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Relatdério Descritivo do Pedido de Patente para: “CORANTES

DIMERICOS OU POLIMERICOS ULTRABRILHANTES”

ANTECEDENTES
Campo
[001] A presente invencdo dirige-se, em geral, a

corantes fluorescentes ou coloridos diméricos e poliméricos,
e métodos para a sua preparacdo e uso em varios métodos
analiticos.

Descricdo do Assunto Relacionado

[002] Sabe-se que os corantes fluorescentes e/ou
coloridos sdo particularmente adequados para aplicacdes em
que é desejavel um reagente de deteccdo altamente sensivel.
Os corantes que sédo capazes de marcar preferencialmente um
ingrediente ou componente especifico em uma amostra permitem
ao pesquisador determinar a presenca, quantidade e/ou
localizacdo desse ingrediente ou componente especifico.
Além disso, sistemas especificos podem ser monitorados em

relacdo a sua distribuicdo espacial e temporal em diversos

ambientes.
[003] Os métodos de fluorescéncia e colorimétricos
sdo extremamente difundidos em quimica e biologia. Estes

métodos fornecem informacdes Uteis sobre a presenca,
estrutura, disténcia, orientacéo, complexacdo e/ou
localizacdo de biomoléculas. Além disso, métodos resolvidos

no tempo sdo cada vez mais usados em medigdes de dindmica e
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cinética. Como resultado, muitas estratégias para a
fluorescéncia ou marcacdo de cores de biomoléculas, como
adcidos nucléicos e proteinas, foram desenvolvidas. Uma vez
que a anédlise de biomoléculas ocorre tipicamente em um
ambiente aquoso, o foco tem sido no desenvolvimento e uso de
corantes solUveis em agua.

[004] S&o desejaveis corantes altamente
fluorescentes ou coloridos, pois o uso de tais corantes
aumenta a relacdo sinal/ruido e fornece outros beneficios
relacionados. Por conseguinte, foram feitas tentativas para
aumentar o sinal proveniente dos grupamentos fluorescentes
e/ou coloridos conhecidos. Por exemplo, compostos diméricos
e poliméricos compreendendo dois ou mais grupamentos
fluorescentes e/ou coloridas foram preparados na expectativa
de que tais compostos resultariam em corantes mais
brilhantes. No entanto, como resultado da supressdo de
fluorescéncia intramolecular, os corantes diméricos e
poliméricos conhecidos ndo atingiram o aumento de brilho
desejado.

[005] Existe, assim, uma necessidade na técnica de
corantes solutveis em 4&agua que tenham um brilho molar
aumentado. Idealmente, tals corantes e Dbiomarcadores
deveriam ser intensamente coloridos ou fluorescentes e
deveriam estar disponiveis em uma variedade de cores e

comprimentos de onda fluorescentes. A presente invencdo
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satisfaz esta necessidade e fornece outras vantagens
relacionadas.

BREVE RESUMO

[006] Em resumo, as modalidades da presente
dirigem-se, em geral, a compostos Utels como corantes e/ou
sondas fluorescentes e/ou coloridas, soluveilis em Aagua, que
permitem a detecg¢do visual de moléculas de analitos, tais
como biomoléculas, bem como reagentes para a sua preparacdo.
Também s&o descritos métodos para detectar visualmente
moléculas de analitos usando-se os corantes.

[007] Os corantes fluorescentes ou coloridos,
soltveis em Aagua, das modalidades da invencédo sdo
intensamente coloridos e/ou fluorescentes e podem ser
prontamente observados por inspecdo visual ou outros meios.
Em algumas modalidades, os compostos podem ser observados
sem iluminacdo ou ativacdo quimica ou enzimatica prévias.
Por selecdo apropriada do corante, como aqui descrito, podem
ser obtidas moléculas de analito, visualmente detectéaveis,
de diversas cores.

[008] Em uma modalidade, sdo fornecidos os

compostos com a seguinte estrutura (I):
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ou um estereoisdmero, tautdmero ou sal seus, em que R!,
R?, R®, R4, R, L', L?, L3, L% M, m e n sdo como aqui definidos.
Compostos de estrutura (I) encontram utilidade em diversas
aplicacgdes, incluindo o uso como corantes fluorescentes e/ou
coloridos em varios métodos analiticos.

[009] Em uma outra modalidade, é fornecido um modo
para corar uma amostra, sendo que o modo compreende adicionar
a dita amostra um composto de estrutura (I) em uma quantidade
suficiente para produzir uma resposta o6ptica gquando a dita
amostra é iluminada a um comprimento de onda apropriado.

[010] Ainda em outras modalidades, a presente
divulgacdo fornece um método para detectar visualmente uma
molécula de analito, compreendendo:

(a) fornecer um composto de (I); e

(b) detectar o composto por suas propriedades visiveis.

[011] Outros métodos divulgados incluem um método
para detectar visualmente uma biomolécula, compreendendo o
método:

(a) misturar um composto de estrutura (I) com uma ou

mais biomoléculas; e
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(b) detectar o composto por suas propriedades visiveis.

[012] Outras modalidades dirigem-se a uma
composicdo compreendendo um composto de estrutura (I) e uma
ou mais biomoléculas. Também é fornecido o uso de tais
composicdes em métodos analiticos para deteccdo da uma ou
mais biomoléculas.

[013] Em algumas outras modalidades diferentes, é

fornecido um composto de estrutura (II):

G
G\\Ua R5 R5 NRE
% A\ o F|’ o o F|> 0 /4\ R’
N 3 2 A 4 A 3 2/
L g1 L |4 L |4 L qr L
R R

ou um estereoisdmero, sal ou tautdmero seus, em que R!,
R?, R3, R% R°, L%'*, 12, 13, L% A, G, m e n sdo como aqui
definidos. Compostos de estrutura (II) encontram utilidade
em diversas aplicacdes, incluindo o uso como intermedidrios
para a preparacdo de corantes fluorescentes e/ou coloridos
de estrutura (I).

[014] Ainda em outras modalidades, ¢é fornecido um
método para marcar uma molécula de analito, compreendendo o
método:

(a) misturar um composto de estrutura (II), em queR? ou
R® &€ Q ou um linker que compreende uma ligacdo covalente a

Q, com a molécula de analito;
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(b) formar um conjugado do composto e da molécula de
analito; e

(c) fazer reagir o conjugado com um composto de férmula
M_L'_G', formando-se, desse modo, pelo menos, uma ligacdo
covalente por reacdo de G e G', em que R?, R}, Q, G e M_L™_G'
sdo como aqui definidos.

[015] Em algumas modalidades diferentes, é
fornecido um outro método para marcar uma molécula de
analito, compreendendo o método:

(a) misturar um composto de estrutura (II), em que R?
ou R* € Q ou um linker que compreende uma ligacdo covalente
a Q, com um composto de férmula M-LY_G', formando-se, desse
modo, pelo menos uma ligacdo covalente por reacdo de G e G';
e

(b) fazer reagir o produto da etapa (A) com a molécula
de analito, formando-se, assim, um conjugado do produto da
etapa (A) e a molécula de analito, em queR?, R3, Q, G e
M_L_G' sdo como aqui definidos.

[016] Em mais modalidades diferentes, é fornecido
um método para preparar um composto de estrutura (I),
compreendendo o método misturar um composto de estrutura
(IT) com um composto de férmula M_-L'*™®_G', formando-se, desse
modo, pelo menos uma ligacdo covalente por reacdo de G e G',

em que L e M_L**_G' sdo como aqui definidos.
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[017] Estes e outros aspectos da invencdo ficaréo
evidentes uma vez que se refira a seguinte descricéo
detalhada.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

[018] Nas figuras, numeros de referéncia idénticos
identificam elementos similares. Os tamanhos e posicdes
relativas dos elementos nas figuras nao estéao

necessariamente desenhados em escala e alguns destes
elementos estdo arbitrariamente aumentados e posicionados de
modo a melhorar a legibilidade das figuras. Além disso, ndo
se pretende que as formas particulares dos elementos
transmitam qualgquer informacdo relativa a forma real dos
elementos particulares, tendo sido selecionadas apenas para
facilitar o reconhecimento nas figuras.

[019] A Figura 1 fornece espectros de fluorescéncia
para compostos corantes de cumarina 3-méricos, 5-méricos e
10-méricos.

[020] A Figura 2 fornece espectros de fluorescéncia
para compostos corantes de fluoresceina 3-méricos, 5-méricos
e 10-méricos

DESCRICAO DETALHADA

[021] Na descricdo a sequir, certos detalhes
especificos sdo apresentados de modo a fornecer uma

compreensdo completa de varias modalidades da invencgéo.
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Contudo, um técnico especialista no assunto compreenderd que
a invencdo pode ser concretizada sem estes detalhes.

[022] A menos que o contexto exija de outra maneira,
ao longo da presente descricdo e reivindicacdes, a palavra
“compreender” e suas variacdes, tais como “compreende” e
“compreendendo” devem ser interpretadas em um sentido aberto
e inclusivo, isto ¢, como “incluindo, mas ndo se limitado
a”.

[023] A referéncia ao longo desta especificacédo a
“uma modalidade” significa que um aspecto, estrutura ou
caracteristica particular descrito relacionado com a
modalidade estd incluida em pelo menos uma modalidade da
presente invencédo. Assim, as ocorréncias da frase “em uma
modalidade” em varios lugares ao longo desta especificacéo
ndo sdo necessariamente todas referentes a mesma modalidade.
Além disso, o0s aspectos, estruturas ou caracteristicas
particulares podem ser combinados de qualquer maneira
adequada em uma ou mais modalidades.

“Amino” refere-se ao grupo -NH.

“Carbdéxi” refere-se ao grupo -CO2H.

“Ciano” refere-se ao grupo -CN.

“Formila” refere-se ao grupo -C(=0)H.

“Hidrdéxi” ou “hidroxila” referem-se ao grupo -OH.

“Imino” refere-se ao grupo =NH.

“Nitro” refere-se ao grupo -NO.

PeticB0 870180136175, de 28/09/2018, pag. 34/161



9/104

“Oxo0” refere-se ao grupo substituinte =0.

“Sulfidrila” refere-se ao grupo -SH.

“Tioxo” refere-se ao grupo =S.

[024] “Alquila” refere-se a um grupo hidrocarboneto
de cadeia linear ou ramificada que consiste apenas em atomos
de carbono e hidrogénio, ndo contendo nenhuma insaturacéo,
tendo de um a doze atomos de carbono (algquila Ci-C 12), um a
oito atomos de carbono (alguila Ci;-Cg) ou um a seis atomos
de carbono (alquila Ci1-Cs), e que estd ligado ao resto da
molécula por uma ligacédo simples, por exemplo, metila, etila,
n-propila, 1l-metiletil (iso-propila), n-butila, n-pentila,

1,1-dimetiletil (t-butila), 3-metil-hexila, 2-metil-hexila e

semelhantes. Salvo indicagdo em contrdrio especificamente
na especificacéo, grupos alquila s&o opcionalmente
substituidos.

[025] “Alquileno” ou “cadeia de algquileno” referem-

se a uma cadeia de hidrocarboneto divalente linear ou
ramificada ligando o restante da molécula a um grupo radical,
consistindo apenas em carbono e hidrogénio, ndo contendo
insaturacdo e tendo de um a doze &tomos de carbono, por
exemplo, metileno, etileno, propileno, n-butileno,
etenileno, propenileno, n-butenileno, propinileno,
n-butinileno e semelhantes. A cadeia de alquileno é ligada
ao restante da molécula através de uma ligacdo simples e ao

grupo radical através de uma ligacdo simples. Os pontos de
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juncdo da cadeia de alquileno ao restante da molécula e ao
grupo radical podem ser através de um carbono ou de quaisquer
dois carbonos dentro da cadeia. Salvo indicacdo em contrario
especificamente na especificacdo, alquileno é opcionalmente
substituido.

[026] “Alquenileno” ou “cadeia de alquenileno”
referem-se a uma cadeia de hidrocarboneto divalente linear
ou ramificada ligando o restante da molécula a um grupo
radical, consistindo apenas em carbono e hidrogénio,
contendo pelo menos uma dupla ligacdo carbono-carbono e tendo
de dois a doze &tomos de carbono, por exemplo, etenileno,
propenileno, n-butenileno e semelhantes. A cadeia de
alquenileno é ligada ao restante da molécula através de uma
ligacdo simples e ao grupo radical através de uma ligacéo
dupla ou de uma ligacdo simples. Os pontos de Jjuncédo da
cadeia de alquenileno ao restante da molécula e ao grupo
radical podem ser através de um carbono ou de quaisquer dois
carbonos dentro da cadeia. Salvo indicacdo em contrario
especificamente na especificacéo, alquenileno é
opcionalmente substituido.

[027] “Alquinileno” ou “cadeia de alquinileno”
referem-se a uma cadeia de hidrocarboneto divalente linear
ou ramificada ligando o restante da molécula a um grupo
radical, consistindo apenas em carbono e hidrogénio,

contendo pelo menos uma tripla ligacdo carbono-carbono e
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tendo de dois a doze &tomos de carbono, por exemplo,
etenileno, propenileno, n-butenileno e semelhantes. A
cadeia de algquinileno ¢é 1ligada ao restante da molécula
através de uma ligacdo simples e ao grupo radical através de
uma ligacdo dupla ou de uma ligacdo simples. Os pontos de
juncdo da cadeia de alquinileno ao restante da molécula e ao
grupo radical podem ser através de um carbono ou de quaisquer
dois carbonos dentro da cadeia. Salvo indicacdo em contrario
especificamente na especificacéo, alquinileno é
opcionalmente substituido.

[028] “Eter alquilico” refere-se a qualquer grupo
alquila tal como definido acima, em gque pelo menos uma
ligacdo carbono-carbono ¢é substituida por uma ligacéo
carbono-oxigénio. A ligacdo carbono-oxigénio pode estar na
extremidade terminal (como em um grupo alcdxi) ou a ligacéo
carbono-oxigénio pode ser interna (isto é&, C-0-C). Os éteres
alquilicos incluem pelo menos uma ligac¢do carbono-oxigénio,
mas podem incluir mais do gue uma. Por exemplo, ©
polietilenoglicol (PEG) estda incluido no significado do éter
alquilico. Salvo indicacgdo em contrario especificamente na
especificacdo, um grupo éter alquilico é opcionalmente
substituido. Por exemplo, em algumas modalidades, um éter
alquilico é substituido por um &lcool ou -OP(=Ri) (Rp)Rc, em
que cada um dentre Ria, Rp € Rc é tal como definido para os

compostos de estrutura (I).
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[029] “Alcdxi’ refere-se a um grupo da férmula -ORg,
onde Ry é um grupo alquila tal como definido acima, contendo
de um a doze 4dtomos de carbono. Salvo indicacdo em contrario
especificamente na especificacdo, um grupo éter alquilico é
opcionalmente substituido.

[030] “Heteroalquileno” refere-se a um  grupo
alquileno, tal como definido acima, compreendendo pelo menos
um heterodtomo (por exemplo, N, O, P ou S) dentro da cadeia
de alquileno ou no terminal da cadeia de alquileno. Em
algumas modalidades, © heterodtomo estd dentro da cadeia de
alquileno (isto é, o hetercalquileno compreende pelo menos
uma ligacdo carbono-heteroadtomo-carbono) . Em outras
modalidades, o heterodtomo estda em uma extremidade terminal
do alquileno e, assim, serve para unir o alquileno ao
restante da molécula (por exemplo, MI1-HA-M2, onde Ml e M2
sdo porcgdes da molécula, H é um heterocdtomo e A é um
alquileno). Salvo indicacgdo em contrario especificamente na
especificacdo, um grupo éter alquilico é opcionalmente
substituido. Um exemplo de grupo de ligacdo heteroalguileno
€ ilustrado abaixo:

0]
o—ﬁ—o/\/ﬁjﬂ/
|
o

“C linker”
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[031] Multimeros do “C-linker” acima estéo
incluidos em varias modalidades de linkers heteroalquilenos.

[032] “Heteroalquenileno” é& um heterocalquileno, tal
como definido acima, compreendendo pelo menos uma ligacéo
dupla carbono-carbono. Salvo indicacdo em contréario
especificamente na especificacdo, um grupo heteroalquileno
é opcionalmente substituido.

[033] “Heteroalquinileno” é um heteroalquileno
compreendendo pelo menos uma ligacdo tripla carbono-carbono.
Salvo indicacéo em contrario especificamente na
especificacdo, um grupo heteroalquileno ¢é opcionalmente
substituido.

[034] “Heteroatdmico” em referéncia a um “linker
heteroatdémico” refere-se a um grupo ligante que consiste em
um ou mais heterodtomos. Exemplos de linkers heterocatdmicos
incluem 4tomos individuais selecionados do grupo consistindo
de O, N, P e S e heterodtomos multiplos, por exemplo, um
linker com a férmula _P(O7) (=0)0O- ou -OP(0O7) (=0)0- e
multimeros e suas combinacdes.

[035] “Fosfato” refere-se ao grupo -OP(=0) (Ra)Rp |,
em que Ry é& OH, O ou ORe; e R, &€ OH, 0O, ORc, um grupo
tiofosfato ou ainda um grupo fosfato, em gque Rc é um contra-
ion (por exemplo, Na' e semelhantes).

[036] “Fosfoalquila” refere-se ao grupo
_OP (=0) (Ra)Rp

em que Ry, € OH, O” ou ORc; e Rp € _Oalquila, em

’
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que Rc é um contra-ion (por exemplo, Na* e semelhantes).
Salvo indicacéo em contrario especificamente na
especificacéo, um grupo fosfoalquila é opcionalmente
substituido. Por exemplo, em certas modalidades, o
grupamento -Oalquila em um grupo fosfoalquila é
opcionalmente substituido por um ou mais de hidroxila, amino,
sulfidrila, fosfato, tiofosfato, fosfoalquila,
tiofosfoalquila, éter fosfoalquilico ou éter
tiofosfoalquilico.

[037] “Eter fosfoalquilico” refere-se ao grupo
_OP (=0) (Ra) Ry, em que R, ¢é OH, O~ ou ORc; e Ry &
éter -Oalquilico, em que Rc € um contra-ion (por exemplo, Na*'
e semelhantes) . Salvo indicacéo em contrario
especificamente na especificacéo, um grupo éter
fosfoalquilico é opcionalmente substituido. Por exemplo, em
certas modalidades, o grupamento éter -Oalgquilico em um grupo
éter fosfoalgquilico é opcionalmente substituido por um ou
mais de hidroxila, amino, sulfidrila, fosfato, tiofosfato,
fosfoalquila, tiofosfoalguila, éter fosfoalquilico ou éter
tiofosfoalquilico.

[038] “Tiofosfato” refere-se ao grupo
_OP(=Ra) (Rb)Re, em que Ry € O ou S, R, &€ OH, 0O, S7, ORgq ou
SRq; € R &€ OH, SH, O, S, OR4q, SR4g, um grupo fosfato ou
ainda um grupo tiofosfato, em que Rg é um contra-ion (por

exemplo, Na' e semelhantes) e, desde que: i) Rs seja S; 1ii)
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R, seja S~ ou SRg; 1iii) Rec seja SH, S~ ou SRg; ou iv) uma
combinacdo de 1), 1ii1i) e/ou 1iii).

[039] “Tiofosfoalquila” refere-se ao grupo
_OP(=Ra) (Rb)Re, em que Ry € O ou S, R, &€ OH, 0O, S7, ORgq ou
SRq; e Rc é _Oalgquila, em que Rgq € um contra-ion (por exemplo,
Na* e semelhantes) e desde que: 1) Ras seja S; ii) Rp seja S~
ou SRg; ou 1ii) Ra seja S e Ry seja S~ ou SRgq. Salvo indicacéo
em contrario especificamente na especificacdo, um grupo
tiofosfoalquila é opcionalmente substituido. Por exemplo,
em certas modalidades, o grupamento -Oalguila em um grupo
tiofosfoalquila é opcionalmente substituido por um ou mais
de hidroxila, amino, sulfidrila, fosfato, tiofosfato,
fosfoalquila, tiofosfoalguila, éter fosfoalquilico ou éter
tiofosfoalquilico.

[040] “Eter tiofosfoalquilico” refere-se ao grupo
_OP(=Ra) (Rb)Re, em que Ry € O ou S, R, &€ OH, O, S7, ORgq ou
SR4q; e Rc é éter _Oalgquilico, em que Ry € um contra-ion (por
exemplo, Na' e semelhantes) e desde que: 1) Ry seja S; 1i) Rp
seja S™ ou SRg; ou 1ii) Rs seja S e Rp seja S™ ou SRgq. Salvo
indicacdo em contrdrio especificamente na especificacdo, um
grupo éter tiofosfoalquilico é opcionalmente substituido.
Por exemplo, em certas modalidades, o grupamento éter -
Oalguilico em um grupo tiofosfoalgquila ¢é opcionalmente

substituido por um ou mais de hidroxila, amino, sulfidrila,
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fosfato, tiofosfato, fosfoalquila, tiofosfoalquila, éter
fosfoalquilico ou éter tiofosfoalgquilico.

[041] “Carbociclico” refere-se a um anel aromatico
estadvel com 3 a 18 membros ou ndo-aromatico compreendendo 3
a 18 &dtomos de carbono. A menos que especificado de outro
modo especificamente na especificacdo, um anel carbociclico
pode ser um sistema de anel monociclico, biciclico,
triciclico ou tetraciclico, o qual pode incluir sistemas de
anéis fundidos ou em ponte, e pode ser parcial ou totalmente
saturado. Radicais carbociclila ndo aromaticos incluem
cicloalgquila, enquanto radicais carbociclila aromaticos
incluem arila. Salvo indicacdo em contrario especificamente
na especificacdo, um grupo carbociclico é opcionalmente
substituido.

[042] “Cicloalquila” refere-se a um anel
carbociclico aromético monociclico ou policiclico estéavel,
que pode incluir sistemas de anéis fundidos ou em ponte,
tendo de trés a quinze 4tomos de carbono, preferencialmente
tendo de trés a dez atomos de carbono, e que é saturado ou

insaturado e ligado ao restante da molécula por uma unica

ligacéo. Cicloalquilas monociclicas incluem, por exemplo,
ciclopropila, ciclobutila, ciclopentila, ciclo-hexila,
ciclo-heptila e ciclo-octila. Cicloalquilas policiclicas

incluem, por exemplo, adamantila, norbornila, decalinila,

7,7-dimetil-biciclo-[2.2.1]heptanila e semelhantes. Salvo
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indicacdo em contrdrio especificamente na especificacdo, um
grupo cicloalquila é opcionalmente substituido.

[043] “Arila” refere-se a um sistema de anel
compreendendo pelo menos um anel aromdtico carbociclico. Em
algumas modalidades, uma arila compreende de 6 a 18 atomos
de carbono. O anel arila pode ser um sistema de anel
monociclico, biciclico, triciclico ou tetraciclico, o qual
pode incluir sistemas de anel fundidos ou em ponte. Arilas
incluem, mas ndo estdo limitadas a, arilas derivadas de
aceantrileno, acenaftileno, acefenantrileno, antraceno,
azuleno, benzeno, criseno, fluoranteno, fluoreno, as-
indaceno, s-indaceno, indano, indeno, naftaleno, fenaleno,
fenantreno, pleiadeno, pireno e trifenileno. Salvo
indicacdo em contrdrio especificamente na especificacdo, um
grupo arila é opcionalmente substituido.

[044] “Heterociclico” refere-se a um anel aromatico
ou ndo aromatico estédvel com 3 a 18 membros compreendendo de
um a doze atomos de carbono e de um a seis heterodtomos
selecionados do grupo consistindo em nitrogénio, oxigénio e
enxofre. A menos que especificado de outro modo
especificamente na especificacdo, o anel heterociclico pode
ser um sistema de anel monociclico, biciclico, triciclico ou
tetraciclico, o qual pode incluir sistemas de anel fundidos
ou em ponte; e os atomos de nitrogénio, carbono ou enxofre

no anel heterociclico podem ser opcionalmente oxidados; o
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dtomo de nitrogénio pode ser opcionalmente quaternizado; e
o anel heterociclico pode estar parcial ou totalmente
saturado. Exemplos de anéis heterociclicos aromaticos séo
listados abaixo na definicdo de heteroarilas (isto §&,
heteroarila sendo um subconjunto de heterociclico).
Exemplos de anéis heterociclicos ndo aromaticos incluem, mas
ndo estdo limitados a, dioxolanila, tienil[l,3]ditianila,
deca-hidroisoquinolila, imidazolinila, imidazolidinila,
isotiazolidinila, isoxazolidinila, morfolinila, octa-
hidroindolila, octa-hidroisoindolila, 2-oxopiperazinila,
2-oxopiperidinila, 2-oxopirrolidinila, oxazolidinila,
piperidinila, piperazinila, 4-piperidonila, pirrolidinila,
pirazolidinila, pirazolopirimidinila, quinuclidinila,

tiazolidinila, tetra-hidrofurila, trioxanila, tritianila,

triazinanila, tetra-hidropiranila, tiomorfolinila,
tiamorfolinila, l-oxo-tiomorfolinila e
1,l1-dioxo-tiomorfolinila. Salvo indicacdo em contréario

especificamente na especificacdo, um grupo heterociclico é
opcionalmente substituido.

[045] “Heteroarila” refere-se a um sistema de anel
com 5 a 14 membros compreendendo de um a treze Aatomos de
carbono, de um a seis heterodtomos selecionados do grupo
consistindo em nitrogénio, oxigénio e enxofre, e pelo menos
um anel aromatico. Para fins de certas modalidades desta

invencdo, o radical heterocarila pode ser um sistema de anel
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monociclico, biciclico, triciclico ou tetraciclico, o qual
pode incluir sistemas de anel fundidos ou ligados em ponte;
e o0s atomos de nitrogénio, carbono ou enxofre no radical
heteroarila podem ser opcionalmente oxidados; o &tomo de
nitrogénio pode ser opcionalmente quaternizado. Exemplos

incluem, mas ndo estdo limitados a, azepinila, acridinila,

benzimidazolila, benzotiazolila, benzindolila,
benzodioxolila, benzofuranila, benzooxazolila,
benzotiazolila, benzotiadiazolila, benzo[b] [1,4]
dioxepinila, 1,4-benzodioxanila, benzonaftofuranila,
benzoxazolila, benzodioxoliloa, benzodioxinila,
benzopiranila, benzopiranonila, benzofuranila,
benzofuranonila, benzotienila (benzotiofenila),
benzotriazolila, benzo[4,6]imidazo[1l, 2-a] piridinila,
benzoxazolinonila, benzimidazoltionila, carbazolila,

cinolinila, dibenzofuranila, dibenzotiofenila, furanila,
furanonila, isotiazolila, imidazolila, indazolila, indolila,
indazolila, isoindolila, indolinila, isoindolinila,
isoquinolila, indolizinila, isoxazolila, naftiridinilo,
oxadiazolilo, 2 - oxoazepinyl, oxazolyl, oxiranyl,
1 - oxidopiridinil, 1 - oxidopirimidinilo, 1-
oxidopirazinilo, l-oxidopiridazinilo, 1 - fenil - 1
H - pirrolilo, fenazinilo, fenotiazinilo, fenoxazinilo,
ftalazinilo, pteridinilo, pteridinonilo, purinilo,

pirrolilo, pirazolilo, piridinilo, piridinonilo, pirazinilo,
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pirimidinilo, pirimidinonilo, piridazinilo, pirrolilo,
pirido [2,3- d ] pirimidinonilo, qguinazolinilo,
quinazolinonilo, quinoxalinilo, guinoxalinonilo,
quinolinilo, isoquinolinilo, tetra-hidroquinolinilo,

tiazolilo, tiadiazolilo, tieno [3,2- d ] pirimidin-4-onilo,
tieno [2,3- d ] pirimidin-4-onilo, triazolilo, tetrazolilo,
triazinilo e tiofenilo (ie tienil). Salvo indicacdo em
contradrio especificamente na especificacéo, um  grupo
heteroalila é opcionalmente substituido.

[046] “Fundido” refere-se a um sistema de anel
compreendendo pelo menos dois anéis, em que os dois anéis
compartilham pelo menos um atomo do anel em comum, pPoOr
exemplo dois 4dtomos do anel em comum. Quando o anel fundido
¢ um anel heterociclila ou um anel heteroarila, o(s) a&tomo(s)
do anel em comum podem ser carbono ou nitrogénio. Anéis

fundidos incluem biciclico, triciclico, tertraciclico e

semelhantes.

[047] O termo “substituido” aqui usado significa
qualgquer um dos Jgrupos acima (por exemplo, alquila,
alquileno, alquenileno, alquinileno, heteroalquileno,
heteroalgquenileno, heteroalgquinileno, alcodxi, éter
alquilico, fosfoalquila, éter fosfoalquilico,
tiofosfoalquila, éter tiofosfoalquilico, carbociclico,

cicloalquila, arila, heterociclico e/ou heteroarila) em que

pelo menos um atomo de hidrogénio (por exemplo, 1, 2, 3 ou
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todos os atomos de hidrogénio) é substituido por uma ligacédo
a atomos que ndo o hidrogénio, tais como, mas ndo limitados
a: um adtomo de halogénio, tal como F, Cl , Br e I; um atomo
de oxigénio em grupos tais como grupos hidroxila, grupos
alcdxi e grupos éster; um atomo de enxofre em grupos tais
como grupos tiol, grupos ticalgquila, grupos sulfona, grupos
sulfonila e grupos sulfdéxido; um atomo de nitrogénio em
grupos tais como aminas, amidas, alquilaminas,
dialgquilaminas, arilaminas, alquilarilaminas, diarilaminas,
N-6xidos, imidas e enaminas; um atomo de silicio em grupos
tais como grupos trialquilsilila, grupos dialquilarilsilila,
grupos alquildiarilsilila e grupos triarilsilila; e outros
heterodtomos em varios outros grupos. “Substituido” também
significa qualquer um dos grupos acima em gue um ou mais
adtomos de hidrogénio sédo substituidos por uma ligacdo de
ordem mais alta (por exemplo, uma ligacdo dupla ou tripla)
a um heteroatomo, tal como oxigénio em grupos oxo, carbonila,
carboxila e éster; e nitrogénio em grupos tais como iminas,
oxlimas, hidrazonas e nitrilas. Por exemplo, “substituido”
inclui qualgquer um dos grupos acima em gque um ou mais atomos
de hidrogénio sdo substituidos
por -NRgRn, -NR4C (=0)Rn, -NR4C (=0)NRgRn, -NR4C (=0)ORn, -NR4SO2
Rn, -OC(=0)NRgRn, -ORg, -SRq, -SORy, -SO2Ry, -0SO2Rq, -SO20Rg,
=NSO2Rgy e —-SO2NRgRh. “Substituido” também significa qualquer

um dos grupos acima em que um ou mais atomos de hidrogénio
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sdo substituidos por -C(=0)Rg, -C(=0)0ORgq, -C(=0)NRgRn, -CH2S
O2Ry, —-CH2S0,NRyRn. Acima, Rg e Rn sdo iguais ou diferentes e
independentemente hidrogénio, alquila, alcdxi, algquilamina,
tioalquila, arila, aralquila, cicloalquila,
cicloalquilalquila, haloalquila, heterociclila, N-
heterociclila, heterociclilalquila, heteroarila, e N-
heteroarila e/ou heteroarilalquila. “Substitutido”
significa ainda qualquer um dos grupos acima em que um ou
mais atomos de hidrogénio sé&o substituidos por uma ligacéo
a um grupo amino, ciano, hidroxila, imino, nitro, oxo, tioxo,
halo, alquila, alcbéxi, alquilamino, tiocalquila, arila,
aralquila, cicloalquila, cicloalquilalgquila, haloalquila,
heterociclila, N- heterociclila, heterociclilalquila,
heteroarila, N-heteroarila e/ou heteroarilalquila.
Adicionalmente, cada um dos substituintes anteriores pode
também ser opcionalmente substituido por um ou mais dos
substituintes acima.

[048] “Conjugacdo” refere-se a sobreposicdo de um
orbital p com outro orbital p através de uma ligacdo sigma
entre os dois. Pode ocorrer conjugacdo em compostos ciclicos
ou aciclicos. Um “grau de conjugacdo” refere-se a
sobreposicdo de pelo menos um orbital p com outro orbital p
através de uma ligacdo sigma entre os dois. Por exemplo,
1,3-butadina tem um grau de conjugacdo, ao passo gque O

benzeno e outros compostos aromaticos tém tipicamente
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multiplos graus de conjugacdo. Compostos fluorescentes e
coloridos compreendem tipicamente pelo menos um grau de
conjugacgéao.

[049] “Fluorescente” refere-se a uma molécula que
é capaz de absorver luz de uma frequéncia particular e emitir
luz de uma frequéncia diferente. A fluorescéncia é bem
conhecida pelos técnicos especialistas na técnica.

[050] “Colorido” refere-se a uma molécula que
absorve luz dentro do espectro colorido (isto é, vermelho,
amarelo, azul e similares).

[051] Um “linker” refere-se a uma cadeia contigua
de pelo menos um Aatomo, tal como carbono, oxigénio,
nitrogénio, enxofre, fbésforo e suas combinacgdes, gue conecta
uma porcdo de uma molécula a outra porcdo da mesma molécula
ou a uma molécula diferente, grupamento ou suporte sdélido
(por exemplo, microparticula). Os linkers podem conectar a
molécula através de uma ligacdo covalente ou outros meios,
tais como interacdes idbnicas ou por ligacdes de hidrogénio.

[052] O termo “biomolécula” refere-se a qualquer um
de uma variedade de materiais bioldégicos, incluindo &acidos
nucleicos, carboidratos, aminoacidos, polipeptideos,
glicoproteinas, hormbénios, aptadmeros e suas misturas. Mais
especificamente, o termo destina-se a incluir, sem
limitacéo, RNA, DNA, oligonucleotideos, nucleotideos

modificados ou derivatizados, enzimas, receptores, prions,
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ligantes de receptores (incluindo-se hormdénios), anticorpos,
antigenos e toxinas, bem como bactérias, virus, células
sanguineas e células de tecidos. As biomoléculas visualmente
detectdveis da invencédo (por exemplo, compostos de estrutura
(I) tendo uma biomolécula ligada aos mesmos) sdo preparadas,
tal como aqui descrito adiante, colocando-se em contato uma
biomolécula com um composto que tenha um grupo reativo que
permita a ligacdo da biomolécula ao composto através de

qualquer &tomo ou grupo funcional disponiveis, tal como um

grupo amino, hidroéxi, carboxila ou sulfidrila na
biomolécula.
[053] Um “grupo reativo” €& um grupamento capaz de

reagir com um segundo grupo reativo (por exemplo, um “grupo
reativo complementar”) para formar uma ou mais ligacgdes
covalentes, por exemplo, por uma reagcdo de deslocamento,
oxidacédo, reducdo, adicdo ou cicloadicdo. Exemplos de grupos
reativos sdo fornecidos na Tabela 1 e incluem, por exemplo,
nucleéfilos, eletrdéofilos, dienos, diendéfilos, aldeido,
oxima, hidrazona, alcino, amina, azida, acilazida, acil-
haleto, nitrila, nitrona, sulfidrila, dissulfeto, haleto de
sulfonila, isotiocianato, imidoéster, éster ativado, cetona,
carbonila o, B-insaturada, alceno, maleimida, o-haloimida,
epdéxido, aziridina, tetrazina, tetrazol, fosfina, biotina,

tiirano e semelhantes.
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[054] Os termos “wvisivel” e “visualmente
detectédvel” sdo aqui usados para se referirem a substéncias
que s&o observaveis por inspecdo visual, sem iluminacédo
prévia, ou ativacdo quimica ou enzimdtica. Tais substéncias
visualmente detectaveis absorvem e emitem luz em uma regido
do espectro que varia de cerca de 300 e cerca de 900 nm.
Preferencialmente, tais substéncias sédo intensamente
coloridas, preferencialmente tém um coeficiente de extincéo
molar de pelo menos 40.000, mais preferivelmente de pelo
menos 50.000, ainda mais preferencialmente de pelo menos
60.000, ainda mais preferencialmente de pelo menos 70.000,
e 0 mais preferencialmente de pelo menos cerca de 80.000 M-
lem™t. Os compostos da invencdo podem ser detectados por
observacdo a olho nu, ou com o auxilio de um dispositivo de
deteccdo de Dbase o6ptica, incluindo-se, sem limitacéo,
espectrofotdmetros de absorcdo, microscéoédpios de luz de
transmissdo, cémeras digitais e scanners. Substancias
visualmente detectaveis nédo estdo limitadas aquelas que
emitem e/ou absorvem luz no espectro visivel. Substancias
que emitem e/ou absorvem luz na regido do ultravioleta (UV)
(cerca de 10 nm a cerca de 400 nm), na regido do infravermelho
(cerca de 700 nm a cerca de 1 mm) e substéncias que emitem
e/ou absorvem em outras regides do espectro eletromagnético
também estéo incluidas no escopo das substancias

“visualmente detectiveis”.
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[055] Para fins de modalidades da invencdo, o termo
“corante visivel fotoestdvel” refere-se a um grupamento
quimico que é visualmente detectavel, como definido acima,
e ndo é significativamente alterado ou decomposto com a
exposicdo a luz. Preferencialmente, o corante visivel
fotoestéavel nao exibe descoloracéo ou decomposicéao
significativa apds ser exposto a luz durante pelo menos uma
hora. Mais preferencialmente, o corante visivel é estavel
apds exposicdo a luz durante pelo menos 12 horas, ainda mais
preferencialmente durante pelo menos 24 horas, ainda mais
preferencialmente pelo menos durante uma semana e O mais
preferencialmente durante pelo menos um més. Exemplos n&ao
limitativos de corantes visiveis fotoestédveis adequados para
uso nos compostos e métodos da invengdo incluem corantes
azo, corantes tioindigo, pigmentos quinacridona, dioxazina,
ftalocianina, perinona, dicetopirrolopirrol, gquinoftalona e
truaricarbdénio.

[0506] Tal como aqui wusado, o termo “derivado de
perileno” destina-se a incluir qualqgquer perileno substituido
que seja visualmente detectavel. No entanto, o termo nédo se
destina a incluir o préprio perileno. Os termos “derivado de
antraceno”, “derivado de naftaleno” e “derivado de pireno”
sdo usados de maneira analoga. Em algumas modalidades
preferidas, um derivado (por exemplo, perileno, pireno,

antraceno ou derivado de naftaleno) ¢é um derivado imida,
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bisimida ou hidrazamimida de perileno, antraceno, naftaleno
ou pireno.

[057] As moléculas visualmente detectdveis de
varias modalidades da invencdo sdo Uteis para uma ampla
variedade de aplicac¢des analiticas, tais como aplicacdes
biogquimicas e biomédicas, nas quais é necessadrio determinar
a presenca, localizacdo ou qguantidade de um analito
particular (por exemplo, biomolécula). Em um outro aspecto,
portanto, a invencdo fornece um método para detectar
visualmente uma biomolécula, compreendendo: (a) fornecer um
sistema bioldgico com uma biomolécula visualmente detectéavel
compreendendo o composto de estrutura (I) ligado a uma
biomolécula; e (b) detectar a Dbiomolécula por suas
propriedades visiveis. Para fins da invencédo, a frase
“detectar a biomolécula por suas propriedades wvisiveis”
significa que a biomolécula, sem iluminagcd&o ou ativacdao
quimica ou enzimédtica, ¢é observada a olho nu, ou com O
auxilio de um dispositivo de deteccdo de Dbase O6ptica,
incluindo, sem limitacdo, espectrofotdmetros de absorcéao,
microscépios de 1luz de transmissdo, cémeras digitais e
scanners. Um densitémetro pode ser usado para quantificar
a quantidade de biomolécula visualmente detectavel presente.
Por exemplo, a quantidade relativa da biomolécula em duas
amostras pode ser determinada medindo-se a densidade o6ptica

relativa. Se a estequiometria das moléculas de corante por
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biomolécula € conhecida e o coeficiente de extincdo da
molécula de corante €& conhecido, entdo a concentracédo
absoluta da biomolécula também pode ser determinada a partir
de uma medicdo de densidade o6ptica. Tal como aqui usado, ©
termo “sistema bioldgico” é usado para se referir a qualquer
solucdo ou mistura compreendendo uma ou mais biomoléculas
além da biomolécula visualmente detectdvel. Exemplos néo
limitativos de tais sistemas Dbioldgicos incluem células,
extratos celulares, amostras de tecidos, géis
electroforéticos, misturas para ensaios e misturas para
reacdes de hibridizacéo.

[058] “Suporte s6lido” refere-se a qualquer
substrato sélido conhecido na técnica para suporte de
moléculas em fase sélida, por exemplo, uma “microparticula”
refere-se a qualquer uma de varias particulas pegquenas Uteis
para ligagdo a compostos da invengdo, incluindo, mas ndo se
limitando a, esferas de vidro, esferas magnéticas, esferas
poliméricas, esferas ndo poliméricas e semelhantes. Em
certas modalidades, uma microparticula compreende esferas de
poliestireno.

[059] “Grupamento de emparelhamento de bases”
refere-se a um grupamento heterociclico capaz de se
hibridizar com um grupamento heterociclico complementar
através de ligacdes de hidrogénio (por exemplo,

emparelhamento de bases de Watson-Crick). Grupamentos de
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emparelhamento de Dbases incluem bases naturais e néo
naturais. Exemplos nédo limitativos de grupamentos de
emparelhamento de bases s&do bases de RNA e DNA, tais como
adenosina, guanosina, timidina, citosina e uridina e seus
analogos.

[060] As modalidade da invencdo aqui divulgadas
também se destinam a abranger todos os compostos de estrutura
(I) ou (II) sendo isotopicamente marcados por terem um ou
mais atomos substituidos por um &dtomo com uma massa atdmica
ou numero de massa diferentes. Exemplos de isdtopos que
podem ser incorporados nos compostos divulgados incluem
isétopos de hidrogénio, carbono, nitrogénio, oxigénio,
fésforo, fltor, cloro e iodo, tais como 2H, 3H, 1Ic, 13C, 14C,

lBN, 15N, 150, 170, 180, 31P, 32P, 35S, 18F, 36cl, 123I e 1251,

respectivamente.
[061] Compostos isotopicamente marcados de
estrutura (I) (II) podem geralmente ser preparados por

técnicas convencionais conhecidas dos técnicos especialistas
na técnica ou por processos analogos aos descritos abaixo e
nos Exemplos seguintes, usando-se um reagente isotopicamente
marcado apropriado no lugar do reagente ndo marcado
previamente empregado.

[062] “Composto estavel” e ‘“estrutura estéavel”
destinam-se a indicar um composto que ¢é suficientemente

robusto para sobreviver ao isolamento até um grau util de
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pureza a partir de uma mistura reacional e formulacdo sob a
forma de um agente terapéutico eficaz.

[063] “Opcional” ou “opcionalmente” significam que
o evento ou circunsténcias descritos subsequentemente podem
ou ndo ocorrer e que a descrigdo incluil casos em que ocorre
o dito evento ou circunstdncia e casos em que ndo ocorre.
Por exemplo, “algquila opcionalmente substituida” significa
que o grupo alquila pode ou ndo ser substituido e que a
descricdo inclui tanto grupos alquila substituidos como
grupos alquila sem nenhuma substituigéo.

[064] “Sal” inclui sais de adicdo tanto de &acido
como de base.

[065] “Sal de adicdo de &cido” refere-se aos sais
que sdo formados com acidos inorgdnicos, tais como, mas néo
limitados a, &cido cloridrico, &cido bromidrico, éacido
sulfdrico, &cido nitrico, &cido fosférico e semelhantes, e
dcidos orgénicos, tais como, mas ndo limitados a, 4&cido

acético, é&cido 2,2-dicloroacético, &cido adipico, 4&cido

alginico, acido ascoédrbico, acido aspartico, acido
benzenossulfdnico, acido benzoico, acido 4 -
acetamidobenzoico, acido canfoérico, acido canfor-10-

sulfdénico, acido céprico, acido caproico, acido caprilico,
dcido carbdbnico, é&acido cindmico, é&cido citrico, 4&cido
ciclamico, acido dodecilsulfdrico, acido etan-1,2-

dissulfbnico, acido etanossulfdénico, acido 2-
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hidroxietanossulfdénico, acido fdérmico, acido fumarico, &acido
galactédrico, &cido gentisico, &cido glico-heptdnico, &cido
glucdnico, dcido glucurdnico, dcido glutémico, acido
glutédrico, &acido 2-oxo-glutéarico, &cido glicerofosférico,
adcido glicdlico, é&cido hipturico, acido isobutirico, &cido
lactico, &cido lactobidnico, acido léaurico, &cido maleico,
dcido malico, dcido maldnico, dcido mandélico, acido
metanossulfdnico, acido micico, acido naftalen-1,5-
dissulfbénico, &cido naftalen-2-sulfdnico, é&acido 1-hidrdéoxi-
2-naftoico, &cido nicotinico, &cido oleico, &cido ordético,
dcido oxalico, dcido palmitico, dcido pamoico, acido
propidnico, A&cido piroglutédmico, 4cido pirtvico, acido
salicilico, &acido 4-aminossalicilico, &acido sebéacico, éacido
estedrico, &cido succinico, acido tartédrico, ido tiociénico,
adcido p- toluenossulfdnico, é&acido trifluoroacético, 4&cido
undecilénico e semelhantes.

[066] “Sal de adicdo de Dbase” refere-se aqueles
sais que sdo preparados a partir da adicdo de uma base
inorgdnica ou de uma base orgdnica ao acido livre. Sais
derivados de Dbases inorgdnicas incluem, mas ndo estéo
limitados a, sais de sbédio, potéssio, litio, amdbébnio, calcio,
magnésio, ferro, zinco, cobre, manganés, aluminio e
semelhantes. Sais derivados de bases orgédnicas incluem, mas
ndo estdo limitados a, sais de aminas primédrias, secundarias

e terciéarias, aminas substituidas incluindo aminas
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substituidas de ocorréncia natural, aminas ciclicas e

resinas de troca 16nica Dbéasicas, talis como amdnia,

isopropilamina, trimetilamina, dietilamina, trietilamina
tripropilamina, dietanolamina, etanolamina, deanol,
2-dimetilaminoetanol, 2-dietilaminoetanol, diciclo-

hexilamina, lisina, arginina, histidina, cafeina, procaina,

hidrabamina, colina, betaina, benetamina, benzatina,
etilenodiamina, glucosamina, metilglucamina, teobromina,
trietanolamina, trometamina, purinas, piperazina,

piperidina, N-etilpiperidina, resinas de poliaminas e
semelhantes. Bases orgdnicas particularmente preferidas séo
isopropilamina, dietilamina, etanolamina, trimetilamina,
diciclo-hexilamina, colina e cafeina.

[067] Cristalizacdes podem produzir um solvato dos
compostos aqui descritos. Modalidades da presente invencéo
incluem todos os solvatos dos compostos descritos. Tal como
aqui usado, o termo “solvato” refere-se a um agregado que
compreende uma ou mais moléculas de um composto da invencdo
com uma ou mais moléculas de solvente. O solvente pode ser
agua, caso em que o solvato pode ser um hidrato.
Alternativamente, o solvente pode ser um solvente orgdnico.
Assim, os compostos da presente invencdo podem existir como
um hidrato, incluindo um mono-hidrato, di-hidrato, hemi-
hidrato, sesqui-hidrato, tri-hidrato, tetra-hidrato e

semelhantes, bem como as formas solvatadas correspondentes.
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Os compostos da invencdo podem ser solvatos verdadeiros,
enquanto em outros casos, 0SS compostos da invencdo podem
apenas reter 4agua ou outro solvente adventicios ou ser uma
mistura de agua mais algum solvente adventicio.

[068] Modalidades dos compostos da invencgdo (por
exemplo, compostos de estrutura I ou II), ou seus sais,
tautdmeros ou solvatos podem conter um ou mais centros
assimétricos e podem assim dar origem a enantidmeros,
diasteredmeros e outras formas estereoisoméricas que podem
ser definidas, em termos de estereoquimica absoluta, como
(R)- ou (S)- ou, como (D)- ou (L)- para aminoacidos.
Modalidades da presente invencdo destinam-se a incluir todos
esses isbmeros possiveis, assim como as suas formas racémica
e opticamente pura. Isbmero opticamente ativos (+) e (-),
(RY— e (S)- , ou (D)- e (L)- ©podem ser preparados usando-
se sintons quirais ou reagentes quirais, ou resolvidos
usando-se técnicas convencionais, por exemplo, cromatografia
e cristalizacdo fracionada. Técnicas convencionais para a
preparaicdo/isolamento de enantidmeros individuails incluem
sintese quiral de um precursor opticamente puro adequado ou
resolucdo do racemato (ou do racemato de um sal ou derivado)
usando-se, por exemplo, cromatografia liquida de alta
pressdo quiral (HPLC). Quando os compostos agqui descritos
contém ligacdes duplas olefinicas ou outros centros de

assimetria geométrica, e salvo indicacdo em contréario,
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pretende-se que o0s compostos incluam tanto os isdmeros
geométricos E como Z. Da mesma maneira, todas as formas
tautoméricas também se destinam a ser incluidas.

[069] Um “estereoisdmero” refere-se a um composto
constituido pelos mesmos A4tomos ligados ©pelas mesmas
ligacdes, mas que tém estruturas tridimensionais diferentes,
as quais ndo sdo intercambidveis. A presente invencéo
contempla varios estereoisdmeros e suas misturas e inclui
“enantidmeros”, o que se refere a dois estereoisdmeros cujas
moléculas sdo imagens especulares ndo sobreponiveis uma da
outra.

[070] Um “tautdmero” refere-se a um deslocamento de
préton de um dtomo de uma molécula para outro dtomo da mesma
molécula. A presente invencdo inclui tautdmeros de quaisquer
dos ditos compostos. Varias formas tautoméricas dos
compostos sdo facilmente derivaveis pelos técnicos
especialistas na técnica.

[071] O protocolo de nomenclatura gquimica e os
diagramas de estrutura aqui usados sdo uma forma modificada
do sistema de nomenclatura I.U.P.A.C., usando-se o software
ACD/Name Versdo 9.07 e/ou o software de nomenclatura ChemDraw
Ultra Versdo 11.0 (CambridgeSoft). Também s&o usados nomes
comuns familiares a um técnico especialista na técnica.

[072] Como notado acima, em uma modalidade da

presente 1invencdo, sdo fornecidos compostos Uteis como
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corantes fluorescentes e/ou coloridos em varios métodos
analiticos. Em outras modalidades, s&o fornecidos compostos
Uteis como intermedidrios sintéticos para a preparacdo de
compostos uteis como corantes fluorescentes e/ou coloridos.
Em termos gerais, as modalidades da presente invencdo sé&o
dirigidas a dimeros e polimeros superiores de grupamentos
fluorescentes e/ou coloridos. Os grupamentos fluorescentes
e/ou coloridos sdo ligados por uma ligacdo contendo fésforo.
Sem se pretender estar limitado pela teoria, acredita-se que
o linker ajuda a manter uma distdncia espacial suficiente
entre os grupamentos fluorescentes e/ou coloridos, de modo
que a supressdo intramolecular seja reduzida ou eliminada,
resultando assim em um composto corante com um elevado
“brilho” molar (por exemplo, alta emissdo de fluorescéncia).

[073] Por conseguinte, em algumas modalidades, os

compostos tém a seguinte estrutura (A):

M M
\L1 \L1
R3
R? /4\‘//*\\ g
ST T e

em que L é uma ligacdo que contém fdésforo suficiente
para manter a separacdo espacial entre um ou mais (por

exemplo, cada) grupos M de modo que a supressao
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intramolecular seja reduzida ou eliminada, e R!, R?, R3, L1,
1?, L? e n s3o tais como definidos para a estrutura (I).
[074] Em outras modalidades ¢é fornecido um oS

compostos com a seguinte estrutura (I):

M M
K RS RS R
% A\ 0 |-L 0 0 |-L 0 A\ R’
K 127 T N L27]
R’ R R4 R’

ou um estereoisdmero, sal ou tautdmero seus, em que:

M &, em cada ocorréncia, independentemente, um
grupamento que compreende duas ou mais ligacdes duplas
carbono-carbono e pelo menos um grau de conjugacao;

L' é, em cada ocorréncia, independentemente, um linker
que compreende um grupo funcional capaz de se formar pela
reacdo de dois grupos reativos complementares;

1? and 1L°? sdo, em cada ocorréncia, independentemente,
um linker opcional alquileno, algquenileno, alqgquinileno,
heteroalquileno, heterocalguenileno, hetercalquinileno ou
heteroatdémico;

1L* é, em cada ocorréncia, independentemente, um linker
alquileno, alquenileno, alquinileno, heteroalquileno,
heteroalquenileno ou heterocalquinileno;

R! é, em cada ocorréncia, independentemente, H, alquila

ou alcdxi;
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R> e R?® sd3o cada um, independentemente, H, OH, SH,
alquila, alcdxi, éter alquilico, -OP(=Ra) (Rp)Re, Q, um linker
que compreende uma ligacdo covalente a Q, um linker que
compreende uma ligacdo covalente a uma molécula de analito,
um linker que compreende uma ligacdo covalente a um suporte
s6lido ou um linker que compreende uma ligacdo covalente a
um outro composto de estrutura (I), em que: Ry &€ O ou S; Rp
é OH, SH, O, S, ORgq ou SRgq; Rc & OH, SH, 07, S, OR4, SRy,
alquila, alcdéxi, éter alquilico, éter alcdxi-alquilico,
fosfato, tiofosfato, fosfoalquila, tiofosfoalquila, éter
fosfoalquilico ou éter tiofosfoalquilico; e Rq € um contra-
ion;

R? &, em cada ocorréncia, independentemente, OH, SH, O
;, 57, ORgq ou SRg;

R°> é, em cada ocorréncia, independentemente, oxo, tioxo
ou estd ausente;

o &, em cada ocorréncia, independentemente, um
grupamento que compreende um grupo reativo capaz de formar
uma ligacdo covalente com uma molécula de analito, um suporte
s6lido ou um grupo reativo complementar Q';

m é, em cada ocorréncia, independentemente, um numero
inteiro igual a zero ou maior; e

n é um numero inteiro igual a um ou maior.

Em algumas modalidades, pelo menos, uma ocorréncia de

m é um numero inteiro igual a um ou maior. Em outras
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modalidades, pelo menos uma ocorréncia de m é& um numero
inteiro igual a dois ou maior. Ainda em modalidades
diferentes, pelo menos uma ocorréncia de m é um nuamero
inteiro igual a trés ou maior. Ainda em modalidades
diferentes, pelo menos uma ocorréncia de m é& um numero
inteiro igual a quatro ou mais. Ainda em modalidades
diferentes, pelo menos uma ocorréncia de m é um numero
inteiro igual a cinco ou mais.

[075] Os wvarios 1linkers e substituintes (por
exemplo, M, Q, R!, R?, R? Rc L', L?, L® e L% no composto de
estrutura (I) s&do opcionalmente substituidos por mais um
substituinte. Por exemplo, em algumas modalidades, ©
substituinte opcional ¢é selecionado para optimizar a
solubilidade em &gua ou outra propriedade do composto de
estrutura (I). Em certas modalidades, cada alquila, alcdxi,
éter alquilico, éter alcédxi-alquilico, fosfoalquila,
tiofosalquila, éter fosfofoalquilico e éter
tiofosfoalquilico no composto de estrutura (I) é
opcionalmente substituido por mais um substituinte
selecionado a partir do grupo que consiste em hidroxila,
alcbdxi, éter alquilico, éter alcdxi-alquilico, sulfidrila,
amino, alquilamino, carboxila, fosfato, tiofosfato,
fosfoalquila, tiofosfoalquila, éter fosfoalquilico e éter

tiofosalquilico.
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[076] O linker L' pode ser usado como um ponto de
ligacdo do grupamento M para o restante do composto. Por
exemplo, em algumas modalidades é preparado um precursor
sintético para o composto de estrutura (I), e o grupamento
M é ligado ao precursor sintético usando-se qualgquer numero
de métodos faceis conhecidos na técnica, por exemplo, métodos
aos quais se refere como “quimica click” (“click chemistry”,
em inglés). Para este fim, qualguer reacdo que seja rapida
e substancialmente irreversivel pode ser usada para ligar M
ao precursor sintético a fim de se formar um composto de
estrutura (I). Exemplos de reac¢des incluem a reacdo
catalisada por cobre de uma azida e um alcino para se formar
um triazol (cicloadicdo 1,3-dipolar de Huisgen), reacdo de
um dieno e um diendéfilo (Diels-Alder), cicloadicdo de alcino-
nitrona promovida por tensdo, reacdo de uma alceno tensionado
com uma azida, tetrazina ou tetrazol, cicloadicdo de alceno
e azida [3+2], Diels-Alder de demanda inversa entre alceno
e tetrazina, fotorreacdo de alceno e tetrazol e varias
reacdes de deslocamento, tais como deslocamento de um grupo
de saida por ataque nucleofilico em um atomo eletrofilico.
Em algumas modalidades, a reacdo para se formar L' pode ser
realizada em um ambiente aquoso.

[077] Por conseguinte, em algumas modalidades, L' é
um grupo funcional que é o produto de uma das reagdes “click”

anteriores. Em diversas modalidades, para pelo menos uma
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ocorréncia de L' o grupo funcional pode ser formado por
reacdo de um grupo funcional aldeido, oxima, hidrazona,
alcino, amina, azida, acilazida, haleto de acila, nitrila,
nitrona, sulfidrila, dissulfeto, haleto de sulfonila,
isotiocianato, imidoéster, éster ativado, cetona, carbonila
o, B-insaturada, alceno, maleimida, o-haloimida, epdxido,
aziridina, tetrazina, tetrazol, fosfina, biotina ou tiirano
com um grupo reativo complementar.

[078] Em outras modalidades, para pelo menos uma
ocorréncia de L' o grupo funcional pode ser formado por
reacdo de um alcino e uma azida.

[079] Em mais modalidades, para, pelo menos uma
ocorréncia de L' o grupo funcional compreende um grupo
alceno, éster, amida, tioéster, dissulfeto, carbociclico,
heterociclico ou hetercarila. Em algumas modalidades mais
especificas, para pelo menos uma ocorréncia de L', L' & um
linker que compreende um grupo funcional triazolila.

[080] Ainda em outras modalidades, para pelo menos
uma ocorréncia de L' , L'-M tem a seguinte estrutura:

1b

N /
e
N:QN

em que L!'? eL' sdo, cada um, independentemente, linkers

L
M-

opcionais.
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[081] Em modalidades diferentes,

uma ocorréncia de L1,

E{L‘m M

> \N \\ y
| L1b
NQN

em que L!'? eL' sdo, cada um,

independentemente,

para pelo menos

L '-M tem a seguinte estrutura:

linkers

R3

opcionais.
[082] Por conseguinte, em algumas modalidades, o
composto tem a seguinte estrutura (IA):
M\L1b M\L'lb
\ \
N N
N/ \ _ N/ \ _
N\ N\
N L1a R5 R5 N L1a
L
x! RT k2 R4 ||;4 3R X
— m -
(IA)
em que:
Lla e L s3o, em cada ocorréncia,

linkers opcionais; e

1 2

%1, x?, x3 e x4

sao, em cada
independentemente um numero inteiro de 0 a 6.
[083] Em modalidades diferentes,

seguinte estrutura (IA):
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M— 1b M— 1b
— —
N B N ]
\ N N\ N
\N/ \L1a R5 R5 \N/ \L‘]a
9 | | R3
R O—P—0O O—P—0O L~
1 | e | 1 4
x'R" ''x? R4 R4 xR X
m
= -n
(IB)
em que:
I1la e L1b sao, em cada ocorréncia, linkers

independentemente opcionais; e

1 2

% , X , x2 e x4

sdo, em cada ocorréncia,
independentemente um numero inteiro de 0 a 6.

[084] Em varias modalidades dos anteriores, L!'? ou
LP, ou ambos, estdo ausentes. Em outras modalidades, L!'2 ou
L™, ou ambos, estdo presentes.

[085] Em algumas modalidades, L'* e L', quando
presentes, sdo cada um independentemente alquileno ou
heterocalquileno. Por exemplo, em algumas modalidades, L!'? e
Lo, quando presentes, tém independentemente uma das

seguintes estruturas:

ﬁgﬂ\\m//\\\//o\\v//:yi | ﬁ%ﬂ\\m//\\\//f?i

(0]
A&O/\Au)ko/}f\
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[086] Em mais modalidades, L% 13 e L% sdo, em cada
ocorréncia, independentemente, alquileno Ci-Cs, algquenileno
C2-Cs ou alquinileno C;-Cs. Em outras modalidades, L* é, em
cada ocorréncia, independentemente, alquileno C1-Cg,
alquenileno C2-Cs ou alguinileno C,-Cs. Por exemplos, em

algumas modalidades, o composto tem a seguinte estrutura

(IC) :
M M
K RS RS K
| | R3

R2 O—P—O0 O—P—O0 -

x!RT ‘/x2 R4 y ||Q4 3R Vx4

m
- -n

(IC)
em que:
x!, x?, x3 e x4 sao, em cada ocorréncia,

independentemente, um nUmero inteiro de 0 a 6; e

y é, em cada ocorréncia, independentemente, um numero
inteiro de 1 a 6.

[087] Em algumas modalidades de estrutura (IC), L%,
em cada ocorréncia, independentemente compreende um grupo
funcional triazolila. Em outras modalidades de (IC), y é 2
para cada valor inteiro de m.

[088] Em certas modalidades do composto de
estrutura (IC), x° e x* sdo ambos 2 em cada ocorréncia. Em

outras modalidades, x!, x%, x° e x® sd3o, cada, 1 em cada
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ocorréncia. Em modalidades diferentes, x? e x* sdo, cada um,
0, e x3 & 1.

[089] Ainda em outras modalidades de qualgquer um
dos compostos anteriores de estrutura (I), R* &, em cada
ocorréncia, independentemente, OH, O~ ou ORg4. Entende-se que
“OR 4” e “SR 4”"se referem a O e S” associados a um cation.
Por exemplo, o sal dissddico de um grupo fosfato pode ser

representado como:

(@)
\\//O}#"
Rio” AN
ORd

onde Ry é sdédio (Na).

[090] Em outras modalidades de gqualgquer um dos
compostos de estrutura (I), R> é, em cada ocorréncia, 0xo.

[091] Ainda em modalidades diferentes, o composto

tem uma das seguintes estruturas (ID) ou (IE):

M
M o) R
L (0] || 3
R
R o—F|>—o (|)_ R

ou
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1 3
| o R R
o
L m -n
(IE)
[092] Em algumas modalidades especificas de (ID) e

(IE), L', em cada ocorréncia, independentemente compreende
um grupo funcional triazolila.

[093] Em algumas modalidades diferentes de qualquer
um dos compostos anteriores, R! é H.

[094] Em varias modalidades, R? e R3® sdo cada um,
independentemente, OH ou -OP (=Ra) (Rp) Rc. Em algumas
modalidades diferentes, R? ou R?® é OH ou _-OP(=Ra) (Rp)Re, € ©
outro de R? ou R® é Q ou um linker que compreende uma ligacdo
covalente a Q.

[095] Ainda em outras modalidades, Q ¢é, em cada
ocorréncia, independentemente, um grupamento que compreende
um grupo reativo capaz de formar uma ligagdo covalente com
uma molécula de analito ou com um suporte sélido. Em outras
modalidades, Q é, em cada ocorréncia, independentemente, um
grupamento que compreende um grupo reativo capaz de formar
uma ligacdo covalente com um grupo reativo complementar Q'.
Por exemplo, em algumas modalidades, Q' estd presente em um

outro composto de estrutura (I) (por exemplo, na posicdo R?
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ou R, e Q e Q' compreendem grupos reativos complementares
de tal modo que a reacdo do composto de estrutura (I) e o
outro composto de estrutura (I) resulta em um dimero ligado
covalentemente do composto de estrutura (I). Compostos
multiméricos de estrutura (I) também podem ser preparados de
uma maneira andloga e estdo incluidos dentro do escopo de
modalidades da invencéo.

[096] O tipo de grupo Q e conectividade do grupo Q
ao restante do composto de estrutura (I) ndo é limitado,
desde que Q compreenda um grupamento com reatividade
apropriada para se formar a ligacdo desejada.

[097] Em certas modalidades, o Q é um grupamento
que ndo é suscetivel a hidrdélise em condigdes aquosas, mas
é suficientemente reativo para formar uma ligacdo com um
grupo correspondente em uma molécula de analito ou do suporte
s6lido (por exemplo, uma amina, azida ou alcino).

[098] Certas modalidades de compostos de estrutura
(I) compreendem grupos Q comumente empregados na area de
bioconjugacéo. Por exemplo, em algumas modalidades, Q
compreende um grupo reativo nucleofilico, um grupo reativo
eletrofilico ou um grupo reativo de cicloadicdo. Em algumas
modalidades mais especificas, Q compreende um grupo
funcional sulfidrila, dissulfeto, éster ativado,
isotiocianato, azida, alcino, alceno, dieno, diendéfilo,

haleto de &cido, haleto de sulfonila, fosfina, [-haloamida,
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biotina, amino ou maleimida. Em algumas modalidades, o éster
ativado é um éster de N-succinimida, imidoéster ou éster de
polifluorofenila. Em outras modalidades, o alcino é uma
alquilazida ou acilazida.

[099] S&o fornecidos exemplos de grupamentos Q na
Tabela I abaixo.

Tabela 1. Exemplos de Grupametos Q

Estrutura Classe
—§—SH Sulfidrila
_é_N::C::S Isotiocianato
A
TT/ Imidoéster
NH,*CI
(@]
jﬁ}L\N\\ Acilazida
SN
F
F
(0] P
JL\ Ester Ativado
;”H 0 F
F
F
F F
(0] P
JL\ Ester Ativado
;“H o F
F
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Estrutura Classe
SO5
(0]
JL\ Ester ativado
jﬂ o}
NO,
O SOy
(0]
M
S N\M)J\ Ester Ativado
(0]
5
© NO,
(0]
(0]
N Ester Ativado
}%J\o/
o]
SO,
(0]
0]
JL\\ g Ester Ativado
N0
(0]
i
_?_ﬁ__x Haleto de
(0] sulfonila
X = halo
o)
—E—N i Maleimida
O
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Estrutura Classe
(0]
}g (0]
N
H \\ Maleimida
N
(0]
y{N
ps \[K\X
o-haloimida
0]
X = halo
N//
S ‘ Dissulfeto
}'H/ A
(0]
o
Fosfina
~ Ph
fg ||3/
(0] Ph
—§—N3 Azida
_é —_— Alcino
(0]
HN/JL\NH
Biotina
/57% S
X
Dieno
WA
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Estrutura Classe

Alceno/diendfil

EWG Alceno/diendéfilo

EWG = grupo atraente de
elétrons

-NH> Amino

[100] Deve-se notar que, em algumas modalidades, em
que Q é SH, o grupamento SH tenderd a formar ligacdes
dissulfeto com um outro grupo sulfidrila em um outro composto
de estrutura (I). Por conseguinte, algumas modalidades
incluem compostos de estrutura (I), que estdo na forma de
dimeros dissulfeto, sendo a ligacdo dissulfeto derivada de
grupos SH Q.

[101] Em algumas outras modalidades, R? ou R3® é OH
ou -OP(=Ra) (Rp)Re, e o outro de R? ou R® é um linker que
compreende uma ligacdo covalente a um suporte sdélido. Por
exemplo, em algumas modalidades, a molécula de analito é um
dcido nucleico, um aminodcido ou um polimero seus. Em
outras modalidades, a molécula de analito ¢é uma enzima,
receptor, ligante de receptor [NT: receptor ligand],
anticorpo, glicoproteina, aptédmero ou prion. Ainda em
modalidades diferentes, o suporte sélido é uma esfera

polimérica ou uma esfera ndo polimérica.
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[102] O valor para m é uma outra variavel que pode
ser selecionada com base na 1intensidade desejada de
fluorescéncia e/ou de cor. Em algumas modalidades, m &, em
cada ocorréncia, independentemente, um numero inteiro de 1
a 10, de 3 a 10 ou de 7 a 9. Em outras modalidades, m &, em
cada ocorréncia, independentemente, um numero inteiro de 1
a 5, por exemplo, 1, 2, 3, 4 ou 5. Em outras modalidades,
m &, em cada ocorréncia, independentemente, um numero inteiro
de 5 a 10, por exemplo, 5, 6, 7, 8, 9 ou 10. Em outras
modalidades, cada ocorréncia de m é um numero inteiro igual
a um ou maior. Por exemplo, em algumas modalidades, cada
ocorréncia de m é um numero inteiro igual a dois ou maior ou
igual a trés ou maior.

[103] A intensidade de fluorescéncia também pode
ser ajustada pela selecdo de diferentes wvalores de n. Em
certas modalidades, n €& um numero inteiro de 1 a 100. Em
outras modalidades, n é um numero inteiro de 1 a 10. Em
algumas modalidades, n é 1.

[104] M é selecionado com base nas propriedades
bpticas desejadas, por exemplo, com base em uma cor e/ou
comprimento de onda de emissdo de fluorescéncia desejados.
Em algumas modalidades, M é o mesmo em cada ocorréncia; no
entanto, é importante notar que cada ocorréncia de M néo
precisa ser um M idéntico e certas modalidades incluem

compostos em que M ndo é& o mesmo em cada ocorréncia. Por
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exemplo, em algumas modalidades, cada M ndo &€ O mesmo e 0S
diferentes grupamentos M s&o selecionados ©para terem
absorbédncia e/ou emissdes para uso nos métodos de
transferéncia de energia por ressonédncia de fluorescéncia
(FRET - fluorescence resonance energy transfer). Por
exemplo, em tais modalidades, os diferentes grupamentos M
sdo selecionados de tal modo que a absorbéncia da radiacéo
em um comprimento de onda provoque a emissdo de radiacdo a
um comprimento de onda diferente por um mecanismo FRET.
Exemplos de grupamentos M podem ser apropriadamente
selecionadas por um técnico especialista na técnica com base
no uso final desejado. Exemplos de gupamentos M para
métodos FRET incluem corantes fluoresceina e 5-TAMRA (5-
carboxitetrametil-rodamina, éter succinimidilico).

[105] M pode ser ligado ao restante da molécula a
partir de qualgquer posicdo (isto é, 4tomo) em M. Um técnico
especialista na técnica reconhecerd meios para ligar M ao
restante da molécula. Exemplos de métodos incluem as reacgdes
“click” aqui descritas.

[106] Em algumas modalidades, M é um grupamento
fluorescente ou colorido. Pode ser usado qualguer grupamento
fluorescente e/ou colorido, por exemplo, podendo ser usados
aqueles conhecidos na técnica e tipicamente empregados em
ensaios colorimétricos, com UV e/ou fluorescentes. Exemplos

de grupamentos M que sdo uUteis em varias modalidades da
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invencdo incluem, mas ndo estdo limitados a: derivados de
xanteno (por exemplo, fluoresceina, rodamina, verde do
Oregon - Y“Oregon green”; eosina; ou vermelho do Texas -
“Texas red”); derivados de cianina (por exemplo, cianina,
indocarbocianina, oxacarbocianina, tiacarbocianina ou
merocianina) ; derivados de esquaraina e esquarainas
substituidas no anel, incluindo-se os corantes Seta, SeTau
e Square; derivados de naftaleno (por exemplo, derivados de
dansila e prodan); derivados de cumarina; derivados de
oxadiazol (por exemplo, piridiloxazol, nitrobenzoxadiazol ou
benzoxadiazol) ; derivados de antraceno (por exemplo,
antraquinonas, incluindo-se DRAQS5; DRAQ7; e Laranja CyTRAK

“CyTRAK Orange”); derivados de pireno, como o azul cascata

(“Cascade blue”); derivados de oxazina (por exemplo,
vermelho do Nilo - “Nile red”; azul do Nilo - “Nile blue”;
cresil wvioleta; oxazina 170); derivados de acridina (por

exemplo, proflavina, laranja de acridina, amarelo de
acridina); derivados de arilmetina: auramina, violeta
cristal, verde malaquita; e derivados de tetrapirrol (por
exemplo, porfina, ftalocianina ou bilirrubina). Outros
exemplos de grupamentos M exemplares incluem: corantes de
cianina, corantes de xantato (por exemplo, Hex, Vic, Nedd,
Joe ou Tet); e os corantes amarelo de Yakima (“Yakima
yellow”); vermelho de Redmond (“Redmond red”); tamra;

vermelho do Texas (“Texas red”) e alexa fluor®.
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[107] Ainda em outras modalidades de qualgquer um
dos, M compreende trés ou mais anéis arila ou heterocarila,
ou combinacdes suas, por exemplo quatro ou mais anéis arila
ou hetercarila, ou combinacdes suas, ou mesmo cinco ou mais
anéis arila ou heteroarila, ou combinac¢des suas. Em algumas
modalidades, M compreende seis anéis arila ou heterocarila,
ou combinacdes suas. Em outras modalidades, os anéis séo
fundidos. Por exemplo, em algumas modalidades, M compreende
trés ou mais anéis fundidos, quatro ou mais anéis fundidos,
cinco ou mais anéis fundidos, ou mesmo seis ou mais anéis
fundidos.

[108] Em algumas modalidades, M é ciclico. Por
exemplo, em algumas modalidades, M é carbociclico. Em outra

modalidade, M é heterociclico. Ainda em outras modalidades

dos anteriores, M, em cada ocorréncia, compreende
independentemente um grupamento arila. Em algumas destas
modalidades, o grupamento arila é multiciclico. Em outros

exemplos mais especificos, o grupamento arila é um grupamento
arila multiciclico fundido, por exemplo, que pode
compreender pelo menos 3, pelo menos 4, ou até mesmo mais do
que 4 anéis arila.

[109] Em outras modalidades de gqualgquer um dos
compostos anteriores de férmula (I), M, em cada ocorréncia,

independentemente compreende pelo menos um heterodtomo. Por
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exemplo, em algumas modalidades, o heterodtomo é nitrogénio,

oxigénio ou enxofre.

[110] Em ainda mais modalidades de qualgquer um dos
anteriores, M, em cada ocorréncia, independentemente
compreende um substituinte. Por exemplo, em algumas

modalidades, o substituinte é um grupo fltoro, cloro, bromo,
iodo, amino, alquilamino, arilamino, hidréxi, sulfidrila,
alcbédxi, arildéxi, fenila, arila, metila, etila, propila,
butila, isopropila, t-butila, carbdéxi, sulfonato, amida ou
formila.

[111] Em algumas modalidades ainda mais especificas
dos anteriores, M, em cada ocorréncia, independentemente, um
dimetilaminostilbeno, quinacridona, fluorofenil-dimetil-

BODIPA, his-fluorofenil-BODIPIA, acridina, terrileno,

sexifenilo, porfirina, benzopireno, (fluorofenil-dimetil-
difluorobora-diaza-indaceno) fenil, (bis-fluorofenil-
difluorobora-diaza-indaceno) fenil, quaterfenil, bi-
benzotiazole, ter - porcgdes benzotiazole, bi-naftilo, bi-

antracil, squaraina, squarylium, 9, 1l0-etinilantraceno ou
ternaftilo. Em outras modalidades, M é, em cada ocorréncia,
independentemente, p-terfenila, perileno, azobenzeno,
fenazina, fenantrolina, acridina, tioxantreno, criseno,
rubreno, coroneno, cianina, perileno imida ou perileno amida
ou um derivado seu. Ainda em outras modalidades, M &, em

cada ocorréncia, independentemente, um corante cumarina, um
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corante resorufina, um corante difluoreto de
dipirrometenoboro, um corante ruténio bipiridila, um corante
de transferéncia de energia, um corante laranja de tiazol,
um corante polimetina ou N-aril-1,8-naftalimida.

[112] Em ainda mais modalidades de qualgquer um dos
anteriores, M, em cada ocorréncia, é o mesmo. Em outras
modalidades, cada M é diferente. Em ainda mais modalidades,
um ou mais M é o0 mesmo e um ou mais M é diferente.

[113] Em algumas modalidades, M é pireno, perileno,
perileno monoimida ou 6-FAM ou derivado seu. Em algumas

modalidades diferentes, M tem uma das seguintes estruturas:
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Em algumas modalidades especificas, o)

composto de estrutura (I) é um composto selecionado da Tabela

2

Tabela 2. Exemplos de Compostos de Estrutura I
Nome Estrutura
F
Fe o) K
L 0 I OH
o I 0O—P—0
I-1 N\ O 0—P—0O0 |
/P\ | (o}
HO o o}
3
F
Fe 0 K
L 0 I OH
o I 0—P—0
I-2 N O 0—P—0 |
/P\ | (o}
HO o o
4
F
Fe 0 S
L 0 I OH
o I 0—P—0
I-3 N0 o—||°—o (I)_
HO™ g o
5
F
Fe 0 U
L' o) I OH
o I O0—P—0
I-4 N0 o—||°—o (I)_
HO™ o o
6
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Nome Estrutura
F
Fe o) K
1
L 0 1 OH
o I 0—P—0
I-5 e 0—P—0 |
LY | o]
HO o o]
.
F
Fe 0 U
1
L 0 I OH
o I O0—P—0
I-6 N\ O 0O—P—O0O |
LY | o
HO o o]
8
F
Fe 0 S
1
L 0 I oK
I O0—P—0
I-7 N0 o—||>—o (I)_
~ -
HO™ g 0
9
Y.
Y 0 S
1
L 0 I OH
o I 0O—P—0
I-8 N\ O 0—P—O0O |
P | o]
HO o o]
3
Y.
Yo o] S
1
L 0 I OH
o I 0—P—0
I-9 N\ O 0—P—0O0 |
LY | o)
HO o o]
4
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Nome Estrutura
Y-
Y. 0 S
K 0 I
o I O—P—O\)\/OH
I-10 N\ O 0O—P—0 |
o™\ c|)- ©
@]
5
Y-
Y. 0 S
S 0 I
o I O—P—O\)\/OH
I-11 N\ O O0—P—O0O |
o™\ é- °
@]
6
.
F o L
Y 0 L o] 7||7
_ T ﬁ O—I|=|'—O o—lu—o ° T O\)\/OH
I-12 Oy o0 0—P—0 | | 0
N | o )
PSRN .
HO 6} (0] 3
3
AN
Fe L!
Y, o] L' o] I
_ T ﬁ o—nu—o o—nu—o © T O\)\/OH
I-13 Oy 0 0—P—0 |
\\P/ ‘ o (l) °
PN .
HO 0 O 4
4
F
Fe 0 U
L 0 | OH
I-14 o || O—P—O e
\P _0 O0—P—O0 (|)_
- 0
HO N
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L 4 —,
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Nome Estrutura
F
Fe ) S
1
L o] I OH
I-15 o I 0O—P—0O
P 0—P—0 |
/P\ | o}
HO o o
F
Fe ) R
1
L 0 I OH
I-16 o I 0O—P—0O0
P 0—P—0 |
/P\ | o}
HO o o
F
Fe ) S
1
L o] I OH
I-17 \/& I o—F|>—o
N\ O O—P—O0
D¢ | o
HO™ N o
F
Fe 0 S
1
L o] I OH
I-18 o | O0—P—0
P 0—P—0 |
_P | o}
HO™ N o
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Nome Estrutura
F
Fe ) S
Lt o] I OH
I-19 o I 0O—P—0O
P 0—P—0 |
/P\ | o}
HO o o
F
Fe ) R
Lt 0 I OH
I-20 o I 0O—P—0O0
P 0—P—0 |
/P\ | o}
HO o o
F
Fe ) R
Lt o] I OH
1-21 o I 0—P—0
P 0—P—0 |
/P\ | (o}
HO o o)
F
Fe 0 S
Lt o] I OH
I-22 o I 0—P—0
P 0—P—0 |
/P\ | o}
HO o o
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Nome Estrutura
E
E o) U
L 0 |
o I 0O—P—0 OH
1-23 N\ O 0—P—O0O ¥
/P\ | o)
HO o (o}
3
E
E_ o) S
L' 0 |
o I 0O—P—0 OH
I-24 N\ O 0O—P—O0O ¥
/P\ | o)
HO o (o}
4
E
E_ o) K
L 0 |
o | O—P—O0 OH
I-25 N O o—F|>—o c|)_
HO™ N o
5
E
E_ o) U
L 0 |
o | O—P—O0 OH
I-26 N\ O 0—P—0 |
/P\ | o)
HO o (o}
6
E
E 0 U
L 0 |
o | O—P—0 OH
I-27 N\ O 0—P—O0 N
/P\ | o)
HO o (o}
.
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T T T I T
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Nome Estrutura
E
N1
E L
o ﬁ \\//L\/
0O—P—0O _OH
I-33 EN /O\)N 0—P—0 N
P | o]
HO o 0
E
E 0 K
[ ﬁ - \\//l\\/
0O—P—O |_OH
1-34 EN /O\)& 0—P—0 N
P | o}
HO o o)
F
E 0 K
L 0 |
o I O—P—0 OH
I-35 N\ O 0—P—0 ¥
/P\ | o)
HO o 0
3
F
E_ o) K
L' o) |
o I O—P—0 OH
I-36 N\ O 0O—P—O0O ¥
/P\ | o)
HO o o)
4
F
E_ o) K
L’ 0 |
o I 0O—P—O0 OH
1-37 N\ O 0—P—O0 ¥
/P\ | o}
HO o o)
5
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Nome Estrutura
F
E 0 K
L’ 0 |
o I O—P—0 OH
1-38 N\ O 0—P—0 ¥
P | o}
HO o o]
6
[115] Tal como usado na Tabela 2, e ao longo do

pedido, F, E e Y referem-se aos grupamentos fluoresceina,
perileno e pireno, respectivamente, e tém as seguintes

estruturas:

%
R

[116] \\FII \\EII \\YII
[117] L' nos compostos da Tabela 2 é tal como aqui
definido para qualgquer composto de estrutura (I). Em algumas

modalidades especificas, L' nos compostos da Tabela 1 é um
grupamento que compreende um grupo triazolila, sendo a
triazolila formado por reacgdo de um alcino e uma azida.
[118] Os compostos corantes ora divulgados séo
“ajustaveis”, o que significa que, através de selecéo
adequada das variaveis em qualquer um dos compostos
anteriores, um técnico especialista na técnica pode chegar

a um composto tendo uma fluorescéncia molar desejada e/ou
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predeterminada (brilho molar). A  ajustabilidade dos
compostos permite gque o usuario chegue facilmente a compostos
com a fluorescéncia e/ou cor desejadas para uso em um ensaio
particular ou para identificar um analito especifico de
interesse. Embora todas as varidveis possam ter efeito sobre
a fluorescéncia molar dos compostos, cré-se que a selecédo
adequada de M, m e n desempenha um papel importante na
fluorescéncia molar dos compostos. Por conseguinte, em uma
modalidade é fornecido um método para obter um composto com
uma fluorescéncia molar desejada, compreendendo o método a
selecdo de um grupamento M com uma fluorescéncia conhecida,
preparar um composto de estrutura (I) que compreende O
grupamento M e selecionar as variaveils apropriadas para m e
n a fim de se chegar a fluorescéncia molar desejada.

[119] A fluorescéncia molar em certas modalidades
pode ser expressa em termos de guantas vezes aumenta ou
diminui em relacdo a emissdo de fluorescéncia do fluordforo
primario (por exemplo, mondmero). Em algumas modalidades,
a fluorescéncia molar dos presentes compostos é 1,1x; 1,5x;
2x; 3x; 4x; 5x; ox; 7x; 8x; 9x; 10x ou ainda maior em relacédo
ao fluordédforo fluordforo primario. Varias modalidades
incluem a ©preparagcdo de compostos com o aumento de
fluorescéncia desejado em relacdo ao fluordforo primario

pela selecdo adequada de m e n.
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[120] Para tornar mais c¢lara a 1ilustracdo, séo
representados vadrios compostos compreendendo grupamentos com
fésforo (por exemplo , fosfato e similares) no estado
aniénico (por exemplo, -0OPO(OH)O~, -0P0s3?7). Um técnico
especialista na técnica compreenderd prontamente gque a carga
depende do pH e as formas ndo carregadas (por exemplo,
protonada ou sal, tal como sbédio ou outro cation) também
estdo incluidas no escopo das modalidades da invencéo.

[121] Composicdes compreendendo qualquer um dos
compostos anteriores e uma ou mais moléculas de analito (por
exemplo, biomoléculas) s&o fornecidas em varias outras
modalidades. Em algumas modalidades, também é fornecido o
uso de tais composicdes em métodos analiticos para deteccédo
da uma ou mais moléculas de analito.

[122] Ainda em outras modalidades, os compostos sdo
Uteis em varios métodos analiticos. Por exemplo, em certas
modalidades, a divulgacdo fornece um método para corar uma
amostra, compreendendo o método a adicdo a dita amostra de
um composto de estrutura (I), por exemplo em que um de R? ou
R® é um ligante que compreende uma ligacdo covalente a um
molécula de analito (por exemplo, biomolécula) ou
microparticula, e o outro de R? ou R® é H, OH, alquila,
alcdxi, éter alquilico ou -OP(=Ri) (Rp)Rc, em uma quantidade
suficiente para produzir uma resposta oéptica quando a dita

amostra é iluminada a um comprimento de onda apropriado.
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[123] Em algumas modalidades dos métodos
anteriores, R? ¢é um 1linker que compreende uma ligacdo

covalente a uma molécula de analito, tal como uma

biomolécula. Por exemplo, um &cido nucleico, aminoacido ou
um polimero seus (por exemplo, polinucleotideo ou
polipeptideo). Em ainda mais modalidades, a molécula de

analito é uma enzima, receptor, ligante de receptor,
anticorpo, glicoproteina, aptémero ou prion.

[124] Ainda em outras modalidades do métodos
anterior, R? é um linker que compreende uma ligacdo covalente
a um suporte sélido, tal como uma microparticula. Por
exemplo, em algumas modalidades, a microparticula ¢é uma
esfera polimérica ou uma esfera ndo polimérica.

[125] Em ainda mais modalidades, a dita resposta
6ptica é uma resposta fluorescente.

[1206] Em outras modalidades, a dita amostra
compreende células e algumas modalidades compreendem ainda
observar as ditas células por citometria de fluxo.

[127] Em ainda mais modalidades, o método
compreende ainda distinguir a resposta de fluorescéncia
daquela de um segundo fluordéforo com diferentes propriedades
6pticas detectaveis

[128] Em outras modalidades, a divulgacdo fornece
um método para detectar visualmente uma molécula de analito,

tal como uma biomolécula, compreendendo:
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(a) fornecer um composto de estrutura (I), por
exemplo, em que um de R? ou R?® é um linker que compreende uma
ligacdo covalente a uma molécula de analito, e o outro de R?
ou R® é& H, OH, alquila, alcoxi, éter alquilico ou
-OP (=Ra) (Rp)Re; e

(b) detectar o composto por suas propriedades
visiveis.

[129] Em algumas modalidades, a molécula de analito
é um acido nucleico, aminodcido ou um polimero seus (por
exemplo, polinucleotideo ou polipeptideo). Em ainda mais
modalidades, a molécula de analito é uma enzima, receptor,
ligante de receptor, anticorpo, glicoproteina, aptdmero ou
prion.

[130] Em outras modalidades, é fornecido um método
para detectar visualmente uma molécula de analito, tal como
uma biomolécula, compreendendo o método:

(a) misturar qualquer um dos compostos anteriores com
uma ou mais moléculas de analito; e

(b) detectar o composto por suas propriedades visiveis.

[131] Em outras modalidades, é fornecido um método
para detectar visualmente uma molécula de analito,
compreendendo o método:

(a) misturar o composto da reivindicacédo 1, em que
R? ou R® é Q ou um linker que compreende uma ligacdo covalente

a Q, com a molécula de analito;
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(b) formar um conjugado do composto e da molécula de

analito; e

(c) detectar o conjugado por suas propriedades
visiveis.
[132] Em algumas outras modalidades diferentes, os

compostos de estrutura (I) podem ser usados em varios para
anadlise de células. Por exemplo, pelo uso de citometria de
fluxo, os compostos podem ser usados para discriminar entre
células vivas e mortas, avaliar a saude das células (por
exemplo, necrose  Vs. célula apoptdtica precoce vs.
apoptdética tardia vs. wviva), rastrear ploidia e mitose
durante o ciclo celular e determinar varios estados de
proliferacdo celular. Embora ndo se pretenda estar limitado
pela teoria, acredita-se que as modalidades dos compostos de
estrutura (I) se liguem preferencialmente a grupamentos
positivamentos carregados. Por conseguinte, em algumas
modalidades, os compostos podem ser usados em métodos para
determinar a presenca de células nédo intactas, por exemplo,
células necrosadas. Por exemplo, a presenca de células
necrosadas pode ser determinada misturando-se uma amostra
contendo células com um composto de estrutura (I) e
analisando-se a mistura por citometria de fluxo. O composto
de estrutura (I) liga-se a células necrosadas e, assim, a
sua presenca ¢é detectdvel em condigdes de citometria de

fluxo. Em contraste com outros reagentes de coloracdo que
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requerem um grupo reativo amina para se ligarem a células
necrosadas, modalidades dos modos de coloragcdo de empregar
compostos de estrutura (I) ndo requerem tampdo de incubacéo
isento de proteinas e, assim, os métodos s&o mais eficientes
de serem realizados do que métodos conhecidos relacionados.

[133] Em varias outras modalidades, os compostos
podem ser usados em métodos relacionados para determinar a
presenca de grupamentos positivamente carregados em células
intactas ou nédo intactas, corpos apoptdticos, membranas
despolarizadas e/ou membranas permeabilizadas.

[134] Além dos métodos acima, modalidades dos
compostos de estrutura (I) encontram utilidade em varias
disciplinas e métodos, incluindo [NT: compreendendo?] mas
ndo limitados a: imagiologia em procedimentos de endoscopia
para identificacdo de tecidos cancerosos e outros tecidos;
identificacdo de tecido necrosado por ligacdo preferencial
dos compostos a células mortas; métodos analiticos de célula
unica e/ou de molécula unica, por exemplo, deteccdo de
polinucleotideos com pouca ou nenhuma amplificacédo;
imagiologia de céncer, por exemplo, conjugando-se um
composto de estrutura (I) com um anticorpo ou acicar ou outro
grupamento que preferencialmente liga células do céancer;
imagiologia em procedimentos cirtrgicos; ligacdo de histonas
para identificacdo de varias doencas; liberacédo de farmacos,

por exemplo, substituindo-se o grupamento M em um composto
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de estrutura (I) por um grupamento de farmaco ativo; e/ou
agentes de contraste na pratica dentaria e outros
procedimentos, por exemplo, por ligacdo preferencial do
composto de estrutura (I) a varias flora e/ou organismos.

[135] Entende-se que qualquer modalidade dos
compostos de estrutura (I), tal como apresentado acima, e
qualquer escolha especifica aqgqui apresentada para uma
varidvel R!, R?, R3, R%, R° 1!, 12, 13, 1% M, m e/ou n nos
compostos de estrutura (I), tal como apresentado acima, podem
ser combinadas independentemente com outras modalidades e/ou
variaveis dos compostos de estrutura (I) a fim de se formarem
modalidades das invencdes ndo especificamente apresentadas
acima. Além disso, no caso de uma lista de opcgdes ser
listada para qualquer varidvel R!', R?, R3, R%*, R®>, L', 17, L3,
L4 M, m e/ou n particular em uma modalidade particular e/ou
reivindicacdo, entende-se que cada escolha individual pode
ser eliminada da modalidade e/ou reivindicacdo particular e
que a lista restante de escolhas serd considerada como
estando dentro do escopo da invencédo.

[136] Entende-se que, na presente descricéo,
combinacdes de substituintes e/ou varidveis das fdérmulas
representadas sdo permissiveis apenas se tais contribuicdes
resultarem em compostos estaveis.

[137] Também sera entendido pelos técnicos

especialistas na técnica gque, no processo aqui descrito, os
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grupos funcionais de compostos intermedidrios podem
necessitar ser protegidos por grupos protetores adequados.
Tais grupos funcionais incluem hidrdéxi, amino, mercapto e
adcido carboxilico. Grupos protetores adequados para hidrdéxi
incluem trialquilsilila ou diarilalquilsilila (por exemplo,
t-butildimetilsilila, t-butildifenilsilila ou
trimetilsilila), tetra-hidropiranila, benzila e semelhantes.
Grupos protectores adequados para amino, amidino e guanidino
incluem t- butoxicarbonilo, benziloxicarbonilo e
semelhantes. Grupos de protecdo adequados para mercapto
incluem -C(0O)-R” (onde R” é algquila, arila ou arilalquila),
p-metoxibenzila, tritila e semelhantes. Grupos protetores
adequados para acido carboxilico incluem ésteres de alquila,
arila ou arilalquila. Grupos protetores podem ser
adicionados ou removidos de acordo com técnicas padrédo, as
quais sdo conhecidas pelos técnicos especialistas na técnica
e tais como aqui descrita. O uso de grupos protetores é
descrito em detalhes em Green, TW e PGM. Wutz, Protective
Groups in Organic Synthesis (1999), 3a Ed., Wiley. Como um
técnico especialista na técnica entenderia, o grupo protetor
também pode ser uma resina polimérica, tal como uma resina
de Wang, uma resina de Rink ou uma resina de cloreto de 2-
clorotritila.

[138] Além disso, todos os compostos da invencéo

que existem na forma de base ou acido livres podem ser
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convertidos nos seus sais por tratamento com a base ou acido
inorgdnicos ou orgénicos apropriados por métodos conhecidos
pelos técnicos especialistas na técnica. Os sais dos
compostos da invencgdo podem ser convertidos na sua forma de
base ou 4cido livres por técnicas padréo.

[139] Os Esquemas Reacionais que se seguem ilustram
exemplos de métodos para fazer compostos desta invencédo.
Entende-se que um técnico especialista na técnica pode ser
capaz de fazer estes compostos por métodos similares ou
combinando outros métodos conhecidos por um técnico
especialista na técnica. Entende-se, também, que um técnico
especialista na técnica seria capaz de fazer, de uma maneira
similar a descrita abaixo, outros compostos de estrutura (I)
ndo especificamente ilustrados abaixo usando os componentes
de partida apropriados e modificando os par@metros da sintese
conforme necessario. Em geral, os componentes iniciais podem
ser obtidos a partir de fontes tais como Sigma Aldrich,
Lancaster Synthesis, Inc., Maybridge, Matrix Scientific, TCI
e Fluorochem USA etc. ou sintetizados de acordo com fontes
conhecidas dos técnicos especialistas na técnica (vide, para
exemplo, Advanced Organic Chemistry: Reactions, Mechanisms,
and Structure, 5a edicdo (Wiley, dezembro de 2000)) ou

preparados tal como descrito nesta invencéo.
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Esquema Reacional I

G M
\L1a \L1
2 3 M-G' 2 3
R R ——> R R
\LS L2 \LS L2
R R
a b
[140] O Esquema Reacional I ilustra um exemplo de

método para a preparacdo de intermedidrios uUteis para a
preparacdo de compostos de estrutura (I). Com referéncia ao
Esquema Reacional I, em que R!', L', 1?, 13, G e M sdo tais
como definidos acima, e R? e R?® sdo tais como definidos acima
ou sdo variantes protegidas suas, faz-se reagir um composto
de estrutura a, dgque pode ser comprado ou preparado por
técnicas bem conhecidas, com M-G’ para produzir compostos de
estrutura b . Aqui, G e G’ representam grupos funcionais com
reatividade complementar (isto ¢é, grupos funcionais que
reagem para formarem uma ligacgdo covalente). G’ pode ser
“pendurado” a M ou a uma parte do “esqueleto” (“backbone”)
estrutural de M. G pode ser qgualquer numero de Jgrupos
funcionais aqui descritos, tal como alcino, e G’ pode ser
qualgquer um de diversos grupos funcionais, por exemplo azida.

[141] O composto de estrutura (I) pode  ser
preparado a partir da estrutura b por reacdo em condigdes de
sintese de DNA automatizada bem conhecidas com um composto

de fosforamidito que tem a seguinte estrutura (c):
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A

DMTrO—L—0" ~o >CN

’

(c)

em que L é independentemente um linker opcional, seguido
de reacdo com um outro composto de estrutura b. Compostos
multiméricos de estrutura (I) sdo preparados fazendo-se
reagir o numero desejado de compostos de estrutura b
sequencialmente com o reagente fosforamidito apropriado em
condicdes de sintese de DNA.

[142] Alternativamente, os compostos de estrutura
(I) s&o preparados sintetizando-se primeiro um composto
simérico ou oligomérico com a seguinte estrutura d em

condic¢des de sintese de DNA tipicas.

G G\L'la

R3
L~
™~ L3/&\\ L/;\ LZ/

em que G, L'?, L?, L3, R!', R?, R® e n sdo tais como aqui
definidos para compostos de estrutura (II), e, entéo,
fazendo-se reagir o composto de estrutura d com M-L'*-G', em
que M, L' e G' sdo aqui definidos para compostos de estrutura

(II) e métodos relacionados.
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[143] Métodos de sintese de DNA sdo bem conhecidos
na técnica. Resumidamente, dois grupos alcool, por exemplo,
R? e R?® em intermedidrios b ou d acima, sdo funcionalizados
com um grupo dimetoxitritila (DMT) e um grupo 2-cianoetil-
N, N-diisopropilamino fosforamidito, respectivamente. 0
grupo fosforamidito é acoplado a um grupo adlcool, tipicamente
na presenga de um ativador tal como tetrazol, seguido de
oxidacdo do atomo de fésforo com iodo. O grupo
dimetoxitritila pode ser removido com &cido (por exemplo,
adcido cloroacético) para expor o alcool livre, o qual se
pode fazer reagir com um grupo fosforamidito. O grupo 2-
cianoetila ©pode ser removido apds oligomerizacdo por
tratamento com ambénia aquosa.

[144] A preparacdo dos fosforamiditos usados nos
métodos de oligomerizacdo também é& bem conhecida na técnica.
Por exemplo, um &lcool primdrio (por exemplo, R?) pode ser
protegido como um grupo DMT por reagdo com DMT-Cl. Um &lcool
secunddrio (por exemplo, R?) é, entdo, funcionalizado como
um fosforamidito por reacdo com um reagente apropriado, tal
como 2-cianoetil-N, N-dissopropilclorofosforamidito. Os
métodos ©para a preparacdo de fosforamiditos e a sua
oligomerizacdo s&do bem conhecidos na técnica e descritos em
maior detalhe nos exemplos.

[145] Os compostos de estrutura (I) sdo preparados

por oligomerizacdo do intermedidrio b de acordo com a bem

Petica0 870180136175, de 28/09/2018, pég. 103/161



78/104

conhecida quimica de fosforamiditos descrita acima. O numero
desejado de m e n unidades de repeticdo é incorporado na
molécula repetindo-se o acoplamento de fosforamidito o
numero de vezes desejado. Entender-se-& que os compostos de
estrutura (I1), tal como descritos abaixo, podem ser
preparados por métodos analogos.

[1406] Em varias outras modalidades, sdo fornecidos
compostos Uteis para a preparacdo do composto de estrutura
(1) . Os compostos podem ser preparados acima em forma
monomérica, dimérica e/ou oligomérica e, entdo, o grupamento
M ligado covalentemente ao composto através de qualquer
numero de metodologias sintéticas (por exemplo, das reacdes
“click” descritas acima) para se formar um composto de
estrutura (I ). Por conseguinte, em varias modalidades, é

fornecido um composto com a seguinte estrutura (II):

G\\Lw 5 R5 G\\Lm
R? /4\ 0 ||> 0 0 ||3 0 /4\ R’
K 127] | >4 N L27]
R’ R4 R* R’
m

ou um estereoisdmero, sal ou tautdmero seus, em que:
G é&, em cada ocorréncia, independentemente, um
grupamento que compreende um grupo reativo capaz de formar

uma ligacdo covalente com um grupo reativo complementar;
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L'2, L? e 1L s3do, em cada ocorréncia, independentemente,
um linker opcional alquileno, algquenileno, alquinileno,
heteroalquileno, heterocalguenileno, hetercalquinileno ou
heterocatdmico;

1L* é, em cada ocorréncia, independentemente, um linker
alquileno, alquenileno, alquinileno, heteroalquileno,
heteroalquenileno ou heterocalquinileno;

R! é, em cada ocorréncia, independentemente, H, alquila
ou alcdxi;

R> e R?® sd3o cada um, independentemente, H, OH, SH,
alquila, alcdxi, éter alquilico, -OP(=Ra) (Rp)Re, Q, um linker
que compreende uma ligacdo covalente a Q, um linker que
compreende uma ligacdo covalente a uma molécula de analito,
um linker que compreende uma ligacdo covalente a um suporte
s6lido ou um linker que compreende uma ligacdo covalente a
um outro composto de estrutura (II), em que: Ry € O ou S; Rp
é OH, SH, O, S, ORa ou SR4; Rc é OH, SH, 07, S, OR4, SRag,
alquila, alcdéxi, éter alquilico, éter alcdxi-alquilico,
fosfato, tiofosfato, fosfoalquila, tiofosfoalquila, éter
fosfoalquilico ou éter tiofosfoalquilico; e Rq € um contra-
ion;

R? &, em cada ocorréncia, independentemente, OH, SH, O
;, 57, ORgq ou SRg;

R> &, em cada ocorréncia, independentemente, oxo, tioxo

ou esta ausente;
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o &, em cada ocorréncia, independentemente, um
grupamento que compreende um grupo reativo capaz de formar
uma ligacdo covalente com uma molécula de analito, um suporte
s6lido ou um grupo reativo complementar Q';

m é, em cada ocorréncia, independentemente, um numero
inteiro igual a zero ou maior; e

n é um numero inteiro igual a um ou maior.

[147] Em algumas modalidades, pelo menos uma
ocorréncia de m é um numero inteiro igual a um ou maior. Em
outras modalidades, pelo menos uma ocorréncia de m & um
numero inteiro igual a dois ou maior. Ainda em modalidades
diferentes, pelo menos uma ocorréncia de m é& um numero
inteiro igual a trés ou maior.

[148] O grupamento G no composto de estrutura (II)
pode ser selecionado a partir de qualquer grupamento
compreendendo um grupo que tenha o grupo reativo apropriado
para formar uma ligacdo covalente com um grupo complementar
em um grupamento M. Em exemplos de modalidades, o grupamento
G pode ser selecionado a partir de qualgquer um dos
grupamentos Q aqui descritos, incluindo-se os exemplos
especificos fornecidos na Tabela 1. Em algumas modalidades,
G compreende, em cada ocorréncia, independentemente, um
grupamento apropriado para reacgdes que 1incluem a reacdo
catalisada por cobre de uma azida e um alcino para se formar

um triazol (cicloadicdo 1,3-dipolar de Huisgen), reacdo de
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um dieno e um diendéfilo (Diels-Alder), cicloadicdo de alcino-
nitrona promovida por tensdo, reacdo de uma alceno tensionado
com uma azida, tetrazina ou tetrazol, cicloadicdo de alceno
e azida [3+2], Diels-Alder de demanda inversa entre alceno
e tetrazina, fotorreacdo de alceno e tetrazol e varias
reacdes de deslocamento, tais como deslocamento de um grupo
de saida por ataque nucleofilico em um atomo eletrofilico.

[149] Em algumas modalidades, G é&, em cada
ocorréncia, independentemente, um grupamento que compreende
um grupo funcional aldeido, oxima, hidrazona, alcino, amina,
azida, acilazida, haleto de acila, nitrila, nitrona,
sulfidrila, dissulfeto, haleto de sulfonila, isotiocianato,
imidoéster, éster ativado, cetona, carbonila «,B-insaturada,
alceno, maleimida, a-haloimida, epdxido, aziridina,
tetrazina, tetrazol, fosfina, biotina ou tiirano.

[150] Em outras modalidades, G compreende, em cada
ocorréncia, independentemente, um grupo alcino ou azida. Em
diferentes modalidades, G compreende, em cada ocorréncia,
independentemente, um grupo reativo capaz de formar um grupo
funcional compreendendo um grupo alceno, éster, amida,
tioéster, dissulfeto, carbociclico, heterociclico ou
heteroarila, apds reaccdo com O grupo reativo complementar.
Por exemplo, em algumas modalidades, a heterocalila ¢é

triazolila.
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[151] Em algumas modalidades, o© composto tem a

seguinte estrutura (IIA):

X X R4 R4 X
= -n
(ITA)
em que:
I1la e L1b sao, em cada ocorréncia, linkers

independentemente opcionais; e

1 2

%1, x?, x3 e x4

sao, em cada ocorréncia,
independentemente, um numero inteiro de 0 a 6.

[152] Em algumas modalidades especificas de (II) e
(ITa), cada L!'2 estd ausente. Em outras modalidades cada Ll
estd presente. Por exemplo, em algumas modalidades, L'® &,
em cada ocorréncia, independentemente, heteroalquileno. Em

outras modalidades, L!'? tem a seguinte estrutura:

(0]
}{\0/\/\”}\0/}{

[153] Em varias outras modalidades do composto de
estrutura (II), 14, L3, L* sdo, em cada ocorréncia,
independentemente, alquileno Ci-Cs, alquenileno Cz-Cs oU

alqguinileno C;-Cs. Em algumas outras modalidades, L* &, em
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cada ocorréncia, independentemente, alquileno

alquenileno C2-Cs ou algquinileno C-Cs.

[154] Em outras modalidades, o composto

seguinte estrutura (IIB):

G\L1a R5 R5 G\L‘]a
| | R3
R2 o—F|>—o O—P—O0 -
x!RT Vx2 R4 y ,|q4 x3R! x?
m
- -n
(IIB)
em que:
xt , x¢ , x} e x* s3d3o, em cada
independentemente, um nUmero inteiro de 0 a 6; e
y é um numero inteiro de 1 a 6.
[155] Em outra de qualquer uma das modalidades
anteriores do composto (II), G é, em cada
. —g——— 5 Ns
independentemente ou
[156] Em varias modalidades do composto

ocorréncia,

ocorréncia,

estrutura (IIa), x° e x*! sdo ambos 2 em cada ocorréncia.

outras modalidades, x!, x%, x° e x® s3do, cada,

1 em cada

ocorréncia. Em outras modalidades, y é 2 para cada valor

inteiro de m.
[157] Em outras modalidades, RY &,
ocorréncia, independentemente, OH, O ~ ou OR

diferentes modalidades, R® é, em cada ocorréncia,
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[158] Em algumas modalidades diferentes, o composto

tem uma das seguintes estruturas (IID) ou (IIE):

G
G\ (o) \L1a
L1a o) || R3
I 0—P—O0 s
R2 0O—P—0 | R
R'] | O
o
m _
- n ou
(IID)
G G
\L1a o) \L1a
2 o I
R I 0—P—0
R o—||3—o (I)_ R R?
o
L m -n

(IIE)

[159] Em algumas modalidades de qualquer um dos
compostos anteriores de estrutura (II), G é, em cada

PR St — —N3
ocorréncia, independentemente, ou

[160] Em algumas modalidades diferentes de qualquer
um dos compostos anteriores de estrutura (II), R!' é H.

[161] Em outras varias modalidades dos compostos de
estrutura (II), R? e R® sd3o cada um, independentemente, OH
ou -OP(=Ra) (Rp) Rc. Em algumas modalidades diferentes, ou
R3> é OH ou _OP(=Ra) (Rp)Re, e o outro de R? ou R> & Q ou um

linker que compreende uma ligacdo covalente a Q.
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[162] Ainda em outras modalidades de compostos de
estrutura (II), Q é, em cada ocorréncia, independentemente,
um grupamento que compreende um grupo reativo capaz de formar
uma ligacdo covalente com uma molécula de analito ou com um
suporte sélido. Em outras modalidades, Q ¢é, em cada
ocorréncia, independentemente, um grupamento que compreende
um grupo reativo capaz de formar uma ligagdo covalente com
um grupo reativo complementar Q. Por exemplo, em algumas
modalidades, Q' estd presente em um outro composto de
estrutura (II) (por exemplo, na posicdo R?> ou R?), e Q e Q'
compreendem grupos reativos complementares de tal modo que
a reacdo do composto de estrutura (II) e o outro composto de
estrutura (II) resulta em um dimero ligado covalentemente do
composto de estrutura (II). Compostos multiméricos de
estrutura (II) também podem ser preparados de uma maneira
andloga e estdo incluidos dentro do escopo de modalidades da
invencé&o.

[163] O tipo de grupo Q e conectividade do grupo Q
ao restante do composto de estrutura (II) ndo é limitado,
desde que Q compreenda um grupamento com reatividade
apropriada para se formar a ligacdo desejada.

[164] Em certas modalidades de compostos de
estrutura (II), o Q é um grupamento gue ndo é suscetivel a
hidrélise em condig¢des aquosas, mas ¢é suficientemente

reativo para formar uma ligacdo com um grupo correspondente
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em uma molécula de analito ou do suporte sélido (por exemplo,
uma amina, azida ou alcino).

[165] Certas modalidades de compostos de estrutura
(IT) compreendem grupos Q comumente empregados na Aarea de
bioconjugacéo. Por exemplo, em algumas modalidades, Q
compreende um grupo reativo nucleofilico, um grupo reativo
eletrofilico ou um grupo reativo de cicloadicdo. Em algumas
modalidades mais especicas, Q compreende um grupo funcional
sulfidrila, dissulfeto, éter ativado, isotiocianato, azida,

alcino, alceno, dieno, diendéfilo, haleto de acido, haleto de

sulfonila, fosfina, [l-haloamida, biotina, amino ou
maleimida. Em algumas modalidades, o éster ativado & um
éster de N-succinimida, imidoéster ou éster de

polifluorofenila. Em outras modalidades, o alcino é uma
alquilazida ou acilazida.

[166] S&o fornecidos exemplos de grupamentos Q para
compostos de estrutura (II) na Tabela I acima.

[167] Assim como com compostos de estrutura (I), em
algumas modalidades de compostos de estrutura (II), em gue
Q é SH, o grupamento SH tenderd a formar ligacgdes dissulfeto
com um outro grupo sulfidrila em um outro composto de
estrutura (II). Por conseguinte, algumas modalidades
incluem compostos de estrutura (II), que estdo na forma de
dimeros dissulfeto, sendo a ligacdo dissulfeto derivada de

grupos SH Q.
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[168] Em algumas outras modalidades de compostos de
estrutura (II), um de R%2 ou R®> é OH ou -OP(=Ri) (Rp)Re, e ©
outro de R? ou R?® é um linker que compreende uma ligacdo
covalente a um suporte sdélido. Por exemplo, em algumas
modalidades, a molécula de analito é um A&cido nucleico, um
aminoacido ou um polimero seus. Em outras modalidades, a
molécula de analito é uma enzima, receptor, ligante de
receptor, anticorpo, glicoproteina, aptdmero ou prion.
Ainda em modalidades diferentes, o suporte sdélido ¢é uma
esfera polimérica ou uma esfera ndo polimérica.

[169] Em algumas modalidades de compostos de

estrutura (II), m é, em cada ocorréncia, independentemente,

um numero inteiro de 1 a 10, de 3 a 10 ou de 7 a 9. Em
outras modalidades, m é, em cada ocorréncia,
independentemente, um numero inteiro de 1 a 5. Em outras

modalidades, cada ocorréncia de m é um numero inteiro igual
a um ou maior. Por exemplo, em algumas modalidades, cada
ocorréncia de m é um numero inteiro igual a dois ou maior ou
igual a trés ou maior.

[170] Ainda em diferentes modalidades de compostos
de estrutura (II), n é um numero inteiro de 1 a 100. Por
exemplo, em algumas modalidades, n é um numero inteiro de 1
a 10.

[171] Em outras modalidades diferentes, o composto

de estrutura (II) é selecionado da Tabela 3:
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(IT)

Exemplos de Compostos de Estrutura

Tabela 3.
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Nome Estrutura
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Nome Estrutura
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Nome Estrutura
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[172] Os compostos de estrutura (II) podem ser

usados em vVvarios métodos, por exemplo em modalidades é
fornecido um método para marcar uma molécula de analito,
compreendendo o método:

(a) misturar qualquer um dos compostos descritos
de estrutura (1), em que R? ou R® é Q ou um linker que
compreende uma ligacdo covalente a Q, com a molécula de
analito;

(b) formar um conjugado do composto e da molécula de
analito; e

(c) fazer reagir o conjugado com um composto de
férmula M-L'P-G', formando-se assim pelo menos uma ligacdo
covalente por reacdo de pelo menos um G e pelo menos um G',

em que:

Peticao 870180136175, de 28/09/2018, pég. 118/161



93/104

M é um grupamento que compreende duas ou mais ligacdes
duplas carbono-carbono e pelo menos um grau de conjugacéo;

Lib é um linker alquileno, heterocalquileno ou
heteroatdédmico opcional; e

G' é& um grupo reativo complementar a G.

[173] Uma modalidade diferente é um método para
marcar uma molécula de analito, compreendendo o método:

(a) misturar qualquer um dos compostos de
estrutura (II) aqui divulgados, em que R? ou R® é Q ou um
linker que compreende uma ligacdo covalente a Q, com um
composto de férmula M-L'P-G', formando-se, desse modo, pelo
menos uma ligacdo covalente por reacdo de G e G'; e

(b) fazer reagir o produto da etapa (A) com a molécula
de analito, formando-se, assim, um conjugado do produto da
etapa (A) e a molécula de analito,

em que:

M é um grupamento que compreende duas ou mais ligacdes
duplas carbono-carbono e pelo menos um grau de conjugacéo;

L™ é um ligante linker alquileno, heteroalquileno ou
heteroatdédmico opcional; e

G' é& um grupo reativo complementar a G.

[174] Além disso, como notado acima, os compostos
de estrutura (II) sdo Uteis para a preparacdo de compostos
de estrutura (I). Por conseguinte, em uma modalidade ¢é

fornecido um método para preparar um composto de estrutura
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(I), compreendendo o método misturar um composto de estrutura
(IT) com um composto de fdérmula M-LY™-G', formando-se,
desse modo, pelo menos uma ligacdo covalente por reacdo de
G e G', em que:

M é um grupamento que compreende duas ou mais ligacdes
duplas carbono-carbono e pelo menos um grau de conjugacéo;

L™ é um ligante linker alquileno, heteroalquileno ou
heteroatdédmico opcional; e

G' é& um grupo reativo complementar a G.

Os exemplos a seguir s&do fornecidos para fins de

ilustracdo, ndo de limitacéo.

EXEMPLOS

[175] Métodos Gerais

[176] Os espectros de 'H RMN foram obtidos em um
espectrdmetro JEOL 400 MHz. Os espectros de ! H foram

referenciados contra TMS. A anadlise por HPLC de fase reversa
foi realizada usando-se um Sistema Waters Acquity UHPLC
com uma coluna Acquity BEH-C18 de 2,1 mm x 50 mm mantida a
45 °C. Andlise de espectro de massas foil realizada em um
sistema Waters/Micromass Quattro micro MS/MS (no modo MS
somente) usando-se o software de aquisicdo MassLynx 4.1. A
fase mével usada para LC/MS foi 1,1,1,3,3,3- hexaflloro-2-
propanol (HFIP) 100 mM, trietilamina (TEA) 8,6 mM, pH 8.
Fosforamiditos e moléculas precursoras foram  também

analisados usando-se um sistema Waters Acquity UHPLC com uma
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coluna Acquity BEH-C18 de 2,1 mm x 50 mm mantida a 45 °C,
empregando-se um gradiente de fase mével de
acetonitrila/4agua. Os pesos moleculares para oS
intermedidrios monoméricos foram obtidos usando-se ionizacéo
realcada por infusdo de cations tropilio em um sistema micro
MS/MS Waters/Micromass Quattro (no modo MS somente). A
cromatografia por exclusdo de tamanho (SEC) foi realizada
com uma coluna analitica Superdex 200 Increase 5/150 GL.
Eluicdo isocratica com tampdo PBS e uma taxa de fluxo de
0,25 mL/min com um tempo total de corrida de 17,5 min.
Deteccdo em 494, 405, 280 e 260 nm. As fracdes de produtos
foram coletadas manualmente, reunidas em corridas
sucessivas. Liofilizadas e reconstituidas em 100 UL de &gua.
As medicbes de absorbéncia foram conduzidas em um
espectrofotédmetro Thermo Scientific Nanodrop 2000. As
medicdes de fluorescéncia foram conduzidas em um
Fluorospectrdmetro Thermo Scientific Nanodrop 3300.

[177] Todas as reacdes foram realizadas em material
de vidro seco em estufa sob uma atmosfera de nitrogénio,
salvo indicacdo em contrdrio. Os reagentes para sintese de
DNA comercialmente disponiveis foram adgquiridos da Glen
Research (Sterling, VA) . Piridina anidra, tolueno,
diclorometano, diisopropiletilamina, trietilamina, 4&cido

acético, piridina e THF foram adgquiridos da Aldrich. Todos
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os outros produtos quimicos foram adgquiridos da Aldrich ou

da TCI e foram usados sem qualquer purificacdo adicional.

[178] Sintese de Fase Sdélida

[179] Todos os compostos de estrutura (I) foram
sintetizados em um sintetizador de DNA ABI 394 usando-se
protocolos padrdo para a abordagem de acoplamento baseada em
fosforamidito. O ciclo de montagem da cadeia para a sintese
de fosforamidatos de oligonucleotideos foi o seguinte: (1)
destritilacdo, &cido tricloroacético a 3% em diclorometano,
1 min; (ii) acoplamento, fosforamidito 0,1 M e tetrazol 0,45
M em acetonitrila, 10 min; (iii) protecdo (“capping”), 0,5
M anidrido acético em THF/lutidina, 1/1, v/v, 15 s; (iv)
oxidacdo, iodo 0,1 M em THF/piridina/&gua, 10/10/1, v/v/v,
30 s.

[180] As etapas gquimicas no ciclo foram seguidas de
lavagem com acetonitrila e secagem com argdnio seco durante
0,2-0,4 min. A clivagem do suporte e remocdo dos grupos
protetores de bases e fosforamidatos foi conseguida por
tratamento com aménia durante 1 hora a temperatura ambiente.
Os compostos foram ent&o analisados por HPLC de fase reversa,
tal como descrito acima.

[181] Os compostos foram sintetizados em um
sintetizador de DNA/RNA Applied Biosystems 394 ou em um GE

AKTA 10 OligoPilot em escalas de ou 1 pol ou 10 pol e possuiam
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um grupo 3’'-fosfato. Os compostos foram sintetizados
diretamente sobre esferas de CPG ou em suporte sdbdélido de
poliestireno. Os compostos foram sintetizados na diregdo 3’a
5’ por métodos padrdo de DNA em fase sbdélida. Os métodos de
acoplamento empregaram condicgcdes padrdo da guimica de p-
cianoetilfosforamidito padréo. Todos o©0s mondmeros de
fosforamidito foram dissolvidos em acetonitrila/
diclorometano (solucgdes a 0,1 M) e foram adicionados em ordem
sucessiva usando-se o0s seguintes ciclos de sintese: 1)
remocdo do grupo protetor 5’/-dimetoxitritila com A&cido
dicloroacético em tolueno, 2) acoplamento do fosforamidito
seguinte com reagente ativador em acetonitrila, 3) oxidacdo
com 1iodo/piridina/édgua, e 4) protecdo (“capping”) com
anidrido acético/l-metilimidizol/acetonitrila. Dissolveu-se
fosforamidito (100mg) extensivel de alcino (composto 9 ou
Glen Research 10-1992) em acetonitrila seca (700ulL) e
diclorometano (300ul). Algumas peneiras foram adicionadas
ao frasco, que foi coberto com argdénio. O sequenciador foi
utilizado como descrito acima. O ciclo de sintese foi
repetido até que o 5’ Oligofluorosideo estivesse montado.
No final da montagem da cadeia, o© grupo monometoxitritil
(MMT) ou a grupo dimetoxitritila (DMT) foi removido com acido
dicloroacético em diclorometano ou acido dicloroacético em
tolueno. Os compostos foram clivados do suporte sdélido

usando-se hidréxido de ambénio aquoso concentrado a
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temperatura ambiente durante 2-4 horas. O produto foi
concentrado a vacuo e colunas Sephadex G-25 foram usadas
para isolar o produto principal. A analise foi feita com um
método de RP-HPLC acoplado a um espectrdmetro de massas para

determinacdo do peso molecular.

EXEMPLO 1

[182] PREPARACAO DE UM COMPOSTO AZIDA DE FLUORESCEINA (FAM)
:iﬁ(o o oj(Li :iwro o Ow(Li

0 J T )
o o)
0 HO L~ g~ NH: 0
2 > 3
(0] O‘Nﬁ o ”/\/O\/\OH

Ts-Cl
Piridina

[183] Em um baldo de fundo redondo de 250 mL com
barra de agitacdo magnética e funil de adicdo, foi colocado
o éster 2 de FAM-NHS (2,24 g). Adicionou-se diclorometano
(35 mL) ao baldo, iniciou-se a agitacdo, colocou-se o baldo
sob nitrogénio e procedeu-se ao seu resfriamento em gelo.
Em um béuger separado, 2-(2-aminoetdxi)etanol (420 uL) foi
dissolvido em diclorometano (35 mL), metanol (7 mL) e

trietilamina (1,5 mL) e a solugdo resultante foi carregada
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no funil de adicd&o. A solucdo de amina foi adicionada gota
a gota ao éster de NHS durante 30 minutos. A solucdo final
foi agitada durante 1h a 0 °C, o baldo foi removido do banho
de gelo e agitado a temperatura ambiente durante 2 h. A
mistura reacional foi concentrada e o produto bruto foi
purificado por cromatografia em silica gel. As fracgdes de
produto foram examinadas por TLC e LC/MS e reunidas para
darem um rendimento de 1,6 g (72%).

[184] Em um baldo de fundo redondo de 250 mL com

barra de agitacdo magnética, foram colocados o &lcool FAM 3

(1,5 g) e o clorofdédrmio (25 mL). A esta solucéo,
adicionaram-se piridina (470 uL) e cloreto de p-
toluenossulfonila (691 mg). A mistura foi agitada durante

24 h, apdés o que a TLC indicou gque a reacdo estava incompleta,
foram adicionados cloreto de p-toluenossulfonila (1,4 g) e
piridina (1,5 mL) adicionais e a mistura foil agitada durante
mais 24 h. A TLC da reacdo apds 48 h indicou que a reacéo
estava completa. A mistura foi vertida sobre bicarbonato de
s6édio saturado (200 mL) e diclorometano (100 mL) em um funil
de extracdo e particionada. A camada orgdnica foi retida e
a camada aquosa foi extraida com diclorometano (100 mL) mais
duas vezes. As camadas orgédnicas foram reunidas e secas com
sulfato de sdédio, filtradas e concentradas. O produto bruto

foi purificado por cromatografia em silica gel. As fracdes
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do produto foram identificadas por TLC e reunidas, dando o
rendimento do tosilato 4 (1,8 g) desejado.

[185] Em um baldo de fundo redondo de 200 mL com
agitador magnético foi colocado o tosilato 4-FAM (1,8 g) e
adicionou-se DMF (15 mL); a mistura foi agitada para se
proceder a dissolucéo. A isto, adicionou-se azida sdédica
(830 mg) e a mistura foi aquecida a 50 °C e agitada durante
a noite. A mistura foi vertida sobre &cido citrico 100 mM
(150 mL) e acetato de etila (150 mL) em um funil de extracéo.
As camadas foram particionadas e a camada orgénica, retida.
A camada aquosa foi extraida com acetato de etila mais duas
vezes. As camadas orgadnicas foram combinadas e secas sobre
sulfato de sédio. A solucgédo foi filtrada e concentrada por
roto-evaporacéo. O 6leo bruto foi purificado por
cromatografia em silica gel, as fracdes de produto foram
identificadas por TLC e reunidas. O produto foi concentrado
sob vacuo, rendendo a desejada FAM-azida 5 na forma de um
s6lido laranja (0,82 g). LCMS foi consistente com o produto

desejado.
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EXEMPLO 2

[186] SINTESE DE FOSFORAMIDITO ALCINO

(o}

o)
N CI)LO HO o/\/\N)'LO/\
HO >0 NH, e N N
OH OH
6 7
o) o)
DMTrO O/\V/\N)ko/\Sg_ DMWO/\T/\O/\V/\N)kO/\Y§
OH H Oip-O~cy
8 YNY o
[187] Em um baldo de fundo redondo de 500 mL

equipado com um funil de adicdo e agitador magnético, foi
colocado cloroformato de propargila (1,3 mL) em
diclorometano (75 mL). O frasco foi purgado com nitrogénio.
Em um béquer separado, foi colocado aminodlcool 6 (2,0 g) em
diclorometano (60 mL), metanol (10 mL) e trietilamina (1,4
mL) . O funil de adicdo foi carregado com a solucdo de
aminoadlcool que foi adicionada gota a gota durante 30
minutos. O baldo foi agitado durante 2 horas, apds o gque a
TLC indicou que a reacdo estava completa. A reacdo foi
concentrada no roto-evaporador e posteriormente seca sob
alto vacuo e usada diretamente na etapa seguinte.

[188] Em um baldo de fundo redondo de 500 mL com
agitador magnético foi colocado carbamato 7 (~ 3,1 g).
Adicionou-se piridina ao frasco (270 mL) e iniciou-se a
agitacdo. Uma vez que o carbamato tivesse sido dissolvido,
a solucdo foi colocada sobre gelo e agitada durante 15 min

sob nitrogénio. Cloreto de dimetoxitritila (5,9 g) foi
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adicionado ao baldo por um funil para pd em uma Unica porcgéo.

O frasco foi repurgado com nitrogénio e agitado a 0 °C

durante 1 h. O baldo foi removido do gelo e agitado a
temperatura ambiente durante a noite. Adicionou-se metanol
(10 mL) e a mistura foi agitada durante 10 min. A mistura

foi concentrada no roto-evaporador e purificada por
cromatografia em silica gel. A fracdes do produto foram
determinadas por TLC, reunidas e concentradas até um &6leo
final rendendo o diol 8 mono-protegido (3,3 g).

[189] Em um baldo de fundo redondo de 100 mL com
barra de agitacdo magnética, foram colocados o &lcool FAM 8
(500mg) e o clorofdédrmio (5 mL). A mistura foi agitada até
que o material de ©partida tivesse sido dissolvido.
Diisopropiletilamina (600 mg) e 2-cianoetil-N, N-
diisopropilclorofosforamidito (440 mg) foram adicionados
gota a gota, simultaneamente em seringas separadas. A
mistura foi agitada durante 1 hora, apds o que a TLC indicou
que a reacdo estava completa. O material foi vertido em
solucdo de bicarbonato de sédio e extraido com diclorometano.
A camada orgénica foil seca com sulfato de sdédio, filtrada e
concentrada até um &leo. A purificacdo adicional foi

realizada por cromatografia em silica gel, Diclorometano com

5% de trietilamina. As fragdes do produto foram
identificadas por TLC, reunidas e concentradas. O produto

final foi isolado como um éleo claro (670 mg) .
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EXEMPLO 3
[190] PREPARACAO E CARACTERIZACAO DE CORANTES OLIGOMERICOS
[191] Os oligbmeros 3-, 5- e 10-méricos de

polialcino foram preparados a partir da fosforamidito do
Exemplo 2. Um corante 3-mérico representativo foi preparado
como se segue:

[192] Em um tubo de microcentrifuga de 500 ulL foi
colocada uma solucdo de tampdo fosfato (31,5 uL, 150 mM, pH
=7,4). A isto, foi adicionada uma solucdo de cumarina azida
(22,5 pL, 10mM em DMSO) e uma solucédo do polialcino (7,5 uL,
ImM em &agua). Em um tubo separado de microcentrifuga de
200pL foram colocadas uma solucdo de sulfato de cobre (3,0
nL, 50mM) , uma solucéo de tris (3-
hidroxipropiltriazolilmetil)amina (THPTA, 3.0 uL, 100mM) e
uma solucdo de ascorbato de sédio (7,5 pL, 100mM). A
solucdo de cobre foi misturada e todo o contetdo foi
adicionado ao tubo de cumarina azida/polialcino. A reacdo
foi misturada e incubada durante a noite a temperatura
ambiente. A mistura foi diluida com &gua (75 0L) e
purificada por cromatografia de exclusdo de tamanho
(Superdex 200 Increase 5/150 GL, eluicdo isocratica com PRBS,
0,25 mL/min, deteccdo a 405 nM e 260 nM).

[193] Os corantes 3-, 5- e 10-méricos, guer com um
grupamento cumarina, quer com um grupamento fluoresceina,

foram preparados de uma maneira anadloga.
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[194] Os espectros de fluorescéncia de compostos
contendo cumarina e fluoresceina foram determinados e sdao
apresentados nas Figuras 1 e 2, respectivamente. Os dados
mostram um aumento na fluorescéncia com um numero crescente
de sitios reativos de alcino, indicando que a azida se acopla
ao alcino para formar um composto de estrutura (I).

[195] Todas as patentes dos EUA, publicacdes de
pedidos de patentes dos EUA, pedidos de patentes dos EUA,
patentes estrangeiras, pedidos de patentes estrangeiras e
publicacdes nédo patenteadas referidas nesta especificacéo
sdo aqui incorporadas por referéncia, na sua totalidade, até
ao ponto ndo inconsistente com a presente descrigédo.

[196] Do qgue antecede, entender-se-4 que, embora
tenham sido aqui descritas modalidades especificas da
invencdo para fins de ilustracdo, podem ser feitas varias
modificacdes sem se desviar do espirito e escopo da invencéo.
Por conseguinte, a invencdo ndo esta limitada, exceto

conforme as reivindicacdes anexas.

Peticai0 870180136175, de 28/09/2018, pag. 130/161



1/20

REIVINDICACOES
1. Composto com a seguinte estrutura (I):
M M
St RS RS L
R? /;\ 0 F|’ 0 0 |ID 0 /;\ R’
™~ 3 2] N 4 ™~ 3 277
L i L | L | L L
R* R4
m
- -n
(I)

ou um estereoisdbmero, sal ou tautdmero do mesmo,
caracterizado pelo fato de que

M €, em cada ocorréncia, independentemente, um
grupamento fluorescente ou colorido que compreende duas ou
mais ligacdes duplas carbono-carbono e pelo menos um grau de
conjugacdo;

L' é, em cada ocorréncia, independentemente, um ligante
que compreende um grupo funcional capaz de se formar pela
reacdo de dois grupos reativos complementares;

1> and L? sdo, em cada ocorréncia, independentemente,
ausentes, um ligante alquileno, algquenileno, alquinileno,
heteroalgquileno, hetercalquenileno, heteroalquinileno ou
heteroatdémico;

1L* é, em cada ocorréncia, independentemente, um ligante
algquileno, alquenileno, alquinileno, heteroalquileno
compreendendo pelo menos uma ligagdo carbono-heterodtomo-

carbono, heteroalquenileno ou heteroalgquinileno;
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R! é, em cada ocorréncia, independentemente, H, alquila
ou alcdxi;

R° e R?® sdo cada um, independentemente, H, OH, SH,
alquila, alcdxi, éter alquilico, _OP(=Ras) (Rp)Re, Q, um
ligante que compreende uma ligacdo covalente a Q, um ligante
qgque compreende uma ligacdo covalente a uma molécula de
analito, um ligante que compreende uma ligacdo covalente a
um suporte sélido ou um ligante que compreende uma ligacédo
covalente a um outro composto de estrutura (I), em que R, é
O ou S; Ry € OH, SH, O, S, ORq ou SR4q; Rc & OH, SH, 07, S7,
OR4, SRg4, alquila, alcdbdéxi, éter alqgquilico, éter alcdxi-
alquilico, fosfato, tiofosfato, fosfoalquila,
tiofosfoalquila, éter de fosfoalquila ou éter de
tiofosfoalgquila; e Rg &€ um contra-ion;

R* é, em cada ocorréncia, independentemente, OH, SH, O
;, S7, ORgq ou SRg;

R> é, em cada ocorréncia, independentemente, oxo, tioxo
ou estd ausente;

o é, em cada ocorréncia, independentemente, um
grupamento que compreende um grupo reativo capaz de formar
uma ligacdo covalente com uma molécula de analito, um suporte
s6lido ou um grupo reativo complementar Q';

m é, em cada ocorréncia, independentemente, um numero
inteiro igual a zero ou maior e pelo menos uma ocorréncia de

m €& um numero inteiro igual ou maior gque 2; e
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n é um numero inteiro igual a um ou maior.

2. Composto, de acordo <com a reivindicacédo 1,
caracterizado pelo fato de que, para pelo menos uma
ocorréncia de L!', o grupo funcional pode ser formado por
reacdo de um grupo funcional aldeido, oxima, hidrazona,
alcino, amina, azida, acilazida, haleto de acila, nitrila,
nitrona, sulfidrila, dissulfeto, haleto de sulfonila,
isotiocianato, imidoéster, éster ativado, cetona, carbonila
o, B-insaturada, alceno, maleimida, o-haloimida, epdxido,
aziridina, tetrazina, tetrazol, fosfina, biotina ou tiirano
com um grupo reativo complementar.

3. Composto, de acordo <com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo fato de que, para pelo menos uma
ocorréncia de L!, o grupo funcional compreende um grupo
alceno, éster, amida, tioéster, dissulfeto, carbociclico,
heterociclico ou heteroarila.

4., Composto, de acordo <com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo fato de gque o composto tem a seguinte

estrutura (IC):

M M
\L'l R|5 R5 \L1
3
R? o—p—o0_, Jo—P—o0 R
x! RT Vg2 ||q4 ||q4 X3R! x4
m
- -n
(IC)
em que

Peticao 870210079773, de 30/08/2021, pag. 18/35



4/20

1 2

x1, x?, x3 e x4

sdo, em cada ocorréncia,
independentemente, um numero inteiro de 0 a 6; e

y é, em cada ocorréncia, independentemente, um numero
inteiro de 1 a 6.

5. Composto, de acordo <com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo fato de qgque o composto tem uma das

seguintes estruturas (ID) ou (IE):

M
M. 0 L
L 0] || 3
R
2\A\/ ” O_T_O g
1 | o R
R o
L m —
n ou
(ID)
M M
\L1 \L'l
) 0
R I O——T——O
R1 O—P—0 1 p3
| o R R
o
L m -n
(IE)
6. Composto, de acordo com qualquer uma das

reivindicacdes 1 a 5, caracterizado pelo fato de que R? e R?
sdo cada um, independentemente, OH ou -OP (=Rai) (Rp)Rc.

7. Composto, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 1 a 5, caracterizado pelo fato de que R? ou
R3> é OH ou -OP(=Ra) (Rp)Re, e o outro de R% ou R?® é Q ou um

ligante que compreende uma ligacdo covalente a Q.
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8. Composto, de acordo <com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo fato de qgque Q compreende um grupo
funcional sulfidrila, dissulfeto, éster ativado,
isotiocianato, azida, alcino, alceno, dieno, diendéfilo,
haleto de &cido, haleto de sulfonila, fosfina, oa-haloamida,
biotina, amino ou maleimida.

9. Composto, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 5, 7 ou 8, caracterizado pelo fato de que

Q é& um grupamento tendo uma das seguintes estruturas:

F
F
0 0
< o I I
ﬁ( AN 2330 :
_E_SH. %‘N:CZS. NH,*CF . NS F
F
F F SO3
/%ko F SR
. F . NO, ,
o) SOy 0
Ry i 0
s NW)L I
N
. O 25 o
o NO, 0
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O S

O ; ; ; O
o)
}{N ° \\
H =
N N N
E{ \\H//\\X S X
; O ; o ; E% S ;
0 (0]
o/ HN/“\NH
\ﬁf P/Ph X

em que:

X é halo; e

EWG é um grupo de retirada de elétrons.

10. Composto, de acordo com qualquer uma das
reivindicagcdes 1 a 9, caracterizado pelo fato de que um de
R? ou R® é& OH ou OP(=Ra) (Rp)Re, e o outro de R? ou R> é um
ligante que compreende uma ligacdo covalente a uma molécula
de analito ou um ligante que compreende uma ligacdo covalente

a um suporte sdbdlido.
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11. Composto, de acordo com a reivindicacédo 10,
caracterizado pelo fato de que a molécula de analito é uma
enzima, receptor, ligante de receptor, anticorpo,
glicoproteina, aptdmero ou prion.

12. Composto, de acordo com qualquer uma das
reivindicagcdes 1 a 10, caracterizado pelo fato de que m é&,
em cada ocorréncia, independentemente, um nuUmero inteiro de
3 a 10.

13. Composto, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 1 a 10, caracterizado pelo fato de que m é&,
em cada ocorréncia, independentemente, um numero inteiro de
7 a 9.

14. Composto, de acordo com qualquer uma das
reivindicagcdes 1 a 13, caracterizado pelo fato de que M é&,
em cada ocorréncia, 1independentemente, fluorescente ou
colorido.

15. Composto, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 1 a 14, caracterizado pelo fato de que M é&,

em cada ocorréncia, independentemente, um grupamento

dimetilaminostilbeno, guinacridona, fluorofenil-dimetil-
BODIPY, his-fluorofenil-BODIPY, acridina, terrileno,
sexifenila, porfirina, benzopireno, (fluorofenil-dimetil-
difluorobora-diaza-indaceno) fenila, (bis-fluorofenil-
difluorobora-diaza-indaceno) fenila, quaterfenila, bi-

benzotiazol, ter-benzotiazol, bi-naftila, bi-antracila,
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esquaraina, esquarilio, 9,10-etinilantraceno, ter-naftila,
p-terfenil, perileno, azobenzeno, fenazina, fenantrolina,
acridina, tioxantireno, criseno, rubreno, coroneno, cianina,
imida de perileno ou perileno amida, corante de cumarina,
corante de resorufina, corante de difluoreto de
dipirrometileno-boro, corante de difluoreto de
dipirrometileno-boro, corante Dbipiridilico de ruténio,
corante de transferéncia de energia, corante laranja tiazol,
corante de polimetina ou de N-aril-1,8-naftalimida.

16. Composto, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 1 a 14, caracterizado pelo fato de que M é&,
em cada ocorréncia, independentemente, pireno, perileno,
perileno monoimida ou 6-FAM ou derivados seus.

17. Composto, de acordo com qualquer uma das
reivindicagcdes 1 a 14, caracterizado pelo fato de que M, em
cada ocorréncia, independentemente, tem uma das seguintes

estruturas:
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E C O Q 0 ;M o Q

’ OO B
|
OOO
~
) CO
AN . o 7 e ©

; ou '

18. Composto caracterizado pelo fato de que tem uma

das seguintes estruturas:

Fe 0 Sy
L 0 I
OH
o I O—P—0
\__O 0—P—0 ¥
DL | o}
HO o 0
3 :
F
Fe 0 U
L 0 | OH
o I 0O—P—0
N\ O 0—P—0O0 |
P 0
HO o 0
4
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Y-
\L1 (ﬁ
N O 0—P—0
P
HO™ N 0
Y-
\L1 (|)|
ENgge O—F|>—O
P
HO™ No- 0
Y-
\L1 (ﬁ
N O 0—P—0
P
HO™ N 0
F
Ny o ﬁ S
o I 0—P—0
\\P/O Oi'ljio é
HO™ N\ o
3
F
Y\L1 o) (|)| \L1
o I 0—P—0
\\P/o Oi'ljio g
HO™ No- )
4
F
\L1 ﬁ
O\\ /O\)\/ O—P—0
_P |
HO 0" (0]

Peticao 870210079773, de 30/08/2021, pag. 26/35

Q& _on




12/20

F\L1
o)
\\P/O\/K/
HO™~ \o-
F\L1
o)
\\p/o\)\/
HO™~ \o-
F\L1
o)
\\p/o\)\/
HO™ N
F\L1
o)
\\P/O\)\/
HO™~ \o-
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F\L1
o)
\\P/O\/K/
HO™~ \o-
F\L1
o)
\\p/o\)\/
HO™~ \o-
F\L1
o)
\\p/o\)\/
HO™ N
F\L1
o)
\\P/O\)\/
HO™~ \o-
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_OH

| OH

| OH
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OH

OH

OH

em que:

F tem a seguinte estrutura:
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E tem a seguinte estrutura:

Y tem a seguinte estrutura:

(I
S

19. Método de coloracdo de uma amostra caracterizado
pelo fato de que compreende adicionar a dita amostra o
composto conforme definido em qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 18 em uma quantidade suficiente para
produzir uma resposta Oéptica quando a dita amostra é
iluminada a um comprimento de onda apropriado.

20. Método para detectar visualmente uma molécula de
analito, o método caracterizado pelo fato de que compreende:

(a) fornecer o) composto conforme definido na
reivindicacdo 1, em que R? ou R® é um ligante que compreende
uma ligacdo covalente a molécula de analito; e

(b) detectar o composto por suas propriedades visiveis.
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analito,
misturar

(a)

reivindicacédo 1,

compreende uma ligacgdo covalente a Q,

analito;

(b)
analito; e
(c) detectar
visiveis.

22. Composicéa

o

em que R?

@) con

o

composto

caracterizada

18/20

conforme

ou R?® é& Q ou

jugado por suas

pelo

fato

definido

de

Método para detectar visualmente uma molécula de

o método caracterizado pelo fato de gque compreende:

na

um ligante que

com a molécula de

formar um conjugado do composto e da molécula de

propriedades

que

compreende o composto conforme definido em qualquer uma das

reivindicacdes 1 a 18, e uma ou mais moléculas de analito.

23. Uso da composicdo, como definidas em qualquer uma

das reivindicacdes 1 a 22, caracterizado pelo fato de que é

em um método analitico para deteccdo da uma ou mais
moléculas.
24. Composto caracterizado pelo fato de que tem a
seguinte estrutura (II):
G G
ta R5 R5 ta
R? /;\ 0 F|> 0 0 Fl’ 0 A\ R’
N 3 2 N4 ™~ 3 27
L i L | L | L L
R* R*
m
- -n
(IT)
ou um estereoisdmero, sal ou tautdmero seus, em que
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G &, em cada ocorréncia, independentemente, um
grupamento que compreende um grupo reativo capaz de formar
uma ligacdo covalente com um grupo reativo complementar;

L'2, 1? e L° sdo, em cada ocorréncia, independentemente,
ausente, um ligante opcional alquileno, alquenileno,
alquinileno, heteroalquileno, heteroalgquenileno
compreendendo pelo menos uma ligacdo carbono-heterodtomo-
carbono, heteroalquinileno ou heteroatdmico;

1L* é, em cada ocorréncia, independentemente, um ligante
algquileno, alquenileno, alquinileno, heteroalqgquileno,
hetercalquenileno ou hetercalgquinileno;

R! é, em cada ocorréncia, independentemente, H, alquila
ou alcdxi;

R? e R?® sdo cada um, independentemente, H, OH, SH,
alquila, alcdxi, éter de alquila, -OP(=Ri) (Rp)Rc, Q, um
ligante que compreende uma ligacdo covalente a Q, um ligante
que compreende uma ligacdo covalente a uma molécula de
analito, um ligante que compreende uma ligacdo covalente a
um suporte sélido ou um ligante que compreende uma ligacédo
covalente a um outro composto de estrutura (II), em que Rj é
O ou S; Ry € OH, SH, O, S°, ORq ou SRg4q; Rc & OH, SH, 07, S7,
OR4, SRg4, alquila, alcdbdéxi, éter alqgquilico, éter alcdxi-
alquilico, fosfato, tiofosfato, fosfoalquila,
tiofosfoalquila, éter fosfoalquilico ou éter

tiofosfoalgquilico; e Rg é um contra-ion;
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R* é, em cada ocorréncia, independentemente, OH, SH, O
;, S7, ORgq ou SRg;

R> é, em cada ocorréncia, independentemente, oxo, tioxo
ou estd ausente;

o é, em cada ocorréncia, independentemente, um
grupamento que compreende um grupo reativo capaz de formar
uma ligagdo covalente com uma molécula de analito, um suporte
s6lido ou um grupo reativo complementar Q';

m é, em cada ocorréncia, independentemente um inteiro
igual a zero ou maior, desde gque pelo menos uma ocorréncia
de m seja um numero inteiro igual a dois ou maior; e

n é um numero inteiro igual a um ou maior.
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