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DESCRIPCION

Compuestos quelatos de manganeso basados en macrociclo de tetraazabiciclo adecuados como agentes de imagen
de IRM

Campo Técnico de la Invencion

La invencion se refiere a compuestos quelatos y su uso como agentes de contraste en procedimientos de resonancia
magnética.

Descripcion de Técnica Relacionada

Imagenes por resonancia magnética (IRM) es una técnica de imagen médica en la que se visualizan areas del cuerpo
a través de los nucleos de atomos seleccionados, especialmente ndcleos de hidrégeno. La sefal de IRM depende del
entorno que rodea los nucleos visualizados y sus tiempos de relajacién longitudinal y transversal, T1y T2. Por lo tanto,
en el caso de que el ndcleo visualizado sea un protén, la intensidad de la sefal de IRM dependera de factores como
la densidad de protones y el entorno quimico de los protones. Agentes de contraste pueden ser usados en la IRM para
mejorar el contraste de la imagen. Estos funcionan afectando el tiempo de relajacién T1, T2 y/o T2 * y, por lo tanto,
influyen en el contraste de las imagenes.

Se sabe que los tiempos de relajacion T1, T2 y/o T2 * pueden optimizarse para un agente de contraste paramagnético
quelado mediante modificacion estructural. De particular importancia es la presencia y el tiempo de residencia de una
molécula de agua unida al ion paramagnético y el tiempo de correlacion rotacional del agente de contraste. La
presencia y el tiempo de residencia de una molécula de agua, unida al ion paramagnético, se puede modular mediante
la eleccion del ion paramagnético y la fraccion quelante. El tiempo de correlacion rotacional se puede modular variando
el tamano del agente de contraste.

También se sabe que el ion paramagnético puede interferir con las vias bioldgicas e inducir toxicidad, por lo que el ion
paramagnético necesita ser retenido lo mas posible dentro de un quelato. La capacidad de un quelato para retener el
ion paramagnético, a partir de ahora denotado como estabilidad, también es una propiedad que puede ser modulada
por el disefio estructural de la fraccién quelante. De particular interés es la estabilidad cinética, medida como una vida
media de disociacion, que indica el grado de inercia hacia un entorno quimico alterado (es decir, iones endégenos).

Se conocen varios tipos de agentes de contraste para su uso en IRM. Agentes de contraste para RM de pool
sanguineo, por ejemplo particulas de 6xido de hierro superparamagnéticas, se retienen dentro de la vasculatura
durante un tiempo prolongado. Los mismos han demostrado ser extremadamente Utiles para mejorar el contraste, p.
€j., en el higado, pero también para detectar anormalidades de permeabilidad capilar tales como paredes capilares
con "fugas" en tumores que son un resultado de la angiogénesis tumoral.

La solubilidad del quelato paramagnético en agua también es un factor importante cuando se usan como agentes de
contraste para la IRM porque se administran a pacientes en dosis relativamente grandes. Un quelato paramagnético
altamente soluble en agua requiere un menor volumen de inyeccién y, por lo tanto, es mas facil de administrar a un
paciente y causa menos molestias. Quelatos paramagnéticos solubles en agua, es decir, complejos de un quelante y
un ion metalico paramagnético son bien conocidos - por ejemplo, los quelatos de gadolinio comercialmente disponibles
Omniscan™ (GE Healthcare), Dotarem™ (Guerbet), Gadavist™ (Bayer) y Magnevist™ (Bayer). Debido a su bajo peso
molecular, se distribuyen rapidamente en el espacio extracelular (es decir, la sangre y el intersticio) cuando se
administran en la vasculatura. También son eliminados relativamente rapido del cuerpo. El documento US8540966
muestra la siguiente estructura generalizada:

L——RL__R

) L—R
“O0OC COO cCOO-
N
L—R
N
&N o x
Lo
R—I: COO-

Donde L es un enlazador y R es H o una fraccion de aminopoliol C2-70. Los ejemplos experimentales del documento
US8540966 comparan ciertos quelatos de gadolinio disponibles comercialmente con los quelatos de gadolinio de la
invencion para demostrar un perfil farmacocinético similar a los quelatos de gadolinio disponibles comercialmente pero
con una mayor capacidad de relajacién. El documento US8540966 no describe ningun efecto de las fracciones de
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aminopoliol sobre la inercia de transmetalacion.

El documento EP1931673 muestra la siguiente estructura generalizada:

Cada R en la estructura anterior se define en el documento EP1931673 como un ligando de coordinacion y cada X
comprende al menos un grupo hidroxialquilo C1-6. El documento EP1931673 enfatiza las propiedades de capacidad
de relajacion de los compuestos alli mostrados. Las ensefianzas del documento EP1931673 sefalan que el compuesto
anterior se puede complejar con un ion metélico paramagnético seleccionado de Gd®+, Mn?* y Fe3*, pero en realidad
el foco esta en las estructuras de quelatos que son adecuadas para la formacion de complejo estable de Gd®*, p. €j.,
el siguiente complejo que contiene gadolinio:

OH
HO OH
OH
HO
NH
0 0
o
O- N B
0 0
N Gd¥N
Ho H N
HO N < | 0
HO © HN
OH
o HO
OH
HO
HO  OH

Todos los complejos ejemplificados son heptadentados, ya que cuatro nitrégenos y tres grupos de acido carboxilico
se coordinan con el ion metalico complejado. El efecto perjudicial de los quelatos de manganeso heptadentados se ha
descrito en el documento WO2011073371. El documento EP1931673 no describe ningun efecto de las fracciones de
hidroxialquilo sobre la inercia de transmetalacién.

Como puede apreciarse por los agentes disponibles comercialmente y el enfoque de la técnica anterior, el gadolinio
es el ion metalico paramagnético mas utilizado para los quelatos de IRM. Un complejo de gadolinio
tetraazamacrociclico como agente de IRM se describe en el documento WO2007/042506.

Tetrahedron 2011,67, 8431 -8444 and J. Am. Chem. Soc. 2015, 137, 15548-15557 discuten agentes de contraste de
IRM basados en Mn como alternativas a los agentes de contraste de Gd.

Un complejo de Mn tetraazamacrociclico también se describe en Inorg. Chem. Commun. 2012, 21, 16-20.

El ion manganeso (Il) es una especie paramagnética con un nimero de espin alto y un tiempo de relajacién electronica
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grande y el potencial de un agente de contraste de alta capacidad de relajacion basado en manganeso (Il) ha sido
informado en la bibliografia (Toth, E; Advances in Inorganic Chemistry, 2009, 61(09), 63-129). Sin embargo, los
quelatos de manganeso (ll) han demostrado ser mucho menos estables en comparacién con los quelatos de gadolinio
correspondientes. Por ejemplo, el quelato de manganeso de DOTA (MnDOTA) es varios cientos de veces menos
estable en comparacion con el complejo de gadolinio correspondiente (GdDOTA (Drahos, B; Inorganic Chemistry,
2012 (12), 1975-1986).

Por lo tanto, un problema importante a resolver es el de obtener nuevos quelatos de manganeso que exhiban una alta
estabilidad al tiempo que mantienen propiedades de relajacién eficaces.

Ciertos quelatos de manganeso estables se describen en el documento WO2011073371. Se ha demostrado que el
disefio molecular descrito en este documento favorece una alta estabilidad del quelato y una alta capacidad de
relajacion. Esto hace que estos compuestos sean muy adecuados para su uso como agentes de contraste para IRM.
Un compuesto ejemplar del documento W0O2011073371 tiene la siguiente estructura:

O
o= ION

AN
/N\ 0
| (0]
N

Sin embargo, todavia hay margen para nuevas mejoras en términos de estabilidad y capacidad de relajacion.

Resumen de la Invencion

En un aspecto, la presente invencion se refiere a un compuesto de Férmula | o una sal o solvato del mismo:

R‘l
O ~n—~_O
0 \N/ 0
N MA N
v{Chy) /Nj)(HQC)FY
z | z
~ O a

R? (1)
donde:
XesOo0S;

Y es O, S 0 Q-R® donde Q es N o CH y R? se selecciona del grupo que comprende hidroxialquilo C+-20, alquilo C1-
6 0 hidrégeno;

Z es O-L-R*, S-L-R* o Q-R3-(L-R*) donde Q y R3 son como se definen para Y y L es un enlazador opcional
seleccionado de entre los grupos que comprenden alquileno C1-6, hidroxialquileno C1-6 y un enlazador PEG, R* se
selecciona de entre el grupo que comprende alquilo-R® C1-s, arilo-R® Cs-s, hidroxi, alquilo-R3 -O-C1-3, sulfonilo, un
anillo heterociclico de 5-6 miembros, una fraccion de carbohidrato, una fracciéon de quelato, una fraccion de
aminoacido, donde R® representa uno o més sustituyentes opcionales seleccionados de hidroxi, amino, oxo, halo,
alquilo C1-3, sulfonamida o hidroxialquilo -C(=0)-NH-C1-6; 0 Z mismo forma parte de una fraccion de carbohidrato o
un anillo heterociclico de 5-6 miembros;

R' es alquilo C1.3 0 -(CH2)m-Y'-C(=X")-Z" donde X', Y' y Z' son como se definen para X, Yy Zy m es un entero de
2asb;

R2 representa 0-3 sustituyentes seleccionados independientemente del grupo que comprende hidroxi, halo, amino,
amido, alquilo C1-6 € hidroxialquilo C1-s; Y,

cada n es un entero de 0 a 15;
donde el compuesto de Férmula | comprende al menos dos grupos hidroxi; vy,
con la condicién de que cuando Y es Q-R® donde Q es CH, Z no es Q-R3-(L-R*) donde Q es N.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende el compuesto de
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Formula | de la invencién junto con un vehiculo biocompatible en una forma adecuada para administracion en
mamiferos.

En otro aspecto, la presente invencién se refiere a un procedimiento que comprende:

(i) administraciéon a un sujeto del compuesto de Férmula | de la invencién o la composicién farmacéutica de la
invencion;

(i) deteccién de sefiales de resonancia magnética (RM) de dicho sujeto o partes de dicho sujeto en las que dicho
compuesto se ha distribuido;

(iii) generacion de imagenes de RM y/o espectros de RM a partir de dichas sefales detectadas.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona el compuesto de Férmula | de la invencién para uso en el
procedimiento de la invencion.

Los quelatos a base de manganeso (Il) de la presente invencion son cinéticamente estables y muestran una cinética
de intercambio de agua ventajosa, y pueden usarse como agentes de contraste para IRM.

Aunque los compuestos descritos en el documento WO2011073371 se han caracterizado por ser muy estables (es
decir, un alto nivel de inercia hacia la transmetalacion), los presentes inventores han logrado sorprendentemente
obtener quelatos de manganeso dotados de una estabilidad alin mayor. Esta sorprendente inercia hacia la
transmetalacién se obtiene incorporando el quelato de manganeso dentro de un escudo hidrofilico. El escudo
hidrofilico se construye injertando brazos hidrofilicos en los grupos funcionales carboxilo quelantes. Aunque los efectos
ventajosos de los quelatos polihidroxilados sobre las propiedades de relajacion son conocidos por la técnica anterior,
el sorprendente efecto sobre la cinética de disociacion demostrado por la presente invencién no ha sido descrito
anteriormente.

Descripcion Detallada de las Realizaciones Preferidas

Para describir y sefalar de manera mas clara y concisa el tema de la invencién reivindicada, se proporcionan
definiciones y realizaciones ejemplares a continuacién para los términos especificos utilizados a lo largo de la presente
memoria descriptiva y las reivindicaciones. Cualquier ejemplificacion de términos especificos en esta invencion debe
considerarse como un ejemplo no limitativo.

Los términos "comprendiendo" o "comprende” tienen su significado convencional en toda esta solicitud e implican que
el agente o composicién deben tener las caracteristicas 0 componentes esenciales enumerados, pero que otros
pueden estar presentes ademas. El término "comprendiendo” incluye como un subconjunto preferido "que consiste
esencialmente en", lo que significa que la composicion tiene los componentes enumerados sin otras caracteristicas o
componentes presentes.

Una "sal" segun la invencion, incluye sales de adicion de acido fisiologicamente aceptables tales como las derivadas
de acidos minerales, por ejemplo, acidos clorhidrico, bromhidrico, fosférico, metafosférico, nitrico y sulfirico, y las
derivadas de &cidos organicos, por ejemplo tartarico, trifluoroacético, acidos citrico, malico, lactico, fumarico, benzoico,
glicdlico, glucdnico, succinico, metanosulfénico y paratoluenosulfénico.

Un "solvato" adecuado segun la invencién se selecciona de etanol, agua, solucion salina, tampén fisiologico y glicol.

El término "alquilo”, solo 0 en combinacion, significa un radical alquilo de cadena lineal o ramificada que tiene la formula
general CnH2n+1. Ejemplos de tales radicales incluyen metilo, etilo e isopropilo.

El término “hidroxilo” se refiere al grupo -OH.

El término "hidroxialquilo" se refiere a un grupo alquilo como se definié anteriormente que comprende un sustituyente
hidroxilo como se definié anteriormente.

El término "arilo" se refiere a un grupo funcional o sustituyente derivado de un anillo aromatico, generalmente un
hidrocarburo aromatico, cuyos ejemplos incluyen

fenilo y piridilo. En una realizacion, los grupos arilo de la presente invencion son anillos aromaticos de 6 miembros con
de 0 a 3 heteroatomos seleccionados de entre O, Ny S.

El término "halégeno” o "halo” significa un sustituyente seleccionado de fluor, cloro, bromo o yodo.

El término "fraccidon de carbohidrato” se refiere a un aldehido o un derivado de cetona de un alcohol polihidrico e
incluye residuos de monosacaridos, disacaridos y oligosacaridos. Ejemplos no limitativos incluyen residuos de
fructosa, glucosa y sacarosa.

El término "alquileno" se refiere al grupo bivalente -(CH2)x- donde x es un numero entero de 1 a 6. El término
"hidroxialquileno" se refiere a un alquileno que comprende uno o mas sustituyentes hidroxilo.
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Enlazador PEG

El término “hidroxi” se refiere al grupo -OH.

El término "sulfonilo" se refiere al grupo -SO2.

El término "fraccién de aminodcidos" se refiere a entre 1-3 aminoacidos.

El término "fraccidon de quelato" se refiere a un sustituyente que es un quelato metalico en el que el término "gquelato
metalico" se refiere a un complejo de coordinacion donde un ion metalico esta unido a una matriz circundante de
moléculas o aniones comprendidos en un quelante. Un "quelante" se define en esta invencién como un compuesto
organico capaz de formar enlaces coordinados con un ion metélico paramagnético a través de dos o mas atomos
donantes. En un quelante tipico adecuado para la presente invencion, 2-6, y preferiblemente 2-4, atomos metalicos
donadores estan dispuestos de manera que resulten anillos de 5 0 6 miembros (teniendo una cadena principal no
coordinante de atomos de carbono o heterodtomos no coordinantes que unen los atomos metalicos donadores).
Ejemplos de tipos de atomos donadores adecuados en los que el ion metélico es un ion metalico paramagnético
incluyen aminas, tioles, amidas, oximas y fosfinas. En una realizacién, el ion metalico es manganeso.

El término "amino" se refiere al grupo -NR'R", donde R’ y R" son independientemente hidrégeno o un alquilo.

El término "amido" se refiere al grupo -C(=O)NR'R", donde R'y R' son como se definieron para el término amino.
El término “ox0” se refiere al grupo =0.

El término "sulfonamida" se refiere al grupo -SO2-NH2.

En una realizacién del compuesto de la presente invencion X es O, Y es Q-R3, donde Q es Ny Z es Q-R3-(L-R*), donde
QesN.

En una realizacién del compuesto de la presente invencion X es S, Y es Q-R?, donde Q es Ny Z es Q-R3-(L-R*), donde
QesN.

En una realizaciéon del compuesto de la presente invencién, X es O, o bien Y es O 0 Z es O-L-R* y cuando Y no es O,
es Q-R3, donde Q es Ny cuando Z no

es O-L-R%, es Q-R3-(L-R*), donde Q es N.

En una realizacion del compuesto de la presente invencion, X es S, o bien Y es O 0 Z es O-L-R*y cuando Y no es O,
es Q-R3, donde Q es N, y cuando Z no es O, es Q-R3-(L-R*), donde Q es N.

En una realizacién del compuesto de la presente invencion X es O, Y es Q-R3, donde Q es Ny Z es Q-R3-(L-R*) donde
Qes CH.

En una realizacién del compuesto de la presente invencion, X es O, o bien Y es O 0 Z es O-L-R*, y cuando Y no es O,
es Q-R3, donde Q es CH, y cuando Z no es O, es Q-R3-(L-R*), donde Q es CH.

En una realizaciéon del compuesto de la presente invencion, cada -L-R* es hidroxialquilo C1-12.
En una realizacién del compuesto de la presente invencion, cada -L-R* es hidroxialquilo Ca-s.
En una realizacién del compuesto de la presente invencion, cada -L-R* es hidroxialquilo Ce.

En una realizacion del compuesto de la presente invencion, cada -L-R* se selecciona independientemente del grupo
que comprende:
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donde, en cada caso, el asterisco denota el punto de unién al resto del compuesto de Férmula I.

En una realizacién del compuesto de la presente invencion, cada R* se selecciona independientemente del grupo que

comprende:
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Ho~  OH

donde, en cada caso, el asterisco denota el punto de unién al resto del compuesto de Férmula .

En una realizacion del compuesto de la presente invencién, cada R* es un arilo-R® Cs.6, donde R® se selecciona de
halo e hidroxialquilo -C(=0)-NH-C+-6.

En una realizacién del compuesto de la presente invencion, dicho halo es yodo.
En una realizacién del compuesto de la presente invencién, dicho arilo Cs-6 es fenilo.
En una realizaciéon del compuesto de la presente invencion, cada R* es un fenilo triyodado.

En una realizacidon del compuesto de la presente invencion, cada R* es:

OH
OH
HN o)

| |

OH
H
* N\)\
O OH

donde el asterisco denota el punto de unién al resto del compuesto de Férmula .
En una realizacién del compuesto de la presente invencion, cada R* es lo mismo.

En una realizacion del compuesto de la presente invencion, cada R3 se selecciona independientemente del grupo que
comprende alquilo C1-3 0 hidrégeno.

En una realizacién del compuesto de la presente invencion, cada R es alquilo C1.3.

En una realizacién del compuesto de la presente invencion, cada R® es metilo.

En una realizacién del compuesto de la presente invencion, cada R® es hidrégeno.

En una realizacidon del compuesto de la presente invencion, cada R® es lo mismo.

En una realizacién del compuesto de la presente invencién, cada n es un entero de 1 a 6.
En una realizacién del compuesto de la presente invencion, cada n es 2.

En una realizacién del compuesto de la presente invencion, donde m es 3.

En una realizacién del compuesto de la presente invencion, R' es alquilo C1-3.

En una realizacién del compuesto de la presente invencion, R' es un grupo metilo.

En una realizacion del compuesto de la presente invencion, R1 es -(CH2)m-Y-C(=X)-Z, donde X, Y, Zy m son como
se definen en esta invencion.

En una realizaciéon del compuesto de la presente invencion, R? representa 0 sustituyentes.
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En una realizacion del compuesto de la presente invencion, R? representa 2 grupos hidroxi. En una realizacién del
compuesto de la presente invencion, dichos grupos hidroxilo estan en las posiciones meta en el anillo de piridilo.

En una realizacién, el compuesto de la presente invencién comprende al menos 4 grupos hidroxi.
En una realizacién, el compuesto de la presente invencién comprende de 4 a 15 grupos hidroxi.
En una realizacion, el compuesto de la presente invencion comprende de 5 a 10 grupos hidroxi.

En una realizacion del compuesto de la presente invencién, dicho Mn es un isétopo enriquecido de Mn seleccionado
del grupo que comprende %2Mn y 5*Mn.

Ejemplos no limitantes de compuestos particulares de Férmula | de la invencion incluyen los siguientes compuestos:

o
HO”‘»’D”AO’U\Q‘A‘ N7 MR SN S Ao0 = OH
LN
4 l P
!
\ 0
\\' (9 Oj/ S / \‘/O \T/ Q r/
M g A NP P SN
- -
. M
s [
P
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En los compuestos de Formula IN, los carbonos unidos a los brazos de carboxilato son estereocentros. Los
compuestos de Férmula | de la invencidon pueden proporcionarse como una mezcla racémica o0 como una mezcla
enriquecida enantioméricamente, o la mezcla racémica puede separarse usando técnicas bien conocidas y un
enantiomero individual puede ser usado solo. En una realizacién, el compuesto de Férmula | es una mezcla racémica
o diastereoméricamente pura.

La derivatizacién hidrofilica de los compuestos de la invencidn se consigue mediante un grupo de unién no coordinante
seleccionado de entre una amida, una urea, una tiourea, un carbamato, un tiocarbamato o un ditiocarbamato. El grupo
de uniéon no coordinante estd demasiado distante del ion manganeso para participar significativamente en la
coordinacion del manganeso, permitiendo asi la coordinacion directa del manganeso con el agua y el contraste
observado subsiguiente. La longitud del enlazador no coordinador de la Férmula | es muy importante, si es demasiado
corto (por ejemplo, si m=1 en la Férmula 1) existe el riesgo de que coordine el ion manganeso, bloqueando asi el
acceso de la molécula de agua, reduciendo drasticamente la capacidad de relajacién general del complejo. La longitud
del enlazador no coordinante unido a un brazo de carboximetilo (grupo coordinante) puede ser corta (es decir, donde
n=0 en la Férmula ) ya que el mismo "brazo" no puede facilitar dos grupos coordinantes (el angulo de coordinacion
estaria demasiado forzado).

Los compuestos de Formula | pueden sintetizarse por varias rutas sintéticas conocidas por el experto en la materia a
partir de materiales de partida disponibles comercialmente. Fuentes adecuadas de manganeso para su incorporacién
en un quelato cuando se hacen compuestos de la presente invencién incluyen sales de carbonato (MnCQs), 6xido
(MnQ), acetato (Mn(OAc)z), cloruro (MnClz), hidréxido (Mn(OH)z), oxalato (MnC204), formiato (Mn(HCOz2)2) y nitrato
(Mn(NO3)2.

El siguiente procedimiento generalizado puede usarse y/o adaptarse facilmente para obtener compuestos de Férmula
I:
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Rz, X, Y y Z son como se definen en otras partes en esta invencién. X1 representa CHz 0 CH2CH2CH2COOH. Yn es
como se define en la etapa H a continuacion.

En resumen:

A: La tosilacién de aminoetanol da aziridina.(Carrillo, Arkivoc, 2007)

B: Aziridinacion del &cido aminobutanoico (Catalogo Sigma Aldrich 56-12-2). En una realizacién, la aziridinaciéon de
metilamina procede en acetonitrilo puro). En una realizacién para este aminoacido, se usa alguna base para activar la
amina.

Opcionalmente, la funcionalidad &cida podria protegerse como un éster.

C: Ciclizacion con 2,6-bis(clorometil)-Piridina (Catalogo Sigma Aldrich 3099-28-3). En una realizacién, esta etapa se
lleva a cabo en acetonitrilo con carbonato de potasio como base.

D: Des-tosilacion usando en una realizaciéon &cido sulfdrico concentrado. En una realizacion, esta etapa procede
cuantitativamente.

E: Brominacion basada en el procedimiento descrito en la bibliografia. (Henig, J., Toth, E., Engelmann, J., Gottschalk,
S., & Mayer, H. a. (2010). Inorganic Chemistry, 49(13), 6124-38).

F: Alquilacién de la poliamina/Incorporacién de metal, hidrdlisis de Ester: En una realizacién, esta etapa se lleva a
cabo en solucién acuosa. En realizaciones donde los haluros secundarios reaccionan lentamente, es posible sintetizar
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bis-éster (E) y cambiar a un disolvente organico para mejorar la velocidad de alquilacion. Después de la alquilacion,
los ésteres pueden hidrolizarse con una base y, a continuacion,, después de la neutralizacion del pH, el ion Mn (Il)
puede cargarse con MnCI2 y el exceso de Mn puede precipitarse usando una base.

G: Activacion de carboxilato a Yn (donde n representa varios grupos Y'® como se define para la Férmula | en esta
invencion).

H: Acoplamiento de varias especies activadas con nucledfilos y electrofilos:

* Los carboxilatos pueden activarse al isocianato utilizando difenilfosforilazida (Gilman, J.W. y Otonari, Y. A (1993)
Synthetic Communications 23 (3) 335-341) para proporcionar el intermediario activado Y1 que puede reaccionar
adicionalmente en H con aminas ([ a] Ranjan, A.; y otros (2014) Organic Letters, 16(21), 5788-5791. [b]. Petersen,
T. P. y col. (2013) 19(28), 9343-9350), alcoholes ([a] Amamoto, Y. y col. (2007) Journal of the American Chemical
Society, 129(43), 13298, [b] Kim, I. y col. (2004) Journal of Medicinal Chemistry 47(8), 2110-2122.) o tioles ([a]
Peters, K. (2001) Journal of Enzyme Inhibition, 16(4), 339-350 [b] Safavi-Sohi, R. (2016) ACS Applied Materials &
Interfaces 8(35) 22808-22818) para proporcionar ureas, carbamatos y S-tiocarbamatos, respectivamente.

« Adicionalmente, el isocianato Y'! puede descomponerse para producir la amina Y2 por tratamiento con base
(Chavboun, I. y col. (2015) Journal of Natural Products, 78(5), 1026-1036.)

+ Los derivados de amina Y? pueden hacerse reaccionar con diversos &cidos carboxilicos, isocianatos,
isotiocianatos y cloroformiatos para producir amidas, ureas, tioureas y carbamatos, respectivamente.

- Alternativamente, la amina Y2 puede convertirse en un tioisocianato activado Y® mediante tratamiento bajo
diversas condiciones, que incluyen, pero no se limitan a, tratamiento con tionildiimidazol en DMF. Los electrofilos
de tioisocianatos activados pueden acoplarse posteriormente con aminas, alcoholes o tioles para proporcionar
tioureas, O-tiocarbamatos y ditiocarbamatos respectivamente.

» Ademas, hay algunos casos en los que Yn puede activarse como un alcohol (ver sintesis del diol 36) para
proporcionar alcoholes (Y#) que pueden reaccionar con isocianatos, isotiocianatos para producir carbamatos y O-
tiocarbamatos, respectivamente.

Ademés, hay casos en los que Yn puede activarse como un tiol nucleéfilo (Y®) como se representa en la sintesis del
ditiol 40. La reaccion posterior de tioles con isocianatos, o isotiocianatos conduciria a la formacién de S-tiocarbamatos
y ditiocarbamatos, respectivamente.

En la etapa H, el compuesto de la siguiente férmula puede usarse para la adicion de un heterociclo:

Z, |Nombre Estructura ejemplar

Z1 amino

z2  [aminoalquileno H,N
@
zz  |hidroxialquileno HO\C
o

z4  [tioalquileno HS
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Z, |Nombre Estructura ejemplar

zs  [isocianatoalquileno

zs  [(isotiocianatoalquileno

Los compuestos resultantes de Férmula | tienen una estructura de Férmula la:

(la)

Cuando el compuesto de Férmula | comprende en R* un arilo sustituido tal como un fenilo triyodado, los compuestos
pueden obtenerse usando o adaptando el siguiente esquema de reaccion (donde X, Y, Z, R? y n son como se definen
en esta invencion, e Y2 y Z2 representa grupos funcionales adecuados para permitir que tenga lugar la reaccion de

conjugacion:
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En los ejemplos experimentales a continuacion, la sintesis de compuestos particulares se proporciona mediante
esquemas de reaccion tales como los descritos anteriormente, o0 mediante esquemas de reaccion alternativos. Estos
esquemas de reaccion alternativos también podrian ser facilmente adaptados por una persona experta en la materia

para obtener otros compuestos de Férmula .

La estructura quimica de la amida inversa de los compuestos de quelatos de Mn de la presente invencion los distingue

de compuestos de quelatos de Mn anteriores similares.
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Se cree que los compuestos de la presente invencidn tienen una mayor estabilidad para la retencién de Mn, asi como
contra el metabolismo in vivo.

Procedimientos adecuados para la caracterizacién in vitro de la estabilidad de quelatos se pueden encontrar en la
bibliografia (Idee, J.-M. Journal of Magnetic Resonance Imaging: JMRI, 2009, 30(6), 1249-58 y Baranyai, Z. Chemistry
- A European Journal, 2015, 21(12), 4789-4799). Otros procedimientos adecuados incluyen estudios in vitro de medios
fisioldgicos (es decir, suero o plasma humano) para controlar la inercia de la transmetalacion. Otro procedimiento
adecuado para evaluar la inercia de la transmetalacién seria medir la retencién de iones metalicos in vivo, después de
la inyeccién del metal quelado. Se sabe que los quelatos intactos normalmente siguen una cinética de depuracién muy
rapida.

En un aspecto de la invencion, el compuesto de Férmula | se proporciona como una composicion farmacéutica. Una
"composicion farmacéutica" es una composicion que comprende el compuesto de la invencion, junto con un vehiculo
biocompatible en una forma adecuada para administracién en mamiferos. El "vehiculo biocompatible" es un fluido,
especialmente un liquido, en el que el compuesto de Férmula | se suspende o disuelve, de modo que la composicion
resultante es fisiolégicamente tolerable, es decir, puede administrarse al cuerpo de los mamiferos sin toxicidad o
molestias indebidas (lo que puede entenderse siendo una definicién del término "adecuado para administracion en
mamiferos").

La composicion farmacéutica de la invencion es adecuada para su uso como medio de contraste en resonancia
magnética (RM) en imagenes de resonancia magnética (IRM) del cuerpo humano y de un animal no humano.

En una realizacién, la composicion farmacéutica de la invencion puede comprender uno o mas excipientes
farmacéuticamente aceptables. Esta adecuabilidad no interfiere con la fabricacién, almacenamiento o uso de la
composicion final.

Ejemplos no limitantes de excipientes farmacéuticamente aceptables adecuados incluyen agentes tamponantes,
estabilizadores, antioxidantes, agentes de ajuste de osmolalidad, agentes de ajuste de pH, quelante en exceso y
complejos débiles de iones fisiolégicamente tolerables. Estos y otros excipientes adecuados seran bien conocidos por
los expertos en la materia y se describen adicionalmente en, p. €j., los documentos WO1990003804, EP0463644-A,
EP0258616-A y US5876695, cuyo contenido se incorpora en la presente memoria como referencia. La composicion
farmacéutica de la invencion en una realizacion estd en una forma adecuada para administracion parenteral, por
ejemplo inyeccion. Por lo tanto, la composicién farmacéutica segun la invencién puede formularse para administracion
usando excipientes fisiol6gicamente aceptables de una manera completamente dentro de la habilidad de la técnica.
Por ejemplo, el compuesto de Férmula I, opcionalmente con la adiciéon de excipientes farmacéuticamente aceptables,
puede suspenderse o disolverse en un medio acuoso, con la solucién o suspension resultante siendo a continuacién
esterilizada.

Un ejemplo no limitante de un agente tamponante adecuado es clorhidrato de trometamina.

El término "quelante en exceso" se define como cualquier compuesto capaz de eliminar iones paramagnéticos libres
(manganeso), pero no iones paramagnéticos (manganeso) retenidos dentro de los complejos de esta invencion, como
se describe en el documento EP2988756A1. Aunque pequerias cantidades son esenciales para la salud humana, la
sobreexposicion a iones de manganeso libres puede provocar el trastorno neurodegenerativo conocido como
"manganismo" con sintomas similares a la enfermedad de Parkinson. Sin embargo, el problema fundamental para el
Mn, asi como para otros metales, como agentes de contraste, esta en su estabilidad de quelacién. La estabilidad de
quelacién es una propiedad importante que refleja la posible liberacion de iones metalicos libres in vivo. Se sabe que
existe una correlaciéon entre la cantidad de quelante en exceso en una formulaciéon de quelato paramagnético y la
cantidad de metal paramagnético depositado en modelos animales (Sieber 2008 J Mag Res Imaging; 27(5): 955-62).
Por lo tanto, en otra realizacién, se selecciona una cantidad de quelante en exceso que puede actuar como un
eliminador de Mn para reducir o prevenir la liberacion de Mn de la formulacion después de la inyeccién. La cantidad
Optima de quelante libre dard como resultado una composicion farmacéutica que tiene propiedades fisicoquimicas
adecuadas (es decir, viscosidad, solubilidad y osmolalidad) y evitara efectos toxoldgicos tales como reduccién del zinc
en el caso de demasiado quelante libre. El documento US5876695 describe en particular un exceso de quelato lineal,
en particular de DTPA libre, y este es un ejemplo no limitativo de un quelante en exceso adecuado para uso en la
composicion farmacéutica de la presente invencién. Esta estrategia de formulacion es usada para productos tales
como Magnevist™, Vasovist™ o Primovist™. El documento WO2009103744 describe una estrategia de formulacion
similar, basada en la adiciéon de una cantidad precisa de quelato libre, para tener un exceso muy pequefio de dicho
quelato y una concentracion cero de lantéanido libre.

El ion fisiologicamente tolerable puede seleccionarse en una realizacién de iones fisiolégicamente tolerables que
incluyen sales de calcio o sodio tales como cloruro de calcio, ascorbato de calcio, gluconato de calcio o lactato de
calcio.

Las formas administradas por via parenteral deben ser estériles y libres de agentes fisioldgicamente inaceptables y
deben tener una baja osmolalidad para minimizar la irritacién u otros efectos adversos tras la administracion y, por lo
tanto, la composicién farmacéutica debe ser isotonica o ligeramente hipertdnica. Ejemplos no limitativos de vehiculos
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adecuados incluyen vehiculos acuosos usados habitualmente para administrar soluciones parenterales tales como
inyeccion de cloruro de sodio, inyeccion de Ringer, inyeccion de dextrosa, inyeccion de dextrosa y cloruro de sodio,
inyeccion de Ringer lactica y otras soluciones como se describen en Remington's Pharmaceutical Sciences, 222
Edicion (2006 Lippincott Williams & Wilkins) y The National Formulary

(https://books.google.com/books?id=03gixPEMwssC&q=THE+NATIONAL+FORMULARY&dg=THE+NATIONAL+FO
RMULARY &hl=en&sa=X&ved=0OCC8Q6AEWAGoVChMIm{PHrdTayAIVJfNvCh1 RJw_E).

Para que la composicion farmacéutica de la invencion se administre por via parenteral, es decir, mediante inyeccion,
su preparacion comprende ademas etapas que incluyen la eliminacién del disolvente organico, la adicion de un tampdn
biocompatible y cualquier ingrediente adicional opcional tal como excipientes o tampones. Para la administracion
parenteral, también deben tomarse medidas para garantizar que la composicion farmacéutica sea estéril y apirogénica.

En otra realizacion, la presente invencién proporciona un procedimiento que comprende la deteccion de sefales de
resonancia magnética (RM) de un sujeto o parte de un sujeto al que se le ha administrado el compuesto de Férmula
(I) seguido de la generacion de imagenes de RM y/o espectros de RM.

Los procedimientos de administracién y los sujetos previstos como adecuados en el contexto de la presente invencion
se han descrito anteriormente en relacién con la composiciéon farmacéutica. La administracion del compuesto de
Formula | se lleva a cabo preferiblemente por via parenteral, y mas preferiblemente por via intravenosa. La ruta
intravenosa representa la forma mas eficiente de administrar el compuesto en todo el cuerpo del sujeto. Ademas, la
administracion intravenosa no representa una intervencion fisica sustancial o un riesgo sustancial para la salud. El
compuesto de Férmula | de la invencién se administra preferiblemente como la composicién farmacéutica de la
invencion, como se definié6 anteriormente. El procedimiento de la invenciéon también puede entenderse como que
comprende las etapas (ii) - (iii) llevadas a cabo en un sujeto al que se le ha preadministrado el compuesto de la
invencion. En una realizacion, la composicion farmacéutica se administra en una cantidad adecuada para mejorar el
contraste en un procedimiento de obtencién de imagenes por RM (IRM). Para obtener mas detalles sobre los
procedimientos de IRM, se remite al lector al conocimiento general comun en la técnica, p. €j., como se mostro en el
Capitulo 27 “Contrast Agents and Magnetic Resonance Imaging” en “Magnetic Resonance Imaging: Physical and
Biological Principles” (42 Edicion 2015 Elsevier, Stewart Carlyle Bushong & Geoffrey Clarke, Eds.) o en “Contrast
Agents |: Magnetic Resonance Imaging” (2002 Springer-Verlang, Werner Krause, Ed.).

El procedimiento de la invencién puede usarse para estudiar un marcador o proceso bioldgico en sujetos sanos, o,
alternativamente, en sujetos conocidos o sospechosos de tener una afeccién patoldgica asociada con la expresién
anormal de un marcador bioldgico. Cuando el procedimiento se usa para obtener imagenes de un sujeto que se sabe
0 se sospecha que tiene una afeccién patologica, tiene utilidad en un procedimiento para el diagnéstico de dicha
afeccion.

La etapa de "deteccion” del procedimiento de la invencion implica la deteccidon de sefiales emitidas por el compuesto
de Férmula | por medio de un detector sensible a dichas sefnales. Esta etapa de deteccién también puede entenderse
como la adquisicion de datos de sefales.

La etapa de "generacién" del procedimiento de la invencion se lleva a cabo mediante un ordenador que aplica un
algoritmo de reconstruccion a los datos de las sefiales adquiridas para producir un conjunto de datos. Este conjunto
de datos se manipula para generar una 0 mas imagenes y/o uno o mas espectros que muestran la ubicacion y/o la
cantidad de sefales.

El "sujeto" de la invencion puede ser cualquier sujeto humano o animal. En una realizacion, el sujeto de la invencion
es un mamifero. En una realizacién, dicho sujeto es un cuerpo de mamifero intacto in vivo. En otra realizacion, el
sujeto de la invencién es un ser humano.

Esta descripcidn escrita usa ejemplos para divulgar la invencion, incluido el mejor modo, y también para permitir que
cualquier persona experta en la materia practique la invencion, incluida la fabricacién y uso de cualquier dispositivo o
sistema y la realizacién de cualquier procedimiento incorporado. El alcance patentable de la invencion esta definido
por las reivindicaciones, y puede incluir otros ejemplos que se les ocurran a los expertos en la materia.

Breve Descripcion de los Ejemplos

Los ejemplos a continuacién describen procedimientos mediante los cuales se puede obtener una seleccion no
limitante de compuestos de la presente invencién. Los compuestos 3-5, 8-10, 14-17, 19-22, 24-26, 28, 30, 32, 34, 37,
38, 41, 42 y 51 representan ejemplos de compuestos de la presente invencion. Para cualquier ejemplo que sea
profético, puede ser necesario hacer ajustes para tener en cuenta las variaciones en la solubilidad y reactividad del
reactivo, incluido el uso de solventes alternativos, diferentes tiempos de reaccién, temperaturas o concentraciones o
sistemas de reactivos alternativos, pero equivalentes. Cualquier ajuste de este tipo se considera rutinario para un
experto en la materia.
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Sintesis del bisisocianato 2

|
0
: O\/N\/O DPPAELN
HO oH ——> 7%
N) Mn\N DMEF s
0

Ny 0 50°C
1 Z

Formula Quimica: CooHzgMnN4Og
Peso Molecular: 533,43

2 P

Férmula Quimica: CooHosMnNgOg
Peso Molecular: 527,43

El material de partida 1 se suspende en dimetilformamida desgasificada. Se agrega trietilamina (2 equivalentes),

seguida de difenilfosforilazida (2 equivalentes). La mezcla de reaccion se

agita con calentamiento a 50°C hasta que la

cromatografia analitica indique el consumo del material de partida. Puede ser necesario el uso de equivalentes
adicionales de trietilamina y difenilfosforilazida para conducir la reaccion hasta su finalizacién. Una vez completado, el
isocianato 2 se usa directamente en reacciones posteriores como una solucién en DMF.

Sintesis de conjugado 3

N'J MHKN/\/\N N/\l)\lA/OH

OH OH
H =k
2+ v \NY\OH DMF- Agua
OH OH
0 |~|1 Y
OH OH | H N
| e
2 y
Férmula quimica; CygHgMnNgOy5
Peso molecular: 917 86

OH OH

A CH OH

Se agrega una solucién de N-metil-D-glucamina en agua (2 equivalentes) al isocianato 2 en DMF. La mezcla de
reaccion se agita durante varias horas a temperatura ambiente y su progreso se controla utilizando técnicas analiticas
cromatograficas. Puede ser necesaria la adicion de exceso de N-metil-D-glucamina para conducir la reaccion hasta
su finalizacién. El producto 3 se purifica usando cromatografia de fase inversa sobre gel de silice funcionalizada con

C-18 y eluyendo con mezclas de agua-acetonitrilo o agua-metanol.

Sintesis de conjugado 4

Formula Quimica: ©2yaddntiple,

o, | DBTOL NalMe
2 * wﬂ%ﬁmﬂ\g’ Wi metanol
aﬁ
H&}W{}Mﬂ“ /\,I \\ng
w*’%
# |
o
Peso Molecular: 77

LM%W@W
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Se agrega una solucién de acetato de 2-(2-hidroxietoxi)etilo en DMF (2 equivalentes) a una solucion del isocianato 2
en DMF. Se agrega una cantidad catalitica de dilaurato de dibutilestafio a la mezcla de reaccion y la mezcla se
calienta a 70°C para conducir la reaccién hasta su finalizacién, se utilizan procedimientos analiticos cromatograficos
para determinar el progreso de la reaccién. Una vez completado, el disolvente se elimina a presién reducida, el
residuo se suspende en una solucién de metanol que contiene una cantidad catalitica de metéxido de sodio. Se deja
que la reaccion continle hasta que se observe la hidrélisis completa de los grupos protectores de acetato. Una vez
completa, la mezcla de reaccion se concentra a presion reducida, y el residuo se purifica usando cromatografia de
fase inversa en gel de silice funcionalizada con C-18 y eluyendo con mezclas de agua-acetonitrilo o agua-metanol.

Sintesis de Conjugado 5

-
{ ——
2 * N N o

\‘] o Wm Py 3/
N ~».~AS’&V3 ’\/i‘ :y o \‘I)i" A

Hn “M
H

N
s XY
o

Formula Quimica: €agtteghlesdl (s
Peso Molecular: 743.34

Se agrega una solucién de clorhidrato de 2-(dietilamino)etanotiol (2 equivalentes) y trietilamina (2 equivalentes) en
DMF desgasificado a una solucién del isocianato 2 en DMF. La mezcla de reaccion se deja agitar a temperatura
ambiente y el progreso de la reaccion se controla usando cromatografia analitica. Una vez completado, el disolvente
se elimina a presion reducida, y el residuo se purifica usando cromatografia de fase inversa en gel de silice
funcionalizada con C-18 y eluyendo con mezclas de agua-acetonitrilo o agua-metanol.

Sintesis del trisisocianato 7

0
i
OH o4
¥
° 1
O N O
° Q\<ﬁ >/m Lo /\{:‘I{}KMW fbi/\ o
HO N7 M SN OH DMF Ten N By N
N 5690 My
& ; > 7 } P
Férmula Quimica: CysblyMniaOyy Formula Quimica: Gy MO
Peso Molecular: &%.50 Peso Molecular: 586454

El material de partida 6 se suspende en dimetilformamida desgasificada. Se agrega trietilamina (3 equivalentes),
seguida de difenilfosforilazida (3 equivalentes). La mezcla de reaccion se agita con calentamiento a 50°C hasta que la
cromatografia analitica indique el consumo del material de partida. Puede ser necesario el uso de equivalentes
adicionales de trietilamina y difenilfosforilazida para conducir la reaccion hasta su finalizacién. Una vez completado, el
isocianato 7 se usa directamente en reacciones posteriores como una solucién en DMF.

Sintesis de conjugado 8
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HO OH

HO

Férmula Quimica: Cg1H;15DFMnN 9034
Peso Molecular: 1926.84

Se agrega una solucién de 5-amino-N,N"-bis(2,3-dihidroxipropil)isoftalamida en DMF (2 equivalentes) al isocianato 7
en DMF. La mezcla de reaccion se agita durante varias horas a temperatura ambiente y su progreso se controla
utilizando técnicas analiticas cromatograficas. La adicion del exceso de 5-amino N, N'-bis(2,3-
dihidroxipropil)isoftalamida puede ser necesaria para conducir la reaccién hasta su finalizacién. El producto 8 se
purifica usando cromatografia de fase inversa sobre gel de silice funcionalizada con C-18 y eluyendo con mezclas de
agua-acetonitrilo o0 agua-metanol.

Sintesis de conjugado 9

’ A0, NN DRTOL NaDhie
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\(’J\“ o oH

HN
| a0 H‘;
i b I \"\/ ! Q 4 S

H . X ~ N S ”

r HOVO\}' v 's{}.' \g "™ e r'i/ ‘d' 4 '~ \;; /u\.o ,<3\ .)H
| *‘O’k’ O 5 ‘&’N\\, KO T
| ; i
% Férmula Quimica: £iszHeyDF N
2 Peso Molecular: §157.87

Sintesis de conjugado9 - Se agrega una solucién de B-D-glucopirannosa, 1,2,3,4 tetraacetato en DMF (3 equivalentes)
a una solucién del isocianato 7 en DMF. Se agrega una cantidad catalitica de dilaurato de dibutilestario a la mezcla de
reaccion y la mezcla se calienta a 70°C para conducir la reaccién hasta su finalizacion, se utilizan procedimientos
analiticos cromatograficos para determinar el progreso de la reaccion.

Se pueden requerir porciones adicionales de 3-D-glucopirannosa, 1,2,3,4 tetraacetato para conducir la reaccion hasta
su finalizacién. Una vez completado, el disolvente se elimina a presion reducida, el residuo se suspende en una
solucién de metanol que contiene una cantidad catalitica de metéxido de sodio. Se deja que la reaccion continlie hasta
que se observe la hidrélisis completa de los grupos protectores de acetato. Una vez completa, la mezcla de reaccion
se concentra a presion reducida, y el residuo se purifica usando cromatografia de fase inversa en gel de silice
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funcionalizada con C-18 y eluyendo con mezclas de agua-acetonitrilo o agua-metanol.

Sintesis de Conjugado 10
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Formula Quimica: CsgHg DFsMnNyNaO47S4
Peso molecular; 1252 17

Una solucion de N-trifluoroacetil-L-cisteina metiléster (3 equivalentes) en DMF desgasificado se agrega a una solucion
del isocianato 7 en DMF. La mezcla de reaccion se deja agitar a temperatura ambiente y el progreso de la reaccién se
controla usando cromatografia analitica. Una vez completado, el disolvente se elimina a presién reducida y el residuo
se trata con hidréxido de sodio en agua para eliminar los grupos protectores de metiléster y trifluoroacetamida. El pH
de la mezcla de reaccion se ajusta a 7 mediante la adicion de HCI acuoso y la reaccion se purifica directamente usando
cromatografia de fase inversa en gel de silice funcionalizada con C-18 y eluyendo con mezclas de agua-acetonitrilo o
agua-metanol.

Sintesis del Quelato funcionalizada con amina 11

Og O M 0O
MaoH f\j\/ X 1/\
2 —— = N N7 MR TN MH

MeCH

El bisisocianato 2 se disuelve en metanol anhidro a temperatura ambiente. Posteriormente se agrega una solucion de
NaOH en metanol para hidrolizar el bismetil carbamato resultante a la amina 11 deseada. El progreso de la reaccion
se monitorea por cromatografia analitica. Al finalizar, el pH de la reaccién se ajusta a 7 y el disolvente se elimina a
presion reducida. Si es necesario, el residuo aislado se puede purificar usando cromatografia de fase inversa en gel
de silice funcionalizada con C-18 y eluyendo con mezclas de acetonitrilo-agua o agua-metanol para proporcionar 11
puro.

Sintesis alternativa del Quelato funcionalizada con amina 11

N o Br 00 _N_ 6o
I ~ANes o LS LR
HN NH N ™
N J(:;« ) MeCN NN N N
| E: (o} N
o (o] | i @)
13 =

12

Férmula Quimica: CagHaoNgOg
Peso Molecular: 710.78

6 M HCl aq. MnCl;

reflujo, 24h pH 7.4
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La piramina 12 y metil 2-bromo-4-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)butanoato (2 equivalentes) se disuelven en acetonitrilo y se
agrega trietilamina (2,2 equivalentes). Se deja que la reaccion continle agitdndose a temperatura ambiente y se
controla el progreso de la reaccion a 13 usando cromatografia analitica. Una vez completada, la reaccién se concentra
a presion reducida y el residuo resultante se purifica usando cromatografia de fase inversa en gel de silice
funcionalizada con C-18 eluyendo con mezclas de acetonitrilo-agua o agua-metanol para proporcionar 13. El
compuesto 13 se suspende en HCI acuoso 6 M y se calienta con agitaciéon a 100°C durante 24 h. Después de este
tiempo, la mezcla de reaccion se filtra para eliminar los solidos insolubles y el filtrado se recoge y su pH se ajusta a
7,4 usando una solucién de hidroxido de sodio al 50% p/p. Una vez que el pH de la mezcla de reaccién es estable a
7,4, se agrega MnCl2xH20 (~2,4 equivalentes) a la mezcla de reaccion y la mezcla se agita a temperatura ambiente.

Se agrega una solucion adicional de NaOH a la mezcla de reaccién para mantener el pH de la mezcla de reaccién
entre 7,0 y 7,4. El progreso de la incorporacion de manganeso se controla por cromatografia analitica y, una vez
completado, el pH de la reaccién se ajusta a 12 mediante la adicion de NaOH acuoso. Se deja que la mezcla de
reaccion continle agitandose durante 1 hora a temperatura ambiente, y, a continuacién, se filtra la mezcla de reaccion
para eliminar los s6lidos y se recoge el filtrado y se ajusta su pH a 7,4 mediante la adicion de una solucién acuosa de
HCI.

El compuesto deseado 11 se purifica adicionalmente usando cromatografia de fase inversa en gel de silice
funcionalizada con C-18 y eluyendo con mezclas de agua-acetonitrilo o agua-metanol.

Sintesis del conjugado 14

11 y O EDCIpH6

HO

Férmula Quimica: CeyHegMnNgCyq
Peso Molecular: 1057.85

La aminopiramina 13 se disuelve en agua y se afiaden acido N-acetilneuraminico (2,1 eq) y EDCI-HCI (2,1 eq). El pH
se ajusta a 6,5 con HCI y, a continuacion, se agrega HOBt (0,4 eq). El pH de la solucién resultante se mantiene a
aproximadamente 6°C mientras se agita durante 16 h. Luego se agrega EDCI-HCI adicional (1,1 eq), y el pH de la
reaccion se mantiene a aproximadamente 6 y se agita durante 16 h adicionales. El disolvente se elimina al vacio y el
compuesto deseado 14 se purifica adicionalmente usando cromatografia de fase inversa en gel de silice funcionalizada
con C-18 y eluyendo con mezclas de agua-acetonitrilo o agua-metanol.

Sintesis del conjugado 15
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Férmula Quimica: CogHasMnNgOsSs
Peso Molecular: 741.78

Se agrega una solucion de (S)-4-(isotiocianatometil)-2,2-dimetil-1,3-dioxolano en DMF (2 equivalentes) a la diamina
11 en DMF. La mezcla de reaccion se agita durante varias horas a temperatura ambiente y su progreso se controla
utilizando técnicas analiticas cromatograficas. La adicion del exceso de (S)-4-(isotiocianatometil)-2,2-dimetil-1,3-
dioxolano puede ser necesaria para conducir la reaccién hasta su finalizacion. Una vez completada, la mezcla de
reaccién se concentra a presion reducida, y el residuo se recoge en MeOH-H20 9:1 y se agrega resina Dowex 50W-
8X. La mezcla heterogénea se agita a temperatura ambiente y el progreso de la reaccion se evalla por cromatografia
analitica. Al finalizar, la resina se elimina por filtracién y el filtrado se concentra a presion reducida. El residuo se recoge
en agua y el pH de la mezcla se ajusta a 7,4. Se agrega MnCl2 xH20 adicional (1 equivalente) y la mezcla se agita a
temperatura ambiente.

Se agrega una solucion adicional de NaOH a la mezcla de reaccién para mantener el pH de la mezcla de reaccién
entre 7,0 y 7,4. El progreso de la incorporacion de manganeso se controla por cromatografia analitica y, una vez
completado, el pH de la reaccién se ajusta a 12 mediante la adicion de NaOH acuoso. Se deja que la mezcla de
reaccion continle agitandose durante 1 hora a temperatura ambiente, y, a continuacién, se filtra la mezcla de reaccion
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para eliminar los sélidos y se recoge el filtrado y se ajusta su pH a 7,4 mediante la adiciéon de una solucién acuosa de
HCI. El compuesto deseado 15 se purifica adicionalmente usando cromatografia de fase inversa en gel de silice
funcionalizado con C-18 y eluyendo con mezclas de agua-acetonitrilo o0 agua-metanol.

Sintesis de Conjugado 16
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Férmula Quimica: CapHggMnN12010
Peso Molecular: 813,72

Se agrega una solucion de 11 en DMF desgasificado a 3-(isocianatometil)dihidropirimidina-2,4(1H, 3H)-diona (2
equivalentes) en DMF. La mezcla de reaccion se agité durante varias horas a temperatura ambiente y su progreso se
monitored utilizando técnicas analiticas cromatograficas. La adicion del exceso de 3-(isocianatometil)dihidropirimidina-
2,4(1H,3H)-diona puede ser necesaria para conducir la reaccién hasta su finalizacion. El producto 16 se purifica
usando cromatografia de fase inversa sobre gel de silice funcionalizada con C-18 y eluyendo con mezclas de agua-
acetonitrilo o agua-metanol.

Sintesis de Conjugado 17
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Férmula Quimica: CogHsgMnNgQ15S5
Peso Melecular: 775.75

Se agrega una solucion de 2-(metilsulfonil)etil carbonocloridato en DMF (2 equivalentes) a una soluciéon de 11 y
trietilamina (2,5 equivalentes) en DMF a 0°C. La solucién se deja calentar hasta temperatura ambiente durante la
noche. Procedimientos analiticos cromatogréaficos se utilizan para determinar el progreso de la reaccion.

Se pueden requerir porciones adicionales de 2-(metilsulfonil)etil carbonocloridato para conducir la reaccién hasta su
finalizacién. Una vez completado, el disolvente se elimina a presién reducida, el residuo se purifica usando
cromatografia de fase inversa en gel de silice funcionalizada con C-18 y eluyendo con mezclas de agua-acetonitrilo o
agua-metanol para proporcionar el compuesto del titulo 17.

Sintesis del Quelato funcionalizada con amina 18
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Férmula quimica: CxHz7zMnN,O4
Peso molecular; 518.51
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El trisisocianato 7 se disuelve en metanol anhidro a temperatura ambiente. Posteriormente, se agrega una solucion
de NaOH en metanol para hidrolizar el trismetil carbamato resultante. El progreso de la reaccion se monitorea por
cromatografia analitica. Al finalizar, el pH de la reaccion se ajusta a 7 y el disolvente se elimina a presion reducida. Si
es necesario, el residuo aislado se puede purificar usando cromatografia de fase inversa en gel de silice funcionalizada
con C-18 y eluyendo con mezclas de acetonitrilo-agua o agua-metanol para proporcionar 18 puro.

Sintesis del conjugado 19
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Fdrmula Quimica: CyyH;MnN:O;
Pesc Molecular: 104688

La aminopiramina 18 se disuelve en agua y se afaden sal de sodio del acido D-galacturénico (3,1 eq) y EDCI-HCI (3,1
eq). El pH se ajusta a 6,5 con HCI y, a continuacion, se agrega HOBt (0,6 eq). El pH de la solucién resultante se
mantiene a aproximadamente 6 mientras se agita durante 16 h. Luego se agrega EDCI-HCI adicional (1,6 eq), y el pH
de la reaccion se mantiene a aproximadamente 6 y se agita durante 16 h adicionales. El disolvente se elimina al vacio
y el compuesto deseado 19 se purifica adicionalmente usando cromatografia de fase inversa en gel de silice
funcionalizada con C-18 y eluyendo con mezclas de agua-acetonitrilo o agua-metanol.

Sintesis del conjugado 20
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Formula Quimica: CypHgsMNNg04554
Peso Molecular: 109213

Una solucién de 2,3,4-tri-O-acetil-a-D-arabinopiranosilisotiocianato en DMF desgasificado (3,1 equivalentes) se
agrega a la triamina 18 en DMF. La mezcla de reaccién se agita durante varias horas a temperatura ambiente y su
progreso se controla utilizando técnicas analiticas cromatograficas. La adicion del exceso de isotiocianato puede ser
necesaria para conducir la reaccion hasta su finalizacion. Una vez completada, la mezcla de reaccion se concentra a
presion reducida, y el residuo se recoge en una solucion de metanol que contiene una cantidad catalitica de metoxido
de sodio. Se deja que la reaccion continle hasta que se observe la hidrolisis completa de los grupos protectores de
acetato. Una vez completa, la mezcla de reaccion se concentra a presion reducida, y el residuo se purifica usando
cromatografia de fase inversa en gel de silice funcionalizada con C-18 y eluyendo con mezclas de agua-acetonitrilo o
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agua-metanol.

Sintesis del conjugado 21
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Formula Quimica: CygHgsMNN 190435,
Peso Molecular; 1044 .13

Se agrega una solucién de 18 en DMF desgasificada a 3-(isocianatometil)tetrahidrotiofeno 1,1-diéxido (3 equivalentes)
en DMF.

La mezcla de reaccion se agita durante varias horas a temperatura ambiente y su progreso se controla utilizando
técnicas analiticas cromatograficas. La adicion de exceso de 3-(isocianatometil)tetrahidrotiofeno 1,1-diéxido puede ser
necesaria para conducir la reaccion hasta su finalizacion. El producto 21 se purifica usando cromatografia de fase
inversa sobre gel de silice funcionalizada con C-18 y eluyendo con agua-acetonitrilo o mezclas de agua-metanol.

Sintesis del conjugado 22

O
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Férmula Quimica: CagHgsMnN7O4q
Peso Molecular; 872.78

Se agrega una solucién de (2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-il)metil carbonoclorhidrato en DMF (3 equivalentes) a una
solucion de 18 y trietilamina (3,5 equivalentes) en DMF a 0°C. La solucion se deja calentar hasta temperatura ambiente
durante 16 h.

Se pueden usar procedimientos cromatograficos analiticos para determinar el progreso de la reaccion. Se pueden
requerir porciones adicionales de (2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-il)metil carbonoclorhidrato para conducir la reaccion hasta
su finalizacion. Una vez completado, el disolvente se elimina a presion reducida, y el residuo se recoge en MeOH-H20
9:1 y se anade resina Dowex 50W-8X. La mezcla heterogénea se agita a temperatura ambiente y el progreso de la
reaccion se evalla por cromatografia analitica. Al finalizar, la resina se elimina por filtracién y el filirado se concentra
a presioén reducida. El residuo se recoge en agua y el pH de la mezcla se ajusta a 7,4. Se agrega MnCl2 xH20 adicional
(1 equivalente) y la mezcla se agita a temperatura ambiente.
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Se agrega una solucion adicional de NaOH a la mezcla de reaccién para mantener el pH de la mezcla de reaccién
entre 7,0 y 7,4. El progreso de la incorporacion de manganeso se controla por cromatografia analitica y, una vez
completado, el pH de la reaccién se ajusta a 12 mediante la adicion de NaOH acuoso. Se deja que la mezcla de
reaccion continle agitadndose durante 1 hora a temperatura ambiente, y, a continuacion, se filira la mezcla de reaccion
para eliminar los s6lidos y se recoge el filtrado y se ajusta su pH a 7,4 mediante la adicion de una solucién acuosa de
HCI. El compuesto deseado 22 se purifica adicionalmente usando cromatografia de fase inversa en gel de silice
funcionalizada con C-18 y eluyendo con mezclas de agua-acetonitrilo o0 agua-metanol.

Sintesis del conjugado 23
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Fejmula Cuimicg: CanHaghtnMa0y5,
Paso Molecular 559 56

El material de partida 11 se suspende en dimetilformamida desgasificada. Se agrega trietilamina (2 equivalentes),
seguido de tionildiimidazol (2 equivalentes). La mezcla de reaccién se agita con calentamiento a 80°C hasta que la
cromatografia analitica indique que el material de partida se consumi6. Puede ser necesario el uso de equivalentes
adicionales de trietilamina y tionildiimidazol para conducir la reaccién hasta su finalizacién. Una vez completado, el
bistioisocianato 23 se usa directamente en reacciones posteriores como una solucion en DMF.

Sintesis de bistiourea 24
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Férmula Quimica: CagHsgMNNgOaSa
Peso Molecular: 769.83

A una solucion de 23 en DMF a temperatura ambiente se agrega 2,2'-azanediildietanol (2,1 equivalentes). La mezcla
de reaccién se deja agitar a temperatura ambiente y el progreso de la reaccién se controla por cromatografia analitica.
La adicion del exceso de 2,2'-azanediildietanol puede ser necesaria para conducir la reaccién hasta su finalizacion.
Una vez completado, el disolvente se elimina a presion reducida, el residuo se purifica usando cromatografia de fase
inversa en gel de silice funcionalizada con C-18 y eluyendo con mezclas de agua-acetonitrilo o agua-metanol para
proporcionar el compuesto del titulo 24.

Sintesis de conjugado 25
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Se disuelve un monometiléter de oligopolietilenglicol (donde n esté entre 0 y 150, y puede ser una entidad quimica
discreta 0 una mezcla de entidades quimicas que consisten en valores "n" variables) se disuelve en DMF a 0°C y se
trata con una cantidad subestequiométrica de NaH. La mezcla se agita a 0°C durante 1 h, y, a continuacién, se agrega
una solucién de 23 en DMF a la mezcla. Se deja que la mezcla continle agitandose, calentdndose lentamente hasta
temperatura ambiente durante varias horas. El progreso de la reaccion es seguido por cromatografia analitica. Al
finalizar, el disolvente se elimina a presion reducida, el residuo se purifica usando cromatografia de fase inversa en
gel de silice funcionalizada con C-18 y eluyendo con mezclas de agua-acetonitrilo o agua-metanol para proporcionar
el compuesto del titulo 25.

Sintesis de conjugado 26
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Férmula Quimica: CagHssMNnNgOsS4
Peso Molecular: 829.93

Una solucion de 23 en DMF se afnade a una soluciéon de homocisteina HCI en agua. El pH de la solucién se ajusta a
6,5 y la mezcla se deja reaccionar y su progreso se monitorea por cromatografia analitica. Una vez completada, la
mezcla de reaccion se concentra para proporcionar un residuo bruto que se purifica adicionalmente usando
cromatografia de fase inversa en gel de silice funcionalizada con C-18 y eluyendo con mezclas de agua-acetonitrilo o
agua-metanol para proporcionar el compuesto del titulo 26.

Sintesis de trisisotiocianato 27
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Férmula Quimica: CosHayMnN;O0,S;5
Peso Mclecular: 644.63

El material de partida 18 se suspende en dimetilformamida desgasificada. Se agrega trietilamina (3 equivalentes),
seguido de tionildiimidazol (3 equivalentes). La mezcla de reaccion se agita con calentamiento a 80°C hasta que la
cromatografia analitica indique que el material de partida se consumi6. Puede ser necesario el uso de equivalentes
adicionales de trietilamina y tionildiimidazol para conducir la reaccién hasta su finalizacién. Una vez completado, el
tristioisocianato 23 se usa directamente en reacciones posteriores como una soluciéon en DMF.

Sintesis de Conjugado 28
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Férmula Quimica: Cs4HysMnN 0, S;
Peso Molecular: 989.96

A una solucion de 27 en DMF a temperatura ambiente se agrega 1-aminoimidazolidina-2,4-diona (3,1 equivalentes).
La mezcla de reaccion se deja agitar a temperatura ambiente y el progreso de la reaccién se controla por cromatografia
analitica. La adicion de exceso de 1-aminoimidazolidina-2,4-diona puede ser necesaria para conducir la reaccion hasta

5 su finalizacién. Una vez completado, el disolvente se elimina a presion reducida, el residuo se purifica usando
cromatografia de fase inversa en gel de silice funcionalizada con C-18 y eluyendo con mezclas de agua-acetonitrilo o
agua-metanol para proporcionar el compuesto del titulo 28.

Sintesis de companiero de acoplamiento 32

0 o i, 50% acido farmico 5:2 THF-MeCN, reflujo
\ ii. MnCl, xH-0, agua, pH 7,4
EtsN jii. NaOH - agua pH13,5
HNI NH
KRNJ)
| ey
2 3

CH HA
OAL
DPPA.EtN  paon
00, N 0.0
0 c\<N QLal) T = T\’“\/ T
DMF MeOH
TXXT A

N7 Wh N 0% bl
M P 32 #
10 El material de partida 29 se disuelve en DMF y se agrega trietilamina (3 equivalentes) seguido de terc-butilcloroacetato.

Sintesis de Conjugado 30
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Férmula Quimica: CrgHy1oMnyN;204S5
Peso Molecular: 1941.82

A una solucién de 27 en DMF a temperatura ambiente se agrega 29 (3,1 equivalentes). La mezcla de reaccion se deja
agitar a temperatura ambiente y el progreso de la reaccion se controla por cromatografia analitica. La adicion de 29
en exceso puede ser necesaria para conducir la reaccion hasta su finalizacion. Una vez completado, el disolvente se
elimina a presién reducida, el residuo se purifica usando cromatografia de fase inversa en gel de silice funcionalizada
con C-18 y eluyendo con mezclas de agua-acetonitrilo 0 agua-metanol para proporcionar el compuesto del titulo 30.

Sintesis de conjugado 32
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Formula Quimica: CgiHayMnN; Q178
Peso Molecular: 1671.58

Se agrega una solucién de 31 en DMF (3 equivalentes) a una solucion del isotiocianato 27 en DMF que contiene 4-
dimetilaminopiridina (0,3 eq) y dilaurato de dibutilestafio (0,03 eq). La mezcla se calienta a 70°C para conducir la
reaccion hasta su finalizacion, se utilizan procedimientos analiticos cromatograficos para determinar el progreso de la
reaccion. Se pueden requerir porciones adicionales de 31 para conducir la reaccién hasta su finalizacion. Una vez
completado, el disolvente se elimina a presion reducida, el residuo se suspende en una solucién de metanol que
contiene una cantidad catalitica de metéxido de sodio. Se deja que la reacciéon continle hasta que se observe la
hidrélisis completa de los grupos protectores de acetato. Una vez completa, la mezcla de reaccién se concentra a
presion reducida, y el residuo se purifica usando cromatografia de fase inversa en gel de silice funcionalizada con C-
18 y eluyendo con mezclas de agua-acetonitrilo o agua-metanol.
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Sintesis de conjugado 34

SH HoN OH
g o Ho © oH 6.5
27 + N 0
HOJ\:/\\)J\H | \/J\OH H20
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o ©
; 28
HO NH !
SY
OH HN
:eﬁ ,ﬂ\ /\I X :/[/\ JL /“
O
| \
HO 34 = OH
Férmula Quimica: C55H82MHN1502286
Peso Molecular; 1566.66

Una solucién de 27 en DMF se afade a una solucion de 33 en agua. El pH de la solucion se ajusta a 6,5 y la mezcla
se deja reaccionar y su progreso se monitorea por cromatografia analitica. Una vez completada, la mezcla de reaccion
se concentra para proporcionar un residuo bruto que se purifica adicionalmente usando cromatografia de fase inversa
en gel de silice funcionalizada con C-18 y eluyendo con mezclas de agua-acetonitrilo o0 agua-metanol para proporcionar
el compuesto del titulo 34.

Sintesis del diol 36

| |
B o o No 00 0.0 N. o p
5 o BN \L IMNaOH  MnCh \I )( )( 1/
12 + 7 f\/ HO TATAN OH

MeCN pH7.4
0

La piramina 12 y metil 2-bromo-3-hidroxipropanoato (2 equivalentes) se disuelven en acetonitrilo y se agrega
trietilamina (2,2 equivalentes). Se deja que la reaccion continte agitandose a temperatura ambiente y se controla el
progreso de la reaccion a 35 usando cromatografia analitica. Una vez completada, la reaccién se concentra a presién
reducida y el residuo resultante se purifica usando cromatografia de fase inversa en gel de silice funcionalizada con
C-18 eluyendo con mezclas de acetonitrilo-agua o agua-metanol para proporcionar 35. El compuesto 35 se disuelve
en agua y se agrega NaOH sélido (4 equivalentes). La reaccion se agita a temperatura ambiente y su progreso se
controla por cromatografia analitica. Al finalizar, se agrega una sonda de pH a la mezcla de reaccién y el pH de la
reacciéon se ajusta a 7,4 con una solucion acuosa de HCI. Una vez que se alcanza el pH deseado, se agrega
MnCl2xH20 (~1,1 equivalentes) a la mezcla de reaccion y la mezcla se agita a temperatura ambiente. Se agrega una
solucién adicional de NaOH a la mezcla de reaccién para mantener el pH de la mezcla de reaccion entre 7,0y 7,4. El
progreso de la incorporacion de manganeso se controla por cromatografia analitica y, una vez completado, el pH de
la reaccion se ajusta a 12 mediante la adicion de NaOH acuoso. Se deja que la mezcla de reaccion continte agitandose
durante 1 hora a temperatura ambiente, y, a continuacion, se filtra la mezcla de reaccion para eliminar los sélidos y se
recoge el filtrado y se ajusta su pH a 7,4 mediante la adicion de una solucién acuosa de HCI. El compuesto deseado
36 se purifica adicionalmente usando cromatografia de fase inversa en gel de silice funcionalizada con C-18 y eluyendo
con mezclas de agua-acetonitrilo 0 agua-metanol.

Sintesis de Conjugado 37
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Férmula Quimica: C3gHygMnNgQ4g
Peso Molecular: 733.67

Se agrega una solucion de 36 en DMF a una solucién de 4-(isocianatometil)morfolina (2,1 equivalentes) en DMF. Se
agrega una cantidad catalitica de dilaurato de dibutilestafio a la mezcla de reaccion y la mezcla se calienta a 70°C
para conducir la reaccién hasta su finalizacion, se utilizan procedimientos analiticos cromatograficos para determinar
el progreso de la reaccion. Si es necesario, se agrega 4-(isocianatometil)morfolina adicional a la mezcla de reaccion.
Una vez completa, la mezcla de reaccién se concentra a presién reducida, y el residuo se purifica usando
cromatografia de fase inversa en gel de silice funcionalizada con C-18 y eluyendo con mezclas de agua-acetonitrilo o
agua-metanol para dar 37.

Sintesis de Conjugado 38
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Formula Quimica: CyHygMnNgO10S4
Peso Molecular; 877.89

Se agrega una solucién de 4-isotiocianatobencenosulfonamida en DMF (2,1 equivalentes) a una solucion de 36 en
DMF que contiene 4-dimetilaminopiridina (0,3 eq), y dilaurato de dibutilestafio (0,03 eq). La mezcla se calienta a 70°C
para conducir la reaccién hasta su finalizacion, se utilizan procedimientos analiticos cromatograficos para determinar
el progreso de la reaccion. Se pueden requerir porciones adicionales de 4-isotiocianatobencenosulfonamida para
conducir la reaccion hasta su finalizacién. Una vez completa, la mezcla de reaccion se concentra a presién reducida,
y el residuo se purifica usando cromatografia de fase inversa en gel de silice funcionalizada con C-18 y eluyendo con
mezclas de agua-acetonitrilo o agua-metanol.

Sintesis de ditiol 40

L L0
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N N S
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La piramina 12 y metil 2-(tosiloxi)-4- (tritiltio)butanoato (2 equivalentes) se disuelven en acetonitrilo y se agrega
trietilamina (2,2 equivalentes). Se deja que la reaccién continlie agitandose a temperatura ambiente y se controla el
progreso de la reaccion a 39 usando cromatografia analitica. Una vez completada, la reaccién se concentra a presién
reducida y el residuo resultante se purifica usando cromatografia de fase inversa en gel de silice funcionalizada con
C-18 eluyendo con mezclas de acetonitrilo-agua o agua-metanol para proporcionar 39. El compuesto protegido 39 se
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disuelve en HCI acuoso 2 M que se desgasifica cuidadosamente bajo nitrégeno antes de su uso. La reaccion se
calienta en atmoésfera inerte, promueve la hidrélisis del éster metilico y la escision del tritil tioéter. El progreso de esta
reaccion se monitorea por cromatografia analitica, al finalizar, el pH de la mezcla de reaccion se ajusta a 7,4 mediante
la adicién de solucion de NaOH 2M desgasificada. Una vez que se alcanza el pH deseado, se agrega MnCl2xH20
(~1,0 equivalentes) a la mezcla de reaccién y la mezcla se agita a temperatura ambiente. Se agrega una solucion
adicional de NaOH a la mezcla de reaccion para mantener el pH de la mezcla de reaccién entre 7,0 y 7,4. El progreso
de la incorporacion de manganeso se controla por cromatografia analitica y, una vez completado, el pH de la reaccién
se ajusta a 12 mediante la adicion de NaOH acuoso. Se deja que la mezcla de reaccién continle agitandose durante
1 hora a temperatura ambiente, y, a continuacion, se filtra la mezcla de reaccién para eliminar los sélidos y se recoge
el filtrado y se ajusta su pH a 7,4 mediante la adicién de una solucién acuosa desgasificada de HCI. El compuesto
deseado 40 se purifica adicionalmente usando cromatografia de fase inversa en gel de silice funcionalizada con C-18
y eluyendo con mezclas de agua-acetonitrilo o agua-metanol.

Sintesis de Conjugado 41
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Férmula Quimica: CogHagMnNgCy,5,
Peso Molecular; 771.72

Se agrega una solucién de acido 2-(isocianatometoxi)acético (2 equivalentes) y 20 trietilamina (2 equivalentes) en
DMF desgasificado a una solucién de 40 en DMF desgasificado. La mezcla de reaccién se deja agitar a temperatura
ambiente y el progreso de la reaccion se controla usando cromatografia analitica. Una vez completado, el disolvente
se elimina a presién reducida, y el residuo se purifica usando cromatografia de fase inversa en gel de silice
funcionalizada con C-18 y eluyendo con mezclas de agua-acetonitrilo o agua-metanol.

Sintesis de Conjugado 42
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Formula Quimica: Ca4Hs4MrNgOgS 4
Peso Molecular. 854.04

Se agrega 4-(2-isotiocianatoetil)morfolina (2,1 equivalentes a una solucién de 40 en agua. El pH de la solucion se
ajusta a 7,2 y la mezcla se deja reaccionar y su progreso se monitorea por cromatografia analitica. Una vez
completada, la mezcla de reaccién se concentra para proporcionar un residuo bruto que se purifica adicionalmente
usando cromatografia de fase inversa en gel de silice funcionalizada con C-18 y eluyendo con mezclas de agua-
acetonitrilo o agua-metanol para proporcionar el compuesto del titulo 42.

Sintesis alternativa de 41
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El intermedio 39 se disuelve en diclorometano y se agrega a una solucién de acido trifluoroacético, triisopropilsilano y
agua (95:2,5:2,5 v/v/v). La mezcla de reaccion se deja agitar a temperatura ambiente y el progreso de la reaccion se
monitorea por cromatografia analitica. Al finalizar, la mezcla de reaccién se concentra para proporcionar un residuo
bruto que se purifica adicionalmente usando cromatografia de fase inversa en gel de silice funcionalizada con C-18 y
eluyendo con mezclas de agua-acetonitrilo o agua-metanol para proporcionar el compuesto del titulo 43. Se agrega
una solucién de acido 2-(isocianatometoxi)acético (2 equivalentes) y trietilamina (2 equivalentes) en DMF
desgasificado a una solucién de 43 en DMF desgasificado. La mezcla de reaccién se deja agitar a temperatura
ambiente y el progreso de la reaccion se controla usando cromatografia analitica. Una vez completado, el disolvente
se elimina a presion reducida y el residuo se trata con NaOH 1 M en agua. Se utiliza cromatografia analitica para
monitorear la hidrélisis de los metilésteres. Al finalizar, el pH de la mezcla de reaccion se ajusta a 7,4 mediante la
adicion de HCI acuoso 2 M y se agrega MnCl2xHz20 (~ 1,0 equivalentes) a la mezcla de reaccion y la mezcla se agita
a temperatura ambiente. Se agrega una solucién adicional de NaOH a la mezcla de reaccion para mantener el pH de
la mezcla de reaccion entre 7,0 y 7,4. El progreso de la incorporacion de manganeso se controla por cromatografia
analitica y, una vez completado, el pH de la reaccion se ajusta a 12 mediante la adicion de NaOH acuoso. Se deja que
la mezcla de reaccion continte agitandose durante 1 hora a temperatura ambiente, y, a continuacion, se filtra la mezcla
de reaccidn para eliminar los sélidos y se recoge el filirado y se ajusta su pH a 7,4 mediante la adiciéon de una solucion
acuosa desgasificada de HCI. El compuesto deseado 41 se purifica adicionalmente usando cromatografia de fase
inversa en gel de silice funcionalizada con C-18 y eluyendo con mezclas de agua-acetonitrilo o agua-metanol.

Sintesis alternativa de 42
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Se agrega 4-(2-isotiocianatoetil)morfolina (2,1 equivalentes a una solucién de 43 en agua. El pH de la solucién se
ajusta a 7,2 y la mezcla se deja reaccionar y su progreso se monitorea por cromatografia analitica. Al finalizar, el pH
de la mezcla de reaccion se eleva a 13,5 mediante la adicién de NaOH acuoso 2,0 M. La saponificacién de los
metilésteres se controla por cromatografia analitica. Al finalizar, el pH de la mezcla de reaccion se baja hasta 7,4
mediante la adicién de solucion de HCI acuoso 2 M y se agrega MnC|2xH20 (~1,0 equivalentes) a la mezcla de
reaccion y la mezcla se agita a temperatura ambiente. Se agrega una solucion adicional de NaOH a la mezcla de
reaccion para mantener el pH de la mezcla de reaccion entre 7,0 y 7,4. El progreso de la incorporacién de
manganeso se controla por cromatografia analitica y, una vez completado, el pH de la reaccién se ajusta a 12
mediante la adicién de NaOH acuoso. Se deja que la mezcla de reaccion continlde agitandose durante 1 hora a
temperatura ambiente, y, a continuacion, se filtra la mezcla de reaccion para eliminar los sélidos y se recoge el
filtrado y se ajusta su pH a 7,4 mediante la adicién de una solucién acuosa desgasificada de HCI. El compuesto
deseado 41 se purifica adicionalmente usando cromatografia de fase inversa en gel de silice funcionalizada con C-
18 y eluyendo con mezclas de agua-acetonitrilo o agua-metanol.

Sintesis de 51
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Acido 2-bromo-6-(2,2,2-trifluoroacetamido)hexanoico (44): Se anadieron N-¢-trifluoroacetamido-L-lisina (25 g, 103,2
mmol) y bromuro de sodio (37,2 g, 361,2 mmol) a un recipiente de reaccion con camisa de 3 cuellos y 500 mL equipado
con un termopar interno, agitador mecanico y un embudo de polvo. Los sélidos se disolvieron posteriormente en 69
mL de agua y solucién acuosa de HBr (20,9 mL, 8,9 M). El embudo de polvo se retird y se afadié un embudo de
adicién cargado con nitrito de sodio (12,8 g, 185,8 mmol) que se habia disuelto previamente en 16,5 mL de agua
equipado con una entrada de nitrégeno al recipiente de reaccion. La descarga de la reaccion se paso a través de una
solucién de sulfito de sodio antes de ser purgada en la campana extractora. La temperatura interna de la mezcla de
reaccién se enfrié a < 0°C y, a continuacion, la solucién de nitrito de sodio se anadi6 lentamente a la mezcla de
reaccion a una velocidad tal que no se permitié que la temperatura de reaccioén interna superara los 3°C. Una vez
completada la adicion de nitrito de sodio, la mezcla de reaccion fue casi incolora. Se retir6 el embudo de adicion que
contenia la solucion de nitrito de sodio, y se afadié un segundo embudo de adicion precargado con acido sulfurico
concentrado (5,5 mL) al recipiente de reaccion. El &cido sulfurico se anadié a la mezcla de reaccién a una velocidad
tal que la temperatura de reaccién interna no excedié los 5°C. La mezcla de reaccion se volvié marrdn y desarrollé
bromo durante esta adicién. Después de la adiciéon de &cido sulfarico, el embudo de adiciéon que contenia el acido
sulftrrico se reemplaz6 con una purga activa de N2 para eliminar el bromo desprendido de la mezcla de reaccién y de
los espacios vacios. Después de rociar durante 20 minutos a temperatura ambiente, la mezcla de reaccién se habia
aclarado considerablemente. La purga activa con Nz se interrumpid, y la mezcla de reaccién se repartié contra 80 mL
de metil-terc-butil éter (MTBE). La mezcla se agit6 rapidamente durante cinco minutos y, a continuacion, se separaron
las fases. Se recogi6 la capa organica de color amarillo-marrén, y la capa acuosa se exirajo con dos porciones
adicionales de 70 mL de MTBE. Las capas organicas combinadas se lavaron con varias porciones de solucion de
Na2SOs hasta casi incoloras, y, a continuacion, se lavaron posteriormente con salmuera (100 mL), se secaron
(MgSOQsa), se filtraron y se concentraron a presién reducida para proporcionar un aceite de color amarillo palido. El
material aislado se sec6 a alto vacio durante la noche, y posteriormente se tomé una muestra para caracterizacion
analitica (UPLC-MS demostré > 80% de conversion a 44 (m/z 306)). El material aislado se peso, 28,1 g, y el residuo
posteriormente se paso a la siguiente etapa sin purificacién adicional.

Metil 2-bromo-6-(2,2,2-trifluoroacetamido)hexanoato (45): El compuesto 44 (28,1 g) se disolvié en metanol (350 mL) y
se afiadi6 acido p-toluenosulfénico (0,35 g, 1,8 mmol). La mezcla se calenté a 65°C bajo nitrégeno, durante la noche.
Después de este tiempo, se detuvo el calentamiento y la mezcla de reaccion se dej6 enfriar a temperatura ambiente.
La mezcla de reaccion se concentr6 a presion reducida para proporcionar un aceite amarillo que se purifico
posteriormente por cromatografia instantanea sobre gel de silice (columna de 330 g, 200 mL/min., eluciéon con mezclas
de acetato de etilo en hexanos). El programa de gradiente fue: condicion inicial 5% de acetato de etilo en hexanos,
mantener 5% de acetato de etilo en hexanos para 1 volumen de columna, a continuacion ejecutar un gradiente lineal
a 50% de acetato de etilo en hexanos en 12 volimenes de columna, finalmente mantener 50% de acetato de etilo en
hexanos para 2 volumenes de columna adicionales. Los eluyentes de la columna se monitorearon por UV a 230 nmy
254 nm y por dispersién de luz por evaporacion. El producto deseado eluy6 de la columna entre 6,4 y 9 volumenes de
columna. El producto aislado era un aceite incoloro 20,3 g (63 mmol), [a]20,0° = -31,10 £ 0,01 (c = 10,07 g/100mL en
MeOH), ESI-MS 322, 320 m/z; 'H RMN (CD3CN, 599,79 MHz) & 7,58 (br. s., 1H), 8 4,35 (t., 1H), 8 3,73 (s., 3H), 5 3,25
(dd., 2H), 8 2,08- 2,02 (m., 1H), 8 1,99-1,93 (m., 1H), 8 1,61-1,53 (m., 2H), 6 1,51 -1,44 (m., 1H), & 1,40-1,33 (m., 1H);
3C RMN (CDsCN, 150,83 MHz) & 171,18, 157,83 (q., J = 37,0 Hz), 117,17 (q., J = 286,7 Hz), 53,57, 46,94, 40,03,
35,09, 28,59, y 25,01; 'F RMN (CDsCN, 564,32 MHz) & -76,67.
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Compuesto (47) A un matraz de 100 mL que contenia la metilpiramina 46 (5 g, 21,7 mmol) se afadieron 45 mL de
MeCN anhidro seguido de 9,3 mL (52,1 mmol) de diisopropiletilamina. Después de agitar durante 5 minutos, se afiadio
45 (15,3 g, 74,8 mmol) a la mezcla de reaccion. El recipiente de reaccion se colocd en un bafio de aceite mantenido a
65°C durante 18 h. Después de este tiempo, se anadieron a la mezcla de reaccién 1,9 mL adicionales (10,8 mmol) de
diisopropiletilamina y 3 g (9,4 mmol) de 45. Se permitié que la reaccién continuase agitandose en un bafo de aceite a
65°C durante 24 h adicionales. Después del tiempo asignado, la mezcla de reaccion se enfrié a temperatura ambiente,
y la mezcla de reaccion se concentrd posteriormente a presién reducida para proporcionar un residuo aceitoso rojo.
El residuo aislado se repartié entre acetato de etilo y agua y las fases se separaron. La capa organica se lavé con dos
porciones adicionales de agua, y, a continuacién, los lavados acuosos combinados se volvieron a extraer con dos
porciones adicionales de acetato de etilo. Los extractos organicos combinados se secaron (Na2S0Osa), se filtraron y se
concentraron a presion reducida para proporcionar un aceite rojo que se hizo espumar al vacio. El aceite aislado se
tritur6 con dos porciones de 40 mL de éter dietilico durante 10 minutos a temperatura ambiente, y, a continuacion, la
capa de éter se decant6 y se descart6. El residuo se lavé con 50 mL de agua (se calenté durante 10 minutos en un
bano de agua a 60°C). La suspension de agua se dejo enfriar a < 35°C y, a continuacion, la mezcla se extrajo con dos
porciones de 15 mL de éter dietilico. Los extractos de éter se descartaron. La capa acuosa se diluyé con una porcién
equivalente de salmuera y se extrajo exhaustivamente con acetato de etilo (se continuaron las extracciones hasta que
hubo poca o ninguna sefal del producto que quedaba en la capa acuosa mediante HPLC, (5 x 30 mL). Los extractos
combinados de acetato de etilo se secaron (Na2SQs), se filtraron y se concentraron a presién reducida para
proporcionar una espuma casi incolora 14,3 g (20,5 mmol, 94%), ESI-MS 699,70 (m/z).

Compuesto (48) A un matraz de fondo redondo de 50 mL equipado con una barra de agitacion magnética se anadié
47 (2,018 g, 2,89 mmol) y en H20 (9 mL). Se anadié6 KOH (1,302 g, 23,2 mmol) y la solucién resultante se agité a
temperatura ambiente durante 1,5 h. El analisis por HPLC-MS mostr6é una reaccion completa (ESI-MS: 479 (M+H*)
(mvz)). El pH de la solucién de reaccion se ajusté a 10,1 con HCI concentrado y se us6 sin purificacion adicional.

Compuesto (49) Se anadi6 MnClz 4H20 (0,638 g, 3,22 mmol) a la solucién de pH 10,1 descrita en la sintesis del
compuesto 5 y el pH disminuy6 a 5,8 y se ajusté a 7,0 con KOH acuoso 3,4 M. La solucion resultante se calent6 a
90°C durante 3 h antes de enfriar a temperatura ambiente. El pH se aumenté a continuacion a 10,0 con KOH y la
solucién marron turbia resultante se agitd a temperatura ambiente durante 14,5 h. La filtracién a través de un filtro de
PTFE de 0,45 pm dio un filtrado ligeramente turbio que se concentrd a sequedad al vacio. El residuo marrén resultante
se trituré con MeOH (10 mL) para dar un sélido blanco en una solucién marrédn clara. El sélido se eliminé por filtracion
a través de un filtro de PTFE de 0,45 ym y el filirado marrén claro se concentrd a sequedad al vacio. El residuo marrén
resultante se disolvié en H20 (5 mL) y se purificé en silice C18 (5% de AcN en agua a 10% de AcN en agua) para dar
1,41 g (92%) del producto deseado como un sélido amarillo palido. ESI-MS: 532 (M+H*) (m/z).

Compuesto (51) Se afadi6 50 acuoso 20% en peso (1,651 mL, 3,11 mmol) a un matraz de 2 bocas de 25 mL equipado
con una barra de agitacion magnética y una sonda de pH. El pH de la solucién de acido glicérico se ajusté de 2,2 a
7,2 con KOH 3,4 M. Se anadié 49 (0,701 g, 1,38 mmol) seguido de EDCI-HCI (0,634 g, 3,31 mmol) e hidrato de
hidroxibenzotriazol (0,028 g, 0,183 mmol). El pH de la solucién resultante se mantuvo entre 6 y 7 con la adicién de HCI
6 M y/o KOH 3,4 M segun sea apropiado mientras se agitaba a temperatura ambiente durante 4,5 h. Se anadié EDCI-
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HCI (0,530 g, 2,76 mmol) y la solucion resultante se agit6é a temperatura ambiente durante 15,5 h adicionales. Todo el
disolvente se elimin6 al vacio para dar un aceite amarillo dorado que se purificéd en silice C18 (2% de AcN en agua a
20% de AcN en agua) para proporcionar 0,31 g (32%) del producto deseado como un sélido blanquecino. ESI-MS:

708 (M+H*) (m/z).
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REIVINDICACIONES
1. Un compuesto de Férmula | o una sal o solvato del mismo:
R‘l
|
/NN
o= X _ 1
N Mn N
Y{CHy) > /N])(HzC)FY
_< O >_
R? 0
donde:
XesOo0S;

Y es O, S 0 Q-R® donde Q es N o CH y R? se selecciona del grupo que comprende hidroxialquilo C+-20, alquilo C1-
6 0 hidrégeno;

Z es O-L-R*, S-L-R* o Q-R3-(L-R*) donde Q y R3 son como se definen para Y y L es un enlazador opcional
seleccionado de entre los grupos que comprenden alquileno C1-s, hidroxialquileno C1.6 y un enlazador PEG, R* se
selecciona de entre el grupo que comprende alquilo-R® C1-, arilo-R® Cs-s, hidroxi, alquilo-R3 -O-C1-3, sulfonilo, un
anillo heterociclico de 5-6 miembros, una fraccion de carbohidrato, una fraccién de quelato, una fraccion de
aminoécido, donde R® representa uno o mas sustituyentes opcionales seleccionados de hidroxi, amino, oxo, halo,
alquilo C1-3, sulfonamida o hidroxialquilo -C(=0)-NH-Ci1-6; 0 Z mismo forma parte de una fraccién de carbohidrato o
un anillo heterociclico de 5-6 miembros;

R' es alquilo C1-3 0 -(CH2)m-Y'-C(=X")-Z" donde X', Y' y Z' son como se definen para X, Yy Zy m es un entero de
2ab;

R? representa 0-3 sustituyentes seleccionados independientemente del grupo que comprende hidroxi, halo, amino,
amido, alquilo C1-6 € hidroxialquilo C1-; y,

cada n es un entero de 0 a 15;
donde el compuesto de Férmula | comprende al menos dos grupos hidroxi; y,

con la condicion de que cuando Y es Q-R® donde Q es CH, Z no es Q-R3-(L-R*) donde Q es N.

2. El compuesto seguin definido en la Reivindicacién 1, donde X es O, Y es Q-R%, donde Qes Ny Z es Q-
R3-(L-R*) donde Q es N.

3. El compuesto segln definido en la Reivindicacion 1 donde X es S, Y es Q-R®donde Qes Ny Z es Q-
R3-(L-R*) donde Q es N.

4. El compuesto segun definido en la Reivindicacion 1 donde X es O, o bien Y es O 0 Z es O-L-R* y cuando
Y no es O entonces es Q-R3 donde Q es N y cuando Z no es O-L-R* entonces es Q-R3-(L-R*) donde Q es N.

5. El compuesto segln definido en la Reivindicacion 1 donde X es S, o bien Y es O 0 Z es O-L-R*y cuando
Y no es O entonces es Q-R® donde Q es Ny cuando Z no es O entonces es Q- R3 (L-R*) donde Q es N.

6. El compuesto segln definido en la Reivindicacion 1 donde X es O, Y es Q-R® donde Qes Ny Z es Q-
R3-(L-R*) donde Q es CH.

7. El compuesto segun definido en la Reivindicacion 1 donde X es O, o bien Y es O 0 Z es O-L-R* y cuando
Y no es O entonces es Q-R® donde Q es CH y cuando Z no es O entonces es Q-R3-(L-R*) donde Q es CH.

8. El compuesto segln definido en las Reivindicaciones 1 -7 donde cada -L-R* es C1-12 hidroxialquilo.

9. El compuesto segin definido en una cualquiera de las Reivindicaciones 1 -8 donde cada -L-R* es

independientemente seleccionado del grupo que comprende:
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donde, en cada caso, el asterisco denota el punto de union al resto del compuesto de Férmula .

5 10. El compuesto segln definido en una cualquiera de las Reivindicaciones 1 -9 donde cada R* es el mismo.
11. El compuesto segln definido en una cualquiera de las Reivindicaciones 1-10 donde cada R® es
independientemente seleccionado del grupo que comprende C1-3 alquilo o hidrégeno.

12. El compuesto segln definido en la Reivindicacién 11 donde cada R® es C1-3 alquilo.
13. El compuesto segun definido en la Reivindicacién 11 donde cada R® es hidrégeno.
10 14. El compuesto segln definido en una cualquiera de las Reivindicaciones 1-13 donde cada R3 es el
mismo.
15. El compuesto segun definido en la Reivindicacién 1 que es seleccionado de los siguientes compuestos:
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16. Una composicion farmacéutica que comprende el compuesto de Férmula | segun definido en una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 38 junto con un vehiculo biocompatible en una forma adecuada para

administracion en mamiferos.
17. Un procedimiento que comprende:

(i) deteccion de senales de resonancia magnética (RM) de un sujeto o partes de dicho sujeto a quien se le ha
administrado el compuesto de Formula | segin definido en una cualquiera de las Reivindicaciones 1-15 o la
composicion farmacéutica segun definido en la Reivindicacién 16 y en quien dicho compuesto se ha distribuido;

(i) generacion de imagenes de RM y/o espectros de RM a partir de dichas sefales detectadas.
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