénico;
2626 °
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“Acide 2—(3-piridil)-1—hidroxi—etanc—1,1~difosfénico;

Acido 2-(4-piridil)-l-hidroxi-etano-1,1-difcsfdénico;

Acido 0-(2-(3-picolil))-oxametano~difosfdnico; .

y sales y ésteres de los mismos farmacéuticamente aceptables
Los compuestos de difosfonato que han de incluir

se en las composiciones farmacéuticas de la presente inven-

cidén pueden prepararse utilizando loi'métodos de sintesis

descritos en‘la patente japonesa 80—58.193 (25 de julio de

1980 a nombre de Nissan Kygaku Kagyo X.X.), patente japuucia

80-98.105 (25 de julio de 1980 a nombre de Nissan Chemiéal

Industries), patente de la Repdblica Federal Alemana 2.831.5]

(1 de febrero de 1979, a nombre de Fumio) y W, Plcger et al.

Z, Anorg. Allg. Chem.,. 389,119 (1972), cuyas citas se incor

poran aqui como referencia. Los compuestos de dcido aminoeta
no-difosfénico se preparan, sin embargo, de la mejor manera,
como sigue:

Sintesis de N~(2—(3-Dicoli1))am{noetano—DP

El compuesto.anteriormente nombrado se prepara
mediante una tipica reaccidén de Michael entre vinildifosfo-
nato de tetraetilo y 2-amino-3-picolina. (Véase H.0O. House,

Modern Synthetic Reaction, 22 edicidén, W. A. Benjamin Inc.,

pdginas 595 a 623).

' A una solucidn de 1,62 g (15 mmoles) de 2-ami-
no-3-picolina en tetrahidrofurano, a 52C, se afiadieron 4,50
g (15 mmoles) de vinildifosfonato de tetraetilo. La mezcla
de reaccion se agitdé a la temperatura ambiente, durante 16
horas. La evaporacién del disolvente y la cromatografia
(acetona/hexano, 4:1) del producto sobre gel de silice die-

ron N—(2-(3—picolil))—2-aminoeténo~difosfdnato de tetraetilo
puro. E1 RHN P-31 del éster tetraetilico puro en CDCl, mues-
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tra una resonancia a 22,1 ppm. El éster se hidrclizé en
ICl 6N a reflujo, durante la noche. El producto mostrd una
seiial de RMN P-31 en DZO a pH 12, de 19,0 ppn.

De manera idéntica se prepararon N-(2-piridil)-

-2-aminoetano~DP y N-(2-(5-picolil))-2-aminoetano-DP.

Compuestos que tienen la férmula general

/ -,‘22 \ ’?C:{Hz
- j SR 5
RS—-—" 24— C — ......-._—-—-.':’: - l’\,‘.‘.l..
{ L

(donce n ex wn entero de 1 a aproximadamente 5, preferible-
mente n = 1; y Z, R2 y R3 son como se han descrito en_lq‘
que antecede, prefiriéndose que 2 sea primidina y, espe-
cialmente, piridina, prefiriéndose que R2 sea hidrégeno y,
prefiriéndose que R3 sea.uno 0 mds substituyentes seleccio-
nados:.del grupo consistente en hidrdgeno, metilo, amino, clo
ro, nitro, metoxi, hidroxi y sus combinaciones) se'preparan

de la mejor manera, como sigue:

Sintesis de dcido 2-(2-piridil)-l-hidroxi-etano-1;1-difos~
fénico:

En un matraz de fondo redondo, de tres bocas,
equipado con un condensador de reflujo y con una barra agi-
tadora magnética, se cargan 6,94 g (0,04 moles) de 4cido
2-piridinoacético, 9,84 g (0,14 moles) de &cido fosforoso
y 150 ml de clorobenceno. Esta mezcla de reaccibn se calien
ta en bafio de agua hirviendo y'se le aﬁa&en, gota a gota,

con agitacidén, 16,5 g (0,12 moles) de tricloruroc de fésfo-

H
i
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ro. Esta mezcla de reaccidn se calienta durante 2 heoras y
media, durante el cual tiempo se forma un aceite amarillo y :
viscoso: La mezcla de reaccidn se enfria entonces en un ba-
fio de hielo y la solucidn en clorobenceno se separa por de-
cantacidén del producto solidificado. En el matraz de reac-
cidén que contiene este producto solidificado se cargan 150
ml de agua y se calienta en un bafio de agua hirviendo, dJdu~-
rante varias horas. Seguidamente, se filtra la solucidn ca-
liente a través de Celite SASR. Se afiaden 300 ml de metarol
a la solucidn de filtrado caliente y se produce un precipi-
tado. Después de enfriar en hielo durante una hora, se sepé
ra el precipitado por filtracidn y, después, se lava conrmg
tanol/agua (1/1 volumen/volumen), con metanol y con éter, y
se seca al aire. El producto puede recristalizarse en agua
caliente. El rendimiento es de 5,9 g aproximadamente (52%).
La muestra se caracteriza por RMN P-31 y C-13.

Por "sales y ésteres farmacduticamente acepta-
bles" tal como se utiliza aqui se entienden ésteres y sales
hidrolizables de los compuestos de difosfonato que tienen
las mismas propiedades farmacoldgicas generales que la‘for~
ma dcida de la que derivan y que.son aceptables desde un pun
to de vista de la toxicidad. Las sales farmacéuticamente
aceptables incluyen sales de metales alcalinos (sodio y po-
tasio), de metales alcalinotérreos (calcio y magnesio), de
metales pesados no tdéxicas (estannosas y de indio), y de
amonio y de amonio substituido de bajo peso molecular (mono-
di-y trietanolamina). Los compuestos preferidos son las sa-
les sdédicas, potdsicas y aménicas.

Por "vehiculo farmacético" tal como ée utiliza

en esta memoria se entiende una o mds cargas, diluyentes o
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substancias de encapsulacidn, sélidas o liquidas y compati-
bles. Por "compatible" tal como se utiliza en esta meioria,
se entiende que los componentes de la composicidén son capa-
ces de mezclarse sin que haya acciones reciprocas de manera
que disminuyan substancialmente la eficacia farmacéutica de
la composicidn total en situaciones de uso ordinarias.

Algunos ejemplos de substancias que pueden ser-
vir como vehiculos farmacduticos son azidcares, tales como
lactosa, glucosa y sacarosa; almidones, tales como almidén
de maiz y almidén de patata; celulosa y sus derivados, ta-
les como carboximetilcelulosa sédica, etilcelulosa, acetato
de celulosa; tragacanto en polvo; malta; gelatina, talco;
dcido estedrico; estearato magnésico; sulfato cdlcico; acei
tes vegetales, tales como aceite de cacaﬁuete, aceite de se
milla de algodén, aceite de sésamo, aceite de oliva, ébéite
de maiz y aceite de cacao; polioles, tales como propilengli
col, glicerina, sorbitol, manitol y polietilenglicol; agar;
dcido alginico; agua exenta de pirdgenos; solucidén salina
isotdnica; y soluciones tampdn de fosfatos, asi como otras
substancias compatibles no tdxicas utilizadas en formulacio
nes farmacéuticas. También puede haber presentes agentes hu
mectantes y lubricantes, tales como laurilsulfato sddico,
asi.como agentes colorantes, agentes aromatizantes, lubri-
cantes, excipientes, agentes para la formacidén de tabletas,
estabilizadores, antioxidantes y conservantes. En las com-
posiciones farmacéuticas de la presente invencidn pueden in
cluirse otros aditivos y substancias activas farmacéutica-
mente compatibles (por ejemplo; vitamina D o metabolitos de
vitamina D, y suplementos mineéales). )

La eleccidén de un vehiculo farmacéutico para

H
i
Y
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utilizar en ccmbinacidén con los difosfonatos de las presen-~ !

tes composiciones estd determinada fundamentalmente por la
manera en que ha de administrarse ¢l difosfonato. Si el com
puesto ha de inyectarse, el vehiculo farmacéutico preferido
es solucién salina fisioldgica y estéril, cuyo pH se ha »
ajustado a 7,4 aproximadamente. Sin embargo, el modo de ad-
ministracién preferido de los difosfonatos de la presente
invencidén es por via oral y, por lo tanto, la forma de dosis
unitaria preferida son tabletas, cdpsulas y similares, que
comprenden desde aproximadamente 0,1 mg P hasta aproximada-
mente 600 mg P de los compuestos de dcido difosfdénico des-
critos en esta memoria. En la técnica son bien conocidos

los vehiculos farmacéuticos adecuados para la preparacidn

de formas de dosis unitarias para la administracidn oral.

Su seleccidn dependerd de consideraciones secundarias comno
sabor, coste, estabilidad al almacenamiento, que no son_esen
ciales para los fines de la presente invencidén, y puede ha-
cerla sin dificultad una persona especializada en la técni-
ca. El vehiculo farmacéutico empleado en combinacién con

los difosfonatos de la presente invencidén se utiliza en una
concentracidén suficiente para proporcionar una relacién
préctiéa de tamaiio a dosis. Preferiblemente, el vehiculo
farmacéutico comprende de desde aproximadamente 0,01% hasta

aproximadamente 99,99% en peso de la composicidn total,

EJEMPLO I
Se preparan cépsulas por métodos tradicionales,

que consisten en lo siguiente:
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Ingrediente Mg por céosula
N=(2~(3-picolil))AMDP 100 (comec mg P)
i | Almidén 55,60
o Laurilsulfato sddico 2,90
5 ‘Las cépsulas anteriores administradas por via

oral, dos veces diarias, durante seis meses, redujeron subs
tancialmente la reabsorcidén ésea en un paciente que pesaba
aproximadamente 70 kg afectado por osteoporosis. Se obtie-
nen resultados similares cuando el dcido N-(2~(3-picolil})-
10 -~aminometano-difosfénico o su sal o éster farmacéuticamente
aceptable se reemplaza en las cdpsulas anteriormente descri
tas, por

 dcido N-(2-(5~amino)-piridil)~aminometano-difosfénico;
dcido N-(2-(5-cloro)-piridil)-aminometano-difosfénico;

15 dcido N-(2-(4-picolil))-aminometano-difosfénico;

dcido N-(2-(5-picolil))-aminometano-difosfénico;

dcido N~-(2-(6-picolil))-aminometano difosfdénico;

dcido N~(2-(3,4-lutidina))-aminometano difosfdnico;

dcido N-(2-pirimidil)-aminometano difosfdnico;

20 dcido N-(2-piridil)-2-aminoetano-1,l-difosfdnico;

dcido 2-(2-piridil)-etano-1,1-difosfdénico;
écido'2-(3—piridil)—etano—l,1-difosf6nico;

dcido 2-(4-piridil)-etano~1,1~difosfdénico;

dcido 2-(2-piridil)-1-hidroxi-etano-1,1l~difosfénico;

25 dcido 2-(3-piridil)-l1-hidroxi-etano-1l,l~difosfdénico;

dcido 2-(4-piridil)-l-hidroxi-etano-1,1-difosfénico;

dcido 0-(2-(3-picolil))-oxametano-difosfénico; o sus sales

0 ésteres farmacéuticamente aceptables.

30
2626
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EJENPLO IT
Se prepéran tabletas por métodos tradicionalces,

formuladas como sigue:

Ingrediente mg por tahleta
N~-(2-pirimidil)AMDP 25,00
Lactosa 40,00
Almiddn 2,50
kstearato magnésico 1,00

Las tabletas anteriores administradas oralmen-
te, dos veces al dia, durante seis meses, redujeron substan
cialmente la reabsorcién ésea en un paciente que pesaba
aproximadamente 70 kg afectado por osteoporosis. Se ovtigp-
nen resultados similares cuando el N-(2-pirimidil) AMDP? o

su sal o éster farmacduticamente aceptable, se reemplaza en

“las tabletas anteriormente descritas por:

4cido N-(2~(5-amino)~-piridil)-aminometano~difosfdnico;
dcido N~(2-(5-cloro)-piridil)-aminometano-difosfénico;
dcidc N=(2-(3-picolil))~aminometano-difosfénico;

dcido N-(2-(4~picolil))-aminometano-difosfénico;

dcido N-(2-~(5-picolil))-aminometano-difosfdénico;

dcido N-(2-(6-picolil))~aminometano-difosfdénico;

dcido N-(2-(3,4~lutidina))-aminometano~difosfénico;
deido N-(2-piridil)-2-aminoetano=-l,l-difosfénico;
dcido 2-(2-piridil)-etano-1,1-difosfénico;

dcido 2-(3-piridil)-etano-1,l-difosfénico;

dcido 2-(4-piridil)-etano~l,l1~-difosfénico;

édcido 2f(Z—piridil)*1-hidroxi~etano-l,l-difosfénico;
dcido 2-(3-piridil)-l-hidroxi-etano~l,1l~-difosfénico;
dcido 2—(4~piridi1)-l-hidroxi-étano—l,l—éifosfénico;

dcido 2-(2-(3-picolil))-oxametano~difosfénico; o sus sales
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o ésteres farmacéuticamente aceptables,

EJEMPLO IIT

Se preparan soluciones inyectables por métodos

tradicionales, utilizando 1,0 ml de solucién salina fisiold
gica o de agua j 3,5 mg de dcido 2-(2-piridil)-etano-1,1-di

fosidnico, ajustados a pH = 7,4.

Una inyeccidn administrada una vez al dia, du-

cuatro dias, da como resultado un alivio apreciable

de la hipercalcemia maligna en pacientes que pesaban apruzi-

madamnente 70 kg.

Se obtienen resultados similares cuando en el

tratamiento anteriormente descrito se reemplazaba el é&cido

2~(2-piridil)-etano-1,1-difosfdénico por

N~-(2~(5~amino)~piridil)~aminometano-difosfénico;
N-(2-(5-cloro)-piridil)-aminometano~difosfdnico;
N-(2-(3-picolil))-aminometano—difosfdnico;
N-(2-(4~picolil))-aminometano-difosfénico;
N-(2-(5-picolil))-aminometano-difosfénico;
N~(2~(6-picolil))-aminometano-difosfdénico;
N-(2-(3,4-1lutidina))-aminometano~-difosfénico;
N-(2-pirimidil)-~aminometano-difosfdénico;
N-(2-piridil)-2-aminoetano-1,1-difosfénico;
2-(3~-piridil)-etano-1,1-difosfdénico;
2~(4-piridil)-etano-1,1-difosfdénico;
2-(2-piridil)-1-hidroxi-etano~1,1-difosfdnico;
2-(3-piridil)-1-hidroxi-etano~-1,l-difosfénico;
2-(4-piridil)~-1-hidroxi-etano-1,1-difosfénico;

0-(2-(3-picolil))-oxametano difosfdnico; y sus sales

o ésteres farmacéuticamente aceptables.

2
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Las composiciones de la presentcvinvcncién 50n
Gtiles en el tratamiento del metabolismo ancrmal del calcio
y el fosfato. Otros dcidos difosfdénicos y sus sales farma-
céuticamente aceptables han sido propuestos para utilizar-—

los en el tratamiento y profilaxis de tales estados. En

‘particular, el dcido etano-l-hidroxi-1,l-difosfdénico-(¥HDP),

el 4dcido propano-3-amino-l-hidroxi-1l,l-difosfdnico~(APD) y
el dcido diclorometanoc.-difosfénico (CIZHDP) han sido objeto
de considerables esfuerzos de investigacién en este campo.

Sin embargo, las composiciones de la preéunce
invencién son, en general, mas potentes bioldgicamente para
inhibir la reabsorcidn ésea que los difosfonatos descritos
en la técnica. Asi, las composiciones de la presente inven-
c¢idén pueden proporcionar una o mis de las siguientes venta-
jas en écmpucuciéh con los difosfonatos descritos en la téc
nica: (1) son mds potentes para innibir la reabsorcidn
6sea; (2) poseen menos poder de inhibicidén de la minerali-
zacibén 6sea, porque se cree que la inhibicién de la minera-
lizacidén es predominantemente un efecto fisicoquimico rela-
cionado con la masa; (3) tienen en general un margen de se
guridad mds amplio (es decir,vun intervalo de dosificacidn
mds amplio entre la dosis minima eficaz para evitar la reab
soréién y la dosis minima que produce la inhibicidén de 1a
mineralizacién); (4) permiten administrar dosis orales me-
nores, evitando asi la incomodidad gastrointestinal (como
la diarrea) asociada algunas veces con dosis mds altas de
difosfonatos; y (5) tienen posibilidad de flexibilidad de
los métodos de dosificacién.

Otrc aspecto de eséa invencign es un método pa-

ra tratar o prevenir enfermedades que se caracterizan por

1

{
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un metabolismo anormal del calcio y del fosfato, en partiei
lar las que se caracterizan por un metabolismo déseo anor-
mal, en personas con riesgo de tal enfermedad, que compren-
de la operacién de administrar a personas que necesitan tal
tratamiento una cantidad inocua y eficaz de una composicidn
de la presente invencién que contiene dcido difosfdnico.

El modo de adminispracién preferido es oral, pe
ro otros modos de administracidén incluyen, sin limitacidm,
la administracidén transdérmica, a través de las mucosas,
sublingual, intramuscular, intravenosa, intraperitoneél 7
subcutdnea, asi como.la aplicacidn tdépica.

Por "metabolismo anormal del calcio y del fcsfa
to" tal como se utiliza en esta memoria, se entiende (1)
estados que se caracterizan por una movilizacidén andmala
del calcio y del fosfato, que conduce a una pérdida ésea ge
neral o especifica o a niveles excesivamente altos de cal-
cio y de fosfato en los fluidos del organismo; y (2) esta-
dos que son causa o son el resultadc de que se deposite cal
cio y fosfato de manera andmala en el organismo.La primera
categoria incluye la osteoporoéis, la enfermedad de Paget,
el hiperparatiroidismo, la hipercalcemia maligna y la metds
tasis Gsea osteolitica, pero no estd limitada a ellas.la se
gunda categoria incluye la miositis osificante progresiva,
la calcinosis universal y afecciones tales como artritis,
neuritis, bursitis, tendonitis y otros.estados inflamato—
rios que predisponen a que se depositen fosfatos cdlcicos
en los tejidos implicados, pero no estd limitada a ellas.

Por "persona con riesgo de" o "persona que necg
sita tal tratamiento" tal como se utiliza en esta memoria,

se entiende cualquier ser humanc o animal inferior que su-
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fre un riesgo importante de metabolismo anormal del calcio
y del fosfato si permanece sin tratar, y cualquier ser huma
no o animal inferior al que se le ha . diagnosticado que es-
td afectado por un metabolismo anormal del calcio y del fos
fato. Por ejemplo, las mujeres postmenopidusicas; las perso-
nas que estdn. sometidas a cierta terapia con esteroides;
las personas que toman ciertos fdrmacos anticonvulsivos;
las personas a las que se ha diagnosticado que tienen la en
fermedad de Paget, hiperparatiroidismo, hipercalcemia malig
na o metdstasis 6sea osteolitica; personas a las que sa ha
diagnostic¢ado . que padecen una o mis de las diversas formas
de osteoporosis; las personas que pertenecen a un grupo de
poblacidén que se sabe que tienen una probabilidad de con-
traer osteoporosis significativamente mayor que la madia,
por ejemplo, las mujeres postmenopdusicas, los hombres de
nds de 65 afios, y las personas que estidn siendo tratadas

con fdarmacos de los que se sabe que producen osteoporosis

como efecto secundario; las personas a las que se ha diag--

nosticado que padecen miositis osificante progresiva o cal-
cinosis universal; y las personas afectadas por artritis,
neuritis, bursitis, tendonitis y otros estados inflamato-
rios que predisponen a que se deposite fosfato cdlcico en
los tejidos implicados.

Por "ser humano o animal inferior afectado de
osteoporosis o en peligro de ello"” tal como se utiliza en
esta menoria, se entiende un sujeto al que se ha diagnoskti-
cado que padece una o mds de las diversas formas de osteopo
rosis, 0 un sujeto que pertenece a un grupo del que se sabe
que tiene una probabilidad de contraer osteoporoéis signifi

cativamente mayor que la media, por ejemplo, las mujeres

i
i
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postmencpdusicas, leos hombres de mds de 65 afics, y les par-
sonas que estdn siendo tratadas con férmacos de los que se
sabe que producen osteoporosis como efecto secundario (ta-
les como los adrenocorticoides).

2

Por "cantidad inocua y eficaz" tal como se uti-

to o composicidn lo suficientemente alta para modificar de
manera significativamente positiva.el estado que ha de tra-
tarse, pero lo suficientemente baja para evitar efectos se-
cundarios graves (con una relacidn de beneficio/riesgo 1820
nable), dentro del alcance de un juicio médico acertado. La
cantidad inocua y eficaz de difosfonatos variard con €l es-
tado particular que se esté tratando, con la edad y estado
fisico del paciente que se estd tratando, con la gravedad
del estado, con la duracién del tratamiento, con la natusa-
leza de la terapia que se aplica al mismo tiempo, y con el
difosfonato especifico empleado. Sin embargo, las dosis uni
cas pueden ir desde aproximadamente 0,001 mg P a aproximada
mente 3.500 mg P, o desde aproximadamente 0,1 microgramos
P/kg de peso corporal a aproximadamente 500 mg P/kg de peso
corporal. Las dosis dnicas preferidas son desde aproximada-
mente 0,1 mg P hasta aproximadamente 600 mg P, o desde apro
xima&amente 0,01 hasta aproximadamente 50 mg P/kg de peso
corporal. Pueden administrarse diariamente hasta aproximada
mente 4 dosis Unicas. Las dosis diarias mayores de aproxima
damente 2.000 mg P/kg no son necesarias para producir el
efecto deseade y pueden producir efectos secundarios inde-
seables. Las dosis mds altas dentro de este intervalo son
necesarias, desde luego, en el caso de 1é.administracién

oral, debido a una absorcidén limitada.

liza en esta memoria, se entiende una cantidad de un compues
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¥odelo do Schenk

Los compuestos se evaluaron en cuanto a la inhi
bicidén de la reabsorcidén 6sea in vivo y a la inhibicidn de
la mineralizacidén in vivo, en un sistema de modelo animal
conocido en el campo del metabolismo ds=20 como el modelo de

Schenk. Los principios generales de este sistema de modelo

se describen en Shinoda et al., Calcif. Tissue Int., 335,

1

87-99 (1983) y en Schenk et al., Calcif. Tissue Res. 11,
196-214 (1973), cuyas citas se incorporan aqui ccmo refzren

cia.

Materiales y métodos:

Animales

Ratas Sprague Davley, macho, prematuramence des
tetadas, de 17 dias de edad (30 gramos) (Charles River
Breeding Laboratories) se enviaron con sus madres y se pu-
sieron en jaulas de pldstico, con sus madres, cuando llega-
ron. A los 21 dias deedad, los cachorros que recibian comi-
da para ratas y agua ad libitum, se distribuyeron al azar
en grupos de tratamiento que comprendian 5 animales por gru
po, a excepcidn de los animales testigo que recibian vehicu
lo salino y qﬁe tenian 10 ratas por grupo. En el dia O y
nuevamente en el dia 1, todos los animales recibieron una
inyeccidén subcutdnea de Calceina (Sigma) en forma de una so
lucién al 1% en solucidén de NaCl al 0,9%, para marcar ra-

diactivamente el esqueleto.

Soluciones de dosis y procedimiento de dosifica-

s
cilon

Todas las soluciones se prepararon para inyec-
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cidén subcutdnea en solucidn salina normal al 0,9% y se ajus

taron a pH 7,4, utilizando NaOH y/o HCl. El cdlculo de 1la
solucién de dosis se efectud considerando la masa de polvo
(basada en el peso molecular, hidratacién) del material acti
vo en mg/kg (peso corporal) que corresponde a mgP/ké. Las
concentraciones se basaron en la dosificacidén de 0,2 @1/100
g de peso corporal. Inicialmente, se administraron toZos
los compuestos a razén de 0,1, 1,0 y 10,0 mgP/kg/dia, duran
te 7 dias. Los compuestos que mostraban actividad para 0,1
mgP/kg/dia se ensayaron después en concentraciones logarit-
micamente decrecientes hasta 0,0l mgP/kg/dia. Los ajustes
de las dosis basados en variaciones del peso corporal se

efectuaron diariamente.

.Neérqpsia, tratamiento de los tejidos e histo-

morfometria

El dia 8 después de iniciarse la dosificacidn,
se sacrificaron todos los animales por asfixia con COZ‘ Se
disecaron las tibias y se pusieron en alcohol etilico al
70%. Una tibia se deshidraté en soluciones de etanol de
concentraciones escalonadas y se encastréd en metacrilato
de metilo, utilizando un procedimiento rdpido descrito en

Boyce et al., Lab, Investig., 48, 683-689 (1983), cuyas ci~-

tas se incorporan aqui como referencia. La tibia se cortd
longitudinalmente por la zona metafisaria (microtomo de
sierra LeitzR a 150 micrometros). Las muestras se tifieron
por una de las caras con nitrato de plata, y se montaron
sobre ﬁortaobjetos de microscopio paré su evaluacidn con
un aparato analizador de imdgenes Quantimet Image Analyzer

(Cambridge Instruments Inc.), utilizando iluminacidn incan-

i
3
i
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trabecular metafisario se determind en la regidn entre la
identificacidn radiactiva fluorescente y la placa de creci-
miento: expresado como porcentaje del drea total (hueso +
médula). La anchura de la plaéa de crecimiento epifisaria
se obtuvo como el valor medio de diez medidas de la secciédn
igualmente espaciadas.

" Se efectud la evaluacidén estadistica de lcs ca-
tos, utilizando los andlisis de varianza paramétrico y no
paramétrico y el ensayo de la suma de rangos de Wilcoxéns
para determinar un efecto estadisticamente significativo
comparado con los animales testigo.

El modelo de Schenk proporciond datos para la
inhibicidén de la reabsorcién ésea in vivo que producen los
compuestos. Las dosis eficaces minimas ("DEM")(que se opo;
nen a la reabsorcidn) correspondientes a los compuestos re
presentativos ensayados, determinadas por el modelo de

Schenk, se proporcionan en la Tabla I.

TABLA I

Dosis eficaz minima (que se opone a la reabsorcidn)

. Schenk
Compuesto de difosfonato DEM (mg P/kg)
EHDP 1,0
C1,MDP 1,0
APD | 0,1
N-(2-piridil)-AMDE" 0,01
N-(2-(5-cloro)-piridil)-AMDP" B 0,01
N-(2-(3-picolil))~ANDP" - 0,001
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Schenk
Compuesto de difosfonato DEN (mg P/kg)
W-(2-(4-picolil) )~AHDP 0,001
N-(2-(5-picolil))~AMDP" 0,001
N-(2-(6-picolil))~AMDP " 0,001
N-(2-pirimidil))-AMDP" 0,001
N-(4-piridil)=N-etil-AMNDP" 0,1
2-(2-piridil)=EDP" , 0,01
9-(3-piridil)~EDP" 0,01

1-(2-piridil)propil-Dp~ | 10

EHDP = etano~l,1-hidroxi-1,1-DP;

C12MDP = diclorometano-DP;

APD = 3-aminopropano-l-hidroxi~1,1-DP;

AMDP = &4cido aminometano difosfénico, en el que el anillo
estd unido a la amina;

* compuestos incluidos en las composiciones farmacduticas
de la presente invencidn;

EDP = 4cido etano-1l,1-difosfdénico, en el que el anillo estd
unido en la posicidén 2 del etano;

Propil-DP = dcido propano-2,2-difosfénico.

Los compuestos de difosfonato que tienen un
efecto inhibidor de la mineralizacién ésea producen un en-
sanchamiento de la placa de crecimiento epifisaria, porque
continda la produccién de matriz, pero se dificulta la mine
ralizacidén. El ensanchamiento de la placa de crecimiento
epifisaria que se observa en el modelo de Schenk es, por lo

tanto, una medida del efecto inhibidor de la mineraliza-

cién del compuesto de difosfonato ensayado.

Las dosis minimas ensayadas que producen un en-
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sanchamiento estadisticamente significativo de la placa de

crecimiento epifisaria para los compuestos ensayados, se

dan en la Tabla II.

TABLA II

Inhibicidén de la mineralizacién (modelo de Schenk)

Compuesto de
difosfonato

EXDP
APD
CleDP .
N-(2-piridil)-AMDP

N~(4-piridil)-N-etil—AMDP

N-(2-(3-picolil) )-AMDP"
N-(2-(4-picolil))-AHDP"
N-(2-(5-picolil))-AMDP"
N-(2-(6-picolil) )-AMDE"
N~(2-pirimidil)-AMDP"

*
N-(2-(5-cloro)~piridil)-AMDP

2-(3-piridil)~EDP"
2-(2-piridil)-EDP"

Dosis minima ensayadz que

produce un ensanchamiento

estadisticamente signifi-

cativo de la placa de brg

cimiento epifisaria
(ngP/kg)

10
10

-

0,1
1)°

1)

——

0,1

- = no se observd ninglin ensanchamiento de la placa para la

dosis méxima ensayada (la dosis midxima ensayada es 10 mg

P/kg/dia, a menos que se indique otra cosa);

1)

= la dosis mixima evaluada es de 1 mgP/kg/dis : (compues-

to letalmente téxico para 10 mg P/kg/dia);

EHDP = etano~l-hidroxi-1,1-DP;
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APD = 3-aminopropano-l-hidroxi-1,1-DP;

ClZMDP = gdiclorometano-DP;

AMDP = 4cido aminometanodifosfénico, en el que el anillo es
td unido a la amina;

EDP = fcido etano-l,l-difosfdénico, en el que el anillo estd

unido en la posicidén 2 del etano;

ol
~

= compuestos incluidos en composiciones farmacéuticas. de

la presente invencién.

Modelo con rata tiroparatiroidectomizada (TPTX)

Los gbmpuestos se evaluaron en cuanto a su po-
tencia inhibidora de la reabsorcidén ésea in vivo mediante
un sistema de modelo animal conocido como modelo con rata
tiroparatiroidectomizada (TPTX). Los principios generales
de este sistema de modelo se describen en Russell et al.,

Calcif. Tissue Research, 6, 183-196 (1970), y en Muhlbauer

and Fleisch, Mineral Electrolyte Metab., 5, 296-303 (1981),

cuyas citas se incorporan aqui como referencia. El concepto
bioquimico fundamental del sistema TPTX es la inhibicién
del aumento de los niveles de caicio en suero y de calcio
ionizado inducido por la hormona paratiroidea (PTH), produ-

cida por los respectivos polifosfonatos con actividad dsea.

Materiales y métodos:

Materiales

Las dietas bajas en calcio y bajas en fésforo
utilizédas las preparé TekladR Test Diets (Harlan Industries|
Madison, Wisconsin 53711; Pedido n? TD82195) en forma de pe

1la, de aproximadamente 0,18% de calcio y 0,22% de fésforo.

Las dietas contenfan todas las vitaminas esenciales y los
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Cminerales que requiere la rata, a excepcién de calcio y s

foro. Las concentraciones de calcio y fésforo de las pellas.
se verificaron analiticamente (Procter & Gamble Co., Miami
Valley Laboratories, Cincinnati, Ohio).

La PTH se adquirid en forma de un extracto bovi
no en polvo (Sigma Chemical Co., P. 0. Box 14508, St. Louis,
Missouri, pedidor®P~0892, loterR72F-9650) con una actividad
dé 138 unidades USP por mg. La PTH se prepard en solucidn
salina al 0,9%, de tal manera que la concentracidén fin2l fue
ra de 100 U.S.P./ml. Todas las soluciones se filtraron a
través de un papel de filtro Whatman n? 4 y se volvieron a

filtrar a través de un filtro Metricel® de 0,45 micrdémetros,

Soluciones de dosis y procedimientos de dosifi-

caciédn

Todas las soluciones de compuestos a ensayar en
cuanto a su potencia inhibidora de la reabsorcidn désea se
prepararon para inyeccién subcutdnea en solucidn salina nor-
mal al 0,9% y se ajustaron a pH 7,4, utilizando NaOH y/o
HCl. El cdlculo de la solucién de dosis se efectud conside-
rando la masa de polvo (con relacién al peso molecular, hi-
dratacién) del material activo en mg/kg (peso corporal) que
corresponde a mg P/kg. Las concentraciones se basaron en la
dosificacién de 0,2 mg/l00 g de peso corporal. Inicialmente,
todos los compuestos se administraron en dosis de 0,01, 0,1
y 1,0 mg P/kg/dia, durante 4 dias. Si era necesario, se repe
tia el ensayo, administrando para ello a los animales 0,5
DEM, con el fin de afinar la determinacidén de la DEM. Los
ajustes de dosificacién basados en las variaciones del peso

corporal se efectuaron diariamente.
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Animales

En este estudio, 50 ratas-Wistar, macho, que pe
saban aproximadamente 150 a 160 gramos, fueron tiroparati-
roidectomizadas quirdrgicamente por el criador (Charles Ri~
ver Breeding Lahoratories). A la llegada, todas las ratas
se alojaron de dos en dos en jaulas suspendidas, con comida
para ratas Purina Laboratory Rodent Chow® y agua del grifo
ad libitum. Después de la aclimatacidén al ambiente del labo
ratorio durante 3 a 5 dias, se sometieron las ratas a una
dieta (Tecklad?) baja en calcio y baja en fdésforo (0,18%/
0,22%) y se les administrd agua desionizada suplementada
con gluconato cdlcico al 2% (peso/volumen), utilizando bote

llas de agua.

Método

Al cuarto dia de dieta baja en calcio se aneste
siaron todas las ratas con Ketaset} (hidrocloruro de cetami
na, 100 mglml,»BFistol Myers), 0,10 m1/100 g de peso corpo-
ral, se pesaron y, después, se les extrajo sangre del plexo
venoso retroorbital, para el andlisis del calcio total en
suero, utilizando el método de absorcidén atdémica con llama
(FAA). Todas las ratas que pesaban menos de 180 gramos se
eliminaron del estudio. A continuacidn, los animales se
distribuyeron estadisticamente al azar, de tal manera que
el calcio total medio en suero fuera el mismo para todos
los grupos. Solamente las ratas consideradas hipocalcémicas
(calcio total en suero X de 8,0 mg/dl) se pusieron en gru-
pos de estudio que comprendian 6 animales por grupo.

Los tratamientos con los diversos compuestos ex

perimentales comenzaron al 62 dia y duraron hasta el 92 dia
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del estudio a he : .m. todes los dias). Se prep
lel estudio (a la hora 1:00 p todos los di proy

o

rarxon goluciones de dosis para administrarlas en una pro-
porcidén constante de 0,2 m1/100 g de peso corporal, por
via subcuténea, en el colgajo de piel ventral donde la pata
trasera se une al torso. Todos los dias se pesaron todas
las ratas y se les administraron las dosis. Para administrar
el fdrmaco se utilizé una aguja de 15,88 mm, de calibre 25,
alternando diariamente los puntos de administracidén de la
dosis. Al 8¢ dia, se cambid el suministro de agua de los
animales, proporciondndoles agua destilada y desionizzda,
mediante botellas de agua. Al 92 dfa, todas las ratas fue-
ron sometidas a ayuno desde las primeras horas de la tarde,
aproximadamente a las 4:00 p.m. Al 102 dia del estudic no
se les sometié a ningiln tratamiento. Por la mafiana se¢ reco-
gi6é de cada una de las ratas una muestra de 600 micrclitros
dé sangre entera, en tubos separadores de suero Microtainer
(B-D#5060) para determinar el calcio total en suero (FAA).
También se recogieron dos muestras de 125 microlitros de
sangre entera heparinizada, para utilizarlas en el anilisis
del calcio ionizado. Inmediatamente después de la recogida
de'sangre, se pesaron todas las ratas y se les inyectd hor-
mona paratiroidea bovina subcutdneamente, en una proporcidn
de 75 USP (filtrada) por 100 g de peso corporal. Se repitié
la toma de muestras de sangre para determinar el calcio to-
tal 9 el calecio ionizado, a las 3 horas y media después de
la inyeccién de la PTH.

Se analizaron estadisticamente todos los resul-
tados de las determinaciones de calcio ionizado y de calcio
total antes y después de la administracién de PfH para de-

terminar su significacidén en comparzcidén con la administra-
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cidn de PTH sola (testigo), utilizando el ensayo t de Stu-
dent, el andlisis de la varianza y sus equivalentes no para
métricos. También se determinarén el camﬁio posterior menos
el previo y el %. de cambio con los.niveles de calcio, ¥y

5 los peéos corporales antes de la administracidn del fdrmaco
versus despuéds de la administracidén del fdrmaco.

El efecto fisiolégico del estimulo de la PTH es
un aumento del nivel de calcio en suero, observidndose la agc
tividad mdxima a las 3 horas ‘y media. Como en el modelo
10 TPIX se minimizan los testigos hormonales y dietéticos del
metabolismo del calcio, la observacidén de un aumento del ni
vel de calcio en suero es, presumiblemente, el resultado de
la reabsorcidén de material éseo. Como los_polifosfonatos
tienden a inhibir la reabsorcidén de materiales &éseos, los.
15 animales tratados previamente con polifosfonato mostraromn
un aumento del nivel de calcio en suero después del estimu-
lo de la PTH, el cual era menor que el que se encontrd en
los animales testigo que habian sido tratados en cambio con
vehiculo salino. La dosis minima para la que el polifosfona-
20 to es capaz de inhibir la reabsorcidn désea, como se pone de
manifiesto por un aumento menor del calcio en suero después
del estimulo de la PTH, es una medida de la potencia del po-
lifosfonato para inhibir la reabosrcidén désea. Los valores de
la DEM de la potencia inhibidora de la reabsorcidn Gsea de
25 los compuestos representativos, determinados por el modelo

con rata TPTX, se presentan en la Tabla III.

30
26260
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Dosis eficaz minima (que se ocpone a la reabsorcidn)

Compuesto de difosfonato

EHDP
C1,HbP

APD

N-(2-piridil)-AMDP
Nw(2~(S—amino)—piridil)wAMDP*
N~(2—(5~c10ro)—piridil)*AMDP*
N-(2~(5-nitro)=-piridil)—AMDP
N-(2-(5-carboxi)-piridil)-ANDP
N-(2-(3,5-dicloro)-piridil)-ANDP
N-(4-piridil)~N-etil-ANDP
N-(2-(3-picolil))-AMDP
N—(2~(4~picolil))—AMDP*
N-(2-(5-picolil))~AMDP"
N-(2-(6-picolil))~AMDP"
N~(2~(3,4—lutidina))—AMDP*
N—(2~(4,6—1utidiﬁa))~ANDp*
N-(Z*pirimidil)-AMDP*
N~(4-(2,6—dimetil)~pirimidil)’AMDP*
N-(2-(4,6-dihidroxi)~pirimidil)=AMDP
N-(2-piridil)-AEDP"
N-(2-(3-picolil))~AEDP "
2-(2-piridil)=~EDD"
2-(3-piridil)~EDP"
2-(4-piridil)-EDP"
1-(2-piridil)-propil=Dp"
2—(2~piridil)-l—cloroetano—DP*

0-(2~piridil)~-oxametano-DP¥

TPTX
DEM (mng P/kg

)

1,0
1,0
0,1
0,01
0,01
0,01
0,1
N

1,0
0,1
0,002
0,001
0,001
0,01
0,01
0,01
0,01
1,0
0,01

0,01

0,01

1)

1)
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TPTX
Compuesto de difosfonato (mg P/kg)
*
0-(2-(3-picolil))-oxametano=DP 0,1

N = ninguna actividad para ninguno de los niveles de dosifi
cacién ensayados;

EHDP = etano-l-hidroxi-1,1-DP;

CIZHDP = diclorometano-DP;

APD = 3-aminopropano~-l-hidroxi-1,1-DP;

MDP = dcido aminometanodifosfdnico,en el que el anillc es-
td unido a la amina;

AEDP = dcido 2-aminoetano-1l,l-difosfénico, en el que el ani
llo ésta unido a la amina;

EDP = dcido etano-1,l1-difosfdnico, en el que el anillo ostd
unido en la posicidén 2 del etano;

Propil-DP = cido propano~2,2-difosfdénico;

ate
-

= compuestos incluidos en composiciones farmacéuticas de
la presente invencidn;
1) = nivel de actividad dudoso, debido a la falta de res-
puesta ante la dosis.
EJEMPLO IV

A pacientes que pesaban aproximadamente 70 kg,
a los que se habia diagnosticado clinicamente que padecian
hipercalcemia maligna, se les administraron 0,7 mg P de &dci-
do 2-(2-piridil)-etano-1,1~-difosfénico o su sal o éster far-
macéuticamente aceptables, mediante una infusién intraveno-
sa de 2 horas y media, una vez al dis, durante 4 dias. Este
tratamiento da como resultado un alivio apreciable de la hi-
percalcemia maligna.
Se obtienen resultados similares cuando el aci-

do 2~-(2-piridil)-etano~1,1-difosfénico se reenplaza, en el
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dcido
acido
dcido
dcido
dcido
dcido
dcido
acido
dcido

dcido

dcido

dcido
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tratamiento anteriormente descrito, por:

N-(Z—(5~amino)-pirid;l)*aminometano«difosfénico;
N-(2-(5-cloro)-piridil)~aminometano-difosfénico;
N-(2-(3-picolil) )-aminometano-difosfdnico;
N-(2-(4-picolil))-aminometano-difosfdénico;
N-(2-(5-picolil))-aminometano~difosfonico;
M-(2-(6-picolil))-aminometano-difosfénico;
N-(2-(3,4-1utidina))-aminometano-difosfdénico;
N—(Z—pirimidil)—aminometano—difosfénico;
N-(2-piridil)-2-amincetano-1,l-difosfénico;
2-(3-piridil)-etano-1,1-difosfdnico;
2-(4-piridil)-etano~1,1-difosfénico;
2—(2—piridil)~l—hidroxi~etano—l,l-qifosfénico;
2-(3-piridil)-1-hidroxi-etano-1,1-difosfdénico;
2-(4-piridil)-l-hidroxi-etano~1,1-difosfénico;

0-(2-(3-picolil))-oxametano-difosfdénico; y sus sales

o ésteres farmacéuticamente aceptables.
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— -~ REIVINDICACIONES -

Los pugtos de invencidn propia y nueva que se
presentan para que sean objeto de esta solicitud de Paten-
te de Invencién en Espafia, por VEINTE afios, son los que se
recogen en las reivindicacioneé siguientes: |

1%,-~ Un procedimiento para preparar compuestos

de &cido difosfépico que tienen la estructura

.. ~E
£
o
A
. Qb Ry RO3H, .
3= T I N G O POSH,
— Ry Az R,
\ \ —

donde Z es un anillo seleccionado del grupo que consiste. -
en piridina, piridazina, pirimidina y pirazina; Rl es hi-
drbgeno, amino substituido o no substituido, amido, hidro-
xi, alcoxi, halbgeno, carboxilato, alquilo saturado o insg
turado, substituido o no substituido, que tiene-de 1 a
aﬁroximadamente 6 &tomos de carbono, arilo substituido o
no substituido o bencilo substituido o no substituido; R2
es hidrdgeno o alquilo saturado o insaturado, substituido
o no substituido, que tiene de 1 a aproximadsmente 4 &to-
mos de carbono; R3 es uno o més substituyentes selecciona-
dos del grupo que consiste en hidrbgeno, alquile saturado
o insaturado, substituido y no substituido, que tiene de

1 a aproximadsmente 6 &tomos de carbono, srilo substituido
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_y no substituido, bencilo substituido y no substituido,

Hoje nom ]

hidroxi, haldgeno, carbonilo, alecoxi, nitro, amido, amino,
amino substituido, carboxilato y sus combinaciones; R4 es
hidrégeno, alquilo saturado o insaturado, substituido ¢
no substituido, que tiene de 1 a 4 Atomos de carbono, o

acilo, y sus sales y &steres farmacéuticamente aceptables,

procedimiento que comprende hacer reaccionar una solucibn |-

de una amina de férmula

gt
!

33 - & - NH

en la que R3 N R# son como se han definido antes, en tetra.
hidrofurano, a aproximadamente 52C durante aproximadamente
16 horas, con un éster de un &cido vinil-difosfbénico de

férmula

en la que Rl Yy R2 son como se han definido antes, e hidro-
lizar el &ster resultante por tratamiento a reflujo con
fcido clorhfdrico concentrado para formar el &cido difos-

fénico.
28.- "UN PROCEDIMIENTO PARA FREPARAR COMPUESTOS

DE ACIDO DIFOSFONICO".
Tal y como se ha descrito en la Meméria que ante-

cede y con los fines que se han especificado.
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Esta Memoria consta de cuarenta y dos hojas

critas a méquina por una sola cara.

. Y ope CHT k0o
Madrid, 15Nz oof,

Hoja ndam
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