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AGENTES DE CONTRASTE Y TERAPEUTICOS BICILICOS

DESCRIPCION
Maxicang
‘e la Propisdad
, Industris
OBJETO DE LA INVENCION

La presente invencion se relaciona a compuestos biciclicos constituidos por tetra y tri-aza

ciclocompuestos y péptidos y sus modos de obtencion, estos productos presentan utilidad

‘en aplicaciones de diagnéstico y terapia médica como agentes de contraste y terapeuticos.

ANTECEDENTES
El diagndstico y tratamiento de enfermedades con alto indice de fatalidad es de gran
importancia dado su impacto en los sistemas de salud. En este respecto las técnicas de
imagen son herramientas que permiten realizar diagnostico de diversas enfermedades entre
ellas cancer. Como ejemplos se puede mencionar la resonancia magnética de 1magen
(MRI), técnicas radiolégicas como los Rayos X, la tomografia de emisiéon de positrones
(PET), la tomografia computarizada (CT), la tomografia computarizada por emision de
foton tnico (SPECT), el ultrasonido y técnicas Opticas. En la mayoria de las técnicas de
imagen mencionadas se emplean agentes de contraste, los cuales permiten incrementar el
contraste de zonas del cuerpo de forma inespecifica. Los agentes de contraste empleados en
MRI, PET, SPECT, CTy técnicas Opticas estan constituidos por un 16n metalico ya sea
paramagnético como Mn**, Cu?*, Cr**, Fe**, Co®*, Ni*’, Gd’*, Eu’", Tm**, Dy’*, Tb”",
Yb**, Mn**, Ce, Pr, Nd, Pm, Sm, Ho, Er, Lu ¢ Y o un i6n metalico radioactivo tal como

+ + -+ -+ + + + + -+ 3 o +
1111n3 : 113m1n3 ] 67Ga3 , 63Ga3 ] 99mTc4 : 64Cu2 ] T13 ] 153Sm3 ] 166H03 and 212B13 : 90Y3 ]
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71 3 A W9py 199G, M40 s 1Sy, 41g. 186Re 138Re %Ry, !Rh, 1*Pd

TCu, '8Au, ''"™Sn, y 212pp. Dada la toxicidad de la mayoria de los metales citados es de 'gﬁ “
. Msxicano

suma importancia que este se encuentre en forma de complejo con un ligante y%’ﬁ? ropiedad

' Indusiiz

complejo debe ser tanto termodindmica como cinéticamente estable a condiciones .

fisiologicas. Dentro de los ligantes se ha puesto especial interés en el desarrollo de

compuestos aza macrociclicos en particular derivados de cyclen (1,4,7,10

tetraazaciclododecano) principalmente DOTA (4cido-N,N",N"",N"""-1,4,7,10

tetraazaciclododecano tetracético) y sus derivados, los cuales se caracterizan por formar

complejos muy estables con diferentes metales particularmente de transicién y de la serie

de los lantanidos. Dentro de los agentes de contraste derivados de DOTA empleados en el

drea clinica se tiene GADOTA (Dotarem), y Gd-HP-DO3A (Prohance). Ambos son

empleados en MRI son administrados por via intravenosa y sus aplicacion principal es en la

obtencién de imagenes de cuerpo completo y cerebro. En especifico estos agentes

incrementan el contraste de aquellas regiones donde se acumulan por mas tiempo de forma

no especifica.

Recientemente ha surgido el interés por desarrollar agentes de contraste bioespecificos, es

decir agentes que generen un contraste de la imagen dada la interaccidn especifica con una

proteina, receptor celular o en general macromolécula (De Leén-Rodriguez, L.M. et al. J.

Am. Chem. Soc. 2002, 124, 3514-3515). Este tipo de agentes bioespecificos pueden ser

aplicados en el seguimiento de terapia génica (dada la manifestacién de una proteina), para

el desarrollo de agentes terapéuticos y/o de contraste altamente especificos que permitan el

tratamiento y estudio de enfermedades prevalentes (cancer, SIDA, etc.) y/o seguimiento de

efectividad de nuevos farmacos. En la actualidad se propone la utilizacién de péptidos
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monitoreo y determinacion de secuencias peptidicas con alta bioespecificidad y su sintesiM :
exicanc
relativamente simple. La sintesis de péptidos en fase sélida versién Fmoc, SPF&F %g’%&ﬂ@gad
USIre

(Chan, W.C: Fmoc Solid Phase Peptide Synthesis A practical approach. Oxford University
Press, 2000) es una metodologia que permite la producciéon de péptidos quimicamente
modificados.

Los agentes de contraste bioespecificos basados en péptidos reportados en la literatura se
obtienen uniendo covalentemente DOTA o ligante aza macrociclico al péptido mediante
uno de los 4cidos carboxilicos del primero al grupo amino terminal del péptido o a la
cadena lateral de uno de los aminoacidos presentes en la secuencia del péptido,
generalmente el grupo amino epsilon de lisina y en seguida se forma el complejo con el
metal de interes.

El disefio anterior presenta varias limitantes entre estas cabe resaltar que péptidos con
amino4cidos L no modificados son hidrolizados muy rapidamente in vivo lo que se traduce
en que el agente de contraste no alcance su sitio bioespecifico. Solucién a esta problematica
se ha logrado al introducir aminoacidos D en la secuencia del péptido, bloqueando
quimicamente sitios activos a proteasas, ciclando el péptido y/o empleando aminoacidos
beta (beta péptidos) o N-aminodacidos (peptoides). El uso de péptidos o peptoides ciclicos es
preferido dada su mayor resistencia a proteasas, de tal forma que en la actualidad se
encuentran varios ciclopéptidos propuestos para el tratamiento y diagnostico de
enfermedades tales como derivados de somatostatina y cilcopéptidos que contienen la
secuencia de aminoacidos (arginina, Arg; glicina, Gly, y acido aspartico, Asp).

Ciclopentapéptidos (ArgGlyAspxLys, RGDxK, donde x es DTry o DPhe) que contienen la
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integrinas son glicoproteinas heterodiméricas transmembranales con subunidades a y f3 que 5‘1‘:’
- ' Mexicano
juegan un papel muy importante en interacciones intercelulares y entre células y |@d@ero DIBOAG
-~ Industris
Por lo tanto algunas integrinas (como ejemplo avp3, avp5 y avpl) tienen un rol esencial
dentro de diversos procesos patologicos tales como angiogénesis, metastasis, trombosis,
inflamacién y osteoporosis (G. Casiraghi, Curr. Med. Chem. 2010, 17:1255-1299).
Las técnicas de radioimagen PET; SPECT, CT presentan una mayor sensibilidad (1000 o
10000 veces) que la MRI, lo que significa que la cantidad de agente de contraste a ser
administrada al sujeto de estudio es mucho menor para técnicas de radioimagen que para
MRI (se inyectan alrededor de microgramos de un agente de contraste a un sujeto de peso
de 70 Kg para una estudio de radioimagen y entre miligramos hasta gramos para un estudio
de MRI) sin embargo, esta Ultima presenta una mejor resolucion. De aqui que los agentes
de contraste bioespecificos empleados para radiodiagnostico en lo general no tienen
utilidad practica como agentes de contraste en MRI. Por lo tanto es de gran interés el contar
con agentes de contraste mas sensibles para MRI que puedan ser empleados tanto en MRI
como en técnicas de radioimagen. Existen varios factores fisico-quimicos que se pueden
regular para alcanzar una alta sensibilidad en MRI mediante el uso de agentes de contrastes,
entre estos los tiempos de rotacidn correlacionad que tenga el complejo final unido al
péptido al interaccionar con la macromolécula (proteina) son los mas faciles de modular
dado un predisefio apropiado del agente de contraste. Los tiempos de rotacion correlacional
se definen como el tiempo que tarda en girar una molécula 360 grados por su centro

geométrico tomando un punto de referencia, y acorde a la teoria de relajacion entre mas

lenta es esta rotacion mayor sera el contraste en MRI y por tanto menor la cantidad de
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agente de contraste requerida. Asi como es esperado se ha observado que el

e R
e

~Instituto
rotacional generalmente se incrementa dado el proceso de union entre el agente detcontrast§ gy ca ng

fropiedad '
fndustri-

atribuido a la libre rotacion que existe por la cadena lateral que une al complejo con el

y una macromolécula, sin embargo estos tiempos no son los dptimos esperados lo cua?

péptido como es el caso de lisinas (Caravan, P.et al. Chem. Comm. 2003, 2574). De tal
forma que para resolver este problema se ha sugerido el incorporar el Gd(III) dentro del
péptido sin utilizar ligantes, sin embargo aunque dicha técnica podria mejorar la
sensibilidad de los sistemas generados esta grandemente limitada a péptidos que puedan

formar complejos estables termodindmicamente con el metal, de tal forma que el empleo de

ligantes es preferido.

OBJETOS DE LA INVENCION

Teniendo en cuenta los defectos de las técnicas anteriores asi como la carencia de procesos
para lograr las metas sefialadas es objeto de la siguiente invencion el desarrollar procesos
para la sintesis de compuestos biciclicos en donde uno de los ciclos es un compuesto
macrociclicos tetraaza derivatizado o no y el otro ciclo esta constituido por un péptido,
peptoide u otra entidad que de propiedades de reconocimiento especifico.

Otro objeto de la siguiente invencion es el generar moléculas biciclicas de macrociclicos
tetraaza y péptidos, peptoides u otra unidad que sirvan como ligantes para formar
complejos con metales ya sea paramagnéticos como Mn**, Cu*’, Cr'", Fe’*, Co®*, Ni*",
Gd*, Ev’', Tm’", Dy’*, Tb’*, Yb’", Mn**, Ce, Pr, Nd, Pm, Sm, Ho, Er, Lu e Y o un i6n

r1° . . + + + + 4+ 64 2+ + 1 +
metalico radioactivo tal como 'In’*, 'P™In’* 7Ga’t, %¥Ga’", M1, “cu®t, TP, °°Sm’”,
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166H03 and 212Bl3 , 9OY3 , 177Lu3 , 225 AC3 , 149Pm, 159Gd, 140La, 175Yb, 47Sc TRE, kg

97Ru 105Rh 109Pd 197Pt 67Cu 193Au ll7mSn y212Pb.

Otro objeto de la siguiente invencion es generar agentes de contraste blClCllCOSgl‘ P
por macrociclicos tetraaza y péptidos, peptoides u otra unidad unidos a un metal
paramagnético como Mn”*, Cu*’, Cr’*, Fe’*, Co*’, Ni*", Gd’", Euv’*, Tm’*, Dy’*, Tb’",
Yb’*, Mn**, Ce, Pr, Nd, Pm, Sm, Ho, Er, Lue Y para su aplicacion como agentes de
contraste en Resonancia Magnética de Imagen.

Otro objeto de la siguiente invencion es generar agentes de contraste biciclicos constituidos
por macrociclicos tetraaza y péptidos, peptoides u otra unidad unidos a un i6n metélico
radioactivo tal como M'In**, 13Mn3* 67Ga¥t 68Ga, PMTH, “cut, T, 3Sm’*, 166Ho™
and 212Bi3*, Oy T3t RSAS W9py, 19Gq MOp, VTSyy 47g. 186Re 188Re IRy
'©Rh, '%Pd, 7Pt, ®’Cu, " Au, ''"™Sn, y *'*Pb para su aplicacién como agentes de contraste
en la tomografia de emision de positrones (PET), la tomografia computarizada ((;T), la
tomografia computarizada por emisién de fotén unico (SPECT) asi como agentes

terapéuticos.

pi sdad

fisiria’
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

14
TRE

Dada las necesidades presentadas en el estado de arte de la técnica una parte Lo v o) (I

invencion comprende agentes de contraste o terapéuticos biciclicos con la térmulg 1

donde uno de los ciclos corresponde a un ligante macrociclico tetraaza de la familia del
cyclen (1,4,7,10-tetraaza ciclododecano) cuando n=1 y si n= 2 corresponde a un
macrociclico tetraaza de la familia del cyclam (1,4,8,11-tetraaza ciclotetradecano). R; y R
consisten de metilcarboxilatos, metilcarboxiamidas, metilfosfonatos, metilsulfonatos,
metilnitrilos, alquilos saturados o insaturados de un 4&tomo de carbono hasta veinte, lineales
o ramificados, cicloalquilos de tres idtomos de carbono hasta ocho, arilos simples o
condensados de seis atomos de carbono o derivados funcionalizados de estos. R, vy R,
pueden ser iguales o no. aj, a, a3, a4, as y [a]x forman parte del segundo ciclo donde x
puede ser desde 6 hasta 50. a;, a;, a3, a4, as y [a]x estdn unidos entre si formando enlaces
tipo amida. En un aspecto de esta invencion a,, a, a3, a4, asy [a]x comprenden aminoécidos
naturales L o D tales como serina (Ser, S), treonina (Thr, T), cisteina (Cys, C), asparagina
(Asn, N), glutamina (Gln, Q), tirosina (Tyr, Y), glicina (Gly, G), alanina (Ala, A), valina

(Val, V), leucina (Leu, L), isoleucina (Ile, I), metionina (Met, M), prolina (Pro, P),

e la Propiadac
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fenilalanina (Phe, F), triptofano (Trp, W), acido aspartico (Asp, D), acido glu

- |i“_-* *‘ .r.r': . L
:* LI ..-"'. o — l.'u
1 :mla P . T — o i

E), lisina (Lys, K), arginina (Arg, R) e histidina (His, H) en donde entre pare'ntes ndicm stituto

flasicang
el codigo de tres y una letra del aminoacido correspondiente. En otro aspectgade; @tannicdad

L1
L] l. z )
E A A WP Pl S
:._ 1‘ I: T Ly n.?_ ﬂ l..- ,'_'-.‘"
EE sl T ee Dl

invencion a;, a, as, a4, as y [a]x comprenden aminoacidos no naturales o quimicamente

modificados L o D. En otro aspecto de esta invencion a;, aj, a3, a4, as y [a]x pueden ser N-
aminoacidos segun la férmula 2 donde R; son cadenas alifaticas lineales con o sin
ramificaciones de hasta 40 carbonos substituidas 0 no, compuestos ciclicos saturados o
insaturados de hasta 8 carbonos substituidos 0 no, o compuestos policiclicos condensados
saturados o insaturados de hasta 8 carbonos por ciclo substituidos o no. En otro aspecto de
esta invencion a;, ap, a3, a4, as y [a]x comprenden aminoacidos beta segun la férmula 3

donde R4 y Rs comprenden hidrégenos, cadenas alifaticas lineales o ramificadas de hasta 40

carbonos substituidas o no, compuestos ciclicos saturados o insaturados de hasta 8 carbonos

substituidos 0 no, o compuestos policiclicos condensados saturados o insaturados de hasta

8 carbonos por ciclo substituidos 0 no. Rs y Rs pueden ser iguales o diferentes estar

presentes O 1O.

R3 o
| Rs O
H R4
-7 - -3-

En otro aspecto de esta invencion a;, az, a3, a4, as y [a]x consisten en combinaciones de

aminoacidos naturales o no naturales L o D, N-aminoacidos y aminoacidos beta definidos

anteriormente.
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| P
ES comprende cadenas alifaticas lineales de 2 a 30 carbonos substituidas o no, 'M"' BLOS T _
stituto

e . .\ X
ciclicos saturados o insaturados de hasta 8 carbonos substituidos o no, o compuestﬁlw doann
NINPEE

¢ PR P D
policiclicos condensados saturados o insaturados de hasta 8 carbonos por ciclo sub&!ﬁﬁ%%ﬂf&?d
ALSLEES

0 no o cadenas de poliméricas. ES se une a los ciclos a través de enlaces amida por lo cual

9

ES debe incluir dos grupos amino como se indica en la Figura 1.

M comprende un i6n metilico paramagnético como Gd°*, Eu’", Tm’*, Dy**, Tb**, Yb**,
Mn**, Ce, Pr, Nd, Pm, Sm, Ho, Er, Lue Y o un i6n metélico radioactivo tal como ",
L3mp 3+ 67Ga3+ 683+ MmTodt 642t T3 153G 3+ 166y 3+ o0 g 212pi3+ 903+ 770 W3
2503 Wpy 19Gq, 190 15y, 47Sc. 186Re, 88Re. 9Ru, 19RH, 109pg 197py 67Cy. 198Ay,
1'mgn, y #*Pb. M puede estar presente o no.

Otro aspecto de esta invencion comprende el método de sintesis de agentes de contraste o

“terapeuticos biciclicos descritos por la formula 1. Fragmentos de estos compuestos pueden

ser sintetizados empleando métodos conocidos en el estado de arte de la técnica
particularmente el método de sintesis en fase solida. Procedimientos estandares de sintesis
de peptidos en fase s6lida se describen en Chan, W.C: Fmoc Solid Phase Peptide Synthesis
A practical approach. Oxford University Press, 2000. .

Por ejemplo, en sintesis de péptidos en fase s6lida se emplean resinas que pueden contener
una gran variedad de grupos de anclaje que son 4biles a condiciones 4cidas permitiendo
generar péptidos con un acido carboxilico terminal o amida siendo los primeros preferidos
para objeto de la presente invencidn. Generalmente se emplean aminoécidos que tienen
protegidos ortogonalmente el grupo amino alfa (9-fluorenilmetoxicarbonilo, Fmoc, 1abil a
condiciones basicas preferiblemente pero no limitado a este) y los grupos funcionales de

cadenas laterales (ejemplo t-butoxicarbonil, Boc, 1abil a condiciones 4cidas), para otros



10

15

20

. - m
. . [ ]
- v
1 0 N K o e TR A
qr .- ' Ty T T W
"F.“ "i_-l".k'_.ll ‘]- ;'1-1 4 ] :‘.i '1 1.!‘. ‘1" al . "|-
) . . :"1 Fely h i |-tl- *l'h"'-rl ]
3 N - a2 N PRA

b . . bt '

. 1 . [ ] ':I. - 1N
) . ) .
c L_.;‘ \ . - a 1

B S DR O o] B
vi sl
R B 1 ¥
4 - ;F i _: i
) *) AT .
: Mg T, TR Ay
I - T L T
il a %N "o T ! 7
P G
_1- iy ¥ -ﬂﬂ*

b - p | -
n i TN "'.*-r:_.‘._ A

grupos protectores ver Greene, T.W. y Wuts, P.G.M. Protective groups |

synthesis, John Wiley & Sons, New York, 1991. Los aminoacidos se acoplan a la resinbN 8titULC

Mexicanao
6n determi ' ; viedad
con un agente de condensacién determinado y en seguida se remueve el grupo pro@d&@rdeD BIE @ ’
indusirie:
grupo amino alfa. Los ciclos de acoplamiento y desproteccion son repetidos de forma
alternada hasta que la secuencia de interés se completa. Finalmente, los grupos protectores
de cadenas laterales son removidos asi como el péptido es liberado de la resina por medio
de un reactivo acido, por ejemplo 4cido trifluoroacético (TFA).
Alternativamente los péptidos se pueden sintetizar por sintesis en solucién de acuerdo a
meétodos conocidos en el estado de arte de la técnica.
Para objeto de esta invencion un fragmento peptidico del agente de contraste biciclico se

construye mediante sintesis de péptidos en fase sélida en la cual se construye una cadena

polipeptidica anclada a una soporte solida llamado resina como se muestra en la Figura 4.

@ a']—a3'-az'-a1 “NH,
Z

4.-
En donde a;’, @y, a3” y [a"]z donde Z va de 4 hasta X corresponden a aminoacidos a;, as,
a3, &, as y [a]x definidos anteriormente cuyos grupos funcionales de las cadenas laterales
estan protegidos para su empleo en sintesis de péptidos en fase sélida o en solucién de
acuerdo a los estados de arte de la técnica. Res corresponde a una resina polimérica donde
se une el fragmento peptidico. Res se selecciona para que de preferencia se genera un
fragmento de péptido protegido Con el acido carboxilico terminal libre, entre las resinas que
cumplen dicha caracteristica se tienen aquéllas con el grupo 2-clorotritilo. El grupo amino

terminal del fragmento peptidico se desprotege y se condensa con el dcido carboxilico de
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R:" y R, consisten preferiblemente de metilcarboxilatos protegidos con el grupo tert-butilo
o alternativamente los grupos definidos previamente para R; y R; pero protegidos en caso
de contener un grupo funcional nucleofilico reactivo. R;” y R," pueden ser iguales o no y
diferentes a GP. GP corresponde a H o a un grupo protector ortogonal a los grupos
protectores de las grupos funcionales de las cadenas laterales de los aminoacidos empleados
en la sintesis de péptidos en fase sélida o liquida tales como 9-fluorenilmetilo y alilo pero
no limitados a estos (para otros grupos protectores referirse a Greene, T.W. y Wuts, P.G.M.
Protective groups in organic synthesis, John Wiley & Sons, New York, 1991). Los ligantes
aqui definidos se pueden preparar empleando los protocolos definidos en la patente
GTa20040000018. La condensacion entre el fragmento peptidico unido a la resina de la
figura 4 y el ligante de la figura 5 se lleva a cabo empleando protocolos estandares del
estado de arte de la técnica tales como empleando agentes acoplantes (AC) como 2-(1H-
benzotriazol-1-i1)-1,1,3,3-tetrametiluronio (HBTU) o derivados, carbodiimidas o anhidridos
ciclicos alquilfosfénicos aunque no limitados a estos en presencia 0 no de una base

organica no nucleotfilica como por ejemplo diisopropiletilamina (DIPEA).

hisxicano

vlg Propiedac

fRgusiei
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Al producto acoplado mostrado en figura 6 se le remueve GP de estar presente utilizando
condiciones conocidas en el estado de arte de la técnica (Greene, T.W. y Wuts, P.G.M.
Protective groups in organic synthesis, John Wiley & Sons, New York, 1991) para generar
un acido carboxilico libre, el cual es acoplado empleando condiciones conocidas en el

estado de arte de la técnica al grupo amino de un espaciador H,N-ES-NH-GP; dando el

compuesto mostrado en la figura 7.

@ a']-a3"az'*a1'—NH Ry
._f Z (?)FEN/—(_\ZN/ 1
/

7-

j GP,
\ HNES-NH

\_(_/) O

Donde ES comprende cadenas alifaticas lineales de 2 a 30 carbonos substituidas o no,
compuestos ciclicos saturados o insaturados de hasta 8 carbonos substituidos o no, o
compuestos policiclicos condensados saturados o insaturados de hasta 8 carbonos por ciclo
substituidos 0100 cadenas de poliméricas. GP; puede ser H o un grupo protector de grupos
aminos que comprende de preferencia Fmoc o algin otro grupo protector cuya remocion
sea ortogonal a la de los grupos protectores de de los grupos funcionales de las cadenas
laterales de los aminoacidos a;’, ay", a;" y [a’]z y a los grupos protectores de R;” y Ry". En

seguida de estar presente se remueve GP; empleando condiciones estandares del estado de

j OGP ‘el Pfédpléfuﬁ‘
Uoires
A o Ini
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corresponden a aminodcidos protegidos ya descritos anteriormente dejando el g " '
Mexicanc

terminal libre como se muestra en la figura 8.

‘ela Prop“@ﬁac“

a'}-a “ar -a; —NH
g o 2 ’ E '2 Ry’

[ j HNESNHta-la’NH,

X 2+t

O

-8-
En seguida es necesario contar con el péptido con el acido carboxilico terminal y amino
terminal libres mientras los grupos protectores de los grupos funcionales de las cadenas
laterales de los aminoacidos y de R;” y R,” permanecen protegidos. Lo anterior se logra
empleando procedimientos conocidos en €l estado de are de la técnica dependientes de la
resina seleccionada (Res). De emplearse Res con el grupo 2-clorotritilo como unidad de
anclaje al péptido entonces la remocion del péptido de la resina y la obtencion del grupo
carboxilico final se lleva a cabo en medio ligeramente acido, preferiblemente con una
mezcla de acido acético, trifluoroetanol y diclorometano bajo las condiciones descritas en
el estado de arte de la técnica. Alternativamente se puede emplear TFA hasta 1% en
diclorometano. El compuesto obtenido indicado en la figura 9 se puede purificar por

técnicas cromatograficas convencionales.

HOOC['ari_aar'az"a1 —NH n R
> .

5

j HNESNH{aHa=NH,

Z+1
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El ligante biciclico mostrado en la figura 10 se genera en solucién 31gulen R ORhs A

reportados en el estado de arte de la técnica (Dai, X. et al. Tetrahedron Letters 2000 lmﬁt!tutﬁ
Mexicano

6295-6298). Generalmente la ciclizacién se lleva a cabo empleando un agente a@{SaREapiedad
Industria!
un disolvente no polar como diclorometano pero no limitado a este, adicionando una base

organica no nucleofilica.

Seguido de la ciclizacion se remueven todos los grupos protectores de grupos funcionales
de las cadenas laterales de aminoacidos y de R; y Ry generando asi el ligante biciclico
mostrado en la figura 11. El ligante biciclico puede ser purificado usando cromatografia de
liquidos de alta resolucion (CLAR) y caracterizado por espectrometria de masas y CLAR

analitico.

a1 . d 1
>7/\/ N R I?Ix >7/\/_(\)nR1 [a]
N N NH N N NH
O [ ES O [ ES
NH NH
N N N N
v/
R2 n\/&o R2/ n\/&o
-10- -11-

El agente de contraste o terapéutico biciclico descrito en la figura 1 es obtenido formando
el complejo metalico entre el ligante biciclico de la figura 11 y un ién metalico ya sea
paramagnético como Mn**, Cu**, Cr'¥, Fe**, Co**, Ni*", Gd’*, Ev**, Tm**, Dy**, Tb*,
Yb3+, Mn2+, Ce, Pr, Nd, Pm, Sm, Ho, Er, Lu e Y o un 16n metalico radioactivo tal como
Uipg3+ 13mp 3+ 6753+ 683+ SImpoé+ 642+ 3+ 1S3gp 3+ 1663 3+ o g 212pi3+ 90y3+
713, 2543, 9pm, 19Gd, “OLa, 5Yb, V'Sc, ®Re, ¥Re, “Ru, 'Rh, %P4, 97pt,

|
67Cu’ 193Au’ ll7msn, y 212Pb.
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PET, SPECT, CT y/o técnicas pticas . { tnﬁuic -
Mexicano
. e 4 s .4 . R .
Para que los agentes de contraste o terapéuticos biciclicos de la presente n’&ﬂﬁei’}t@sd Gl
Industris
funcionen como agentes de contraste eficientes el péptido —a;-a;-az-as-as-[a]x- de la figura 1
5 debe tener una afinidad alta por un bioreceptor especifico dandole asi una mayor
acumulacion en cé€lulas, tejidos u érganos donde se sobre exprese dicho receptor.
Un aspecto especifico de la presente invencion comprende agentes de contraste o
terapéuticos biciclicos con féormula 12 y 13 donde M comprende un i6n metalico ya sea
paramagnético como Mn**, Cu*’, Cr’’, Fe**, Co*, Ni**, Gd**, Ev**, Tm**, Dy*', Tb*,
10 Yb3+, Mn*", Ce, Pr, Nd, Pm, Sm, Ho, Er, Lu e Y 0 un i16n metalico radioactivo tal como
1111n3+, ll3mIn3+, 67Ga3+, 68Ga3+, 99mT04+, 64Cu2+’ T13+, 153Sm3+’ 166H03+ and 212Bi3+, 90Y3+,

+ +
177Lu3 , 225Ac3 ’ 149Pm, 1'59(}‘;15 14OLa, 175Yb, 47SC, 186Re, ISSRC, 97R11, IOSRh, 109Pd, 197Pt,

67C11, 193141'15 ll7msn, y 212Pb.

| e
O N
15 5 HN/\LN O
HO
N’_"\NH 0 NH /O
H2N o |
HaN, 7 HN 0O
r roN NN

20
-12- -13-
Los agentes de contraste o terapéuticos descritos en la figura 12 y 13 son empleados

preferiblemente para identificar o atacar sitios donde se sobreexpresen integrinas
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vinculadas con enfermedades tales como cancer. Preferiblemente estas n -...“*

comprenden la av3, avBS y avpfl aunque no limitadas a estas.

biomoléculas sobreexpresadas en la superficie de una célula, tejido, 6rgano o muestra
biologica. El método comprende los pasos siguientes:

a) Poner en contacto el agente de contraste o terapéutico con la célula, tejido, érgano o
muestra bioldgica.

b) Detectar la presencia del agente de contraste asociado con la célula, tejido, 6rgano o
muestra biologica. En este método la etapa de contacto y deteccion pueden ser llevados
acabo 1n vitro, alternativamente el contacto puede ser in vivo y la deteccién in vitro,
preferiblemente el contacto y la deteccién se llevan a cabo in vivo.

Un aspecto de la presente invencidon comprende el método para generar una imagen de un
ser humano o animal para diagnéstico el cual involucra el administrar el agente de contraste
descrito a el cuerpo del ser humano o animal por ejemplo a través del sistema vascular, de
tal forma que se genere una imagen con contraste incrementado del cuerpo o parte de este
en la cual el agente de contraste se haya distribuido.

Los agentes de contraste biciclicos de la presente invencién se pueden emplear en cualquier
tipo de modalidad de imagen, dependiendo del ion metalico M seleccionado. Por lo tanto el
uso de los agentes de contraste biciclicos descritos como agentes de diagndstico
comprenden un aspecto de esta invencién. Un uso preferido de los agentes de contraste
descritos es en el diagnéstico de diferentes formas de cancer y metéstasis, por ejemplo

cancer de mama, préstata, pancreas, pulmon u ovario.

lﬁS*lfUE’ﬂ

Mes ican;
En otro aspecto la presente invencién provee de un método para detectar la preSgn¢ig PBeg Sledad

Induciris
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el componente M es diferente para cada uno de ellos. Para uno o varios de los -3,_1:_1‘,_: nigdar

: ' " + + N + ponar
contraste M comprende un 16n metalico paramagnético como Mn**, Cu? . Cr’ . Fe’, Col .

Ni**, Gd**, Ev’*, Tm’", Dy**, Tb’*, Yb*", Mn*", Ce, Pr, Nd, Pm, Sm, Ho, Er, Lu e Y aunque
preferiblemente Gd°* y para el otro agente de contraste M comprende un i6n metélico
radioactivo tal como 1111n3+, ll3mIn3+, 67G33+5 68Ga3+, 99mTc4+! 64Cu2+, Tl3+, 153Sm3+, 16617,3+
and 212Bi3*, 0y 1T 3¢ WA WOpy 19Gq MOp 4 1Sy, 4G, 186Re 188Re IRy
'BRh, 1Pd, P7Pt, ¢’Cu, *Au, '"™Sn, y “'“Pb. Esta composicion -de dos 0 mas agentes de
contraste descrita se podra emplear para obtener imagenes de un ser humano o animal para
diagnéstico el cual involucra el administrar simultineamente los agentes de contraste a el
cuerpo del ser humano o animal por ejemplo a través del sistema vascular, de tal forma que
s€ genere una imagen con contraste incrementado del cuerpo o parte de este en la cual los
agentes de contraste se hayan distribuido.

La composicion de dos o mas agentes de contraste biciclicos de la presente invencidn se
pueden emplear para obtener imagenes en técnicas de imagen complementarias de forma
simultanea. Por ejemplo una mezcla de dos agentes de contraste descritos se puede emplear

para obtener imagenes simultaneas por MRI y técnicas de radioimagen tales como PET o

SPECT.



una cantidad efectiva de uno mas agentes de contraste biciclicos descritos en la invencié ?ﬁiﬁéjég

E(& =0 gy

para incrementar el contraste in vivo junto con uno o mas adyuvantes, exapiﬁi@bpg’; f-?; LA
£ 253 "-fg

diluyentes farmacéuticamente aceptables.

Otro aspecto de la presente invenciéon comprende un agente terapéutico de acuerdo a la

formula 1 en donde la interaccion especifica del péptido —a;-ay-as-as-as-[alx- con un

bioreceptor promueve la bioacumulacién del agente terapéutico. Dicha acumulacion debe

ser de 1 a 24 horas preferiblemente de forma que el agente terapéutico ejerza su actividad.

Dicha actividad proviene del componente M del agente terapéutico que en su caso

comprende 1ones metalicos radiactivos que emiten particulas de media a alta energia.

En otro aspecto la presente invencion provee de un agente terapéutico que destruye células,

tejidos que sobreexpresen las biomoléculas a las cuales es especifico el agente terapéutico.

Un aspecto de la presente invencién comprende el método terapéutico el cual involucra el

administrar el agente terapéutico descrito al cuerpo del ser humano o animal por ejemplo a

traves del sistema vascular, de tal forma que se acumule en la parte del cuerpo que

sobreexprese el bioreceptor.

Un uso preferido de los agentes terapéuticos descritos es en el tratamiento de diferentes

formas de cancer y metastasis, por ejemplo cincer de mama, prostata, pancreas, pulmén u

ovario.

La presente invencion provee también de una composiciéon farmacéutica que comprende

una cantidad efectiva de agente terapéutico biciclico descrito en la invencién junto con uno

o mas adyuvantes, excipientes o diluyentes farmacéuticamente aceptables.
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De esta forma la presente invencion es ilustrada con ejemplos no limitantes con 1§ sj

''''''

g O
- =y B
..'.".I' -_*.h'l
w "
PR

de c(**Cu*'DOTA(Arg-Gly-Asp-DPhe-EDA)) vy c(**Cu*"DOTA(Arg-Gly-Asp-EDA) {nstifuto

‘ Maxicanc
mostrados en las figuras siguientes ¢élaP rOpiedac‘r '
' Industri.
HO-/°
O H
HN N P O
H O HO
° ) /O HN O Ny
O e ” /\/\P/
HO O
H,N HN LO HN)\ﬁ HN HO O

EJEMPLOS
La sintesis de ligantes biciclicos DOTA-péptido comienza con el acoplamiento de ariginina
a una resina base poliestireno-divinilbenceno de o-clorotritilo pre-acoplada con glicina con
una carga de 0.56 mmol/g a una escala de 0.9 mmoles. El acoplamiento del aminoécido se
lleva a cabo empleando 3 equiv. de Fmoc-Arg(Pbf)-OH, 2.9 equiv HBTU y HOBt, y 6
equiv DIPEA en dimetilformamida (DMF) por 2 horas. La mezcla de acoplamiento es
removida de la resina por filtracién y la resina se lava con DMF 10X 2mL y DCM 10X
2mL y se seca bajo alta vacio. La resina dio negativa (color amarillo) la prueba de
Ninidrina confirmando que la reaccion se completo. El grupo protector Fmoc se remueve
agregando una solucion de piperidina al 20% en DMF y agitando por 30 minutes seguido
de la remocidn de la solucidén de la resina y lavados y secado de la misma. La prueba de
ninidrina dio positiva (color azul) lo cual indica que la remocidon del grupo Fmoc fue

completa. A continuacién se acopla DOTA-bis-fert-butil éster afiadiendo una mezcla de 2



10

15

20

¥ Pl
et T ] o e
v Lt ﬁ;'. Y T
I '1"5-...'4.' : ';"‘T- i I
4= = -
. 1-. '.|£ ; L] r IIHL-
| i el L h r
L. Y ]
: I.:-_i‘. :'1. '-.'l'-' ’ -
. s W, .

equiv. del ligante y 2 equiv. de HBTU en DMF a la resina. La mezcla de reacci6 :'g ;
por 2 horas y en seguida se filtra la solucién y la resina se lava. El procedimiento de Institute
EXICE&Ng
ropiedac
ninidrina fue negativa. A la resina se le adiciona HBTU 2 equiv. y DIPEA 2 equiv. en DMﬂﬂdﬂ.ﬁSii’ﬁ?’“ |

acoplamiento del ligante se repite y al final del lavado se seca la resina. La prusl:]aa

y la mezcla se agita por 10 minutos, en seguida se afiaden 20 equiv. de etilendiamina
(EDA) y la mezcla se agita por 2 horas. Después de remover la solucién y lavar y secar la

resina la prueba de ninidrina fue positiva. La resina se dividié en dos mitades.

Sintesis de ¢c(DOTA(Arg-Gly-Asp-DPhe-EDA))

A una mitad de la resina se le acoplaron los siguientes amino4cidos empleando
acoplamientos Unicos de 3 equiv. del Fmoc-aminoacido, 2.9 equiv HBTU y HOBt, y 6
equiv DIPEA en DMF en el orden Fmoc-D-Phe-OH, y Fmoc-Asp(OtBu)-OH bajo las
condiciones ya descritas anteriormente para el acoplamiento de aminoacidos. La remocién
del grupo Fmoc los lavados, secados y prueba de ninidrina se llévaron acabo como
anteriormente.

El péptido lineal que contiene los grupos protectores de los grupos funcionales de las
cadenas laterales de los aminoacidos y los carboxilatos de DOTA (DOTADbis-fBu ester-
R(Pbf)GD(rBu)f-EDA) es removido de la resina mediante su tratamiento con 5 mL de una
mezcla de 4cido acético, 2,2,2-trifluoroetano (TFE) y DCM (1:1:3) por 1 h a temperatura
ambiente. El liquido se remueve por filtracion al vacio y la resina se lava dos veces con 5
ml de la misma mezcla y luego tres veces con DCM. Los liquidos son recolectados y

combinados y el solvente se remueve bajo alto vacio. El producto es purificado por CLAR

usando un gradiente de H,O con 0.1% TFA /metanol con 0.1% TFA de 80/20 a 10/90 en 35
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minutos en una columna Jupiter C18 10u 300 A 250x10 mm a un flujo de 4.7

deteccion a 235 nm. Bajo estas condiciones se obtienen dos fracciones mayoritarias (t; = §

Mexicane
25.8 and 28.0 min) las cuales son liofilizadas dando 41 mg los compuestos I@ﬁ@rgpied 2

protegidos DOTAR(Pb)G), MS (MALDI-TOF+) m/z = 1447.17 [M+H]" (calcld.md&m?% |
1447.76) y 94 mg de DOTADbistBuR(Pbi))GD(rBu)f-EDA, MS (MALDI-TOF+) m/z =
1342.32[M+H]" (calcld. 1342.65).

La obtencion del compuesto biciclico se lleva a cabo adicionando lentamente el sistema
protegido DOTADbis-tBu ester-R(Pbf)GD(/Bu)f-EDA disuelto en 5 mL de DCM a una
solucidn que contiene 200 pL de anhidrido ciclico del 4cido 1-propanofosfonico al 50% en
acetato de etilo, DIPEA (200 uL), y dimetilaminopiridina (1 mg) en 5 mL de DCM. La
mezcla de reaccion se agita toda la noche y la formacién del producto es verificado por
MALDI-TOF (MS) hasta que el compuesto ciclico es observado y no se detecta el
compuesto lineal, MS (MALDI-TOF+) m/z = 1325.06 [M+H]" (calcld. 1325.64). El
disolvente se remueve bajo alto vacio y el residuo remanente se redisuelve en DCM. La
fase organica se lava con NaOH 0.1 M 2X. La fase organica se colecta y se seca con

Na;SO4 anhidro, la solucidon resultante se filtra y el solvente se remueve en el rota

evaporador. Los grupos protectores del sistema biciclico c(DOTAbis-/Bu éster-

R(Pbt)GD(rBu)f-EDA) son removidos al tratar el compuesto por 2 horas con una solucion

95% TFA 'y 5% agua grado Mill1 Q. El 4cido se remueve mediante un flujo de nitrégeno
dando un residuo aceitoso el cual solidifica después de la adicién de éter etilico frio. El
eter es decantado y el s6lido se lava con éter etilico limpio 3x y finalmente el sélido se deja

secar. El sélido resultante se purifica dos veces mediante CLAR, primero con un gradiente

H,0 con 0.1% TFA /acetonitrilo con 0.1% TFA de 97/3 a 70/30 en 30 minutes (t, = 12.3
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4.7 mL/min . La fraccion que contiene el producto final se liofiliza dando 23 %E(Pﬁ%p'@ﬁ Z 2
BStrt

min) y enseguida con otro gradiente H,O/acetonitrilo con 0.1% TFA de 95/5 a9

minutos (R; = 57.2 min) en una columna Jupiter C18 10p 300 A 250x10 mm a un flujo

compuesto biciclico c(DOTA(RGD{-EDA)).

'H (200 MHz, D,0) & 7.26-7.11, (5H, arom.), 4.47 (m), 4.28, 3.85 (m), 3.77, 3.17, 3.07,
2.80, 2.76, 2.74, 2.55,2.53, 1.85 (2H, m , -C"H,-, Arg), 1.50 H, m, -C'H,-, Arg).

'>C NMR (50 MHz, D,0): § 174.40, 174.03, 174.00, 173.19, 173.16, 172.45 (C=0) 156.89
(NH)NH,C=N), 136.96 (-CH=, arom.), 129.29 (-CH=, arom.), 129.13 (-CH=, arom.),
128.93 (-CH=, arom.), 127.26 (-CH=, arom.), 55.97 (N-CH,CONH), 55.13 (N-CH2CO,H),
54.82 -50.67 (N-CH,-CH,-N; -CH-, Phe; -CH-, Arg; -CH-, Asp), 42.77 (-CHa-, Gly), 40.62
(-C°H,-, Arg), 38.44 (-CPH,-, Asp), 36.56-34.86 (-CH,-, EDA) (-CPH,-, Phe), 28.11 (-CPH,-

, Arg), 24.80 (-C"H;-, Arg).

Sintesis de ¢c(DOTA(Arg-Gly-Asp-EDA))
Este compuesto se sintetiza con la otra mitad de la resina siguiendo un protocolo semejante

al ya descrito para ¢c(DOTA(RGDf-EDA)). El producto final purificado y liofilizado de

¢(DOTA(RGD-EDA)) fué de 20 mg.

MS (MALDI-TOF+) m/z = 904.69 (100%) [M+H]" (calcld. 904.98), 926.65 (35%)

[M+H]" (calcld. 926.45).

Preparacion de complejos con iones metalicos y estudios de biodistribucion
A un recipiente de reaccion conteniendo una cantidad especifica de c(DOTA(RGDf-EDA))

0 ¢(DOTA(RGD-EDA)) a un pH determinado se le agrega una cantidad dada del ion
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metalico de interés. La mezcla de reaccién se incuba por un tiempo determinado qe - NS - i v |

stitutc
SXicano
empleado. La pureza del complejo formado se determina por cromatografia '&'@1&:&0 pledac

Industri-
delgada y/o CLAR. Estudios de biodistribucion se llevan a cabo en ratones a los cuales se

al 16n metalico y el complejo metalico se purifica eliminando el exceso de 16n metali

les injert6 un tumor especifico. Cuando €l tamafio del tumor alcanza el rango de 50-300
mm’°, los ratones estan listos para la adquisicién de imdgenes por técnicas como MRI,
SPECT, PET, rayos-X, métodos Opticos o ultrasonido y combinaciones de estas. Por
ejemplo el complejo c(*Cu’"DOTA(RGDS-EDA)) v el de c(*""Lu*'DOTA(RGD-EDA))
muestran bioacumulacion especifica en tumores U87MG y MCF7 implantados en ratones

respectivamente.
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Habiendo descrito suficiente mi invencion, considero como una novedad y -!H‘ i

R 4

‘QH.‘.‘I i
k)

Instity?
Mexics
elaPror

1. Un agente de contraste biciclico de formula in

reclamo como de mi exclusiva propiedad, lo contenido en las siguientes clausulas:

donde uno de los ciclos corresponde a un higante macrociclico tetraaza de la familia
del cyclen (1,4,7,10-tetraaza ciclododecano) cuando n=1 y si n= 2 corresponde a un
macrociclico tetraaza de la familia del cyclam (1,4,8,11-tetraaza ciclotetradecano).
R; y Ry consisten de metilcarboxilatos, metilcarboxiamidas, metilfosfonatos,
metilsulfonatos, metilnitrilos, alquilos saturados o insaturados de un &tomo de
carbono hasta veinte, lineales o ramificados, cicloalquilos de tres atomos de carbono
hasta ocho, arilos simples o condensados de scis atomos de carbono o derivados
funcionalizados de estos. R; y R, pueden ser 1guales o no. a;, ay, as, as, as y [alx
forman parte del segundo ciclo donde x puede ser desde 6 hasta 50.‘L aj, az, a3, a4, as y
[a]x estan unidos entre si formando enlaces tipo amida.—a;-as-a3-as-as-[a]y- debe
tener una atinidad alta por un bioreceptor especifico. aj, ay, as, a4, as y [a]x
comprenden aminoacidos naturales L o D (serina, treonina, cisteina, asparagina,

glutamina, tirosina, glicina, alanina, valina, leucina, isoleucina, metionina, prolina,
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fenilalanina, triptéfano, &acido aspartico, 4cido glutdmico, lisina, brgig i A !
histidina); aminodcidos no naturales o quimicamente modificados L o D, nstitute
. exicane

* - PV

aminoacidos segun la formula ela Propiad ?Eﬂ
' ndustris

donde R3; son cadenas alifiticas lineales con o sin ramificaciones de hasta 40
carbonos, compuestos ciclicos saturados o insaturados de hasta 8 carbonos, o
compuestos policiclicos condensados saturados o insaturados de hasta 8 carbonos

por ciclo; aminoacidos beta segin la f6rmula

R5 O

““N/\HJ\

1 Ry

donde R4y Rs comprenden hidrégenos, cadenas alifaticas lineales o ramificadas de
hasta 40 carbonos, compuestos ciclicos saturados o insaturados de hasta 8 carbonos,
0 compuestos policiclicos condensados saturados o insaturados de hasta 8 carbonos
por ciclo. R4 y Rs pueden ser iguales o diferentes estar presentes o no; y/o
combinaciones dé estos.

ES comprende cadenas alifaticas lineales de 2 a 30 carbonos, compuestos ciclicos
saturados o insaturados . de hasta 8 carbonos, o0 compuestos policiclicos
condensados saturados o insaturados de hasta 8 carbonos por ciclo o cadenas de
poliméricas. ES se unc a los ciclos a través de enlaces amida.

M comprende un ion metalico paramagnético como Gd**, Eu**, Tm**, Dy**, Tb*",

Yb3+, Mn**, Ce, Pr, Nd, Pm, Sm, Ho, Er, Lu e Y o un i6n metalico radioactivo tal
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Industei~
Una composicion farmacéutica que comprende una cantidad efectiva de uno mas

] t"“'ﬁ"" )

agentes de contraste biciclicos descritos en la reivindicacién 1 con uno o mas
adyuvantes, excipientes o diluyentes farmacéuticamente aceptables.

Una composicion farmacéutica como descrito en la reivindicacion 1 y 2 para su uso
en diagnostico por imagen por técnicas de MRI, SPECT, PET, rayos-X, métodos

opticos o ultrasonido y combinaciones de estas.
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RESUMEN
En la presente invencion se presentan agentes de contraste biciclicos constituidos por unt ns_mutc
_ Mexicano

ligante macrociclico tetraaza, un péptido o pseudopéptido con activiGER ﬁé‘@pi@dad
industri~’

reconocimiento especifico para un bioreceptor y un ié6n metalico. Asi mismo se presenta
un proceso general para la sintesis de estos agentes de contraste biciclicos. Los agentes
de diagndstico presentados tienen aplicacion médica en diagndstico por imagen y

terapia de enfermedades.



