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@Resumen:

Compuestos derivados de la vitamina D. La presente
invencion se refiere a compuestos derivados de
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multiples, procedimientos de obtencion y usos de los
mismos. Estos derivados presentan mayor rigidez en
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DESCRIPCION

Compuestos derivados de la Vitamina D
Sector de la técnica

La presente invencion se refiere a compuestos derivados de vitamina D. Més en concreto, se
refiere a derivados complejos de la vitamina D con sustituciones multiples, procedimientos

de obtencion y usos de los mismos.
Antecedentes de la invencion

La 1,25a-dihidroxivitamina D3 (1,25D) es el metabolito més activo de la vitamina D. Ejerce
sus acciones biologicas uniéndose de forma especifica a su receptor nuclear, el receptor de
la vitamina D (VDR). El sistema endocrino de la vitamina D juega un papel fundamental en
una amplia gama de acciones bioldgicas. Por ejemplo, en la regulacion del metabolismo
fosfo-célcico, estimulando la absorcion intestinal de estos minerales esenciales y su
movilizacion en el tejido 6seo, promueve la diferenciacion celular e inhibe la proliferacion
celular de varias células tumorales, lo que sugiere su posible uso en el tratamiento del cancer.
Sin embargo, como agente antitumoral encuentra graves limitaciones debido a su actividad

calcémica.

Por otro lado, se han sintetizado algunos derivados de la vitamina D con elevadas
restricciones de rotacion en la cadena lateral mediante la introduccion de un grupo alquino
en dicha cadena lateral (Org.Lett., 2003, vol.5, 22, 4033-4036). Sin embargo, este tipo de
estructuras aunque son capaces de estabilizar el complejo formado con el receptor VDR, no

activan la transcripcion génica tanto como la 1,25D.

Asi, todavia persiste la necesidad de disponer de derivados no hipercalcémicos de la
vitamina D que se enlacen al receptor VDR con el fin de conseguir una mayor eficacia en la

hora de obtener analogos selectivos.
Descripcion breve de la invencion

Los autores de la presente invencion han disefiado nuevos compuestos derivados de la
vitamina D. En concreto, han disefiado compuestos derivados de la vitamina D que poseen
mayor sustitucion en la posicion C-17. Ademas uno de los sustituyentes de la posicion C-17
es una cadena con mayor rigidez que la de la vitamina. Una de las ventajas de estos

compuestos al presentar mayor rigidez e impedimento estérico en la cadena lateral, bien



10

15

20

ES 2 759 698 Al

porque uno de los sustituyentes aporta mayor rigidez dada su conformacion, bien porque en
la posicion C-17 hay dos sustituyentes es que permite una mayor estabilidad en la

complejacion con el receptor VDR.

Asi, un aspecto de la invencion se dirige a un compuesto de formula (I) o uno de sus

estereoisdmeros, o sus sales farmacéuticamente aceptables,

@
donde R! es (Ci-Crpalquilo, (Ci-Ciz)alquenilo,  (Ci-Ciz)alquinilo,
(Ci-Ci2)heteroalquilo, (C2-Ci2)heteroalquenilo o (Ci-Ciz2)heteroalquinilo,

cada uno de R? y R® se selecciona independientemente de entre (C;-Ci2)alquilo,

(Ci-Ci2)alquenilo, (Ci-Ci2)alquinilo,

R* se selecciona de entre hidrogeno, (Ci-Ci2)alquilo, (Ci-Ci2)hidroxialquilo, (Ca-
Ci2)alquenilo, (C2-Ci2)hidroxialquenilo, (C2-Cr2)alquinilo, (Co-
Ci2)hidroxialquinilo,  (Ci-Ci2)heteroalquilo,  (C>-Ciz)heteroalquenilo,  (Ci-
Ci2)heteroalquinilo, (Cs-Cio)arilo, (C3-Cis)heteroarilo, (Cs-Cio)aril(Ci-Ci2)alquilo,
(Ci-Cr2)alquilacilo, (Ce-Cig)arilacilo, (Ci-Ciz)alcoxilo, (Cs-Cio)ariloxilo, (Ci-
Ciz)alquilcarboxi, (Cs-Cio)arilcarboxi, (Ci-Ciz2)carbociclo, (C3-Cis)heterociclo, -O-
(Ci-Ci2)alquilo y -O-(C;-Ci2)heteroalquilo,

cada uno de P! y P? se selecciona independientemente de entre hidrogeno, -OH,
(Ci-Cr2)alcoxilo, (Cs-Cio)ariloxilo, (Ci-Ciz)alquilcarboxi, (Ce-Cio)arilcarboxi y —
OSiR*R°R¢, donde cada uno de R?, R® y R° se seleccionan de entre (Ci-Ci2)alquilo,
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(Ce-Cip)arilo, (Cs-Cio)aril, (Ci-Ciz)alquilo, (Ci-Ciz)alcoxilo, (Ce-Cio)ariloxilo y
(Cs-Cis)heterociclo, y

X!y X? son hidrégeno o bien forman conjuntamente con el dtomo de carbono al

que estan unidos un grupo metileno (=CH>).

5 Otro aspecto de la invencion se dirige a un procedimiento para la preparacion de un
compuesto de formula (I), que comprende hacer reaccionar un compuesto de formula (II)

con un compuesto de formula (IIla) en presencia de una base,

. O
Py

(ID) R  R® (Illa)
10 donde R', R?, R? R* Py, P2, X!, X? son como se han descrito anteriormente.
Otro aspecto de la invencion se dirige a un procedimiento alternativo para la preparacion de
un compuesto de formula (I) que comprende:
(a) hacer reaccionar un compuesto de formula (II) con un compuesto de formula (I1Ib)
en presencia de una base, y
15 (b) reaccion del intermedio obtenido en la etapa (a) con un compuesto de formula R2M

y/o R°M,
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O

HaI)J\

(ID) R® (IIIb)

donde R se selecciona de (Ci-Ciz)alquilo y (Ce-Cio)arilo,

Hal es un halégeno de entre cloro, bromo, yodo,

M es un metal o un haluro metalico, y

R!, R%, R3, R% Py, P2, X!, X? son como se han descrito anteriormente.
Otro aspecto de la invencion se dirige a un compuesto de formula (I) segun se ha descrito
anteriormente, para uso como medicamento.
En otro aspecto la invencion se dirige a un compuesto de férmula (I), para su uso en el
tratamiento de enfermedades o condiciones relacionadas con la deficiencia de vitamina D.
En una realizacion particular, las enfermedades o condiciones relacionadas con la deficiencia
de vitamina D se seleccionan del grupo que consiste en raquitismo, osteoporosis,
osteodistrofia, osteomalacia y fracturas.
En otra realizacion particular, la invencion se dirige a un compuesto de formula (I), como se
ha descrito anteriormente, para su uso en el tratamiento de psoriasis, diabetes, enfermedades
autoinmunes, degenerativas, endocrinoldgicas, cardiovasculares, metabolicas, infecciosas, o
tumorales. En otra realizacion particular, la invencion se dirige a un compuesto de formula
(I), como se ha descrito anteriormente, para su uso en el tratamiento de enfermedades
neoplasicas. En una realizacidon mas particular, las enfermedades neoplasicas se seleccionan
del grupo que consiste en cancer de mama, ovario, prostata, pulmon, leucemia, tumores

solidos y tumores hematoldgicos.
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En otra realizacion particular, la invencion se dirige a la combinacion de al menos un
compuesto de féormula (I), como se ha descrito anteriormente, y al menos un compuesto

antineoplasico.

En un aspecto adicional la invencidon se dirige a una composicion farmacéutica que
comprende una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto de formula (I), tal como
se ha descrito anteriormente, junto con uno o mds excipientes o portadores

farmacéuticamente aceptables.

Descripcion de las figuras

Figura 1: (A) Actividad transcripcional. Células HEK 293 transfectadas transitoriamente con
vectores de expresion que codifican el hVDR de longitud completa y un plasmido indicador
de luciferasa que abarca la region promotora de hCYP24A1 (gen diana VDR) en presencia
de la concentracion indicada de andlogos. (B) Actividad pro calcémica. La cantidad indicada
de analogos de vitamina D se administrd diariamente por os durante 4 dias y se determino la
calcemia. Las barras rayadas representan dosis normo-calcémicas. La linea punteada

corresponde a niveles normo-calcémicos.

Figura 2: Estructura cristalina del complejo zZVDR LBD-R2. (A) El mapa de densidad de
electrones de 2Fo-Fc correspondiente al compuesto 23 se contornea a 1.0 sigma. (B)
Superposicion de 23 (naranja), con 1,25 (OH) 2D3 (gris) y XE4 (cian) dentro de las LBP de
VDR. (C) Detalles de las interacciones entre LBP y R2 que muestran las interacciones de
Van-der-Waals formadas por los dtomos de fliior en el corte 4.4 A (lineas grises). (D)
Superposicion de complejos zZVDR LBD con 23 (naranja) y 1,25 (OH)2Ds (gris). Los enlaces
NH-F y los enlaces de hidrégeno se muestran como lineas de puntos (rojo para 23 y gris para
1,25(OH)2Ds. El compuesto 23 estabiliza la conformacion del agonista a través de

numerosas interacciones adicionales con residuos de 11 y H12.

Figura 3: (A) Actividad antiinflamatoria in vitro (cultivo celular). Se cultivaron durante 6 h
células ThP1 derivadas de leucemia en presencia de LPS y de la concentracion indicada de
analogos de vitamina D, y se determinaron los niveles de transcripcion de IL12 / 23p40. (B)
Actividad antiinflamatoria in vivo. Los ratones se trataron por os 3 dias con la dosis indicada

de andlogos de vitamina D y los niveles séricos de IL-6 se determinaron 6 h después de la

6



10

15

20

25

30

ES 2 759 698 Al

administracion de LPS. Las barras sombreadas representan supuestas dosis

normocalcémicas.

Figura 4: Ensayo de proliferacion en células PC3 derivadas de un tumor de prostata
metastdsico, que se sabe que es resistente a la vitamina D. La células PC3 se trataron con
diferentes andlogos durante 96 horas. Las barras sombreadas representan supuestas dosis

normocalcémicas.
Descripcion detallada de la invencion
Definiciones

“(C1-Ci2)Alquilo” se refiere a una cadena hidrocarbonada lineal o ramificada, formada por
atomos de carbono e hidrégeno, sin insaturaciones, de 1 a 12, preferiblemente seis, mas
preferiblemente de uno a cuatro 4tomos de carbono, y que se une al resto de la molécula
mediante un enlace sencillo, que opcionalmente puede estar marcado isotdpicamente de
modo que uno o mas hidrégenos se sustituyen por deuterio (*H) o tritio (*H) y/o uno o méas
carbonos se sustituyen por carbono-11 ('!'C), carbono-13 (*C) o carbono-14 (}4C),
opcionalmente sustituido por uno o mads sustituyentes seleccionados entre el grupo
consistente en un 4atomo de haldgeno, un grupo (Ci-Ciz)alquilcarboxi, un grupo
(Cs-Cip)arilcarboxi, un grupo (Ci-Ciz)alcoxilo, un grupo ciano, un grupo nitro, un grupo
(Ci-Cip)tioalcoxilo, un grupo (Ci-Ci2)heteroalquilo, un grupo (C3-Cis)heterociclico o CFs.
Ejemplos de grupos alquilo incluyen sin limitacion metilo, trifluorometilo, trideuterometilo,

etilo, n-propilo, i-propilo, n-butilo, ¢-butilo, n-pentilo, ciclopropilo, etc.

“(C1-Ci2)Carbociclo” se refiere a una cadena hidrocarbonada cerrada formada por atomos
de carbono e hidrogeno, sin insaturaciones, de 1 a 12, preferiblemente ocho, mas
preferiblemente de cinco a ocho 4tomos de carbono, y que se une al resto de la molécula
mediante un enlace sencillo, que opcionalmente puede estar marcado isotdpicamente de
modo que uno o mas hidrégenos se sustituyen por deuterio (*H) o tritio (*H) y/o uno o méas

carbonos se sustituyen por carbono-11 (}'C), carbono-13 (**C) o carbono-14 (*C).

"(C2-Ci2)Alquenilo" se refiere a una cadena hidrocarbonada lineal o ramificada, formada por
atomos de carbono e hidrogeno, que contiene al menos una insaturacion, conjugada o no, de
2 a 12, preferiblemente de dos a ocho, mas preferiblemente de dos a cuatro dtomos de

carbono, y que se une al resto de la molécula mediante un enlace sencillo y que
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opcionalmente puede estar marcado isotdpicamente de modo que uno o mas hidrégenos se
sustituyen por >H o *H y/o uno o més carbonos se sustituyen por ''C, 13C o *C. Los radicales
alquenilo pueden estar opcionalmente sustituidos por uno o mas sustituyentes tales como un
atomo de halégeno, un grupo carboxi, un grupo (Ci-Ciz)alcoxilo, un grupo ciano, un grupo
nitro, un grupo (Ci-Ciz)tioalcoxilo, un grupo (Ci-Ciz)heteroalquilo, un grupo (Cs-
Cis)heterociclico o CFs. Ejemplos de grupos alquenilo incluyen sin limitacion vinil, alil,
butenil (por ejemplo, 1-butenil, 2-butenil, 3-butenil), o pentenil (por ejemplo, 1-pentenil, 2-

pentenil, 3-pentenil, 4-pentenil).

"(C2-Ci2)Alquinilo" se refiere a una cadena hidrocarbonada lineal o ramificada, formada por
atomos de carbono e hidrogeno, que contiene al menos un triple enlace carbono-carbono,
conjugado o no, de dos a doce, preferiblemente de dos a ocho, més preferiblemente de dos a
cuatro atomos de carbono, y que se une al resto de la molécula mediante un enlace sencillo,
tal como -CCH, -CH>CCH, -CCCHj;, -CH2CCCH3, y que opcionalmente puede estar
marcado isotopicamente de modo que uno o mas hidrégenos se sustituyen por *H o *H y/o
uno o mas carbonos se sustituyen por !'C, 13C o *C. Los radicales alquinilo pueden estar
opcionalmente sustituidos por uno o mas sustituyentes tales como un atomo de haldégeno, un
grupo carboxi, un grupo (Ci-Ciz)alcoxilo, un grupo ciano, un grupo nitro, un grupo (Ci-

Ci2)tioalcoxilo, un grupo (Csz-Cis)heterociciclo o CFs.

“(C1-Ci2)Hidroxialquilo™ se refiere a una cadena hidrocarbonada lineal o ramificada, ciclica
o aciclica formada por 4tomos de carbono e hidrégeno, sin insaturaciones, de 1 a 12,
preferiblemente de uno a ocho 4tomos de carbono, y que se une al resto de la molécula
mediante un enlace sencillo, que estd sustituido por un grupo hidroxilo, opcionalmente
protegido mediante un grupo protector como se describe en Wuts, P. G. M., Greene, T. W_;
“Protective Groups in Organic Synthesis”, 4rd Ed., John Wiley & Sons, Inc. 2007, New
Jersey, paginas 24-222. Preferiblemente, la cadena es ramificada y el grupo hidroxilo esta
protegido con alquiléteres y ésteres, como por ejemplo metoximetiléter, metoximetiléter,
benciloximetiléter, metiltiometiléter, trimetilsilietoximetiléter, acetato, pivalato, benzoato,
p-nitrobenzoato. Ejemplos de hidroxialquilos sustituidos, incluyen sin limitacion, 5-metil-5-
hidroxihexilo y 6-metil-6-hidroxiheptilo, 5-etil-5-hidroxiheptilo y 6-etil-6-hidroxioctilo.
Ejemplos de hidroxialquilos no sustituidos incluyen sin limitacion 5-hidroxihexilo y 6-

hidroxiheptilo, 5-hidroxiheptilo y 6-hidroxioctilo.
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“(C1-Ci2)Hidroxialquenilo” se refiere a una cadena hidrocarbonada lineal o ramificada,
formada por atomos de carbono e hidrégeno, que contiene al menos una insaturacion,
conjugada o no, de 2 a 12, preferiblemente de dos a ocho, mas preferiblemente de dos a
cuatro atomos de carbono, y que se une al resto de la molécula mediante un enlace sencillo
y que opcionalmente puede estar marcado isotopicamente de modo que uno o mas
hidrégenos se sustituyen por *H o *H y/o uno o maés carbonos se sustituyen por 'C, 1*C o
1C. Los radicales alquenilo pueden estar opcionalmente sustituidos por uno o mas
sustituyentes tales como un atomo de halégeno, un grupo carboxi, un grupo (Ci-Ci2)alcoxilo,
un grupo ciano, un grupo nitro, un grupo (C;-Cpp)tioalcoxilo, un grupo

(Ci-Ci2)heteroalquilo, un grupo (Cs-Cis)heterociclico.

“(C1-Ci2)Hidroxialquinilo” se refiere a una cadena hidrocarbonada lineal o ramificada,
formada por dtomos de carbono e hidrogeno, que contiene al menos un triple enlace carbono-
carbono, conjugado o no, de dos a doce, preferiblemente de dos a ocho, mas preferiblemente
de dos a cuatro atomos de carbono, y que se une al resto de la molécula mediante un enlace
sencillo, tal como -CCH, -CH>CCH, -CCCHj3, -CH,CCCHs, y que opcionalmente puede
estar marcado isotopicamente de modo que uno o mas hidrogenos se sustituyen por *H o *H
y/o uno o mas carbonos se sustituyen por !'C, 1*C o '“C. Los radicales alquinilo pueden estar
opcionalmente sustituidos por uno o mas sustituyentes tales como un atomo de halégeno, un
grupo carboxi, un grupo (Ci-Ciz)alcoxilo, un grupo ciano, un grupo nitro, un grupo (Ci-

Ci2)tioalcoxilo, un grupo (Csz-Cis)heterociciclo o CFs.

"(Cs-Ci0)Arilo" se refiere a un hidrocarburo aromatico de 6 a 10 a&tomos de carbono, tal como
fenilo o naftilo, y que opcionalmente puede estar marcado isotopicamente de modo que uno
o mas hidrégenos se sustituyen por *H o *H y/o uno o més carbonos se sustituyen por ''C,
3C o C. Los radicales arilo pueden estar opcionalmente sustituidos por uno o mds
sustituyentes seleccionados entre el grupo consistente en un atomo de halégeno, un grupo
hidroxilo, un grupo carboxi, un grupo (Ci-Ci2)alcoxilo, un grupo ciano, un grupo nitro, un
grupo (Ci-Cip)tioalcoxilo, un grupo (Ci-Ciz)alquilo o CFs.

"(Cs-C10)Aril(Ci-Ci2)alquilo" se refiere a uno o varios grupos arilo unidos al resto de la

molécula mediante un radical alquilo, por ejemplo, bencil, 3-(fenil)-propil, etc.

"(Cs3-Cis)Heterociclo" se refiere a un anillo estable de 3 a 15 miembros formado por 4tomos

de carbono y entre 1 a 5 heterodtomos escogidos entre nitrogeno, oxigeno y azufre,
9
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preferiblemente un anillo de 4 a 8 miembros formado por uno o mas heteroatomos, y mas
preferiblemente un anillo de 5 a 6 miembros con uno o més heterodtomos. Para los propdsitos
de esta invencion, los grupos heterociclico pueden ser sistemas monociclicos, biciclicos o
triciclicos, que pueden incluir anillos fusionados; y el &tomo de nitrégeno o de azufre en el
anillo heterociclico puede estar opcionalmente oxidado; el &tomo de nitrogeno puede estar
opcionalmente cuartenarizado; y el radical heterociciclo puede estar parcial o totalmente
saturado. Los radicales (Cs3-Cis)heterociciclos pueden ser aromaticos (por ejemplo, pueden
tener uno o mas anillos aromdticos) en cuyo caso se consideran como "(C3-Cjs)heteroarilos”
para los propositos de la presente invencion. El anillo heterociclico puede estar sustituido
por uno o mas sustituyentes seleccionados entre el grupo consistente en un atomo de
halégeno, un grupo hidroxilo, un grupo carboxi, un grupo (C;-Ciz)alcoxilo, un grupo
(Ci-Cr2)alquilo, un grupo (Ci-Ciz)tioalcoxilo, un grupo ciano, un grupo nitro o CF;.
Ejemplos de tales heterociclos incluyen sin limitacion, furano, tiofeno, pirrol, imidazol,

triazol, isotiazol, benzotiofeno, benzofurano, indol, benzoimidazol, tetrahidrofurano.

"(Ci-Ciz2)Alcoxilo" se refiere a un radical de formula -O-(C;-Ciz2)alquilo, por ejemplo,

metoxi, etoxi, propoxi, etc.

"(C1-Ciz)Tioalcoxilo" se refiere a un radical de férmula -S-(C;-Ci2)alquilo, por ejemplo,

tiometoxi, tioetoxi, tiopropoxi, etc.

“(Cs-Cro)Ariloxilo” se refiere a un radical de formula —O-(Cs-Cio)arilo, por ejemplo fenoxi,

benciloxi, etc.

“(C1-Ciz2)Alquilcarboxi” se refiere a un grupo alquilo que se une al resto de la molécula

mediante el oxigeno de un grupo carboxi (-CO»-).

“(Cs-Ciro)Arilcarboxi” se refiere a un grupo arilo que se une al resto de la molécula mediante

el oxigeno de un grupo carboxi (-CO»-).

“(C1-Ciz2)Alquilacilo” se refiere a un grupo alquilo que se une al resto de la molécula

mediante un grupo carbonilo (-CO-).

“(Cs-Cio)Arilacilo” se refiere a un grupo arilo que se une al resto de la molécula mediante

un grupo carbonilo (-CO-).

10
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“(C1-Ciz2)Heteroalquilo™ se refiere a un grupo alquilo en el que uno o més carbonos estan
sustituidos por heterodtomos, preferentemente de 1 a 5, donde el heterodtomo se puede

seleccionar de entre oxigeno, azuftre, selenio, teluro, nitrégeno, foésforo, arsénico.

“(C1-Ciz2)Heteroalquenilo” se refiere a un grupo alquenilo en el que uno o més carbonos
estan sustituidos por heterodtomos, preferentemente de 1 a 5, donde el heterodtomo se puede

seleccionar de entre oxigeno, azuftre, selenio, teluro, nitrégeno, fésforo, arsénico.

“(C1-Ci2)Heteroalquinilo” se refiere a un grupo alquinilo en el que uno o més carbonos estan
sustituidos por heterodtomos, preferentemente de 1 a 5, donde el heterodtomo se puede

seleccionar de entre oxigeno, azuftre, selenio, teluro, nitrégeno, fésforo, arsénico.

Los compuestos de la presente invencion pueden incluir diastereoisdmeros y/o
enantiomeros, dependiendo de la presencia de centros quirales, o isomeros dependiendo de
la presencia de enlaces multiples (por ejemplo Z, E). Dichos isdémeros, diasteredmeros,

enantiomeros y sus mezclas estan dentro del alcance de la presente invencion.

La frase “sal farmacéuticamente aceptable” tal como se usa en la presente descripcion, se
refiere a sales orgénicas o inorgédnicas farmacéuticamente aceptables de un compuesto de la
invencion. Los ejemplos de sales farmacéuticamente aceptables incluyen sales con acidos
inorgénicos tales como 4cido clorhidrico, 4cido bromhidrico, acido yodhidrico, acido
sulfurico, acido nitrico y 4cido fosforico; y 4cidos organicos tales como acido
metansulfonico, acido bencensulfonico, acido formico, acido acético, acido trifluoroacético,
acido propidnico, acido oxalico, dcido maldnico, acido succinico, acido fumadrico, acido
maleico, acido lactico, acido malico, acido tartarico, acido citrico, acido etansulfonico, acido

aspartico y acido glutdmico.

Las sales de ejemplo incluyen, pero sin limitacion, sales de sulfato, citrato, acetato, oxalato,
cloruro, bromuro, yoduro, nitrato, bisulfato, fosfato, fosfato acido. isonicotinato, lactato,
salicilato, citrato acido, tartrato, oleato, tannato, pantotenato, bitartrato, ascorbato, succinato,
maleato, gentisinato, fumarato, gluconato, glucuronato, sacarato, formiato, benzoato,
glutamato, metansulfonato “mesilato”, etansulfonato, bencensulfonato, p-toluensulfonato y
pamoato (es decir, 1,1’-metilen-bis-(2-hidroxi-3-naftoato)). Una sal farmacéuticamente
aceptable puede comprender la inclusion de otra molécula tales como un ion acetato, un ion

succinato u otro contraion. El contraion puede ser una parte orgénica o inorganica que
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estabilice la carga del compuesto principal. Por otra parte, una sal farmacéuticamente
aceptable puede tener mas de un atomo cargado en su estructura. Los casos en los que
multiples 4tomos cargados son parte de la sal farmacéuticamente aceptable pueden tener
multiples contraiones. Por ello, una sal farmacéuticamente aceptable puede tener uno o mas

atomos cargados y/o uno o mas contraiones.

Si el compuesto de la invencidn es una base, es posible preparar la sal farmacéuticamente
aceptable deseada mediante cualquier método disponible en la técnica, por ejemplo,
mediante el tratamiento de la base libre con un 4cido inorgénico, tal como acido clorhidrico,
acido bromhidrico, 4cido sulftrico, 4cido nitrico, 4cido metansulfonico, 4cido fosfoérico, y
similares, o con un acido organico, tales como acido acético, 4cido maleico, acido succinico,
acido fumarico, acido maldnico, 4cido pirtvico, acido oxalico, acido glicdlico, acido
salicilico, un acido piranosidilico, tal como acido glucurénico o acido galacturénico, un
acido a-hidroxi, tal como acido citrico o acido tartarico, un aminoacido tal como acido
aspartico o acido glutamico, un acido aromatico tal como acido benzoico o acido cindmico,

un 4cido sulfénico, tal como acido p-toluensulfonico o &cido etanosulfénico, o similares.

Si el compuesto de la invencidn es un acido, es posible preparar la sal farmacéuticamente
aceptable deseada mediante cualquier método adecuado, por ejemplo, mediante tratamiento
del 4cido libre con una base inorganica u organica tal como una amina (primaria, secundaria
o terciaria), un diéxido de metal alcalino o un hidréxido de metal alcalinotérreo, o similares.
Los ejemplos ilustrativos de sales adecuadas incluyen, pero sin limitacion, sales organicas
derivadas de aminodcidos, tales como glicina y arginina, amoniaco, aminas primarias,
secundarias y terciarias, y aminas ciclicas, tales como piperidina, morfolina y piperazina, y
las sales inorgénicas derivadas de sodio, calcio, potasio, magnesio, hierro, cobre, zinc,

aluminio y litio.

Tipicamente la sal es un mesilato, un clorhidrato, un fosfato, un bencensulfonato, oxalacetato

o un sulfato. Mas tipicamente, la sal es un mesilato o un clorhidrato.

Las sales, por ejemplo, sales con cualquiera de los acidos inorgdnicos u organicos
mencionados arriba, pueden ser monosales o bis-sales. Por lo tanto, por ejemplo, la sal

mesilato puede ser el mono-mesilato o el bis-mesilato.
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Compuestos de formula (I)

Los compuestos de formula (I) de la presente invencion se unen especificamente al receptor
de la vitamina VDR. Ademas estan altamente funcionalizados y dicha funcionalizacién les

aporta rigidez y mayor estabilidad en su union con el receptor.

En una realizacion particular, P' y P> en un compuesto de formula (I) son -OH o —
OSiRR°R¢, donde cada uno de R? R® y R® son como se han descrito anteriormente.

En otra realizacion particular, X' y X? en un compuesto de formula (I) forman conjuntamente
con el a&tomo de carbono al que estan unidos un grupo metileno (=CH>).

En otra realizacion particular, R? y R* en un compuesto de formula (I) son un (C;-C;2)alquilo.

De especial interés para la invencién son los compuestos de formula (I) donde R? y R? son

trifluorometil-(C1-C6)alquilo, y mas en particular, trifluorometilo.

Los derivados isotopicos de los compuestos de la invencion son ttiles para su uso como
patrones internos en diferentes técnicas de espectrometria de masas o cromatografia liquida
de alta eficacia acoplada a resonancia magnética nuclear. Los compuestos de la invencion
que incorporan “H o *H son utiles ademis como radiofarmacos, por ejemplo pero sin
limitarnos, para llevar a cabo técnicas de diagndstico e investigacion “in vivo™ por imagen,
permitiendo la deteccion externa de la biodistribucion del radiofarmaco dentro del

organismo.

En la presente invencion, un compuesto que “incorpora marcaje isotopico” se refiere a un
compuesto de la invencion en donde de entre 1 y 6 atomos de hidrogeno estan sustituidos
por is6topos de hidrogeno, deuterio o tritio, y/o de entre 1 a 3 atomos de carbono estan

sustituidos por isétopos, como por ejemplo ''C, 1*C o *C.

Asi, en una realizacion particular los compuestos de formula (I), segin se han definido
anteriormente, incorporan marcaje isotopico. En una realizacion mas preferida, el marcaje

isotopico se selecciona de entre 2H, *H y °C.

En una realizacion particular, un compuesto de férmula (I) incorpora marcaje isotdpico en
R? y R®. En una realizacion particular, el marcaje isotopico en R? y R? son iguales y
selecciona de entre el grupo constituido por ?Ha-(Ci-Ci2)alquilo, *Ha-(C1-Ci2)alquilo, donde

n tiene un valor entre 1 y 6. En una realizacion particular, el marcaje isotopico en R? y R? se
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selecciona de entre el grupo constituido por (Ci-Cs)alquilo. En una realizacion mas

articular, R? y R® son trideuterometilo.
p y

En otro aspecto la invencion se dirige al uso de compuestos de formula (I) segin se han
definido anteriormente, caracterizados porque incorporan marcaje isotépico, como patrones
internos en técnicas espectroscopicas y espectrométricas. La invencion también se refiere a
los compuestos de formula (I) segiin se han definido anteriormente, caracterizados porque
incorporan marcaje isotdpico, para su Uuso como patrones internos en técnicas

espectroscopicas y espectrométricas.

En otro aspecto, la invencion se refiere a los compuestos de formula (I), segiin se han
definido anteriormente, caracterizados porque incorporan marcaje isotopico seleccionado de
entre “H y *H para su uso como radiofirmacos. Un radiofarmaco puede servir por ejemplo
pero sin limitarnos, para llevar a cabo técnicas de diagndstico e investigacion “in vivo™ por
imagen, permitiendo la deteccion externa de la biodistribucion del radiofarmaco dentro del
organismo. Alternativamente, la invencion se refiere al uso de los compuestos de formula
(I), segtin se han definido anteriormente, caracterizados porque incorporan marcaje isotopico

seleccionado de entre ?H y *H como radiofarmacos.

Preparacion de los compuestos de formula (1)

Los compuestos de formula (I) de la presente invencion, se pueden preparar mediante un
procedimiento que comprende hacer reaccionar un compuesto de féormula (II) con un

compuesto de formula (III) en presencia de una base,
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O

R* (1D) RZ  "R3(1I0)

donde R!, R?, R3, R, Py, P2, X!, X? son como se han descrito anteriormente.

En una realizacion particular, la base puede ser una base organica como por ejemplo, (C1-
C12) alquil litio, alcoxidos potésicos, hidruros alcalinos o hidruros alcalino-térreos. En una
realizacion preferida la base es hexil litio o butil litio. En otras realizaciones, la base puede

ser una base inorganica, como por ejemplo, #-butdxido potésico o hidruro de sodio.

En una realizacion particular el compuesto de formula (I1I) estd marcado isotopicamente. En
una realizacion mads particular, de entre 1 a 3 carbonos de un compuesto de formula (III)

estan sustituidos por isétopos 'C, 1*C y *C.

Otro aspecto de la invencion se dirige a un procedimiento alternativo para la preparacion de
un compuesto de formula (I) que comprende:
(a) hacer reaccionar un compuesto de formula (II) con un compuesto de formula (I1Ib)
en presencia de una base, y
(b) reaccion del intermedio obtenido en la etapa (a) con un compuesto de formula R2M

y/o R°M,
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o)

HaI)J\

OR® (IIIb)

D

donde R se selecciona de (Ci-Ciz)alquilo y (Ce-Cio)arilo,
Hal es un halégeno de entre cloro, bromo, yodo,
M es un metal o un haluro metélico, y
R!, R%, R3, R% Py, P2, X!, X? son como se han descrito anteriormente.
En una realizacion particular, los compuestos de férmula R*M o R*M se seleccionan de entre

alquil-litio, haluros de magnesio y dialquilcincatos.

Los compuestos de formula (II) donde X' y X? forman conjuntamente con el atomo de
carbono al que estdn unidos un grupo metileno (=CH>), se pueden preparar mediante un
procedimiento que comprende un acoplamiento entre un compuesto de formula (IVa) con

un compuesto de formula (V) en presencia de un catalizador metélico,

(IVa) RY (V)

donde R’ se selecciona de entre hidrogeno y —SiR?R°R¢, donde cada uno de R, R®y
R° se seleccionan de entre (C;-Ciz)alquilo, (Cs-Cio)arilo, (Cs-Cio)aril, (Ci-
Ci2)alquilo, (Ci-Ci2)alcoxilo, (Cs-Cio)ariloxilo y (Cs-Cis)heterociclo,
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Z, se selecciona de entre di(C;-Ci2)alcoxiboro, di(Ci-Ci2)alquilboro, haluro de
indio, di(C;-Ci2)alquilindio, di(C;-Ci2)arilindio, (Ci-Ci2)alquil(Cs-Cio)arilindio,
litio, haluro de cinc y (Ci-Ci2)alquilcinc.

Y es un halégeno o un grupo atractor de carga seleccionado del grupo que
comprende (C;-Ci2)alquilsulfonato, (Cs-Cio)arilsulfonato, triflato y fosfato,

R!, R*, P; y P2 son como se han descrito anteriormente.

Los compuestos de formula (V) pueden prepararse segin se describe en ES2331289B2,
J.Med.Chem., 2000, 43, 4247-4265 y Chem. Eur. J. 2010, 16, 1432 — 1435 que quedan

incorporados por referencia.

Los compuestos de formula (II) donde X' y X? son hidrogeno, se pueden preparar mediante
un procedimiento que comprende un acoplamiento entre un compuesto de formula (IVb) y

un compuesto de formula (VI) en presencia de un catalizador metalico,

P P,
(IVb) R4 (VI)

donde R’ se selecciona de entre hidrogeno y —SiR?R°R¢, donde cada uno de R, R®y
R° se seleccionan de entre (C;-Ciz)alquilo, (Cs-Cio)arilo, (Cs-Cio)aril, (Ci-
Ci2)alquilo, (Ci-Ci2)alcoxilo, (Cs-Cio)ariloxilo y (Cs-Cis)heterociclo,

Zy se selecciona de entre cloro, bromo yodo,

W se selecciona de entre (Ci-Ci2)alquilsulfonato, (Cs-Cio)arilsulfonato, halogeno,
metilen alquilsulfona y metilen arilsulfona,

R!, R*, P; y P, son como se han descrito anteriormente.

En una realizacion particular, el catalizador metélico de la reaccion de acoplamiento se
selecciona de entre el grupo tipico de catalizadores para una reaccion de acoplamiento, por
ejemplo y sin sentido limitativo, (Ph3P),PdCl,, Pd(OAc),, PdCl,, Pd(PPhs)4, Pd(dba),,
Ni(PPhs)s, Pda(dba)s, compuestos de Cu y compuestos de Hf.
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Los compuestos (VI) pueden prepararse seglin se describe en “Novel synthetic approach to
19-nor-1a,25-dihydroxyvitamin D3 and its derivatives by Suzuki-Miyaura coupling in
solution and on solid support”, Organic Letters (2001), 3(24), 3975-3977 y “Preparation of
2-hydroxy A-ring precursors for synthesis of vitamin D3 analogues from Ilyxose”,

Tetrahedron Letters, (2015), 56(18), 2315-2318, que se incorporan como referencia.

Un compuesto de férmula (IVb) puede transformarse en un compuesto de formula (IVa)
mediante la transformacion del grupo funcional Z. Asi, en una realizacion particular la
invencion se refiere a un procedimiento para la obtencion de un compuesto de féormula (IVa)
a partir de un compuesto de féormula (IVb) mediante a) una reaccion de metalacion, y b)
intercambio del metal por un grupo seleccionado de entre dialcoxiboro, dialquilboro, haluro

de indio, diarilindio, alquilarilindio y haluro de cinc.

Un experto en la materia conoce las condiciones para realizar dicha transformacioén, como
por ejemplo, la sustitucion del bromuro se puede llevar a cabo por metalacion con un
organolitico, posterior atrapado con isopropoxido de boro e intercambio de los sustituyentes
del boro (Org. Lett. 2003 (5) 523-525), también se puede llevar a cabo mediante una reaccion
de Suzuki por acoplamiento, por ejemplo con bis(pinacol)diborano en presencia de un
catalizador de paladio, como por ejemplo, Pd(OAc)>, Pd(PPhs)4, Pd(dppf)CL, en presencia
de una base como por ejemplo carbonato de sodio, hidroxido de bario, fosfato potésico,
carbonato de cesio, carbonato potasico, hidroxido de talio, fluoruro de cesio, fluoruro de
potasio, hidréxido sodico. (J. Am. Chem. Soc. 2002 (27) 8001-8006). Un experto en la
materia también conoce otras posibilidades como por ejemplo, la sustitucion del bromuro se
puede llevar a cabo por metalacion con un organolitico, posterior reaccion con tricloruro de
indio (Org. Lett. 2004 (6) 4555-4558). En otro ejemplo, la sustitucion del bromuro se puede
llevar a cabo por metalacidn con un organolitico, posterior reaccion con dicloruro de cinc
(Synlett 2003 861-863). En otro ejemplo, la sustitucion del yoduro se puede llevar a cabo
por metalacion directa con cinc, posterior reaccion con el complejo cianuro de cobre(l)-

cloruro de litio (Angew. Chem. Int. Ed. 2006 (45) 6040-6044).

La invencion también se dirige al procedimiento de preparacion de los compuestos de

formula (IVb) que comprende:

a) epoxidacion de un compuesto de férmula (VII),
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R2RPR®SIO H (V1)

b) apertura del epdxido obtenido en la etapa a) con un reactivo reductor,
c) oxidacion del hidroxilo resultante en la etapa b),

d) desprotonacion hasta la obtencion de un grupo alquinilo,

e) yodacion,

f) acoplamiento con HC=CSiR*R°RS,

g) oxidacion,

h) halogenacion,

y opcionalmente entre algunas de las etapas descritas se lleva a cabo protecciones y

desprotecciones de grupos hidroxilo,
donde R?, R® y R¢ son como se han descrito anteriormente.

Las protecciones y desprotecciones son habituales para los expertos en la materia en el sector
de la sintesis de compuestos organicos y las condiciones de reaccion se describen en Wuts,
P. G. M., Greene, T. W.; “Protective Groups in Organic Synthesis”, 4rd Ed., John Wiley &
Sons, Inc. 2007, New Jersey.

La invencion también se dirige al procedimiento de preparacion de los compuestos de
formula (VII) que comprende la reaccion de un compuesto de formula (VIII) con un

compuesto R!-Li,

R?R°R°SIO (VIII)
donde P4 es un buen grupo saliente, y
R!, R? R’y R®son como se han descrito anteriormente.

En una reaccidn particular, Ps es fenilcarbamato, o-metoxifenilcarbamato, p-

metoxifenilcarbamato, o-diphenylphosphanylbenzoato, benzoato, pivalato.
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La invencion también se dirige a los compuestos de formula (II)

R (IT)

donde R!, R% Py, P2, X! y X? son como se han descrito anteriormente.

La invencion también se dirige a los compuestos de formula (IV)

5 Iv)
donde R’ se selecciona de entre hidrogeno y —SiR?R°R¢, donde cada uno de R, R®y
R° se seleccionan de entre (C;-Ciz)alquilo, (Cs-Ciog)arilo, (Ci-Ci2)alquilo,
(Ci-Cr2)alcoxilo, (Cs-Cio)ariloxilo y (Cs-Cis)heterociclo,
P3 se selecciona de entre di(C;-Ciz2)alcoxiboro, di(Ci-Ciz)alquilboro, haluro de
10 indio, di(C;-Ci2)alquilindio, di(C;-Ci2)arilindio, (Ci-Ci2)alquil(Ce-Cio)arilindio,

litio, haluro de cinc, (Ci-Ci2)alquilcing, cloro, bromo y yodo, y
R! como se ha descrito anteriormente.

La invencion también se dirige a los compuestos de formula (V)

V)
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donde R7 es-SiR?R°R¢, donde cada uno de R? R® y R¢ se seleccionan de entre (C;-
Ci2)alquilo, (Cs-Cio)arilo, (Cs-Cio)aril, (Ci-Ci2)alquilo, (Ci-Ciz)alcoxilo, (Ce-
Cio)ariloxilo y (Cs-Cis)heterociclo, y

R!' como se ha descrito anteriormente.

Los siguientes ejemplos sirven para ilustrar la presente invencion, aunque no se deben de

considerar una limitacion de la misma.

Procedimientos generales.

Para determinar la pureza de los analogos de la vitamina D sintetizados se utilizd un analisis
por HPLC (>95%). Todos los andlogos sintetizados presentan un tnico pico en HPLC

(Phenomenex Luna 5u Silica(2) 100A, 250x21.2 mm, fase normal, isocratico).

Preparacion de terc-butil{[(1R,3aR,4S,7a5)-1,7a-dimetil-1-viniloctahidro-1H-inden-4-

ilJoxi} dimetilsilano (5)

a) n-BuLi, Et,0, -30 °C, 10 min
b) PANCO, -30 °C , 5 min; 23
°C,2.5h

: ¢) CuCN, 23°C, 1h :
TBSO d) MeLi, 0 °C 15 min; 23 °C, 880 N
48h

4 (34%)

3

Una disolucién de nBuLi en hexanos (2.6 mL, 1.3 M) se afiadié gota a gota sobre una
disolucién del alcohol 3 (1 g, 3.22 mmol) en Et,O (30 mL) enfriada a -30 °C. Tras 10 min,
se goted isocianato de fenilo (PhNCO, 0.40 mL, 3.54 mmol). La mezcla de reaccion se retird
del bafio y se agito a temperatura ambiente durante 2.5 h. A continuacion, se afiadi6 en una
unica porcion CuCN (0.29 g, 3.22 mmol). La mezcla se agito a temperatura ambiente durante
1h y luego se enfti6 a 0 °C. Después de 5 min, una disolucién de MeLi en Et;O (2.4 mL, 1.5
M) se afiadi6 lentamente y gota a gota. Tras 15 min, la suspension amarilla se retird del bafio
y se agito a temperatura ambiente protegida de la luz durante 48 h. La reacciéon de color
negro se detuvo por adicion de una disolucion acuosa saturada de NH4Cl (20 mL). La fase

acuosa se extrajo con MTBE (50 mL) y la fase organica combinada se seco, filtrd y
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concentro. El residuo se purifico por cromatografia rdpida en columna SiO2, 0-5%
AcOEt/hexanos) para dar el carbamato 4 (0.474 g, 34%, aceite amarillo) y el alqueno 5
(0.506 g, 51%, aceite incoloro). 5: 'TH RMN (250 MHz, CDCL): § 5.92 (dd, J1 = 17.2, ., =
10.3, 1H, =CH), 4.94 (d, J = 10.3, 1H, =CH: cis), 4.92 (d, J = 17.2, 1H, =CHa trans), 4.10
(sa, 1H, H-8), 2.01 (t,J=10.5, 1H, H-9), 1.85-1.56 (m, 4H), 1.51-1.23 (m, 6H), 0.94 (s, 6H,
Me-28 y Me-18), 0.90 (s, 9H, Mes;CSi), 0.03 (s, 3H, MeSi), 0.02 (s, 3H, MeSi).

Preparacion de terc-butil-{[(15,3aR,4S,7a5)-1,7a-dimetil-1-(oxiran-2-il)octahidro-1H-

inden-4-iljoxi} dimetilsilano (6)

AMCPB, NaHCO,
CH,Cl,, 23°C, 12 h

ﬁ 95% ﬁ
TBSO TBSO

5 6

NaHCOs3 (0.480 g, 5.71 mmol) se afiadié sobre una disolucion del alqueno 5 (1.1 g, 3.57
mmol) en CH>Cl, (35 mL). Después de 5 min, se afiadi6 4cido m-cloroperbenzoico (mCPBA,
0.740 g, 4.28 mmol) en una Unica porcion. La suspension blanca resultante se agitd a
temperatura ambiente y en ausencia de luz durante 12 h. La reaccion se detuvo por adicion
de H2O (20 mL). La fase acuosa se extrajo con CH>Cl> (60 mL) y la fase orgdnica combinada
se seco, filtrd y concentrd a sequedad. El residuo se purificé por cromatografia rapida en
columna (SiO2, 5% AcOEt/hexanos) para la mezcla de epoxidos 6 (1.10 g, 95%, aceite
incoloro). '"H RMN (250 MHz, CDCls): & 4.06 (sa, 2H, 2xH-8), 2.89 (t, J= 3.4, 1H, H-22),
2.81 (t,J=3.5, IH, H-22), 2.74 (t, J= 3.7, 1H, H-22), 2.66 (t, J = 4.2, 1H, H-22),2.59 (t, J
=4.6, 1H, H-20), 2.25 (dd, J1 =4.8, J» = 3.0, 1H, H-20), 1.89-1.20 (m, 2x11H), 1.10 (s, 3H,
Me-28), 1.09 (s, 3H, Me-28), 0.88 (s, 9H, Me3CSi), 0.87 (s, 9H, MesCSi), 0.87 (s, 3H, Me-
18), 0.85 (s, 3H, Me-18), 0.00 (s, 3H, MeSi), 0.02 (s, 3H, MeSi), -0.01 (s, 3H, MeSi), -0.02
(s, 3H, MeSi).

Preparacion de 1-{(15,3aR,4S,7aS5)-4-(terc-butildimetilsililoxi)-1,7a-dimetiloctahidro-
1H-inden-1-il} etan-1-ol (7)
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LiAIH 4, THF
23°C, 2h
B —
A 98%
TBSO TBSO
6 7

Una disolucion de LiAlHs (3.3 mL, 2M) en THF se goteo cuidadosamente sobre una
disolucioén de los epdxidos 6 (0.850 g, 2.62 mmol) en THF (10 mL). La mezcla de la reaccion
se agito a temperatura ambiente durante 2 h. A continuacion, se enfri6 a 0 °C y se afiadi6é una
disolucién acuosa de HCI (15 mL, 10%). La fase acuosa se extrajo con MTBE (30 mL) y la
fase orgénica combinada se secd, filtrd y concentré. El residuo se purificd por cromatografia
rapida en columna (SiO2, 5% AcOEt/hexanos) para dar la mezcla de alcoholes 7 (0.843 g,
98%, aceite incoloro). EMBR ([ESI-TOF]", m/z, %): 349.2 ((M+Na]", 17), 347.2 ((M+Na-
2H]", 100), 309.2 ([M-OH]", 4), 281.0 ([M-Mes]’, 11), 279 ([M-Me:-OH]", 13). EMAR
([ESI-TOF], m/z): calculado para C19H330>SiNa (M+Na), 349.2539; encontrado 349.2546.

Preparacion de 1-{(15,3aR,4S,7aS)-4-(terc-butildimetilsililoxi)-1,7a-dimetiloctahidro-
1H-inden-1-il} etan-1-ona (8)

HO

PDM, CH,Cl,
""" 23°C, 2 h
_—

99%

TBSO d TBSO d
7 8

Peryodinano de Dess-Martin (DMP, 1.6 g, 3.70 mmol) se afiadi6 sobre una disolucion de los
alcoholes 7 (0,460 g, 3.37 mmol) en CH>Cl (30 mL). La mezcla de reaccion se agito a
temperatura ambiente durante 1.5 h. La reaccion se detuvo por adicion de una disolucion
acuosa saturada de NaCl (15 mL). La fase acuosa se extrajo con CH2Cl (45 mL) y la fase
organica combinada se seco, filtré y concentrd. El residuo se purificé por cromatografia
rapida en columna (SiO2, 3% AcOEt/hexanos) para dar la cetona 8 (1.1 gr, 99%). '"H RMN
(250 MHz, CDCl3): 6 4.03 (sa, 1H, H-8), 2.62 (dd, J; = 13.5, J> = 10.5, 1H, H-9), 2.05 (s,
3H, Me-22), 1.83-1.29 (m, 9H), 1.21-1.11 (m, 1H), 1.06 (s, 3H, Me-28), 0.87 (s, 3H, Me-
18), 0.82 (s, 9H, Me3;CSi), -0.03 (s, 3H, MeSi), -0.05 (s, 3H, MeSi).
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Preparacion de trifluorometanosulfonato de 1-{(15,3aR,4S,7aS)-4-(terc-

butildimetilsililoxi)-1,7a-dimetiloctahidro-1H-inden-1-ilo}-vinilo (9).

1. NaHMDS, THF
-78°C, 1h

2. PyNTf,
-78°C —23°C, 12 h

: 83% H
TBSO d TBSO
8 9

Una disolucion de bis(trimetilsilil)amiduro de sodio en hexanos (NaHMDS, 1.5 mL, , 2M)
se goteo sobre una disolucion de la cetona 8 (0.650 g, 2.0 mmol) en THF (20 mL) enfriada
a -78 °C. Al cabo de 1 h, se afiadi6 una disolucion de N-(2-piridil)-triflimida (2.15 g, 6.0
mmol) en THF (10 mL). La temperatura de la mezcla de la reaccion se dejo subir lentamente
a temperatura ambiente durante la noche. La reaccién se detuvo por adicion de una
disolucién acuosa saturada de NaCl (30 mL). La fase acuosa se extrajo con CH>Cl (60 mL)
y la fase orgénica combinada se seco, filtr6 y concentr6. El residuo se purificé por
cromatografia rdpida en columna (SiO2, hexanos) para dar el triflato 9 (0.728 g, 83%).
"H RMN (400 MHz, CDCL): § 5.12 (d, J = 4.5, 1H, =CH>), 4.95 (d, J = 4.5, 1H, =CH>),
4.07 (sa, 1H, H-8), 2.08 (tt, J; = 11.5, J> = 7.9, 1H, H-9), 1.89-1.59 (m, 4H), 1.55-1.28 (m,
5H), 1.17 (s, 3H, Me-28), 1.03 (s, 3H, Me-18), 0.89 (s, 9H, Me3CSi), 0.02 (s, 3H, MeSi),
0.01 (s, 3H, MeSi).

Preparacion de terc-butidimetilsililoxi de (1R,3aR,4S,7a5)-1-etinil-1,7a-
dimetiloctahidro-1H-inden-4-ilo (10).

TfO
,,,,, NaHMDS
THF, 1 h, 23 °C.
B — S
A 96% -
TBSO ’ T85O
9 10

Una disolucion de hexametildisilazanuro de sodio (NaHMDS, 1.5 mL, 3.1 mmol, 2M) en
hexanos se goted sobre una disolucion enfriada a -78 °C del triflato 9 (0.710 g, 1.55 mmol)
en THF (15 mL). Tras 15 min, se retir6 el bafio y la mezcla se agitod a temperatura ambiente
durante 1 h. La reaccion se detuvo por adicion de una disolucion acuosa saturada de NaCl

(20 mL). La fase acuosa se extrajo con MTBE (40 mL) y la fase orgénica combinada se sec,
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filtro y concentro. El residuo se purificd por cromatografia rapida en columna (SiOa,
hexanos) para dar el alquino 10 (0.460 g, 96%). '"H RMN (250 MHz, CDCl): § 4.08 (s, 1H,
H-8), 2.11 (m, 1H, H-9), 2.12 (s, 1H, C-22), 1.89-1.03 (m, 16H), 1.20 (s, 3H, Me-28), 1.15
(s, 3H, Me-18), 0.89 (s, 9H, Me;CSi), 0.02 (s, 3H, MeSi), 0.00 (s, 3H, MeSi).

Preparacion de zerc-butildimetilsililoxi de (15,3aR,4S,7a5)-1-(iodoetinil)-1,7a-
dimetiloctahidro-1H-inden-4-ilo (11)

1. n-BuLi, THF
-78°C,1h

2. 15, 15 min
-78°C —» 23°C

TBSO H
11

Una disolucion de n-BuLi en hexanos (8.3 mL, 12.4 mmol, 1.5M) se goted sobre una
disolucién enfriada a -78 °C del alquino 10 (0.9 g, 3.1 mmol) en THF (30 mL). Después de
1h, se afiadi6 en una sola porcion yodo (3.9 g, 15.5 mmol). La mezcla de reaccion se dejo
agitando que viniese a temperatura ambiente durante 12 h. La reaccion se detuvo por adicion
de una disolucién acuosa saturada de NaCl (20 mL). La fase acuosa se extrajo con MTBE
(40 mL) y la fase organica combinada se seco, filtro y concentro. El residuo se purificd por
cromatografia rapida en columna (SiO», hexanos) para dar el yoduro 11 (1.20 g, 95%). 'H
RMN (250 MHz, CDCl): 6 4.07 (s, 1H, H-8), 2.12 (t, J = 12.2, 1H, H-9), 1.84-1.07 (m,
10H), 1.18 (s, 3H, Me-28), 1.15 (s, 3H, Me-18), 0.89 (s, 9H, Me3CSi), 0.02 (s, 3H, MeSi),
0.00 (s, 3H, MeSi).

Preparacion de terc-butil{[(15,3aR,4S,7a8)-1,7a-dimetil-1-((trimetilsilil)buta-1,3-diin-1-
il)octahidro-1H-inden-4-iljoxi} dimetilsilano (12).

TMS——
Cul, piperidina
0°C—>23°C,7h

G 62% :
TBSO TBSO H
1 12
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Cul (88 mg, 0.46 mmol) se anadio6 sobre una disolucioén del compuesto 11 (1.0 g, 2.32 mmol)
y trimetilsililacetileno (1 mL, 6.96 mmol) en piperidina (10 mL) enfriada a 0 °C. Al cabo de
5 min, se retira del bafio y la mezcla se agita a temperatura ambiente durante 7 h. La reaccion
se detuvo por adicion de una disolucidon acuosa saturada de NH4Cl (8 mL). La fase acuosa
se extrajo con MTBE (40 mL) y la fase orgénica combinada se secd, filtré y concentrd. El
residuo se purificé por cromatografia rapida en columna (SiO2, hexanos) y posteriormente
por HPLC preparativo (columna Luna Sum, SiO2, 250x210 mm, hexanos) para dar el diino
12 (0.576 g, 62%). "H RMN (250 MHz, CDCl): § 4.06 (sa, 1H, H-8), 2.13 (t, /= 12.2, 1H,
H-9), 1.85-1.07 (m, 10H), 1.19 (s, 3H, Me-28), 1.14 (s, 3H, Me-18), 0.88 (s, 9H, Me3CSi),
0.17 (s, 9H, MesSi), 0.02 (s, 3H, MeSi), 0.00 (s, 3H, MeSi).

Preparacion de (15,3aR,4S,7aS)-1,7a-dimetil-1-((trimetillsilil)buta-1,3-diin-1-
il)octahidro-1H-inden-4-o0l (13)

HF (48%)
CH,Cl,, CH3CN
ta,3h

98%

HOH

13

HF (2 mL, 48% ac.) se afiadi6 a una disolucion de 12 (0.350 g, 0.87 mmol) en CH3CN (6
mL) y CH>Cl> (3 mL). La mezcla se agité a temperatura ambiente durante 1 h. La reaccion
se detuvo por adicion lenta de una disolucion saturada de NaHCO3 (20 mL). La fase acuosa
se extrajo con CH2CL (20 mL) y la fase organica combinada se secd, filtrd y se concentro.
El residuo se purificd por cromatografia rapida en columna (SiO2, 5% EtOAc-hexanos)
proporcionando 13 (0.247 g, 98%). '"H NMR (250 MHz, CDCL): & 4.12 (br s, 1H, H-8),
2.12 (brt,J=12.1, 1H, H-9), 1.90-1.01 (m, 11H), 1.18 (s, 3H, Me-28), 1.14 (s, 3H, Me-18),
0.15 (s, 9H, MesSi).

Preparacion de (15,3aR,7aS)-1,7a-dimetil-1-[(trimetilsilil)buta-1,3-diin-1-ilJoctahidro-
4H-inden-4-ona (14)
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PDC

CH,Cl,, 23°C, 2 h

—_—
98%

Dicromato de piridinio (PDC, 960 mg, 2.55 mmol) se afiadi6 sobre una disolucion del
alcohol 13 (245 mg, 0.85 mmol) en CH2Cl, (15 mL). La suspension se agité a 23 °C durante
5h. La mezcla de reaccion se diluyo con Et;0, se agité durante 15 min y se filtr6 a través de
una capa de Celita®. El filtrado organico se concentrd a vacio y el residuo se purificé por
cromatografia rdpida en columna (SiO2, 5% EtOAc/hexanos) proporcionando la cetona 14
(247 mg, 98%). "H NMR (250 MHz, CDCh): § 2.64 (t, J = 9.1, 1H, H-9), 2.39-1.79 (m,
6H), 1.76-1.50 (m, 4H), 1.26 (s, 3H, Me-28), 0.86 (s, 3H, Me-18), 0.17 (s, 9H, Me3Si).

Preparacion de {[(15,3aR,7aS,E)-4-(bromometilen)-1,7a-dimetiloctahidro-1H-inden-
1-il]buta-1,3-diin-1-il} trimetilsilano (15).

(PhsPCH,Br)Br,
BUOK, PhMe, )))
-15°C t023°C, 2 h
—_———
55%

Una suspension de (PhsPCH2Br)Br (2.45 g, 5.58 mmol) en tolueno (20 mL) se sonico
durante 30 min (dos periodos de 15 min). La suspension se enfrid a -15 °C y se afadié gota
a gota una disolucion de KOsBu en THF (5.5 mL, 1M,). La mezcla se agitd durante 2h a -15
°C, entonces se atemper6 a 0 °C y se volvid a enfriar a -15 °C y se agitd por 15 min. Una
disolucién de la cetona 14 (0.2 g, 0.70 mmol, 1 equiv) en THF (5 mL) se enfrié a 0 °C y se
transfirié con un cénula sobre la suspension del iluro enfriada a -15 °C. La mezcla se agit6 a
-15°C durante 1 h, y a 0 °C durante otra hora. La reaccion se detuvo por adicion lenta de una
disolucion saturada de NH4Cl (1 mL). La mezcla se purifico directamente por cromatografia

rapida en columna (SiO», hexanos) proporcionando 15 (0.140 g, 55%).

27



10

15

20

ES 2 759 698 Al

'H NMR (250 MHz, CDCls): § 5.67 (s, 1H, H-7), 2.91 (d, J= 10.7, 1H, H-9), 2.20 (m, 2H),
1.76-1.40 (m, 8H), 1.23 (s, 3H, Me-28), 0.81 (s, 3H, Me-18), 0.18 (s, 9H, Me3Si).

Preparacion de {[((15,3aS,7aS,E)-1,7a-dimetil-4-[(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-
dioxaborolan-2-il)metilen]-octahidro-1H-inden-1-il]buta-1,3-diin-1-il} trimetilsilano
(16)

1. t-BuLi, Tol:THF (3:1)
-78°C,1h

2. B(Oi-Pr);, -78 °C, 3 h

3. Pinacol, -78 °Ct0 23°C, 1 h

\/

78%

15

Una disolucion de #-Buli en pentano (0.48 mL, 1.46M) se afiadié lentamente a una
disoluciéon de 15 (120 mg, 0.33 mmol) en THF/tolueno (6 mL, 1:3) enfriada a -78 °C. La
mezcla de reaccion amarilla se agito a -78 °C durante 1 h y entonces se afiadid lentamente
gota a gota B(Oi-Pr); (0.12 mL, 0.50 mmol). Después de 2h, pinacol (0.051 g, 0.43 mmol)
se afiadid. El bafio criogénico se retird y la mezcla de reaccion se agitd a temperatura
ambiente durante 1 h. La reaccion se detuvo por adicion de HO (10 mL). La fase acuosa se
extrajo con MTBE (30 mL). La fase orgénica conjunta se seco, filtrd y concentro. El residuo
se purificé por cromatografia rapida en columna (SiO2, 1% EtOAc/Hexano) para dar 16
(0.106 g, 78%). "H NMR (250 MHz, CDCL): & 4.93 (s, 1H, H-7), 3.19 (dd, J1=9.8, J, =
3.8, 1H), 2.28 (t,J="7.3, 1H), 2.13 (br t, J1=11.3, 1H), 1.74-1.41 (m, 8H), 1.25 (s, 12H, 2 x
Me>COB), 1.23 (s, 3H, Me-28), 0.78 (s, 3H, Me-18), 0.16 (s, 9H, MesSi).

Preparacion de {{(1R,35,2)-5-{2-[(15,3aS,7aS,E)-1-(buta-1,3-diin-1-il)-1,7a-
dimetiloctahidro-4H-inden-4-iliden]etiliden}-4-metileneciclohexano-1,3-diil]bis(oxi)}

bis(tert-butildimetilsilano) (19).
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Pd(Ph3P),Cl, CH,Cl,

K5PO,4 (2M, aq.) K,CO5
THF, 1 h, 23 °C. MeOH, 23 °C, 12 h
s = —_—

(65% 2 steps)

X110
. TBSO™ TBSO™
TBSO' OTBS

18 19
17

Una disolucioén acuosa de K3POs (1.5 mL, 2 M) se anadi6 a una disolucion de 16 (70 mg,
0.17 mmol) y del enoltrifalto 17 (100 mg, 0.193 mmol) en THF (2.5 mL). Entonces se anadi6
PdClL(PPh3)2-CH2CL (6.0 mg, 0.0085 mmol, 0.05 equiv). La mezcla de reaccion se agitd
durante 1 h. La reaccion se detuvo por adicion de H,O (10 mL). La fase acuosa se extrajo
con hexanos (30 mL). La fase organica conjunta se secd, filtro, concentro y se filtrd a través
de una capa de gel de silice. El residuo (18) se redisolvié en MeOH (2 mL) y THF (1 mL).
Entonces se anadi6 K,COsz (70 mg, 0.51 mmol). La suspension resultante se agitdé a
temperatura ambiente durante toda la noche. La reaccion se detuvo por adicion de disolucion
acuosa saturada de NH4Cl (5 mL) y de H>O (5 mL). La mezcla se concentrd hasta un pequefio
volumen y se extrajo con MTBE (30 mL). La fase orgédnica conjunta se seco, filtrd y
concentrd. El residuo se purificod por cromatografia rdpida en columna (SiO2, hexanos)
proporcionando 19 [63 mg, 65% (2 pasos)]. '"H NMR (250 MHz, CDCl): & 6.23 (d, J =
11.1, 1H, H-7), 6.03 (d, J=11.1, 1H, H-6), 5.17 (s, 1H, H-19), 4.85 (s, 1H, H-19), 4.36 (dd,
J1=6.0, =39, H-1),4.20 (dt, J1 = 10.7, J» = 3.6, 1H, H-3), 2.85 (m, 1H), 2.46 (dd, J: =
13.1, > =3.4, 1H), 2.34-2.08 (m, 2H), 2.03 (s, 1H, =C-H), 1.95-1.39 (m, 10H), 1.25 (s, 3H,
Me-28), 0.87 (s, 18H, 2xMe3CSi), 0.79 (s, 3H, Me-18), 0.06 (s, 12H, 4xMeSi).

Preparacion de (1R,3S,2)-5-{2-[(15,3aS,7aS$,E)-1-(5-hidroxi-5-metilhexa-1,3-diin-1-il)-
1,7a-dimetiloctahidro-4H-inden-4-iliden]etiliden}-4-metilen-cyclohexano-1,3-diol (21)
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1. HexLi, THF
-78°C, 1h
2. (CH3),CO TBAF, THF
r, 12 h

-78°Ctort, 12 h

67%

Una disolucion de n-HexLi en hexanos (0.045 mL, 2.3M) se afadié gota a gota sobre una
disolucién enfriada a -78 °C del compuesto 19 (0.030 g, 0.052 mmol) en THF (1 mL).
Después de agitar durante 1 h, acetona seca se afiadio gota a gota (0.020 mL, 0.273 mmol).
La mezcla de reaccion se agitd mientras alcanzaba lentamente temperatura ambiente. La
reaccion se detuvo por adicion de disolucion acuosa saturada de NH4CI (10 mL). La mezcla
se concentrd hasta un pequefio volumen y se extrajo con MTBE (3x10 mL). La fase organica
conjunta se secd, filtré y concentrd. El residuo se purificd por cromatografia rapida en
columna (SiO2, 5% EtOAc/hexanos) proporcionando 21 [0.030 g, 93%]. El andlogo
protegido 20 (30 mg, 0.047 mmol) se disolvido en THF (1 mL) bajo argon. Se afiadi6 una
disolucion de TBAF en THF (0.140 mL, 1M). La mezcla se agitd a temperatura ambiente.
Después de 48 h, la reaccion se detuvo por adicion de disolucion acuosa saturada de NH4Cl
(5 mL). La fase acuosa se extrajo con EtOAc (15 mL). La fase organica combinada se sec,
filtro y concentro. El residuo se purificd por cromatografia rapida en columna (SiO2, 50%
EtOAc/hexanos) y se repurificd por HPLC (Phenomenex SiO», Luna preparativa 5 um, 20%
i-PrOH/Hexanes) para dar 21 (0.014 g, 67%). '"H NMR (250 MHz, CDCl): § 6.36 (d, J =
11.0, 1H, H-7), 6.03 (d, /= 11.4, 1H, H-6), 5.32 (s, 1H, H-19), 4.98 (s, 1H, H-19),4.43 (t, J
=5.7,H-1),4.23 (m, 1H, H-3), 2.85 (d, J=10.9, 1H), 2.60 (d, /= 11.4, 1H), 2.39-1.85 (m,
5H), 1.74-1.44 (m, 11H), 1.52 (s, 6H, Me-26 y Me-27), 1.24 (s, 3H, Me-28), 0.79 (s, 3H,
Me-18).

Preparacion de (1R,3S,2)-5-{2-[(15,3aS,7aS,E)-1,7a-dimetil-1-(6,6,6-trifluoro-5-
hidroxi-5-(trifluorometil)hexa-1,3-diin-1-il)octahidro-4H-inden-4-iliden]etiliden] }-4-

metilen-ciclohexano-1,3-diol (23)
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1. HexLi, THF
-78°C,1h

2. (CF3),CO
-78 °C to rt TBAF, THF
12 h rn,12h

Una disolucion de n-HexLi en hexanos (0.060 mL, 2.3M) se afadié gota a gota sobre una
disolucién enfriada a -78 °C del compuesto 19 (0.040 g, 0.069 mmol) en THF (1 mL).
Después de agitar durante 1 h, se afiadi6 via canula una disolucion enfriada a -78 °C de
hexafluoroacetona en THF (1 mL), obtenida por disolucién de la hexafluoroacetona (10
gotas) recogida en una trampa enfriada con hielo seco en THF (2 mL) enfriado a -78 °C. La
mezcla de reaccion se agitd durante 30 min a -78 °C en la oscuridad. La reaccion se detuvo
por adicion de disolucidon acuosa saturada de NH4Cl (10 mL). La mezcla se concentro hasta
un pequefio volumen y se extrajo con MTBE (30 mL). La fase organica conjunta se sec,
filtr6 y concentro. Elresiduo (22, 33 mg, 0.044 mmol) se disolvié en THF (1 mL) bajo argon.
Se afiadid una disolucion de TBAF en THF (0.150 mL, 1M). La mezcla se agit6 a
temperatura ambiente en la oscuridad. Después de 24 h, la reaccion se detuvo por adicion de
disolucidn acuosa saturada de NH4ClI (5 mL). La fase acuosa se extrajo con EtOAc (15 mL).
La fase orgénica combinada se secd, filtr6 y concentr6. El residuo se purifico por
cromatografia rdpida en columna (SiO2, 60% EtOAc/hexanos) y se repurific6 por HPLC
(Phenomenex SiO2, Luna preparativa 5 pm, 20% i-PrOH/Hexanes) para dar 23 (0.020 g,
57%). "H NMR (250 MHz, CDCl): § 6.36 (d, J = 11.2, 1H, H-7), 6.03 (d, J=11.4, 1H, H-
6), 5.33 (s, 1H, H-19), 4.99 (s, 1H, H-19), 4.44 (t, J = 6.0, H-1), 4.25 (m, 1H, H-3), 2.85 (d,
J=11.7, 1H), 2.60 (d, J = 13.5, 1H), 2.43-2.10 (m, 3H), 2.10-1.84 (m, 3H), 1.84-1.41 (m
10H), 1.27 (s, 3H, Me-28), 0.80 (s, 3H, Me-18).

Estudios in vitro e in vivo
Materiales y Métodos

Ratones
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Ratones macho C57/BL6J se adquirieron a Charles River (Francia) y los experimentos se

llevaron a cabo a las 10-12 semanas de edad.
Analogos de Vitamina D

Se resuspendieron 1 mg de calcitriol (Sigma Aldrich) y de los compuestos 21 y 23 en etanol
100% a una concentracion de 10mM y se mantuvieron a -20°C. Los ligandos se

administraron por via oral en 100 pL en aceite de maiz (Auchan, Francia).
Determinacion de niveles séricos de calcio

Se prepar6 suero de raton como se describe en Laverny et al, 2010 (Laverny G, Penna G,
Vetrano S, Correale C, Nebuloni M, Danese S, Adorini L. (2010) Efficacy of a potent and
safe Vitamin D receptor agonist for the treatment of inflammatory bowel disease. Immunol
Lett. 131(1):49-58), y se determinaron los niveles de calcio en suero utilizando un ensayo

colorimétrico de calcio (MAKO022, Sigma Aldrich) siguiendo el protocolo del fabricante.
Administracion de LPS a ratones

Se inyectd intraperitonealmente a los ratones 100 ng de LPS (E. coli 055BS5, ref L6529, lote
105M4134V, Sigma Aldrich) en solucion salina (100 pL) y la sangre se recogié 6 horas

después.
Determinacion de los niveles de IL-6

Los niveles de IL-6 en suero de ratones se determinaron mediante una prueba ELISA (ELISA

IL-6 de raton, ref: 88-7064-88, lote: 4300713) siguiendo el protocolo del fabricante.
Estimulacion de células THP-1 mediante LPS

Se cultivaron un millon de células THP-1 derivadas de leucemia (ATCC) en 2 ml de medio
(RPMI 1640 sin rojo de fenol + 10% FCS + HEPES 10 mM + Glucosa 2,5 g/L + piruvato
de sodio 1 mM + Gentamicina 40 pg / mL) y se estimuld durante 6 h con 2 pg de LPS (E.
coli 055BS5, ref L6529, lote 105M4134V, Sigma Aldrich).

Determinacion de niveles de transcriptor 1L.12/23p40
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Las células THP-1 se recolectaron en 500 pl de Trizol y se aislo el ARN total siguiendo el
protocolo del fabricante. Dos pg de ARN se retro-transcribieron siguiendo el protocolo del
fabricante (SuperScript II, Ref 18064071, Fischer Scientific), y los niveles de transcripcion
de IL12 / 23p40 se determinaron usando la mezcla SyberGreen Master (Roche) y los
cebadores 5'-ATCTGCCGCAAAATGCCAG-3 '(sens) y 5'-
TCAGAACCTAACTGCAGGGC-3' (antisens) en un LightCycler LC480 (Roche). Se us6
la transcripcion RPLPO amplificada con los cebadores 5'-CGTCCTCGTGGAAGTGACAT-
3 '(sens) y 5-TAGTTGGACTTCCAGGTCGC-3' (antisens) para la normalizacion.

Cultivo de células PC-3

Diez mil células PC-3 (ATCC) se cultivaron en una placa de 96 pocillos en 200 mL de medio
((DMEM/F12 + 10 % FCS + 40 pg / mL gentamicina).

Ensayo de proliferacion

La proliferacion se evaluo utilizando bromuro de tiazolil azul tetrazolio (M5655, Sigma

Aldrich), segun lo descrito por el fabricante.
Ensayo con Luciferasa

Las células HEK293 EBNA se sembraron en placas de 24 pocillos (10° células por pocillo)
y se cultivaron durante la noche en DMEM sin rojo de fenol complementado con suero
bovino fetal (FCS) tratado con carbon al 10%, gentamicina al 5% e insulina 0,6 mg / mL y
se transfectaron con el vector de expresion hVDR de longitud completa, el plasmido
indicador de luciferasa dirigido por la region promotora proximal (-414 a -64) del gen
CYP24al humano fusionado con el promotor de la timidina quinasa y el vector pCH110 8-
galactosidasa (utilizado como control interno para normalizar la variacion en la
transfeccion), como se describe en Huet T, Laverny G, Ciesielski F, Molnar F, Gali
Ramamoorthy T, Belorusova AY, Antony P, Potier N, Metzger D, Moras D, Rochel N.
(2015) Complete Vitamin D receptor ligand binding deficiency impairs more mineral and
bone homeostasis than full receptor deficiency. Cell reports. 10(4):516-26. Cuatro horas
después de las transfecciones, las células se lavaron con PBS. Se anadieron ligandos a las
células en DMEM libre de rojo de fenol, complementado con FCS al 10%. Veinticuatro
horas después del inicio de la estimulacion, las células se lavaron en PBS y se lisaron en 100
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pL de tampon de lisis del gen informador (Roche Diagnostics). Las actividades de la
luciferasa se determinaron segiin lo recomendado por el proveedor (Perkin-Elmer) y se

normalizaron a la actividad de la 3-galactosidasa.
Cristalizacion y determinacion de estructura

El pez cebra VDR LBD (aa 154-456) se expresé y purifico como se describi6 anteriormente
(Huet et al, 2015). El ligando R2 y el péptido coactivador (686-KHKILHRLLQDSS-698) se
agregaron a zZVDR en un exceso de 3 veces para saturar los receptores. Los experimentos de
cristalizacién se llevaron a cabo mediante la difusion de vapor de gota colgante a una
temperatura de 290 K mezclando igual volumen de complejo proteina-ligando y de solucion
de reservorio (0.1 M BTP pH 7.0, 3 M NaOAc). Los cristales del complejo se transfirieron
a licor madre artificial que contenia glicerol al 15% y se enfriaron instantineamente en
nitrogeno liquido. Los datos de los cristales de zZVDR-R2 se recolectaron en la linea de luz
Proxima?2 en el sincrotron Soleil. Los datos brutos se procesaron y escalaron con el paquete
de programas HKL2000 (Otwinowski Z, Minor W (1997) Processing of X-ray diffraction
data collected in oscillation mode. Methods in Enzymology 276:307-326 Academic Press
(New York)). La estructura se disolvid y se refin6 utilizando Buster (Bricogne G, Blanc E,
Brandl M, Flensburg C, Keller P, Paciorek W, Roversi P, Sharff A, Smart OS, Vonrhein C,
Womack TO. BUSTER version 2.11.2. Cambridge, United Kingdom: Global Phasing Ltd
2011) y Phenix (Adams PD, Afonine PV, Bunkoczi G, Chen VB, Davis IW, Echols N,
Headd JJ, Hung LW, Kapral GJ, Grosse-Kunstleve RW, McCoy AJ, Moriarty NW, Oeffner
R, Read RJ, Richardson DC, Richardson JS, Terwilliger TC, Zwart PH. (2010) PHENIX: a
comprehensive Python-based system for macromolecular structure solution. Acta
Crystallogr. D 66:213-221) y la construccion de modelos iterativos utilizando COOT
(Emsley P, Cowtan K (2004) Coot: model-building tools for molecular graphics. Acta
Crystallogr D 60:2126-2132).

Resultados

Para determinar la actividad transcripcional inducida por el calcitriol y por los compuestos
21 y 23, las células HEK 293 transfectadas transitoriamente con vectores de expresion que
codifican el hVDR de longitud completa y un plasmido informador de luciferasa que abarca
la region promotora de hCYP24A1 (gen diana VDR) se trataron con varias concentraciones
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de ligando. Los resultados muestran que el calcitriol induce una fuerte actividad
transcripcional VDR de 10 a 10° M. Sin embargo, mientras que el calcitriol casi no induce
actividad transcripcional a 107'® M, el compuesto 21 a esta concentracién induce una
transcripcion similar a la del calcitriol a 10° M. Ademas, el compuesto 23 a 10"'? M induce
una actividad transcripcional similar al compuesto 21 a 107'° M (Figura 1A). Por lo tanto, 21
y 23 inducen una mayor actividad transcripcional VDR que el calcitriol en bajas

concentraciones.

Para determinar su actividad calcémica, se determinaron los niveles de calcio en suero
después de la administracion de diversas concentraciones de calcitriol, 21 y 23 a ratones.
Los resultados muestran que 0,3 pg / kg de calcitriol o de 23, y 0,03 png/ kg de 21, no inducen
hipercalcemia (Figura 1B). Por lo tanto, mientras 21 y 23 inducen actividades
transcripcionales en concentraciones de 10* a 10° veces mas bajas que el calcitriol, 23 no
aumenta los niveles de calcio en suero en una concentracion correspondiente a la
concentracion normocalcémica mdés alta de calcitriol. Ademas, 21 sigue siendo

normocalcémico a una dosis 10 veces menor que 23 y calcitriol.

La estructura cristalina del pez cebra VDR LBD en complejo con 23 y un péptido
coactivador se determind y resolvi6 a una resolucion de 2,9 A con el procedimiento descrito
en (Huet et al, 2015). El complejo conserva el pliegue general y una conformacion agonista
activa candnica. La estructura revela que el ligando 23 forma mas contactos de van-der-
Waals con el LBP de VDR que el calcitriol, en particular con las hélices H12 (Figura 2).
Estos contactos adicionales junto con los enlaces triples de la cadena lateral bloquean la
conformacion activa de la cadena lateral, lo que explica la actividad transcripcional mejorada

del ligando.

Para determinar su potencia antiinflamatoria, se determinaron los niveles de transcripcion
de IL12 / 23p40 en células THP1 estimuladas con LPS. Nuestros resultados muestran que
21 y 23 son tan eficientes como el calcitriol en una dosis 10 veces menor y 100 veces mas
baja, respectivamente (Figura 3A). Tenga en cuenta que el andlogo de vitamina D BxI-62,
que se sabe que exhibe mayores actividades antiinflamatorias que el calcitriol en células
mononucleares de sangre periférica humana tiene una actividad similar a la del calcitriol en

las células THP-1 (Laverny G, Penna G, Vetrano S, Correale C, Nebuloni M, Danese S,
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Adorini L. (2010) Efficacy of a potent and safe Vitamin D receptor agonist for the treatment
of inflammatory bowel disease. Immunol Lett. 131(1):49-58; Laverny G, Penna G,
Uskokovic M, Marczak S, Maehr H, Jankowski P, Ceailles C, Vouros P, Smith B, Robinson
M, Reddy GS, Adorini L. (2009) Synthesis and anti-inflammatory properties of 1alpha, 25-
dihydroxy-16-ene-20-cyclopropyl-24-oxo-vitamin D3, a hypocalcemic, stable metabolite of
lalpha, 25-dihydroxy-16-ene-20-cyclopropyl-vitamin D3. J Med Chem. 52(8):2204-13).

Ademas, en ratones, 21 y 23 reducen los niveles séricos de IL-6 estimulada por LPS en
concentraciones 100 y 1000 veces mas bajas que la dosis normocalcémica mas alta probada,
respectivamente (Figura 3B y 1B). Por lo tanto, 21 y 23 tienen propiedades antiinflamatorias

mas potentes que el calcitriol y un andlogo potente conocido de la vitamina D.

Para determinar la potencia antiproliferativa del calcitriol, 21, 23 y Gemini-72, un anélogo
antiproliferativo bien conocido de la vitamina D (Huet et al, 2015), se cultivaron PC-3
durante 96 horas en presencia de ligando 1 nM. Los resultados muestran que 23 reduce la
proliferacion de PC-3 en un 50%, mientras que el calcitriol, 21 y Gemini-72 no tienen ningiin

efecto (Figura 4). Por lo tanto, 23 tiene una potente potencia antiproliferativa..

Tomados en conjunto, nuestros resultados muestran que 21 y 23 exhiben mayores
actividades antiinflamatorias y antiproliferativas que el calcitriol y los analogos descritos
previamente en concentraciones normocalcémicas, y por lo tanto muestran una ventana

terapéutica mayor.
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REIVINDICACIONES

1. Compuesto de férmula (I), o uno de sus estereoisomeros, o sus sales farmacéuticamente

aceptables,

@

donde R! es (Ci-Crpalquilo, (Ci-Ciz)alquenilo,  (Ci-Ciz)alquinilo,
(Ci-Ci2)heteroalquilo, (C2-Ci2)heteroalquenilo y (Ci-Ci2)heteroalquinilo,

cada uno de R? y R® se selecciona independientemente de entre (C;-Ci2)alquilo,

(Ci-Cr2)alquenilo, (Ci-Ci2)alquinilo,

R* se selecciona de entre hidrogeno, (Ci-Ci2)alquilo, (Ci-Ci2)hidroxialquilo, (Ca-
Ci2)alquenilo, (C2-Ci2)hidroxialquenilo, (C2-Cr2)alquinilo, (Co-
Ci2)hidroxialquinilo,  (Ci-Ci2)heteroalquilo,  (Cz-Ciz)heteroalquenilo,  (Ci-
Ci2)heteroalquinilo, (Cs-Cio)arilo, (C3-Cis)heteroarilo, (Cs-Cio)aril(Ci-Ci2)alquilo,
(Ci-Cr2)alquilacilo, (Ce-Cio)arilacilo, (Ci-Ciz)alcoxilo, (Cs-Cio)ariloxilo, (Ci-
Ciz)alquilcarboxi, (Cs-Cio)arilcarboxi, (Ci-Ciz2)carbociclo, (C3-Cis)heterociclo, O-
(Ci-Cr2)alquilo y O-(Ci-Ci2)heteroalquilo,

cada uno de P! y P? se selecciona independientemente de entre hidrogeno, -OH,
(Ci-Cr2)alcoxilo, (Cs-Cio)ariloxilo, (Ci-Ciz)alquilcarboxi, (Ce-Cio)arilcarboxi y —
OSiR*R°R¢, donde cada uno de R?, R® y R° se seleccionan de entre (Ci-Ci2)alquilo,
(Ce-Cip)arilo, (Cs-Cio)aril, (Ci-Ciz)alquilo, (Ci-Ciz)alcoxilo, (Ce-Cio)ariloxilo y
(Cs-Cis)heterociclo, y
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X!y X? son hidrégeno o bien forman conjuntamente con el dtomo de carbono al

que estan unidos un grupo metileno (=CH>).

2. Compuesto segun la reivindicacion 1, donde P! y P? son -OH o —OSiR*R°R¢, donde cada
uno de R?, R® y R° son como se han descrito en la reivindicacion 1.
5 3. Compuesto segun la reivindicacion 1, donde X' y X? forman conjuntamente con el 4tomo
de carbono al que estan unidos un grupo metileno (=CH>).
4. Compuesto seglin la reivindicacion 1, donde R? y R? son un (C;-C)2)alquilo.
5. Compuesto seglin la reivindicacion 1, donde R? y R? son trifluorometilo.
6. Compuesto segun la reivindicacion 1, que incorpora marcaje isotopico.
10 7. Compuesto segun la reivindicacion 1, donde R* y R? son iguales y se seleccionan de entre
el grupo constituido por *Hy-(Ci-Ci2)alquilo, *Hp-(Ci-Ci2)alquilo, donde n tiene un valor
entre 1 y 6.
8. Procedimiento para la preparacion de un compuesto de féormula (I), como se ha descrito

en la reivindicacion 1, que comprende hacer reaccionar un compuesto de formula (II) con

15 un compuesto de formula (II1a) en presencia de una base,

O

) R* "R® (Illa)
donde R', R%, R?, R*, Py, P2, X!, X? son como se han descrito en la reivindicacion 1.
9. Procedimiento para la preparacion de un compuesto de féormula (I), como se ha descrito
20 en la reivindicacion 1, que comprende:
(a) hacer reaccionar un compuesto de formula (II) con un compuesto de formula (I1Ib)

en presencia de una base, y
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(b) reaccion del intermedio obtenido en la etapa (a) con un compuesto de formula R*M

y/o R°M,

(1D) Hal”™  “R® (111b)

donde R se selecciona de (Ci-Ci2)alquilo y (Ce-Cio)arilo,
Hal es un halégeno de entre cloro, bromo, yodo,
M es un metal o un haluro metélico, y

R!, R%, R3, R%, Py, P2, X!, X? son como se han descrito en la reivindicacion 1.

10.  Compuesto de formula (I) seglin se ha descrito en la reivindicacion 1, para uso como
medicamento.
11.  Compuesto de formula (I) segun se ha descrito en la reivindicacion 1, para su uso en

el tratamiento de enfermedades o condiciones relacionadas con la deficiencia de vitamina
D.

12. Compuesto de férmula (I) segun la reivindicacion 11, donde las enfermedades o
condiciones relacionadas con la deficiencia de vitamina D se seleccionan del grupo que
consiste en raquitismo, osteoporosis, osteodistrofia, osteomalacia y fracturas.

13. Compuesto de formula (I), segliin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, para su uso
en el tratamiento de psoriasis, diabetes, enfermedades autoinmunes, degenerativas,
endocrinologicas, cardiovasculares, metabdlicas, infecciosas, o tumorales.

14. Compuesto de formula (I), seglin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, para su uso

en el tratamiento de enfermedades neoplasicas.
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15. Compuesto de foéormula (I) segin la reivindicacion 14, donde las enfermedades
neoplasicas se seleccionan del grupo que consiste en cancer de mama, ovario, prostata,
pulmoén, leucemia, tumores solidos y tumores hematoldgicos.

16. Combinacion de al menos un compuesto de formula (I), como se ha definido en

5 cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, y al menos un compuesto antineoplasico.

17. Uso de un compuesto de formula (I), como se ha definido en la reivindicacion 6 o 7,

como patrdn interno en técnicas espectroscopicas y espectrométricas.

18. Uso de un compuesto de formula (I), como se ha definido en la reivindicaciéon 6 o 7,

para la preparacion de un radiofarmaco.

10 19. Compuesto de formula (II)

P
R* (1)

donde R', R*, Py, P2, X!, X? son como se han descrito en la reivindicacion 1.

20. Compuesto de formula (IV)

(V)

15 donde R’ se selecciona de entre hidrogeno y —SiR?R°R¢, donde cada uno de R?, R®y
R° se seleccionan de entre (C;-Ciz)alquilo, (Cs-Cio)arilo, (Cs-Cio)aril, (Ci-
Ci2)alquilo, (Ci-Ci2)alcoxilo, (Cs-Cio)ariloxilo y (Cs-Cis)heterociclo,
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P3 se selecciona de entre di(Ci-Ciz2)alcoxiboro, di(Ci-Ciz)alquilboro, haluro de
indio, di(C;-Ci2)alquilindio, di(C;-Ci2)arilindio, (Ci-Ci2)alquil(Ce-Cio)arilindio,
litio, haluro de cinc, (Ci-Ci2)alquilcine, cloro, bromo y yodo, y

R! como se ha descrito en la reivindicacion 1.

5 21. Compuesto de formula (V)

HO

RO H (V)

donde R7 es-SiR?R°R¢, donde cada uno de R? R® y R¢ se seleccionan de entre (C;-
Ci2)alquilo, (Cs-Cio)arilo, (Cs-Cio)aril, (Ci-Ci2)alquilo, (Ci-Ciz)alcoxilo, (Ce-
Cio)ariloxilo y (Cs3-Cis)heterociclo, y

10 R!' como se ha descrito en la reivindicacion 1.

22. Composicion farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente efectiva de

un compuesto de formula (I), tal como se ha definido en cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 7, junto con uno o mas excipientes o portadores

farmacéuticamente aceptables.

15
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