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DESCRIPCION

2-metilen-19-nor-20(S)-25-metil-1a-hidroxicalciferol y sus usos.
Antecedentes de la invencion

Esta invencion se refiere a los derivados de vitamina D sustituidos en la posicién del carbono 2, y mds particular-
mente a 2-metilen-19-nor-20(S)-25-metil-1a-hidroxicalciferol y a sus usos farmacéuticos.

Se sabe que la hormona natural, 1a,25-dihidroxivitamina D; y su andlogo de la serie de ergosterol, es decir, 1a,25-
dihidroxivitamina D,, son reguladores sumamente potentes de la homeostasis del calcio en animales y humanos, y
también se ha establecido su actividad en la diferenciacion celular, Ostrem et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84,
2610 (1987). Se han preparado y ensayado muchos andlogos estructurales de estos metabolitos, que incluyen la-
hidroxivitamina D;, la-hidroxivitamina D,, diversas vitaminas homologadas de cadena lateral y andlogos fluorados.
Algunos de estos compuestos exhiben una separacion interesante de actividades en la diferenciacién celular y en la
regulacion del calcio. Esta diferencia de actividad puede ser ttil en el tratamiento de una diversidad de enfermedades,
tales como osteodistrofia renal, raquitismo resistente a vitamina D, osteoporosis, psoriasis y ciertos tumores malignos.

Recientemente se ha descubierto una clase nueva de andlogos de vitamina D, es decir, los compuestos denominados
19-nor-vitamina D, que se caracterizan por la sustitucién del grupo metileno exociclico del anillo A (carbono 19),
tipico del sistema de la vitamina D, por dos d4tomos de hidrégeno.

La experimentacion biolégica de tales 19-nor-analogos (p.ej., 1@,25-dihidroxi-19-nor-vitamina Ds) revel6 un perfil
de actividad selectiva con elevada potencia en la inducciéon de la diferenciacion celular, y muy baja actividad de
movilizacién del calcio. Asi, estos compuestos son potencialmente ttiles como agentes terapéuticos para el tratamiento
de tumores malignos, o para el tratamiento de diversos trastornos cutdneos. Se han descrito dos métodos diferentes
de sintesis de tales andlogos de 19-nor-vitamina D (Perlman et al., Tetrahedron Lett. 31, 1823 (1990); Perlman er al.,
Tetrahedron Lett. 32, 7663 (1991), y DeLuca et al., pat. de EE.UU. n°® 5.086.191).

En la pat. de EE.UU. n° 4.666.634, el grupo de Chugai ha descrito y examinado los andlogos 23-hidroxilo y al-
coxilo (p.ej., ED-71) de 1a,25-dihidroxivitamina D; como farmacos potenciales para la osteoporosis y como agentes
antitumorales. Véase también Okano et al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 163, 1444 (1989). Se han prepara-
do y ensayado otros andlogos del anillo A sustituidos en la posicién 2 (con grupos hidroxialquilo, p.ej. ED-120,
y fluoroalquilo) de 1a,25-dihidroxivitamina D; (Miyamoto et al., Chem. Pharm. Bull. 41, 1111 (1993); Nishii et al.,
Osteoporosis Int. Suppl. 1, 190 (1993); Posner et al., J. Org. Chem. 59, 7855 (1994), y J. Org. Chem. 60, 4617 (1995)).

Recientemente, también se han sintetizado andlogos sustituidos en la posicién 2 de 1@,25-dihidroxi-19-norvitamina
D;, es decir, compuestos sustituidos en la posicién 2 con grupos hidroxilo o alcoxilo (DeLuca et al., pat. de EE.UU.
n°® 5.536.713), los cuales exhiben perfiles de actividad interesantes y selectivos. Todos estos estudios indican que los
sitios de unién en los receptores de vitamina D pueden acomodar diferentes sustituyentes en C-2 en los andlogos
sintetizados de vitamina D.

En un esfuerzo continuado por explorar la clase 19-nor de compuestos de vitamina D farmacolégicamente impor-
tantes, se han sintetizado y ensayado sus andlogos que se caracterizan por la presencia de un sustituyente alquilideno
(en particular metileno) en el carbono 2 (C-2), es decir, compuestos de 2-alquiliden-19-nor-vitamina D. Son de interés
particular los andlogos que se caracterizan por la transposicién del grupo metileno exociclico del anillo A, presente
en el esqueleto de la vitamina D normal, desde el carbono 10 (C-10) al carbono 2 (C-2), es decir, compuestos de 2-
metilen-19-nor-vitamina D. Tales andlogos de vitamina D parecian objetivos interesantes, porque el grupo alquilideno
relativamente pequefio (en particular metileno) en C-2 no deberia interferir con la unién al receptor de vitamina D.
Ademads, los estudios de mecdnica molecular realizados sobre el modelo de la-hidroxi-2-metilen-19-nor-vitaminas
indican que tal modificacién molecular no cambia de forma sustancial la conformacién del anillo A de ciclohexano-
diol. Sin embargo, la introduccién del grupo 2-metileno en el esqueleto de carbono de 19-nor-vitamina D cambia el
caracter de los la- y 3B-hidroxilos del anillo A. Asi, éstos estdn ambos en las posiciones alilicas, de forma similar al
grupo la-hidroxilo (crucial para la actividad biolégica) en la molécula de la hormona natural, 1@,25-(OH),Ds.

Resumen de la invencion

La presente invencién se dirige a 2-metilen-19-nor-20(S)-25-metil-1@-hidroxicalciferol, a su actividad bioldgica y
a los diversos usos farmacéuticos de este compuesto (en adelante denominado “TMM”). A diferencia de 2-metilen-
19-nor-(205)-1a,25-dihidroxicolecalciferol, TMM no tiene un 25-hidroxilo, y a diferencia de 2-metilen-19-nor-(20S)-
la-hidroxicolecalciferol, TMM no se puede 25-hidroxilar in vivo debido a la presencia de un grupo 25-metilo.
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Estructuralmente, este andlogo 19-nor se caracteriza por la férmula general I mostrada a continuacién:

El compuesto nuevo anterior exhibe un patrén deseado y sumamente ventajoso de actividad biolégica. Este com-
puesto se caracteriza por una actividad relativamente elevada de transporte intestinal de calcio, comparado con la de
la@,25-dihidroxivitamina D5, mientras también exhibe una actividad relativamente baja comparado con 1a,25-dihidro-
xivitamina D; en su capacidad para movilizar calcio del hueso. Por lo tanto, este compuesto es sumamente especifico
en su actividad calcémica. Su actividad preferente de transporte intestinal de calcio permite la administracion in vivo
de este compuesto para el tratamiento de enfermedades dseas metabdlicas en las que la disminucién de masa Osea es
una preocupacién importante. Debido a su actividad calcémica intestinal, este compuesto seria un agente terapéutico
preferido para el tratamiento de enfermedades en las que se desea la formacién de hueso, tales como osteoporosis,
especialmente osteoporosis con baja remodelacién ésea, osteoporosis inducida por esteroides, osteoporosis senil u
osteoporosis posmenopdusica, asi como osteomalacia y osteodistrofia renal. El tratamiento puede ser transdérmico,
oral o parenteral. Los compuestos pueden estar presentes en una composicion en una cantidad de 0,01 a 100 ug por g
de la composicion, preferiblemente de 0,1 a 50 ug por g de la composicidn, y se pueden administrar en dosis de 0,01
ugl/dia a 100 pg/dia, preferiblemente de 0,1 pg/dia a 50 ug/dia.

El compuesto de la invencién también es especialmente adecuado para el tratamiento y la profilaxis de trastornos
humanos que se caracterizan por un desequilibrio en el sistema inmunitario, p.ej. en enfermedades autoinmunes,
que incluyen esclerosis miltiple, diabetes mellitus, reaccién de hospedador contra injerto y rechazo de trasplantes;
y ademds para el tratamiento de enfermedades inflamatorias, tales como artritis reumatoide, asma y enfermedades
inflamatorias intestinales, tales como enfermedad celiaca y enfermedad de Crohn, asi como para la mejora de la
consolidacién de fracturas dseas y para la mejora de injertos 6seos. Otras enfermedades que se pueden tratar con
el compuesto de la invencién son acné, alopecia, enfermedades cutdneas tales como sequedad cutdnea (carencia de
hidratacion cutanea), laxitud cutdnea excesiva (firmeza cutanea insuficiente), secrecién sebacea insuficiente y arrugas,
e hipertension.

El anterior compuesto también se caracteriza por una actividad elevada sobre la diferenciacion celular. Asi, este
compuesto también proporciona un agente terapéutico para el tratamiento de la psoriasis, 0 como agente antineo-
plasico, especialmente contra leucemia, cdncer de colon, cdncer de mama y cdncer de prdstata. El compuesto puede
estar presente en una composicion para tratar la psoriasis y/o el cancer en una cantidad de 0,01 a 100 ug por g de la
composicion, y se puede administrar de forma tépica, transdérmica, oral o parenteral en dosis de 0,01 ug/dia a 100
ugl/dia.

Esta invencién también proporciona una sintesis nueva para la produccion del producto final de estructura I, asi
como un intermedio nuevo de cetona formado durante la sintesis.

Descripcion breve de los dibujos
La Figura 1 es un grafico que ilustra la actividad relativa de 2-metilen-19-nor-20(S)-25-metil-1a-hidroxicalciferol
o la,25-dihidroxivitamina D; al competir con la unién de [3H]-1,25-(OH),-D; al receptor de vitamina D nuclear

intestinal de cerdo;

La Figura 2 es un grafico que ilustra el porcentaje de diferenciacién de células HL-60 como funcién de la concen-
tracion de 2-metilen-19-nor-20(S)-25-metil- 1 @-hidroxicalciferol o 1a,25-dihidroxivitamina D;; y

La Figura 3 es un gréfico que ilustra el calcio sérico respecto del tiempo en ratones a los que se les inyecta vehiculo
mas alendronato, 1a,25-dihidroxivitamina D; mds alendronato, o 2-metilen-19-nor-20(S)-25-metil-1a@-hidroxicalci-
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ferol (TMM) mas alendronato. Ya que alendronato bloquea la resorcién dsea, la elevacioén del calcio sérico refleja
solamente la absorcién intestinal.

Descripcion detallada de la invencion

Como se usa en la descripcion y en las reivindicaciones, la expresién “grupo protector de hidroxilo” significa
cualquier grupo usado habitualmente para la proteccién temporal de las funciones hidroxilo, tal como, por ejemplo,
grupos alcoxicarbonilo, acilo, alquilsililo o alquilarilsililo (en adelante denominados simplemente grupos “sililo”),
y grupos alcoxialquilo. Los grupos protectores alcoxicarbonilo son grupos alquil-O-CO- tales como metoxicarboni-
lo, etoxicarbonilo, propoxicarbonilo, isopropoxicarbonilo, butoxicarbonilo, isobutoxicarbonilo, tert-butoxicarbonilo,
benciloxicarbonilo o aliloxicarbonilo. El término “acilo” significa un grupo alcanoilo de 1 a 6 carbonos, en todas sus
formas isoméricas, o un grupo carboxialcanoilo de 1 a 6 carbonos, tal como un grupo oxalilo, malonilo, succinilo, glu-
tarilo, o un grupo acilo aromético tal como benzoilo, o un grupo benzoilo sustituido con halégeno, nitro o alquilo. La
palabra “alquilo”, como se usa en la descripcion o en las reivindicaciones, denota un radical alquilo de cadena lineal o
ramificada de 1 a 10 carbonos, en todas las formas isoméricas. Los grupos protectores alcoxialquilo son grupos tales
como metoximetilo, etoximetilo, metoxietoximetilo o tetrahidrofuranilo y tetrahidropiranilo. Los grupos protectores
sililo preferidos son trimetilsililo, trietilsililo, t-butildimetilsililo, dibutilmetilsililo, difenilmetilsililo, fenildimetilsililo,
difenil-t-butilsililo y radicales sililo alquilados andlogos. El término “arilo” especifica un grupo fenilo sustituido con
fenilo, o con alquilo, nitro o halégeno.

Un grupo “hidroxilo protegido” es un grupo hidroxilo derivatizado o protegido mediante cualquiera de los grupos
anteriores usados habitualmente para la proteccion temporal o permanente de las funciones hidroxilo, p.ej. los grupos
sililo, alcoxialquilo, acilo o alcoxicarbonilo, como se definieron previamente. Los términos “hidroxialquilo”, “deute-
roalquilo” y “fluoroalquilo” se refieren a un radical alquilo sustituido mediante uno o mas grupos hidroxilo, deuterio
o fldor, respectivamente.

La preparacién de 2-metilen-19-nor-20(S)-25-metil- 1a-hidroxicalciferol, que tiene la estructura bésica I, se puede
realizar mediante un método general habitual, es decir, la condensacién de una cetona biciclica II de tipo Windaus-

Grundmann con el 6xido de fosfina III alilico hasta el andlogo IV de 2-metilen-19-nor-vitamina D correspondiente,
seguido de la desproteccion en C-1 y C-3 en el tltimo compuesto:

OPPh,

"

Yzo OY1

o

Y,0

En las estructuras III y IV, los grupos Y, e Y, preferiblemente son grupos protectores de hidroxilo, y se entiende
también que cualquier grupo funcional que podria ser sensible, o que interfiere con la reaccién de condensacion, se
protege de forma adecuada como se conoce en la técnica. El proceso mostrado anteriormente representa una aplicacion
del concepto de sintesis convergente, que se ha aplicado de forma eficaz para la preparacién de compuestos de vitamina
D [p.ej. Lythgoe et al., J. Chem. Soc. Perkin Trans. I, 590 (1978); Lythgoe, Chem. Soc. Rev. 9, 449 (1983); Toh et al.,
J. Org. Chem. 48, 1414 (1983); Baggiolini et al., J. Org. Chem. 51, 3098 (1986); Sardina et al., J. Org. Chem. 51, 1264
(1986); J. Org. Chem. 51, 1269 (1986); DeLuca et al., pat. de EE.UU. n°® 5.086.191; DeLuca et al., pat. de EE.UU. n°
5.536.713].

Se pueden preparar hidrindanonas de la estructura general I mediante métodos conocidos. Un método especifico
comienza con la ozonacidn de la vitamina D,, y se describe y se ilustra aqui con referencia a los Esquemas 1y 2.

Para la preparacion de los 6xidos de fosfina necesarios de estructura general III, se ha desarrollado una ruta sintética
nueva que comienza a partir del derivado de quinicato de metilo, obtenido facilmente a partir de 4cido (1R,3R,4S,5R)-
(-)-quinico comercial como describieron Perlman et al., Tetrahedron Lett. 32, 7663 (1991) y DeLuca et al., pat. de
EE.UU. n° 5.086.191. EI proceso total de transformacién del éster de metilo de partida en los sintones del anillo A
deseados se resume con detalle en estas dos referencias. La etapa final de la sintesis serd tipicamente la hidr6lisis de
los grupos protectores de hidroxilo para proporcionar 2-metilen-19-nor-20(S)-25-metil-1a-hidroxicalciferol (TMM).
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Esta invencién se describe mediante los siguientes ejemplos ilustrativos. En estos ejemplos, los productos es-
pecificos identificados mediante numeracion ardbiga (p.ej. 1, 2, 3, etc.) se refieren a las estructuras especificas asi
identificadas en la descripcién precedente y en el Esquema 1, Esquema 2 y Esquema 3. Se deberia hacer referencia a
los Esquemas 1y 2 para el Ejemplo 1, y al Esquema 3 para el Ejemplo 2.

Ejemplo 1
Preparacion de (20S)-des-A, B-8B-(tert-butildimetilsilil )oxi-20-(hidroximetil )pregnano (2)

Se hizo pasar ozono a través de una disolucién de vitamina D, (3 g, 7,6 mmoles) en metanol (250 mL) y piridina
(2,44 g, 2,5 mL, 31 mmoles) durante 50 min a -78°C. Después se hizo burbujear oxigeno en la mezcla de reaccién
durante 15 min para eliminar el ozono residual, y la disolucidn se traté con NaBH, (0,75 g, 20 mmoles). Después de
20 min se afiadi6 la segunda porcién de NaBH, (0,75 g, 20 mmoles) y se dejo que la mezcla se calentase a temperatura
ambiente. Después se afiadid la tercera porcion de NaBH, (0,75 g, 20 mmoles) y la mezcla de reaccidn se agit6 durante
18 h. La reaccién se pard con agua (40 mL) y la disolucion se concentré a presion reducida. El residuo se extrajo con
acetato de etilo (3 x 80 mL) y la fase orgdnica combinada se lavé con HCI ac. 1M, NaHCO; ac. saturado, se secé
(Na,S0,) y se concentr6 a presion reducida. El residuo se sometié a cromatografia en gel de silice con hexano/acetato
de etilo (75:25) para proporcionar (20S)-des-A,B-20-(hidroximetil)pregnan-83-ol 1 (1,21 g, 75% de rendimiento) en
forma de cristales blancos.

Se afiadi6 trifluorometanosulfonato de ters-butildimetilsililo (3,24 mL, 3,72 g, 14,1 mmoles) a una disolucién del
86,20-diol 1 (1 g, 4,7 mmoles) y 2,6-lutidina (1,64 mL, 1,51 g, 14,1 mmoles) en DMF anhidro (15 mL) a 0°C. La
mezcla se agité en atmdsfera de argén a 0°C durante 1 h y después a temperatura ambiente durante 18 h. La reaccién
se par6é con agua (50 mL) y se extrajo con acetato de etilo (3 x 30 mL). La fase orgdnica combinada se lav6 con
salmuera, se sec6 (Na,SO,) y se concentrd a presion reducida. El residuo se disolvié en THF anhidro (8 mL), se afiadi6
trietilamina (3 mL, 2,17 g, 21,5 mmoles) y una disolucién de fluoruro de tetrabutilamonio (1 M en THEF, 6,5 mL, 6,5
mmoles) seguido de tamices moleculares 4A recién activados (3 g). La mezcla de reaccién se agit6 en atmosfera de
argoén a temperatura ambiente durante 4 h, después se filtr6 a través de una capa fina de celita y se evapord. El residuo
se disolvid en acetato de etilo (30 mL), se lavé con salmuera, agua, se sec6 (Na,SO,) y se concentr6 a presion reducida.
El alcohol puro 2 (1,42 g, 93% de rendimiento) se aisl6 mediante cromatografia en gel de silice con hexano/acetato de
etilo (97,5:2,5 — 95:5) en forma de un aceite incoloro: '"H RMN (500 MHz, CDCl,) 6 4,00 (1H, d, ] = 2,4 Hz, 8a-H),
3,63 (1H, dd, J = 10,5, 3,2 Hz, 22-H), 3,39 (1H, dd, J = 10,5, 6,8 Hz, 22-H), 1,94 (1H, br.d, J = 12,5 Hz), 1,02 (3H,
d, J=6,6 Hz, 21-H;), 0,924 (3H, s, 18-H3), 0,882 (9H, s, Si-#-Bu), 0,005 y -0,010 (cada 3H, cada s, cada Si-Me); "*C
RMN (125 MHz) 6 69,29 (d, C-8), 67,94 (t, C-22), 53,06 (d), 52,80 (d), 42,12 (s, C-13), 40,54 (1), 38,27 (d), 34,39 (1),
26,79 (1), 25,79 (q, SiCMe;), 23,08 (1), 18,00 (s, SiCMe;), 17,61 (1), 16,65 (q, C-21), 13,75 (q, C-18), -4,81 y -5,18
(cada g, cada SiMe).

Preparacion de (20S)-des-A, B-8B-(tert-butildimetilsilil )oxi-20-formilpregnano (3)

Se afadié complejo triéxido de azufre-piridina (1,32 g, 8,28 mmoles) a una disolucién del alcohol 2 (451 mg, 1,38
mmoles), trietilamina (960 uL, 697 mg, 6,9 mmoles) en cloruro de metileno anhidro (20 mL) y DMSO anhidro (5 mL)
a 0°C. La mezcla de reaccién se agité en atmésfera de argén a 0°C durante 20 min y después se concentré. El residuo
se purificé mediante cromatografia en columna de gel de silice con hexano/acetato de etilo (95:5) para proporcionar el
aldehido 3 (364 mg, 81% de rendimiento) en forma de un aceite: '"H RMN (500 MHz, CDCl;) 6 9,55 (1H, d, J = 3,1
Hz, CHO), 4,00 (1H, s, 8a-H), 2,33 (1H, m, 20-H), 1,89 (1H, dm, J = 12,4 Hz), 1,07 (3H, d, J = 6,8 Hz, 21-H3), 0,939
(3H, s, 18-H3), 0,862 (9H, s, Si-t-Bu), -0,009 y -0,026 (cada 3H, cada s, cada SiMe); *C RMN (125 MHz) 6 205,37 (d,
CHO), 68,99 (d, C-8), 52,28 (d), 51,58 (d), 49,15 (d), 42,58 (s, C-13), 40,35 (1), 34,29 (), 26,16 (t), 25,74 (q, SiCMe;),
23,27 (t), 17,96 (s, SiCMe;), 17,52 (t), 14,04 (q, C-21), 13,28 (q, C-18), -4,85 y -5,23 (cada q, cada SiMe).

Preparacion de (20R)-des-A, B-83-(tert-butildimetilsilil )oxi-20-(hidroximetil )pregnano (4)

El aldehido 3 (364 mg, 1,12 mmoles) se disolvié en cloruro de metileno (15 mL) y se afiadié una disolucién
de n-Bu,NOH ac. del 40% (1,47 mL, 1,45 g, 2,24 mmoles). La mezcla resultante se agité en atmdsfera de argén a
temperatura ambiente durante 16 h, se diluyé con cloruro de metileno (20 mL), se lav6 con agua, se sec6 (Na,SO,)
y se concentrd a presion reducida. El residuo se sometié a cromatografia en gel de silice con hexano/acetato de etilo
(95:5) para proporcionar una mezcla de aldehido 3 y su epimero en la posicién 20 (292 mg, 80% de rendimiento) en
una proporcién aprox. 1:2 (mediante 'H RMN).

Esta mezcla de aldehidos (292 mg, 0,9 mmoles) se disolvié en THF (5 mL) y se afiadié NaBH, (64 mg, 1,7
mmoles), seguido de la adicién gota a gota de etanol (5 mL). La mezcla de reaccién se agit6 a temperatura ambiente
durante 30 min y se pard con una disolucién saturada de NH,Cl ac. La mezcla se extrajo con éter (3 x 20 mL), y la
fase orgdnica combinada se lavé con agua, se secé (Na,SO,) y se concentrd a presién reducida. El residuo se someti6
a cromatografia en gel de silice con hexano/acetato de etilo (96:4 — 80:20) para proporcionar el (20R)-alcohol 4
deseado puro (160 mg, 55% de rendimiento) en forma de un aceite y una mezcla de 4 y de su epimero 2 en la posicién
20 (126 mg, 43% de rendimiento) en una proporcién aprox. 1:3 (mediante '"H RMN).

"H RMN (500 MHz, CDCl;) 6 4,00 (1H, d, J = 1,9 Hz, 8a-H), 3,70 (1H, dd, J = 10,6, 3,2 Hz, 22-H), 3,43 (1H, dd,
J=10,6, 7,0 Hz, 22-H), 0,94 (3H, d, J = 6,7 Hz, 21-H;), 0,927 (3H, s, 18-H3), 0,884 (9H, s, Si-t-Bu), 0,007 y -0,006
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(cada 3H, cada s, SiMe); *C RMN (125 MHz) 6 69,30 (d, C-8), 66,83 (t, C-22), 53,02 (d), 52,96 (d), 41,91 (s, C-13),
40,12 (1), 37,48 (d), 34,38 (1), 26,71 (1), 25,79 (q, SiCMe;), 22,85 (t), 18,01 (s, SiCMes), 17,64 (t), 16,58 (g, C-21),
14,07 (g, C-18), -4,81 y -5,18 (cada q, cada SiMe).

Preparacion de (20R)-des-A, B-8B-(tert-butildimetilsilil )oxi-20-[ (p-toluensul-fonil Joximetil [pregnano (5)

A una disolucion agitada del alcohol 4 (134 mg, 0,41 mmoles), 4-dimetilaminopiridina (10 mg, 0,08 mmoles)
y trietilamina (258 uL, 187 mg, 1,85 mmoles) en cloruro de metileno anhidro (6 mL) se le afiadié cloruro de p-
toluensulfonilo (118 mg, 0,62 mmoles) a 0°C. La mezcla de reaccién se dejo calentar a temperatura ambiente (4 h) y
se continud con la agitacién durante 22 h adicionales. Se afiadié cloruro de metileno (20 mL) y la mezcla se lavé con
una disolucién saturada de NaHCO; ac., se secé (Na,SO,) y se concentré a presion reducida. El residuo se sometié
a cromatografia en gel de silice con hexano/acetato de etilo (95:5) para proporcionar el tosilato 5 (192 mg, 98% de
rendimiento) en forma de un aceite incoloro: [a]p +15,7° (¢ 1,0, CHCL,); '"H RMN (500 MHz, CDCL5) 6 7,78 (2H,
d, J = 8,2 Hz, o-Hy,), 7,33 (2H, d, J = 8,2 Hz, m-Hy,), 4,11 (1H, dd, J = 9,3, 3,4 Hz, 22-H), 3,96 (1H, d, J = 2,1
Hz, 8a-H), 3,77 (1H, dd, J = 9,3, 7,4 Hz, 22-H), 2,443 (3H, s, Me,), 0,87 (3H, d, J = 6,5 Hz, 21-H;), 0,864 (9H,
s, Si-t-Bu), 0,810 (3H, s, 18-H3), -0,009 y -0,027 (cada 3H, cada s, cada SiMe); '3C RMN (125 MHz) 6 144,55 (s,
P-Cry), 133,06 (s, i-Cyy), 129,70 (d, m-Cyy), 127,91 (d, 0-Cyy), 74,26 (t, C-22), 69,09 (d, C-8), 52,65 (d), 52,51 (d),
41,72 (s, C-13), 39,83 (t), 34,65 (d), 34,16 (1), 26,60 (t), 25,74 (q, SiCMe;), 22,65 (t), 21,61 (q, Mer), 17,86 (s,
SiCMes), 17,48 (t), 16,65 (q, C-21), 13,99 (g, C-18), -4,86 y -5,23 (cada q, cada SiMe); MS (EI) m/z no M*, 437 (2,
M* - C3H;), 423 (1, M* - C4H,), 348 (2, M* -+-BuMe,SiOH), 309 (2, M* - OSO,C¢H,CHs;), 229 (76), 177 (100, M*
-t-BuMe,SiOH - OSO,C¢H,CHs;), 135 (33), 121 (38), 107 (27), 95 (41); masa exacta calculada para C»H;350,SSi (M*
- C4Hy) 423,2025, hallada 423,2036.

Preparacion de (20S)-des-A,B-83-(tert-butildimetilsilil)oxi-25-metilcolestano (8)

Se someti6 a reflujo limaduras de magnesio (0,53 g, 22 mmoles), 1-cloro-3,3-dimetilbutano 6 (1,32 g, 11 mmoles)
y yodo (2 cristales) en THF anhidro (15 mL) durante 6 h. La disolucién del reactivo de Grignard 7 formado se enfri6 a
-78°C y se afiadi6 gota a gota por medio de una cdnula a una disolucién del tosilato 5 (183 mg, 0,38 mmoles) en THF
anhidro (3 mL) a -78°C. Después, se afiadieron 6 mL de disolucién de Li,CuCl, (preparada mediante la disolucién
de LiCl seco (232 mg, 5,46 mmoles) y CuCl, seco (368 mg, 2,75 mmoles) en THF anhidro (27 mL)) gota a gota
por medio de una cdnula a la mezcla de reaccion a -78 °C. Se quité el bafio de refrigeracién y la mezcla se agit6 a
temperatura ambiente durante 20 h, y después se verti6 en una disolucién de H,SO, ac. 1 M (25 mL) que contenia
hielo (aprox. 100 g). La mezcla se extrajo con cloruro de metileno (3 x 50 mL) y las capas orgdnicas combinadas se
lavaron con NH,CI ac. saturado, NaHCO; ac. saturado, se secaron (Na,SO,) y se concentraron a presion reducida.
El residuo se someti6 a cromatografia en gel de silice con hexano para proporcionar el producto 8 (130 mg, 87% de
rendimiento) en forma de un aceite incoloro: [a]p +19,9° (¢ 2,2, CHCI;); '"H RMN (500 MHz, CDCl;) 6§ 4,00 (1H, d,
J = 1,5 Hz, 8a-H), 1,94 (1H, dm, J = 12,5 Hz), 0,915 (3H, s, 18-H3), 0,891 (9H, S, Si-t-Bu), 0,866 (9H, s, 25-Me),
0,81 (3H, d, J = 6,5 Hz, 21-H3), 0,010 y -0,002 (cada 3H, cada s, cada SiMe); *C RMN (125 MHz) 6 69,52 (d, C-
8), 56,46 (d), 53,17 (d), 44,57 (1), 42,20 (s, C-13), 40,68 (t), 36,17 (1), 34,82 (d), 34,51 (t), 30,36 (s, C-25), 29,47 (q,
25-Mes), 27,27 (v), 25,82 (q, SiCMe;), 23,01 (t), 20,99 (1), 18,60 (q, C-21), 18,03 (s, SiCMes), 17,76 (t), 14,00 (q, C-
18), -4,78 y -5,15 (cada q, cada SiMe); MS (EI) m/z no M*, 379 (11, M* - CHj;), 351 (3, M* -), 337 (72), 319 (2), 292
(10), 261 (66), 247 (10), 159 (17), 135 (27), 75 (100); masa exacta calculada para C,,H,;OSi (M* - CH3) 379,3396,
hallada 379,3398.

Preparacion de (20S)-des-A,B-25-metilcolestan-83-ol (9)

El alcohol protegido 8 (100 mg, 254 umoles) se disolvié en metanol anhidro (5 mL) y se afiadié fluoruro de
hidrégeno-piridina (2,5 mL). La mezcla se agité en atmésfera de argén a temperatura ambiente durante 3 dias, y
después se afiadi6 acetato de etilo (20 mL). La fase orgédnica se lavé con salmuera y agua, se secé (Na,SO,) y se
concentrd a presion reducida. El residuo se diluy6 con hexano y se sometié a cromatografia en gel de silice con
hexano para recuperar el sustrato 8 (16 mg). La elucién con hexano/acetato de etilo (8:2) proporcioné el alcohol puro
9 (58 mg, 82% de rendimiento) en forma de un aceite incoloro: [a]p +8,2° (¢ 1,15, CHCI;); '"H RMN (500 MHz,
CDCl;) 6 4,07 (1H, s, 8a-H), 1,98 (1H, dm, J = 12,2 Hz), 0,928 (3H, s, 18-H3), 0,861 (9H, s, 25-Me;), 0,82 (3H, d,
J =6,5 Hz, 21-H;); *C RMN (125 MHz) § 69,46 (d, C-8), 56,32 (d), 52,68 (d), 44,56 (1), 41,89 (s, C-13), 40,31 (¢),
36,09 (t), 34,82 (d), 33,59 (1), 30,35 (s, C-25), 29,45 (q, 25-Mes), 27,12 (1), 22,43 (t), 20,96 (1), 18,54 (q, C-21), 17,50
(), 13,74 (q, C-18); MS (EI) m/z 280 (34, M*), 265 (15, M* - Me), 247 (18), 237 (1), 166 (28), 135 (30), 111 (100),
97 (37), 81 (23); masa exacta calculada para C,yH;0 (M*) 280,2766, hallada 280,2753.

Preparacion de (20S)-des-A,B-25-metilcolestan-8-ona (II)

Se afiadié dicromato de piridinio (102 mg, 271 umoles) a una disolucién del alcohol 9 (19 mg, 68 umoles) y p-
toluensulfonato de piridinio (2 mg, 8 umoles) en cloruro de metileno anhidro (6 mL). La suspension resultante se agitd
a temperatura ambiente durante 4 h. La mezcla de reaccién se filtré a través de un cartucho Sep-Pak de silice Waters
(2 g) que se lavo adicionalmente con hexano/acetato de etilo (8:2). Después de la eliminacién de los disolventes se
obtuvo la cetona IT (16 mg, 85% de rendimiento) en forma de un aceite incoloro: '"H RMN (500 MHz, CDCl;) &
2,45 (1H, dd, J = 11,5, 7,7 Hz), 0,875 (9H, s, 25-Me;), 0,86 (3H, d, J = 5,9 Hz, 21-H;), 0,638 (3H, s, 18-H,); "*C
RMN (125 MHz) 6 212,18 (C-8), 62,06, 56,25, 49,95 (C-13), 44,52, 40,96, 38,85, 36,30, 34,90, 30,35 (C-25), 29,42
(25-Mes), 27,21, 24,06, 20,89, 18,95 (C-21), 18,49, 12,68 (C-18); MS (EI) m/z 278 (66, M*), 263 (79, M* - Me), 245
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(10, M* - Me - H,0), 235 (84, M* - Me - CO), 179 (12, M* - C;H5), 166 (25), 152 (49, M* - CyH\g), 124 (100,
M* - CO - CoHyy), 111 (96), 96 (42), 81 (30); masa exacta calculada para C;oH3,0 278,2610, hallada 278,2606.

Ejemplo 2
Preparacion de (20S)-2-metilen-19-nor-25-metil- 1 a-hidroxicalciferol (I)

A una disolucién de 6xido de fosfina 10 (45 mg, 77 umoles) en THF anhidro (500 uL) a -20°C se le anadi6
lentamente PhLi (1,56 M en ciclohexano-éter, 100 uL, 156 yumoles) en atmdsfera de argén con agitacién. La disolucién
se volvié de color naranja intenso. Después de 30 min la mezcla se enfrié a -78°C, y se afiadié lentamente una
disolucidn preenfriada (-78°C) de cetona II (17 mg, 61 umoles) en THF anhidro (200 + 100 uL). La mezcla se agit6
en atmésfera de argén a -78 °C durante 3 h y a 0 °C durante 18 h. Se afiadié acetato de etilo, la fase organica se
lavé con salmuera, se secé (Na,SO,) y se evapord. El residuo se disolvid en hexano y se aplicé a un cartucho Sep-
Pak de silice Waters (2 g). El cartucho se lavé con hexano y hexano/acetato de etilo (99,5:0,5) para proporcionar el
derivado de 19-norvitamina 11 (24 mg). El Sep-Pak se lavé después con hexano/acetato de etilo (96:4) para recuperar
la cetona II de anillos C,D inalterada (4 mg), y con acetato de etilo para recuperar el 6xido de difenilfosfina 10 (21
mg). La vitamina protegida 11 se purificé adicionalmente mediante HPLC (columna de 10 x 250 mm Zorbax-Silica,
4 mL/min) mediante el uso del sistema de disolventes hexano/2-propanol (99,9:0,1). Se eluy6 el compuesto 11 puro
(19,9 mg, 51% de rendimiento) a un Ry = 15 mL en forma de un aceite incoloro: UV (en hexano) A,,,, 262,2, 252,2,
243,3 nm; '"H RMN (500 MHz, CDCl;) 6 6,22y 5,83 (IHy 1H, cadad, J= 11,2 Hz, 6- y 7-H), 4,97 y 4,92 (1Hy 1H,
cada s, =CH,), 4,41 (2H, m, 18-y 3a-H), 2,82 (1H, br. d, J = 12,3 Hz, 98-H), 2,53 (1H, dd, J = 13,2, 5,8 Hz, 10a-H),
2,46 (1H, dd, J = 12,7, 4,6 Hz, 4a-H), 2,31 (1H, dd, J = 13,2, 2,9 Hz, 108-H), 2,17 (1H, dd, J = 12,7, 8,3 Hz, 48-H),
2,30 - 1,93 (2H, m), 1,90 - 1,80 (1H, m), 0,891 (9H, s, Si--Bu), 0,862 (9H, s, 25-Me;), 0,856 (9H, s, Si--Bu), 0,84
(3H, d,J = 6,4 Hz, 21-H3), 0,535 (3H, s, 18-H;), 0,076, 0,061, 0,046 y 0,019 (cada 3H, cada s, 4 x Si-CHj;); *C RMN
(125 MHz) 6 152,93 (s, C-2), 141,32 (s, C-8), 132,68 (s, C-5), 122,42 (d, C-6), 116,04 (d, C-7), 106,27 (t, =CH.),
72,52y 71,59 (cada d, C-1y C-3), 56,34 (d), 56,17 (d), 47,59 (t), 45,70 (s, C-13), 44,57 (t), 40,47 (t), 38,51 (t), 36,34
(1), 35,61 (d), 30,39 (s, C-25), 29,48 (q, 25-Me;), 28,76 (t), 27,56 (t), 25,85 (q, SiCMe;), 25,79 (q, SiCMe,), 23,48 (t),
22,12 (t), 20,93 (1), 18,65 (q, C-21), 18,28 (s, SiCMe;), 18,18 (s, SiCMe;), 12,31 (q, C-18), -4,81, -4,87,-5,05 y -5,14
(cada q, cada SiMe); MS (EI) m/z 642 (8, M*), 627 (3, M* - Me), 585 (6, M* - C4Hy), 510 (100, M*-t-BuMe,SiOH),
495 (5, M*-t-BuMe,SiOH - Me), 453 (3), 366 (24), 257 (7), 234 (9), 197 (7), 147 (10), 73 (46); masa exacta calculada
para C4H7,0,51, (M*) 642,5227, hallada 642,5206.

La vitamina protegida 11 (1,7 mg, 2,6 umoles) se disolvié en THF anhidro (3 mL) y se afladi6 una disolucién de
fluoruro de tetrabutilamonio (I M en THEF, 50 uL, 50 umoles), seguido de tamices moleculares 4A recién activados
(300 mg). La mezcla se agité en atmdsfera de argén a temperatura ambiente durante 18 h, después se diluyé con 2 mL
de hexano/acetato de etilo (6:4) y se aplicé en un cartucho Sep-Pak de silice Waters (2 g). La elucién con el mismo
sistema de disolventes proporciond el producto I bruto, que se purificé adicionalmente mediante HPLC (columna de
10 x 250 mm Zorbax-Silica, 4 mL/min) mediante el uso del sistema de disolventes hexano/2-propanol (9:1). Se recogié
2-metilen-19-norvitamina I analiticamente pura (768 ug, 71% de rendimiento) a un Ry = 26 mL en forma de un aceite
incoloro: UV (en EtOH) A, 261,2, 251,3, 243,1 nm; "H RMN (500 MHz, CDCl;) 6 6,36 y 5,89 (IHy 1H, cada d, J
=11,3 Hz, 6-y 7-H), 5,11 y 5,09 (cada 1H, cada s, =CH,), 4,48 (2H, m, 13- y 3a-H), 2,85 (1H, dd, J = 13,3, 4,7 Hz,
1058-H), 2,82 (1H, br d, J = 13,0 Hz, 958-H), 2,57 (1H, dd, J = 13,3, 3,8 Hz, 4a-H), 2,33 (1H, dd, J = 13,3, 6,2 Hz, 48-
H), 2,29 (1H, dd, J = 13,3, 8,3 Hz, 10a-H), 2,05 - 1,95 (2H, m), 1,90 - 1,82 (1H, m), 0,866 (9H, s, 25-Me;), 0,84 (3H,
d,J=6,5Hz, 21-H;), 0,548 (3H, s, 18-H3); MS (EI) m/z 414 (100, M*), 399 (8, M* - Me), 396 (5, M* - H,0), 381 (8,
M* - Me - H,0), 363 (2, M* - Me - 2H,0), 329 (28, M* - C¢H,3), 287 (36, M* - CoH,y), 261 (24), 192 (14), 161 (19),
147 (37), 135 (51), 107 (42); masa exacta calculada para C,sH,s0, 414,3498, hallada 414,3515.

Actividad biologica de 2-metilen-19-nor-20(s)-25-metil- 1 a-hidroxicalciferol

Se llevo a cabo la unién competitiva del andlogo al receptor intestinal porcino mediante el método descrito por
Dame et al (Biochemistry 25, 4523-4534, 1986).

La diferenciacién de promielocitos HL-60 a monocitos se determiné como describié Ostrem ef al (J. Biol. Chem.
262, 14164-14171, 1987).

La unién competitiva de 1a,25-(OH),D; y del andlogo de vitamina D sintetizado al receptor de vitamina D intes-
tinal porcino se llevé a cabo por triplicado en dos ocasiones diferentes. Los valores de DEs, se pueden obtener de las
curvas dosis-respuesta (Fig. 1), y representan la concentracién de andlogo necesaria para un desplazamiento del 50%
de 1@,25-(OH),D; radiomarcado de la proteina receptora. La proporcién de unién se puede determinar mediante la
proporcién de la DEs, media del andlogo respecto de la DEs, para 1a,25-(OH),D;.

Se determind la induccién de la diferenciacion de promielocitos HL-60 a monocitos mediante 1@,25-(OH),D; y
mediante el andlogo de vitamina D sintetizado midiendo el porcentaje de células que reducian azul de nitrotetrazolio
(NBT). El experimento se repitio tres veces. Los valores de DEs, se pueden obtener de las curvas dosis-respuesta (Fig.
2), y representan la concentracién de andlogo capaz de inducir una maduracién del 50%. La proporcién de actividad
de diferenciacién se puede determinar después a partir de la proporcién de la DE5, media del andlogo respecto de la
DEs, para 1@,25-(OH),D;.
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Ejemplo 3

Objetivo: Determinar si TMM tiene actividad de movilizacién de calcio dseo 0 no, y cémo es en comparacién con
1,25(0OH),D; y 2-metilen-19-nor-20(S)-1a,25-(OH),D; (en adelante denominado 2MD).

Animales

Los ratones CD-1 de 5-6 semanas de edad se colocaron en el cuarto de ratones +D y se alimentaron con una
dieta normal. Se dejé que se aclimatasen durante 5 dias antes de cambiarlos a la dieta purificada descrita por Yang et
al (Arch. Biochem. Biphys. 303, 98, 1993) que contenia un 0,02% de calcio y un 0,3% de P. Dos dias después del
cambio de dieta comenz6 la administracién de la dosis.
Diserio experimental

Todos los animales se pesaron antes de la administracion de la dosis. Los animales se dividieron en grupos que
contenfan 5 animales/grupo. El formaco se administr6 a todos los animales mediante sonda oral una vez. La dosis se
administré en 100 ul de aceite Neobee/ratén de 25 g. Se extrajo sangre (alrededor de 80 ul) del seno retroorbital antes
de la dosis y 24 h, 48 h 'y 72 h tras la dosis, y se midi6 el calcio sérico total mediante el uso de espectrometria de
absorcion atémica.
Grupo 1:  Aceite Neobee
Grupo 2: 50 ug de 1,25(0OH),D;/kg de pc
Grupo 3: 450 ug de 1,25(0OH),Ds/kg de pc
Grupo 4: 0,5 ug de 2MD/kg de pc
Grupo 5: 1,5 ug de 2MD/kg de pc
Grupo 6: 4,5 ug de 2MD/kg de pc
Grupo 7: 13,5 ug de 2MD/kg de pc
Grupo 8: 0,5 ug de TMM/kg de pc
Grupo 9: 1,5 ug de TMM/kg de pc
Grupo 10: 4,5 ug de TMM/kg de pc
Grupo 11: 13,5 ug de TMM/kg de pc.
Resultados

La Tabla 1 muestra la elevacién del calcio sérico de los ratones alimentados con la dieta del 0,02% de calcio y a

los que se administré vehiculo, vehiculo més 1a,25(OH),Ds, vehiculo mds 2MD, o vehiculo mas TMM. La elevacién
del calcio sérico proviene solamente de la movilizacidn 6sea, ya que no hay disponible calcio procedente del intestino.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA 1

Actividad de movilizacion del calcio oseo

) Movilizacién de calcio éseo
Nivel de
Compuesto ) (mg/dL)
dosis
Oh 24 h 48 h 72h
Vehiculo 8,410,3 8,910,1 9,310,1 9,1£0,1
1a,25(0H).D; | 50 ug/kg 8,810,2 10,940, 1 9,610,3 9,10,2
450 ug/kg 8,810,2 11,6+0,3 11,4£0,7 9,410,4

2-metilen-19- | 0,5 pg/kg 8,810,3 9,410,2 9,240,2 8,910,2
nor- 1,5 pg/kg 8,810,2 10,140, 1 10,540,2 10,1£0,2
1a,25(0H).Ds | 4,5 pg/kg 8,810,0 10,940,2 12,640,5 12,040,4
(2MD) 13,5 pg/kg 8,610,1 11,540,4 10,840,5 13,440,6
2-metilen-19- | 0,5 pglkg 8,70,2 8,810,1 8,7+0,1 8,710,1
nor-25-metil- 1,5 pglkg 8,7+0,2 8,740,2 8,610,1 8,940,2
1a,25(0H).Ds | 4,5 ug/kg 8,510,3 9,010,1 8,910,1 8,810,2
(TMM) 13,5 pg/kg 8,840,1 9,70,2 9,9+0,3 9,5+0,3

Los ratones alimentados con una dieta de un 0,02% de calcio pueden elevar sus concentraciones de calcio sérico
solamente mediante resorcion ésea, ya que no hay calcio disponible por medio de la absorcion intestinal. Los datos de
la Tabla 1 demuestran que TMM solamente provocé resorcién dsea in vivo a la dosis mds elevada. A dosis menores,
no hubo una elevacién significativa del calcio sérico. Por contraste, se descubrié que 1a,25-(OH),D; es eficaz a 50
uglkg de pc y 450 ug/kg de pc. Asi, TMM es aproximadamente equivalente a 1a,25(OH),D; para elevar el calcio
sérico, pero solamente tiene una décima parte de la actividad de 2MD a este respecto. Asi, se ilustra la importancia del
hidroxilo en la posicién 25 para la movilizacién del calcio éseo.

La Fig. 3 demuestra que TMM es mds activo que 1@,25-(OH),D; en cuanto a actividad de absorcién de calcio
intestinal en un factor de alrededor de 10. En esta medida se usa alendronato para bloquear la resorcién ésea, de forma
que la elevacion del calcio sérico se debe a la absorcion de calcio incrementada en el intestino.

Ejemplo 4

Objetivo: Determinar si TMM tiene actividad de transporte de calcio intestinal o no, y cémo es en comparacion
con 1,25(0OH),D;.

Animales

Los ratones CD-1 de 5-6 semanas de edad se colocaron en el cuarto de ratones +D y se alimentaron con una dieta
normal. Se dej6 que se aclimatasen durante 7 dias antes de cambiarlos a una dieta que contenia un 0,47% de calcio.

Diserio experimental

Todos los animales se pesaron antes de la administracién de las dosis y se dividieron en grupos que contenian
5 animales/grupo de tratamiento. Se colocaron dos-tres animales/jaula. Se administré el andlogo de vitamina D a
todos los animales mediante sonda oral una vez, y alendronato mediante inyeccién intraperitoneal una vez. Las dosis
se administraron en 100 ul de aceite Neobee/raton de 25 g (andlogos de vitamina D) y en 100 ul de PBS/ratén
(alendronato). Se administrd alendronato un dia antes que los andlogos de vitamina D para permitir que actuase en el

9
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hueso antes de la administracién de los compuestos con actividad dsea. Se extrajo sangre (alrededor de 80 ul) del seno
retroorbital antes de la dosis, y 24 h, 48 h 'y 144 h tras la dosis. Una vez que se recogieron todas las extracciones, el
suero se diluy6 1:50 en cloruro de lantano del 0,1% y se analiz6 mediante espectrometria de absorcién atémica para
la determinacidn de las concentraciones de calcio sérico total.

Grupo 1:  Aceite Neobee + Alendronato (1,75 mg/kg de pc)

Grupo 2: 40,5 ug de 1,25(OH),Ds/kg de pc + Alendronato (1,75 mg/kg de pc)
Grupo 3: 4,5 ug de TMM/kg de pc + Alendronato (1,75 mg/kg de pc)

Grupo 4: 13,5 ug de TMM/kg de pc + Alendronato (1,75 mg/kg de pc)

Grupo 5: 40,5 ug de TMM/kg de pc + Alendronato (1,75 mg/kg de pc)
Resultados

La Fig. 3 ilustra que, en contraste con la actividad de movilizacién de calcio 6seo, TMM tiene mads actividad de
transporte de calcio intestinal que 1,25(OH),Ds.

Los datos bioldgicos de las Figs. 1-3 y de la Tabla 1 se pueden resumir como sigue:

La unién del derivado 25-metilo TMM al receptor recombinante de vitamina D de rata ilustra que TMM se une
con una décima parte de la afinidad por el receptor de vitamina D de la hormona nativa, 1,25-(OH),D;. Esto es
sorprendente porque TMM carece del grupo 25-hidroxilo. Sin embargo, TMM, cuando se ensayo en la diferenciacién
de HL-60, revel6 una actividad esencialmente igual a la de 1,25-(OH),D;. Asi, TMM es muy potente incluso sin grupo
25-hidroxilo. Son de gran interés los datos irn vivo obtenidos en ratones CD-1. Los datos de los animales tras una dosis
tinica del compuesto a las concentraciones indicadas demostraron que TMM tuvo muy poca actividad de movilizacién
del calcio 6seo. La movilizacién del calcio 6seo (concentracion de calcio sérico) fue minima incluso hasta con 13,5
microgramos de TMM/kg de peso corporal. Asi, su actividad no solamente se colocé muy por debajo de la de 2-
metilen-19-nor-20(S)-1,25-(OH),D; o 2MD, sino también por debajo de la de la hormona nativa, 1,25-(OH),D;. Es
de considerable interés, sin embargo, que TMM tuvo un efecto muy potente sobre la absorcion intestinal de calcio.
La actividad de TMM sobre la absorcién intestinal de calcio es 10 veces la de 1,25-(OH),Ds, que en un trabajo
previo se demostré que tenia aproximadamente la misma actividad que 2-metilen-19-nor-20(S)-1a,25-(OH),D;. Asi,
TMM muestra selectividad por la actividad sobre el intestino, donde la utilizacién del calcio del medio es sumamente
deseable sin estar asociada a la movilizacién del calcio 6seo. Se podria usar como un compuesto de vitamina D
de mantenimiento en pacientes en los que no se desea la disminucién de masa ésea debida a la movilizacién dsea.
Tal circunstancia podria ser cualquier forma de osteoporosis. La actividad de TMM para provocar la diferenciacién
celular y la supresién del crecimiento de células HL-60 es también consistente con su uso en el tratamiento de tumores
malignos o en el tratamiento de psoriasis, una enfermedad cutdnea por hiperproliferaciéon de queratinocitos.

Para el tratamiento, el compuesto nuevo de esta invencién, definido por la férmula I, se puede formular para las
aplicaciones farmacéuticas en forma de una disolucién en disolventes inocuos, o en forma de una emulsion, suspensién
o dispersion en disolventes o vehiculos adecuados, o en forma de pildoras, comprimidos o capsulas junto con vehi-
culos soélidos, segtin los métodos convencionales conocidos en la técnica. Cualquiera de tales formulaciones puede
contener también otros excipientes farmacéuticamente aceptables y atdxicos, tales como estabilizantes, antioxidantes,
aglutinantes, agentes colorantes o emulsificantes o agentes modificadores del sabor.

El compuesto se puede administrar de forma oral, tpica, parenteral o transdérmica. El compuesto se administra
de forma ventajosa mediante inyeccién o mediante infusién intravenosa o mediante disoluciones estériles adecua-
das, o en forma de dosis liquidas o sélidas a través del tubo digestivo, o en forma de cremas, pomadas, parches o
vehiculos similares adecuados para las aplicaciones transdérmicas. Las dosis de 0,01 ug a 100 ug por dia del com-
puesto son apropiadas para el tratamiento, y tales dosis se ajustan segtn la enfermedad a tratar, su gravedad y la
respuesta del sujeto, tal como se entiende en la técnica. Ya que el compuesto nuevo exhibe especificidad de ac-
cién, se puede administrar de forma adecuada por si solo, o junto con dosis graduadas de otro compuesto activo
de vitamina D, p.ej. la-hidroxivitamina D, o Dj, o 1@,25-dihidroxivitamina Ds, en situaciones en las que se con-
sidera que es ventajoso obtener diferentes grados de movilizacién de mineral éseo y de estimulacion del transporte
de calcio.

Las composiciones para el uso en el tratamiento anteriormente mencionado de la psoriasis y de tumores malignos
comprenden una cantidad eficaz del compuesto de 2-metilen-19-nor-vitamina D como se definié mediante la férmula I
anterior como ingrediente activo, y un vehiculo adecuado. Una cantidad eficaz de tal compuesto para el uso de acuerdo
con esta invencion es de 0,01 a 100 ug por g de composicién, y se puede administrar de forma tépica, transdérmica,
oral o parenteral en dosis de 0,01 pg/dia a 100 ug/dia.

El compuesto se puede formular en forma de cremas, lociones, pomadas, parches tépicos, pildoras, cdpsulas o
comprimidos, o en forma liquida como disoluciones, emulsiones, dispersiones o suspensiones en disolventes o acei-
tes farmacéuticamente inocuos y aceptables, y tales preparaciones pueden contener ademds otros componentes far-
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macéuticamente inocuos o beneficiosos, tales como estabilizantes, antioxidantes, emulsificantes, agentes colorantes,
aglutinantes o agentes modificadores del sabor.

El compuesto se administra de forma ventajosa en cantidades suficientes para lograr la diferenciacién de pro-
mielocitos a macr6fagos normales. Las dosis como las descritas anteriormente son adecuadas, y se entiende que las
cantidades dadas se deben ajustar de acuerdo con la gravedad de la enfermedad y el estado y la respuesta del sujeto,
tal como se entiende en la técnica.

Las formulaciones de la presente invenciéon comprenden un ingrediente activo en asociacién con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable, y opcionalmente otros ingredientes terapéuticos. El vehiculo debe ser “aceptable” en el
sentido de ser compatible con los otros ingredientes de las formulaciones, y no ser nocivo para su receptor.

Las formulaciones de la presente invencién adecuadas para administracion oral pueden estar en forma de unidades
discretas tales como capsulas, sobres, comprimidos o pastillas, y cada una contiene una cantidad predeterminada del
ingrediente activo; en forma de polvo o de granulos; en forma de una disolucién o de una suspensién en un liquido
acuoso o en un liquido no acuoso; o en forma de una emulsién aceite en agua o de una emulsién agua en aceite.

Las formulaciones para administracién rectal pueden estar en forma de un supositorio que incorpora el ingrediente
activo y un vehiculo tal como manteca de cacao, o en forma de un enema.

Las formulaciones adecuadas para administracién parenteral comprenden de forma conveniente una preparacion
aceitosa o acuosa estéril del ingrediente activo que es preferiblemente isotonica con la sangre del receptor.

Las formulaciones adecuadas para administracién tpica incluyen preparaciones liquidas o semiliquidas tales como
linimentos, lociones, aplicadores, emulsiones aceite en agua o agua en aceite, emulsiones tales como cremas, pomadas
o0 pastas; o disoluciones o suspensiones tales como gotas; o en forma de aerosoles.

Para el tratamiento del asma, se puede usar la inhalacién de formulaciones en polvo, autopropelentes o en aerosol,
administradas con un envase de aerosol, un nebulizador o un atomizador. Las formulaciones, cuando se administran,
tienen preferiblemente un tamafio de particula en el intervalo de 10 a 100 ym.

Las formulaciones se pueden presentar convenientemente en forma de unidad de dosis, y se pueden preparar
mediante cualquiera de los métodos conocidos en la técnica farmacéutica. La expresién “unidad de dosis” significa
una dosis unitaria, es decir, Unica, que se puede administrar a un paciente en forma de una dosis unitaria fisica y
quimicamente estable, que comprende el ingrediente activo como tal o una mezcla de éste con diluyentes o vehiculos
farmacéuticos sélidos o liquidos.

(Esquema pasa a pagina siguiente)
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Esquema 1

1. O, piridina, MeOH

2. NaBH,
HO™
Vitamina D,
SO, pir, EtyN
DMSO, CH,Cl,

TBDMSO

n-Bu,NOH, CH.CI,

CHO
+H 4 NaBH., THF, EtOH

TBDMSO

2. cromatografia

TBDMSO
3 y su epimero en

posicion 20

TBDMSO

12

1. t-BuMe,SIOSO,CF,,
2,6-lutidina, DMF

2. nBuNNF,TM 4A, THF

4

H

s,

TBDMSO
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Esquema 2

TsCl, DMAP

TBDMSO

CI\/\K Mg, THF

Et,N, CH,Cl,

TBDMSO

CiMg
\/\‘< Li,CuCl,
7

TBDMSO

HF- piridina, MeOH

H
OH
‘PDC, PPTS, CH,CI,
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Esquema 3

PhLi, THF

P(O)Ph,

OTBDMS
10

14

TBDMSO™

n-BudNF, TM 4A, THF
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto que tiene la férmula:

Y,0

enlaque Y, e Y,, que pueden ser iguales o diferentes, se seleccionan cada uno de hidrégeno y un grupo protector de
hidroxilo.

2. 2-metilen-19-nor-20(S)-25-metil- 1 @-hidroxicalciferol.

3. Una composicién farmacéutica que comprende al menos un compuesto segun la reivindicacién 1, junto con un
excipiente farmacéuticamente aceptable.

4. Una composicién farmacéutica segun la reivindicacién 3, que comprende 2-metilen-19-nor-20(S)-25-metil-1a-
hidroxicalciferol en una cantidad de 0,01 ug a 100 ug por g de composicion.

5. Una composicién farmacéutica segun la reivindicacién 3, que comprende 2-metilen-19-nor-20(S)-25-metil-1a-
hidroxicalciferol en una cantidad de 0,1 ug a 50 ug por g de composicién.

6. El uso de un compuesto segun la reivindicacion 1 en la preparacion de un medicamento para el tratamiento de
una enfermedad dsea metabdlica en la que se desea mantener o incrementar la masa 6sea.

7. El uso segun la reivindicacién 6, en el que la enfermedad es osteoporosis senil, osteoporosis posmenopdusica,
osteoporosis inducida por esteroides, osteoporosis con baja remodelacion ésea, osteomalacia u osteodistrofia renal.

8. El uso segiun la reivindicacién 6, en el que el compuesto es para administrarse de forma oral, parenteral o
transdérmica.

9. El uso segtn la reivindicacion 6, en el que el compuesto es para administrarse en una dosis de 0,01 ug a 100 ug
por dia.

10. El uso segtn la reivindicacién 6, en el que el compuesto es 2-metilen-19-nor-20(S)-25-metil-1a-hidroxicalci-
ferol.

11. El uso de un compuesto segun la reivindicacién 1 en la preparacion de un medicamento para el tratamiento de
la psoriasis.

12. El uso segun la reivindicacién 11, en el que el compuesto es 2-metilen-19-nor-20(S)-25-metil-1a-hidroxical-
ciferol.

13. El uso segtin la reivindicacion 11, en el que el compuesto es para administrarse en una dosis de 0,01 pg/dia a
100 pg/dia.

14. El uso de un compuesto segtin la reivindicacién 1 en la preparacion de un medicamento para el tratamiento de
una enfermedad cancerosa.
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15. El uso segun la reivindicacion 14, en el que la enfermedad es leucemia, cancer de colon, cdncer de mama o
céncer de prdstata.

16. El uso segun la reivindicacién 14, en el que el compuesto es para administrarse de forma oral, parenteral o
transdérmica.

17. El uso segun la reivindicacién 14, en el que el compuesto es 2-metilen-19-nor-20(S)-25-metil-1a-hidroxical-
ciferol.

18. El uso segtn la reivindicacién 14, en el que el compuesto es para administrarse en una dosis de 0,01 ug a 100
ug por dia.

19. (20S)-des-A,B-25-metilcolestan-8-ona que tiene la férmula:
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Unién competitiva a RVD
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FIGURA 1
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Diferenciacion de células HL-60
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FIGURA 2
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