ES 2707 228 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @NUmero de publicacion: 2 707 228
Eint. a1

CO07D 487/22 (2006.01)
CO7H 15/26 (2006.01)
A61K 31/40 (2006.01)
A61K 31/409 (2006.01)
A61P 35/00 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: 17.09.2009  PCT/US2009/057283
Fecha y numero de publicacion internacional: 25.03.2010 WO10033678

Fecha de presentacién y nimero de la solicitud europea:  17.09.2009 E 09815180 (6)
Fecha y nimero de publicacion de la concesion europea: 24.10.2018  EP 2350058

Tl’tulo: Nuevo método y aplicacidon de porfirinas y clorinas asimétricamente meso-sustituidas para

TFD
Prioridad: @ Titular/es:
18.09.2008 US 98026 P BIOLITEC UNTERNEHMENSBETEILIGUNGS Il AG

(100.0%)

Fecha de publicacion y mencion en BOPI de la Untere Viaduktgasse 6/9
2 . 1030 Vienna, AT
traduccién de la patente:
03.04.2019 @ Inventor/es:

WIEHE, ARNO;

AICHER, DANIEL;

STARK, CHRISTIAN, B.,, W.y
GRAFE, SUSANNA

Agente/Representante:
TORNER LASALLE, Elisabet

Observaciones :

Véase nota informativa (Remarks, Remarques
o Bemerkungen) en el folleto original publicado
por la Oficina Europea de Patentes

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2707 228 T3

DESCRIPCION
Nuevo método y aplicacion de porfirinas y clorinas asimétricamente meso-sustituidas para TFD
Antecedentes de la invencion

Prioridad nacional bajo 35 USC 119 (e). Esta solicitud reivindica el beneficio de la Solicitud Provisional de Estados
Unidos con namero de serie 61/098,026 presentada el 18 de septiembre de 2008.

1. Campo de la invencién

La invencién se refiere a la quimica de compuestos biolégicamente activos. Mas particularmente, a derivados de
clorina sustituidos especificamente que pueden usarse como fotosensibilizadores para un amplio rango de
tratamientos de irradiacién con luz tales como terapia fotodinamica del cancer, infecciones y otras enfermedades.

2. Declaracion de divulgacién de la invencion

La terapia fotodinamica (TFD) es una de las nuevas técnicas mas prometedoras que hoy se estan explorando para
su uso en una variedad de aplicaciones médicas (Photodynamic therapy, basic principles and clinical applications
[Terapia fotodinamica, principios béasicos y aplicaciones clinicas], Ed. BW Henderson, Th. J. Dougherty, Marcel
Dekker, 1992, Nueva York), y particularmente es un tratamiento bien reconocido para la destruccion de tumores
(Photodynamic tumor therapy. 2" and 3" generation photosensitizers [Terapia fotodinamica de tumores.
Fotosensibilizadores de 22 y 32 generacién], Ed. JG Moser, Harwood Academic Publishers, 1998, Amsterdam). La
terapia fotodinamica utiliza luz y un fotosensibilizador (un colorante) para lograr su efecto médico deseado. Se han
evaluado una gran cantidad de colorantes naturales y sintéticos como potenciales fotosensibilizadores para la
terapia fotodinamica. Tal vez la clase mas ampliamente estudiada de fotosensibilizadores son los compuestos
macrociclicos tetrapirrélicos. Entre ellos, se han evaluado especialmente las porfirinas y clorinas para su eficacia en
TFD. Las porfirinas son compuestos macrociclicos con puentes de un atomo de carbono que se unen a pirroles para
formar una estructura caracteristica de anillo de tetrapirrol. Hay muchas clases diferentes de derivados de porfirina
que incluyen aquellos que contienen unidades de dihidro-pirrol. Las clorinas, como se refieren en la presente
invencion, son derivados de porfirina que contienen una unidad dihidro-pirrol, mientras que las bacterioclorinas se
caracterizan por dos unidades dihidro-pirrol (en general en las clorinas hay un doble enlace del sistema aromatico
que esta ausente en posicion B y en las bacterioclorinas dos enlaces dobles opuestos estan ausentes en
comparacién con la porfirina). Como ejemplos de compuestos macrociclicos tetrapirrélicos usados como
fotosensibilizadores, la patente de EE.UU. N° 4.656.186 de Bommer y otros, divulga mono, di- o poliamida
fluorescente de un acido aminocarboxilico y tetrapirrol que contiene al menos tres grupos carboxi; la patente de
EE.UU. N° 7.022.843B1 de MacAlpine y otros, proporciona clorina f, B’-dihidroxi meso-sustituida como
fotosensibilizadores; y la patente de EE.UU. N° 7.166.719B2 de Pandey y otros, divulga compuestos de tetrapirrol
que contienen un sustituyente fluorado donde el compuesto es una clorina o una bacterioclorina para el diagndstico
y la aplicacién terapéutica con TFD.

Hay varias propiedades que un fotosensibilizador efectivo debe lograr. Entre ellas, una caracteristica deseable para
destruir eficientemente los tejidos diana profundos es una fuerte absorcion a una longitud de onda larga. Muchos
fotosensibilizadores actuales no son lo suficientemente eficientes ya que tienen baja absorcion en la region roja del
espectro. Las clorinas tienen la ventaja de que poseen una absorcion intensa en la region roja e infrarroja cercana
del espectro electromagnético. A medida que la luz de longitud de onda mas larga penetra mas profundamente en el
tejido, es posible tratar por ejemplo tumores mas expandidos, si la TFD se emplea para terapia tumoral. Las clorinas
gue poseen potencial para TFD pueden derivarse de fuentes naturales o de sintesis total.

Si las clorinas se derivan de compuestos naturales, generalmente se obtienen derivatizando clorofilas o
bacterioclorofilas, como por ejemplo los fotosensibilizadores derivados de la clorofila a de plantas fotosintéticas y
algas divulgadas en la patente de EE.UU. N° 5.330.741. Debido a la sensibilidad de los compuestos naturales, esto
a menudo es dificil y requiere grandes recursos. Entonces, la sintesis de clorinas por sintesis total es una alternativa
atractiva. Los métodos para preparar clorinas y bacterioclorinas por sintesis total son conocidos en la técnica.
Generalmente, estos compuestos se preparan sintetizando primero la porfirina y luego convirtiendo el sistema de
porfirina en un sistema de clorina o bacterioclorina. Este paso puede, por ejemplo, realizarse mediante la reduccion
con di-imina generada in situ 0 mediante cis-dihidroxilacion con tetroxido de osmio; también se conocen reacciones
de varias etapas que conducen a la trans-dihidroxilacién (patente EP 00337601B1, solicitud de patente WO
09613504A1, solicitud de patente WO 00061584 Al; C. Bruckner, D. Dolphin; 2,3-vic-Dihydroxy-meso-
tetraphenylchlorins from the Osmium Tetroxide Oxidation of meso-Tetraphenylporphyrin [2,3-vic-dihidroxi-meso-
tetrafenilclorinas de la oxidacion de tetréxido de osmio de meso-Tetrafenilporfirina], Tetrahedron Lett. 1995, 36,
3295-3298; C. Brickner, D. Dolphin, B,B'-Dihydroxylation of meso-Tetraphenylchlorins [3,B'-Dihidroxilacion de meso-
tetrafenilclorinas], Tetrahedron Lett., 1995, 36, 9425-9428; H. W. Daniell, S.C. Williams, H.A. Jenkins, C. Briickner,
Oxidation of meso-tetra-phenyl-2,3-dihydroxychlorin: simplified synthesis of 8,8’-dioxochlorins [Oxidacién de meso-
tetra-fenil-2,3-dihidroxiclorina: sintesis simplificada de ,8'-dioxoclorinas, Tetrahedron Lett. 2003, 44, 4045-4049; F.
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Rancan, A. Wiehe , M. Nobel, M.O. Senge, S. A1 Omari, F. Béhm, M. John, B. R&der, Influence of substitutions on
asymmetric dihydroxychlorins with regard to intracellular uptake, sub cellular localization and photosensitization in
Jurkat cells [Influencia de las sustituciones en dihidroxiclorinas asimétricas con respecto a la absorcién intracelular,
localizacion sub celular y fotosensibilizacion en células Jurkat], J. Photochem. Photobiol. B: Biology, 2005, 78, 17-28;
I. Laville, T. Figueiredo, B. Loock, S. Pigaglio, Ph. Maillard, D. S. Grierson, D. Carrez, A. Croisy, J. Blais, Synthesis,
Cellular Internalization and Photodynamic Activity of Gluco-conjugated Derivatives of Tri and Tetra(meta-
hydroxyphenyl)chlorines [Sintesis, internalizacion celular y actividad fotodinamica de derivados gluco-conjugados de
tri y tetra (meta-hidroxifenil)clorinas], Bioorg. Med. Chem. 2003, 11, 1643 - 1652). Mayormente, se han investigado y
probado compuestos con cuatro sustituyentes idénticos en las posiciones meso para su eficacia de TFD. Un ejemplo
destacado es la Temoporfina, que es el compuesto activo en el producto medicinal Foscan®, el cual se utiliza
exitosamente en Europa como producto medicinal para el tratamiento con TFD del cancer de cabeza y cuello.
Asimismo, todos los ejemplos en la solicitud de patente anteriormente mencionada WO 09613504A1 son
compuestos con cuatro sustituyentes meso idénticos. Las pocas publicaciones sobre clorinas asimétricamente
tetrakis-meso-sustituidas derivadas de la sintesis total que existen son del tipo denominado AsB, es decir,
incorporando 3 meso-sustituyentes idénticos y uno diferente (I. Laville, T. Figueiredo, B. Loock, S. Pigaglio, Ph.
Maillard, D. S. Grierson, D. Carrez, A. Croisy, J. Blais, Synthesis, Cellular Internalization and Photodynamic Activity
of Glucoconjugated Derivatives of Tri and Tetra(meta-hydroxyphenyl)chlorines [Sintesis, internalizaciéon celular y
actividad fotodinamica de derivados glucoconjugados de tri y tetra (meta-hidroxifenil)clorinas], Bioorg. Med. Chem.
2003, 11, 1643-1652, F. Rancan, A. Wiehe, M. Noébel, M. O. Senge, S. A1 Omari, F. Béhm, M. John, B. Roder,
Influence of substitutions on asymmetric dihydroxychlorins with regard to intracellular uptake, sub cellular localization
and photosensitization in Jurkat cells [Influencia de las sustituciones en dihidroxiclorinas asimétricas con respecto a
la absorcion intracelular, localizacién sub celular y fotosensibilizacién en células Jurkat], J. Photochem. Photobiol. B:
Biology 2005, 78, 17-28; J. K. Macalpine, R. Boch, D. Dolphin, Evaluation of tetraphenyl-2,3-dihydroxychlorins as
potential photosensitizers [Evaluacion de tetrafenil-2,3-dihidroxiclorinas como fotosensibilizadores potenciales], J.
Porphyrins Phthalocyanines 2002, 6, 146-155). Una raz6n para usar porfirinas sustituidas simétricamente para
convertirlas en clorinas es que en este caso no se forman isémeros. Si no se forman isémeros, los compuestos
resultantes se caracterizan y preparan facilmente, un factor clave para la producciéon comercial. Si se usan porfirinas
sustituidas asimétricamente para convertirlas en clorinas, se forman diferentes regioisémeros los cuales requieren
una subsecuente separacion (no en el caso de un arreglo trans de los sustituyentes, véase la figura 2). Por lo tanto,
las clorinas con una sustitucion meso-AsB encontradas en la técnica a menudo estan pobremente caracterizadas o
se usan como una mezcla isomérica sin separacion (por ejemplo J. K. Macalpine, R. Boch, D. Dolphin, Evaluation of
tetraphenyl-2,3-dihydroxychlorins as potential photosensitizers [Evaluacion de tetrafenil-2,3-dihidroxiclorinas como
fotosensibilizadores potenciales], J. Porphyrins Phthalocyanines 2002, 6, 146-155; I. Laville, T. Figueiredo, B. Loock,
S. Pigaglio, Ph. Maillard, D. S. Grierson, D. Carrez, A. Croisy, J. Blais, Synthesis, Cellular Internalization and
Photodynamic Activity of Glucoconjugated Derivatives of Tri and Tetra(meta-hydroxyphenyl)chlorines [Sintesis,
internalizacién celular y actividad fotodinamica de derivados glucoconjugados de tri y tetra (meta-
hidroxifenil)clorinas], Bioorg. Med. Chem. 2003, 11, 1643-1652). Dado que es dificil purificar la mezcla para eliminar
los isbmeros que no contribuyen al efecto de la TFD o enriquecer la preparacion con compuestos activos, seria una
ventaja encontrar clorinas tetrakis-meso-sustituidas asimétricamente alternativas facilmente caracterizadas y
producidas con métodos de preparacion simples. Especialmente para aprovechar las propiedades particulares de las
clorinas asimétricamente sustituidas, ya que pueden aumentar la anfifilicidad de los compuestos y, por lo tanto, su
afinidad por la membranay la eficacia de la TFD.

Por lo tanto, existe la necesidad de mejorar la eficacia de los compuestos biolégicamente activos del estado de la
técnica utilizados como fotosensibilizadores para realizar exitosamente un amplio rango de tratamientos de
irradiacion con luz tales como terapia fotodinamica del cancer, infecciones y otras enfermedades. Ademas, es
necesario proporcionar nuevos métodos de preparacion y aplicacion de clorinas tetrakis-meso-sustituidas
asimétricamente con el fin de proporcionar fotosensibilizadores mejorados que los disponibles hasta la fecha. Por lo
tanto, la eficacia de la TFD aumentaria aprovechando las propiedades de clorinas tetrakis-meso-sustituidas
asimétricamente, tales como absorcién fuerte a longitud de onda larga de la region roja e infrarroja cercana del
espectro electromagnético para penetracion de tejido mas profunda, selectividad mejorada para tumores u otros
tejidos diana sobre los tejidos sanos circundantes debido a su anfifilicidad adaptada que aumenta la afinidad de la
membrana y el comportamiento farmacocinético hecho a medida dependiendo de la aplicacion de TFD particular.
Objetivos y breve resumen de la invencién

Es un objetivo de la presente invencion proporcionar compuestos biolégicamente activos que puedan usarse como
fotosensibilizadores para un amplio rango de aplicaciones incluyendo tratamientos de irradiacién con luz tales como
terapia fotodindmica del cancer, infecciones y otras enfermedades.

Es un objetivo adicional de la presente invencion usar derivados de clorina quimicamente estables para varias
aplicaciones médicas tales como terapia fotodinamica.

Es otro objetivo de la presente invencion proporcionar estructuras de clorina tetrakis-meso-sustituidas
asimétricamente que puedan usarse en la terapia fotodinAmica de tumores y otras enfermedades hiperproliferativas,
trastornos dermatolégicos, infecciones virales o bacterianas, trastornos oftalmoldgicos o trastornos urolégicos.
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Es aun otro objeto de la presente invencién proporcionar estructuras de clorina tetrakis-meso-sustituidas
asimétricamente, como se define en la reivindicacion 1, que pueden usarse para el diagnéstico por fluorescencia y
tratamiento de TFD de una indicacién no tumoral tal como artritis y enfermedades inflamatorias similares.

Se describe un método para preparar y purificar tales clorinas tetrakis-meso-sustituidas asimétricamente y para
proporcionar un método para la separacién de los isémeros formados.

Es aln un objeto adicional de la presente invencién proporcionar compuestos altamente anfifilicos para ser usados
en el tratamiento con TFD de tumores, trastornos dermatolégicos, infecciones virales o bacterianas, trastornos de
oftalmologia o trastornos urolégicos.

Se describe un método de preparacion que puede dirigir la dihidroxilacion o la reduccion del material de partida de
manera que favorezca la formacién de un isémero.

Es aun otro objetivo proporcionar formulaciones farmacéuticamente aceptables para los compuestos biol6gicamente
activos de la presente invencién tales como la formulacion liposomal que se inyectara evitando efectos indeseables
como la precipitacion en el sitio de inyeccion o la farmacocinética retardada de los sistemas de tetrapirrol.

En pocas palabras, la presente invencion proporciona compuestos bioldgicamente activos que pueden usarse como
fotosensibilizadores para aplicaciones de diagndstico y terapéuticas, particularmente para TFD del céancer,
infecciones y otras enfermedades hiperproliferativas, diagndéstico por fluorescencia y tratamiento con TFD de una
indicacion no tumoral tal como artritis, enfermedades inflamatorias, infecciones virales o bacterianas, trastornos
dermatoldgicos, oftalmolégicos o uroldgicos, asi como también proporciona métodos para obtenerlos en calidad
farmacéutica. Una realizacién consiste en un método para sintetizar una porfirina con un arreglo definido de meso-
sustituyentes y luego convertir este sistema de porfirina a un sistema de clorina por dihidroxilacion o reduccion, y si
se forma méas de un isémero, separarlos mediante cromatografia en silice en fase reversa o normal. En otra
realizacion, los sustituyentes en la porfirina se seleccionan para dirigir la reduccion o dihidroxilacion a la clorina de
modo que se forme selectivamente un cierto isomero. Otra realizacion es proporcionar compuestos anfifilicos con
una mayor afinidad por la membrana y una mayor eficacia de TFD. En otra realizacién, se proporciona un método
para escindir de forma reductiva el éster de osmato (V1) evitando el uso de H,S gaseoso. En otra realizacién, se
identifican los sustituyentes que, a través de su influencia estérica y/o electrénica, dirigen la dihidroxilacién o
reducciéon con diimina de modo que se favorezca un isomero. Otra realizaciéon consiste en formular el isémero
deseado en una formulacion liposomal que se inyectara evitando efectos indeseables como problemas de solubilidad
en la inyeccion o farmacocinética retardada de los sistemas de tetrapirrol.

Los anteriores y otros objetos, caracteristicas y ventajas de la presente invencion se haran evidentes a partir de la
siguiente descripcion, leida en conjunto con los dibujos adjuntos.
Breve descripcion de las figuras

La figura 1 muestra ejemplos de estructuras de clorina tetrakis-meso-sustituidas asimétricamente que combinan dos
meso-sustituyentes no polares (alquilo) y dos polares que son especialmente adecuados para aplicaciones médicas.

La figura 2 representa una realizaciébn que muestra los derivados de porfirina sustituidos especificamente,
particularmente los derivados de clorina de los tipos 1, 2, 3 0 4.

La figura 3 muestra una realizacién que representa el arreglo de un sistema de porfirina para convertir a un sistema
de clorina, donde el sistema de porfirina es del tipo A2B> con un arreglo "cis" o "trans" de los meso-sustituyentes y A
es el sustituyente no polar (alquilo) y B el polar.

Descripcion detallada de las realizaciones preferidas

La presente invencién proporciona compuestos bioldgicamente activos que pueden usarse como
fotosensibilizadores para un amplio rango de tratamientos de irradiacién con luz tales como terapia fotodinamica del
cancer, enfermedades hiperproliferativas, trastornos dermatolégicos, enfermedades infecciosas virales o
bacterianas, trastornos oftalmoldgicos y/o trastornos uroldgicos. Los fotosensibilizadores alternativos proporcionados
por la presente invencion tienen la ventaja de que se producen y caracterizan facilmente. Ademas, como la presente
invencion proporciona métodos para adaptar compuestos anfifilicos para aplicaciones de TFD deseadas, la
selectividad del tejido diana aumenta y, por lo tanto, la eficacia de la TFD. La presente invencion mejora la eficacia
de los compuestos biolégicamente activos del estado de la técnica ofreciendo una penetracién mas profunda del
tejido debido a su fuerte absorcién a la longitud de onda larga de la regién roja e infrarroja cercana del espectro
electromagnético, selectividad mejorada para tejidos diana sobre tejidos sanos circundantes debido a su anfifilicidad
adaptada, y comportamiento farmacocinético hecho a medida dependiendo de la aplicacién particular de TFD.

Los compuestos biolégicamente activos de la presente invencion que se pueden usar para diferentes indicaciones
médicas, particularmente TFD, son estructuras de clorina tetrakis-meso-sustituidas asimétricamente. De hecho, se
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ha descubierto inesperadamente que las clorinas que combinan dos meso-sustituyentes no polares (alquilo) y dos
polares en su estructura, como se ilustra en la figura 1, son especialmente adecuadas para tal aplicacion médica.
Adicionalmente, la nueva invencién extiende sus aplicaciones ya que puede usarse para el diagnostico por
fluorescencia y el tratamiento con TFD de una indicacion no tumoral tal como artritis y enfermedades inflamatorias
similares.

Para obtener los nuevos fotosensibilizadores, la presente descripcion usa los derivados de porfirina y clorina
guimicamente estables de acuerdo con las formulas 1, 2, 3 y 4 mostradas en la figura 2 y proporciona métodos de
preparacion y separacién de los isomeros formados para obtener clorinas meso-alquilo sustituidas, mas
particularmente las estructuras de clorina tetrakis-meso-sustituidas asimétricamente que pueden usarse en la terapia
fotodinamica. Con respecto a las clorinas parcialmente meso-alquilo sustituidas, de hecho sélo hay un ejemplo en la
literatura (F. Rancan, A. Wiehe, M. Nobel, M. O. Senge, S. A1 Omari, F. Bohm, M. John, B. Réder, Influence of
substitutions on asymmetric dihydroxychlorins with regard to intracellular uptake, sub cellular localization and
photosensitization in Jurkat cells [Influencia de las sustituciones en dihidroxiclorinas asimétricas con respecto a la
absorcién intracelular, localizacion sub celular y fotosensibilizacion en células Jurkat], J. Photochem. Photobiol. B:
Biology 2005, 78, 17-28; el compuesto es también del patron de sustitucion meso-AsB). Por otro lado, especialmente
tales clorinas sustituidas asimétricamente, que son regio-isoméricamente puras (aunque en la mayoria de los casos
todavia hay mezclas enantioméricas), podrian ser de gran interés como fotosensibilizadores para TFD ya que tal
sustitucién asimétrica podria aumentar la anfifilicidad de los compuestos y por lo tanto, su afinidad por la membrana
y la eficacia de la TFD. Ademas, se ha descubierto sorprendentemente durante las investigaciones relacionadas con
la presente invencion, que a veces hay diferencias pronunciadas en la eficacia de la TFD entre diferentes isomeros
de clorina.

Se describe un método para sintetizar una porfirina con un arreglo definido de meso-sustituyentes [una porfirina del
tipo A2B2, con un arreglo “cis” o “trans” de los meso-sustituyentes, como se ilustra en la figura 3, donde por ejemplo
A es el sustituyente no polar (alquilo) y B el polar] y luego convertir este sistema de porfirina en un sistema de clorina
por dihidroxilacion o reduccion (tal como por ejemplo el descripto en: M. Schroeder, Osmium Tetraoxide Cis
Dihydroxylation of Unsaturated Substrates [Cis-dihidroxilacién con tetréxido de osmio de sustratos no saturados],
Chem. Rev. 1980, 80, 187-213; R. Bonnett, R. D. White, U.-J. Winfield, M. C. Berenbaum, Hydroporphyrins of the
meso-tetra(hydroxyphenyl)porphyrin series as tumor photosensitizers [Hidroporfirinas de la serie meso-
tetra(hidroxifenil)porfirina como fotosensibilizadores tumorales], Biochem. J. 1989, 261, 277-280). En una ultima
etapa, los isdmeros (si se forma mas de un isémero) se separan por cromatografia en silice en fase reversa o
normal.

Otra realizacion consiste en los pasos de sintetizar una porfirina con un arreglo definido de sustituyentes, convertirla
en clorina, separar los isdbmeros como se describi6 anteriormente y luego formular el isémero deseado en una
formulacion liposomal.

En otra realizacion mas, se sintetiza una porfirina del tipo “trans™A:B,, se la convierte en dihidroxiclorina y purifica
por cromatografia.

En otra realizacion mas, se sintetiza una porfirina del tipo “cis™AzB>, se la convierte en dihidroxiclorina y luego los
isbmeros se separan y purifican por cromatografia.

También se ha encontrado que los sustituyentes en la porfirina debido a su influencia electrénica y estérica pueden
dirigir la dihidroxilacién, favoreciendo asi la formaciéon de un isémero. Por lo tanto, en otra realizacion mas, los
sustituyentes en la porfirina se seleccionan para dirigir la reduccién o la dihidroxilaciéon a la clorina (ejemplos 3.2 y
3.4) de modo que se forma selectivamente un cierto isémero.

En una realizacién especificamente preferida, se sintetiza una porfirina del tipo “trans”-A2B», que tiene cadenas de
hexilo como sustituyente A y residuos de metoxicarbonilfenilo como sustituyente B. Entonces, esta porfirina se
convierte en la dihidroxiclorina y el éster metilico restante se hidroliza para recibir el acido carboxilico
correspondiente.

Los materiales de partida aceptables para la sintesis de las clorinas que son el objeto de la presente invencion son
pirrol y aldehidos. Méas especificamente, se emplean pirrol y dos aldehidos, un alcanal y un aldehido aromatico, para
la sintesis de las porfirinas sustituidas asimétricamente que son la base de la sintesis de las clorinas
correspondientes. El pirrol y los aldehidos se someten a una reaccion de condensacion. Los métodos adecuados
para esta condensacion se conocen desde hace tiempo en la técnica (J. S. Lindsey, I. C. Schreiman, H. C. Hsu, P.
C. Kearney y A. M. Marguerettaz, J. Org. Chem. 1987, 52, 827-836). Alternativamente, las porfirinas asimétricamente
sustituidas también se pueden sintetizar usando di o tripirrometanos y aldehidos, como también se conoce en la
técnica (C.-H. Lee, J. S. Lindsey, One-Flask Synthesis of Meso-Substituted Dipyrromethanes and Their Application in
the Synthesis of Trans-Substituted Porphyrin Building Blocks [Sintesis de matraz de dipirrometanos meso-sustituidos
y su aplicacion en la sintesis de bloques de construccién de porfirina trans-sustituidos], Tetrahedron 1994, 50,
11427-11440). Después de la condensacion y purificacion de las porfirinas sustituidas asimétricamente deseadas,
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éstas se convierten en clorinas. Como hay s6lo un ejemplo de una clorina tetra-meso-sustituida que lleva sélo un
sustituyente alquilo conocido en la técnica, otra realizacion proporciona un método para la preparaciéon de clorinas
meso-alquil-sustituidas de manera multiple mediante dihidroxilacion. La sintesis de clorinas meso-sustituidas que
llevan cadenas de alquilo se ejemplifica con los ejemplos 3.1-3.4. Ademas, el uso de porfirinas lipéfilas sustituidas
con alquilo como sustratos para la dihidroxilacion es una caracteristica clave ya que da acceso a compuestos
anfifilicos con una mayor afinidad por la membrana y una mayor eficacia de TFD. En los ejemplos 1.1y 1.2, se
sintetiza una serie de porfirinas sustituidas asimétricamente con el objetivo de obtener porfirinas que llevan grupos
hidrofilicos e hidrofébicos.

La dihidroxilacion de porfirinas con tetréxido de osmio que es conocida en la técnica (véase arriba Briickner, y otros,)
usa H,S gaseoso para escindir de manera reductiva el éster de osmato (VI). El uso de H,S gaseoso y toxico no es
favorable para la sintesis de compuestos que se utilizaran eventualmente en preparaciones farmacéuticas a gran
escala. Ademas, el uso de sulfuro de hidrégeno conduce a impurezas, dificultando el tratamiento cromatografico y la
separacion de los isémeros de clorina. Por lo tanto, otra realizacion proporciona un método simple para la escision
reductiva del éster de osmato (VI) que evita el uso de H,S gaseoso. En cambio, se usa una pequefia cantidad de
una solucion saturada de bisulfito de sodio en agua/metanol la cual se agrega a la mezcla de reaccién. Después de
agitar la mezcla durante la noche, la escision del éster de osmato en el diol procede cuantitativamente (ejemplos 3.1-
3.4). Las mezclas de clorina resultantes se pueden separar y purificar facilmente por cromatografia.

Como el ataque de tetroxido de osmio o de la diimina puede tener lugar en cualquiera de las subunidades pirrélicas,
la reaccion de las porfirinas asimétricamente sustituidas en el caso de las porfirinas del tipo “cis™A2B; da lugar a la
formacion de 3 regioisémeros, mientras que para el tipo “trans”-A2B; s6lo se forma un regioisémero. Por lo tanto, en
otra realizacion se identifican sustituyentes que por via de su influencia estérica y/o electrénica dirigen la
dihidroxilacién o reduccién con diimina para que un isémero sea favorecido. En el curso de las investigaciones
resultd que para las porfirinas del tipo “cis™AzB, (con A=hexil) se prefiere la subunidad pirrélica entre grupos hexil
(ejemplo 3.2 y 3.4) para la dihidroxilacién. Este grado de selectividad puede ser causado por simples efectos
estéricos y/o electronicos. La estructura de los diferentes regioisémeros fue determinada inequivocamente por
espectroscopia RMN 2D (COSY, HMQC y HMBC). Ya los espectros de RMN de 'H muestran la influencia de la
subunidad pirrélica dihidroxilada sobre los grupos cercanos en las meso-posiciones. De modo interesante, como el
momento dipolo de las clorinas es afectado por la posicion del diol, también el comportamiento cromatografico de los
compuestos en la mayoria de los casos refleja la estructura de los regioisbmeros correspondientes.

El uso de porfirina anfifilica especificamente sustituida y derivados de clorina es adecuado para utilizarlo en la
terapia fotodinamica del cancer y otras enfermedades hiperproliferativas e infecciones. En otra realizacién, destinada
a obtener tales compuestos anfifilicos, los grupos éster metilico de algunas porfirinas y dihidroxiclorinas se
hidrolizaron en condiciones bésicas para proporcionar los acidos carboxilicos correspondientes (ejemplos 2 y 4).
Estos acidos tienen una mayor solubilidad en solventes polares, aumentando su potencial como fotosensibilizadores.

La TFD se logra incorporando primero los derivados en un vehiculo de aplicacion farmacéuticamente aceptable (por
ejemplo, solucién etandlica o formulacién liposomal) para la administracion de los derivados a un sitio de tratamiento
especifico. Después de administrar los derivados en el vehiculo a un &rea de tratamiento, se permite un tiempo
suficiente para que la porfirina y los derivados de clorina se acumulen preferentemente en el tejido enfermo. Por
ultimo, el area de tratamiento se irradia con luz de una longitud de onda adecuada y potencia suficiente para activar
los derivados de porfirina para inducir necrosis o apoptosis en las células de dicho tejido enfermo. Por lo tanto, una
de las principales ventajas es que pueden crearse formulaciones farmacéuticas convenientes para los compuestos
biolégicamente activos de la presente invencion tales como la formulacién liposomal para ser inyectada evitando
efectos indeseables como la precipitacion en el sitio de inyeccion o la farmacocinética retardada de los sistemas de
tetrapirrol. Debido a su naturaleza anfifilica, la porfirina y los derivados de clorina quimicamente estables de la
presente invencién se pueden preparar en varias preparaciones activas y farmacéuticamente aceptables para
diferentes métodos de administracion, por ejemplo, inyecciones. En una realizacion especificamente preferida, tales
compuestos anfifilicos se formulan en liposomas (ejemplos 8.1 y 8.2). Esta formulacion liposomal puede luego
inyectarse evitando efectos indeseables tales como la precipitacion en el sitio de la inyeccién o la farmacocinética
retardada de los sistemas de tetrapirrol.

La determinacion de toxicidad en la oscuridad (TO) y fototoxicidad (ejemplo 6.1) de un derivado de clorina especifico
de la presente invencion, 5,15-bis-(4-carboxifenil)-10,20-dihexil-7,8-dihidroxi-7,8-clorina preparado de acuerdo con el
ejemplo 4.1, en experimentos de cultivo celular con una linea celular HT 29 mostré las excelentes propiedades de
los compuestos para uso en TFD. Se ilustran ejemplos adicionales de las buenas propiedades fototdxicas de los
compuestos de la presente descripcion con los ejemplos 6.2 y 6.3. Los ejemplos adicionales 6.4-6.6 de experimentos
en la linea celular HT 29 se incluyen para ilustrar que otras dihidroxiclorinas que no poseen una combinacion y
disposicién de sustituyentes como la favorecida en la presente invencién muestran una actividad de TFD menos
prometedora.

Como otro objeto de la presente descripcion es utilizar los derivados de porfirina y clorina descritos en el diagnostico
y tratamiento de la artritis y enfermedades inflamatorias similares, los datos presentados en los ejemplos 7.1-7.4
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resumen los resultados del tratamiento fotodinamico de dos lineas celulares especialmente relevantes para artritis
(HIG82 y J774A.1, un sinoviocito de conejo y una linea celular de macréfago de ratén) con una serie de compuestos
de la presente descripcion. De nuevo, también se incluye un ejemplo negativo (7.5) de un compuesto que no tiene la
combinacién preferida de sustituyentes y que carece de actividad fotodinamica.

Los siguientes ejemplos se presentan para proporcionar a los expertos en la técnica una divulgacion y descripcion
completa e ilustrativa de cdmo hacer los derivados de clorina de la invencién y mostrar su actividad fotodinamica y
no estan destinados a limitar el alcance de lo que el inventor considera como la invencion. Se han realizado
esfuerzos para garantizar la precisién con respecto a los nimeros utilizados (por ejemplo, cantidades, temperatura,
etc.), pero se deben tener en cuenta algunos errores y desviaciones experimentales. Ademas, se han tomado las
mejores medidas para nombrar los compuestos con su nombre IUPAC sistematico, sin embargo, la referencia basica
son las férmulas estructurales dadas basadas en los datos espectroscépicos experimentales.

Ejemplos

Todos los reactivos se usaron tal como se compraron de proveedores comerciales. Se prepararon tetraacetil-B-D-
glucopiranosiloxi-benzaldehido (I. Laville, S. Pigaglio, J.-C. Blais B. Loock, Ph. Maillard, D. S. Grieson, J. Blais,
Biorg. Med. Chem. 2004, 12, 3673-3682) y 5-(4-metoxicarbonilfenil)-dipirrometano (B. J. Littler, M. A. Miller, C.-H.
Hung, R. W. Wagner, D. F. O'Shea, P. D. Boyle, J. S. Lindsey, J. Org. Chem. 1999, 64, 1391-1396) de acuerdo con
la bibliografia. El diclorometano se purific6 mediante destilacion sobre K,COj3 antes de su uso. La cromatografia de
capa fina (CCF) se realizé usando gel de silice 60 de Merck (sin indicador de fluorescencia) pre revestido en laminas
de aluminio. La cromatografia ultrarrapida se llevé a cabo usando gel de silice 60 de Merck, 0,040-0,063 mm (malla
de 230-400). Los espectros de RMN 'H y B¢ se registraron en CDCl;, (CD3) 2CO o (CDs3) 2SO en instrumentos
Bruker AC 250, AC 500 o AMX 500. Los desplazamientos quimicos & se dan en ppm relativos a TMS como patrén
interno o relativo a la resonancia del pico de disolvente residual, los valores de J se dan en Hz. Los espectros de
masas se registraron en instrumentos Varian MAT 771, Varian lonSpec QFT-7 o Agilent 6210 ESI-TOF. Los
espectros de absorcion electrdnica se registraron en un espectrofotémetro Specord S300 (Analytik Jena) usando
diclorometano o acetona como disolvente.

Ejemplo 1
Ejemplo de referencia. Preparacién de porfirinas sustituidas asimétricamente

1.1 Preparacién de 5,15-dihexil-10,20-bis-(4-metoxicarbonilfenil)-porfirina (método A) y 5,10-dihexil-15,20-bis-
(4-metoxicarbonilfenil)-porfirina

En un experimento tipico, se colocé diclorometano seco (1500 ml) en un matraz de tres cuellos equipado con
un agitador magnético y una entrada de gas de argén. Después de afiadir pirrol (1,05 ml, 15 mmol), heptanal
(1,05 ml, 7,5 mmol) y 4-formilbenzoato de metilo (1,23 g, 7,5 mmol), el matraz se protegio de la luz ambiente y
se afiadié6 TFA (1,16 ml, 15 mmol) y la mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente durante 18 h.
Luego, se afiadi6 DDQ (2,55 g, 11,25 mmol) suspendido en diclorometano seco (100 ml). Después de agitar
adicionalmente durante 1 h, se afiadio trietilamina (3 ml). Para eliminar los subproductos poliméricos, la mezcla
de reaccion se filtré a través de gel de silice. El disolvente se evapord y la separacion se consiguid por
cromatografia ultrarrapida con diclorometano y purificacion adicional con diclorometano/hexano 3:1 (primera
banda) y diclorometano (segunda y tercera banda) como eluyente. Se consiguié una purificacion adicional por
recristalizacion en diclorometano/metanol. La primera banda de la columna contenia 5,10,15-trihexil-20-(4-
metoxicarbonilfenil) -porfirina (203 mg, 12%), la segunda banda el compuesto de titulo 5,15-dihexil-10,20-bis-
(4-metoxicarbonilfenil)-porfirina (109 mg, 4%) y la tercera banda el compuesto de titulo 5,10-dihexil-15,20-bis-
(4-metoxicarbonilfenil)-porfirina (199 mg, 7%).

5,15-dihexil-10,20-bis-(4-metoxicarbonilfenil)-porfirina

Sélido microcristalino violeta, mp 238 °C; Amax(CH2Clz)/nm 421 (e/dm® mol™* cm™ 253500), 517 (13400), 553 (7600),
594 (3900) y 650 (5000); 51(250 MHz; CDClz) -2.71 (2 H, s, NH), 0.92 (6 H, t, J 7.3, 2 x CHg), 1.29-1.53 (8 H, m, 4 x
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CHy), 1.76 (4 H, m¢, 2 x CHp), 2.48 (4 H, mc, 2 x CHy), 4.14 (6 H, s, 2 x OCH3), 4.89 (4 H, 1, J 7.7, 2 x CHy), 8.27 (4
H, d, J 8.2, Ar), 845 (4 H,d, J 8.2, Ar), 8.79 (4 H, d, J 5.0, B-H), 9.40 (4 H, d, J 5.0, B-H); 8c(63 MHz; CDCls) 14.26
(CHs), 22.84 (CHy), 30.37 (CHy), 32.04 (CH,), 35.49 (CHy), 38.89 (CHy), 52.55 (OCHs), 117.88 (meso-C), 120.48
(meso-C), 127.93 (Ar), 128.20 (Ar), 129.70 (Ar), 131.46 (Ar), 134.61 (Ar), 147.67 (Ar), 167.53 (CO,CHzs); m/z (ESI)
747.3904 ([M + H]*, C4gHs1N4O4" requiere 747.3905).

5,10-dihexil-15,20-bis-(4-metoxicarbonilfenil)-porfirina

Sélido microcristalino violeta, mp 131 °C; Amax(CH2Clz)/nm 420 (e/dm® mol™* cm™ 263300), 519 (12000), 553 (7000),
596 (3900) y 652 (4000); 54(250 MHz: CDCls) -2.72 (2 H, s, NH), 0.95 (6 H, t, J 7.3, 2 x CHg), 1.45 (8 H, mc, 4 x
CH.), 1.79 (4 H, me, 2 x CH,), 2.52 (4 H, mc, 2 x CHy), 4.12 (6 H, S, 2 X OCHs), 4.91 (4 H, t, J 8.2, 2 x CH,), 8.24 (4
H, d, J 8.2, Ar), 8.43 (4 H, d, J 8.2, Ar), 8.69 (2 H, s, B-H), 8.78 (2 H, d, J 5.0, B-H), 9.41 (2 H, d, J 5.0, B-H), 9.50 (2
H. s, B-H); 5c(63 MHz; CDCls) 14.30 (CHa), 22.89 (CH;), 30.43 (CHz), 32.06 (CH2), 35.86 (CHz), 39.06 (CHz), 52.53
(OCHa), 117.49 (meso-C), 120.98 (meso-C), 128.05 (Ar), 128.63 (Ar), 129.68 (Ar), 130.88 (Ar), 134.63 (Ar), 147.30
(Ar), 167.51 (CO,CHa): m/z (ESI) 747.3932 (M + H]", CagHs:N4O4" requiere 747.3905).

1.2 Preparacion de 5,15-dihexil-10,20-bis-(4-metoxicarbonilphenil)-porfirina (método B)

En un experimento tipico, se colocd acetonitrilo (500 ml) en un matraz de tres cuellos equipado con un agitador
magnético y una entrada de gas de argon. Después de afiadir 5-(4-metoxicarbonilfenil)-dipirrometano (714 mg, 2,6
mmol) y heptanal (0,36 ml, 2,6 mmol), el matraz se protegi6 de la luz ambiente y se afadié TFA (0,2 ml, 2,6 mmol) y
la mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 18 h. Luego, se afiadi6 DDQ (860 mg, 3,8 mmol)
suspendido en acetonitrilo (30 ml). Después de agitar adicionalmente durante 1 h, se afiadi6 trietilamina (1 ml). El
disolvente se evapor6 y se realizd una purificacion preliminar mediante cromatografia ultrarrdpida con
diclorometano/metanol 95: 5 como eluyente y una purificacién adicional mediante cromatografia ultrarrapida con
diclorometano/acetato de etilo 99:1 como eluyente. Se obtuvo el compuesto de titulo 5,15-dihexil-10,20-bis-(4-
metoxicarbonilfenil)-porfirina después de la recristalizacion en diclorometano/metanol (81 mg, 9%).

1.3 Preparacion de 5,15-bis-(3-hidroxifenil)-10,20-bis-(tridecil)-porfirina y 5,10-bis-(3-hidroxifenil)-15,20-bis-(tridecil)-
porfirina

En un experimento tipico, se colocé diclorometano seco (1500 ml) en un matraz de tres cuellos equipado con
un agitador magnético y una entrada de gas de argon. Después de afadir pirrol (1,05 ml, 15 mmol),
tetradecanal (1593 mg, 7,5 mmol) y 3-hidroxibenzaldehido (916 mg, 7,5 mmol), el matraz se protegié de la luz
ambiente y se afiadié TFA (1,16 ml, 15 mmol) y la mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente durante
4 h. Luego, se afiadi6 DDQ (2,55 g, 11,25 mmol) suspendido en diclorometano seco (100 ml). Después de
agitar adicionalmente durante 1 h, se afadié trietilamina (6 ml). Para eliminar los subproductos poliméricos, la
mezcla de reaccion se filtré a través de gel de silice. El disolvente se evapord y la separacion se consigui6
mediante cromatografia ultrarrapida repetida con diclorometano/acetato de etilo 90:10 y 95:5 como eluyente.
Se consiguié una purificacién adicional por recristalizacion en diclorometano/ metanol acuoso. La primera
banda de la columna contenia 5-(3-hidroxifenil)-10,15,20-tris-(tridecil)-porfirina (68 mg, 4%), la segunda banda
el compuesto de titulo 5,15-bis-(3-hidroxifenil)-10,20-bis-(tridecil)-porfirina (52 mg, 2%) y la tercera banda el
compuesto de titulo 5,10-bis-(3-hidroxifenil))-15,20-bis-(tridecil) -porfirina (114 mg, 4%).

5,15-bis-(3-hidroxifenil)-10,20-bis-(tridecil)-porfirina
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Solido microcristalino violeta, mp 133 °C; 64(500 MHz; CDCl3) -2.70 (2 H, s, NH), 0.87 (6 H, t, J 7.0, 2 x CH3), 1.25-
1.33 (32 H, m, 16 x CHy), 1.46 (4 H, m¢, 2 x CHy), 1.72 (4 H, m¢, 2 x CHy), 2.46 (4 H, m¢, 2 x CH), 4.84 (4 H, t, J 8.0,
2 x CHp), 7.15-7.17 (2 H, m, Ar), 7.46-7.47 (2 H, m, Ar), 7.54 (2 H,d, J 7.5, Ar), 7.73 (2H,d, J 7.5, Ar),883 (4 H,d, J
4.7, B-H), 9.33 (4 H, d, J 4.7, B-H); dc(125 MHz; CDCls) 14.1 (CHs), 22.7 (CH2), 29.3 (CHy), 29.6 (CH2), 29.7 (CHy),
30.5 (CHy), 31.9 (CHy), 35.2 (CH>), 38.7 (CHy), 114.6 (Ar), 118.2 (meso-C), 119.9 (meso-C), 121.7 (Ar), 127.5 (Ar),
127.6 (B-C), 131.6 (B-C), 144.1 (Ar), 153.7 (Ar); m/z (El) 858 ([M]", 100%), 689 ([M - C12H1s]", 87), 429 ([M]2+, 9).

HO

5,10-bis-(3-hidroxifenil)-15,20-bis-(tridecil)-porfirina

OH

@ OH

Solido microcristalino violeta, mp 113 °C; 64(500 MHz; CDCls3) -2.68 (2 H, s, NH), 0.88 (6 H, t, J 6.9, 2 x CH3), 1.27-
1.37 (32 H, m, 16 x CHy), 1.46-1.52 (4 H, m, 2 x CHy), 1.72-1.78 (4 H, m, 2 x CHy), 2.46-2.52 (4 H, m, 2 x CH), 4.86
(4H,1t J7.0,2 x CHy), 6.93-7.09 (2 H, m, Ar), 7.25-7.30 (2 H, m, Ar), 7.38-7.46 (2 H, m, Ar), 7.56-7.65 (2 H, m, Ar),
8.54-8.62 (2 H, m, B-H), 8.75-8.79 (2 H, m, B-H), 9.30 (2 H, d, J 4.8, B-H) 9.49 (2 H, s, B-H); dc(125 MHz; CDCls) 14.1
(CHs), 22.7 (CH2), 29.7 (CH2), 30.6 (CH>), 31.9 (CHy), 35.6 (CH.), 38.9 (CH,), 114.5 (Ar), 118.0 (meso-C), 120.3
(meso-C), 121.6 (Ar), 127.5 (Ar), 127.6 (Ar), 143.5 (Ar), 153.6 (Ar); m/z (El) 858 ([M]", 100%), 689 ([M - C12H1s]", 36),
520 ([M — 2 C12H1s]", 6), 429 (M, 4).

1.3 Preparacion de 5,10,15-trihexil-20-(4-metoxicarbonilfenil)-porfirina

En un experimento tipico, se colocé diclorometano seco (1500 ml) en un matraz de tres cuellos equipado con
un agitador magnético y una entrada de gas de argon. Después de afiadir pirrol (10,5 ml, 150 mmol), heptanal
(15,8 ml, 113 mmol) y 4-formilbenzoato de metilo (6,2 g, 38 mmol), el matraz se protegié de la luz ambiente y
se afiadié6 TFA (2,15 ml, 28 mmol) y la mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente durante 18 h.
Luego, se afadié6 DDQ (25 g, 110 mmol) suspendido en diclorometano seco (100 ml). Después de agitar
adicionalmente durante 1 h, se afiadio trietilamina (6 ml). Para eliminar los subproductos poliméricos, la mezcla
de reaccion se filtr6 a través de gel de silice. El disolvente se evaporé y la separacion se logré por
cromatografia ultrarrapida con diclorometano y purificacion adicional con diclorometano/hexano 3:1. Se
consiguié una purificacion adicional por recristalizacion en diclorometano/metanol. La primera banda de la
columna contenia 5,10,15,20-tetrahexil-porfirina (930 mg, 5%), la segunda banda el compuesto de titulo
5,10,15-trihexil-20-(4-metoxicarbonilfenil)-porfirina (1400 mg, 5%).

5,10,15-trihexil-20-(4-metoxicarbonilfenil)-porfirina
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Sélido microcristalino violeta; Amax(CH2Clz)/nm 418 (e/dm® mol™ cm™ 290300), 519 (14600), 553 (9100), 597 (4200) y
654 (6400); 51(250 MHz; CDCls) -2.68 (2 H, s, NH), 0.92-1.06 (9 H, m, 3 x CHs), 1.33-1.60 (12 H, m, 6 x CHy), 1.73-
1.88 (6 H, m, 3 x CHy), 2.43-2.60 (6 H, m, 3 x CHy), 4.14 (3 H, s, OCHs), 4.85-4.96 (6 H, m, CH,), 8.25 (2 H, d, J 8.2,
Ar), 8.43 (2 H, d,J 8.2, Ar), 8.73 (2 H, d, J 5.5, B-H), 9.36 (2 H, d, J 5.5, B-H), 9.45 (2 H, d, J 5.5, B-H), 9.48 (2 H, d, J
5.5, B-H); 8c(63 MHz; CDCls) 14.30 (CHs), 22.89 (CH,), 22.93 (CHy), 30.39 (CHs), 30.46 (CH,), 32.07 (CH,), 35.37
(CH.), 35.96 (CH2), 38.83 (CHs), 39.04 (CH,), 52.51 (OCHs), 116.54 (meso-C), 119.51 (meso-C), 120.01 (meso-C),
127.95 (Ar), 128.26 (Ar), 129.52 (Ar), 130.84 (Ar), 134.63 (Ar), 147.77 (Ar), 167.58 (CO,CHs); m/z (ESI) 697.4467 ([M
+ H]" C6Hs7N4O2" requiere 697.4476).

Ejemplo 2
Ejemplo de referencia. Preparacién de porfirinas carboxi-sustituidas asimétricamente
2.1 Preparacion de 5,15-bis-(4-carboxifenil)-10,20-dihexil-porfirina

En un experimento tipico, se afiadi6 una solucién de KOH (200 mg, 3,6 mmol) en metanol (1 ml) a una solucion
agitada de 5,15-dihexil-10,20-bis-(4-metoxicarbonilfenil)-porfirina (31 mg, 0,04 mmol) en THF (8 ml) y la mezcla de
reaccion se agité durante 2 d. Luego se agregaron agua (50 ml) y acido clorhidrico hasta que el pH se ajusté a 4-6.
La capa acuosa se extrajo con diclorometano (2 x 100 ml) y la capa organica se separ6, se lavé con agua hasta
neutralidad y se sec6 sobre sulfato de sodio. El disolvente se evaporé y se obtuvo el compuesto de titulo 5,15-his-
(4-carboxifenil)-10,20-dihexil-porfirina después de la recristalizacion en diclorometano/metanol acuoso (26 mg, 87%).

5,15-bis-(4-carboxifenil)-10,20-dihexil-porfirina

HO o

(e) OH

Solido microcristalino violeta, d1(250 MHz; (CD3).S0O) -2.96 (2 H, s, NH), 0.81 (6 H,t,J 7.1, 2 x CH3), 1.15-1.41 (8 H,
m, 4 x CHy), 1.60-1.71 (4 H, m, 2 x CHy), 2.25-2.37 (4 H, m, 2 x CHy), 4.81-4.86 (4 H, m, 2 x CHy), 8.21 (4 H, d, J
8.1, Ar), 8.33 (4 H, d, J 8.1, Ar), 8.71 (4 H, d, J 4.8, B-H), 9.57 (4 H, d, J 4.8, B-H); m/z (ESI) 719.3621 ([M + H]",
C46H47N4o4+ requiere 719.3592).

2.2 Preparacion de 5,10-bis-(4-carboxifenil)-15,20-dihexil-porfirina

En un experimento tipico, se afiadi6 una solucién de KOH (200 mg, 3,6 mmol) en metanol (1 ml) a una solucién
agitada de 5,10-dihexil-15,20-bis-(4-metoxicarbonilfenil)-porfirina (34 mg, 0,05 mmol) en THF (8 ml) y la mezcla de
reaccion se agité durante 2 d. Luego se agregaron agua (50 ml) y acido clorhidrico hasta que el pH se ajusto6 a 4-6.
La capa acuosa se extrajo con diclorometano (2 x 100 ml) y la capa organica se separo, se lavé con agua hasta
neutralidad y se sec6 sobre sulfato de sodio. El disolvente se evaporé y se obtuvo el compuesto de titulo 5,10-bis-
(4-carboxifenil)-15,20-dihexil-porfirina después de la recristalizacion en diclorometano/metanol acuoso (26 mg, 79%).

5,10-bis-(4-carboxifenil)-15,20-dihexil-porfirina
10
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Solido microcristalino violeta, 61(250 MHz; (CD3)2S0) -2.99 (2 H, s, NH), 0.81 (6 H, t, J 7.0, 2 x CH3), 1.19-1.41 (8 H,
m, 4 x CHy), 1.60-1.71 (4 H, m, 2 x CHy), 2.25-2.36 (4 H, m, 2 x CHy), 4.78-4.83 (4 H, m, 2 x CH,), 8.18 (4 H, d, J
8.0, Ar), 8.30 (4 H, d, J 8.0, Ar), 8.63 (2 H, s, B-H), 8.69 (2 H, d, J 4.7, B-H), 9.54 (2 H, d, J 4.7, B-H), 9.62 (2 H, s, B-
H); m/z (ESI) 719.3611 (M + H]", C4sHa7N4O4" requiere 719.3592).

Ejemplo 3
Preparacion de clorinas cis-dihidroxi-sustituidas asimétricamente
3.1 Preparacién de 5,15-dihexil-7,8-dihidroxi-10,20-bis-(4-metoxi-carbonilfenil)-7,8-clorina

En un experimento tipico, se afiadi®6 una solucion de tetroxido de osmio (40 mg, 0,16 mmol) en
diclorometano/piridina al 30% (4 ml) a una solucién agitada de 5,15-dihexil-10,20-bis-(4-metoxicarbonilfenil)-porfirina
(90 mg, 0,12 mmol) en diclorometano/piridina 30% (9 ml). Después de agitar durante 3 h, se afiadié una solucion
saturada de bisulfito sédico en agua/metanol 1:1 (15 ml) y la mezcla se agité durante 18 h. La mezcla de reaccion se
filtr6 a través de Celite y se secé sobre sulfato de sodio. El disolvente se evaporé y el residuo se purificé por
cromatografia ultrarrapida con diclorometano/acetato de etilo 95:5 como eluyente, seguido de recristalizaciéon en
diclorometano/metanol. La primera banda de la columna contenia material de partida (20 mg, 22%) y la segunda
banda el compuesto de titulo 5,15-dihexil-7,8-dihidroxi-10,20-bis- (4-metoxicarbonilfenil)-7,8-clorina (52 mg, 55%).

5,15-dihexil-7,8-dihidroxi-10,20-bis-(4-metoxicarbonilfenil)-7,8-clorina

Sélido microcristalino violeta, mp 124 °C; Amax(CH2Cl)/nm 411 (e/dm® mol* cm™ 182900), 428 (159800), 524
(15500), 550 (18400), 594 (8200) y 646 (19200); 54(500 MHz; CDCls) -1.94 (2 H, br s, NH), 0.89-0.95 (6 H, m, 2 x
CHa), 1.31-1.50 (8 H, m, 4 x CHy), 1.67-1.76 (4 H, m, 2 x CHy), 2.15-2.29 (2 H, m, CHy), 2.33-2.41 (2 H, m, CH,),
4.08 (3H, s, OCHs), 4.11 (3 H, s, OCHs), 4.32-4.39 (1 H, m, HCR), 4.48-4.54 (1 H, m, HCH), 4.59-4.65 (2 H, m, CHy),
6.22 (1 H,d,J 7.1, B-H), 6.45 (1 H, d, J 7.1, B-H), 7.95 (L H, d, J 7.3, Ar), 8.04 (L H, d, J 7.4, Ar), 8.15 (2 H, d, J 8.3,
Ar), 8.19 (1 H, d, J 5.0, B-H), 8.32-8.39 (4 H, br m, Ar), 8.42 (1 H, d, J 4.6, B-H), 8.61 (1 H, d, J 4.9, B-H), 9.00 (1 H, d,
J 4.9, B-H), 9.06 (1 H, d, J 4.6, B-H), 9.13 (1 H, d, J 5.0, B-H); 8c(125 MHz; CDCls) 14.26 (CHs), 14.30 (CHs), 22.81
(CHa), 22.91 (CHy), 30.33 (CHy), 30.42 (CHy), 31.98 (CH,), 32.07 (CHy), 33.38 (CHy), 35.22 (CH,), 36.76 (CH.),
38.20 (CHy), 52.55 (OCHs3), 73.60 (B-C), 74.05 (B-C), 111.35 (meso-C), 113.39 (meso-C), 120.54 (meso-C), 122.28
(B-C), 123.81 (meso-C), 124.14 (B-C), 124.86 (B-C), 127.97 (Ar), 128.62 (B-C), 128.73 (Ar), 129.32 (Ar), 129.65 (Ar),
129.75 (B-C), 129.81 (a-C), 132.35 (Ar), 133.09 (B-C), 134.03 (Ar), 134.27 (Ar), 135.72 (a-C), 139.04 (a-C), 141.43
(a-C), 146.84 (Ar), 147.29 (Ar), 151.59 (a-C), 153.67 (a-C), 159.05 (a-C), 162.79 (a-C), 167.26 (CO,CHz), 167.50
(CO,CHs3); m/z (ESI) 781.3988 ([M + H]", CagHs3N4Os" requiere 781.3960).
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3.2 Ejemplo de referencia: Preparacion de 5,10-dihexil-7,8-dihidroxi-15,20-bis-(4-metoxicarbonilfenil)-7,8-clorina,
5,20-dihexil-7,8-dihidroxi-10,15-bis-(4-metoxicarbonilfenil)-7,8-clorina  y  5,10-dihexil-17,18-dihidroxi-15,20-bis-(4-
metoxicarbonilfenil)-17,18-clorina

En un experimento tipico, se afiadi6 una solucion de tetroxido de osmio (100 mg, 0,39 mmol) en
diclorometano/piridina al 30% (10 ml) a una solucién agitada de 5,10-dihexil-15,20-bis-(4-metoxicarbonilfenil)-
porfirina (226 mg, 0,30 mmol) en diclorometano/piridina 30% (35 ml). Después de agitar durante 20 h, se afiadié una
solucion saturada de bisulfito sédico en agua/metanol 1:1 (40 ml) y la mezcla se agit6 durante 18 h. La mezcla de
reaccion se filtr6 a través de Celite y se secé sobre sulfato de sodio. El disolvente se evaporé y el residuo se purifico
por cromatografia ultrarrapida con diclorometano/acetato de etilo 90:10 como eluyente, seguido de recristalizacién
en diclorometano/metanol. La primera banda de la columna contenia material de partida (38 mg, 18%), la segunda
banda el compuesto de titulo 5,10-dihexil-7,8-dihidroxi-15,20-bis- (4-metoxicarbonilfenil) -7,8 -clorina (60 mg, 25%),
la tercera banda el compuesto de titulo 5,20-dihexil-7,8-dihidroxi-10,15-bis-(4-metoxicarbonilfenil)-7,8-clorina (74 mg,
31 %) y la cuarta banda contenia el compuesto de titulo 5,10-dihexil-17,18-dihidroxi-15,20-bis- (4-metoxicarbonilfenil)
-17,18-clorina (22 mg, 9%).

5,10-dihexil-7,8-dihidroxi-15,20-bis-(4-metoxicarbonilfenil)-7,8-clorina

Sélido microcristalino violeta, mp 171-178 °C; Amax(CH2Clo)/nm 410 (e/dm® mol* cm™ 346000), 426 (339000), 526
(31100), 553 (38900), 596 (18100) y 648 (39400); dx(500 MHz; CDCls) -2.19 (2 H, m, NH), 0.95 (6 H, t, J 7.3 Hz, 2 x
CHs), 1.36-1.49 (8 H, m, 4 x CHy), 1.66-1.75 (4 H, m, 2 x CHy), 2.09-2.23 (4 H, m, 2 x CHy), 4.06 (6 H, s, 2 x OCHs3),
4.25-4.31 (2 H, m, CHy), 4.38-4.44 (2 H, m, CHy), 6.38 (2 H, s, B-H), 7.90-7.98 (2 H, br m, Ar), 8.02-8.09 (2 H, br m,
Ar), 8.14 (2 H, br s, B-H), 8.28-8.30 (4 H, m, Ar), 8.55 (2 H, d, J 5.0, B-H), 8.95 (2 H, d, J 5.0, B-H); 5c(125 MHz;
CDCls) 14.31 (CHag), 22.93 (CHy), 30.43 (CHy), 32.04 (CH,), 33.74 (CHy), 36.86 (CH,), 52.52 (OCHj3), 73.89 (B-C),
113.47 (meso-C), 120.15 (meso-C), 122.51 (B-C), 127.97 (B-C), 129.49 (B-C), 132.45 (Ar), 133.88 (Ar), 134.19 (Ar),
134.69 (a-C), 140.16 (a-C), 146.83 (Ar), 152.33 (a-C), 161.12 (a-C), 167.45 (CO2CHs); m/z (ESI) 781.3993 (M + HJ’,
CusHs53N4O6" requiere 781.3960).

5,20-dihexil-7,8-dihidroxi-10,15-bis-(4-metoxicarbonilfenil)-7,8-clorina.

Sélido microcristalino violeta, mp 128 °C; Amax(CH2Clo)/nm 409 (e/dm® mol* cm™ 175100), 428 (143800), 524
(14900), 551 (17800), 594 (8400) y 647 (19800); 5r(500 MHz; CDCls) -2.01 (1 H, s, NH), -1.81 (1 H, s, NH), 0.92-
0.98 (6 H, m, 2 x CHs), 1.34-1.52 (8 H, m, 4 x CHy), 1.68-1.77 (4 H, m, 2 x CHy), 2.12-2.20 (1 H, m, HCH), 2.21-2.29
(1 H, m, HCH), 2.34-2.40 (2 H, m, CHy), 4.05 (3 H, s, OCH3), 4.09 (3 H, s, OCH3), 4.29-4.35 (1 H, m, HCH), 4.42-4.49
(1 H, m, HCH), 4.53 (2 H, t, J 8.3 Hz, CHy), 6.15 (1 H, d, J 7.2, B-H), 6.37 (1 H, d, J 7.2, B-H), 7.85 (1 H, d, J 7.0, Ar),
7.95 (1L H, d, J 7.0, Ar), 8.05-8.10 (1 H, m, Ar), 8.11 (1 H, d, J 4.9, B-H) 8.16-8.23 (1 H, m, Ar), 8.25-8.38 (4 H, m, Ar),
8.42 (1 H, d, J 4.6, B-H), 8.47 (L H, d, J 4.9, B-H), 8.98 (1 H, d, J 5.0, B-H), 9.04 (1 H, d, J 4.6, B-H), 9.16 (1 H, d, J
5.0, B-H); 5¢(125 MHz; CDCls) 14.28 (CHs), 14.33 (CHa), 22.86 (CHy), 22.95 (CHy), 30.38 (CHy), 30.46 (CH,), 31.98
(CHz), 32.09 (CHy), 33.68 (CHy), 35.48 (CHy), 36.80 (CHy), 38.38 (CH,), 52.52 (OCHa), 73.61 (B-C), 73.82 (B-C),
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111.18 (meso-C), 113.40 (meso-C), 120.61 (meso-C), 122.36 (B-C), 123.73 (meso-C), 123.95 (B-C), 125.72 (B-C),
127.61 (B-C), 128.08 (Ar), 128.76 (Ar), 129.30 (Ar), 129.65 (Ar), 129.74 (Ar), 130.02 (B-C), 132.24 (Ar), 132.71 (B-C),
133.95 (Ar), 134.16 (Ar), 134.82 (a-C), 134.97 (a-C), 139.66 (a-C), 140.69 (a-C), 146.40 (Ar), 146.90 (Ar), 151.92 (o-
C), 153.22 (a-C), 159.91 (a-C), 161.68 (a-C), 167.22 (CO,CHs), 167.46 (CO.CHs); m/z (El) 780 (IM]", 21%), 762 ([M -
H.0]", 61), 746 ([M - 2 OHJ", 71), 690 ([M - H,0 - CsHa11]", 51), 675 ([M - 2 OH - CsHa1]", 100), 604 ([M - 2 OH - 2
CsH1a]", 30), 390 (IMJ**, 8), 381 ([M - H20]*", 7), 373 (M - 2 OHJ**, 7); m/z HRMS (El) 780.3889 ([M]", CagHs2N4O6"
requiere 780.3881).

5,10-dihexil-17,18-dihidroxi-15,20-bis-(4-metoxicarbonilfenil)-17,18-clorina

Sélido microcristalino violeta, mp 121 °C; Amax(CH2Clo)/nm 409 (e/dm*® mol™* cm™ 163200), 428 (128300), 526sh
(16300), 547 (19300), 593 (7700) y 645 (21000); 54(500 MHz; CDCl3) -1.53 (2 H, s, NH), 0.93 (6 H, t, J 7.3 Hz, 2 x
CHa), 1.36-1.49 (8 H, m, 4 x CHy), 1.73 (4 H, m¢, 2 x CHy), 2.40 (4 H, m¢, CHy), 4.05 (6 H, s, 2 x OCH3), 4.58-4.67 (4
H, m, 2 x CHy), 6.10 (2 H, s, B-H), 7.89 (2 H, d, J 6.3, Ar), 8.08 (2 H, d, J 6.3, Ar), 8.19 (2 H, d, J 5.0, B-H), 8.29 (2 H,
d, J6.3,Ar), 835 (2 H,d, J6.3, Ar), 9.12 (2 H, d, J 5.0 Hz, B-H), 9.13 (2 H, s, B-H); 8c(125 MHz; CDCls) 14.28 (CHa),
22.86 (CHy), 30.37 (CHy), 32.00 (CH,), 35.56 (CH,), 38.27 (CH,), 52.47 (OCHz), 73.94 (B-C), 111.25 (meso-C),
123.83 (meso-C), 124.22 (B-C), 125.41 (B-C), 128.67 (Ar), 129.14 (Ar), 129.63 (Ar), 130.34 (B-C), 132.36 (Ar), 134.16
(Ar), 135.14 (a-C), 140.19 (a-C), 146.53 (Ar), 152.94 (a-C), 160.57 (a-C), 167.31 (CO,CHsz); m/z (ESI) 781.3989 (M
+ HJ", C4sHs3N4Os6" requiere 781.3960).

3.3 Preparacion de 7,8-dihidroxi-5,15-bis-(3-hidroxifenil)-10,20-bis-(tridecil)-7,8-clorina

En un experimento tipico, se afiadi®6 una solucibn de tetroxido de osmio (36 mg, 0,14 mmol) en
diclorometano/piridina 30% (4 ml) a una solucién agitada de 5,15-bis-(3-hidroxifenil)-10,20-bis-(tridecil)-porfirina (80
mg, 0,09 mmol) en diclorometano/piridina 30% (6 ml). Después de agitar durante 5 h, se afiadié una solucion
saturada de bisulfito de sodio en agua/metanol 1:1 (15 ml) y la mezcla se agité durante 18 h. La mezcla de reaccion
se filtr6 a través de Celite y se sec6 sobre sulfato de sodio. El disolvente se evaporé y el residuo se purificé por
cromatografia ultrarrapida con diclorometano/acetato de etilo 90:10 como eluyente, seguido de recristalizacién en
diclorometano metanol acuoso. La primera banda de la columna contenia material de partida (30 mg, 39%) y la
segunda banda el compuesto de titulo 7,8-dihidroxi-5,15-bis-(3-hidroxifenil)-10,20-bis-(tridecil)-7,8-clorina (35 mg,
44%).

7,8-dihidroxi-5,15-bis-(3-hidroxifenil)-10,20-bis-(tridecil)-7,8-clorina

o

OH

Solido microcristalino violeta, mp 111-120 °C; 64(500 MHz; CDCI3) -1.88 (1 H, s, NH), -1.65 (1 H, s, NH), 0.82-0.85 (6
H, m, 2 x CHas), 1.22-1.34 (32 H, m, 16 x CHy), 1.40-1.49 (4 H, m, 2 x CHy), 1.67-1.74 (4 H, m, 2 x CHy), 2.22-2.40 (4
H, m, 2 x CHy), 4.35-4.41 (1 H, m, HCH), 4.61-4.71 (3 H, m, CH,, HCH), 6.26-6.33 (1 H, m, B-H), 6.50-6.53 (1 H, m,
B-H), 7.16-7.18 (1 H, m, Ar), 7.25-7.28 (1 H, m, Ar), 7.40-7.63 (6 H, m, Ar), 8.35 (1 H, d, J 4.8, B-H), 8.52 (1L H, d, J
4.9, B-H), 8.75 (1 H, d, J 4.9, B-H), 9.14 (2 H, d, J 4.9, B-H), 9.32 (1 H, d, J 4.8, B-H); (125 MHz; CDCl3) 13.5 (CHj),
22.5 (CHy), 28.9 (CHy), 29.1 (CHy), 29.2 (CH,), 29.4 (CH,), 29.5 (CH.), 29.6 (CH.), 29.7 (CH,), 30.2 (CHy), 30.5
(CHy), 31.8 (CH,), 34.5 (CHy), 36.3 (CHy), 38.1 (CHy), 72.9 (B-C), 74.5 (B-C), 113.0 (meso-C), 114.4 (Ar), 114.7 (Ar),

HO
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121.4 (Ar), 121.7 (B-C), 122.4 (Ar), 124.1 (Ar), 124.4 (B-C), 125.8 (Ar), 127.6 (Ar), 128.3 (B-C), 129.2 (B-C), 132.9 (B-
C), 134.1 (a-C), 135.2 (0-C), 139.4 (a-C), 140.9 (a-C), 143.8 (Ar), 151.8 (a-C), 153.4 (a-C), 155.8 (Ar); m/z (El) 875
(IM - H20]", 37%), 856 ([M - 2 H20]", 13), 706 ([M - H20 - C12H2s]", 6).

3.4 Ejemplo de referencia: Preparacién de 17,18-dihidroxi-5,10-bis-(3-hidroxifenil)-15,20-bis-(tridecil)-17,18-clorina,
7,8-dihidroxi-5,20-bis-(3-hidroxifenil)-10,15-bis-(tridecil)-7,8-clorina y 7,8-dihidroxi-5,10-bis-(3-hidroxifenil)-15,20-bis-
(tridecil)-7,8-clorina

En un experimento tipico, se afiadi®6 una soluciéon de tetroxido de osmio (76 mg, 0,30 mmol) en
diclorometano/piridina al 30% (8 ml) a una solucién agitada de 5,10-bis-(3-hidroxifenil)-15,20-bis-(tridecil)-porfirina
(185 mg, 0,22 mmol) en diclorometano/piridina al 30% (10 ml). Después de agitar durante 5 h, se afiadié6 una
solucién saturada de bisulfito de sodio en agua/metanol 1:1 (20 ml) y la mezcla se agité durante 18 h. La mezcla de
reaccion se filtré a través de Celite y se sec6 sobre sulfato de sodio. El disolvente se evapord y el residuo se purifico
por cromatografia ultrarrapida repetida con diclorometano/acetato de etilo 90:10, 40:10 y diclorometano/metanol 95:5
como eluyente, seguido de recristalizacion en diclorometano/metanol acuoso. La primera banda de la columna
contenia material de partida (19 mg, 10%), la segunda banda el compuesto de titulo 17,18-dihidroxi-5,10-bis-(3-
hidroxifenil)-15,20-bis-(tridecil)-17,18-clorina (49 mg, 25%), la tercera banda el compuesto de titulo 7,8-dihidroxi-
5,20-bis- (3-hidroxifenil)-10,15-bis- (tridecil)-7, 8-clorina (47 mg, 24%) y la cuarta banda contenia el compuesto de
titulo 7,8-dihidroxi-5,10-bis-(3-hidroxifenil)-15,20-bis-(tridecil)-7,8- clorina (25 mg, 13%).

17,18-dihidroxi-5,10-bis-(3-hidroxifenil)-15,20-bis-(tridecil)-17,18-clorina

HO.

OH

HO
HO

Soélido microcristalino violeta, mp 103 °C; d4(500 MHz; (CD3),S0) -2.22 (2 H, s, NH), 0.78 (6 H, t, J 6.9 2 x CHj3),
1.10-1.30 (32 H, m, 16 x CHy), 1.35-1.43 (4 H, m, 2 x CH>), 1.60-1.70 (4 H, m, 2 x CH>), 2.08-2.25 (4 H, m, 2 x CH,),
4.32-4.40 (2 H, m, 2 x HCH), 4.53-4.63 (2 H, m, 2 x HCH), 6.01 (2 H, s, B-OH), 6.44 (2 H, s, B-H), 7.15-7.20 (2 H, m,
Ar), 7.45-7.54 (6 H, m, Ar), 8.39 (2 H, s, B-H), 8.72 (2 H, d, J 4.7, B-H), 9.19 (2 H, d, J 4.7, B-H), 9.79 (2 H, s, Ar-OH);
dc(125 MHz; (CD3)2S0) 14.4 (CHs), 22.6 (CHa), 29.2 (CHy), 29.5 (CHy), 29.6 (CHy), 30.5 (CHy), 31.8 (CHy), 33.4
(CHy), 36.6 (CHy), 73.3 (B-C), 113.4 (meso-C), 115.4 (Ar), 120.8 (meso-C), 122.9 (B-C), 125.6 (Ar), 128.3 (Ar), 128.3
(B-C), 132.5 (B-C), 134.5 (a-C), 140.0 (a-C), 143.1 (Ar), 152.1 (a-C), 156.4 (Ar), 164.0 (a-C); m/z (El) 892 (IM]*, 5%),
874 ([M - H.0]", 100), 858 ([M - 2 OH)]", 31) 705 ([M - H20 - C12Hzs]", 14).

7,8-dihidroxi-5,20-bis-(3-hidroxifenil)-10,15-bis-(tridecil)-7,8-clorina
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Solido microcristalino violeta, mp 203-205 °C; d14(500 MHz; (CD3).S0) -2.02 (1 H, s, NH), -1.92 (1 H, s, NH), 0.78-
0.82 (6 H, m, 2 x CHg), 1.12-1.46 (36 H, m, 18 x CH,), 1.59-1.71 (4 H, m, 2 x CHy), 2.10-2.25 (2 H, m, CHy), 2.26-
2.32 (2 H, m, CHy), 4.35-4.41 (1 H, m, HCH), 4.60-4.66 (1 H, m, HCH), 4.67-4.73 (2 H, m, CHy), 5.31 (1 H, s, B-OH),
5.81(1 H, s, B-OH), 6.05-6.11 (1 H, m, B-H), 6.38-6.44 (1 H, m, B-H), 7.05-7.07 (1 H, m, Ar), 7.14-7.19 (1 H, m, Ar),
7.25-7.56 (6 H, m, Ar), 8.23 (1 H, d, J 4.8, B-H), 8.43 (1L H, d, J 4.6, B-H), 8.56 (1L H, d, J 4.9, B-H), 9.17 (1 H, d, J 4.6,
B-H), 9.25 (1 H, d, J 4.8, B-H), 9.54 (1 H, d, J 4.9, B-H); 8c(125 MHz; (CD3),S0O) 14.4 (CHs), 14.5(CHs), 22.6 (CHy),
29.2 (CH2), 29.5 (CH2), 29.6 (CH2), 29.7 (CH2), 31.8 (CH2), 38.5 (CHy), 73.3 (B-C), 74.6 (B-C), 122.8 (B-C), 124.8 (B-
C), 126.5 (B-C), 128.3 (B-C), 130.6 (B-C), 132.8 (B-C), 134.6 (a-C), 143.1 (Ar), 151.7 (a-C), 152.6 (a-C), 164.1 (a-C);
m/z (El) 874 ([M - H20]", 20%), 705 (M - H2O - C12Hzs]", 9).

7,8-dihidroxi-5,10-bis-(3-hidroxifenil)-15,20-bis-(tridecil)-7,8-clorina

HO. O
OH

OH
OH

Solido microcristalino violeta, mp 137-141 °C; d4(500 MHz; (CD3).CO) -1.56 (2 H, s, NH), 0.83-0.86 (6 H, m, 2 x
CHa), 1.24-1.35 (32 H, m, 16 x CHy), 1.45-1.51 (4 H, m, 2 x CHy), 1.72-1.78 (4 H, m, 2 x CH,), 2.42 (4 H, m, 2 x
CH,), 4.70-4.80 (4 H, m, 2 x CHy), 6.18-6.28 (2 H, m, B-H), 7.12-7.15 (2 H, m, Ar), 7.30-7.63 (6 H, m, Ar), 8.37 (2 H,
d, J 4.8, B-H), 8.59 (2 H, s, Ar-OH), 9.26 (2 H, s, B-H), 9.36 (2 H, d, J 4.8, B-H); dc(125 MHz; (CD3),CO) 13.5 (CHa),
22.5 (CHy), 28.9 (CHy), 29.1 (CH2), 29.2 (CH,), 29.3 (CH,), 29.4 (CH.), 29.5 (CH.), 29.6 (CH,), 30.2 (CH,), 31.8
(CH2), 34.9 (CHy), 38.2 (CHy), 73.9 (B-C), 112.7 (meso-C), 122.7 (meso-C), 124.1 (B-C), 125.1 (B-C), 130.1 (B-C),
134.8 (a-C), 140.5 (a-C), 143.1 (Ar), 152.6 (0-C), 162.6 (a-C); m/z (El) 874 ([M - H»0]", 1%), 705 ([M - H,O -
CioHzs]™, 1).

3.5 Ejemplo de referencia: Preparacion de 5,10,15-trihexil-7,8-dihidroxi-20-(4-metoxicarbonilfenil)-7,8-clorina y
5,10,15-trihexil-17,18-dihidroxi-20-(4-metoxicarbonilfenil)-17,18-clorina

En un experimento tipico, se afiadi6 una solucion de tetr6xido de osmio (100 mg, 0,39 mmol) en
diclorometano/piridina al 30% (10 ml) a una solucién agitada de 5,10,15-trihexil-20-(4-metoxicarbonilfenil)-porfirina
(212 mg, 0,30 mmol) en diclorometano/piridina 30% (45 ml). Después de agitar durante 13 dias, se afiadié una
solucién saturada de bisulfito sédico en agua/metanol 1:1 (40 ml) y la mezcla se agitdé durante 18 h. La mezcla de
reaccion se filtré a través de Celite y se sec6 sobre sulfato de sodio. El disolvente se evapord y el residuo se purificé
por cromatografia ultrarrdpida repetida con diclorometano/acetato de etilo 95: 5 como eluyente, seguido de
recristalizacion en diclorometano/metanol acuoso. La primera banda de la columna contenia material de partida (103
mg, 49%), la segunda banda el compuesto de titulo 5,10,15-trihexil-7,8-dihidroxi-20- (4-metoxicarbonilfenil) -7,8-
clorina (48 mg, 22%) y la tercera banda el compuesto de titulo 5,10,15-trihexil-17,18-dihidroxi-20-(4-
metoxicarbonilfenil)-17,18-clorina (34 mg, 15%).

5,10,15-trihexil-7,8-dihidroxi-20-(4-metoxicarbonilfenil)-7,8-clorina

15



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2707 228 T3

Sélido microcristalino violeta, mp 109-111 °C; Amax(CH2Cl2)/nm 410 (e/dm® mol™ cm™ 146100), 430 (121700), 527
(12400), 556 (16300), 596 (7400), y 649 (14900); 6x(500 MHz; CDCl3) -2.15 (2 H, br s, NH), 0.90-0.94 (6 H, m, 2 x
CHa), 0.95 (3 H, t, J 7.0, CH3), 1.31-1.47 (12 H, m, 6 x CHy), 1.59-1.71 (6 H, m, 3 x CHy), 1.97-2.12 (4 H, m, 2 x
CHy), 2.17-2.29 (2 H, m, CH,), 4.02-4.37 (9 H, m, 3 x CHy, OCHa), 6.14-6.17 (2 H, m, B-H), 8.11-8.22 (2 H, br m, Ar),
8.38 (2 H, d, J 8.3 Hz, Ar), 8.42 (1 H, d, J 4.4, B-H), 8.59 (1 H, d, J 4.8, B-H), 8.61 (1 H, d, J 4.7, B-H), 8.73 (1 H, d, J
4.7, B-H), 8.94 (1 H, d, J 4.8, B-H), 8.99 (1 H, d, J 4.4, B-H); 5c(125 MHz; CDCl3) 14.29 (CHs), 14.33 (CHs), 22.86
(CH2), 22.89 (CHa), 22.94 (CHy), 30.33 (CHy), 30.34 (CH,), 30.38 (CHy), 31.95 (CHy), 32.01 (CH,), 32.03 (CH,),
33.24 (CHy), 33.59 (CH,), 36.57 (CHy), 36.68 (CH,), 38.09 (CHy), 52.56 (OCHj3), 73.33 (B-C), 73.83 (B-C), 112.20
(meso-C), 112.24 (meso-C), 119.32 (meso-C), 121.83 (B-C), 122.24 (meso-C), 122.43 (B-C), 124.87 (B-C), 127.97
(Ar), 128.01 (B-C), 129.52 (Ar), 129.67 (B-C), 132.61 (B-C), 134.19 (Ar), 134.61 (a-C), 139.42 (a-C), 140.38 (a-C),
147.34 (Ar), 151.53 (a-C), 152.94 (a-C), 159.70 (a-C), 161.12 (a-C), 167.56 (CO2CHs); m/z (ESI) 731.4485 (M + HJ*
CueHs9N404" requiere 731.4531).

5,10,15-trihexil-17,18-dihidroxi-20-(4-metoxicarbonilfenil)-17,18-clorina

Sélido microcristalino violeta; Amax(CH2Clo)/nm 409 (e/dm® mol™ cm™ 209900), 430 (167300), 527 (17900), 554
(22200), 595 (10300) y 647 (19800); dx(500 MHz; CDCls) -1.86 (2 H, br s, NH), 0.92-0.97 (9 H, m, 3 x CHs), 1.34-
1.51 (12 H, m, 6 x CHy), 1.67-1.76 (6 H, m, 3 x CHy), 2.07-2.29 (2 H, m, CHy), 2.34-2.42 (4 H, m, 2 x CHy), 4.06 (3 H,
s, OCHa), 4.21-4.28 (1 H, m, HCH ), 4.34-4.40 (1 H, m, HCH ), 4.52-4.59 (4 H, m, 2 x CH,), 6.01 (1 H, d, J 7.2, B-H),
6.26 (1 H, d, J 7.2, B-H), 7.79-7.90 (2 H, br m, Ar), 8.08 (1 H, d, J 5.0, B-H), 8.23-8.33 (2 H, br m, Ar), 8.91 (1L H, d, J
5.0, B-H), 9.05 (1 H, d, J 5.0, B-H), 9.09 (2 H, s, B-H), 9.13 (1 H, d, J 7.2, B-H); 5c(125 MHz; CDCls) 14.30 (CHs),
14.33 (CHs), 22.87 (CHy), 22.91 (CH,), 22.95 (CH,), 30.37 (CH,), 30.42 (CHy), 32.00 (CH,), 32.01 (CH,), 32.09
(CH>), 33.34 (CH,), 35.30 (CHy), 35.58 (CH.), 36.61 (CH,), 38.15 (CHy), 38.33 (CH.), 52.51 (OCHs), 73.52 (B-C),
73.85 (B-C), 110.27 (meso-C), 112.26 (meso-C), 121.92 (B-C), 122.91 (meso-C), 122.93 (meso-C), 123.60 (B-C),
124.83 (B-C), 125.67 (B-C), 128.65 (Ar), 129.18 (Ar), 129.54 (Ar), 129.92 (B-C), 130.21 (B-C), 132.34 (Ar), 133.90
(Ar), 134.41 (a-C), 135.08 (a-C), 139.21 (a-C), 140.87 (a-C), 146.75 (Ar), 152.35 (a-C), 152.76 (a-C), 158.99 (a-C),
161.59 (a-C), 167.30 (CO2CHa); m/z (El) 730 ([M]", 29%), 712 ([M - H20]", 100), 697 ([M - 2 OH]", 42), 641 (M - H.0O
- CsHu]", 57), 623 ([M - 2 OH - CsH11]", 71); m/z HRMS (EI) 730.4454 ([M]", CasHssN4O4" requiere 730.4453).

Ejemplo 4
Preparacion de clorinas carboxi-sustituidas asimétricamente

4.1 Preparacion de 5,15-bis-(4-carboxifenil)-10,20-dihexil-7,8-dihidroxi-7,8-clorina

En un experimento tipico, se afadié una solucién de KOH (100 mg, 1,8 mmol) en metanol (1 ml) a una solucion
agitada de 5,15-dihexil-7,8-dihidroxi-10,20-bis-(4- metoxicarbonilfenil)-7,8-clorina (20 mg, 0,016 mmol) en THF (3 ml)
y la mezcla de reaccion se agité durante 2 d. Luego se agregaron agua (50 ml) y acido clorhidrico hasta que el pH se
ajusto a 4-6. La capa acuosa se extrajo con diclorometano (2 x 100 ml) y la capa organica se separod, se lavd con
agua hasta neutralidad y se secé sobre sulfato de sodio. El disolvente se evapord y se obtuvo el compuesto de titulo
5,15-bis- (4-carboxifenil)-10,20-dihexil-7,8-dihidroxi-7,8-clorina después de la recristalizacion en
diclorometano/metanol acuoso (18 mg, 92%).

5,15-his-(4-carboxifenil)-10,20-dihexil-7,8-dihidroxi-7,8-clorina
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HO (o]

OH

o OH

Sélido microcristalino violeta, mp > 300 °C; Amax((CH3)2CO)/nm 407 (e/dm® mol* cm™ 154700), 427 (130300), 521
(13600), 548 (15300), 594 (6500) y 646 (17600); 51(500 MHZ; (CD3)>SO) -2.05 (1 H, s, NH), -1.85 (1 H, s, NH), 0.84
(3H,t,J7.3Hz, CHa), 0.91 3 H, t, J 7.3, CHs), 1.24-1.48 (8 H, m, 4 x CH,), 1.64-1.67 (2 H, m, CHy), 1.69-1.75 (2 H,
m, CHy), 2.12-2.23 (2 H, m, CH,), 2.25-2.31 (2 H, m, CH,), 4.35-4.41 (1 H, m, HCH), 4.57-4.64 (1 H, m, HCH), 4.66-
4.72 (2'H, m, CHy), 5.40 (1 H, br's, OH), 5.86 (1 H, br s, OH), 6.09 (1 H, d, J 6.9, B-H), 6.40 (L H, d, J 6.9, B-H), 8.02-
8.35 (10 H, m, 8 X Ar, 2 x B-H), 8.64 (L H, d, J 5.0, B-H), 9.19 (L H, d, J 4.7, B-H), 9.24 (L H, d, J 5.0, B-H), 9.45 (L H,
d, 35.2, B-H); 5c(125 MHz; (CD3)S0) 13.93 (CH3), 14.02 (CHs), 22.10 (CH), 22.23 (CH2), 29.30 (CHz), 29.67 (CHz),
31.27 (CHz), 31.36 (CH), 33.88 (CHz), 111.99 (meso-C), 113.10 (meso-C), 119.32 (meso-C), 122.64 (8-C), 123.87
(B-C), 127.79 (Ar), 128.23 (B-C), 132.40 (B-C), 133.59 (Ar), 146.10 (Ar), 146.46 (Ar) 167.50 (CO,H), 167.67 (CO;H):
m/z (ESI) 753.3664 ([M + H]", CasHaoN4Os' requiere 753.3647).

4.2 Ejemplo de referencia: Preparacién de 5,20-bis-(4-carboxifenil)-10,15-dihexil-7,8-dihidroxi-7,8-clorina

En un experimento tipico, se afiadié una solucién de KOH (200 mg, 3,6 mmol) en metanol (1 ml) a una solucion
agitada de 5,20-dihexil-7,8-dihidroxi-10,15-bis-(4- metoxicarbonilfenil)-7,8-clorina (35 mg, 0,045 mmol) en THF (3 ml)
y la mezcla de reaccion se agité durante 2 d. Luego se agregaron agua (50 ml) y acido clorhidrico hasta que el pH se
ajusté a 4-6. La capa acuosa se extrajo con diclorometano (2 x 100 ml) y la capa organica se separ6, se lavo con
agua hasta neutralidad y se sec6 sobre sulfato de sodio. El disolvente se evaporé y se obtuvo el compuesto de titulo
5,20-his- (4-carboxifenil)-10,15-dihexil-7,8-dihidroxi-7,8-clorina después de la recristalizaciéon en
diclorometano/metanol acuoso (31 mg, 91%).

5,20-bis-(4-carboxifenil)-10,15-dihexil-7,8-dihidroxi-7,8-clorina

Sélido microcristalino violeta, mp > 300 °C; Amax((CH3)2CO)/nm 407 (¢/dm® mol™ cm™ 122800), 427 (96000), 523
(10100), 548 (11500), 595 (4600) y 646 (13900); 54(500 MHz; (CD3)2CO) -1.88 (1 H, s, NH), -1.74 (1 H, s, NH), 0.91
(3H,t,J7.3Hz, CHs), 0.96 (3H,t, J 7.3, CHs), 1.34-1.56 (8 H, m, 4 x CH,), 1.75-1.85 (4 H, m, 2 x CHy), 2.28-2.46
(4 H, m, 2 x CHy), 4.44-4.50 (1 H, m, HCH), 4.65-4.72 (1 H, m, HCH), 4.77 (2 H, m¢, CHy), 6.33 (1L H, d, J 7.0, B-H),
6.53 (1 H, d, J 7.0, B-H), 8.24 (1 H, d, J 4.9, B-H), 8.00-8.40 (8 H, br m, Ar), 8.42 (1 H, d, J 4.5, B-H), 8.56 (1 H, d, J
4.9, B-H), 9.21 (1 H, d, J 4.5, B-H), 9.30 (1L H, d, J 5.0, B-H), 9.56 (1 H, d, J 5.0, B-H); 5c(125 MHz; (CD3).SO) 14.00
(CHs), 14.10 (CHa), 22.19 (CHy), 22.33 (CHy), 29.38 (CH,), 29.76 (CHy), 31.33 (CHy), 31.44 (CH,), 32.86 (CH,),
34.39 (CHy), 36.16 (CHy), 38.12 (CHy), 72.91 (B-C), 73.13 (B-C), 111.93 (meso-C), 113.17 (meso-C), 119.45 (meso-
C), 122.66 (B-C), 124.10 (B-C), 126.43 (B-C), 127.44 (B-C), 127.92 (Ar), 129.52 (Ar), 130.20 (B-C), 132.11 (B-C),
133.76 (a-C), 133.87 (Ar), 134.29 (0-C), 139.06 (a-C), 140.04 (o-C), 145.84 (Ar), 146.22 (Ar), 150.78 (0-C), 152.25
(a-C), 163.07 (0-C), 163.91 (a-C), 167.53 (COzH), 167.71 (CO2H); m/z (ESI) 753.3637 (M + H]", CasHoN4Os"
requiere 753.3647).

4.3 Ejemplo de referencia: Preparacién de 5-(4-carboxifenil)-10,15,20-trihexil-17,18-dihidroxi-17,18-clorina
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En un experimento tipico, se afiadié una solucién de KOH (100 mg, 1,8 mmol) en metanol (0,5 ml) a una solucién
agitada de 5,10,15-trihexil-7,8-dihidroxi-20-(4-metoxicarbonilfenil)-7,8-clorina (12 mg, 0,016 mmol) en THF (2 ml) y la
mezcla de reaccién se agitdé durante 2 d. Luego se agregaron agua (50 ml) y acido clorhidrico hasta que el pH se
ajusté a 4-6. La capa acuosa se extrajo con diclorometano (2 x 100 ml) y la capa organica se separ6, se lavo con
agua hasta neutralidad y se secé sobre sulfato de sodio. El disolvente se evapor6 y se obtuvo el compuesto de titulo
5-(4-carboxifenil)-10,15,20-trihexil-17,18-dihidroxi-17,18-clorina después de la recristalizacion en
diclorometano/metanol acuoso (10 mg, 87% )

5-(4-carboxifenil)-10,15,20-trihexil-17,18-dihidroxi-17,18-clorina

HO (o]

Sélido microcristalino violeta, mp 134 °C; Amax((CH3)2CO)/nm 408 (¢/dm* mol™ cm™ 88600), 428 (73300), 526 (8500),
553 (9200), 595 (4300) y 649 (7400); 5x(500 MHz; (CD3),CO) -1.98 (1 H, s, NH), -1.96 (1 H, s, NH), 0.88-0.98 (9 H,
m, 3 x CHa), 1.33-1.55 (12 H, m, 6 x CHy), 1.73-1.85 (6 H, m, 3 x CHy), 2.20-2.45 (6 H, m, 3 x CH,), 4.38-4.47 (2 H,
m, CHy), 4.60-4.67 (2 H, m, CHy), 4.75 (2 H, m¢, CHy), 5.30 (1 H, br s, COOH), 6.57 (2 H, s, B-H), 8.19 (2 H, d, J 8.1
Hz, Ar), 8.38 (1 H, d, J 4.5, B-H), 8.41 (2 H, d, J 8.1, Ar), 8.64 (1 H, d, J 4.9, B-H), 9.16-9.18 (2 H, m, B-H), 9.24 (1 H,
d, J 5.0, B-H), 9.49 (1 H, d, J 5.0, B-H); 5c(125 MHz; (CD3)2CO) 14.37 (CHa), 14.44 (CHa), 14.47 (CHa), 23.40 (CHy),
23.50 (CHa), 23.54 (CHy), 30.77 (CHy), 31.04 (CHy), 31.09 (CHy), 32.64, (CHy), 32.71 (CHy), 32.74 (CHy), 34.12
(CHa), 34.49 (CHy), 35.54 (CHy), 37.24 (CHy), 37.37 (CHy), 39.06 (CHy), 74.14 (B-C), 74.28 (B-C), 113.62 (meso-C),
113.70 (meso-C), 119.70 (meso-C), 122.71 (meso-C), 123.05 (B-C), 123.13 (B-C), 126.16 (B-C), 128.42 (B-C),
128.88 (Ar), 130.50 (B-C), 130.79 (a-C), 133.08 (B-C), 134.83 (Ar), 135.70 (a-C), 140.53 (a-C), 141.03 (a-C), 148.04
(Ar), 152.14 (a-C), 153.83 (a-C), 163.12 (a-C), 164.13 (a-C), 167.87 (COzH); m/z (ESI) 717.4399 (M + HJ"
CasHs7N4O4" requiere 717.4374).

4.4 Ejemplo de referencia: Preparacién de 5-(4-carboxifenil)-10,15,20-trihexil-7,8-dihidroxi-7,8-clorina

En un experimento tipico, se afiadié una solucién de KOH (200 mg, 3,6 mmol) en metanol (1 ml) a una solucion
agitada de 5,10,15-trihexil-17,18-dihidroxi-20- (4-metoxicarbonilfenil)-17,18-clorina (25 mg, 0,034 mmol) en THF (3
ml) y la mezcla de reaccion se agitdé durante 2 d. Luego se agregaron agua (50 ml) y acido clorhidrico hasta que el
pH se ajustd a 4-6. La capa acuosa se extrajo con diclorometano (2 x 100 ml) y la capa organica se separo, se lavé
con agua hasta neutralidad y se sec6 sobre sulfato de sodio. El disolvente se evaporé y se obtuvo el compuesto de
titulo  5-(4-carboxifenil)-10,15,20-trihexil-7,8-dihidroxi-7,8-clorina  después  de la  recristalizacion  en
diclorometano/metanol acuoso (22 mg, 90% ).

5-(4-carboxifenil)-10,15,20-trihexil-7,8-dihidroxi-7,8-clorina

HO o]

Sélido microcristalino violeta, mp 128-133 °C; Amax((CH3)2CO)/nm 404 (¢/dm® mol™* cm™ 152200), 428 (114600), 525
(13300), 550 (15900), 595 (6600) y 647 (18200); 54(500 MHz: (CD3),CO) -1.78 (1 H, s, NH), -1.59 (1 H, s, NH), 0.87-
0.96 (9 H, m, 3 x CHg), 1.30-1.53 (12 H, m, 6 x CHy), 1.68-1.80 (6 H, m, 3 x CH,), 2.18-2.27 (1 H, m, HCH), 2.29-
2.42 (5 H, m, 2 x CHp, HCH), 4.32-4.82 (1 H, m, HCH), 4.54-4.60 (1 H, m, HCH), 4.61-4.72 (4 H, m, 2 x CHy), 6.17 (1
H, d, J 7.1 B-H), 6.40 (L H, d, J 7.1 B-H), 7.89-7.95 (L H, br m, Ar), 8.11-8.16 (L H, m, Ar), 8.17 (1 H, d, J 4.9, B-H),
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8.22-8.36 (2 H, br m, Ar), 9.14 (1 H, d, J 5.0, B-H), 9.16 (1 H, d, J 4.7, B-H), 9.18 (1 H, d, J 4.7, B-H), 9.26 (1L H, d, J
4.9, B-H), 9.41 (1 H, d, J 5.0, B-H); 8c(125 MHz; (CDs),CO) 14.37 (CHs), 14.40 (CHs), 14.46 (CHs), 23.38 (CHy),
23.42 (CH,), 23.51 (CHy), 30.73 (CH,), 30.79 (CHy), 31.05 (CH,), 32.62, (CH,), 32.63 (CHy), 32.72 (CH), 33.93
(CHy), 35.48 (CHy), 35.82 (CH,), 37.16 (CHy), 38.92 (CHy), 39.12 (CHy), 73.88 (B-C), 74.55 (B-C), 112.13 (meso-C),
113.27 (meso-C), 122.71 (B-C), 122.93 (meso-C), 122.96 (meso-C), 124.48 (B-C), 125.68 (B-C), 126.56 (B-C),
130.22 (a-C), 130.67 (B-C), 130.98 (B-C), 135.07 (a-C), 135.70 (a-C), 140.12 (a-C), 141.49 (a-C), 148.03 (Ar), 153.09
(a-C), 153.50 (a-C), 162.07 (a-C), 164.25 (a-C), 168.01 (COzH); m/z (ESI) 717.4356 ([M + H]* CasHs;N4O4" requiere
717.4374).

Ejemplo 5
Ejemplo de referencia. Preparacién de porfirinas conteniendo fracciones de carbohidratos

5 Preparacion de 5,15-dihexil-10,20-bis-(3-B-D-acetoglucosilfenil)-porfirina y 5,10-dihexil-15,20-bis-(3-3-D-
acetoglucosilfenil)-porfirina

En un experimento tipico, se coloco diclorometano seco (528 ml) en un matraz de tres cuellos equipado con un
agitador magnético y una entrada de gas de argon. Después de afiadir pirrol (528 pl, 7,62 mmol), heptanal (560 pl,
3,96 mmol) y tetraacetil-B-D-glucopiranosiloxi-benzaldehido (600 mg, 1,32 mmol), el matraz se protegié de la luz
ambiente y se afiadié TFA (408 pl, 5,28 mmol) y la mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 18
h. A continuacién, se afiadié DDQ (898 mg, 3,96 mmol) suspendido en diclorometano seco (30 ml). Después de
agitar adicionalmente durante 1 h, se afiadié trietilamina (1 ml). Para eliminar los subproductos poliméricos, la
mezcla de reaccion se filtro a través de gel de silice. El disolvente se evaporo y se consiguio la purificacion mediante
cromatografia ultrarrapida repetida con hexano/acetato de etilo 60:40 y diclorometano/acetato de etilo 90:10 como
eluyente, seguido de recristalizacion en diclorometano/metanol. La primera banda de la columna contenia
5,10,15,20-tetrahexil-porfirina (51 mg, 8%), la segunda banda 5,10,15-trihexil-20-bis-(3-B-D-acetoglucosilfenil)-
porfirina (145 mg, 11%), la tercera banda el compuesto de titulo 5,15-dihexil-10,20-bis-(3-B-D-acetoglucosilfenil)-
porfiina (33 mg, 4%) y la cuarta banda contenia el compuesto de titulo 5,10-dihexil-15,20-bis-(3-B-D-
acetoglucosilfenil)-porfirina (57 mg, 7%).

5,15-dihexil-10,20-bis-(3-B-D-acetoglucosilfenil)-porfirina

AcO H

oH
OAc
O OAc
co H
H H
. O O
Ho
AcO
AcO (0]
H oAk
H

H

Solido microcristalino violeta, d4(500 MHz; CDCl3) -2.72 (2 H, s, NH), 0.91-0.96 (6 H, m, 2 x CH3), 1.31-1.33 (6 H, m,
Ac), 1.36-1.43 (4 H, m, 2 x CHy), 1.48-1.56 (4 H, m, 2 x CHy), 1.77-1.84 (4 H, m, 2 x CH), 1.98 (6 H, s, Ac), 2.04 (6
H, s, Ac), 2.11 (6 H, s, Ac), 2.49-2.55 (4 H, m, 2 x CH>), 3.76-3.81 (2 H, m, H-5 ‘ose’), 4.03-4.07 (2 H, m, H-6 ‘ose’)
4.14-4.18 (2 H, m, H-6 ‘ose’), 4.94-5.00 (4 H, m, 2 x CHy), 5.15-5.20 (2 H, m, H-4 ‘ose’), 5.31-5.34 (2 H, m, H-2/3
‘ose’), 5.35-5.37 (2 H, m, H-1 ‘ose’), 5.39-5.42 (2 H, m, H-2/3 ‘ose’), 7.43-7.46 (2 H, m, Ar), 7.66-7.69 (2 H, m, Ar),
7.84-7.87 (2 H, m, Ar), 7.92-7.95 (2 H, m, Ar), 8.89 (4 H, d, J 4.7, B-H), 9.43-9.46 (4 H, m, B-H); 8c(125 MHz; CDCls)
14.23 (CHj3), 19.96 (COCHgs), 20.60 (COCHgs), 20.69 (COCHSs), 20.81 (COCHs), 22.82 (CHy), 30.31 (CH2), 31.99
(CHy), 35.42 (CHy), 38.88 (CHy), 61.99 (C-6 ‘ose’), 68.38 (C-4 ‘ose’), 71.40 (C-2/3 ‘ose’), 72.26 (C-5 ‘ose’), 72.89 (C-
2/3 ‘ose’), 99.38 (C-1 ‘ose’), 116.71 (Ar), 118.10 (meso-C), 120.21 (meso-C), 122.77 (Ar), 127.67 (Ar), 128.07 (B-C),
129.94 (Ar), 131.70 (B-C), 144.31 (Ar), 155.34 (Ar), 169.44 (2 x COCHs), 170.30 (COCHj3), 170.45 (COCHs); m/z
(ESI) 1323.5 ([M + H]" C72HgaN4O20" requiere 1323.6).

5,10-dihexil-15,20-bis-(3-B-D-acetoglucosilfenil)-porfirina
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c
H oA
H

Solido microcristalino violeta, 84(500 MHz; CDCl3) -2.71 (2 H, s, NH), 0.95-0.98 (6 H, m, 2 x CH3), 1.32-1.38 (6 H, m,
Ac), 1.40-1.47 (4 H, m, 2 x CHy), 1.52-1.59 (4 H, m, 2 x CHy), 1.82-1.89 (4 H, m, 2 x CHy), 1.98-2.01 (6 H, m, Ac),
2.04-2.05 (6 H, m, Ac), 2.10-2.12 (6 H, m, Ac), 2.52-2.61 (4 H, m, 2 x CH_), 3.75-3.84 (2 H, m, H-5 ‘ose’), 4.02-4.07
(2 H, m, H-6 ‘ose’) 4.14-4.21 (2 H, m, H-6 ‘ose’), 5.00-5.04 (4 H, m, 2 x CHy), 5.15-5.21 (2 H, m, H-4 ‘ose’), 5.30-5.43
(6 H, m, H-1, H-2, H-3 ‘ose’), 7.41-7.45 (2 H, m, Ar), 7.63-7.70 (2 H, m, Ar), 7.82-7.95 (4 H, m, Ar), 8.76-8.79 (2 H, m,
B-H), 8.87-8.91 (2 H, m, B-H), 9.45-9.49 (2 H, m, B-H), 9.59 (2 H, s, B-H); 5c(125 MHz; CDCls) 14.25 (CHs), 19.96
(COCHs), 20.61 (COCHs), 20.69 (COCHs3), 20.80 (COCHa), 22.85 (CHy), 30.41 (CHy), 32.02 (CH,), 35.84 (CHy),
39.05 (CHy), 62.01 (C-6 ‘ose’), 68.39 (C-4 ‘ose’), 71.39 (C-2/3 ‘ose’), 72.27 (C-5 ‘ose’), 72.89 (C-2/3 ‘ose’), 99.24 (C-1
‘ose’), 116.52 (Ar), 117.75 (meso-C), 120.68 (meso-C), 122.79 (Ar), 129.95 (Ar), 129.94 (Ar), 143.97 (Ar), 155.45
(Ar), 169.45 (2 x COCHs), 170.31 (COCHs), 170.47 (COCHa); m/z (ESI) 1323.5 (M + H]" C72HssN4O2" requiere
1323.6).

Ejemplo 6
Pruebas celulares de compuestos seleccionados en la linea celular HT 29

La actividad fotosensibilizante se determiné en la linea celular de adenocarcinoma de colon humano HT29. Las
lineas celulares HT29 se cultivaron en DMEM (cc-pro GmbH) complementado con 10% de suero de ternera
fetal inactivado por calor (FCS, cc-pro GmbH), 1% de penicilina (10000 Ul) y estreptomicina (10000 pg/ml, cc-
pro GmbH). Las células se mantuvieron como un cultivo monocapa en una incubadora humidificada (5% de
CO; en aire a 37°C).

Se realizé una soluciéon madre fotosensibilizante (2 mM) en DMSO y se mantuvo en la oscuridad a 4°C. Se
realizé una dilucién adicional en medio RPMI 1640 sin rojo de fenol suplementado con FCS al 10% para
alcanzar una concentracién final de fotosensibilizador de 2 o 10 yM, respectivamente.

Se sembraron 2 x 10* células/ml en microplacas (2 x 10° células/pocillo). Las células se incubaron con medio
nuevo (RPMI sin rojo de fenol) que contenia 10% de FCS con 2 o 10 yM del fotosensibilizador durante 24 h
antes de la exposicién a la luz. Antes de la fotosensibilizacion, las células se lavaron, incubaron con RPMI sin
rojo de fenol y FCS al 10%, y luego se irradiaron a temperatura ambiente con un diodo laser de 652 nm
(Ceralas PDT 652, biolitec AG) a una tasa de fluencia fija de 100 mW/cm? (50 J/cmz). Después de la
irradiacion, las células se incubaron en una incubadora humidificada (5% de CO; en aire a 37°C) durante 24 h
hasta el ensayo de viabilidad celular.

La viabilidad celular se evalu6 mediante el ensayo XTT. 500 mg de XTT (3'- [fenilaminocarbonil)-3,4-tetrazolio]-
bisg4-metoxi-6-nitro)benceno sulfénico de sodio, Applichem GmbH) se disuelve en 500 ml de tampén PBS (sin
Ca™'y Mgz) y filtrado estéril. La solucion se almacend en la oscuridad a -20°C hasta su uso. Se necesité una
solucién estéril conteniendo PMS (N-metil dibenzopirazina metil sulfato, Applichem GmbH) como reactivo de
activacion para XTT. Se disolvieron 0,383 mg de PMS en 1 ml de tampdn PBS. La solucién debe almacenarse
congelada y no debe exponerse a la luz. La solucion de reactivo XTT se descongelé en un bafio de agua a
37°C y se afiadi6 la solucion de activacion (PMS) inmediatamente antes de su uso. Para preparar una solucion
de reaccion suficiente para una microplaca (96 pocillos), se administraron 0,1 ml de solucién de activacion
(PMS) a 5 ml de reactivo XTT. El medio en la microplaca se intercambié con RPMI fresco sin rojo de fenol y
FCS al 10% (100 pl) antes de anadir 50 pl de solucion de reaccion XTT por pocillo. La microplaca se incubo
durante 2-3 horas a 37°C y 5% de CO; hasta que se formd un colorante naranja. La microplaca se ha agitado
suavemente para distribuir uniformemente el colorante en los pocillos.

La absorbancia de las muestras se midié con un espectrofotometro (Bio-Kinetics Reader EL312 e; Bio-Tek

Instruments Inc.) a una longitud de onda de 490 nm. Para medir la absorbancia de referencia (para medir lecturas no
especificas) se us6 una longitud de onda de 630-690 nm.
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Los ejemplos 6.1 a 6.3 ilustran la actividad fotodinamica (TO significa toxicidad en la oscuridad y Laser significa
fototoxicidad) de fotosensibilizadores que tienen un patrén de sustitucion asimétrico. Los tres fotosensibilizadores
tienen un patron de sustitucion A;B; de los meso-sustituyentes, combinando dos meso-sustituyentes polares y dos
no polares. Especialmente 5,15-his-(4-carboxifenil)-10,20-dihexil-7,8-dihidroxi-7,8-clorina (compuesto de acuerdo
con la invencién) exhibe una actividad fotodinamica muy fuerte en la linea celular HT29, que es conocido por ser
muy resistente contra los agentes tdxicos celulares y TFD también.

Los ejemplos 6.4 a 6.6 se incluyen para ilustrar que los fotosensibilizadores de clorina que no tienen un patrén de
sustitucién asimétrica no exhiben una actividad fotodinamica prometedora en los experimentos celulares. Los tres
fotosensibilizadores en este caso se basan en un patron de sustitucion de AsB de los meso-sustituyentes. De hecho,
en el ejemplo 6.6, donde hay tres cadenas de hexilo y un grupo éster benzoico en las posiciones meso, la viabilidad
celular parece aumentar (!) bajo irradiacion (para una concentracion de fotosensibilizador de 10 yM, véase mas
adelante).

6.1 Prueba celular de 5,15-bis-(4-carboxifenil)-10,20-dihexil-7,8-dihidroxi-7,8-clorina
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6.2 Prueba celular de 5,20-bis-(4-carboxifenil)-10,15-dihexil-7,8-dihidroxi-7,8-clorina
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6.3 Prueba celular de 5,10-bis-(4-carboxifenil)-15,20-dihexil-porfirina
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6.4 Prueba celular de 5-(4-carboxifenil)-10,15,20-trihexil-7,8-dihidroxi-7,8-clorina
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6.5 Prueba celular de 5-(4-carboxifenil)-10,15,20-trihexil-17,18-dihidroxi-17,18-clorina
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6.6 Prueba celular de 5,10,15-trihexil-7,8-dihidroxi-20-(4-metoxicarbonil-fenil)-7,8-clorina
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Ejemplo 7

Pruebas celulares de compuestos seleccionados en un sinoviocito de conejo y una linea celular de macrofagos de
ratén, HIG82 y J774A.1

La linea celular de monocitos-macréfagos de raton J774A.1 y la linea celular de sinoviocitos de conejo HIG-82
se cultivaron en DMEM (cc-pro GmbH) complementado con suero de ternera fetal inactivado por calor al 10%
(FCS, cc-pro GmbH), 1% penicilina (10000 Ul) y estreptomicina (10000 pg/ml, cc-pro GmbH). Las células se
mantuvieron como un cultivo monocapa en una incubadora humidificada (5% de CO; en aire a 37°C).

Se realizé una soluciéon madre fotosensibilizante (2 mM) en DMSO y se mantuvo en la oscuridad a 4°C. Se
realizé una dilucion adicional en medio RPMI 1640 sin rojo de fenol suplementado con FCS al 10% para
alcanzar una concentracién final de fotosensibilizador de 2 o 10 yM, respectivamente.

Se sembraron 2 x 10* células/ml en microplacas (2 x 10° células/pocillo). Las células se incubaron con medio
fresco (RPMI sin rojo de fenol) que contenia 10% de FCS con 2 o 10 yM del fotosensibilizador durante 24 h
antes de la exposicién a la luz. Antes de la fotosensibilizacién, las células se lavaron, incubaron con RPMI sin
rojo de fenol y FCS al 10%, y luego se irradiaron a temperatura ambiente con un diodo laser de 652 nm
(Ceralas PDT 652, biolitec AG) a una tasa de fluencia fija de 100 mw/cm? (50 J/cmz). Después de la
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irradiacion, las células se incubaron en una incubadora humidificada (5% de CO; en aire a 37°C) durante 24 h
hasta el ensayo de viabilidad celular.

La viabilidad celular se evalué mediante el ensayo XTT. 500 mg de XTT (3'- [fenilaminocarbonil)-3,4-tetrazolio]-
bis£4-metoxi-6-nitro)benceno sulfénico de sodio, Applichem GmbH) se disuelve en 500 ml de tampon PBS (sin
Ca”'y Mgz) y filtrado estéril. La solucién se almacené en la oscuridad a -20°C hasta su uso. Se necesit6 una
solucion estéril que contenia PMS (N-metil dibenzopirazina metil sulfato, Applichem GmbH) como reactivo de
activacion para XTT. Se disolvieron 0,383 mg de PMS en 1 ml de tampdn PBS. La soluciéon debe almacenarse
congelada y no debe exponerse a la luz. La solucion de reactivo XTT se descongelé en un bafio de agua a
37°C y se afadi6 la solucién de activacion (PMS) inmediatamente antes de su uso. Para preparar una solucién
de reaccién suficiente para una microplaca (96 pocillos), se administraron 0,1 ml de solucién de activacion
(PMS) a 5 ml de reactivo XTT. El medio en la microplaca se intercambié con RPMI fresco sin rojo de fenol y
FCS al 10% (100 pl) antes de anadir 50 pl de solucion de reaccion XTT por pocillo. La microplaca se incubd
durante 2-3 horas a 37°C y 5% de CO; hasta que se formé un colorante naranja. La microplaca se ha agitado
suavemente para distribuir uniformemente el colorante en los pocillos.

La absorbancia de las muestras se midié con un espectrofotometro (Bio-Kinetics Reader EL312 e; Bio-Tek
Instruments Inc.) a una longitud de onda de 490 nm. Para medir la absorbancia de referencia (para medir lecturas no
especificas) se us6 una longitud de onda de 630-690 nm.

Los ejemplos 7.1 a 7.4 ilustran la actividad fotodinamica de fotosensibilizadores que tienen un patrén de sustitucion
asimétrico contra sinoviocitos y macréfagos, tipos de células que son especialmente relevantes para el tratamiento
de la artritis y enfermedades inflamatorias similares. Los cuatro fotosensibilizadores tienen el patron de sustitucion
A-B, de los meso-sustituyentes, que combinan dos meso-sustituyentes polares y dos no polares. Especialmente,
5,15-bis-(4-carboxifenil)-10,20-dihexil-7,8-dihidroxi-7,8-clorina (compuesto de acuerdo con la invencién) y 5,20-bis-
(4-carboxifenil)-10,15-dihexil-7,8-dihidroxi-7,8-clorina (ejemplo de referencia) exhibe una actividad fotodinamica muy
fuerte en las dos lineas celulares.

El ejemplo 7.5 se incluye de nuevo para ilustrar que los fotosensibilizadores de clorina que no tienen un patrén de
sustitucién asimétrico no exhiben una actividad fotodinamica prometedora.

7.1 Prueba celular de 5,15-bis-(4-carboxifenil)-10,20-dihexil-7,8-dihidroxi-7,8-clorina
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7.2 Prueba celular de 5,20-bis-(4-carboxifenil)-10,15-dihexil-7,8-dihidroxi-7,8-clorina
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7.3 Prueba celular de 7,8-dihidroxi-5,10-bis-(3-hidroxifenil)-15,20-bis-(tridecil)-7,8-clorina
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7.4 Prueba celular de 5,10-bis-(4-carboxifenil)-15,20-dihexil-porfirina
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7.5 Prueba celular de 5,10,15-trihexil-7,8-dihidroxi-20-(4-metoxicarbonil-fenil)-7,8-clorina
160

‘ O HIG-82 0J774A1
140 -
120 F ]:
T _

100 I
i T
3
3 80 - | ——
he]
[
S
2 60 - —
S
X

40 - —

20 - —

0
0o uM 2 uM 10 uM 0 uM 2 uM 10 uM
TO Laser

Ejemplo 8

Prueba celular de una formulacion liposomal de 5,15-bis-(4-carboxifenil)-10,20-dihexil-7,8-dihidroxi-7,8-clorina

La formulacion liposomal del fotosensibilizador 5,15-bis-(4-carboxifenil)-10,20-dihexil-7,8-dihidroxi-7,8-clorina se
prepar6 de forma analoga al procedimiento descrito en la patente de los EE.UU. US 7,354,599 B2 por V. Albrecht, A.
Fahr, y otros

Las pruebas con la formulacién liposomal ilustran que los fotosensibilizadores de la presente invencién se pueden
formular en liposomas con el propdsito de, por ejemplo, un tratamiento de TFD o artritis sin perder su actividad
fotodindmica.

La formulacién liposomal del fotosensibilizador se puede usar, por ejemplo, para influir en la farmacocinética de la
absorcion y distribucion del fotosensibilizador y aumentar la biodisponibilidad.

8.1 Prueba celular de una formulaciéon liposomal de 5,15-bis-(4-carboxifenil)-10,20-dihexil-7,8-dihidroxi-7,8-clorina en
la linea celular HT 29
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8.2 Prueba celular de una formulacién liposomal de 5,15-bis-(4-carboxifenil)-10,20-ainexil- 7,8-dihidroxi-7,8-clorina en
5 una linea celular de HIG82 y J774A.1
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10 Habiendo descrito las realizaciones preferidas de la invencién con referencia a los ejemplos adjuntos, debe
entenderse que la invencién no esta limitada a las realizaciones precisas, y el alcance de la invenciéon es como se
define en las reivindicaciones adjuntas.

27



10

15

20

25

1.

ES 2707 228 T3

REIVINDICACIONES

Un compuesto tetrapirrélico asimétricamente meso-sustituido que comprende dos meso-sustituyentes polares y

dos no polares basados especificamente en la formula:

donde los meso-sustituyentes tienen un patrén de sustitucion A'2B';;

donde B se selecciona del grupo que consiste de:

H H
H OH
H OH .
N H N={ H ’

donde A' es un grupo alquilo o un grupo fluoroalquilo no sustituido que consiste en 4-15 atomos de carbono; y

donde B' es un grupo fenilo que tiene la formula:

R?.

donde R® es un sustituyente en cualquier posicion meta- o para- del anillo de fenilo seleccionado del grupo que
consiste en OH, -COOH, -COOCHj3,-NH>, -COOX, -NHX, -OX, -NH-Y-COOH y CO-Y-NHy;

donde:

X es un residuo de polietilenglicol con (CH2CH20),CH3 con n = 1-30 o una fraccion de carbohidrato y

Y es un péptido u oligopéptido donde n = 1-30.

2.

El compuesto tetrapirrolico de acuerdo con la reivindicacion 1 basado en la formula 1 y que tiene la formula:
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donde B se selecciona del grupo que consiste de:

H OH
H OH .
N—--. H 3 N-.___ H ?

o un derivado farmacéuticamente aceptable del mismo.

3. El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2 o un derivado farmacéuticamente aceptable del mismo para
uso en terapia fotodinamica.

4. Uso del compuesto de la reivindicacion 1 o 2 o un derivado farmacéuticamente aceptable del mismo para la
preparacién de una composicion farmacéutica para terapia fotodinamica.

5. El compuesto de la reivindicacién 1 o 2 o un derivado farmacéuticamente aceptable del mismo para uso en la
terapia fotodinamica de tumores, trastornos dermatoldgicos, infecciones virales o bacterianas, trastornos
oftalmoldgicos o trastornos urolégicos.

6. EI compuesto de la reivindicacién 1 o 2 o un derivado farmacéuticamente aceptable del mismo para uso en el
diagnostico o terapia fotodinamica de artritis o enfermedades inflamatorias similares.

7. Una composicion farmacéutica que comprende un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1 o0 2 o un
derivado farmacéuticamente aceptable del mismo como un ingrediente activo.

8. Una composicion farmacéutica en la cual un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2 o un derivado
farmacéuticamente aceptable del mismo esta conjugado con un agente de focalizacion.

9. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 8 en la cual un anticuerpo o un fragmento de un
anticuerpo es el agente de focalizacion.

10. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 8 o 9 en la cual dicha composicién farmacéutica
es una formulacion liposomal.

11. Una composicion farmacéutica conteniendo un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2 en la cual
dicha composicion farmacéutica es una formulacién liposomal.
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R! = sustituyente no polar
R? = sustituyente polar

R®=H o OH, M=2H o metal.

Figura 1
A A
B‘B B‘A
A B
arreglo “trans” de arreglo “cis” de meso-
meso-sustituyentes sustituyentes
Figura 3
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donde:

B es:

H H H
H OH

N—H H OH
N= N=( H N=( H

sistema de porfirina sistema de clorina sistema de clorina  sistema de clorina

R'es un grupo alquilo sustituido o no sustituido que consiste en 4-15 atomos de carbono

R? es un sustituyente en cualquier posicidon meta- o para- del anillo de fenilo con R? = -OH, -COOH, -NHj, -
COOX, -NHX, OX, -NH-Y-COOH, o0 -CO-Y-NHa.

donde:

X es un residuo de polietilenglicol con (CH2CH20),CH3 con n = 1-30 o una fraccién de carbohidrato

Y es péptidos u oligopéptidos donde n=1-30.

Figura 2
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