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PROCESO PARA LA PREPARACION DE DERIVADOS DIPROTEGIROS N, M7 5
DE COMPUESTOS TETRAAZA MACROCICLICOS Y DERI § e

Wievicano

DESCRIPCION ‘gl Pmpi@é&@
Industriss

OBJETO DE LA INVENCION
5 La presente invencion se relaciona a la sintesis de derivados diprotegidos N, N de

.compuestos macrociclicos del tipo tetraaza y derivados de estos, y derivados de

aminoacidos marcados con ligantes macrociclicos tetraaza que permitan la intercalacion de
estos entre péptidos bioespecificos con metales ya sea paramagnéticos o radioactivos para

la generacién de productos con potencial aplicacion médica en diagnéstico y terapia de

10 enfermedades.

ANTECEDENTES

La aplicacién médica de diferentes ligantes ha sido bien establecida desde hace mucho

tiempo, asi se pueden encontrar sus aplicaciones como estabilizadores en formulaciones
15  farmacéuticas, antidotos para el envenamiento con metales y como moléculas acarreadoras
de metales tutiles para el diagndstico y/o tratamiento de enfermedades. En este ultimo caso

se puede citar la aplicacion de ligantes en técnicas como resonancia magnética de 1magen

(RMI), radiodiagndstico y otros.

Para agentes de diagndstico o terapéuticos es de suma importancia que el complejo
20 metalico formado con el ligante sea tanto termodinamica como cinéticamente estable, y

para cumplir dichos requisitos se ha puesto especial interés en €l desarrollo de ligantes
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.tetraaza macrociclicos en particular derivados de cyclen (1.,4,7,10 tetraazacmlo‘do .

principalmente DOTA (Acido-N,N",N"",N"""-1,4,7,10 tetraazaciclododecano tetracetlco) % ¥ o oo "'W @
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sus derivados, los cuales se caracterizan por formar complejos muy estables con d1feren%t%§
metales de transicién y de la serie de los lantdnidos. Entre estos metales cabe sefialar a
. 5 gadolinio y disprosio cuyos iones paramagnéticos ejercen efectos importantes en los

tiempos de relajacion longitudinal y transversal (T; y T;) de los protones de moleculas de

agua circundantes y por tanto son metales utilizados en diagnéstico mediante resonancia

magnética de imagen (RMI). Por otro lado se tiene el caso de is6topos radioactivos de itrio

y lutecio, cuyas caracteristicas de emision los sugieren como agentes de radioterapia y
10  radiodiagnéstico.

En el caso de los iones metalicos paramagnéticos que pueden ser usados como agentes de

contraste (AC) en RMI (ej. Gd(III)), estos son altamente tOxicos para ser usados

. clinicamente como €l metal libre y por tanto deben ser administrados en una forma que no
permita su bioacumulacién en el organismo. Por tal motivo se ha propuesto la utilizacién de

1. complejos estables del metal, existiendo para el caso de Gd(III) varios productos
comerciales empleados actualmente como AC en RMI entre los cuales se pueden sefialar el

GdDTPA (Magnevist), GADOTA (Dotarem), GADTPA-BMA (Omniscan) y Gd-HP-DO3A

(Prohance). Todos estos AC son administrados por via intravenosa y sus aplicacion

principal es en la obtencion de imagenes de cuerpo completo y cerebro. Entre estos la

. 20 principal diferencia es las mas altas estabilidad termodindmica de los complejos de DOTA
y derivados comparados con los derivados de DTPA. Por otro lado los metales lantanidos
usados generalmente se presentan en el estado de oxidacién +3 por lo cual la formacién de

complejos neutros es preferida dado que estos presentan una osmolalidad baja cuando se
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.compara con complejos cargados. La generacién de complejos neutros derivados: d@ﬂ. w* :
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de nitrogeno del macrociclo para dar DO3A (Acido- N’ N”N’”%? ‘ﬁlrm--**"f*iﬂi(‘)ff1i Tedad
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tetraazaciclododecano tricético). La derivatizacion de DO3A con diferentes substituyentes

. 5 en el grupo amino libre genera la oportunidad de producir AC que presenten

bioespecificidad (US Pat. No. 6,166,201) caracteristica la cual carecen los AC comerciales.

De forma muy similar se presenta el caso de agentes terapéuticos y de diagnodstico

derivados de elementos radioactivos.

Recientemente ha surgido el interés por desarrollar agentes de contraste pre-dirigidos es
10  decir que permitan el contraste en respuesta a un evento determinado. Asi en la actualidad

se han disefilado agentes que presentan una biodistribucidn especifica dado sus

caracteristicas hidrofébicas o lipofilicas (Muller, R. N. et al. Eur. J. Inorg. Chem. 1999,

. 1949-1955), agentes de contraste que responden a algin cambio fisicoquimico como pH o
temperatura (Sherry, A.D. et al. Angew. Chem. Int. Ed. 1999, 38 (21), 3192-3194), agentes
1’ de contraste llamados inteligentes puesto que estos controlan el contraste dada la ocurrencia
de un evento metabodlico especifico sobre el AC (Moats, R. A. et al. Angew. Chem., Int. Ed.
Engl.1997, 36, 726) y por ultimo agentes de contraste bioépeciﬁcos, es decir con la

capacidad de controlar el contraste de la imagen dada la interaccion especifica con una

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

. 20 Am. Chem. Soc. 2002, 124, 3514-3515). En particular, el desarrollo de agentes de
contraste o de diagndstico especificos hacia macrocoléculas ha despertado un gran interés
dado que estos pueden ser aplicados en el seguimiento de terapia génica (dada la

manifestacion de una proteina), o para el desarrollo de agentes terapcuticos y/o de contraste



.altamente especificos que permitan el tratamiento y estudio de entermedad
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derivatizados con un ligante seguido de la formacién del complejo con el metal de interés.

Sin embargo, la especificidad del compuesto resultante no era como se previa, lo cual se
debia principalmente a el pobre control que se tiene sobre el paso de marcaje con el ligante.
Lo anterior se debe a que los ligantes méas utilizados pertenecientes a la familia de ligantes
bifuncionales reaccionan con grupos amino libres del anticuerpo formando enlaces
covalentes, mas sin embargo esta derivatizacién no es epecifica dada la gran cantidad de
arupos amino libres. Como una solucion a esta problematica en la actualidad se propone la
utilizacion de péptidos como especies de reconocimiento bioespecilico dado la existencia

de metodologias para el monitoreo y determinacién de secuencias peptidicas con alta
especificidad tales como Phage Display (Smith, G. P., Science 1985, 228, 1315-1316). Por

otro lado la sintesis de péptidos en fase sélida version Fmoc, SPFS-Fmoc (Chan, W.C:
Fmoc Solid Phase Peptide Synthesis A practical approach. Oxford University Press, 2000)
es una metodologia que permite la produccion de péptidos quimicamente modificados. La

SPFS-Fmoc es un proceso iteractivo de acoplamiento de aminodcidos protegidos en el

orupo amino o con fluorenilmetilcarbamato (Fmoc) mientras los grupos funcionales de las
cadenas laterales son protegidos con grupos protectores labiles a condiciones acidas las
cuales son ortogonales a las condiciones de remocion de Fmoc. Asi la SPFS-Fmoc ofrece la
ventaja de minimizar las etapas de purificacién dado que el péptido sintetizado esta

quimicamente enlazado a un soporte sélido. Adicionalmente la SPFS-Fmoc permite generar
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.péptidos a niveles de kilogramos para secuencias de hasta 13 aminodcidos (La_;; A s

Nature Biotech, 1999, 17, 755) y hasta hoy en dia es la tnica metodologia de sintesis:; dféfiu\t S
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éptidos reportada que permite la sintesis de péptidos cuvas secuencias 11101 ? %
pép p que p pep Y i @‘“@ﬁi

aminoacidos no naturales.

Durante el disefio de AC bioespecificos basados en péptidos se pueden presentar dos

alternativas en lo que respecta a la union del metal al residuo bioespecifico: 1) la union

directa del metal a la especie bioactiva (Caravan, P.et al. Chem. Comm. 2003, 2574) o0 2) la

unién covalente de un ligante macrociclico tetraza al péptido seguido de la formacion del
complejo metdlico con el ligante. Mientras las dos alternativas han sido previamente
10  reportadas la segunda es mas promisoria puesto que asegura la formacién de un complejo
estable con el metal no limitando asi la aplicacidon a sistemas bioespecificos que enlacen

fuertemente al metal.

La sintesis de ligantes macrociclicos del tipo tetraaza que permitan la unién covalente hacia

péptidos (anticuerpos, proteinas) ha sido reportada ampliamente (US Pat No. 5,428,156),

mas sin embargo esta ha sido principalmente limitada a la derivatizacion de grupos amino
terminales libres de péptidos, o en caso de estar bloqueados a grupos amino epsilon de
lisinas (Van Hagen, P.M. et al. Int. J. Cancer Radiat. Oncol. Invest. 2000, 90, 186—198) y
en pocos casos se ha aplicado la derivatizacion de grupos tioles de cisteinas ( Sherry, A.D.
et al. J. Supramolecular Chem. 2002, 2). Esta derivatizacién con ligantes ha sido reportada
. 20 al final del proceso de SPFS-Fmoc siempre y cuando exista un solo grupo amino para
derivatizar. Sin embargo, en presencia de dos grupos amino libre la derivatizacidn se
vuelve complicada, requiriéndose de esquemas de proteccidn ortogonal entre los grupos

amino para derivatizar un solo grupo de forma especifica (Tung, C-H. et al. Bioconjugate
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.Chem 2000, 11(3), 301-305). Finalmente, la derivatizacion controlada en priés
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. 5 en RMI en lo que respecta a la sensibilidad méxima alcanzada puesto que esta depende en
gran proporcion de los tiempos de rotacidon correlacional que tenga el complejo final unido

al péptido al interaccionar con la macromolécula (proteina). Asi se ha observado que ha

pesar de que este tiempo rotacional generalmente se incrementa dado el proceso de union
entre el AC y la biomolécula objetivo estos no son los Optimos esperados lo cudl se
10  atribuido a la libre rotaciéon que existe por la cadena lateral que une al complejo con el
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(Ill) dentro del

péptido sin utilizar ligantes, sin embargo aunque dicha técnica mejora la sensibilidad de los

sistemas generados esta grandemente limitada a péptidos que puedan formar complejos

estables termodinamicamente con el metal, de tal forma que el empleo de ligantes es
preferido. Respecto al desarrollo de técnicas en las que se puedan enlazar dos unidades

peptidicas independientes que mantengan su actividad y que contengan un ligante cuyo
complejo metalico le de una tercera funcionalidad no han sido reportados. Tampoco se
conocen procedimientos que permitan el monitoreo del efecto que tiene el punto y

ubicacion del ligante macrociclico dentro de un péptido relativo al tiempo de rotacion de

correlacién y por tanto respecto a los tiempos de relajacion longitudinal (T;). Mas sin

embargo se tiene como antecedente el como posicionar DO3A dentro de un péptido usando

DOTA-aminoacidos (De Leodn-Rodriguez, L.M. et al. Chem. Eur. J. 2004, 10, 1149)
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analisis no reportados demuestran que el porcentaje de rendimiento enantiomérico pa'.grgg ot
proceso en mencion es menor del 80%, lo cual disminuye notablemente el rendimiento del
proceso reportado. Asi mismo complica el proceso de purificacion del enantiomero
deseado, lo cual lo hace un procedimiento muy limitado para la produccion industrial de
estos derivados. Por otro lado el interés de dicho trabajo se centra en determinar el efecto
que tiene la posicién del ligante en la especificidad del péptido y sbélo establece la
posibilidad de utilizar los derivados de aminoacidos de DO3A en la posiciéon donde se
encuentre el mismo aminoacido pero sin modificar, lo cual limita su aplicacion a secuencias
de péptidos que contengan estos aminoacidos.

Por otro lado la union de dos secuencias péptidicas con diferente funcionalidad mediante un
ligante macrociclico tetraaza, con lo cual se generarian sistemas multifuncionales no ha
sido documentada. En particular seria de interés que el ligante macrociclico quedara
internamente incluido dentro de la secuencia de péptidos y no unido a este mediante una
cadena lateral de uno de los aminoacidos, a lo cual no se ha desarrollado ninguna técnica
que lo permita.

Para poder incorporar internamente un ligante macrociclo del tipo tetraaza se ve la
necesidad de desarrollar procesos de sintesis simples de sistemas N, N** bifuncionalizados
y de sistemas derivados de estos, trifuncionalizados, es decir donde dos substituyentes son.
iguales para los grupos amino N, N’" mientras los otros substituyentes son iguales o

diferentes (N°, N"7"). Procesos comunes de funcionalizacion de macrociclicos tetraaza se
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desproteccidén. Mientras los primeros son preferidos estos se han caracterizado por generér*-*“wt@

Ve §
productos en rendimientos desde moderados a pobres, largos periodos de rea&cios

pobre a regular regioselectividad. Por otro lado los métodos de protecci6n—derivatizacmn—
. 5  desproteccion (Welch, ML.J. et al. Chem.Comm. 2003, 766-767) ofrecen la ventaja de tener
un mejor control en la regioselectividad de los productos generados y por tanto los

rendimientos son buenos, aunque en muchas ocasiones presentan la desventaja de ser

procesos largos y tediosos. Respecto a procesos de bifuncionalizacion N,N” de ligantes
macrociclicos tetraaza existen metodologias reportadas de funcionalizacién directa para
10  generar sistemas substituidos N,N° (US Pat. No. 6,417,354,B1), asi como procesos de

proteccion NN’ (Bellouard, F. et al. J. Chem. Soc., Perkin Trans. 1, 1999: 3499). Sin

embargo, el incorporar internamente macrociclicos tetraaza en péptidos mediante una

derivatizacion N,N~ presenta la problematica de inhibir la bioespecificidad individual de los

péptidos dado el acercamiento espacial entre estos. Dado lo anterior se prefiere el mtercalar

el ligante internamente dada una funcionalizacién peptidica N,N"". En la literatura existen
procesos para generar ligantes macrociclicos tetraaza N,N'" derivatizados mediante la
formacion de complejos metalicos intermediarios (Lukes, I. et al. Tet. Lett. 2000, 41, 1249-
1253), mediante un esquema de proteccidon y funcionalizaciéon por formacién de sales
cuaternaria de amonio seguida de una desproteccion en condiciones fuertemente basicas

(Abbayes, H. et al. Inorganica Chimica Acta, 1994, 220, 347-348) y mediante un esquema

de proteccion dado un extremo control del pH durante la reaccion (Sherry, A.D. et al.

Synthesis 1997, 759-763). Aunque todos los procesos reportados presentan ventajas y

desventajas particulares todos tienen el problema de ser largos requieren de un control



.- ’i'r;l';f ..1 ;1-* }fﬁ; = 7
s
0 ol
.......... '. Flh:& .».:'I ;:j Rl
. . . . . T o LN A
6ptimo de condiciones y de una purificacion previa a la funcionalizacion, adenas desqueita ™
aplicacion de estos procesos esta limitada a la introduccion de un solo tipo de grupesiltuta
tector. De esta f 1d llod todologia simple seria d P 15 Jiexicano
rotector. De esta forma el desarrollo de una metodologia simple seria de gran apHcacion.. ..
P S1d SHp gran apieaciopniadad
. & ra
tndusirial

. 5 OBJETOS DE LA INVENCION

Teniendo en cuenta los defectos de las t€cnicas anteriores asi como la carencia de procesos

para lograr las metas sefialadas es objeto de la siguiente invencion el desarrollar procesos

simples para la diproteccion N, N'” de compuestos macrociclicos tetraaza.
Es un objeto mas de la presente invencidén de desarrollar rutas sintéticas simples para la
10  sintesis de derivados de aminoécidos de ligantes macrociclicos tetraaza.

Otro objeto de la presente invencién es desarrollar procesos simples para la produccion de

ligantes macrociclicos tetraaza funcionalizados N, R; N’'°, R que a su vez permita la

generacion de ligantes tetraaza con substitucion N, R; N7, R; N, R"; N""",R” asi como
sistemas N, R; N"" RN, R"; N R".
. Otro objeto de la siguiente invencidn es el generar moléculas derivadas de macrociclicos

tetraaza que permitan la unién de péptidos independientes para generar sistemas

multifuncionales.
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En un aspecto esta invencién se refiere a un proceso para la generacidon de ligantes

macrociclicos del tipo poliaza disubstituidos o polisubstituidos con altos rendimientos. Este

proceso consiste en la diproteccion regioespecifica N, N'° de macrociclos tetraaza mediante

la reaccion de dos equivalentes de succinimidilcarbamatos o pentafluorofenilcarbamatos de

grupos protectores como Fmoc, Boc y CBz con un equivalente del macrociclo tetraaza en
disolventes no polares como hexanos, benceno o polares aproticos tales como cloroformo,
10  diclorometano, acetonitrilo, eter etilico, THF. En lo que esta invencidn se refiere el ligante

macrociclico tetraaza es de la familia del cyclen (1,4,7,10-tetraaza ciclododecano) acorde a

la formula 1 donde E*=E’=H, m =n=2 , R'=R*=H pero no limitado a este, y R puede ser

‘ hidrogeno o un grupo p-nitrobenzil, p-aminobenzil, p-isotiocianato-benzil, p-
bromoacetamido-benzil, p-cianobenzil, 4-aminobutil- y dertvados de estos. También la

. técnica descrita se pueda aplicar a derivados de cyclen N funcionalizados de férmula 2
donde E*=E°=H mientras E* es un substituyente cualquiera excepto aquellos que contengan

grupos amino, alcoholes o tioles libres.

= /E2 E5\ /Ez
T’—(CR1 R2)m—r|\| l‘\l'---—(CR1 Rz)m-—-—lTl
1 CRR!
(CR'R?)n (FRR) (CR'R?)n § 1 i
| TR ol
. 192N oo R1777 N ~— CR'IRZ — N
E/N (CR'R®)m N\ . ; y ( )m N\ y

-] -2-
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el rango de 25 a 50°C. y el tiempo de reaccion puede ser de 12 a 36 horas, dependiendo del
rendimiento deseado. La purificacion de los productos disubstituidos de acuerdo a la
férmula 1 donde E* = Fmoc, Boc 0 CBz vy B’ =H, mientras los otros substituyentes son
definidos como anteriormente se puede llevar a cabo por cromatograiia, o extraccion
liquido-liquido siendo este ultima preferida en sistemas acuosos bésicos solvente organico
etereo, derivado de éster o halogenado. Los productos recuperados después de la
purificaciéon se obtienen en rendimientos excelentes, siendo importante sefialar que los
rendimientos de producto generado previo a la purificacion son quantitativos.

Derivados funcionalizados simétricos N', N"*’, se pueden obtener a partir del producto
diprotegido puro o en forma secuencial continua a partir de la mezcla de reaccion del
producto diprotegido, seguido de una remocién del grupo protector. Asi la funcionalizacién
se lleva a cabo por simple adicion de una base organica tal como trietilamina,
diisopropiletilamina o una base inorganica como carbonato de potasio y un reactivo
electrofilico con grupos tales como haldgeno, tosilatos, triflatos, epoxidos, tiocianato o
isocianato para funcionalizar los nitrégenos N°, N*" generando productos de acuerdo a la
formula 1 donde E* = Fmoc, Boc o CBz y E> es metilcarboxilatos, metilcarboxiamidas,

metilfosfonatos, metilsulfonatos, metilnitrilos, alquilos de un atomo de carbono hasta
veinte, lineales o ramificados, cicloalquilos de tres dtomos de carbono hasta ocho, arilos

simples o condensados de seis atomos de carbono o derivados funcionalizados de estos.

Finalmente la desproteccion se lleva a cabo bajo condiciones dictadas por el grupo

nen chfiituio
Wigicano
arriba. La reaccién se puede realizar a una temperatura desde -75 a 70°C aunqie §&fréfispd & a 2d
Industriat
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derivados difuncionalizados simétricos al reaccionar N, N” con algtin elect}%ﬁ%% ﬁ&%) :' ) ‘ﬁ‘i
ﬁchﬁa;

sistemas donde E*, E® con diferentes substituyentes de acuerdo a la férmula 1.

. 5  Por otro lado derivados difuncionales asimétricos de acuerdo a la formula 2 donde N', N
tienen substituyentes E* y E> diferentes se pueden obtener a partir del producto diprotegido

puro o en forma secuencial continua a partir de la mezcla de reaccion del producto

diprotegido dada la reaccidén secuencial con electréfilos E* y E°> con grupos tales como

halégeno, tosilatos, triflatos, epoxidos, tioclanato o i1socianato seguida de la remocion de
10  los grupos protectores E* generando sistemas donde E* = H mientras E° y E> son
substituyentes diferentes pertenecientes aunque no limitados a los mencionados con

anterioridad. Por ultimo a partir de estos derivados se pueden generar sistemas

. trifuncionales dada la reaccién de los derivados difuncionales asimétricos desprotegidos
con electréfilos para generar sistemas donde E* es un substituyente diferente a hidrégeno.
. En otro aspecto la presente invencion se refiere a procesos sint€ticos simples para la

generacion de derivados de aminodcidos de ligantes macrociclicos tetraaza de f6rmula 3.
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3
. Para esto se parte de un aminoacido L o D o mezcla racémica tales como lisin

fenilalanina, dcido aspartico, treonina, serina, cisteina, tirosina, triptofano o cualqmeri ntl'qi iLE‘LL

Mecands
aminoacido modificado constituido por una cadena lateral, A, que mcluye upajestryct "T?C;: h

!ndwm
aromdtica o cadena alifatica definida por el aminoacido correspondiente la cual contiene un

. 5 grupo funcional F sea un amino, acido carboxilico, alcohol o tiol libre Para el caso de

aminoacidos aromaticos, fenilalanina y triptofano es necesario primero llevar a cabo una

reaccion de nitracidn para obtener el nitro derivado en cada caso, FF = -NO,, al cual hay que

proteger los grupos amino alfa y 4cido carboxilico con grupos protectores (G, P) estables a

las condiciones de reduccidon (Ej. CBz, Bn, Fmoc, t-Bu, etc.) (Greene, T.W.; Wuts P.G.M.;
10  Protecting Groups i1n Organic Synthesis, 3ra Edicion, John Wiley & Sons, 1999)

comunmente empleadas para generar el amino derivado del aminoacido. Para los

aminoacidos que presentan grupos funcionales F como amino, acido carboxilico, alcohol o

tiol hay que comenzar con un derivado de este que permita generar el amino4acido con el

orupo funcional F libre mientras el grupo amino alfa y acido carboxilico se encuentran

protegidos como se menciond anteriormente. Es requisito que al final del proceso el
aminoacido tenga el grupo amino alfa protegido con el grupo G = Fmoc
(fluorenilmetilcarbamato) para su aplicacion en SPFS-Fmoc, aunque no es necesario pero si
deseable que dicho grupo se encuentre durante el proceso de sintesis durante el cual G

puede se cualquier otro grupo protector como CBZ (benzilcarbamato), Tta (trifluoroacetil),

etc. (Greene, T.W.; Wuts P.G.M.; Protecting Groups in Organic Synthesis, 3ra Edicion,

John Wiley & Sons, 1999). Asi la introduccidén de Fmoc de no ser antes del acoplamiento

con Q, sera después del acoplamiento siguiendo un esquema de desproteccion de los grupos
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G y P seguida por la proteccidn del amino alfa com Fmoc. Los ammoacufiog;s g‘
. ¥
IR
siguiendo la descripcién previa son acoplados con el ligante macrociclico tetraaza
ﬂ;:*h L 4
1
caracteristica es que contenga un grupo reactivo derivatizado en N, que, p?rmi %@%

1cano
1ad¢d

acoplamiento con cualquiera de los aminoacidos descritos. Q esta definido por las formlﬁgéb@in Al

E2 E2
N - /
N'—(CR'R )m-———lTI

1
(C|3R1R2)n (CI:RR )
| (CRTR?)
|
N—(CR'R%)m——N”"

E2
-

donde, n=m=2 o n=2 m=3, R!=R* = H, R comprende hidrégeno, p-nitrobenzil, p-
aminobenzil, p-isotiocionato-benzil, p-bromoacetamido-benzilo, ﬁp—cianobenzil, 4-
aminobutil- o derivados de estos y E*=E® y son diferentes a E> donde E* E* y F’
comprenden metilcarboxilatos, metilcarboxiamidas, metilfosfonatos, metilsultonatos,
metilnitrilos, alquilos de un atomo de carbono hasta veinte, lineales o ramiticados,
cicloalquilos de tres atomos de carbono hasta ocho, arilos simples o condensados de seis
atomos de carbono o derivados funcionalizados de estos. Asi para aminoacidos con grupos
amino o alcoholes (F = -NH,;, -OH) es requisito que Q contenga un acido carboxilico libre
en E’° unido a N’ para acoplarse por técnicas estdndares de activacién (Ej.
diciclocarboxidiimida, DCC; h:idroxisuccinimida; NHS, o tetrametil amonio benzotriazol
hexapentafluoruro; HBTU o similares), en forma de €ster reactivo o como halogenuro de
acilo a los grupos amino y alcoholes libres de los aminoacidos (F = -NH; o OH) , mientras

las demas funcionalidades de ligante derivatizadas en N, N7, N'”’ estan protegidas con
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grupos labiles a condiciones acidas (Ej. fert-butilcarbamato; Boc, ferf-butilo; Bu) doss 1
. , | instiiuio
aplicacion en sintesis de péptidos en fase solida. Por otro lado para el acoplamientd,gansican

L . . ‘salz Propiedad
grupos con aminoacidos con F= -COOH se requiere que Q este derivatizado COTf L o ki o}

cadena que contenga un sélo grupo funcional alcohol o amino libre en N’ en donde el

. 5 acoplamiento se da como descrito anteriormente generando €steres o amidas segin sea el
caso, mientras las demas funcionalidades de ligante derivatizadas en N, N, N'” estan

protegidas con grupos labiles a condiciones acidas. Finalmente para aminoacidos con grupo

funcional libre tiol, F= -SH, el acoplamiento se realiza con un ligante Q con una

funcionalidad del tipo maleimida en N’ (Sherry, A.D. et al. J. of Supramolecular
10  Chemistry, 2003, 2(1-3), 1-15).
El aminoacido acoplado al ligante asi generado puede estar como acido libre P = H ,

protegido con algin grupo protector como benzilo, 2-cianoetilo facil de remover (Greene,

. T.W.; Wuts P.G.M.; Protecting Groups in Organic Synthesis, 3ra Edicion, John Wiley &

Sons, 1999) o a partir del 4cido libre se puede generar un éster reactivo como se describe en

1. la literatura tal como succinimidil o pentafluorofenil o halogenuro de acilo, prefiriéndose

los derivados de succinimidil o pentafluorofenil ya que estos derivados permitirian
directamente la formacidén de un enlace covalente con un grupo amino alfa de otro
aminoacido durante la sintesis de péptidos en fase sélida o l_i_:quida. Como se menciono en

los antecedentes no se han reportado metodologias sintéticas que permitan posicionar un

. 20  ligante o molécula dentro de un péptido en otro residuo que no sea el aminoacido terminal,
siempre y cuando este tenga el grupo amino terminal libre, o en grupos amino epsilon de

lisina. Para lograr esto ultimo durante las técnicas de sintesis quimica de péptidos se tienen
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con un grupo protector 14bil a condiciones diferentes a los grupos protetores chmi
utilizados durante el proceso (Ejemplo: fluorenilmetilcarbamato; Fmoc, o tert-
butilcarabamato; Boc). Sin embargo, este proceso ademds de limitar la posicion de la
molécula de marcaje dificulta el multimarcaje de péptidos con diferentes ligantes o
moléculas. En la literatura se ha reportado la sintesis de derivados de lisina de ligantes
como TPEN, Fulereno, DOTA en donde dichos derivados se han utilizado para marcar
secuencias peptidicas en un aminoacido de lisina originalmente presente en el péptido, sin
embargo en dichos estudios no se pretende generar bibliotecas péptido-ligante y por ser
limitada a lisina y a que la secuencia contenga dicho aminoacido no se puede determinar el
efecto de tener el ligante en un sistema rigido como seria el caso de fenilalanina. Por otro

lado no se tienen reportes del uso de derivados de aminoacidos de ligantes macrociclicos

tetraaza para el acoplamiento de dos secuencias peptidicas.

Por 0ltimo en este invenciéﬁ se demuestra la aplicacion de los derivados de aminoéacidos de
ligantes protegidos con Fmoc en el amino alfa del aminoacido mientras que los grupos
funcionales E* vy E> de Q de requerirlo estan protegidos con grupos protectores l4biles a
condiciones acidas comunmente utilizadas en sintesis de péptidos en fase solida via Fmoc
(SPFS-Fmoc) en la construccidn de sistemas peptidicos trifuncionales utilizando esta
misma técnica. Estos sistemas se caracterizan por contar con un péptido X constituido por
los aminodcidos aaj, aa;, ... que puede tener una biofuncién especifica X, unido a otro

péptido XX constituido por los aminoicidos aas, aay, ... con biofuncién especitica XX




SR R
Y .
7 s ORI, N O
1 i :g T :
Iy j Ve 5
g j

r - g

- iy Ii'-. -
rmapws: Tegpres -pr o op -r-
14w 5 1= 4 - | "

-------------------- e

N M ey o v = WA

. , IRE

mediante un aminoacido derivatizado con un ligante macrociclico tetraaza Q de del gt

férmula 2 el cual al formar un complejo metalico con un metal paramagnético
faexicano

radioactivo, M genera un sistema trifuncional. ‘e 12 Pro ﬁi@ﬂa@
ustrial
M0 fngustris

|
=
@ i

—X—X%aazi-——-aaS—-)—HN COO——aa;—aa,—Tr;,

.-

De esta forma la presente invencidn es ejemplificada con la sintesis de
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{BuOOC COOH
) NS A

HOOC / \——/ \ COO0OBu

EJEMPLOS

p-Nitro-L-Fenilalanina
L-Fenilalanina (5g, 30.2mmol) fue disuelta en H;SO4 concentrado (17g) a
temperatura ambiente por 2 horas adquiriendo la solucién una tonalidad amarillo ligero. La
solucién fue puesta en un bafio de hielo a 0°C; seguida de la adicién lenta de HNOs;
20  concentrado (4.56 g), cambiando el color se la solucion resultanet de un amarillo ligero a

un color naranja. La disolucién final se deja a 0°C por 1 hr, y por 4 hr a temperatura

ambiente. Se agregan unos cubos de hielo a la solucidn resultante y se neutraliza el exceso
de acido adicionando NH4;OH hasta llegar a un pH 6.7, formado un precipitado blanco. La

supencion resultante se mantiene en refrigeracidon por 2 hr hasta llegar 0°C. El solido se

25  filtra y se lava con agua DI fria. El s6lido recuperado fue disuelto en agua DI caliente (45
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ml) y se deja enfriar a temperatura ambiente para obtener cristales amanllt) ipalrﬁo: los U &

.........

—"‘—wm

cuales se filtran y se lavan con agua DI fria. Rendimiento 3.2 g (54%). 'H WZOO Nz ity ie

D,0/NaOH) & 8.2(d,2H,0,N-C-CH-,arom.),7.4(d, 2H, -CH-, arom. ),3.6(t, lHq-N _CHYGDLSanT
2is mpiem
), 2.9(m,2H, - CH,- ) BC(200MHz,D,0/NaOH) § 182(-COOH), 146(-C-, arom.), F 5@z trin

5  NO,, arom), 130(-CH-, arom), 124(-CH- arom.), 59(-CH-NH;), 39(-CH,-). IR (sélido, KBr,

cm™); 3251, 2940, 2844.

No-(9-Fluorenilmetoxicarbonil)-p-nitro-L-Fenilalanina

p-nitro-L-Fenilalanina (1g, 4.73 mmol) fue disuelta en una mezcla de dioxano (Sml)

y una solucion al 10% de NayCO; (ml) La solucidén resultante fue puesta en un bafio de
hielo a 0°C. Seguida de la adicion lenta de una solucién de cloruro de 9-
fluorenilmetilcarboniol (1.68g, 1.05 equiv.) en dioxano (Sml), el matraz de reaccion se
purga con N, vy se dejo en agitacién a temperatura ambiente por 2 dias. La solucién fue
concentrada, evaporando el solvente, se adiciona agua DI (10ml) y se ajusta el pH a 2 con
15  4cido clorhidrico concentrado, observandose la formacién de sélidos. Los sélidos fueron

filtrados y tomados disueltos en acetato de etilo (200ml) caliente y lavados con agua DI

(2*200 ml). La fase organica se seca con Na;SO,4 y se evapora el solvente, obteniéndose un
s6lido amarillo. Rendimiento 1.58g (75%). 'H RMN (200 MHz, DMSO-d) & 8.0(d, 2H,
0,N-C-CH-,arom.),7.8(d, 2H, -CH-, arom),7.6-7.1 (m, 8H, Fmoc), 6.8(d, 1H, -CH- ,
20 Fmoc), 4.1 (m ,1H, -CH-NH-), 1.8(s, 1H, -O-CH-), 1.0(t, 2H, -CH2-CH). >C RMN (200
MHz, DMSO-d) & 174(-CO,H), 158(HN-CO,-), 148-138 (arom.), 130-118(arom, Fmoc),
64(-CH,-, Fmoc,), 46( HN-CH-), 18 (-CHa-). IR (s6lido, KBr, cm™) 3428, 3277, 1661

Na-(9-Fluorenilmetoxicarbonil)-p-nitro-L-Fenilalanina benzil ester

A una solucién de N-(9)-p-nitro-L-Fenilalanina (0.9g, 2.01lmmol) en acetonitrilo

(10ml) con N,N diisopropiletilamina (0.28g, 1.1 equiv.), se adiciond una solucién de
bromuro de bencilo (0.36g, 1.05 equiv.) en acetonitrilo (3ml) lentamente. El matraz de

reaccion se purga con Nj y la reaccidn se mantiene en agitacion a temperatura ambiente por
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3 dias. Se evapora el solvente a sequedad y se adiciona CHCI3 (30ml) y se 1axja c%n;aguzﬂ DI » j;‘
i S

(2* 30ml). La fase organica fue colectada y se seca con NaySOy, se evaporo=cl Lsol'vlen“teﬁ;;ﬁ;

obteniéndose un sélido blanco. Rendimiento 0.73 g (67%). RF =0.51(TLC, Si0,, 60%/g9% a0
Hexanos/Acetato de etilo). '"H RMN (200 MHz, CDCl) & 8.0(d, 2H, bNicrgpiedsad
,arom),7.8(d, 2H, -CH-,arom.), 7.6-7.2(m, 15H, arom. Fmoc, Bn), 7.0(d, 1H, -CH-, ljnqgc%!wli el
5.3(m, 2H, -O-CH,-,Fmoc) 4.5(m, 2H, -O-CH,-, Bn), 4.1(t, 1H, -HN-CH-), 1.3(s, 2H, -
CH,-),’C RMN (200 MHz, CDCl3) 8178(-CO,), 159(HN-CO,-), 144(-C-NO,, arom.),
142(-C-, arom.), 140-145(arom.Fmoc,Bn) 130-135 (arom Fmoc,Bn.), 124(arom.-CH-),
120(arom. -CH-,), 79 ( O-CH;-,Bn), 77(0O-CH,-, Fmoc), 60(-CH-NH), 24(-CH,). IR

(s6lido, KBr, em™), 3433, 2961, 1725, 1601

No-(9-Fluorenilmetoxicarbonil)-p-amino-L-Fenilalanina benzil ester
Noi-(9-Fluorenilmetoxicarbonil)-p-nitro-L-Fenilalanina benzil éster (0.7g, 1.3mmol)
y polvo de zinc (0.42g, 6.53mmol) fueron suspendidos en etanol (15ml), seguido de la
adicidn de acido acético glacial (15ml). La suspensién formada se dejo en agitacidén y bajo
reflujo a 60°C por 1 dia. Se evapora todo el solvente y el producto se purifica por
cromatografia en columna (silica gel 60, 70-230 mesh), utilizando como eluente 60%/40%
Hexanos /Acetato de etilo, las fracciones conteniendo el producto se recolectan y se

evapora el solvente obteniéndose un sélido amarillo palido. Rendimiento 0.35 g (53%). Rf=

0.56 (TLC, SiO,, 60% Hexanos/40% Acetato de etilo) 'H RMN (200 MHz, CDCl3) &
7.8(d, 2H, arom.Fmoc,Bn),7.6(d, 2H,-HC-CH-C-,arom J=7.8), 7.2-7.4 (m, 11H, arom.
Fmoc, Bn), 6.8(d, 2H, H,N-C-CH-,arom,J=7.8), 6.6(d, 2H,-O-CH2-, Bn), 5.2(m, 2H, -HC-
O- Fmoc), 4.8(s, 1H, -N-CH-CO-),3(d, 2H, -CH,-).°C RMN (200 MHz, CDCl3) & 145(-
COy), 143(HN-CO;,-), 140-145(arom.Fmoc,Bn) 130-135 (arom Fmoc,Bn.), 120(arom.),
115(arom. —H2N-CH-,), 48 ( HN-CH-), 15-CH,-). IR (s6lido, KBr, cm™), 3337, 2966,
1780, 1470



. 1,4,7-tris(tert-butilacetato)-1,4,7,10-tetraazaciclododecano-10-N,-(9-
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Fluorenilmetoxicarbonil)-p-acetilamida-L-fenilalanina

s

Na-(9-Fluorenilmetoxicarbonil)-p-amino-L-Fenilalanina benzil éster”
mmol) v fueron disueltos en acetonitrilo (10ml), seguido de la adiciéon de 1,4,7-tris(tert-
butilacetato)-1,4,7,10-tetraazaciclododecano-10-succinimil-acetato (0.4 g, 1 equiv.) en 5 ml
de acetonitrilo. La solucidon se purga con nitrégeno y se deja en en agitacion por 1 dia. Se
evapora todo el solvente y el producto se pasa por un fitlro de silica (silica gel 60, 70-230
mesh), utilizando como eluente Acetato de etilo, las fracciones se colectan y el solvente se

evapora obteniéndose un aceite amarillo, el cual se disuelve en 1sopropanol (20 mL) yala

solucién se le agrega 0.2 g de catalizador 10% Pd-C. La mezcla de reaccidn se coloca en
un equipo de hidrogenacion Parr y se purga con hidrégeno (10x) y finalmente la presion se
mantiene a 35 psi por dos dias. El catalizador es filtrado y el disolvente evaporado dando
un s6lido amarillo. Rendimiento 0.55 g (95%). '"H NMR (270 MHz, CDCls) & 11.37 (s,
1H, DOTA-CH,-CONH-) 7.69-7.20 (m, 12H, arom.), 6.13 (s, 1H, -CH-NH-Fmoc), 5.07
(bs, 1H, -CH-(Fmoc)), 4.41 (bs, 2H, -CH,-(Fmoc)), 3.90-2.70 (bm, s, 26H,-CH>-N,-
CH,CO-, DOTA), 1.41 (s, 27H, -C(CHs)3); “C NMR (270 MHz, CDCL) & 174.5 (-
COOH), 172.2-170.6 (-COOtBu, -COONH-), 155.6 (O-CO-NH, Fmoc), 145.4 (Fmoc,
arom.), 144.3 (Fmoc, arom.), 137.3, 133.5 (arom.), 129.9 (Fmoc arom), 128.4 (arom.),
128.2, 126.9.8, 125.5 (Fmoc, arom.), 119.5 (arom.), 81.6 (C-(CH3)3), 66.2 (-CH;-,Fmoc),
56.9-47.3 (-CH-, Fmoc; -CH,-, -CH,COOtBu, DOTA; -CH-NH, CH;-CONH-), 37.5 (-

CH,-), 27.9 (-C(CHs);
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estandares de quimica Fmoc. El péptido fue sintetizado a escala 0.1 mmol en ung i@smaﬁ Qd":; ??ﬁ
Ple

Rink Amide usando acoplamientos simples usando 2 equivalentes del aminoacido Fmoc

La sintesis de péptidos en fase soélida se llevd a cabo manualmente siguiendo protocoles;

protegido, 2 equivalentes de agente acoplante (HBTU), 2 equivalentes de auxiliar de
supresion de racemizacion (HOBT) y 6 equivalentes de diisopropiletilamina en DMF
para cada acoplamiento. Después de cada acoplamiento se hizé un capado de los
grupos aminos libres sin reaccionar con una solucion de anhidrido acético 4.75 %v/v en
NMP a temperatura ambiente, seguido de la remocion del grupo Fmoc con piperidina al
20% en DMF. Los procesos de acoplamiento, capado y desproteccion fueron
monitoreados mediante la prueba de ninhidrina. Una vez obtenido el péptido deseado se
lleva a cabo la remocidn del péptido de la resina y remocion de grupos protectores de

cadenas laterales mediante el tratamietno de la resina con 4cido ftritfluoroacético:
tioanisol: 1,2-etanoditiol: anisol (9:0.5:0.3:0.2) a 25°C por 2 horas. La resina es
removida por filtracién y el filtrado es concentrado mediante un flujo de nitrégeno. El
péptido es precipitado con éter dietilico frio (-20°C) se filtra, se lava con é€ter frio, se

seca y finalmente es redisuelto en acido acético al 10%. El péptido es purificado por

cromatografia de liquidos de alta resolucion, liofilizado y caracterizado por ESI-MS.

Para el péptido sintetizado como ejemplo se utilizaron los aminoacidos acido -Ng-Fmoc
aspartico (D), 1,4,7-tris(tert-butilacetato)-1,4,7,10-tetraazaciclododecano-10-N-(9-

Fluorenilmetoxicarbonil)-p-acetilamida-L-fenilalanina (F-DOTA), y Fmoc- glicina (G).
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H,N-G(F-DOTA)D-CONH,, Anal. HPLC. Rt = 10.7 min, ESI-MS ‘['.‘ +H]‘f-=~ J7i>;
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(calcd. 738), [M-H] 736, (calcd. 736). hmuuiﬁ
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1,7-(terbutoxicarbonil)-1,4,7,10-Tetraazaciclododecano
. 5 1,4,7,10-Tetraazaciclododecano (100 mg, 0.58 mmol) y (N (terbutoxicarboniloxi))-

succinimida (249 mg, 1.16 mmol) se disolvieron en 10 ml de acetonitrilo y se dejaron

en agitacion continua durante tres dias. El disolvente se evapora y al residuo se le

agrega agua DI ajustando (20 mL) y el pH es ajustado a 12 mediante adicién de una
soluciéon de NaOH vy el producto es extraido con éter etilico (3x20 mL). La fase

10 organica es colectada y secada con NaySO4 v el solvente evaporado dando un residuo

aceitoso incoloro. Rendimiento 98%. 'H RMN (200 MHz, CDCls) & 3.08(8H, m, -CH,-

N) 2.65 (8H, m,-CH,-N) 1.45(18H, s,-CH;) C RMN (200 MHz, CDCls) & 155 (-CO»-

) 76.45 (C-0) 50.9 (-CH,-N) 48.3 (-CH,-N)

‘l’ 1,7-(benciloxicarbonil)-1,4,7,10-Tetraazaciclododecano

1,4,7,10-Tetraazaciclododecano (100 mg, 0.58 mmol) se disuelve en 10 ml de
acetonitrilo y se mezcla con (N-(benciloxicarboniloxi))-succinimida (289 mg, 1.16
mmol) en agitacion continua. La mezcla de reaccion se deja reaccionar durante tres dias
al final de los cuales se evapora el acetonitrilo. El residuo se toma en NaOH (20% w/v

,10 ml) y se extrae con éter etilico (4x15 mL). Las fracciones organicas se colectan y se

secan con Nap,SQy, el solvente se evapora. Rendimiento 83%. 'H RMN (200 MHz,

CDCL) & 7.34(10H,s, arom. Bn) 5.15(4H,s, -CH,-,Bn) 3-2.8(16H,m,N-CH,-) -C
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RMN (200 MHz, CDCLs) § 158(-CO2) 138(-C-, arom) 128 (-CH- arom) 12%(:CH-,* .~ |

arom) 70(-CH3-0O) 52-48(-CH,-N)

Acido 4,10-bis(tert-butil acetato)-1,4,7,10-Tetraazaciclododecan-1,7-diacético

. 5 1,7-(terbutoxicarbonil)-1,4,7,10-Tetraazaciclododecano (200 mg, 0.54 mmol) fuerpon
disueltos en 10 mL de acetonitrilo junto con diisopropiletilamina (208 mg, 3 equiv.). A

la solucidn resultante se le agregan 5 mL de una solucién de bromoacetato de bencilo

(252 g, 2.05 equiv.) en acetonitrilo y se dejd en agitacion a temperatura ambiente por 1
dia. El solvente se evapora y el residuo resultante se ﬁasa por un pequefio filtro de silica
10 usando acetato de etilo como eluente. La fraccién orgéanica se evapora y el residuo se
redisuelve en agua con acido clorhidrico 1 M (10 mL) y la solucidn se deja agitando por

1 dia. El disolvente se evapora y el residuo se disuelve en acetonitrilo junto con

diisopropiletilamina (208 mg, 7 equiv.). A la solucén resultante se le agregan 5 mlL de

una solucién de bromoacetato de tert-butilo (215 mg, 2.05 equiv.) en acetonitrilo y la

mezcla se agita por 1 dia a temperatura ambiente. El solvente se evapora y el residuo se
pasa por un filtro de silica usando acetato de etilo como eluente. El solvente es
evaporado y el residuo es disuelto en tert-butanol y a la solucidon resultante se le agrega
0.2 g de catalizador 10% Pd-C. La mezcla de reaccion se coloca en un equipo de
hidrogenacién Parr y se purga con hidrégeno (10x) y finalmente la presion se mantiene

a 35 psi por dos dias. El catalizador es filtrado y el disolvente evaporado dando residuo

aceitoso. Rendimiento 250 mg (90%). 'H NMR (270 MHz, CDCls) & 3.45 (s, 4H), 3.28

(s, 4H), 3.06 (s, 4H), 2.93 (s, 8H), 1.47 (s, 18H); >C NMR (270 MHz, CDCl;) § 176.3
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(-COOH), 167.5 (-COOtBu), 83.7 (-C(CHs)s), 58.0 (CH,-COOH),

cyclen), 51.7(-CH,-COOtBu ), 51.2 (-CH,- , cyclen), 27.9 (-C(CHz)s)

Proceso de union de péptidos en fase liquida
A una mezcla de 1 equvalente del Acido 4,10-bis(tert-butil acetato)-1,4,7,10-
Tetraazaciclododecan-1,7-diacético, 2 equivalentes de agente acoplante (HBTU) y 6
equivalentes de diisopropiletilamina en DMF se mezclan con 2 equivalentes del péptido
conteniendo 1 sélo grupo amino libre mientras otros grupos funcionales interferentes
(hidroxilo, tiol, 4cido carboxilico) no estan presentes o estan protegidos. El producto se
purifica por comatografia de liquidos de alta resolucidon y se caracteriza como indicado

anteriormente.
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Habiendo descrito suficiente mi invencidén, considero como una novedad y p or 1 taﬂt

}Hﬁdﬁﬁ
reclamo como de mi exclusiva propiedad, lo contenido en las siguientes claugniss pf@ﬁmd ad
Industriz!
. 5 1. Un proceso para generar compuestos N’, N**” monofuncionales de formula
E> 2
L %
T —(CR'R )m—lrl
CRR’
@ (CR'R*)n GRR)
I (CR'R?)
|
- (CRTRY)M—N”
CRIREM—NC
E2
10 .

donde n=m=2 o n=2 m=3, E*=R'=R’=H, R comprende hidrégeno, p-nitrobenzil, p-

aminobenzil, p-isotiocionato-benzil, p-bromoacetamido-benzilo, p-cianobenzil, 4-

aminobutil- o derivados de estos y E° comprende metilcarboxilatos,

metilcarboxiamidas, metilfosfonatos, metilsulfonatos, metilnitrilos, alquilos de un

atomo de carbono hasta veinte, lineales o ramificados, cicloalquilos de tres atomos

de carbono hasta ocho, arilos simples o condensados de seis 4tomos de carbono o

derivados funcionalizados de estos.

El proceso caracterizado por los siguientes pasos:

1) Inicia mezclando 1 equivalente de un derivado macrociclico tetraaza segun la

formula 1 donde n=m=2 o n=2 m=3, E’=E’=R'=R*=H y R comprende

hidr6geno,  p-nitrobenzil, = p-aminobenzil,  p-isotiocionato-benzil, p-
bromoacetamido-benzil, p-cianobenzil, 4-aminobutil- o derivados de estos, con

2 equivalentes de derivados de succinimidil o pentafluorofenil de tert-
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butilcarbamato, fluorenilmetilcarbamato y benzilcarbamato a los gualestsethdce -~ -~
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referencia como Boc, Fmoc y CBz, en un disolvente no polar como hexanfi LITLLC
fericans

. y, 4 *fM 4 C P . |

benceno, cloroformo, diclorometano o polar aprético como, acetOgmifrilgs i’a‘i@i@@;a(&
fdusiis!

etilico o THF a una temperatura de -75 a 70 °C. La mezcla se agita por un
periodo de hasta 36 horas, al final de la cual se remueve el disolvente por
evaporacion y el residuo obtenido 'se disuelve en una mezcla de un solvente
organico tal como diclorometano o cloroformo y agua basica o neutra. La fase
organica se separa y se seca con una sal inorganica anhidra y el solvente de la

fase orgénica se evapora.

2) El producto obtenido de formula

ES E2
A - /
N —(CR'R“)m——N

\ |
CRR
(CR'R?)n (I )
‘ (CR'R?)
|
N~—(CR'RH)m—N~
E2
-1-

donde n=m=2 o n=2 m=3, E>= Boc, CBz o Fmoc, E>=R'=R*=H y R comprende
hidrégeno, p-nitrobenzil, p-aminobenzil, p-isotiocionato-benzil, p-bromoacetamido-
benzil, p-cianobenzil, 4-aminobutil- o derivados de estos se hace reaccionar en
disolventes no polares como hexanos, ciclohexano, benceno, cloroformo,
diclorometano o polares apréoticos como acetonitrilo, €ter etilico o THF a una
temperatura de -75 a 70°C con 2 a 5 equivalentes de compuestos electrofilicos que
contienen en su estructura haldgeno, tosilatos, triflatos, epoxidos, tiocianato o

isocianato en presencia 2 a 5 equivalentes de una base organica como trietilamina,




28

diisopropiletilamina, piridina o inorgdnica como carbonatos o bigaft

metales como sodio, potasio, cesio por un tiempo de 6 a 32 horas. instltuto

M A HE W T i
.. o : ., ., ALY AL
3) Seguida de la_j purificacién, remocion de los grupos protectores (C%Z? g?%-’-%g?i@ dad

sirtat
Boc) y purificaciéon del producto se obtienen los productos descritos p‘orliq%! Bl

féormula

E3\ ==
T’—(CR1R2)m-——l :
CRR
(CR'R?)n (l )
| (CR'R?)
|
N~——(CRTRH)mM—N”~
NTTERRIMTIN

10 =

ES

-1-
donde n=m=2 o n=2 m=3, E*=R'=R*=H, R comprende hidrégeno, p-nitrobenzil, p-

aminobenzil, p-isotiocionato-benzil, p-bromoacetamido-benzilo, p-cianobenzil, 4-

aminobutil- o derivados de estos y E’ comprende metilcarboxilatos,

metilcarboxiamidas, metilfosfonatos, metilsulfonatos, metilnitrilos, alquilos de un

jtomo de carbono hasta veinte, lineales o ramificados, cicloalquilos de tres atomos
de carbono hasta ocho, arilos simples o condensados de seis dtomos de carbono o

derivados funcionalizados de estos.

2. Un proceso de para generar compuestos N, N™7; N, N’""bifuncionales de formula

20 3 2
. E\ /E

N'—(CR’ Rz)m-——ITI
((I:Fa1 R4)n (?Rm
l (CR'R?)
|

N~—(CRTREYM—N~

E2
-1-
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3:
donde, n=m=2 o n=2 m=3, R'=R*=H, R comprende hidrégeno, p-nitr¢ e
Indusiria’
aminobenzil, p-isotiocionato-benzil, p-bromoacetamido-benzilo, p-cianobenzil, 4-
aminobutil- o derivados de estos. E* vy E’ son diferentes y comprenden
metilcarboxilatos, metilcarboxiamidas, metilfosfonatos, metilsulfonatos,
metilnitrilos, alquilos de un atomo de carbono hasta veinte, lineales o ramificados,

cicloalquilos de tres 4&tomos de carbono hasta ocho, arilos simples o condensados de

seis atomos de carbono o derivados funcionalizados de estos.

El proceso caracterizado por:

1) Mezclar 1 equivalente de un compuesto N, N”'" monofuncional cuya tormula
es descrita en la reivindicacion 1 en disolventes no polares como hexanos,
ciclohexano, benceno, cloroformo, diclorometano o polares apréticos como
acetonitrilo, éter etilico o THF a una temperatura de -75 a 70°C con 2 a 5
equivalentes de compuestos electrofilicos conteniendo haldgeno, tosilatos,
triflatos, epoxidos, tiocianato o isocianato en presencia 2 a 5 equivalentes de
una base orgadnica como trietilamina, diisopropiletilamina, piridina o inorganica
como carbonatos o bicarbonatos de metales como sodio, potasio, cesio por un

tiempo de 6 a 32 horas. Seguida de la purificacién se generan los productos

descritos.
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E° E2
AN /

N'—(CR'R¥Ym—N
l ( ) | ‘s la Propledac

(CR'R?)n (?RR1) Indusinia!
| (CR'R?)
|
N~—(CRIRZ2y——N<”~
NTERR N

E2
-

donde, n=m=2 o n=2 m=3, E’=E'=R'=R* = H, R comprende hidrégeno, p-
nitrobenzil, p-aminobenzil, p-isotiocionato-benzil, p-bromoacetamido-benzilo, p-
10 cianobenzil, 4-aminobutil- o derivados de estos y E’ comprende metilcarboxilatos,
metilcarboxiamidas, metilfosfonatos, metilsulfonatos, metilnitrilos, alquilos de un
atomo de carbono hasta veinte, lineales o ramificados, cicloalquilos de tres atomos

de carbono hasta ocho, arilos simples o condensados de seis atomos de carbono o

derivados funcionalizados de estos.

El proceso caracterizado por:

DInicia mezclando 1 equivalente de un compuesto N, N*” diprotegido de térmula

E? E2
\ g 102 /
T —(CR'R )m—ITl
1
(CR'R?)n (?RR )
i o
N~—(CRTR?)m—N"
EZ/ \ E3

_1-
donde n=m=2 o0 n=2 m=3, E*= Boc, CBz o Fmoc, E'=E’=R'=R*<H y R comprende

hidrégeno, p-nitrobenzil, p-aminobenzil, p-isotiocionato-benzil, p-bromoacetamido-
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benzil, p-cianobenzil, 4-aminobutil- o derivados de estos, en disolvent&s howpoldres }j ,i

como hexanos, ciclohexano, benceno, cloroformo, diclorometano o "“pO‘:} Qﬁi‘i’;uiﬁ

vievicanao
L PrsPledad

1 equivalente de compuestos electrofilico conteniendo halégeno, tosilatos, trim%ls{giﬂ@}

aproticos como acetonitrilo, éter etilico o THF a una temperatura de -7.58§

v
e

epoxidos, tiocianato o isocianato en ausencia de base por un tiempo de 6 a 32 horas
dependiendo del rendimiento deseado. Se remueve el disolvente por evaporacion y

el residuo obtenido se disuelve en una mezcla de un solvente organico tal como

diclorometano o cloroformo y agua basica o neutra. La fase organica se separa y se
seca con una sal inorganica anhidra y el solvente de la fase organica se evapora
generando compuestos N monofuncionales, N, N** diprotegidos dados por la

formula 2

E5 E2
N oS
N (CR'R")m l?l
1
((‘3R1 R?)n ((ERR )
l (CR'R?)
|
N“——(CRIR® ) mM—N~
E2
-

donde, n=m=2 o0 n=2 m=3, E*=Boc, Fmoc o CBz, E’=R'=R* = H, R comprende
hidrégeno, p-nitrobenzil, p-aminobenzil, p-isotiocionato-benzil, p-bromoacetamido-
benzilo, p-cianobenzil, 4-aminobutil- o derivados de estos donde y E’ comprende
metilcarboxilatos, metilcarboxiamidas, metilfosfonatos, metilsulfonatos,
metilnitrilos, alquilos de un dtomo de carbono hasta veinte, lineales o ramificados,

cicloalquilos de tres 4&tomos de carbono hasta ocho, arilos simples o condensados de
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seis atomos de carbono o derivados funcionalizados de estos. S

purificacidén, remocién de los grupos protectores (CBz, Fmoc o Boc) y punﬁcadlonat !iLl &@
tigxicano
5 12 Propiedad
industirial

.1

se obtienen los productos descritos.

4. Un proceso para generar compuestos N'; N°" bifuncionales con t6rmula
E° =
Ny
N —(CR'R“)m—N

| (cl:RR1)

(CR'R?)n
l (CR1 R?)
~—(CR R2)m--——-—--N”'
E2 \ E4
10 _2_

donde, n=m=2 o n=2 m=3, E*= R'=R* = H, R comprende hidrégeno, p-nitrobenzil,
p-aminobenzil, p-isotiocionato-benzil, p-bromoacetamido-benzilo, p-cianobenzil, 4-
aminobutil- o derivados de estos donde E* y E’ son diferentes y comprenden

metilcarboxilatos, metilcarboxiamidas, metilfosfonatos, metilsulfonatos,

metilnitrilos, alquilos de un atomo de carbono hasta veinte, lineales o ramificados,

cicloalquilos de tres atomos de carbono hasta ocho, arilos simples o condensados de
seis atomos de carbono o derivados funcionalizados de estos.

El proceso caracterizado por los siguientes pasos:
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N'—(CR'R*)m—N

|
1
(clzR“ R%)n (CI\'RR )
1 ()
rr 12\ N[77~
/N (CR R )m N\ E4

E2

-
donde, n=m=2 o n=2 m=3, E*=Boc, Fmoc o CBz, E*=R'=R* = H, R comprende
hidrogeno, p-nitrobenzil, p-aminobenzil, p-isotiocionato-benzil, p-bromoacetamido-
benzilo, p-cianobenzil, 4-aminobutil- o derivados de estos y E° es un grupo tal como
metilcarboxilatos, metilcarboxiamidas, metilfosfonatos, metilsulfonatos,
metilnitrilos, alquilos de un atomo de carbono hasta veinte, lineales o ramificados,
cicloalquilos de tres atomos de carbono hasta ocho, arilos simples o condensados de
seis atomos de carbono o derivados funcionalizados de estos en disolventes no
polares como hexanos, ciclohexano, benceno, cloroformo, diclorometano o polares
aproticos como acetonitrilo, €ter etilico o THF a una temperatura de -75 a 70°C con
1 a 2 equivalentes de un agente electrofilico conteniendo haldgeno, tosilatos,
triflatos, epoxidos, tiocianato o 1socianato pero con substituyente diferente al que se
encuentra en E° mas 1 a 3 equivalentes de una base organica u inogénica no
nucleofilicas. Seguida de la purificacion se realiza la remocién de los grupos

protectores (CBz, Fmoc o Boc) y puriticacion del producto generando asi los

compuestos descritos.
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N"—(CR'R?) N/ industrial
_ N
|
1
((‘DR1 R?)n (CIJRR )
I (CR'R?)
|
N ~<—— CR1R2 m""""""'N'”
N ) <

E2

-
donde, n=m=2 o n=2 m=3, R'=R* = H, R comprende hidrégeno, p-nitrobenzil, p-
aminobenzil, p-isotiocionato-benzil, p-bromoacetamido-benzilo, p-cianobenzil, 4-
aminobutil- o derivados de estos donde E*, E*y E’ son diferentes y comprenden
metilcarboxilatos, metilcarboxiamidas, metilfosfonatos, metilsulfonatos,
metilnitrilos, alquilos de un atomo de carbono hasta Veinfe, lineales o ramificados,
cicloalquilos de tres 4tomos de carbono hasta ocho, arilos simples o condensados de

seis atomos de carbono o derivados funcionalizados de estos.

El proceso caracterizado por:

1) Inicia mezclando 1 equivalente de un compuesto N'; N'°° bifuncional de

formula E5 E2
’ 12 /
T —(CR'R )m----—-lTl
CRR’
(CR'R?)n (I )
' (CR'R?)
|
N“—(CRIR YM—N~
/ ( ) \ 4
= =

.

5. Un proceso para generar compuestos N, N ;N”; N”*” trifuncionales con ff)l‘mull?a? SUIULD
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donde, n=m=2 o n=2 m=3, E°= R'=R“ = H, R comprende hidrogeno, gp gntgo ezl +
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p-aminobenzil, p-isotiocionato-benzil, p-bromoacetamido-benzilo, p-cianobenzilfidstii1itg

MeNicana
aminobutil- o derivados de estos donde E° y E> son diferentes y @dmf%dangdﬂd

_ | | o | | i%’iﬁﬂw trial
metilcarboxilatos, metilcarboxiamidas, metilfosfonatos, metilsulfonatos,

metilnitrilos, alquilos de un atomo de carbono hasta veinte, lineales o ramificados,
cicloalquilos de tres atomos de carbono hasta ocho, arilos simples o condensados de

seis atomos de carbono o derivados funcionalizados de estos en disolventes no
polares como hexanos, ciclohexano, benceno, cloroformo, diclorometano o polares

aproticos como acetonitrilo, éter etilico o THF a una temperatura de -75 a 70°C con
2 a 5 equivalentes de compuestos electrofilicos conteniendo haldgeno, tosilatos,
triflatos, epoxidos, tiocianato o isocianato con substituyentes diferentes a los
comprendidos en E*y E> en presencia 2 a 5 equivalentes de una base organica como
trietilamina, diisopropiletilamina, piridina © 1norgdnica como carbonatos o
bicarbonatos de metales como sodio, potasio, cesio por un tiempo de 6 a 32 horas.

Seguida de la purificacion se generan los productos descritos.

6. Un proceso para generar compuestos N'; N, N”, N”” bifuncionales con férmula

E° /E2
N —(CR'R)m—N

| |
CRR

(CR'R?)n (| )
, (CR'R?)

|

N—(CR'RHYm—N”

/ ( m AN 4
= =

-
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aminobenzil, p-isotiocionato-benzil, p-bromoacetamido-benzilo, p-cianobenzilyc4:{iiGc

o , - _ : , laxicane
aminobutil- o derivados de estos y E™=E" y son diferentes a E” dondg By.tlecrliz d o

Fye

. . . . Lo dndusirial
comprenden metilcarboxilatos, metilcarboxiamidas, metilfosfonatos,

metilsulfonatos, metilnitrilos, alquilos de un atomo de carbono hasta veinte, lineales
o ramificados, cicloalquilos de tres atomos de carbono hasta ocho, arilos simples o
condensados de seis d4tomos de carbono o derivados funcionalizados de estos.

El proceso caracterizado por:

1) Inicia mezclando 1 equivalente de un compuesto N™ monofuncional de féormula

E° 2
AN - /
N'—(CR'R%)m—N

l |
RR’
(CR'R?)n ((13 )
| (CR'R?)
|
N“—(CR'R?)m—N~
E2/ ( )m \ E4

.

donde, n=m=2 o n=2 m=3, E=E’=R'=R* = H, R comprende hidrogeno, p-
nitrobenzil, p-aminobenzil, p-isotiocionato-benzil, p-bromoacetamido-benzilo, p-
cianobenzil, 4-aminobutil- o derivados de estos y E> comprende metilcarboxilatos,
metilcarboxiamidas, metilfosfonatos, metilsulfonatos, metilnitrilos, alquilos de un
atomo de carbono hasta veinte, lineales o ramificados, cicloalquilos de tres atomos
de carbono hasta ocho, arilos simples o condensados de seis atomos de carbono o

derivados funcionalizados de estos, en disolventes no polares como hexanos,

ciclohexano, benceno, cloroformo, diclorometano o polares apréticos como
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acetonitrilo, éter etilico o THF a una temperatura de -75 a 70°

equivalentes de compuesto electrofilico conteniendo halégeno, tosilatos, triflatgess UIUED
wiexicang
epoxidos, tiocianato o isocianato que contengan substituyentes diferentsé@ll@;ré%;érﬂgi@d 7
5 . . . Indusiniz

en E’° en presencia de 3 a 5 equivalentes de una base organica u inoganica no

. 5 nucleofilica por un tiempo de 6 a 32 horas. Seguida de la purificacidon se generan los

productos descritos.

7. Un compuesto de férmula

E3 E2
N\ /
10 N'—(CR’ Rz)m-———lTl
1
(cl3R1 R?)n (CI:RR )

l (CR'R?)
|
N——(CR'R)m——N~
( ) \\ E3

. EZ/

_1-

caracterizado porque n=m=2 o n=2 m=3, E’= Boc o Fmoc, E’=R'=R’*=H, R
comprende hidrégeno, p-nitrobenzil, p-aminobenzil, p-isotiocionato-benzil, p-

bromoacetamido-benzilo, p-cianobenzil, 4-aminobutil- o derivados de estos.

8. Un compuesto de formula

20 E° 2
. \N'-—-—(CR1 Rz)m----N/
l |
1
(CR'R?)n (?RR )

, (CR'R?)
|
NZ—(CRIRHM—N"
y ( ) \\
2 B
-
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caracterizado porque n=m=2 0 n=2 m=3, E’= Boc o Fmoc, E'=

comprende hidrégeno, p-nitrobenzil, p-aminobenzil, p—isotiocionato-benm{ ﬁ[ %gitégﬁg
Vi

bromoacetamido-benzilo, p-cianobenzil, 4-aminobutil- o derivados de &diody fﬁﬁi@tm
nausirial

comprende metilcarboxilatos, metilcarboxiamidas, metilfostonatos, metilsulfonatos,

metilnitrilos, alquilos de un atomo de carbono hasta veinte, lineales o ramificados,

cicloalquilos de tres 4&tomos de carbono hasta ocho, arilos simples o condensados de

se1s atomos de carbono o derivados funcionalizados de estos.

9. El proceso para obtener compuestos con f6rmula

10 N - O/

donde G comprende un grupo protector de preferencia Fmoc y P es hidrégeno o un

grupo activador de la funcidn carboxilica tales como succinimidil vy
pentafluorofenil, A comprende cadenas laterales alifaticas, ciclicas o aromaticas
definidas por los aminoacidos de lisina, histidina, fenilalanina, acido aspartico,
treonina, serina, cisteina, tirosina, friptofano o cualquier ofro aminoacido

modificado, donde F comprende grupos funcionales de los aminoacidos

mencionados tales como amino, acido carboxilico, alcohol o tiol funcionalizado con

un ligante macrociclico del tipo tetraaza QQ dado por la férmula
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N ~——— CR'IR2 —NZ

E2

-
donde n=m=2 o0 n=2 m=3, R=R'=R*=H, y E*=E’ y estos son diferentes a E’ donde

E* y E* comprenden metilcarboxilatos, metilcarboxiamidas, metilfosfonatos,

metilsulfonatos, metilnitrilos, alquilos de un 4tomo de carbono hasta veinte, lineales
o ramificados, cicloalquilos de tres atomos de carbono hasta ocho, arilos simples o
10 condensados de seis atomos de carbono o derivados funcionalizados de estos.
Mientras que cuando F es -NH o -O E’ serd un un metilcarbonil unido a N’
mientras las demas funcionalidades de ligante derivatizadas en N, N7, N"”” deberan

estar protegidas con grupos labiles a condiciones acidas (Ej. ferf-butiicarbamato;

Boc, fert-butilo; -Bu) dado su aplicacion en sintesis de péptidos en fase soélida. Por

otro lado cuando F es —CO, E’ serd alquilos de un atomo de carbono hasta veinte,
lineales o ramificados, cicloalquilos de tres atomos de carbono hasta ocho, arilos
simples o condensados de seis atomos de carbono o derivados funcionalizados de
estos conteniendo un grupo amino o alcohol en N’ mientras las demaés
funcionalidades de ligante derivatizadas en N, N, N"”* estan protegidas con grupos

20 labiles a condiciones 4cidas. Finalmente cuando F= -S, el ligante Q tendré en E’ una

funcionalidad del tipo maleimida en N°.
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El proceso caracterizado por

1) Inicia mezclando 1 equivalente del ligante Q segtin la férmula 2

E° =
N - /
N'—(CR'R )m—l?l
((‘3R1 R?)n (CI:RR1)
l (CR'R?)
|
N—(CR'RY))m—N"

E2

-
donde n=m=2 o n=2 m=3, R=R'=R*=H, y E*=E* y estos son diferentes a E> donde
E* y E* comprenden metilcarboxilatos, metilcarboxiamidas, metilfosfonatos,
metilsulfonatos, metilnitrilos, alquilos de un atomo de carbono hasta veinte, lineales
o ramificados, cicloalquilos de tres atomos de carbono hasta ocho, arilos simples o

condensados de seis atomos de carbono o derivados funcionalizados de estos. E° es

un metilcarboxilato cuando F es -NH o —OH o E’ es alquilos de un &tomo de
carbono hasta veinte, lineales o ramificados, cicloalquilos de tres dtomos de carbono
hasta ocho, arilos simples o condensados de seis dtomos de carbono o derivados
funcionalizados de estos conteniendo un grupo amino o alcohol cuando F es —
COOH alternativamente E’ contiene la funcionalidad maleimida cuando F es -SH

rre

mientras las demas funcionalidades de ligante derivatizadas en N, N, N'” estdn
protegidas con grupos labiles a condiciones &cidas (Ej. rert-butilcarbamato; Boc,

fert-butilo; #Bu) en disolventes no polares como hexanos, ciclohexano, benceno,

cloroformo, diclorometano o polares apréticos como acetonitrilo, éter etilico o THF

a una temperatura de -75 a 70°C con 1 equivalente de un aminoécido de férmula
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\G
3.

donde Q no existe y G comprende un grupo protector de preferencia Fmoc y P es

hidrégeno o un grupo activador de la funcion carboxilica tales como succinimidil y

pentafluorofenil, A comprende cadenas laterales aliféticas, ciclicas o aromaticas de

10 lisina, histidina, fenilalanina, acido aspartico, treonina, serina, cisteina, tirosina,
triptofano o cualquier otro aminoacido modificado, donde F comprende grupos
funcionales de los aminoicidos mencionados tales como amino, acido carboxilico,

alcohol o tiol con 1 equivalente reactivo tal como. diciclocarboxidiimida, DCC;

hidroxisuccinimida; NHS, o tetrametil amonio benzotriazol hexapentatiuoruro;

HBTU o similares, en presencia de 3 a 5 equivalentes de una base organica u
inoganica no nucleofilica por un tiempo de 6 a 32 horas. Seguida de la purificacion

se generan los productos descritos.

o

20
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10. Un compuesto de férmula JOEILT e
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F O
HN
\G
_3-

donde G comprende un grupo protector de preferencia Fmoc y P es hidrégeno o un

grupo activador de la funcidon carboxilica tales como succimmidil y
pentafluorofenil, A comprende cadenas laterales alifa’.ticas; ciclicas o aromaticas
10 definidas por los aminoacidos de lisina, histidina, fenilalanina, acido aspartico,
treonina, serina, cisteina, tirosina, triptofano o cualquier otro aminoacido
modificado, donde F comprende grupos funcionales de los aminoacidos

mencionados tales como amino, acido carboxilico, alcohol o tiol funcionalizado con

un ligante macrociclico del tipo tetraaza Q dado por la f6rmula

E> E2
\N'-—-—(CR" Rz)m——N/
|
1
((\3R1R2)n ((IDRR )
‘ (CR'R?)
|
N—(CR'R?)m—N"
E2

20

-
donde n=m=2 0 n=2 m=3, R=R'=R*=H, y E*=E" y estos son diferentes a E> donde

B2 y E* comprenden metilcarboxilatos, metilcarboxiamidas, metilfosfonatos,

metilsulfonatos, metilnitrilos, alquilos de un 4tomo de carbono hasta veinte, lineales
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e
‘5 la Propiedad
mientras las demas funcionalidades de ligante derivatizadas en N, N, N"” de Inehistiiad

Y P
Mientras que cuando F es -NH o -O E’ serd un un metilcarbonil unido i}ﬁ @\T‘PG

estar protegidas con grupos lébiles a condiciones acidas (Ej. feri-butilcarbamato;

Boc, tert-butilo; -Bu) dado su aplicacion en sintesis de péptidos en fase solida. Por

otro lado cuando F es —CO, E’ sera alquilos de un 4dtomo de carbono hasta veinte,

lineales o ramificados, cicloalquilos de tres atomos de carbono hasta ocho, arilos
simples o condensados de seis atomos de carbono o derivados funcionalizados de
10 estos conteniendo un grupo amino o alcohol en N’ mientras las demads
funcionalidades de ligante derivatizadas en N, N7, N’ estan protegidas con grupos
labiles a condiciones 4cidas. Finalmente cuando F=-S, el ligante Q tendrd en E’ una

funcionalidad del tipo maleimida en N’.

20
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RESUMEN

En la presente invencidén se presenta un proceso para la produccién de i e T
3k J{{?

macrociclicos tetraaza diprotegidos N, N'"asi como los procesos de producc1on R I T
] —~
3 ia Propledad

derivados que se pueden obtener a partir de estos tales como compuesﬁcj‘gﬁgﬁﬁriw.

monofuncionalizados N” y N’, N, bifuncionalizados N'y N"""; N "y N, N, N"""; y N,
Ny N’, N y trifuncionalizados Ny N""" y N, N". Asi mismo se presenta un proceso
general para la sintesis de aminoacidos derivatizados con ligantes macrociclicos
tetraaza aunque no limitado a estos protegidos en el grupo amino alfa con Fmoc.
Finalmente se presenta procesos para la unidon de dos péptidos mediante derivados
bifuncionales macrociclico tetraaza y mediante aminoacidos derivatizados con ligantes
de estos lo cual permite generar sistemas trifuncionales con metales paramagneéticos o
radiactivos para la generacion de productos con potencial aplicacidon médica en

diagndstico y terapia de enfermedades.
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Figura o Férmula 1

ES\ /52 EE’\ E2
Ni’——-——(CR"Rz)m—-I?I | N'——_(CR1R2)m——|\Il
CRR’ l CRR'
(CR'R?)n (, 1 ; (CR'RHn (, 1 2))
DL I I vl
‘.’ 12 rrr e 12 yrs
L — ~—(CR —N
N—CRROM—N N—(CRIRO)M—N
2 E 2 E
Figura o Formula 2 Figura o Formula 3
(M)C‘Q
F
\A
—}E-Xkaaﬁl-————aas——)—HN COO——aa—aa—7;

Figura o Formula 4



