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(57) Resumo: RIFAMICINAS FOSFONADAS E USOS DESTAS
PARA A PREVENGAO E TRATAMENTO DE INFECCOES NA
ARTICULAGAO E OSSO A presente invencdo refere-se as
Rifamicinas fosfonadas e métodos de preparar e empregar tais
compostos. Estes compostos sdo uteis como antibidticos para
profilaxia e/ou para o tratamento de infec¢gdes na articulagéo e osso,
especialmente para a profilaxia e/ou tratamento de osteomielite.
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Relatério Descritivo da Patente de Invengao para( “lRII;AIV(I/'Ia’ﬁAS
FOSFONADAS E USOS DESTAS PARA A PREVENGCAO E TRATAMENTO
DE INFECCOES DA ARTICULAGCAO E 0SSO". '

REFERENCIA CRUZADA AOS PEDIDOS RELACIONADOS

O pedido presente reivindica beneficio ao pedido provisério U.S.
numero 60/707.145, depositado em 11 de agosto de 2005, que é Aincorporado
aqui em sua totalidade. |
ANTECEDENTE DA INVENGAO
A) Campo da invencao

A presente inven¢éo refere-se a Rifamicinas fosfonadas. Estes
compostos sdo Uuteis como antibidticos para profilaxia e/ou tratamento de
infeccbes da articulagdo e 0sso, especialmente para a profilaxia e/ou
tratamento de osteomielite.

B) Breve descricao da técnica anterior

Osteomielite é uma inflarhagéo de osso causada por uma
variedade de microorganismos, principalmente Staphylococcus aureus (Carek
e outros, American Family Physian (2001), Vol 12, 12:2413-2420). Esta doenga
debilitante e dolorosa ocorre mais gerélmente em criangas. Dentro da

popUIagéo de adulto, pacientes em didlise renal e diabéticos sdo da mesma

- forma vulneraveis. A forma aguda da doencga é tratavel com antibiéticos, mas

requer um periodo prolongado de terapia diaria. Pode, entretanto, reverter em

~uma forma repetida ou crénica que requer permanéncias em hospital repetidas

e regimes de tratamento peSados.

As Rifamicinas sdo uma classe de ansamicinas antibacterianas
semi-sintéticas, varios membros dos quais sdo atualmente clinicamente
empregados ou estdo sob avaliagéo clinica (Burman e outros, = Clin.
Pharmacokinet. (2001), 40:327-341). Rifamicinas alvejam o RNA polimerase
dependente de DNA bacteriano com 2-4 ordens de magnitude de maior
afinidade do que para as enzimas eucarioticas equivalentes (Floss e Yu, Chem.
Ver. (2005), 105:621-632). Rifamicinas agem ligando um sitio bem-definido na
subunidade B de holoenzima RNA polimerase, e como resultado, interferem

com e inibem a fase inicial de sintese de RNA. O andaime estrutural comum
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destes de inibidores apresenta uma posi¢ao bem-definida da qual permite a
modulagdo de suas propriedades farmacocinéticas e farmacodindmicas sem-
alterar substancialmente seu modo de ligagao. Isto tem resultado em varios
compostos bem investigados dentro da classe, incluindo Rifampicina (US
3.342.810), Rifapentina (US 4.002.752), Rifandina (US 4.353.826),
Rifabutinaa (US 4.219.478), Rifalazil (US 4.983.602) e Rifaximina (US
4.341.785). Recentemente, varios andlogos de 25-deacetila também
demonstraram ser antibacterianos atrativos (pedido de patente US
2005/043298). Rifamicinas sdo extremamente potentes contra patdgenos
Gram positivos, desse modo menos contra os Gram negativos, e exibem

- efeitos colaterais geralmente apenas em dose alta ou na presencga de

inibidores de Citocromo P3A. Sua Unica capacidade de afetar bactérias em
um estado quiescente,' que pode originar-se de sua necessidade de
explosbes curtas de sintese de RNA mesmo na auséncia de crescimento,
torna-os | candidatos principais para infecgdes cronicas, freqﬁéntemente em
combinagdo para evitar uma freqiéncia relativamente alta de resisténcia.
Neste 'respeito, Rifampicina, geralmente em combinagdo com outros
antibacterianos, resultou em resultados atrativos no tratamento de infecgoes
da articulagédo e osso (Darley e McGowan, J. Antimicrob. Chemother. (2004)
53, 928-935; Widmer e outros, Clin. Infect. Dis. (1992) 14, 1251-1253).
Bisfosfonatos s@o agentes de procura de osso bem-
caracterizados. Estes compostos sdo reconhecidos por ter uma afinidade
alta aos ossos devido a sua capacidade de ligar os ions de Ca®
encontrados na hidroxiapatita que forma os tecidos 6sseos (Hirabayashi e
Fujisaki, Clin. Pharmacokinet. (2003) 42(15): 1319-1330). Portanto, muitos
tipos diferentes de compostos conjugados de bisfosfonato foram feitos para

alvejar os farmacos seletivamente ao 0sso, incluindo proteinas (Uludag e

outros, Biotechnol Prog. (2000) 16:1115-1118), vitaminas (US 6.214.812,
US 2003/0129194 e WO 02/083150), inibidores de tirosina cinase
(WO 01/44258 e WO 01/44259), hormdnios (US5,183,815 e
US 2004/0116673) e agentes de varredura de osso (US 4.810.486). Estes e

outros derivados de bisfosfonato foram empregados como agentes
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terapéuticos para doengas de osso tal como artrite (US 4.746.654),
osteoporose (US 5.428.181 e US 6.420.384), hipercalcemia (US 4.973.576),
e canceres Gsseos (US 6.548.042). -

Varias estratégias foram da mesma forma investigadas para
liberagdao alvejada de antibidticos (US 5.900.410, US 2002/0142994;
US 2004/0033969, US 2005/026864). Para liberagdo alvejada por osso de
antibiéticos, 'alguns sugestionaram o0 uso de antibidticos bisfosfonados.
Porém, apenas  alguns de tais compostos estdo atualmente sendo
sintetizados, incluindo tetraciclinas, p-lactams e fluoroquinolonas
(US 5.854.227, US5.880.111;, DE 195 32 235; Pieper e Keppler,
Phosphorous, Sulfur and Silicon ,(2001) 170:5-14; e Herczegh e outros J.
Med.. Chem (2002) 45:2338-41). Além disso, nenhum destes compostos foi
administrado in vivo ou mostrou ter qualquer atividade de alvejamento de |
0SS0. _ |

Apesar do progresso que foi feito nos Gltimos anos, a liberagao

especifica de 0sso esta ainda limitada pelos Unicos aspectos anatémicos

‘dos ossos. Embora  a modificagao de bisfosfonato possa ser um método

promissor, nao ha nenhuma certeza de sucesso porque varias décadas de
progresso demonstram que derivados .de bisfosfonato terapeuticamente
otimizado tém qUe ser projetada e otimizado em uma base de composto-
para-composto (Hirabasashi e Fujisaki, Clin Pharmacokinet (2003),
42(15):1319-1330). |

Na visao da'anterior, ha uma necessidade‘qua'nto a melhores
farmacos administraveis para a prevengado e tratamento de infecgdes da
articulacao e osso. Mais particularmente, ha uma necessidade quanto a
derivados fosfonados altamente ativos de Rifamicinas capazes de obter
igualmente liberagao de farmaco espacialmente controlada (ou alvejada) e
contralada por tempo (ou continua) aos 0ssos. -

A presente invengdao cumpre estas necessidades e da mesma
forma outras necessidades ficardao évidentes por aqueles versados na
técnica ao ler o relatério descritivo.

SUMARIO DA INVENCAO
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A presente invengdo ¢é direcionada aos compostos
antimicrobianos que tém uma afinidade para ligar os ossos. Mais
particularmente, a invengao é direcionada as Rifamicinas fosfonadas. Estes
compostos sdo uteis como antibidticos para a profilaxia e/ou tratamento de
infeccbes da articulacdo e 0sso, éspecialmehte para a profilaxia e/ou
tratamento de osteomielite.

Em uma modalidade, os compostos da invengcdo sdo
representados pela Férmula (1) ou um sal farmaceuticamente aceitavel ou
pro-farmaco deste:

[ B—L—]n—A N

em que:

B é um grupo fosfonato;
L é um ligante clivavel para acoplar B em A;

ntem1,2,3,4,5 60u?7, preferlvelmente1 2o0ug3;e
A é uma Rifamicina.

Em uma modalidade preferida, B é um grupo fosfonato que tem
uma afinidade alta para tecidos osseos. Preferivelmente B é um
bisfosfonato. Mais p'referivelmente, B é um bisfosfonato selecionado a partir
do grupo que consiste em: ” '

N |
"RO OR* 'RO\J L/ oF 'RO\J , L/ oF
> >< < / >< \OR* R0 \N_/ \OR*
X4 X e | o,

em que:

cada R * é selecionado independentemente a partir do grupo que consiste

em H, alquila inferior, cicloalquila, arila e heteroarila, com a condicdo que

pelo menos dois R * seja H;
X é H, OH, NH., ou um grupo halo; e
X; é igualmente H, ou cada qual é selecionado independentemente a partir
do grupo que consiste em H, OH, NH,, e um grupo halo.
Em outra modalidade preferida, L € um ligante clivavel para



covalentemente e reversivelmente acoplar B a A.

' Preferivelmente, L acopla B a A através de um ou mais grupos
hidroxila em A, através de um ou mais atomos de nitrogénio em A, ou
através de um ou mais grupos hidroxila e um ou mais atomos de nitrogénio
em A. Quando L acopla B a A através de um grupo hidroxila em A,

preferivelmente L é um dos seguintes ligantes:

RL H RL
H N 0
B\H/N O\Ao LS Ao
: B ' q
e S 0T
' RL H p : - H
RL
R. Q B N oN
B/H}WN\)I\Q"% \{“}—N\ P q Po
o} , L ;
R
H A e

Re
RL L RL O
B N o (i J
N llJW1/ Y e to-a,
P 0 90 R —/ R
R. L L
R. R
RL _ RL
s N I o °
W Wq w, O—Ap
P q
0 RL 0o RL RL ’
R
H A "0
P [‘] ,o—(-‘-]r—‘ko,Ao
S ol A
P R




10

15

em que: ‘ _ A

n é um numero inteiro < 10, preferivelmente 1, 2, 3 ou 4, ma}is
preferivelmente 1 ou 2; ’ ,

cada p é independentemente 0 ou um‘nl]mero inteiro < 10, preferivelmente
0, 1, 2, 3 ou 4, mais preferivelmente O ou 1;

qé2ou3l

ré 1‘, 2,3,40ub,

W € W2 S30 numero inteiros > 0 tal que sua soma (w1 + Wz) € 1,2 0u 3

cada R. é selecionado independentemente a partir do grupo que consiste
em H, etila e metila, preferivelmente H;

B representa o grupo fosfonado;,

O.

SN

N
e a sub-estrutura

de A.

Quando L acopla B a A através de um atomo de nitrogénio em A,

" do ligante representa a por¢ao hidroxila

preferivelmente L é um dos seguintes ligantes:
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em que:

n é um nuamero inteiro < 10, preferivelmente 1, 2, 3 ou 4, mais
preferivelmente 1 ou 2;

cada p é independentemente 0 ou um nimero inteiro < 10, preferivelmente |
0, 1, 2, 3 ou 4, mais preferivelmente O ou 1;
qé2o0ul3;

cada R. é} selecionado independentemente a partir do grupo que consiste
em H, etila e metila, preferivelmente H;

Ra é C4Hy onde x € um numero inteiro de 0 a 20 e y € um nimero inteiro de 1
a 2x+1; _

X é CHz, —CONR—, —CO—O0O—CHz, ou —CO—0—;



B representa o grupo fosfonado; e
A, representa o atomo de nitrogénio em A.

Em outra modalidade preferida, pelo menos um dentre B—L— é
acoplado a uma funcionalidade de hidroxila na Rifamicina A.
Preferivelmente, quando B—L— for acoplado' a uma funcionalidade de
hidroxila B—L— é um dos seguintes:
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em que:
B representa um grupo fosfonado;

cada p é inde_pendentemente 0 ou um nudmero inteiro < 10,
preferivelmente 0, 1, 2, 3, ou 4, mais preferivelmente 0 ou 1;
cada R é selecionado independentemente a partir do grupo que consiste
em H, etila e metila, preferivelmente H; |
qé2ou3; |

| n é um ndmero inteiro < 10, preferivelmente 1, 2, 3, ou 4, mais

preferiveimente 1 ou 2;
réi1,2,3,4oub;e
w; € W sdo cada qual nimeros inteiros 3 0 tal que sua soma (wq + wy) é 1,
2 0u3. , . ’

Em outra modalidade preferida, pelo menos um dentre B—L— é
acoplado a um atomo de nitrogénio na RifamicinaA. Preferivelmente, quando

B—L— for acoplado a um atomo de nitrogénio B—L—é um dos seguintes:
RL
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R, 0
N R
B C\>/ \n/{ﬁ]n\o B\[\‘]/N\[({"]n\O)J\
p © P 0
,O RL H
AR
i
O 7
.Ra—<o (HO)R
(@) RL l':‘L F{L
A A P A P
. - __ q — q
\HP/ , p RL , € P RL

em que: |

B representa o referido grupo fosfonado;

n € um numero inteiro < 10, preferivelmente 1 2, 3, ou 4, mais
preferivelmente 1 ou 2; ,
cada p é mdependentemente 0 ou um ndmero inteiro < 10, preferivelmente
0, 1, 2, 3, ou 4, mais preferivelmente O ou 1;
cada R_ é selecionado ihdependentementé a partir do grupo que consiste
em ’H, etila e metila, preferivelmente H;
qé2ou3; | ,
X & CHz, —CONR.—, —CO—O—CH>—, ou—CO—0—; e
Ra é CH, onde x é um nimero inteiro deVO a 20 e y € um numero inteiro de 1
a 2x+1.

' Em uma modalidade preferida adiciona'l, n é um ndmero inteiro
de 2 a 7, pelo menos um dentre B—L— é acoplado a uma funcionalidade de
hidroxila na Rifamicina A, e pelo menos um dentre B—L— é acoplado a um
atomo de nitrogénio na Rifamicina A. Preferivelmente, quando B—L— for
acoplado a uma funcionalidade de hidroxila B—L— sera um dos seguintes:

WW%/UW oot
W%W WHH*H
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RL
(o) H RL
B _ N o]

i ]p N P q

R RL () R, 0]
em que: |
B representa um grupo fosfonado;

cada p é independentemente 0 ou um numero inteiro < 10, preferivelmente
0, 1, 2, 3, ou 4, mais preferivelimente O ou 1;

cada R_ é selecionado independentemente a partir do grupo que consiste
em H, etila e metila, preferivelmente H;
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qé2o0u3;
n é um nudmero inteiro < 10, preferivelmente 1, 2,3, ou 4, mais
preferivelmente 1 ou 2;
ré1,2,3,4oub;e
5 w3 e W, sdo cada qual nimeros inteiros > 0 tal que sua soma (wj
+wz)é1,20u3.

Preferivelmente, quando B—L— é acoplado a um &atomo de

nitrogénio B—L— é um dos seguintes: _

_ AL L Re
M S Y Y % Y Y
O R O L |

10 B representa dito grupo fosfonato; ‘
n € um numero inteiro < 10, preferivelmente 1, 2, 3, ou 4, mais
preferivelmente 1 ou 2;
cada p é independentemente 0 ou um nimero inteiro < 10, preferivelmente |
0, 1, 2, 3, ou 4, mais preferivelmente 0 ou 1;
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cada R é selecionado independentemente a partir do grupo que consiste
em H, etila e metila, preferivelmente H;
qé2ou3;
X & CHp, —CONR,—, —CO—O—CH,—, ou—CO—0—; ¢
Ra € CHy onde x é um nimero inteiro de 0 a 20 e y € um ndmero inteiro de 1
a 2x+1. | |
- Em uma outra modalidade préferida, né1, 2o0u3.
Preferivelmente, a Rifamicina A tem uma estrutura representada

pela seguinte Formula A1:

A1
em que:
X é H- ou RiCO-, em que Ry é uma cadeia de alquila substituida
ou ndo-substituida de 1-6 carbonos; |
cada Y é selecionado independentemente a partir do grupo que
consiste em H- e RO-, em que R é H-, Ry-, ou R1CO-, com R; definido como
acima;
2
Of 1
4 é selecionado a partir do grupo que consiste nas férmulas A2-A10:
0 OH 0o 0 OH OH
1. : 1 1 1 |
2 2 2 2 2
3 3 3 3 3 3
R a T & NH 4\/N4N’R34/N
OH W, W, OH N~W, N~{ N=( N
R» R, PRs R,
A2 A3 A4 A5 A6 A7
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1
2 o .
3 ! 2

4| Y4 3

NG~ 4 N’\> R,
o | N=(_ 7
R, Rz ==

R4

A9 e A0

em que:
R é H-, uma cadeia de alquila substituida ou nao-substituida de
1-10 carbonos, ou um grupo dialquil amino, preferivelmente o referido grupo
dialquil amino é uma piperidina substituida, uma morfolina substituida ou
5 uma piperazina substituida; o
R; é H- ou uma cadeia de alquila substituida ou néo-subStit_un’da
de 1-7 carbonos; ,
R4 é um grupo hidroxila, um grupo sulfidrila ou uma cadeia de
alquila substituida ou nao-substituida de 1-3 carbonos; |
10 W, é oxigénio ou -NR; com R definido como anteriormente;
| W2 & um metileno substituido ou nao-substituido, incluindo:
4 ‘
), em qué Rs e R sao indépendentemente H- ou uma cadeia de
alquila substituida ou ndo-substituida de 1-5 carbonos, e Z' ¢ um atomo de
oxigéhio, um atomo de enxofre, um metileno substituido, um carbonila, -NR;
ou
-N(O)R; onde Ry é definido como anteriormente; }
T € um halogénio ou R, onde R; é definido como anteriormente;

15 Z¢0,SouNR,, onde Rs é definido como anteriormente.
v Mais preferivelmenté, a Rifamicina A tem uma estrutura
representada por um das férmulas seguintes ou um derivado antimicrobiano
destas: '
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Da mesma forma preferivelmente, a Rifamicina A é Rifampicina,
Rifapentina, Rifabutinaa, Rifalazil, Rifaximina, Rifandina ou um derivado
antimicrobiano de um destes compostos.

Em outra modalidade, os compostos da invengdo séo
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representados pela Férmula (If) ou um sal farmaceuticamente aceitavel ou
pro-farmaco deste:

(1)

em que:'

Q4 é H-, RiCO- ou Ly-, em que Ry é uma cadeia de aIduila substituida ou
5 ndo |

substituida de 1-6 carbonos;

cada Q2 é selecionado independentemente a partir do grupo que consiste

H-, RO- e L.O-, em que R é H-, Ry- ou R{CO-, com Rj; definido como
10 anteriormente;

| cada Qs ¢é selecionado independentemente a partir do grupo que

consiste em H- e L3-;
1

,

4 é selecionado a partir do grupo que consiste nas formulas A2-A10:

O OH 0 0 OH OH
1 1 1 1 1
2 2 2 2 2
3 3 3 3 3 3
: | 4 4 T 24 NH af N 4 N-Rs 2 N
OH W, W, OH N~W, N—{ N=( N

R R Rs R
A2 A3 A4 A5 A6 2 A7 2 2

] H H ’ ) y H LI
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em que
R: é H-, uma cadeia de alquila substituidé ou nao-substituida de
1-10 carbonos ou um grupo dialquil amino, preferivelmente o referido grupo
dialquil amino é um piperidina substituida, uma morfolina substituido ou uma
5 piperazina substituida, em que quando R: for uma cadeia de alquila
substituida de 1-10 carbonos, uma piperidina substituida, uma morfolina
substituida ou uma piperazina substituida, o substituinte € um membro
selecionado a partir do grupo que consiste em L4O-, LsS- e LgNR7-, em que
_ R;éuma cadeia de alquila substituida ou ndo-substituida de 1-7 carbonos;
10 Rs; é H-, uma cadeia de alquila substituida ou nao-substituida de
1-7 carbonos ou Ly
"R4 € um grupo hidroxila, um grupo sulfidrila ou uma cadeia de |
alquila substituida ou ndo-substituida de 1-3 carbonos, LgO- ou LgS-;
W, é oxigénio ou -NR3, com R; definido como anteriormente;

15 W, é um metileno substituido ou nao-substituido, incluindo
o /qs
o |
Re , em que Rs e Rg sao independentemente H- ou uma cadeia de
alquila substituida ou ndo-substituida de 1-5 carbonos, e Z' € um atomo de
bxigénio, um atomo de enxofre, um metileno substituido, uma carbonila, -
NR; ou
"-N(O)R; onde R; é definido como anteriormehte;
‘Téum halogénio ou Rz, onde Rz é definido como anteriormente;
Z é O, S ou NR3, onde R; é definido como anteriormente;

cada L4, L,, L3', Ls, Ls, Ls e Lo é um ligante clivavel independentemente

20 selecionado a partir do grupo que consiste em:
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em que:
n é um numero inteiro < 10, preferivelmente 1, 2, 3 ou 4, mais
preferivelmenie 1o0u2;
cada p é independente.mente 0 ou um ndmero inteiro < 10,
preferivelmente 0, 1, 2, 3 ou 4, mais preferivelmente 0 ou 1;
qé2ou3;
réi, 2, 3, 4o0ub5;

Wj € W2 S0 numero inteiros > 0 tal que sua soma (w; + Wa) é 1, 2 ou
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cada R_ é selecionado independentemente a partir do grupo que
consiste em H, etila e metila, preferivelmente H;
cada Lg e L7 é um ligante clivavel independentemente selecionado a

partir do grupo que consiste em:

RL

5 emaque: _
n é um numero inteiro < 10, preferiveimente 1, 2, 3 ou 4, mais
preferivelmente 1 ou 2;
cada p é independentemente 0 ou um numero inteiro < 10,
preferivelmente 0, 1, 2, 3 ou 4, mais preferivelmente O ou 1;
10 qé2ou3; _
cada RL é selecionado independentemente a partir do grupo que
consiste em H, etila e metila, preferivelmente H;
R. é CxHy onde x é um numero inteiro de 0 a 20 e y € um
ndmero inteiro de 1 a 2x+1; e
15 X é CH,;, —CONR,—, —CO—0—CH>—, ou—CO—0—;

B é um grupo fosfonato selecionado a partir do grupo que consiste
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em:
o o ° O r ‘T
. . ‘RO ‘ OR* *RO J L OR*
/ >< \ / >< R* *RO T OR*
em que:

cada R* é selecionado independentemente a partir do grupo que
consiste em  H, alquila inferior, cicloalquila, arila e hetéroarila, com a
condigao que pelo menos dois R* seja H;

X é H, OH, NH2, ou um grupo halo;

cada X, é selecionado independentemente a partir do grupo que
consiste em H, OH, NH>, e um grupo halo;
com a condicdo que pelo menos um dentre Ly, Ly, L3, L4, Ls, L, L7, Lg € Lg
esteja presente. '

Em outras modalidades preferidas, os compostos da invengédo
tém uma estrutura selecionada entre as estruturas ilustradas abaixo, bem

como sais farmaceuticamente aceitaveis e pro-farmacos destes:

(HO)Ps O
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(HO),P” “P(OH),
o O

o ‘ .0
noH . (HO)P*
(HO),P. NM
\r (o] (HO);I:)\/\/O
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Compostos particularmente preferidos da presente invengao tém
uma estrutura selecionada entre as estruturas ilustradas abaixo, bem como

sais farmaceuticamente aceitaveis e pré-farmacos destes:
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Em outro aspecto da presente invengdo, sao descritds
composi¢des farmacéuticas que compreendem um ou mais dos compostos
cbmo definidos aqui e um excipiente ou veiculo farmaceuticamente
aceitavel.

A presente invengdao da mesma forma abrange métodos para
tratar uma infec¢éo bacteriana em um individuo, compreendendo administrar
a um individuo tendo uma infecgdo bacteriana ou de outra maneira em
necessidade de tal tratamento uma quantidade farmaceuticamente eficaz de
um ou mais dos compostos como definido aqui, ou uma composicdo
farmacéutica como definida aqui. O individuo pode ser um animal,
preferivelmente um mamifero, mais préferivelmente um ser humano.

A presente invengdao também abrange métodos para profilaxia
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para uma infec¢do bacteriana em um individuo, compreendendo administrar
a um individuo uma quantidade profilaticamente eficaz de um ou mais dos
compostos como definido aqui, ou uma composicdo farmacéutica como
definida aqui. A quantidade profilaticamente eficaz dos compostos ou
composicao farmacéutica pode ser administrada a um individuo antes,
durante, ou depois de um tratamento médico invasiva. O individuo pode ser
um animal, preferivelmente um mamifero, mais preferiveimente um ser
humano.

A presente invengdo da mesma forma abrange métodos para
tratar uma infecgdo bacteriana em um individuo, compreendendo administrar
a um individuo tendo uma infecgdo bacteriana ou-de outra maneira em
necessidade de tal tratamento uma quantidade farmaceuticamente eficaz de
um ou mais dos compostos como definido aqui, ou uma composi¢ao
farmacéutica como definida aqui, e administrar simultaneamente um
segundo agente terapéutico. Preferivelmente, 0 segundo agente terapéutico
é um antibiético. Mais preferivelmente, o segundo agente terapéutico € um
antibiético selecionado a partir do grupo que consiste em tetraciclina, um
agente antibacteriano derivado de tetraciclina, inciIcicIina, um agente
antibacteriano derivado de glicilciclina, minociclina, um agente antibacteriano
derivado de minociclina, um agente antibacteriano de oxazolidinona, um
agente antibacteriano de aminoglicosideo, um agente antibacteriano de
quinolona, vancomicina, um agente antibacteriano derivado de vancomicina,
uma teicoplanina, um agente antibacteriano derivado de teicoplanina,
eremomicina, um agente antibacteriano derivado de eremomiéina,
cloroeremomicina, um agente antibacteriano de cloroeremomicina,
daptomicina, e um agente antibacteriano derivado de daptomicina.

A invengdo da mesma forma fornece um método para acumular
uma Rifamicina em um osso de um individuo, compreendendo administrar a
um individuo um ou mais dos compostos como definido aqui, ou uma
composicdo farmacéutica como definida aqui. Tal método para acumular
uma Rifamicina em um osso de um individuo pode da mesma forma ser

empregado para prolongar a presenga de uma Rifamicina em um osso de
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um individuo. Em cada exemplo, o individuo pode ser um animal,
preferivelmente um mamifero, mais preferivelmente um ser hurhano.‘

Em um outro aspecto da presente invencdo € fornecido
processos para a prepara¢do de uma Rifamicina fosfonada, preferivelmente
uma Rifamicina fosfonada de Férmula (l) e/ou Férmula (Il) como definido
aqui.

Uma vantagem da inven.géo é que fornece compostos
antimicrobianos tendo uma afinidade de ligagado aumentada para o0 0sso. A
invengao da mesma forma fornece métodos para a necessidade médica nao
atendida de prevengéao e tratamento de infec¢des da articulagao e 0sso.

Objetivos, vantagené e aspectos adicionais da presente
invengao tornar-se-a0 mais evidentes ao ler a seguinte descricdo nao
restritiva de modalidades preferidas com referéncia aos desenhos
acompanhantes que sdo exemplares e nao devem ser interpretados como
limitantes do escopo da presente invengao.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS |

Figura 1 é um grafico de barra que mostra o teste de 20 mg/kg
de derivado de Rifamicina 9 e o pequeno efeito mas nao estatisticamente
significante (versus o controle ndo-tratado) de 32 mg/kg de seu pré-farmaco

bisfosfonado de Origem 11 sobre o titulo bacteriano em infecgdo de osso

quando empregado cada quatro dias ou em quatro dias sucessivos € em
seguida todas as semanas durante 4 semanas pés-infecgao.

Figura 2 é um grafico de barra que mostra o teste de 20 mg/kg de
Rifabutinaa e o pequeno efeito mas estatisticamente significante (versus o
controle nao-tratado) de 33,4 mg/kg de seu pro-farmaco bisfosfonato de
origem 36 sobre o titulo bacteriano em infec¢éo de osso quando empregado
cada quatro dias durante 4 semanas pos-infecgao.

Figura 3 é um grafico de barra que mostra o teste de 20 mg/kg de
benzoxazinorrifamicina 56 e o pequeno efeito mas estatisticamente
significante  (versus tanto o controle n&o-tratado quanto a
benzoxazinorrifamicina 56) de 26 mg/kg de seu pré-farmaco bisfosfonado de
origem 62 sobre o titulo bacteriano em infec¢g@o de osso quando empregado
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durante quatro dias sucessivos e em seguida cada quatro dias durante 4
semanas pds-infecgio. '

Figura 4 é um grafico de barra que mostra o teste de 20 mg/kg de
derivado de benzoxazinorrifamicina 69 e o pequeno efeito mas
estatisticamente significante (versus tanto o controle ndo-tratado quanto a
benzoxazinorrifamicina 69) de 28 mg/kg de seu pro-farmaco bisfosfonado de
origem 71 sobre o titulo bacteriano em infec¢do de osso quando empregado
durante quatro dias sucessivos e em seguida cada quatro. dias durante 4
semanas poés-infecgao.

Figura 5 € um gréfico de barra que mostra o teste de 20 mg/kg
de rifalazil e o pequeno efeito mas estatisticamente significante (versus tanto
o controle nado-tratado quanto rifalazil) de 27,6 mg/kg de seu pré-farmaco
bisfosfonado de origem 81 sobre o titulo bacteriano em infecgao de osso
quando empregado durante quatro dias sucessivos e em seguida cada
quatro dias durante 4 semanas pds-infecgao. ‘

Figura 6 é um grafico de barra que mostra o efeito de 20 mg/kg
de derivado de Rifampicina, Rifabutinaa e Rifamicina 9 sobre o titulo
bacteriano em infec¢ao de osso quando empregado uma vez por dia durante
quatro semanas pés-infecgao.

Figura 7 é um grafico em linha que mostra a concentragéo de
composto 11 na tibia, fémur e mandibula do rato em 1h a 14 dias depois de
uma injecéao de bolo IV em 32 mg/Kg. |

Figura 8 é um gréafico mostrando a concentragdo do composto
36 na tibia de rato em %2 h em 14 dias depois de uma inje¢do de bolo IV em
15,5 mg/kg. |

Figura 9 é um grafico de linha mostrando concentragdo do

composto 62 na tibia de rato em 1 a 7 dias depois de uma injecao de bolo IV

em 26 mg/kg.
DESCRIGAO DETALHADA DA INVENGAO
A) Avaliacao geral da invencéao
A presente invengdo descreve Rifamicinas fosfonadas, em
particular, aqueles compostos fosfonados definidos na Formula (l) e na
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Formula (Il) como definido acima e em seguida. Estes compostos sao os
agentes antimicrobianos uteis eficazes contra varios patégenos humanos e
veterindrios. Um grupo fosfonado é reversivelmente acoplado a uma
Rifamicina por meio de um ligante clivavel.

Rifamicinas fosfonadas foram sintetizadas e demonstraram ter uma
afinidade aumentada para materiais 6sseos. Estes compostos fosfonados in
vivo acumulam-se em 0sso0s em quantidades maiores do que quantidades
de equivalentes nao fosfonados. A presenca de Rifamicinas nos 0ssos pode
sér prolongada administrando-se Rifamicinas fosfonadas de acordo com a
invengdo. Além disso, protegao in vivo significante contra infecgdo dssea foi
demonstrada durante pelo menos trés dias antes da infecgdo para animais
injetados com Rifamicinas fosfonadas de acordo com a inveng¢do. Desta
maneira, 0s compostos da invengdo sdo particularmente uteis para a
profilaxia e/ou tratamento de infecgdes relacionadas as aﬁiculagées € 0Sso e
doengas relacionadas ao 0sso tal como osteomielite.

B) Definicoes _

A fim de fornecer um entendimento mais consistente e ainda mais
claro da invengao, incluindo o escopo dado aqui em termos particulares, as
seguintes definicdes gerais sdo fornecidas: o

O termo "alquila" refere-se a grupos saturados alifaticos incluindo
grupos ciclicos de cadeia linear, cadeia ramificada, e combinag¢des destes,
tendo o numero de atomos de carbono especificado, ou se nenhum numero
for especificado, tendo 1 a 12 4tomos de carbono (preferivelmente, 1 a 6).
Exemplos de grupos alquila incluem, porém, ndo sdo limitados a grupos tal
como metila, etila, n-propila, isopropila, n-butila, isobutila, sec-butila, t-butila,
n-pentila, neopentila, ciclopropila, ciclobutila, ciclopentila, cicloexila,
ciclobutilmetila, ciclobutiletila, ciclopentilmetila, ciclopentiletila, e adamantila.
Grupos alquila ciclicos (por exemplo, cicloalquila ou heterocicloalquila)
podem consistir em um anel, incluindo, porém nao-limitados a, grupos tais
como cicloeptila, ou anéis fundidos ml’jltiplos, incluindo, porém nao-limitados
a, grupos tais como adamantila ou norbornila.

O termo "alquilarila" refere-se a um grupo alquila tendo o numero
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de atomos de carbono designado, anexado a um, dois, ou trés grupos arila.

O termo "N-alquilaminocarbonila" refere-se ao radical -C(O)NHR
onde R é um grupo alquila. |

O termo "N,N-dialquilaminocarbonila" se refere ao radical -
C(O)NRaR, onde R, e R, sdo cada qual independentemente um grupo
alquila.

' O termo "alquiltio" se refere ao radical -SR onde R é um grupo
alquila.

O termo "alcdxi" quando aqui empregado refere-se a uma alquila,
alquenila, ou alquinila ligada a um atomo de oxigénio e tendo o numero de
atomos de carbono especificado, ou se nenhum numero for especificado,
tendo 1 a 12 atomos de carbono (preferivelmente 1 a 6). Exemplos de
grupos alcdxi incluem, porém néo s&o limitados a, grupos tais como metoxi,
etdxi, terc-butdxi, e alildéxi. O termo "alcoxicarbonila’ refere-se ao radical -
C(O)OR onde R é uma alquila. O termo "alquilsulfonila" se refere ao radical -
SO2R onde R é um grupo alquila.

O termo “alquileno" significa que um grupo élifético divalente
saturado incluindo grupos ciclicos de cadeia Iinea'r, cadeia ramificada, e
combinagbes destes, tendo o numero de atomos de carbono especificado,
ou se nenhum numero for especificado, tendo 1 a 12 atomos de carbono
(preferivelmente 1 a 6), por exemplo, metileno, etileno, 2,2-dimetiletileno,
propileno, 2-metil-propileno, butileno, pentileno, ciclopentiimetileno, e
similares. | '

O termo ‘"alquila substituida" significa um grupo alquila como
definido acima que é substituido por um ou mais substituintes,
preferivelmente um a trés substituintes, em que os substituintes sao
preferivelmente selecionados a partir do grupo que consiste em halogénio,
alquila, arila, alcéxi, aciléxi, amino, mono ou dialquilamino, hidroxila,
mercapto, carboxi, benziloxi, fenila, benzila, ciano, nitro, tioalcéxi,
carboxaldeido, carboalcdxi e carboxamida, ou uma funcionalidade que pode
ser bloqueada adequadamente, se necessario para propdsitos da invencao,
com um grupo de protecao. O grupo fenila pode opcionalmente' ser
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substituido por um a trés substituintes, em que os substituintes sao
preferivelmente selecionados a partir do grupo que consiste em halogénio,
alquila, arila, alcoxi, aciléxi, amino, mono ou dialquilamino, hidroxila,
mercapto, carboxi, benziléxi, benzila, ciano, nitro, tibalcéxi, carboxaldeido,
carboalcoxi e carboxamida. Exemplos de grupos alquila substituidos
incluem, porém nao sao limitados a -CF3-CF.-CF3, hidroximetila, 1- ou 2-
hidroxietila, 'metoximetila, 1- ou 2-etoxietila, carboximetila, 1- ou 2-
carboxietila, metoxicarbonilmetila, 1- ou 2-metoxicarbonil etila, benzila,
pirdinilmetila, tiofenilmetila, imidazoliniimetila, dimetilaminoetila e similares.

O termo "alquileno substituido” significa um grupo alquileno como
definido acima que ¢é substituido por um ou mais substituintes,
preferivelmente um a trés substituintes, em que os substituintes sdo
preferivelmente selecionados a partir do grupo que consiste em halogénio,
alquila, arila, alcoxi, aciléoxi, amino, mono ou diaquiIamino, hidroxila,
mercapto, carboxi, benziléxi, fenila, benzila, ciano, nitro, tioalcdxi,

carboxaldeido, carboalcéxi e carboxamida, ou uma funcionalidade que pode

-ser bloqueada adequadamente, se necessario para propdsitos da invengao,

com um grupo de protecéo. O grupo de fenila pode opcionalmente ser
substituido ‘por um a trés substituintes,. em que os substituintes sdo
preferivelmente selecionados a partir do grupo que consiste em halogénio,
alquila, arila, alcéxi, aciléxi, amino, mono ou dialquilamino, hidroxila,
mercapto, carbdxi, benziléxi, benzila, ciano, nitro, tioalcéxi, carboxaldeido,
carboalcéxi e carboxamida. Exemplos de grupos alquila substituidos
incluem, porém nao sao limitados a -CF2-CF2-CF2, hidroximetileno, 1- ou 2-
hidroxietileno, metoximetileno, 1- ou 2-etoxietileno, carboximetileno, 1- ou 2-
carboxietileno, e similares.

O termo ‘"alquenila" refere-se a .grupos alifaticos insaturados
incluindo grupos ciclicos de cadeia linear, cadeia ramificada, e combihagékes
destes, enquanto tendo o numero de atomos de carbono especificado, ou se
nenhum numero for especificado, téndo 1 a 12 atomos de carbono
(preferivelmente 1 a 6), que contém pelo menos uma ligagao dupla (-C=C-).

Exemplos de grupos alquenila incluem, porém nao sio limitados a alil vinila,
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-CHg-CH#CH-CHg, -CH2-CHaz-ciclopentenila e -CH>-CHa-cicloexenila onde o
grupo etila pode ser ligado a por¢do de ciclopentenila, cicloexenila em-
qualquer valéncia de carbono disponivel. |

O termo "alquenileno" refere-se a grupos alifaticos divalentes
insaturados incluindo grupos ciclicos de cadeia linear, cadeia ramificada, e
combinacgdes destes, tendo o nimero de atomos de carbono especificado,
ou se nenhum numero for especificado, tendo 1 a 12 atomos de carbono
(preferivelmente 1 a 6), que contém pelo menos uma ligagdo dupla (-C=C-).
Exemplos de grupos alquenileno incluem, porém ndo sido limitados a -
CH=CH-, CH,-CH=CH-CH,. CH,-CH(ciclopentenila)- e similares. |

O termo ‘“alquinila® refere-se a grupos alifaticos insaturados
incluindo grupos ciclicos de cadeia linear, cadeia ramificada, e combinagdes
destes, tendo 0 numero de atomos de carbono especificado, ou se nenhum
numero for especificado, enquanto tendo 1 a 12 atomos de carbono
(preferivelmente 1 a 6), que contém pelo menos uma ligagéo tripla (-C=C-).
Exe,mplos de grupos alquinila incluem, porém nao sao limitados a acetileno,
2-butinila, e similares.

O termo ‘"alquinileno" refere-se a grupos alifaticos divalentes
insaturados incluindo grupos ciclicos de cadeia linear, cadeia ramificada, e
combinagdes destes, tendo o numero de atomos de carbono especificado,
ou se nenhum numero for especificado, tendo 1 a 12 atomos de carbono
(preferivelmente 1 a 6), que contém pelo menos uma ligagao tripla (-C=C-).
Exemplos de grupos alquinileno incluem, porém néo sdo limitados a -C=C-, -
C=C-CHj,-, e similares.

O termo "alquenila substituida" ou "alquinila substituida" refere-
se aos grupos alquenila e alquinila como definido acima que sdo substituidos
com um ou mais substituintes, em que os substituintes sao preferivelmente
selecionados a partir do grupo que consiste em halogénio, alquila, arila,
alcoxi, aciloxi, amino, hidroxila, mercapto, carbdxi, benziloxi, fenila, benzila,
ciano, nitro, tioalcdxi, carboxaldeido, carboaicoxi e carboxamida, ou uma
funcionalidade que pode ser adequadamente bloqueada, se necessario para
propositos da invengdo, com um grupo de prote¢do. Exemplos de grupos
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alquenila e alquinila substituidos incluem, porém nao sao limitados a -
CH=CF;, metoxietenila, metoxipropenila, bromopropinila, e similares.

O termo "alquenileno substituido” ou "alquinileno substituido"
refere-se aos grupos alquenileno e alquinileno como definido acima que sdo
substituidos com um ou mais substituintes, em que os substituintes sao
preferivelmente selecionados a partir do grupo que consiste em halogénio,
alquila, arila; alcéxi, aciléxi, amino, hidroxila, mercapto, carbdxi, benzildxi,
fenila, benzila, ciano, nitro, tioalcoéxi, carboxaldeido, carboalcoxi e
carboxamida, ou uma funcionalidade que pode ser adequadamente
bloqueada, se necessario para propdsitos da invengdo, com um grupo de
protegao. ,

O termo "arila" ou "Ar" refere-se a um grupo carbociclico aromatico
de 6 a 14 atomos de carbono tendo um unico anel (incluindo porém nao-
limitado a grupos tal como fenila) ou anéis condensados multiplos (incluindo
porém n&o-limitados a grupos tais como natftila ou antrila), e inclui grupos
arila ndo-substituidos e substituidos. Arila substituida é um grupo arila que é
substituido pdr um ou mais substituintes, preferivelmente um a trés
substituintes, em que os substituintes sdo preferivelmente selecibnados a
partir do grupo que consiste em alquila, arila, alquenila, alquinila, halogénio,
alcoxi, aciléxi, amino, mono ou dialquilamino, hidroxila, mercapto, carbéxi,
benziloxi, fenila, arildxi, benzila, ciano, nitro, tioalcdxi, carboxaldeido,
carboalcoxi e carboxamida, ou uma funcionalidader que pode ser
adequadafnente bloqueada, se necessario para propoésitos da invengao, com
um grupo de prote¢do. Exemplos representativos incluem, porém nao sao
limitados a naftila, fenila, clorofenila, iodofenila, metoxifenila, carboxifenila, e
similares. O termo "ariléxi" refere-se a um grupo arila ligado a um atomo de
oxigénio a um dos carbonos de anel. Exemplos de grupos de alcoxi incluem,
porém nao sdo limitados, grupos tal como fendxi, 2-, 3-, ou 4-metilfendxi, e
similares. O termo "grupo ariltio” se refere ao radical -SR; onde R; é um
grupo arila. O termo "grupo heter‘oarilytio" se refere ao radical -SR4 onde Ry
€ uma heteroarila.

O termo "arileno" refere-se ao dirradical derivado de arila (incluindo
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arila subStitun’da) como definido acima e é exemplificado por 1,2-fenileno,
1,3-fenileno, 1,4-fenileno, 1,2-naftileno e similares. '

O termo "amino" refere-se ao grupo -NH..

O termo "N-alquilamino” e "N,N-dialquilamino" significa um radical
-NHR e -NRR' respectivamente onde R e R independentemente
representam um grupo alquila como definido aqui. Exemplos representativos
incluem, porém nao sao limitados a N,N-dimetilamino, N-etiI-N-rhetiIamino,
N,N-di(1-metiletillJamino, N-cicloexil-N-metilamino, N-cicloexil-N-etilamino, N-
cicloexil-N-propilamino,  N-cicloexilmetil-N-metilamino,  N-cicloexilmetil-N-
etilamino, e similares. |

.O termo "tioalcoxi" significa um radical -SR onde R é uma alquila
como definido acima por exemplo, metiltio, etiltio, propiltio, butiltio, e
similares. , |

O termo "grupo acila" significa um radical -C(O)R, onde R é
hidrogénio, halogénio, alquila, arila, heteroarila, alcéxi, arildxi, N-alquilamino,
N,N-dialquilamino, N-arilamino, tioalcéxi, tioariloxi ou alquila substituida em
que alduila, arila, heteroarila, e alquila substituida sao como definido aqui.

O termo "grupo tioacila" significa um radical -C(S)R, onde R é
hidrogénio, halogénio, alquila, arila, heteroarila, alcoxi, ariloxi, N-alquilamino,
N,N-dialquilamino, N-arilamino, tioalcoxi, tioariloxi ou alquila substituida em
que alquila, arila, heteroarila, e alquila substituida sdo como definido aqui.

O termo "grupo sulfonila" significa um radical -SO2.R onde R é
hidrogénio, halogénio, alquila, arila, hetéroariIa, alcéxi, ariléxi, N-alquilamino,
N,N-dialquilamino, N-arilamino, tioalcéxi, tioariloxi ou alquila substituida em
que alquila, arila, heteroarila, e alquila substituida sdo como definido aqui.

O termo ‘"aciloxi" significa um radical -OC(=O)R, onde R é

hidrogénio, - alquila, arila, heteroarila ou alquila substituida em que alquila,

arila, heteroarila, e alquila substituida sdao como definido aqui. Exemplos
representativos incluem, porém ndo sdo .limitados a formildxi, acetildxi,
cicloexilcarbonildxi, cicloexilmetilcarbonildxi, benzoiléxi, benzilcarbonildxi, e
similares.

O termo "heteroalquila", "heteroalquenila,” e "heteroalquinila"



10

15

20

25

30

33

refere-se a grupos alquila, alquenila, e alquinila respectivamente como
definido acima, que contém o nimero de atomos de carbono especificado
(ou se nenhum numero é especificado, tendo 1 a 12 atomos de carbono,
preferiveimente 1 a 6) que conttm um ou mais heteroatomos,
preferivelmente um a trés heterodtomos, como parte das cadeias principais,
ramificadas ou ciclicas no grupo. Heteroatomos sdo independentemente
selecionados a partir do grupo que consiste em —NR—, —NRR, —S—,
—5(0) —, —S(0).—, —O0—, —SR, —S(0O)R, —S(0),R, —OR —PR—,
—PRR, —P(O)R— e —P(O)RR; (onde cada R é hidrogénio, alquila ou arila)
preferivelmente -NR onde. R € hidrogénio ou alquila e/ou O. Grupos
heteroalquila, heteroalquenila, e heteroalquinila podem ser ligados ao
restante da molécula em um heteroatomo (se uma valéncia esta disponivel)
ou em um atomo de carbono. Exemplos de grupos heteroalquila incluem, |
porém nao sao limitados a, grupos tais como —O—CHz, —CHz—0—CHs,
—CHp—CHp—O—CHz, —S—CH,—CH,—CHs, —CH,—CH(CHa)—S—CHs,

—CH,—CH;—NH—CH,—CHg, 1-etil-6-propilpiperidino, 2-etiltiofenila,
| piperazino, pirrolidino, piperidino, morfolino, e similares. Exemplos de grupos

heteroalquenila incluem, porém nao sdo limitados a grupos tais como -
CH=CH-CH>-N(CHj3),, e similares.

O termo ‘"heteroarila" ou "HetAr" refere-se a um radical
monociclico, biciclico ou triciclico monovalente aromatico contendo 4, 5, 6, 7,
8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, ou 18 - membros de atomos de anel,
incluindo 1, 2, 3, 4, ou 5 heteroatomos, preferivelmente um a trés
heteroatomos incluindo, porém nao-limitados a, heteroatomos tais como N,
O, P, ou S, dentro do anel. Exemplos representativos incluem, porém néo
sao Iimitados_ ao unico anel tal como imidazolila, pirazolila, pirazinila,
piridazinila, pirimidinila, pirrolila, piridila, tiofeno, e similares, ou mdltiplos
anéis condensados tais como indolila, quinolina, quinazolina, '
benzimidazolila, indolizinila, benzotienila, e similares.

Os grupos heteroalquila, 'heteroalquenila, heteroalquinila e
heteroarila podem ser ndo-substituidos ou substituidos com um ou mais

substituintes, preferivelmente um a trés substituintes, em que os
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substituintes séo preferivelmente selecionados a partir do grupo que consiste
em alquila, alquenila, alquinila, benzila, halogénio, alcéxi, ‘aciléxi, amino,-
mono ou dialquilamino, hidroxila, mercapto, carbdxi, benzildxi, fenila, arildxi,
ciano, nitro, tioalcoxi, carboxaldeido, carboalcéxi e carboxamida, ou uma
funcionalidade que pode ser bloqueada adequadamente, se necessario para -
propdsitos da invengdo, com um grupo de protecdo. Exemplos de tais
grupos heteroalquila substituidos incluem, porém, ndo sao limitados a,
piperazina, pirrolidina, morfolina, ou piperidina, substituidas em um
nitrogénio ou carbono por um grupo fenila ou benzila, e ligados ao restante
da molécula por qualquer valéncia disponivel em um carbono ou nitrogénio -
NH-S(=0).-fenila, -NH-(C=0)0O-alquila, -NH-C(=0)0O-alquil-arila, e similares.

O(s) heteroatomo(s) bem como os atomos de carbono do grupo podem ser

'subs'_tituidos. O(s) heteroatomo(s) pode(m) da meSma forma estar em forma

oxidada.

O termo "heteroarileno” refere-se ao grupo dirradical derivado de
heteroariia (incluindo heteroarila substituida), como definido acima, e é
exempiificado pelos grupos 2,6-piridinileno, 2,4-piridinileno, 1,2-quinolinileno,
1,8-quinolinileno, 1,4-benzofuranileno, 2,5-piridinileho‘, 2,5-indolenileno, e
similares.

O termo "heteroalquileno’, "heteroalquenileno”, e

| "heteroalquinileno" refere-se ao grupo dirradical derivado de hetéroalquila, ‘

heteroalquenila, e heteroalquinila (incluindo heteroalquila substituida,
heteroalquenila, e heteroalquinila) como definido acima.-

O termo "carboxaldeido” significa -CHO.

O termo "carboalcéxi” significa -C(=O)OR onde R é alquila como
definido acima e inclui grupos tais como metoxicarbonila, etoxicarbonila, e
similares. |

O termo "carboxamida" significa -C(=O)NHR ou -C(=O)NRR' onde
R e R' sdo independentemente hidrogénio, arila ou alquila como definido
acima. Exemplos representativos incluem grupos tal como aminocarbonila,
N-metilaminocarbonila, N,N-dimetilaminocarbonila, e similares.

O termo "carbéxi" se refere ao radical -C(O)OH.
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O termo “carbamoila” se refere ao radical -C(O)NH..

O termo "halogénio" ou "halo" quando aqui empregado se refere a
substituintes de ClI, Br, F ou |, preferivelmente fllor ou cloro.

O termo "hidroxi" se refere a um radical de -OH.

"Isémeros": Compostos que tém a mesma férmula molecular (ou
composigao elementar), porém, difere-se na natureza ou sequéncia de
ligacao de séus atomos ou a disposicdo de seus atomos em espago sdo
denominados “isdmeros". Isbmeros em que a conectividade entre atomos é
a mesmo porém que diferem na disposi¢do de seus &tomos em espago sdo
denominados "estereoisdmeros". Estereoisbmeros que ndo sdo imagens
refletidas um do outro sdo denominados "diastereémeros" e aqueles que séo
imagens refletidas ndo superimponiveis mutuamente sdo denominados
"enantic“)meros“. Quando um composto tiver um centro assimétrico, por
exemplo, que é ligado a quatro grupos diferentes, um par de enantiémeros é
possivel. Um enantiémero pode sér caracterizado pela configuragédo
absoluta de seu centro assimétrico e é descrito pelas regras de sequéncia R-
e S- de Cahn, 'Ingold e Prelog, ou pela maneira em que a molécula gira o
plano de luz polari’zada e designado como dextrogiratorio ou levogiratério
(isto &, como (+) ou (-)-isdmeros respectivamente). Um composto quiral pode
existir como um enantiémero individual ou como uma mistura deste. Uma
mistura que contém proporgdes iguais dos enantibmeros é chamada uma
"mistura racémica".

Os compostos desta invengao podem possuir um ou mais centros’
assimétricos. Tais compostos podem, portanto, ser produzidos como (R)- ou
(S)-estereoisdmeros individuais ou como misturas destes. Por exemplo, os
carbonos numerados 20, 22 e 24 em compostos 9, 11 e 21 como descrito na
secao de Exemplificacdo sdao cada qual ligado a um atomo de hidrogénio,
um grupo metila, e dois grupos metileno diferentes, e portanto, estes -
carbonos sdo centros assimétricos. Os compostos 9, 11 e 21 podem existir
como estereoisdmeros. A menos que de outra maneira indicado, a descri¢do
ou designagao de um composto particular na especificagdo e reivindicagdes

é pretendida incluir ambos os enantidmeros individuais e misturas,



10

15

20

25

30

36

racémicas ou de outra maneira, destes. A descricdo é da mesma forma
pretendida incluir todos os diasteredmeros possivel e misturas destes. Os
métodos para a determinagdo de estereoquimica e a separagao de
estereoisOmeros sdo bem-conhecidos na técnica (veja discussdo no
Capitulo 4 de "Advanced Organic Chemistry", 42 édigéo J. March, John Wiley
e Sons, New York, 1992).-

"Oticamente puro": Como geralmente entendido por aqueles
versados na técnica, um composto opticamente puro.é | um que é
enantiomericamente puro. Quando aqui empregado, o termo "opticamente
puro" é pretendido significar um composto que compreende pelo menos uma
quantidade suficiente de um unico enantiémero para produzir um composto
tendo a atividade farmacoldgica desejada. Preferivelmente, "opticamente
puro" € pretendido significar pelo menos um composto que compreende 90%
de um Unico isémero (80% de excesso enantiomérico), preferivelmente pelo
menos 95% (90% e.e.), mais preferivelmente pelo menos 97,5% (95% e.e.),
e muito mais preferivelmente pelo menos 99% (98% e.e.). Preferivelmente,
0s compostos da invengao sao opticamente puros.

"Grupo de protecao” refere-se a um grupo quimico que exibe as
seguintes caracteristicas: 1) reage seletivamente com a funcionalidade
desejada em bem rendimento para produzir um substrato protegido que é
estavel as reagbes projetadas para as quais protegdo é desejada; 2) é
selefivamente removivel do substrato protegido para produzir a
funcionalidade desejada; e 3) € removivel em bom rendimento por reagentes
compativeis com o(s) outro(s) grupo(s) funcional(is) presente(s) ou gerado(s)
em tais reagOes projetadas. Exemplos de grupos de protecdo adequados
podem ser encontrados em Greene e outros (1991) Protective Groups in
Organic Synthesis, 22 Ed. (John Wiley & Sons, Inc.; New York). Grupos de
protecdo de amino preferidos incluem, porém nao sao limitados a,
benziloxicarbonila  (CBz), t-butiloxicarbonila  (Boc), t-butildimetilsilila
(TBDMS), 9-fluorenilmetil-oxicarbonila (Fmoc), ou grupos de protegao
fotolabeis adequados tais como 6-nitroveratriloxi carbonila (Nvoc),

nitropiperonila, pirenilmetoxicarbonila, nitrobenzila, dimetil d_imetoxibenzila, 5-
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bromo-7-nitroindolinila, e similares. Grupos de protecdo de hidroxila
preferidos incluem acetila (Ac), benzoila (Bz), benzila (Bn), Tetraidropiranila
(THP), TBDMS, grupos de prote¢ao fotolabeis (tal como éter de nitroveratril
oximetila (Nvom)), Mom (éter de metdxi metila), € Mem (éter de metdxi etdxi
metila). Grupos de protecao particularmente preferidos incluem NPEOC (4-
nitrofenetiloxicarbonila) e NPEOM (4-nitrofenetildxi-metiloxicarbonila).

"Pré-tarmacos”: refere-se a um composto que pode sofrer processo
para liberar uma molécula de farmaco ativa. Compostos da Férmula (1) e da
Formula (II) de acordo com a invengao sao pré-farmacos como o ligante L
pode ser clivado para liberar uma Rifamicina. Em particular, pré-farmacos da
presente invengao incluem compostos que liberam, in vivo, um farmaco
origem ativo (isto é, compostos da Férmula A1 como definido aqui) quando
tal pré-farmaco é administrado a um individuo.

"Pré-farmacos” da mesma forma incluem compostos de pré-farmaco
complexos que sofrem dois ou mais eventos no processamento de pré-
farmaco. De acordo com esta modalidade, pré-farmacos complexos
liberariam, no processamento, um pro-farmaco da Foérmula (I) ou da
Formula (Il) que sucessivamente sofre cl'ivagem para liberar uma Rifamicina
desejada..

Compostos de pro-farmaco complexos de acordo com a presente
invengao podem ser preparados modificando-se grupos funcionais presentes
em Rifamicinas fosfonadas, tais como grupos hidroxi e aminos. Exemplos de
pro-farmacos complexos incluem, porém nao sdo limitados a, ésteres (por
exemplo, derivados de acetato, formiato, e benzoato) e carbamatos (por
exemplo, N,N-dimetilaminocarbonila) de grupos funcionais hidréxi de
Rifamicinas fosfonadas.

Um ‘"pré-farmaco farmaceuticamente aceitavel" é pretendido
significar prd-farmaco de uma Rifamicina fosfonada, tal como um pré-
farmaco de um composto da Férmula () e/ou da Férmula (ll), em uma
formulagdo que pode ser administréda a um individuo, tal como um
mamifero, preferivelmente um ser humano. Por exemplo, o pré-farmaco

pode ser em uma formulagdo que compreende um excipiente ou veiculo
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farmaceuticamente aceitavel.

Um "metabdlito ativo farmaceuticamente aceitavel" é pretendido
significar um produto farmacologicamente ativo produzido através do
metabolismo no corpo de um composto da Férmula (I) ou Férmulas (1l) como
definido aqui.

Um "solvato farmaceuticamente aceitavel" é pretendido significar
um solvato que mantém a eficacia bioldgica e propriedades dos
componentes biologicamente ativos de compostos da Férmula | e/ou
Foérmula 1l. Exemplos de solvatos farmaceuticamente aceitdveis incluem,
porém, nao sdo limitados a agua, isopropanol, etanol, metanol, DMSO,
acetato de etila, acido acético, e etanolamina.

Um ‘“excipiente ou veiculo farmaceuticamente aceitavel"
significa qualquer composto, solugao, substancia ou material que pode ser
empregado em uma formulagao dbs compostos da presente invengao que
podem ser administrados a um individuo. Em particular, veiculos e
excipientés da presente invengdo sdo aqueles uteis na preparagédo de uma
compoSigéo farmacéutica que é geralmente segura, nao-tdxica e nem
biologicamente nem de outra maneira indesejavel, e que podem apresentar
perfis farmacologicamente favoraveis e que incluem veiculos e excipientes
que sdo aceitaveis para uso veterindrio bem como uso farmacéutico
humano. Excipientes e veiculos farmaceuticamente aceitaveis sdo bem-
conhecidos na técnica e podem ser determinados por aqueles de
experiéncia na técnica como as permissdes de situagao clinica. O técnico
versado entendera que diluente esta incluido no escopo dos termos veidulos
e excipientes. Exemplos de excipientes e veiculos adequados incluem
solugdo salina, solugao salina tamponada, dextrose, agua, glicerol, etanol,
mais particularmente: (1) solucdo salina tamponada de fosfato de Dulbecco,
pH cerca de 7,4, contendo cerca de 1 mg/ml a 25 mg/ml de albumina de soro
humano, (2) 0,9% de solugdo salina (0,9% de p/v de NaCl), (3) 5% (p/v) de

dextrose, e (4) agua.

Um "sal farmaceuticamente aceitavel" é pretendido significar um

sal de uma Rifamicina fosfonada, tal como um sal de um composto da
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Férmula (l) e/ou Férmula (1), em uma formulagédo que pode ser administrada
a um individuo, tal como um mamifero, preferivelmente um ser humano. Por
exemplo, o sal pode estar em uma formulagdo que cOmpreendé um
excipiente ou veiculo farmaceuticamente aceitavel.

"Sal": Rifamicinas fosfonadas da presente inven¢do podem ser na
forma de um sal. Sais de Rifamicinas fosfonadas da presente invencao
significam um sal que mantém ou melhora a eficacia biolégica e
propriedades das bases e acidos livres do composto origem como definido
aqui ou que leva vantagem de uma funcionalidade intrinsecamente:
carregada na molécula e que ndo é biologicamente ou de outra maneira
indesejavel. Tais sais incluem o seguinte:

(1) sais de adicdo de &cido, formados com é&cidos inorganicos tais como
acido cloridrico, acido hidrobrémico, acido sulfurico, acido nitrico, acido
fosforico, e similares; ou formados com Acidos orgénicbs tais como acido
acético, acido propidnico, acido hexandico, acido ciclopentanopropibnico,
acido glicélico, acido piravico, acido lactico, acido maldnico, acido succinico,
acido malico, acido maléico, acido fumarico, acido tartarico, acido citrico,
acido benzoéico, acido 3-(4-hidroxibenzoil)benzoico, acido cindmico, acido
mandélico, acido metanossulfénico, acido etanossulfénico, acido 1,2-etano-
dissulfénico, acido 2-hidroxietanossulfonico, acido benZenossulfénico, acido
4-clorobenzenossulfénico, acido  2-naftalenossulfénico, acido  4-
toluenossulfénico, &cido canforsulfénico, acido 3-fenil propidnico, acido
trimetilacético, acido butilacético terciario, acido lauril sulfurico, acido
glicénico, éacido glutadmico, acido hidroxinaptoico, acido salicilico, acido
esteéribo, acido mucdnico, e similares;

(2) sais formados quando um préton acido presente no composto origem é
substituido por um ion de metal, por exemplo, um ion de metal alcalino, um
ion de metal alcalino terroso, ou um ion de aluminio; ou coordenados com
uma base organica tal como etanolamina, dietanolamina, trietanolamina,
trometamina, N-metilglucamina, e similares; ou

(3) sais formados quando uma funcionalidade carregada esta presente na

molécula e um contra-ion adequado esta presente, tal como uma
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funcionalidade de tetraalquil(arillaménio e um ion de metal alcalino, uma
funcionalidade de tetraalquil(aril)fosfénio e um ion de metal alcalino, uma
funcionalidade de imidazolio e um ion de metal alcalino, e similares.

Quando aqui empregado, os termos "osso”, "tecidos de osso" ou
"tecidos Gsseos" se referem ao tecido conjuntivo denso, semi-rigido,
poroso, calcificado formando a por¢ao principal do esqueleto da maioria dos
vertebrados. Da mesma forma abrange dentes, tecidos osteo-articulares e
calcificagcbes que sdo frequentemente vistas nas paredes de vasos
ateroscleraticos.

Quando aqui empregado, os termos "Rifamicina" e ,"RifamicinasA"
significa.m igualmente o composto identificado como a propria Rifamicina,
bem como todos os compostos derivados tendo atividade antimicrobiana
entendida pelo técnico versado cair dentro da classe de Rifamiciné de
compostos. Estes compostos derivados podem ser variadamente descritos
aqui como " moléculas antimicrobianas derivadas de Rifamicina’,
"molécul'as derivadas de Rifamicina®, "agentes antibacterianos
derivados de Rifamicina" e "derivados de Rifamicina". Tais termos
relacionados tém o mesmo significado e se referem a agentes
antimicrobianos que séo parte da classe bem-conhecida de "Rifamicinas"
como descrito aqui em mais detalhe. Tais compostos derivados sao
andlogos quimicos de Rifamicina que tem atividade antimicrobiana (por
exemplo, antibacteriana). Estes derivados serdo entendidos pelo técnico
versado por ser similares na estrutura para Rifamicina, po'rém, da mesma
forma inclui aqueles compostos quimicos nao-tradicionalmente definidos
como uma Rifamicina. Derivados de Rifamicina incluem, porém, nao sao

limitados aqueles compostos da férmula (IA) da presente invencgao.

Exemplos especificos incluem Rifampicina (US 3.342.810), Rifapentina (US

4.002.752), Rifandina (US 4.353.826), Rifabutinaa (US 4.219.478), Rifalazil
(US 4.983.602) e Rifaximina (US 4.341.785). |

O termo ‘"grupo fosfonado" é pretendido significar qualquer
composto nao-téxico a seres humanos tendo pelo menos um atomo de

fosforo ligado a pelo menos trés atomos de oxigénio e tendo uma afinidade
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mensuravel a tecidos 6sseos como descrito em seguida.

’ O termo "antibacteriano” inclui aqueles: compostos que inibem,
detem ou revertem o crescimento de bacterias, aqueles compostos Cjue
inibem, detem ou revertem a atividade de enzimas bacterianas ou trilhas
bioquimicas, aqueles compostos que matam ou ferem bactérias, e aqueles
compostos que bloqueiam ou reduzem o desenvolvimento de uma infeccao
bacteriana. |

Os termos "tratar" e "tratamento" sdo pretendidos significar pelo
menos a mitigagao de uma condicdo de doenga associada com uma:
infecg@o bacteriana em um individuo, incluindo mamiferos tal como um ser
humano, que é aliviado por uma redugdo de crescimento, replicagdo, e/ou
propagagao de qualquer bactéria tais como organismos Gram-positivos ou
Gram-negativos, e inclui cura, cicatrizagao, inibicdo, mitigagado de, melhora
e/ou alivio, no toto ou em parte, da condigdo de doenca.

O termo ‘"profilaxia" é pretendido significar pelo menos uma
redugao na probabilidade que uma condigdao de doenga associada com uma
infeccao bacteﬁana desenvolvera em um individuo, tal como um mamifero,
preferivelmente um ser humano. Os termos "previnir' e "prevengao" sao
pretendidos significar bloquear ou parar uma condigdo de doenga associada
com uma infecgdo bacteriana de desenvolver-se em um individuo, tal como
um mamifero, preferivelmente um ser humano. Em particular, os termos sao
relacionados ao tratamento de um individuo para reduzir a probabilidade
("profilaxia") ou previnir a ocorréncia de uma infecgdo bacteriana, tal como
infec¢é@o bacteriana que pode ocorrer durante ou depois de uma cirurgia que
envolve substituicdo ou reparagdo déssea. Os termos da mesma forma
incluem a redugao da probabilidade ("profilaxia") de ou prevencédo de uma
infec¢do bacteriana quando o mamifero é constatado estar pré-disposto a ter
uma condi¢cao de doenga, porém, ndo ainda diagnosticado como tendo. Por -
exemplo, alguém pode reduzir a probabilidade ou pode prevenir uma
infeccdo bacteriana em um individuo administrando um composto da
Férmula (I) e/ou Férmula(ll), ou um pré-farmaco farmaceuticamente

aceitavel, sal, metabdlito ativo, ou solvato destes, antes da ocorréncia de tal
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infeccdo.

O termo "individuo" é pretendido significar um animal, tais como
passaros ou mamiferos, incluindo seres humanos e animais de importancia
veterinaria ou agricola, tais como cachorros, gatos, cavalos, ovelhas, cabras
e gado. |

C) Compostos da invenciao

Como sera descrito em seguida na se¢do de Exemplificagcdo, os
inventores tém preparado Rifamicinas fosfonadas tendo-uma afinidade de
ligacdo alta para tecidos 6sseos.

Em uma modalidade, os compostos da invengao séo_representadds
pela F6rmula () ou um pré-férmaco' ou sal farmaceuticamente aceitavel
destes: '

em que: - |
- B é um grupo fosfonado;

L é um ligante de clivavel para acoplar B a A;

né1,23,4,5, 60u7, preferivelmente 1,20u 3; e

A é uma Rifamicina. |

Como previamente mencionado, a esséncia da invengdo consiste
na présenga de um de grupo fosfonado reversivelmente acoplado a uma
Rifamicina por meio de um ligante clivavel para o propésito de aumentar a
afinidade, ligagdo, acumulo e/ou tempo de retencao da Rifamicina em ou
dentro dos ossos, enquanto permitindo sua liberagdo gradual através do
ligante clivavel ou liberagao do composto do osso.
Fosfonatos

Todos 0S grupos fosfonados néo-t6xicos tendo uma afinidade alta
ao 0sso devido a sua capacidade de ligar os ions de Ca®* encontrados na
hidroxiapatita formando os tecidos dsseos s&o adequados de acordo com a
presente inven¢do. Exemplos adequados de grupos fosfonados podem ser
encontrados em WO 04/026315 (llex Oncology Research), US 6.214_.812
(MBC Research), US 5.359.060 (Pfizer), US 5.854.227 e US 6.333.424
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(Elizanor Pharm.), US 6.548.042 (Arstad e Skattelbol) e WO 2004/089925
(Semaphore Pharmaceuticals).

Exemplos de grupos bisfosfonato e trisfosfonato adequados p'ara a
presente invengao incluem, porém, nao sdo limitados aqueles tendo a

formula:
i I I
. “RO OR* *RO OR
*RO\D u/on* \ / ~~ L/
\ NN
e \on* / >< *RO T OR
X ,
0 o)
L| |l
— P_OR *
| Sore RO Fl R/P P\gg
OR" oK
Rs RS , € R5R5
em que:

cada R* é independentemente selecionado a partir do grupo que consiste
em H, alquila inferior, cicloalquila, arila e heteroarila, com a condi¢do que

pelo menos dois, preferivelmente trés, R* sejam H;

_R4eCH2,O S, ouNH

cada Rs é mdependentemente selecionado a partir do grupo que consiste
em H, Rs, ORg, NRs, € SRg, em que Rg € H, alquila inferior, cicloalquila, arila,
heteroarila ou NH;; | | |

X é H, OH, NH;, ou um grupo halo; e ,

Xy sao igualmente H, ou cada qual é independentemente selecionado a
partir do grupo que consiste em H, OH, NH>, e um grupo halo.

Embora monofosfonatos, bisfosfonatos, e tris- ou tetrafosfonatos
possam potencialmente ser empregados, bisfosfonatos séo preferidos. Mais
preferivelmente, o grupo bisfosfonato € o bisfosfonato -CH(P(O)(OH),)..
Como mostrado no Exemplo 3, em seguida, Rifamicinas que possuem um tal
grupo bisfosfonato tém uma afinidade de ligacdo forte para pé de osso.
Naturalmente, outros tipos de grupo fosfonado podem ser selecionados e ser
sintetizados por aqueles versados na técnica. Por exemplo, o grupo
fosfonado pode ser um radical de bisfosfonato ativado por esterase
(Vepsaélainen J., Current Medicinal Chemistry, 9, 1201-1208, 2002) ou ser
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qualquerA outro pro-farmaco adequado deste. Estes e outros grupos
fosfonados adequados s&o abrangidos pela presente inveng&o.

Rifamicinas

Rifamicinas sdo uma classe bem-conhecida de agentes
antimicrobianos semi-sintéticos. Rifampina (dav mesma forma geralmente
significada como Rifampicina) (US 3.342.810), Rifapentina (US 4.002.752), .
Rifabutinaa (US 4.219.478), e Rifalazil (US 4.983.602) estdao entre os
melhores compostos conhecidos nesta classe. Estes farmacos provaram ser
muito bem-sucedidos economicamente e clinicamente. A presente invengao
nao esta restringida a uma Rifamicina especifica, porém, abrange Rifamicina
derivadé de moléculas antimicrobianas tendo uma atividade antimicrobiana
adequada incluindo, porém, ndo-limitada a, Rifandina (US 4.353.826) e
Rifaximina (US 4.341.785), bem como outros derivados de Rifamicina e
hibridos, tais como aqueles descritos nos pedidos de patente dos Estados
Unidos 2003/0105086, 2005/0043298, 2005/0143374, 2005/0203076,
2005/0203085, 2005/0209210, 2005/0256096,  2005/0261262,
2005/0277633, 2006/0019985, e 2006/0019986 ou aqueles descritos nas
Patentes de Organizacdo de Propriedade Intelectual Mundial 03045319 e
03051299, bem como pedidos de patente 2004034961 e 2005062882.
Aqueles versados na técnica preparara facilmente as moléculas
antimicrobianas derivadas de Rifamicina de acordo com a invengéo. Se
necessario, o técnico versado pode referir-se as numerosas literaturas
encontradas na técnica, incluindo as patentes US, pedidos de patente PCTe
publica¢gdes cientificas listadas em seguida, e incorporados aqui por
referéncia.

'De acordo com uma modalidade, as Rifamicinas para uso de acordo

com a invengao sao selecionadas a partir de compostos que incluem-se na

seguinte formula genérica (A1) ilustrada abaixo:
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| A1
em que:
X é H- ou R{CO-, em que R; é uma cadeia de alquila substituida ou
nao-substituida a partir de 1 - 6 carbonos;
cada Y é independentemente selecionado a partir do grupo que
consiste em H- e RO-, em que R € H-, Ry-, ou R{CO-, com R definido como
acima; | |
1 2
Ol ‘
4 é selecionada a partir do grupo que consiste nas férmulas A2-A10:

OH 0 OH 0
1 1 o 1 1

2 2 2 2 2
3 3 3 3 3 3
4 a7 T &y NH AN d N-Rs 2 N
R, R, Rs R,
A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8
1
2 0
3 ! 2
a4 3
N =
4 N—\R
L, T
R, R, ==
Ra
A9 A10

em que:

R é H-, uma cadeia de alquila substituida ou nao-substituida de 1 -
10 carbonoé, ou um grupo dialquil amino, preferivelmente o referido grupo
dialquil amino é uma piperidina substituida, um morfolina substituida ou uma

piperazina substituida;
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Rs é H- ou cadeia de alquila substituida ou nao-substituida de 1 - 7
carbonos;

Rs € um grupo hidroxila, um grupo sulfidrila ou uma cadeia de
alquila substituida ou ndo-substituida de 1 - 3 carbonos;

W, é oxigénio ou -NRz com R, como definido acima;

W, €& um metileno substituido ou n&o-substituido, incluindo:

5 /qs '
RN - ,
Re , em que Rs e Rs sao independentemente H- ou uma cadeia de
alquila substituida ou ndo-substituida de 1 - 5 carbonos, e Z' € um atomo de
oxigénio, um atomo de enxofre, um metileno substituido, uma carbonila, -
NR; ou N(O)R¢ onde Ry é como definido acima;

T € um halogénio ou Rz, onde Rz é como definido acima; e

Z é O, S ou NR3, onde R3; é como definido acima.

De acordo com uma modalidade particular, a Rifamicina é
Rifampicina, sua forma de quinona, suas formas desacet_iladas ou a forma
desacetilada de sua forma de quinona. De acordo com outra modalidade
particular, a Rifamicina é a hidrazona de 1-amino-4-(2-hidroXietiI)piperazina e
3-formil Rifamicina S (composto 9 no Exemplo 1), sua forma'de quinona, sua
forma desacetilada ou sua forma desacetilada de sua forma de quinona. De
acordo com outra modalidade particular, a Rifamicina é Rifabutinaa ou sua
forma desacetilada. De acordo com outra modalidade particular, a Rifamicina
€ Rifapentina, sua forma de quinona, sua forma desacetilada ou sua forma
desacetilada de sua forma de quinona. De acordo com outra modalidade
particular, a Rifamicina é Rifalazil ou sua forma desacetilada. De acordo com
outra modalidade particular, a Rifamicina é Rifamixina ou sua forma

desacetilada. De acordo com outra modalidade particular, a Rifamicina é

‘Rifandina, sua forma de quinona, sua forma desacetilada ou sua forma

desacetilada de sua forma de quinona. De acordo com outra modalidade
particular, a Rifamicina é o composto 56 no exemplo 1 ou sua forma
desacetilada. De acordo com outra modalidade particular, a Rifamicina é o
composto 63 no exemplo 1 ou sua forma desacetilada. De acordo com outra
modalidade particular, a Rifamicina € o composto 69 no exemplo 1 ou sua
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forma desacetilada. As estruturas quimicas destas moléculas sdo ilustradas
em seguida. As setas indicam sitios preferidos para ligagdo do grupo

fosfonado.

tiea,

|

OH N.
o N
LN

Rifampicina desacetilada l 1
, ‘ Forma de quinona de Rifapentina OH

O A 0O N
i o N
' N
1 Forma de quinona desacetilada do\L
composto 9 OH

, ~
Rifampicina Forma de quinona de Rifampicina



Rifapentina
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Forma de quinona K/N\

desacetilada de rifandina

Forma de quinona desacetilada de
Rifampicina

L w

Forma de quinona de Rifapentina D
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Forma de quinona de
rifandina

Rifamivin - o Forma de quinona
Rifampicina desacetilada * desacetilada de rifapentina ’
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N4
Rifalazil desacetilada L
— HO”

@

Compound 56 ] Deacetylated compound 56 ]

© i N2
Composto 56 l
OH

Compound 63 Composto 56 desacetilado
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Composto 63 desacetilado

Rifabutin

Composto 69 Composto 69 desacetilado

Rifabutina  d rifabutin i ' Rifabutina desacetilado

Exemplos especificos de Rifamicinas fosfonadas de acordo com a

5 invengdo sdo mostrados na segcao de Exemplificagdo. A presente invengéo
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da mesma forma abrange Rifamicinas fosfonadas tendo mais do que um
grupo fosfonado. Como previamente mencionado, os sitios de ligagdo-
identificados acima sdo apenas sitios preferidos para amarrar um grupo
fosfonado e todos os outros sitios potenciais (por exemplo, em quaisquer
dos grupos hidroxila de uma Rifamicina) sdo protegidos pela presente
invencgao.
Ligantes

Um ligante L covalentemente e reversivelmente clivavel acopla o
grupo fosfonado B a uma Rifamicina A. Quando aqui empregado, o termo
“clivavel" refere-se a um 'grUpo que é quimicamenfe ou bioquimicamente
instavel »sob condigdes fisiologicas. A instabilidade quimica preferivelmente
resulta em decomposi¢cdo espontdnea devido a um processo quimico
reversivel, uma hidrélise ou reagédo quimica intramolecular (isto &, divisdo da
molécula ou grupo em duas ou mais novas moléculas ou grupos devido a
inser¢ao liquida de uma ou mais moléculas de agua) quando depende de
uma reag¢ao quimica intermolecular. ,

'Clivagem do ligante pode ser muito rapida ou muito lenta. Por
exemplo, a meia-vida do ligante clivavel pode ser de cerca de 1 minuto,
cerca de 15 minutos, cerca de 30 minutos, cerca de 1 hora, cerca de 5
horas, cerca de 10 horas, cerca de 15 horas, cerca de 1 dia ou cerca de 48
horas. O ligante clivavel pode ser um ligante sensivel a enzima que é
apenas clivavel por enzimas especificas selecionadas (por exemplo,
amidase, esterase, metaloproteinase, etc) ou pode ser suscetivel a clivagem
por outros meios quimicos, tal como porém nao-limitado a cataIisadorés de
acido / base ou auto-clivagem. Por exemplo, um ligante sensivel a esterase
que € apenas clivavel por esterases especificas de osso (Goding e outros
Biochim Biophys Acta (2003), 1638(1):1-19) ou metaloproteinase especifica
de osso (MMP) (Kawabe e outros, Clin Ortop. (1986) 211:244-51;

- Tuckermann e outros, Differentiation (2001), 69(1):49-57; -Dellers e outros,

Biochem J. (1978) 171(2):493-6) ou pela agao de fosfatases alcalinas, desse
modo, liberando a Rifamicina em seu sitio desejado de agdo pode ser

empregado. Similarmente, um ligante clivavel que ndo é muito facilmente
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clivavel no plasma, desse modo, permitindo uma quantidade suficiente da
Rifamicina fosfonada alcangar e acumular-se dentro dos tecidos 6sseos
antes de ser clivada para liberar a Rifamicina pode ser empregado. Por
exemplo, o ligante pode ser selecionado tal que apenas 1%, 5%, 10%, 15%,
20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 50%, 60%, ou 70% do antibiético ligado ao 0sso
é liberado através de um periodo de tempo prolongando para 1 minuto, 15
minutos, 30 ‘minutos, 1 hora, 5 horas, 10 horas, 15 horas, 1 dia, 2 dias, 3
dias, 4 dias, 5 dias, 6 dias 7 dias, uma semana, duas semanas, trés
semanas ou mais seguindo a administragdo do composto da invengao.
Preferivelmente, o ligante € selecionado tal que apenas cerca de 1% a cerca
de 25% da Rifamicina ligada ao 0sso ¢ liberado por dia. A escolha do ligante

pode variar de acordo com fatores tal como (i) o sitio de ligagao do grupo

fosfonado para a Rifamicina, (ii) o tipo de grupo fosfonado empregado; (iii) o

tipo de Rifamicina empregado, e (iv) a facilidade desejada de clivagem do
ligante e liberagdo associada da Rifamicina.

Preferivelmente, o ligante L acopla o grupo fosfonado B a
Rifamicina A afravés de um ou mais grupos hidroxila em A, através de um
ou mais atomos de nitrogénio em A, através de um ou mais grupos sulfidrila
em A, ou uma combinagcdo de um ou mais grupos hidroxila, um ou mais
atomos de nitrogénio, e/ou um ou mais grupos sulfidrila, emA Entre 1e7
grupos fosfonados podem ser acoplados ao A através de qualquer
combinagao de ligantes L.

Quando L acopla B a A através de um gru'po hidroxila em A,

preferivelmente L é um dos seguintes ligantes:

R. R
B § o) N SN
™ Ao D ho
o5 195 B O/ o 190
. HL ’ p . L ’
R
0 Al H s
RL B N 0N
\H_ P Ao
B/Hhr N\)J\O, Ao 5 N‘ 5 q 5
0 HL R RL
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em que:

n € um numero inteiro < 10, preferivelmente 1, 2, 3 ou 4, mais
preferivelmente 1 ou 2; | |

cada p é independentemente 0 ou um numero inteiro < 10,
preferivelmente O, 1, 2, 3 ou 4, mais preferivelmente O ou 1;

qé2o0u3

ré1,2,3 40u5,

W1 € W2 S30 numeros inteiros > 0 tal que sua soma (wy + wz) é 1,2
ou3

cada RL é independentemente selecionado a partir do grupo que
consiste em H, etila e metila, preférivelmente H;

B representa o grupo fosfonado;

As " do ligante representa a por¢ao de

e a sub-estrutura
hidroxila de A.

Quando L acopla B a A através de um atomo de nitrogénio em A,

preferivelmente L é um dos seguintes ligantes:

| RL
B N O.__O__A O.__O__A
O T YTaB‘Fl*“WnOYTa
’ R R

O R. O
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0
Ra
O R O R O R 0
7\ " B 7\ A B 7 N\
X a — —— 9 %
B/Hp\x | \Hp/ | g s g
//
(HO)F’
O RL
5 7 N\ -
__ A,
P Ry

em que:

n é um ndmero inteiro < 10, preferivelmente 1, 2, 3 ou 4, mais
preferivelmente 1 ou 2; _

cada p é independentemente 0 ou um nL'jrhero inteiro < 10,
preferivelmente 0, 1, 2, 3 ou 4, mais preferivelmente 0 ou 1;

qé2ou3;

cada R é indépendentemente selecionado a partir do grupo que
consiste em H, etila e metila, preferivelmente H;

Ra. € CxHy onde x € um numero mtelro deOa20e y € um numero
inteiro de 1 a 2x+1;

X é CHg, -CONRy-, -CO-O-CH,-, ou -CO-O-;
B representa o grupo fosfonado; e
A, representa o atomo de nitrogénio em A.

Quando L acopla B a A através de um grupo sulfidrila em A,
preferivelmente L é um dos seguintes ligantes:

RL 'l:jl I:{L S
Hy e S o 6 iy
p q B\f,]// O 0]
0] R O | o R |
R
(o) ) H F{L
L o B —N S\A
st At H s
P R R (0] 0]
L L RL
Ru
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l|] //O
\ .

RL

em que:

n é um numero inteiro < 10, preferivelmente 1, 2, 3 ou 4, mais

pfeferivelmente 10u2;

cada p é independentemente O ou um numero inteiro < 10,

preferivelmente 0, 1, 2, 3 ou 4, mais preferivelmente 0 ou 1;

5
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qé2ous3;

ret, 2, 3 40u5;

W1 € W2 sao numeros inteiros tal que sua soma (wq + Wa) é 1, 2 ou
3;

cada R. é independentemente selecionado a partir do grupo
consistindo em H, etila e metila, preferivelmente H;

B representa o grupo fosfonado;

As/ ~ , | .
do ligante representa a porgao de

E a sub-estrutura
sulfidrila de A;

De acordo com outra modalidade particular, os compostos da
invengdo sdo representados pela Férmula (ll) ou um pro-farmaco ou sal

farmaceuticamente aceitavel destes:
Q
Q1 = 2\_

an
em que:

Q; é H-, RiCO- ou Li-, em que Ry é uma cadeia de alquila
substituida ou ndo-substituida de 1 - 6 carbonos;

cada Q2 é independentemente selecionado a partir do grupo que
consiste em H-, RO- e L,O-, erh que R é H-, Ry- ou RiCO-, com R; definido
como acimé; '

cada Q3 é indépendentemente selecionado a partir do grupo que

consiste em H- e L3-;
1

Of

4 é selecionado a partir do grupo que consiste nas férmulas A2 - A10:
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0O
1

0] OH (0] OH OH

1 1 1 1
2 2 2 2 2
3 3 3 3 3 3

4 4 T & NH a2 N 4 N-Rs a7 N
. / /) — .

W, OH N~W, N~ N

R R Rs R
A2 A3 A4 A5 A6 2 A7 C A8 2
o |
1
2 0
3 ! 2
aq 4 3
N = -4 N—\R
o N= _/72
R4 I:‘2 —l-
R4
A9 e A0
em que

R: é H-, cadeia de alquila substituida ou nao-substituida de 1 - 10
carbonos ou um grupo dialquil amino, preferivelmente, o referido grupo
dialquil amino € uma piperidina substitun’_da, um morfolina substituida ou uma

piperazina substituida, em que quando R, é uma cadeia de alquila

‘substituida de 1-10 carbonos, uma piperidina substituida, uma morfolina

substituida ou uma piperazina substituida, 0 substituinte € um membro
selecionado a partir do grupo que consiste em L40-, LsS- e LgNR7-, em que
R7 € uma cadeia de alquila substituida ouv nao-substituida de 1 - 7 carbonos;
Rs; € H-, uma cadeia de alquila substituida ou ndo-substituida de 1-7
carbonos ou Lz-;
Rs € um grupo hidroxila, um grupo sulfidrila ou uma cadeia de
aiquila substituida ou nao-substituida de 1-3 carbonos, LgO- ou Lg¢S-;
W, é oxigénio ou -NR3, com R definido como acima;
-~ /Rs
. /\/Z'
W, é um metileno substituido ou ndo-substituido, incluindo Re ,
em que Rs e Rg sdo independentemente H- ou uma cadeia de alquila
substituida ou ndo-substituida de. 1-5 carbonos, e Z' ¢ um atomo de
oxigénio, um atomo de enxofre, um metileno substituido, uma carbonila, -
NR; ou -N(O)R4 onde Rt é como definido acima;

T é um halogénio ou R, onde Rz é como definido acima;
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Zé O, S ou NRj3, onde R3 é como definido acima;
cada Ly, L L3 Ls Ls, Lg e Lg é um ligante clivavel

independentemente selecionado a partir do grupo que consiste em:

10
em que:
n é um numero inteiro < 10, preferivelmente 1, 2, 3 ou 4, mais
preferivelmente 1 ou 2; '
cada p € independentemente 0 ou um numero inteiro < 10,
15  preferivelmente 0, 1, 2, 3 ou 4, mais preferivelmente 0 ou 1
qé2ou3;
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rét,2,3,4oub;

W1 € W2 S80 numeros inteiros > 0 tal que sua soma (wq + w2) é 1, 2
ou 3; |
_ cada R. é independentemente selecionado a partir do grupo que
consiste em H, etila e metila, preferivelmente H;

cada Lg e L7 é um ligante clivavel independentemente selecionado a

partir do grupo que consisteemﬁ
RL

RL
RL _
B N 0__0 o.__0O
\H;\rmLHO i IYB% Y
L O O R. O
RL . o RL ,

: AL 7\ i‘%
~—N O o\n/ p ' P
B‘H@/ o | I o) 7
P RL - . O)\

)

RL
J N\ N~ B, R
, P , O R,
@]
0 O R
YN AS e R I VA
ara T)(Hn\ o jO‘/Hn\o_ s
!O . y y
R (HO)F,
o) R RL RL
— = q — q
\Hp/ , P R , e P R

em que:

n é um numero inteiro < 10, preferivelmente 1, 2, 3 ou 4, mais
preferivelmente 1 ou 2;

cada ‘p € independentemente 0 ou um numero inteiro < 10,
preferivelmente 0, 1, 2, 3 ou 4, mais preferivelmente 0 ou 1;

qé2ou3; ,

cada R, é independentemente selecionado a partir do grupo que
consiste em H, etila e metila, preferivelmente H;

R. é C,Hy onde x € um nuimero inteiro de 0 a 20 e y é um numero
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inteiro de 1 a 2x+1; e
X é CH,, -CONR_-, -CO-0O-CH>-, ou -CO-0O-;

B é um grupo fosfonado selecionado a partir do grupo que consiste

em:
. . I
- u IJ on RO~ J L __OR *RO\J | L __OR*
‘RO> >< <OR* / Sor ro” ST o
X , X X e | ,
em que: |

cada R* é independentemente selecionado a partir do grupo que
consiste em H, alquila inferior, cicloalquila, arila e heteroarila, com a
condigao que pelo menos dois R* sao H;

X é H, OH, NH,, ou um grupo halo;

cada X; é independentemente selecionado a partir do grupo que
consiste em H, OH, NHé, € um grupo halo; 7 _
com a condigao que pelo menos um dentre Ly, La, L3, L4, Ls, Ls, L7, Ls € Ly,
esteja presente. | | |

A presente invencdo da mesma forma inclui o uso de um Unico
grupo fosfonado acoplado a duas ou mais moléculas antibacterianas. Em
tais circunstancias, és moléculas antibacterianas podem ser as mesmas (por
exemplo duas moléculas de uma Rifamicina) ou diferentes (por exempilo,
uma molécula da ciprofloxacina antibacteriana de fluorogquinolona (Cipro®;
US 4.670.444) e uma molécula de uma Rifamicina). O grupo fosfonado pode
da mesma forma ser ligado a grupos similares (por exemplo, os grupos
hidroxila) ou a grupos diferentes (por exemplo, o grupo carboxila de uma
molécula de fluoroquinolona e o grupo hidroxila de uma Rifamicina).

Uma'lista ndo-limitante de antibiéticos uteis com que os compostos
da presente invencao podem s'er acoplados através de um. unico grupo
fosfonado inclui: sulfonamidas, beta-lactamas, tetraciclinas, cloranfenicol,
aminoglicosideos, macrolideos, glicopeptideos, estreptograminas,
quinolonas, fluoroquinolonas, oxazolidinonas e lipopeptidios. Em particular,
tetraciclina, agehtes antibacterianos derivados de- tetraciclina, glicilciclina,

agentes antibacterianos derivados de glicilciclina, minociclina, agentes
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antibacterianos derivados de minociclina, agentes antibacterianos de
oxazolidinona, agentes antibacterianos de aminoglicosideo, agentes
antibacterianos de quinolona, vancomicina, agentes antibacterianos
derivados de vancomicina, teicoplanina, agentes antibacterianos derivados
de teicoplanina, eremomicina, agentes antibacterianos derivados de
eremomicina, cloroeremomicina, agentes antibacterianos derivados de
cloroeremomicina, daptomicina, e agentes antibacterianos derivados de
daptomicina sao preferidos.

Exemplos de ligantes multiantibacterianos clivaveis, potencialmente
uteis de acordo com a invengao incluem, porém, nao sao limitados aqueles

tendo as estruturas:

NH
o NHoy A o)
/ Rd_ '}
AN ><P(OH)2
RA™ p(OH), B
O@-—NH » p
o)
A O A0 ,
OYFQ
o)
o)

e

s N L Ao

M uk/\r\f\o -
P 0 o) ,

em que: cada Rq € independentemente um grupo alquila ou arila;
p é 0 ou um numero inteiro < 10, preferivelmente 0, 1, 2, 3 ou 4,
mais preferivelmente 0 ou 1;
/O\\

0

a sub-estrutura do ligante representa a porgdo de hidroxila da
Rifamicina A;

A, representa um grupo amina da Rifamicina A;
: O

a sub-estrutura FQ~ 0" do ligante representa a porgcao carboxilica de uma

fluoroquinolona antimicrobiana.
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Por causa de sua afinidade alta a tecidos 6sseos, o grupo fosfonado
B provavelmente permanecerd ligado aos ossos durante um periodo.
prolongado de tempo (até varios anos). Portanto, € muito importante que o
grupo fosfonado seja dotado com baixa ou preferivelmente nenhuma
toxicidade mensuravel. De acordo com outra modalidade, o grupo fosfonado
B e o ligante L sao selecionados tal que o ligante é hidrolisado ou clivado in
vivo (preferivelmente, principalmente em tecidos dsseos), desse modo,
liberando: (i) a Rifamicina A e (ii) uma molécula fosfonada n&o-tdxica
escolhida tendo uma atividade terapéutica de osso comprovada. Tais
compostos teriam, desse modo, uma utilidade dupla, isto é: 1) fornecer
localmente aos ossos, durante um periodo prolongado de tempo e/ou em
concentragées aumentadas, um antibidtico Util na prevengdo e/ou tratamento
de uma infeccdo Ossea bacteriana, e 2) fornecer aos ossos uma
regeneragao Ossea estimulante de farmaco ou inibir a reabsor¢ao éssea,
desse modo, facilitando a recuperagao 6ssea de danos causados por uma
infeccdo ou outra les@o. Moléculas fosfonadas adequadas com atividade
terapéutica de osso comprovada util de acordo com a invengao incluem,
porém, nao sdo limitados a risedronato e olpadronato. (outros tais
pamidronato, alendronato, incadronato, etidronato, ibandronato,
zolendronato ou neridronato), estas moléculas sendo inibidores de
reabsorgao 6ssea de bisfosfonato conhecidos geralmente empregados para
o tratamento de osteoporose.

O esquema abaixo ilustra os principios dessa modalidade:
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Q
o_ P(OH),

ROH),
o

||An -||LII . "BI,'

0,

HO P(OH),

. R(OH),
. (o}

N N

l
o— OH N,
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Derivado de rifamicina IOH

A presente invengdo da mesma forma inclui o uso de um ligante
sensivel a pH que é clivado apenas em uma faixa pré-determinada de pH.
Em uma modalidade, o ligante sensivel a pH é um ligante sensivel a base
que é clivado em um pH basico variando de cerca de 7 a cerca de 9. De
acordo com outra modalidade, o ligante € um ligante sensivel a acido que é
clivado em um pH &cido que varia de cerca de 7,5 a cerca de 4,
preferivelmente de cerca de 6,5 e inferior. E levantada a hip6tese que um

ligante sensivel a acido permitiria uma liberagdo especifica da Rifamicina A
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principalmente em um sitio de infeccdo bacteriana porque sabe-se que
acidificagdo de tecidos geralmente ocorre durante infeccao (O'Reilley e
outros, Antimicrobial Agents and Chemotherapy (1992), 36(12): 2693-97).

Uma ligacéo covalente ou um ligante nao clivavel pode da mesma
forma covalentemente acoplar o grupo fosfonados B a Rifamicina A. Tal
ligagao ou ligante seria selecionado tal que nado seria clivado ou seria
principalmente clivado pelas bactérias presentes no sitio atual de infecgao. E
levantada a hipotese que para tais compostos o grupb fosfonado
permaneceria ligado a Rifamicina A e o composto todo seria gradualmente
liberado do osso e absorvido pelas bactérias, desse modo, exercendo seu
efeito antibacteriano.

Naturalmente, outros tipos de ligantes podem ser selecionados e
sintetizados por aqueles versados na técnica. Poi' eXempIo, o ligante bode
da mesma forma conter um grupo fosfonado hidrolisavel in vivo tendo uma
afinidade aos ossos como -descrito por llex Oncology Reséarch em WO
04/026315. O ligante pode da mesma forma conter um grupo ativo (por
exempio, um grupo liberavel que estimula a formagao éssea ou que diminui
a reabsorcdo Ossea). Estes e outros ligantes adequados sdo abrangidos
pela presente invengao.

Além desses compostos descritos aqui anteriormente e na seg¢éo de
Exemplificacdo, compostos adicionais da Férmula' () de acordo com a
invengdo incluem, porém, ndo sao limitados aqueles tendo as seguintes
formulas: | | |
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Além disso, a presente invengdo protege os compostos da

Férmula (1) e de Férmula (I1), bem como sais farmaceuticamente aceitaveis,
metabdlitos, solvatos e préQférmacos destes. Exemplos de sais
farmaceuticamente aceitaveis incluem, porém nao sao limitados a, sulfatos,

5 pirossulfatos, bissulfatos, sulfitos, bissulfitos, fosfato, monoidrogenofosfatos,
diidrogenofos-fatos, metafosfatos, pirofosfatos, cloreto, brometos, iodetos,
acetatos, propionatos, decanoatos, caprilatos, aérila_tos, formatos,

isobutiratos, caproatos, heptanoatos, propiolatos, oxalatos, malonatos,
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succinatos, suberatos, sebacatos, fumaratos, maleatos, butina-1,4-dioatos,
hexina-1,6-dioatos, benzoatos, clorobenzoatos, metilbenzoatos,
dinitrobehzoatos, hidroxiben-zoatos, metoxibenzoatos, ftalatos, sulfonatos,
xilenossulfonatos, fenilacetatos, fenilpropionatos, fenilbutiratos, citratos,
lactatos, gama-hidroxibutiratos, glicolatos, tartaratos, metanossulfonatos,
propanossulfonatos, naftaleno-1-sulfonatos, naftaleno-2-sulfonatos, e
mandelatos.

Se o composto inventivo for uma base, o0 sal desejado pode ser
preparado por qualquer método adequado conhecido na técnica, incluindo
tratamento da base livre com um acido inorganico, tais'.como éacido cloridrico,
acido hidrobrémico, acido sulfurico, acido nitrico, acido fosforico, e similares,
ou com um &cido organico, tais como &cido acético, acido maléico, acido
succinico, acido mandélico, acido fumarico, acido malénico, acido pirdvico,
acido oxalico, acido glicdlico, acido salicilico, acidos de piranosidila tais
como -acido glucurdnico e acido galacturénico, acidos de alfa-hidréxi tais
como acido citrico e acido tartarico, aminoacidos tal como acido aspartico e
acidos glutamicos, acidos aromaticos tal como acido benzéico e &cido
cinamico, &cidos sulfénicos tal como 4cido p-toluenossulfénico ou acido
etanossulfénico, ou similar.

Se o composto inventivo for um acido, o sal desejado pode ser
preparado por qualquer método adequado conhecido na técnica, incluindo
tratamento do &cido livre com uma base inorgénica ou organica, tal como um
amina (primaria, secundéria, ou terciaria), um hidréxido de metal alcalino
terroso ou metal alcalino, ou similar. Exemplos ilustrativos de sais
adequados incluem derivados de sais organicos de aminodcidos tais como
glicina e arginina, amoénia, aminas primarias, secundarias e terciarias, e
aminas ciclicas tal como piperidina, morfolina e piperazina, e derivados de
sais inorganicos de sédio, calcio, potassio, magnésio, manganés, ferro,
cobre, zinco, aluminio, e litio.

No caso de compostos, séis, pré-farmacos ou solvatos que séo
solidos, é entendido por aqueles versados na técnica que os compostos

inventivos, sais, e solvatos podem existir em formas de cristal diferentes,
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todas das quais sao pretendidas estar dentro do escopo da presente
invengao.

Os compostos inventivos podem existir como esterecisémeros
simples, racematos e/ou misturas de enantidmeros e/ou diasteredmeros.
Todos tais estereoisdmeros simples, racematos e misturas destes séo
pretendidas estar dentro do escopo da presente invengao. Preferivelmente,
os compostos inventivos sdo empregados em forma opticamente pura.

Os compostos da Formula (I) e/ou da Férmula (I a ser
administrados na forma de um pré-farmaco que é quebrado no corpo
humano ou animal para produzir um composto da Férmula (1) ou da Férmula
(I). Exemplos de pro-farmacos incluem ésteres hidrolisaveis in vivo de um
composto da Férmula (1) e/ou da Férmula (11).

| Um éster hidrolisavel in vivo de um composto da Férmula (1) é/ou
da Férmula (ll) contendo grupo carboxi ou hidréxi é, por exemplo, um éster
farmaceuticamente aceitavel que ¢ hidrolisado no corpo humano ou animal
para produzir o acido de origem ou alcool. Esteres farmaceuticamente
aceitaveis adequados para carbdxi incluem ésteres de (1-6C)alcoximetila por
exemplo metoximetila, ésteres de (1-6C)alcanoiloximetila por exemplo
ésteres de " pivaloiloximetila, = ftalidila, ésteres de (3-
8C)cicloalcoxicarboniléxi(1-6C)alquila  por exemplo ésteres de  1-
cicloexilcarboniloxietila; 1,3-dioxolen-2-onilmetila por exemplo 5-metil-1,3-
dioxolen-2-onilmetila; e ésteres de (1-6C)alcoxicarboniloxietila por exemplo
1-metoxicarboniloxietila e pode ser formado em qualquer grupo carbéxi nos
compostos desta invengéo.

Um éster hidrolisavel in vivo de um composto da Férmula (1) e/ou

da Foérmula (If) contendo um grupo hidréxi inclui ésteres inorganicos tais

como ésteres de fosfato e éteres de alfa-aciloxialquila e compostos

relacionados que como um resultado de hidrélise in vivo da interrupgédo de
éster para produzir o grupo hidroxi de origem. Exemplos de éteres alfa-
aciloxialquila incluem acetoximetoxi e 2,2-dimetilpropioniloximetoxi. Uma
selegao grupos de formagao de éster hidrolisavel in vivo para hidroxi inclui

alcanoila, benzoila, fenilacetila e benzoila substituida e fenilacetila,
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alcoxicarbonila  (para  produzir ésteres de alquil carbonato),
dialquilacarbamoila e  N-(dialquilaminoetil)-N-alquilacarbamoila  (para
produzir 'carbamatos), dialquilaminoacetila e carboxiacetila. |

D) Métodos de preparacao

Os compostos inventivos, e seus sais, solvatos, formas
cristalinas, metabdlitos ativos, e pro-farmacos, podem ser preparados
empregandd-se as técnicas disponiveis na técnica empregando-se materiais
de partida que . estdo facilmente  disponiveis. Certos novos métodos
exemplares de preparar os compostos inventivos sdo descritos na se¢ao de
Exemplificag@o. Tais métodos estao dentro do escopo desta invencgéo.

E) Composicoes Antimicrobianas e métodos de tratamento

Um aspecto relacionado da invengdo envolve o uso de
compostos da invengdo como um ingrediente ativo em uma composi¢do
farmacéutica terapéutica ou antibacteriana para tratamento, profilaxia ou

propdsitos de prevengao.

Composicoes farmacéuticas

Os compostos da presente -invengdo podem ser formulados
como composigc”)es' farmaceuticamente aceitaveis.

. A presente inven¢do fornece composicbes farmacéuticas que
compreendem um composto da presente invengdo (por exemplo, aqueles
compostos da Formula (I) e (Il)) em combinagdo com um excipiente ou
veiculo farmaceuticamente aceitdvel. Preferivelmente, o composto da
presente invencdo em uma composicdo farmacéutica é uma quantidade
terapeuticamente eficaz do composto. Veiculos incluem, porém, ndo sao
limitados a solugdo salina, solugdo salina tamponada, dextrose, agua,
glicerol, etanol, e combinagoes destes.

Métodos  aceitaveis de preparar formas farmacéuticas
adequadas das composi¢des farmacéuticas de acordo com a invengéo sao -
conhecidos por aqueles versados na técnica. Por exemplo, preparagées
farmacéuticas podem ser preparadas' seguindo técnicas convencionais do
quimico farmacéutico que envolve etapas tais como misturar, granular, e

comprimir quando necessario para formas de comprimido, ou misturar,
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preenchér, e dissolver os ingredientes quando apropriado, para produzir os
produtos desejados para varias rotinas de administragao.

Os compostos e composi¢des da invengdo sdo concebidos para
ter um amplo espectro de atividade, incluindo cepas resistentes antibidticas,
contra ambas bactérias Gram-positivas (por exemplo Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermis, Streptococcus pyogenes, Enterococcus
faecalis) e Gram-negativas (por exemplo E. Coli, Chlamydia pneumoniae,
Enterobacter sp., H. influenza, K. pneumoniae, Legionella pneumoniae, P.
aeruginosa).

Composicdes Farmacéuticas e um agente terapéutico de suporte

Uma ampla faixa de agentes terapéuticos de suporte, tal como
antibiéticos, podem ser empregados em combinagdo com os compostos,
composi¢cdes farmacéuticas e métodos da presente invengao. Antibiéticos
empregados como agente terapéutico de suporte podem agir interferindo-se
com sintese de parede celular, integridade de membrana plasmatica, sintese
de acido nucléico, fungao ribossémica, sintese de folato, etc. Agentes
terapéUticos de suporte podem ser incluidos em 'uma composicao
farmacéutica compreendendo um composto de Rifamicina fosfonado da
presente invengao, ou pode ser administrado simultaneamente com uma
composicao farmacéutica compreendendo um composto de Rifamicina
fosfonado da presente invencao. ' ‘ o ‘

Uma lista n&o-limitante de antibidticos uteis com que os
compostos e composicdes da presente invengdo poderiam ser combinadas
ou co-administradas inclui: sulfonamidas, beta-lactans, tetraciclinas,
cloranfenicol, aminoglicosideos, ~ macrolideos, glicopeptideos,

estreptograminas, quinolonas,  fluoroquinolonas, oxazolidinonas e

lipopeptidios. Em particular, tetraciclina, agentes antibacterianos derivados

de tetraciclina, glicilciclina, agentes antibacterianos derivados de glicilciclina,
minociclina, agentes antibacterianos derivados de minociclina, agentes
antibacterianos de  oxazolidinona, agentes antibacterianos de
aminoglicosideo, agentes antibacterianos de quinolona, vancomicina,

agentes antibacterianos derivados de vancomicina, teicoplanina, agentes
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antibacterianos derivados de teicoplanina, eremomicina, agentes
antibacterianos derivados de eremomicina, cloroeremomicina, agentes
antibacterianos derivados de c!oroéremomicina, daptomicina, e agentes
antibacterianos derivados de daptomicina sao preferidos.

Métodos para inibir o crescimento bacteriano

De acordo com um aspecto relacionado, a presente invengao
envolve métbdos de inibir o crescimento bacteriano. O método compreende
contatar as bactérias para o propésito de tal inibigado com uma quantidade
eficaz de um composto de Rifamicina fosfonado de acordo com a invengao
ou uma composicao farmacéutica que compreende compostos de acordo
com a invengdo (ou um pré-farmaco farmaceuticamente aceitavel, sal,
metabdlito ativo, ou solvato destes). Por exemplo, os compostos podem
inibir RNA polimerase bacteriana, transcricao de DNA dependente de RNA
polimerase bacteriana e/ou translacao bacteriana contatando-se uma

bactéria com um composto da invengao.

A contatagdo podem ser realizada in vitro (por exemplo, em

culturas de tecido de laboratdrio, em ensaios bioquimicos e/ou celulares),

in vivo em um animal ndo humano, in vivo em mamiferos, incluindo seres
humanos e/ou ex vivo (por exemplo, para propdsitos de esterilizagao).

A atividade dos compostos inventivos como inibidores  de
transcricao de‘ DNA e/ou translagdo pode ser medida por quaisquer dos
métodos disponiveis por aqueles versados na técnica, incluindo ensaios in
vivo e in vitro. Alguns exémplos de ensaios de enzimas de RNA polimerase
bacterianas foram descritos na paten'te U.S. 5.635.349 e por Sawadogo e
outros (Proc -Natl. Acad. Sci. USA (1985), 82:4394-4398), Doan e
colaboradores (FEMS Microbiol. Lett. (2001), 196:135-139) e Wu e outros
(Anal. Biochem. (1997), 245:226-230).

Métodos de tratamento

Um aspecto relacionado da invencao envolve o uso de um
composto da invengdo como um ingrediente ativo em uma composigao
farmacéutica, terapéutica ou antibacteriana para propositos de -tratamento.

Como definido. acima, "tratar" ou “tratamento” significa pelo menos a
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mitigagéo de uma condigdo de doenca associada com uma infecgdo
bacteriana em um individuo, incluindo mamiferos tal como um ser humano, -
que é aliviado por uma redugéo de crescimento, replicacio, e/ou propagagao
de qualquer bactéria, tais como organismos Gram-positivos ou Gram-
negativos, e inclui cura, cicatriza¢ao, inibi¢ao, mitigagéo, melhora e/ou alivio,
em toda ou em parte, da condicao de doenga.

As composi¢oes farmacéuticas podem ser administradas de
qualquer maneira eficaz, conveniente incluindo, por exemplo, administragéao
por vias tdpicas, parenterais, orais, anais, intravaginais, intravenosas,
intraperitoneais, intramusculares, intra-oculares, subcutaneas, intranasais,
intrabronquiais, ou intradérmicas entre outras. _

Em particular, na terapia ou como um profilactico (como também
descrito abaixo), os compostos e composicoes farmacéuticas da invengéao
e/ou pro-farmacos farmaceuticamente aceitaveis, sais, metabdlitos ativos e
solvatos podem ser administrados a um individuo comoe uma composi¢éo
injetével,’ por exemplo, como uma dispers@o aquosa esteril, preferiveimente
isoténica. Alternativamente os compostos e composicbes podem ser
formuladas para aplicacdo tdpica, por exemplo, na forma de ungulentos,
cremes, logdes, unglientos de olho, colirios, gotas otoldgicas, antisséptico
bucal, preparos impregnados e suturas e aerossois, e podem conter aditivos
convencionais apropriados, incluindo, por exemplo, consewantes, solventes
para ajudar a penetragéo do farmaco, e emolientes em unglientos e cremes.
Tais formulagbes topicas podem da mesma forma conter veiculos
convencionais compativeis, por exemplo, creme ou bases de unglento, e
etanol ou alcool de oleila para lo¢des. Tais veiculos podem constituir de

cerca de 1% a cerca de 98% em peso da formulagdo; mais normalmente

eles constituirdo até cerca de 80% em peso da formulagéo.

Meios alternativos para administragao sistémica incluem
administragdo transmucosal e transdérmica empregando penetrantes tais
como sais biliares ou acidos fusidicos ou outros detergentes. Além disso, se
um composto ou composi¢do farmacéutica da presente invengdo pode ser

formulada em uma formulacéo entérica ou encapsulada, administracdo oral
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pode da mesma forma ser possivel. Administracao destes compostos e
composi¢des pode da mesma forma ser tépica e/ou localizada, na forma de
pomadas, pastas, géis, e similares. |

Enquanto o tratamento pode ser administrado de uma maneira
sistémica através dos meios descritos acima, ele pode da mesma forma ser
administrado de uma maneira localizada. Por exemplo, o tratamento pode
ser administfado diretamente a um 0sso, tal como através de uma injegcao
em um 0sso0. O tratamento pode da mesma forma ser administrado de outras
maneiras localizadas, tal como aplicagcdo a um ferimento através de uma
composi¢cao topica ou diretamente em uma subcutanea ou outra forma de
ferimento.

Os compostos ativos, composi¢coes farmacéuticas e pré-
farmacos farmaceuticamente aceitaveis, sais, metabolitos e solvatos podem
ser da mesma forma administrados a um individuo como parte de substituto
de osso ou composto.de reparo de o0sso tais como cimentos ou

preenchedores de osso (por exemplo, Skelite™, Millenium Biologics, -

| Kingston, ON, Canada) e contas de calcio ou hidroxiapatita.

Uma dose dos compostos ou composi¢oes farmacéuticas
contém pelo menos uma quantidade farmaceuticamente ou
terapeuticamente eficaz do composto ativo (isto €, um Composto'da Formula
(1), da Formula (Il) e/ou um pré-farmaco farmaceuticamente aceitavel, sal,
metabdlito ativo, ou solvato destes), e é preferivelmente feito de uma ou
mais unidades de dosagem farmacéuticas. A dose selecionada pode ser
administrada a urh individuo, por exemplo, um paciente humano, em
necessidade de tratamento. Uma "quantidade terapeuticamente eficaz" é
pretendida significar aquela quantidade de um composto da Férmula (I) e/ou
da Férmula (ll) (e/ou um pré-férmaco farmaceuticamente aceitavel, sal,
metabdlito ativo, ou solvato destes) que concede um efeito terapéutico no
individuo tratado. O efeito terapéutico pode ser objetivo (isto é mensuravel
por algum teste ou marcador (por exemplo, contagem bacteriana inferior)) ou
subjetivo (isto &, o individuo produz uma indicagdo de ou sente um efeito).

A _quantidade que correspondera a uma "quantidade
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terapeutibamente eficaz" variara, dependendo de fatores tais como o
composto particular, a via de administrag@o, uso de excipiente, a condicdo-
de doenca e a gravidade destes, a identidade do individuo em necessidade
desta, e a possibilidade de co-uso com outros agentes para tratar uma
doencga. Contudo, a quantidade terapeuticamenté eficaz pode ser facilmente
determinada por alguém de experiéncia na técnica. Para administragdo a um
individuo tal como um mamifero, e particularmente um ser humano, é
esperado que o nivel de dosagem diario do composto ativo sera de
0,1 mg/kg a 200 mg/kg, tipicamente ao redor de 1 - 5 mg/kg. O médico em
qualquer evento determinard a dosagem atual que sera muito adequada
para um individuo e variarda com a idade, peso e resposta do individuo

particular. As dosagens acima sdo exemplares do caso médio. Pode,

evidente, ser exemplos individuais onde faixas de dosagem mais altas ou

mais baixas sdo merecidas, e tais estdo dentro do escopo desta invengao.
Embora a invengao seja preferivelmente dirigida a profilaxia e/ou
tratamento de infecgOes relacionadas a 0sso, a invengao abrange metodos
terapéUticos e profilaticos contra outras doencas causadas por ou
relacionadas a infecgdo bacteriana, incluindo porérh nao-limitadas a otite,
conjuntivite, pneumonia, bacteremia, sinusite, enfisema pleural e
endocardite, infeccbes de baixo grau nos arredores das calcificagdes de
vasos. ateroscleroticos, e meningite. Em tais métodos, uma quantidade
terapéutica eficaz ou profilatica de um composto e/ou composicdo
farmacéutica como definido mais acima, é administrada a um individuo
(preferivelmente um ser humano) em uma quantidade suficiente para
fornecer um efeito terapéutico e, desse modo, prevenir ou tratar a infec¢ao

do individuo. Quantidades exatas podem ser habitualmente determinadas

por alguém versado na técnica e variara dependendo de varios fatores, tais

como a cepa bacteriana particular envolvida e 0 composto antibacteriano
particular empregado.

Profilaxia e prevencao

Um uso adicional que é particularmente considerado para os

compostos da presente invengdo é para propositos de profilaxia e
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prevencdo. Realmente, muitos cirurgides ortopédicos consideram que o0s
seres humanos com articulacdes protéticas devem ser considerados para
profilaxia antibidtica antes de um tratamento que poderia produzir uma
bacteremia. Infeccdo profunda é uma complicacdo séria que as vezes leva a
perda da articulagé@o protética e é acompanhada por morbidez significante e
mortalidade. Os compostos e composi¢cdes farmacéuticas da presente
invengao poydem, portanto, ser empregados como uma substituicdo para
antibioticos profilaticos nesta situagdo. Por exemplo, os compostos e/ou
composigoes farmacéuticas podem ser administrados por injecdo para obter
um efeito sistémico e/ou local contra bactérias relevantes logo antes de um
tratamento meédico invasivo, tal como cirurgia ou inser¢do de um dispositivo
de demora (por exemplo, substituicao de articulagéb (quadril, joelho, ombro,
etc.), enxerto Osseo, reparo de fratura, operagdo dental ou implante.
Tratamento pode ser continuado depois do tratamento médico invasivo, tal
como pds-operatoério ou durante o tempo no corpo do dispositivo.

Além disso, os compostos e/ou composicdes farmacéuticas
podem da meéma forma ser administradas antes do tratamento médico
invasivo para perm'itir 0 acumulo do composto nos tecidos dsseos antes do
tratamento. - | o |

Em cada exemplo,, os compostos e/ou cbmposigées
farmacéuticas da presente invencdo podem ser administrados uma vez,
duas vezes, trés vezes ou mais, de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 dias ou mais, durante
10,9,8,7, 6,5, 4, 3, 2, ou 1 hora ou menos antes da Cirurgia para permitir
uma presenca local ou sistémica recomendavel dos compostos, e/ou
acumulo nos ossos, preferivelmente nas areas potencialmente expostas a
contaminagdo bacteriana durante o procedimento cirdrgico. Ainda mais
preferivelmente, compostos fosfonados e/ou composicdes farmacéuticas da
invengdo podem ser administrados tal que eles podem alcangaf uma
concentragao local de cerca de 5, 10, 20, 30, 40, 50, 75, 100, 500 ou ainda
1000 vezes a concentragdo mais alta do que a concentragdo que
normalmente seria obtida durante a administracdo da Rifamicina de origem

ndo-modificada, isto €, um equivalente nao-fosfonado. O(s) composto(s)
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pode(m) ser administrado(s) depois do tratamento médico invasivo durante
um periodo de tempo, tal como 1, 2, 3, 4,'5 ou 6 dias, 1, 2, 3 ou mais
semanas, ou durante o tempo total em que o dispositivo esta presente no
corpo.

Portanto, a invencédo fornece um método de induzir acimulo de
Rifamicina nos ossos de um individuo, tal como mamifero, em que uma
Rifamicina fosfonada tendo afinidade alta a tecidos ésseos é administrada a
um individuo. A Rifamicina fosfonada liga tecidos 6sseos e acumula nos
ossos do individuo em quantidades maiores do que quantidades de um
equivalente ndo fosfonado da Rifamicina. Preferivelmente, o grupo fosfonado
€ acoplado a Rifamicina através de um ligante clivavel.

A invengcdo também fornece um método para prolongar a
presenca de uma Rifamicina em ossos de um individuo, tal como um
mamifero, em que uma Rifamicina fosfonada tendo uma afinidade alta a
tecidos 6sseos € administrada a um individuo. O grupe fosfonédo € acoplado
a Rifamicina através de um ligante clivavel. A Rifamicina fosfonada liga-se
aos tecidos 6sseos e acumula-se em ossos do individuo, e o ligante é
gradualmente clivado dentro dos ossos, desse modo, liberando a Rifamicina
e prolongando a presenca da Rifamicina nos 0ssos.

F) Dispositivos de demora e produtos revestidos com uma Rifamicina

fosfonada _

A invengao também abrange dispositivos de demora revestidos
com os compostos e composi¢des farmacéuticas da invengdo. Quando aqui
empregado, o termo “dispositivo de demora" refere-se a implantes cirurgicos,
dispositivos ortopédit:os, dispositivos protéticos e cateteres, isto é,
dispositivos que sao introduzidos ao corpo de um individuo e permanecem

na posi¢ao durante um tempo prolongado. Tais dispositivos incluem, porém

nao sdo limitados a, articulagdes artificiais e implantes, valvulas de coragéo,
marcapassos, enxertos vasculares, cateteres vasculares, desvios de liquido
cérebro-espinhais, cateteres wurindrios, cateteres de didlise peritoneal
ambulatéria continua (CAPD).

De acordo com uma modalidade, o dispositivo de demora é
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banhado em ou pulverizado com uma concentragdo de cerca de 1 mg/ml a
cerca de 10 mg/ml de um composto e/ou composi¢cao farmacéutica da
invengao, antes de sua insercao no Corpo. |
De acordo com outra modalidade, o dispositivo de demora é feito
de, ou pré-revestido com um tipo de material tipo 6sseo (por exemplo,
fosfato de calcio, ion de Ca e hi'droxiapatita (Yoshinari e outros, Biomaterials
(2001), 22(7): 709-715)). Tal material é vantajosamente provavel de
melhorar a ligagdo dos compostos e composicoes farmacéuticas da
invengao no dispositivo de demora, durante o revestimento do dispositivo
com os compostos ou composi¢des farmacéuticas da invencao depois de
sua administragao local ou sistémica. Os dispositivos de demora podem da
mesma forma ser revestidos com um material ésseo pré-carregado com ou
contendQ composto(s) de alvejamento de osso ligados de acordo com a
invengdo. Para as modalidades anteriormente mencionadas, hidroxiapatita
seria preferida como o material 6sseo. Mais detalhes em métodos de

revéstimento, usos e vantagens de proteses revestidas por hidroxiapatita

-sd0 encontrados na revisao por Dumbleton e Manly (The Journal of Bone &

Joint Surgery (2004) 86A:2526-40) que esta i_ncorporada aqui por referéncia.
G) Métodos de preparacio |

Os compostos inventivos, e seus sais, solvatos, formas
cristalinas, metabdlitos ativos, e prd-farmacos, podem ser preparados
empregando-se as técnicas disponiveis na técnica empregando-se materiais
de partida que estao facilmente disponiveis. Certos' novos e métodos
exemplares de preparar os compostos inventivos sao descritos na secao de
Exemplificacdo abaixo. Tais métodos estdo dentro do escopo desta
invengao. |
EXEMPLOS

Os Exemplos mencionados aqui fornecem sinteses exemplares
de compostos representativos da invengdao. Da mesma forma fornecido séo
métodos exemplarés para analisar os compostos da invengdo quanto a sua
atividade de ligacao Ossea, ensaios para determinar a concentragcio

inibidora minima (MIC) dos compostos da invengéo contra microorganismos,
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e métodos para testar a citotoxicidade e atividade in vivo.

Exemplo 1: Sintese de Rifamicinas fosfonadas

A) Procedimentos Experimentais Gerais
A 1) Preparac¢do de blocos de construgdo de bisfosfonato

4 ROH + CI\(H? ‘ (b')/CI - ROF; }lb/OR

OR'

Como descrito em Sinth. Commun. (2002), 32; 211-218,
tetraésteres de acido metilenobisfosfénico (I) podem ser preparados a partir
do tetracloreto de origem e um alcool.

1l 1 .
RO),P. _P(OR lla: X = NO,
o (RO) ( Rz lb: X = NH,
(RO)zP P(OR)z . ‘ . ‘
~ llic: X = CO,R'
w  Wd: X =COH
I
| Q
RO~ -OR
Br . : ‘ p:qo’|4 b “OoR Va:X=OR
H(OR - Vb: X = OH
_X  veiX=Cl
o]
. 0.
v

Seguindo os protocolos descritos em Bioorg. Med. -Chem.
(1999), 7; 901-919, blocos de construgéov de bisfosfonato substituido por
benzila das estruturas gerais Ill e V podem ser obtidos por alquilagdo do
anion de | com brometo de benzila 4-substituido Il ou bromoacetato IV.
Compostos de nitro llla podem ser convertidos em anilina lilb por reducéo
do grupo de nitro sob condi¢cdes de hidrogenagdo, empregando um

catalisador tal como PtO,. Esteres semelhantes a llic e Va podem ser

convertidos aos écidos'correspondentes llld ou Vb por meio de clivagem de
éster. Por exemplo, ester llic onde R' = +-Bu podem ser tratados com TFA
para proporcionar o acido correspondente llld. Sob condigbes similares,
éster Va onde X = Ot-Bu pode ser convertido ao acido Vb.
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O 0] 0O O
Br 1] ) 1 Il 1
(RO),P: (RO),P- Br (RO),P P(OR),
X X X X
X

Vi | Vil Vil

- Bisfosfonatos de metileno substituidos por arila da férmula geral
IX podem ser obtidos a partir dos haletos benzilicos de origem VI em uma
sequéncia de duas reagdes de Arbuzov separadas por uma halogenacao

benzilica.
Br O O
0O O "~ EtO~j )~ OFEt
EtO~p_  pB-H + — EtO’F;\/b
EtO” " "OEt - S
CO.R
X Xi CO,R
Xlla: R-=1-Bu, Me
Xllb: R=H
| 5 (Etoxifosfinil)metilfosfonato de dietila X pode ser preparado

| empregando-se o prdcedimento descrito em Synth. Comm. (2002), 32; 2951-
2957 e patente US 5.952.478 (1999). Pode ser acoplado com um
bromobenzeno 4-substituido (X1) para acessar o acido Xllb, seguindo

clivagem do intermediario de éster Xlla.

1} . !
.. +PRoNH + HC(OEt); - v
Ro’g 4 2 (OE)3 _ 0
~. ¢ 0§ kom
HaN—C e HOJ\M/\H/NKP(OR)'
2 2
g T "o
0 (0]
POR)s+ OO0 Va1
RN xim - W XVb: n =2
Xlva:n=1
XlVb:n=2

10
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O : /r
/7 , (RO)-R, O
(RO).P, @) (e o 2
T N—FoR), + Ovo — H PIOR):
H2N )m . )n HO n m
' O .
llb: m=1 Xlva:n=1 XVia: m=1,n=1
IX: m=0 XIlVb:n=2 XVib: m=1,n=2
o « XVic: m=0, n=1
XVid: m=0, n=2

Amina Xl pode ser preparada a partir de dibenzilamina ou
dialilamina, fosfito de dialquila e ortoformiato de trietila seguindo um
protocolo descrito em Synth. Commun. (1996), 26; 2037-2043, ou de um
fosfito de trialquila e uma formamida apropriadamente substituida (tal como
formamida de alila) como em Phosphorus, Sulfur e Silicon (2003), 178, 38-
46. Acilagdo de X!NlI com anidrido succinico XIVa ou anidrido glutarico XIVb

| pode fornecer acidos XVa e XVb respectivamente (J. Drug Targeting (1997),

5; 129-138). De uma maneira similar, tratamento do Illb ou IX previamente

descrito com XIV(a-b) resulta nos acidos succinadmicos e glutaramicos XVi(a-

d).

. ] 11
(RO),P-__P(OR), (RO).P<_P(OR),

T

! XVII

(RO)P_P(OR), —>
CO,H
_ XVl
Olefina XVII pode ser preparada a partir de | seguirido um
protocolo descrito em J. Org. Chem. (1986), 51; 3488-3490. Pode ser

convertida ao &cido Bisfosfonobutirico de origem XVII como descrito em J.
Org. Chem. (2001), 66;3704-3708. '
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(RO)glg]/'l'D(OR)2
)

HO,C™" 'n-1
T / XXla: n =3
(RO)2P P(OR)2 XXIb n=4
— |
R'O RO™ 'n
M-8 XXa: n =3, R = PG \ e 9
: XXb:n=4,R = PG (RO),P<__ P(OR),

XiXa:n=3  XXec:n=3,R=H I

XiXb:n=4  XXd:n=4,R'=H A,
XXlla: n =3
XXllb: n=4

Como descrito em Phosphorus, Sulfur e Silicon, (1998), 132;

219-229, alcoois de estrutura geral XX(c-d) e iodvetos da estrutura geral XXII

podem ser preparados por alquilagdo do anion de | por brometos de w-

hidroxi protegidos'de varios comprimentos de cadeia XIX(a-b). Depois da

5 desprotecao, alcoois podem ser convertidos aos iodetos correspondentes

pcjr meio de tratamento com trifenilfosfina gerada in situ : complexo de iodo.

'Estes alcoois XX(c-d) podem adicionalmente ser convertidos em &cidos da |

estrutura geral XX por métodos convencionais de oxidagdo, tal como
tratamento com dicromato de piridinio. |

(RO),P—_P(OR),

SH
XXin

10 Tiol XXIII pode ser preparado por alquilagdo do &nion de | com
um 3-iodopropano-1-tiol protegido seguindo o protocolo descrito em Bioorg.

Med. Chem. (1999), 7; 901-919.
0o

o
P(OR) o Ag,

~ @
o P(OR),
P(OR), Cs,CO3, DMF Br\/”\ POR),
HoN o) : _ ” S

b | XXtV
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Q@ o -9
POR), B'\)Lsr O  P(OR),
Br '
HN" P(OR) N P(OR),
& Cs,COs DMF H o8
Xil XXV

Bromoacetamidas XXIV e XXV das aminas de origem llib e Xl
podem ser preparadas de acordo com uma modificagdo do procedimento
descrito em J. Drug Targeting (1995), 3, 273-282.

(RO)QP P(OR)2 (RO)2P P(OR)2
1] i '
(RO),P. P(OR),
) —
| n
XXlla:n=3 -
XXilb:n=4
XXVla n= XXVIla n=
XXVib: n = 4 XXViib: n = 4

As vinil aril cetonas bifosfonadas tal como XXVI.I(é-b) podem ser
preparadas por meio de tratamento dos iodetos de origem XXill(a-b) com p-
hidroxiacetofenona, seguindo por uma reagao de transferéncia de metileno
como descrito em Org. Syn. (1983); 60; 88-91. |
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o o OspoR), o o O\‘)P\(OR)2
R, X, )LH/”\ R' . Xo J\HJL
N"O7 Y o HzN)\IFI’(OR)Z R A v/ i 1
R’ e} : R . o)
XXVillan=2 XIn XXIXan=2; R"=PG
XXViilbn =3 _ -XXIXb n=3; R"=PG

XXIXen=2;R"=H
XXIXdn=3;R"=H

' 0 ' (II?D(OR)
e j\ﬁi‘ P(OR), o 0 /@A( i
~pg- Xe + : — R'\, . X. JI\H/U\ = P(OR),
N"o” X, ToH N/©/O?P((OR)2 N0 N ©

R Hal B n H
XXVillan=2 lib XXXan=2;R"=PG
XXVillbn=3 . XXXbn=3;R"=PG

XXXcn=2;R"=H
XXXdn=3;R"=H

H o o0 Osp(oRy), 0 0°%poR),
Ny XA A R x X
RTTNTIOTNT TOH T N POR), T RN ~0J\(~ﬁu\u P(OR),
R o R o)
XXXlan =2 X : © XXXllan=2;R"=PG
XXXbn=3 | XXXIlb n = 3 R" = PG

XXXllen=2; R"=H
XXXlldn=3;R"=H

0]
: v i
' P(OR
oo o o P(OR), H 0 o (OR)e
woN< - XS )‘\6")1\ + — NOUX )j\e,)/u\ ’ ~P(OR),
ot ton U groi T et o e o

R' H2 R H
XXXlan=2 litb - XXXlllan=2; R"=PG
XXXibn=3 . - XXXlilb n = 3; R" = PG

XXXlllen=2;R"=H
XXXlildn=3; R"=H

 Aminas bisfosfonadas XXIX(a-d) e 'XXX(a-d) e hidrazinas
XXXll(a-d) e XXXIlll(a-d) sao produzidas pelas avminas apropriadamente
protegidas XXVlli(a-b) e hidrazinas XXXl(a-b) com lllb ou Xlll, na presenga
de uma amina terciaria e um agente de acoplamento de amida padrao (DCC,
E'DCI, HBTU, HATU, PiBOP, BOP-Cl). Em todos estes césos, X é uma
combinagdo de dtomos separando os atomos de nitrogénio e oxigénio e R' é

outra combinag¢ao de atomos que podem ser ligados a esses em X.
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0 Osp(oR), - 0 O*‘)P\(Oﬂ)z
R — Ay
N X7, on 7 HgN)\P(OR)z ~N 'N”~P(OR),
1" H n H 1"
o o) 4
XXXIV n > 1 X . XXXVan > 1; R = PG

XXXVbn=>1,R' =H

' - 9 | P(OR)

Q ~POR), Q i

R'< /\ﬁ/)ﬂ\ + /O/Y — R /\H)J\ ~P(OR)

N OH . ~ N o} 2
H 'n HoN o*POR): N n H

XXXIVn21 b XXXVlan>1; R =PG
: : XXXVibn>1;R'=H

Aminas bisfosfonadas XXXVa-b e XXXVia-b sao facilimente
produzidas pela acilacao de aminas XIll e Hib respectivamente com
aminoacidos protegidos XXXIV sob condi¢cdes de acoplamento de amida
‘padrdo (amina Terciaria e um agente de acoplamento de amida padréb tal
como DCC, EDCI, HBTU, HATU, PiBOP, BOP-CI).

Os blocos de construcéo de bisfosfonato nesta secdo estao na
forma de seus ésteres fosfonicos, R sendo Me, Et, i-Pr ou Bn; ou como o
acido bisfosfonico livre. | |
A 2) Sintese de conjugados de Rifamicina-bisfosfonato
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o

XXXV HN™ ~O - XxXile

XXXVillan =2
XXXid XXXVilIb n = 3
(RO);P” ~P(OR),
o}

o)

XXXVl HN e

o XXXIXan=2
XXXIlid XXXIXb n = 3 Q .
. P(OR),
: PR,
P(OR), '

o POR),

Pré-farmacos bisfosfohados XXXVIlli(a-b) e XXXIX(a-b) sao
preparados pela condensacdao de 3-formil Rifamicina S XXXVIl com as
hidrazinas XXXli(c-d) e XXXlll(c-d) de uma maneira similar como descrito
em Farmaco, Ed. Sci. (1975), 30, 605-619.
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NHR"

O)\ Rx

- N N
: 0 XLla Rx = tBu _
N XLIb Rx =:2,4,6-triclorofenila

"0 P(OR),
Vb
H i § '('})5 OR
ACO» : /‘\/ \[(\r ( )2
Meo, J., on & | 0 oP(OR)

A reagdo de compostos derivados de rifamicina XL com os
anidridos misturados preparados a partir de glicinas protegidas
seletivamente produz os produtos de éster XLlla,. de uma maneira
semelhante aquela descrita para outros anidridos em J. Mol. Struct. (2001),
563-564, 61-78. Depois da desprotegéd da porgao de glicinila, o grupo amino
livre é reagido com acido Vb para produzir os derivados de Rifamicina

bisfosfonada desejados XLIII.



o) o)
( 17 0
P(OR) 7
n f:/(;ﬂ) ®  Xuvan=3 N\R‘ ol %/P(Oﬂ)z
0 2 XLIVb n = 4 5=PF(OR),
XXVIi(a-b)

A adicado de XL em vinil cetonas XXVIil(a-b) fornece pro-
farmacos derivados de Rifamicina bisfosfonada XLIV(a-b), de uma maneira
similar aquela descrita para um pré-farmaco ndo-bisfosfonado de
ciprofloxacina em Ind. J. Pharm. Sci. (1999); 61, 223-226.

AcO.

HN,X\N,R
RI 'Rll
XLl XLVllaR" =PG R>-X
XLVIIb R" = H R
XLVaY=H
XLVb Y = trialquilsilila
-~
\ 0]
XLVillan=2 HO N
XLVIllbn=3 N
]
Rll -
i '(g) o XXVli(a-b) " ? P
(RO), W/HEO o P(OR),
(RORPsyy =P(OR),

Similarmente, os compostos XLVIIb obtidos pela condensagao
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de benzoxazinorifamicinas XLV(a-b) com diaminas XLVI na presenga de um
oxidante moderado tal como diéxido de manganés, como descrito em US
4.690.919, US 4.983.602 e Chem. Pharm. Bull. (1993), 41: 148-155, podem
reagir com vinil cetonas XXVIll(a-b) para proporcionar pré-farmacos
bisfosfonados XLVili(a-b).

O O “SP(OR),
Xo
HN" "0 N)\P(OR)z
| n H "
R _ 0
XXIXen=2
XXIXdn =3
XLVaY =H ,
XLVb Y = trialquilsilila
0O o
HN’X‘o)ké‘)’U\NH
] n
RI
XXXcn=2
XXXdn =3 O
XLVaY =H ‘ N PORR  Q
XLVb Y = Trialkylsily! (RO)P
O¢P(OR)2 (Ro)zp:o

Derivados de benzoxazinorifamicina bisfosfonados IL(a-b) e L(a-
b) sdo preparados pela condensacao de aminas bisfosfonadas XXIX(c-d) e
XXX(c-d) com os derivados de benzoxazinorifémicina.XLV(a-b) na presenca
de um oxidante moderado tal como diéxido de manganés, como descrito em
US 4.690.919, US 4.983.602 e Chem. Pharm. Bull. (1993), 41: 148-155.
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_ Lilan=1
B8P = Liibn=2
P(OR),
—BP = ) o) Lillan=1

P(OR), Lllbn=2

-
%{O
=z
1o
=0
(@]
2
n
cc
<<
oo
33
I n
N-

—BP

RO)2P

an=1,mz2
/\ﬂ)j\ P(OR)z LVbn=2m>
—BpP =

A condensacgdo de rifamicina XL com anidridos succinicos e
glutaricos fornece acidos Lla e LIb respectivamente. Estes acidos podem ser
acopladbs, sob condigcbes de acoplamento de amida padrdo (amina terciaria
e um agente de acoplamento de amida padréo tal como DCC, EDCI, HBTU,
HATU, PiBOP, BOP-CI), com amina Xlll para fornecer pré-farmacos
bisfosfonados Lll(a-b), com amina lllb para fornecer pré-farmacos
bisfosfonados Llll{(a-b), com aminas XXXVb para fornecer pré-farmacos
bisfosfonados LIV(a-b) e com aminas XXXVib para fornecer pro-farmacos
bisfosfonados LV(a-b).



100

i 0 ’
ol
™ HO LVilan =1 R2
LVIbn=2
. P(OR)z
LVillan=1
—8P = LVillbn =2
P(OR),
o
*—BP = O  LiXan=1
. P(OR), LIXbn=2
(RO)Ry
o)
' 7 %on
—BP = /\ﬁJ\N (R HXan=1m21
= Xbn=2m>1
m H E(OH)Z n m
o)
(RO),P’
o LXlan=1,m21
POR): Xlbn=2m>1
Q—BP = m H

Similarmente, a condensagao de benzoxazinorifamicina LIV com
anidridos succinicos e glutaricos fornece &cidos Lla e Llb que podem ser
acoplados com aminas XIiI, lllb, XXXVb e XXXVIb para fornecer pré-

farmacos bisfosfonados LVli(a-b), LVIli(a-b), LiX(a-b) e LX(a-b)
5 respectivamente. '
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LXila -X = -Br, n =1
LXllb -X =-Br, n =3
LXlle -X = -Br, n =4 0
LXid -X = -O,CCMez, n =1

LXile -X = -O,CCMe3z, n =3
LXilf -X = -O,CCMeg, n =4

LXillan=1 R'
LXlllbn=3
IXllicn=4
i LXVan=1,m=1
O P(OR), LXIVbn=1,m=2
n —Bp. = . LXiVen=3,m=1
LXiVdn=3, m=2
) m P(OR); LXIven=4,m=1
: A o) LXIVf n=4,m=2
O™ "NH
BP . epp = 0 LXVan=1,m=1
LXVbn=1,m=2
(RO)F P(OR) LXVen=3 m=1
2R LXVdn=3, m=2
LXVen=4 m=1
LXVf n=4, m=2

o _ ~ Tratamento de rifamicinas XL com brometos de bromoacila
- LXlI(a-c) ou com os anidridos misturados LXIl(d-f) na presenca de u_ma base
nao nucleofilica fornece ésteres de bromoacila LXIlll(a-c). Estes podem
reagir com os acidos sucinamicos XVa e XVla e os acidos ggtarémicos XVb

5 e XVIb na presenca de uma base para fornecer pré-farmacos bisfosfonados
LXIV(a-f) e LXV(a-f).
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O MeO/,,

—_—
LXlla-X =-Br, n =1
LXIlb -X =-Br, n =3

LXlic -X =-Br, n =4 0
LXIid -X = -O,CCMeg, n = 1
, LXlle -X = -0,CCMeg, n = 3
HO N°T LXI X = -0,CCMes, n = 4

- LXVian =1 2
LIv R2 A LXVIbn=3 R
LXVicn=4

O LXVilan=1,m=1
P(OR), LXVilbn=1,m=2
._BP = LXV"C n= 3, m= 1
LXVIidn=3,m=2
P(OR): Lxvilen=4,m=1
s LXVIf n=4, m=2
—BP = /O 3¥IIIa n=1m
Mbn=1,m
HOVF POR:  xvillen =3 m
(RO)R\ LXViidn =3, m
LXViile n = 4, m
LXVIIif n=4, m

Similarmente, benzoxazinorifamicinas LIV podem ser tratadas

~com LXIlli(a-f) na presenca de uma base para fornecer ésteres de bromoacila -

5 LXVI(é-c) que podem reagir com acidos XV(a-b) e XVI(a-b) para produzir
pro-farmacos bisfosfonados LXVIi(a-f) e LXVIli(a-f).

Os blocos de construgdo de bisfosfonato descritos nesta segao
estdao na forma de seus ésteres fosfonicos, R sendo Me, Et, i-Pr, alila ou Bn;
ou como os Aacidos bisfosfonicos livres efou sais de bisfosfonato livres. Os

10 ésteres bisfosfénicos podem ser‘convertidos aos acidos livres e sais de
acido por nﬁétodos convencionais, tal como o tratamento com brometo de
trimetilsilila ou lodeto na presenga ou na auséncia de uma base,
hidrogenagcdao quando os ésteres de bisfosfonato sdo bisfofonatos de
benzila, por tratamento com um catalisador de paladdio e um nucledfilo

15  quando os ésteres de bisfosfonéto sao bisfosfonatos de alila.

Os outros grupos de prote¢do empregados podem ser colocados

N=N=N—
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e removidos empregando-se os métodos convencionais descritos na
literatura, por exemplo, como revisado em "Protective Groups in Organic
Synthesis", Greene, TW. e Wuts, P.M.G., Wiley-Interscience, New York,
1999 | |

B) Procedimentos Experimentais Detalhados

Esquema 1. Sintese de (4-(2-(1-amino-piperézin-4-iI)et6xi)-4-oxo-

butanoilamino)metileno-1,1-bisfosfonato de tetraetila (7)

o)
. n »
" ] Ph—  PEy, FI/C P(OED,
NH + 2(EtO)P-H +HC(OEt); —» N . — HN
Ph—/ ‘ Ph—  POE gop P(OEN),
o o]
1 2
0
- OH
o
§ — CH,CI
[ j 2) LiOH, MeOH [ j CHCl3 DMAP N OH 2V
N
NH; NHBoc , \
NHBoc
3 4 v 5
Y
7 o)
? 0 o
O R . I/l oO
P(OEt v _ i
[ ] : N HNYP(OEt)z
P(OE‘)Z . (Nj . P(OEY),
NH2 NHBoc
7 6

N,N-dibenzil-1-aminometilenobisfosfonato de tetraetila (1): Composto 1
foi preparado de acbrdo com um protocolo modificado derivado de Synth,
Comm, (1996), 26: 2037-2043. Ortoformato de trietila (8,89 g, 60 mmols),
fosfito de dietila (16,5‘7 g, 120 mmols) e dibenzil amina (11,80 g, 60 mmols)
foram combinados em um frasco de base arredondado de 100 mL adaptado |
com uma cabeca de destilagao. A reacao foi aquecida em uma temperatura
de 180 - 195°C durante 1 h sob Ar, Quando a evolucdo de EtOH foi
concluida. A mistura de réagéo foi resfriada em temperatura ambiente,
diluida com CHClIz (300 mL), lavada com NaOH aquoso (2M, 3 (60 mL) e
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salmoura (2 x 75 mL), em seguida secada em ‘MgSQ,, Depois da
evaporac¢ao, um rendimento bruto de 25,2 g (87%) foi obtido, Uma porgao de-
495 g do O6leo cru foi purificada por cromatografia (acetato de
etila:hexano:metanol 14:4:1) para produzir o puro 1 (2,36 g, 41%). 1H RMN
(400 MHz, CDCls) 8 1,32 (dt; J=2,0, 7,0, 12H), 3,55 (t, J=25,0, 1H), 3,95-4,25
(m, 12H), 7,20-7,45 (m, 10H),

1-Aminometilenobisfosfonato de tetraetila (2): Composto 1 (2,00 g, 4,14
mmols) foi dissolvido em EtOH (40 mL). A esta solugao fdi adicionado
paladio em carbono (10%, 1,5 g) e cicloexeno (2,5 mL, 24,7 mmols). A
mistura de reacgéo foi refluxada sob argénio durante 15 horas, filtrada através
de celita e evaporada para produzir 2 como um 6leo amarelo palido
ligeiramente impuro (1,50 g, 119%) que foi diretamente empregado na

préxima etapa sem outra purificagdo, 'H RMN (400 MHz, CDCl5) 6 1,35 {t,

J=7,0, 12H), 3,58 (t, J=20,3, 1H), 3,65-3,90 (br s, 2H), 4,20-4,28 (m, 8H),

1-(t-ButionicéfbdhiIamiho)—4-(2—hidroxietiI)p’iperazina (4): 1-amino-4-(2-
hidroxietil)-piperazina 3 (1,18 g, 8,1 mmols) e anidrido de Boc (4,4 g, 20,3
mmols) foram adicionados a 100 mL de THF e aquecido a 60°C durante 1,5
hora, O solvente foi evaporado sob vacuo e o residuo foi dissolvido em
MeOH (50 mL) e uma solugdo aquosa (50 mL) de LiOH (970 mg, 40,4
mmols) foi adicionada. A solugdo resultante foi agitada em temperatura
ambiente durante 16 horas. A mistura foi em seguida diluida com agua (50
mL)'e extraida com CH.Cl, (3 x 75 mL), lavada com salmoura (75 mL),
secada em Na,SO, e concentrada para produzir uma goma incolor. O
residuo bruto foi triturado em Etgo, arrefecido a 0°C e filtrado para produzir
um sélido (1,21 g, 61%). 1H RMN (400 MHz, CDClz) & 1,45 (s, 9H), 2,55 (t
aparente, J=5,4 Hz, 2H), 2,64 (m, 4H), 2,83 (m, 4H), 3,60 (t aparente, J=5,4

Hz, 2H) 5,40 (br s, 1H),

1-(t-Butiloxicarbonilamino)-4-(2-(4-hidréxi-4-oxo-

butanoiléxi)etil)piperazina (5): Composto 4 (250 mg, 1,0 mmol), anidrido
succinico (105 mg, 1,05 mmol) e 4-DMAP (cat.) foram dissolvidos em CHCl;
(600 pL) e agitados durante 12 horas. A solugao foi concentrada em vacuo e
empregada sem outra purificacdo, '"H RMN (400 MHz, CDCl3) & 1,43 (s, 9H),
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2,60 (s, 4H), 2,76 (m, 6H), 2,86 (m, 4H), 4,23 (t, J=5,5 Hz, 2H), 5,71 (br s,
1H), 10,82 (br s, 1H)

(4-(2-(1 -(t-ButiloxicarboniIamind)-piperazin-4-il)et6xi)—4-oxo-butanoil-
amino)metileno-1,1-bisfosfonato de tetraetila (6): Em uma solucdo de
compostos 2 (303 mg, 1,0 mmol) e 5 (345 mg, 1,0 mmol) em CH,Cl, (10 mL)
foram adicionados EDC (230 mg, 1,2 mmol) e 4-DMAP (cat.). A solugdo
resultante foi agitada 4 horas sob Ar em temperatura ambiente. A mistura de
reacao foi diluida em CH.Cl,, lavada com &gua, salmoura e secada em

Na>SO,. Depois de evaporagao, o residuo foi purificado por cromatografia -

“instantdnea em SiO, (gradiente de 4% a 10% de MeOH / CH.Cl,) para

produzir uma goma incolor (410 mg, 65%). 1TH RMN (400 MHz, CDCl3) &
1,33 (t, J=7,1 Hz, 12H), 1,45 (s, OH), 2,56-2,69 (m, 10H), 2,81 (br s, 4H)
4,12-4,26 (m, 10H), 5,00 (dt, J=10,1, 21,7 Hz, 1H), 5,51 (br s, 1H), 6,50 (brd,
J=8,2Hz, 1H).

(4-(2-(1 -Ami’no-piperézin—4-il)eto’xi)-4-oxo-butanoilam’ino)'metileno-1 ,1-
bisfosfonato de tetraetila (7): Composto 6 (490 mg, 0,78 mmol) foi

-dissolvido em Uma solugédo de 10% de TFA / CH.Cl, (8 mL). A solugéo foi

agitada em temperatura ambiente até que nenhum material de partida
pe'rm'aneces'se (monitoramento por TLC). Os volatiles foram evaporados sob
vacuo e o residuo foi empregado na préxima etapa sem purificagéo. |

Esquema 2. Sintese de 3-(((4-(2-hidroxietil)-1-piperazinil)imino)

metil)rifamicina (9)
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3-(((4-(2-'hidroxietiI)-1-piperazinil)imino)metil)rifamicina - (9):  3-formil
Rifamicina S (8, 724 mg, 1 mmol) foi suspenso em 3 mL de THF. 1-amino-4-
(2-hidroxietil)-piperazina soélida (3, 145 mg, 1 mmol) foi adicionado em uma
porgao. A mistura foi agitada em temperatura ambiente durante 15 min. Foi
dividido em seguida entre 50 mL de CH,Cl, e uma mistura de 10mL de
salmoura saturada e uma solugéo de 2 g de ascorbato de sédio em 30 mL .
de agua. Os organicos foram coletados e a camada aquosa foi extraida com
mais 50 mL de CH.Cl,. Os orgéanicos combinados foram secados em
Na>SO, e concentrados em vacuo para fornecer 830 mg (0,97 mmols, 97%)
de 9 como um sélido escuro. 1H RMN (400 MHz, CDCls) & -0,32 (d, J=6,9,
3H), 0,58 (d, J = 6,9, 3H), 0,86 (d, J = 7.0, 3H), 1,00 (d, d = 7,0, 3H), 1,34 (m,
1H), 1,62 (m, 1H), 1,69 (m, 1H), 1,80 (s, 3H), 2,05 (s, 3H.), 2,08 (s, 3H), 2,22
(s, 3H), 2,38 (m, 1H), 2,91 (br t, J = 4,6, 2H), 3,04 (sobreposigéo 3,04- (m,
6H) e 3,03 (s, 3H)), 3,33 - 3,48 (m, 6H), 3,54 (br s, 1H), 3,74 (m, 2H), 3,86
(brt, J =4,8,2H), 4,93 (d, J = 10,6, 1H), 5,09 (dd, J = 6,6, 12,6, 1H), 5,36 (br
s, 1H), 5,92 (dd, J = 5,0, 15,4, 1H), 6,18 (d, J = 12,7, 1H), 6,38 (d, J = 11,1,
1H), 6,56 (dd, J = 11,8, 15,5, 1H), 8,35 (s, 1H), 12,07 (s, 1H).

Esquema 3. Sintese de 3-(((4-(2-(3-((bisfosfonometiI) carbamoil)

propanoildxi)etil)-1-piperazinil)imino)metil)rifamicina (11)

ropt K

(EtO)Zg)\f(OEt)zo 7 (RO)oPs O

0 O
( 10R = Et
11 R = H, EtN
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3-(((4-(2-(3-((bis(dietilfosfono)metil) carbamoil) propanoiléxi)etil)-1-
piperazinil)imino)metil)rifamicina (10): Composto 7 (490 mg, 0,78 mmol)
foi diluido em THF e TEA foi, em seguida, adicionado (560 L, 4,0 mmols),
3-formil Rifamicina solida S 8 (537 mg, 0,74 mmol) foi, em seguida,
adicionada. A mistura foi agitada em temperatura ambiente durante 15
horas. Foi, em seguida, dividido entre 50 mL de CH2C|é e uma mistura de 10
mlL de salmdura saturada e uma solugdo aquosa de 10% de ascorbato de
sodio (30 mL). Os orgénicos foram coletados e a camada aquosa foi extraida
com CHyCl; (2 x 50 mL). Os organicos combinados foram secados em
Na>SO4 e concentrados em vécuo para fornecer 10 cru como um solido
vermelho profundo. '"H RMN (400 MHz, CDClz) & -0,33 (d, J=6,9 Hz, 3H),
0,58 (d, J=6,9 Hz, 3H), 0,85 (d, J=7,0 Hz, 3H), 1,00 (d, J=7,00 Hz, 3H), 1,33
e 1,34 (t, J=7,0 Hz, 12H),1,53 (m, 1H), 1,71 (m, 1H), 1,80 (s, 3H), 1,90 (m,
1H), 2,06 (s, 3H), 2,08 (s, 3H), 2,23 (s, 3H), 2,38 (m, 1H), 2,56 - 2,72 (m,
12H), 3,04 (s, 3H), 3,00 - 3,10 (m, 4H); 3,12 - 3,19 (m, 2H), 3,47 (m, 1H), -
3,64 (bd, J=4,8 Hz, 1H), 3,70 - 3,80 (m, 2H), 4,14 - 4,25 (m, 12H), 4,95 (d,

J=10,5 Hz, 1H), 5,00 (dt, J=10,1, 21,6 Hz, 1H), 5,10 (dd, J=6,8, 12,7 Hz, 1H),

5,94 (dd, J=4,9, 15,5 Hz, 1H), 6,21 (dd, J=0,8, 12,7 Hz, 1H), 6,53 - 6,63 (m,

~1H), 8,27 (s, 1H), 12,01 (s,1H)

3-(((4-(2-(3-((bisfosfonometil) . ‘carbamoil) propanoiléxi)etil)-1-
piperazinil)imino)metil)rifamicina (11): Em uma solugdo de 10 (1,18 g,
0,96 mmol) e 2,6-lutidina (5,6 mL, 48 mmols) em CH;Clz (30 mL) a -78°C foi
adicionadb em gotas TMSBr (3,17 mL, 24 mmoils) sob afgénio. O banho frio
foi removido e a fnistura foi agitada durante 24 horas em temperatura
ambiente. O solvente foi removido até a secura sob vacuo. O residuo foi
dissolvido em uma solugéo aquosa de 50 mmols de NH,OAc/AcOH ajustada
em pH 5,1 e agitado durante a noite em temperatura ambiente. A solugéo foi
em seguida liofilizada. O residuo bruto foi purificado por cromatografia -
instantanea de fase reversa em pH 5,1 (gradiente linear de 10% a 40% de
acetonitrila em uma solugdo aquosa de 50 mmols de NH,OAc/AcOH) para
produzir 11 como um sdlido laranja (680 mg, 54%). 1H RMN (400 MHz,
DMSO) 6 -0,26 (d, J=6,6 Hz, 3H), 0,43 (d, J=6,5 Hz, 3H), 0,82 (d, J=7,6 Hz,
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3H), 0,85 (d, J=6,7 Hz, 3H), 1,04 (m, 1H), 1,30 (m, 1H), 1,54 (m, 1H), 1,60 (s,
3H), 1,87 (s, 3H), 1,89 (s, 3H), 1,96 (s, 3H), 2,13 (m, 1H), 2,44 (br s, 4H),
2,48 (m, 10H), 2,562-2,64 (m, 6H), 2,81 (br d, J=9,6 Hz, 1H), 2,87 (s, 3H),
3,20 (br d, J=8,2 Hz, 1H), 3,70 (br d, J=8,3 Hz, 1H), 4,10 (m, 2H), 4,18 (dt,
J=9,8, 19,1 Hz, 1H), 4,90 (dd, J=8,3, 12,7 Hz, 1H), 5,05 (d, J=10,7, 1H), 5,83
(dd, J=6,5, 15,8 Hz, .1 H), 6,20 (m, 1H), 6,94 (dd, J=11,2, 15,6 Hz, 1H), 7,46
(m, 1H), 7,95 (s, 1H), 9,11 (s, 1H), 12,44 (s, 1H). | '
Esquema 4. Sintese de 1-cloro-1-oxo-propiIeno-3,3-bisfdsfonato de
tetrabenzila (16)

. 11 11
o o BnOH o o BrCH,CO,Et  (BnO),P-__P(OBn),
e —_—
CI/E’\/ F-’\C| \((

1) (1]
BnO),P__P(OBn
Cl Cl "~ piridina , PhMe (BnO)P_-P( )2 NaH, THF 0
_ . !
12 , 13 ' 14 R = OEt ~ KOH,
S MeOH/H,0
15R = OH

) (COCl),
16 R=Cl DMF/CH,Cl,

Esta sequéncia de reagdes foi realizada como descrito em J.
Org. Chem. (2001), 66; 3704-3708. |
Metilenobisfosfonato de tetrabenzila (13): Uma mistura de &lcool benzilico
seco (8,66 mL, 83,0 mmols) e piridina seca (6,15 mL, 76,1 mmols) foi
adicionada, durante 80 min através de bomba de seringa, a uma suspensao
vigorosamente agitada de metileno bis(dicloreto fosfénico) (5,00 g 20,0
mmols) em tolueno seco (10 mL) a 0°C. Depois que a adigdo foi concluida, a
reacdo foi deixada aproximar-se a temperatura ambiente e foi agitada para
um adicional de 3 h. Os solidos foram rembvidos através de filtracao e
lavada duas vezes com tolueno (2x20mL). O filtrado foi lavado com 2 M de

NaOH (2x15 mL) e agua (15 mL), secado em MgSQ,, e concentrado em

vacuo. A remogdo de impureza de alcool benzilico por destilagao produziu

13 como um 6leo incolor (8,1 g, 75%). Dados espectrais sdo como descritos
no artigo supracitado.

1-Et6xi-1-oxo-propileno-3,3-bisfosfonato de tetrabenzila (14): Uma
solugdo de 13 (1,00 g, 1,87 mmol) em THF (10 mL) foi adicionada a 'uma
suspenséo de NaH (0,047 g, 1,96 mmol) em THF (20 mL) é 0°C durante 5
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min. A solugéo foi permitida aquecer até temperatura ambiente e foi agitada
para um adicional de 30 min. Em seguida, 220 uL de bromoacetato de etila
(1,98 mmol) foram adicionados. Depois de agitar durante a noite, a mistdra
foi derramada em uma solugdo saturada de NH.CI, e extraida com
diclorometano. Os extratos organicos combinados foram secados em MgSO,
e concentrado em vacuo. O residuo foi submetido a cromatografia de SiO,
(70% de EtOAc/hexanos) para produzir 14 como um Oleo incolor (0,7 g,
60%). Dados espectrais sao como descrito no artigo supracitado.
1-Carboxietileno-2,2-bisfosfonato de tetrabenzila (15): Um‘a solucao de
14(1,27 g, 2,04 mmols) em metanol (6 mL) foi adicionada a uma solugao de
KOH (0,127 g, 2,26 mmols) em agua (6 mL) e metanol (6 mL) a 0°C. A
reagdo foi deixada aquecer em temperatura ambiente durante 1 h e foi
agitada nesta temperatura durante a noite. O me.tanol foi removido em‘vécuo
e a solugdo restante foi lavada com éter de dietila (20 mL). A camada
aquosa foi acidificada em pH 2 com HCI aquoso e foi-extraida com CH.Cl,
(3x2‘O mL) e EtOAc (1x20 mL). Os extratos organicos combinados foram
secados em MgSO4 e concentrados em VAcuo para produzir 15 como um |
6leo incolor (0,95 g, 78%). Dados espebtrais sdo como descrito no Iartigo
supracitado. | o
1-Cloro-1-oxo-propileno-3,3-bisfosfonato de tetrabenzila (16):_' Em uma
solucao de 15 (68 mg, 1,14x10™ mols) em 3 mL de CH.Cl, seco foram
adicionados 22 pL (2,6x10™ mols) de cloreto de oxalila seguido por 1 gota de
DMF. A m‘istura foi agitada em temperatura ambiente dufante 10 min e, em’
seguida, foi concentrada em vacuo pafa fornecer 0 16 cru, que é empregado
como tal sem purificagao.

Esquema 5. Sintese de conjugado de Rifabutinaa-bisfosfonato 21
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Pivi O)K/ NHFmoc

o
Lo

Piridina, THF

piperidina 18 R = Fmoc
CHaCl C 19R =H
i )
HO P(OBn),

EDCI, EtsN, CH,Cl,
o) O/,P(OBn)z

P(OR),
MeO,, .., - O o#P(OR),

" Pd/C, EtOH,v' C 21R=H,Et;N i

NaHCO3

21-0O-(N-((9H-fluoren-9-il)metiloxicarbonil)-glicinoil)-1',4-didesidro-1-

desoéxi-1,4-diidro-5'-(2-metilpropil)-1-oxorrifamicina XIV (18): Cloreto de
pivaloila (145 uL, 1,18 mmol) foi adicionado em gotas a uma solucdo de N-
Fmoc-glicina (351 mg, 1,18 mmol) e piridina (95 pL, 1,18 mmol) em THF (3
mL) e a solugéo resultante foi agitada durante 1h antes de ser adicionada a
uma solugdo agitada de Rifabutinaa (100 mg, 0,118 mmol) e piridina (38 pL,
0,47 mlmol) em THF (2mL). O resultante foi agitado durante 3 dias sob Ar
antes de ser diluido em Et,0 (10 mL) e H,O (10 mL). Depois da separagio,
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a camada aquosa fbi extraida duas vezes com Et;O (2x10mL). As camadas

organicas combinadas foram lavadas com uma solugao saturada de NaCl

~ (10mL), secadas em MgSO, e concentradas em vacuo. O produto cru foi

purificado por cromatografia de fase reversa eluindo-se com.tampao aquoso
(EtsN/CO,, pH=7) / CH3CN (10% a 100% de gradiente linear) para
proporcionar 114 }mg (0,102 mmol, 86%) de 18 como sdlido roxo escuro. 'H
RMN (4OOMHz, CDCls) © 8,34 (br s, 1H), 7,94 (br s, 1H), 7,79 - 7,71 (m, 4H),
7,42 (1, J=3,0 Hz, 2H), 7,34 (t, J=3,0 Hz, 2H), 6,43 (dd, J=16 Hz, 1H), 6,14 (d,
J=11 Hz, 1H), 6,08 (d, J=11,2 Hz, 1H), 5,95 - 5,91 (m, 2H), 5,19 (d, J=11,2
Hz, 1H), 5,05 (dd, J=9,3, 1,2 Hz, 1H), 4,97 (d, J=10,6 Hz, 2H), 4,51 - 2,19 (m,
3H), 3,83 (d, J=4,6 Hz, 2H), 3,55 (s, 1H), 3,14 (br d, J=1,2 Hz, 1H), 3,10 (s,
3H),V3,08 - 2,84 (m, 4H), 2,73 - 2,52 (m, 4H), 2,30 (d, J=6,0 Hz, 2H), 2,21 (s,
3H), 2,31 (m, 1H), 2,05 (s, 6H), 2,02 (m, 2H), 1,86 - 1,79 (m, 4H), 1,80 (s,
3H), 1,27 (m, 3H), 1,08 (d, J=6,9 Hz, 3H), 0,95 (d, J=6,6 Hz, 9H), 0,53 (d,
d=6,9 Hz, 3H), - 0,75 (d, J=7,0 Hz, 3H).

21 -O-glicinoil-1 ', 4-didesidro-1-desoxi-1 ,4-diidro-5'-(2-metiIpropil)-1 -
oxorrifamicina XIV‘_(19):'Piperidina (100, L, 1,02 mmol) foi adicionada a
uma solugao agitada de derivado de N-F‘moc-R_ifabutinaa 18 (114 mg, 0,102
mmol) em CH.Cl, (5 mL). Depois de 24h de agitacado em temperatura
ambiente, a mistura foi concentrada em vécuo. O produto cru foi purificado
por cromatografia de fase reversa eluindo-se com tamp&o  aquoso
(EtsN/CO,, pH=7) / CH3CN (10% a 100% de gradiente linear) para
proporcionar 77 mg (0,085 mmol, 84%) de 19 como sélido roxo escuro. 'H
RMN (400MHz, CDCl3) & 8,32 (br s, 1H), 7,94 (s, 1H), 6,41 (t, J=11,1 Hz,
1H), 6,12 - 6,05 (m, 2H), 5,90 (dd, J=15,8, 7,4 Hz, 1H), 5,12 (d, J=10,3 Hz,
1H), 5,04 (dd, J=15,8, 1,5 Hz, 1H), 3,59 (br s, 1H), 3,48 (m, 1H), 3,20 (d,
J=9,5 Hz, 2H), 3,05 (s, 3H), 3,04 - 2,91 (m, 3H), 2,86 (dd, J=10,1, 3,0 Hz,
1H), 2,72 - 2,63 (m, 2H), 2,58 - 2,47 (m, 2H), 2,31 (d, J=7,0 Hz, 2H), 2,27 (s, -
3H), 2,19 - 2,09 (m, 2H), 2,06 - 1,97 (m, 8H), 1,93 - 1,84 (m, 2H), 1,84 - 1,78
(m, 2H), 1,77 (s, 3H), 1,24 (m, 1H), 1,28 (d, J=7,1 Hz, 3H), 0,92 (m, 9H), 0,97
(d, J=6,9 Hz, 3H), 0,40 (d, J=7,1 Hz, 3H), ‘
21-0-(N-(3,3-Bis(dibenzilfosfono)propanoil)-glicinoil)-1',4-didesidro-1-
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deséxi-1;4-diidro-5'-(2-metiIpropil)-1-oxorrifamicina XIV (20): Para uma
solugdo agitada de amine 19 (77 mg, 0,085 mmol) e acido 15 (51 mg,
0,085mmol) em CH2CI2 (2 mL) foi adicionado Et3N (24 ,L, 0,170 mmol) e
EDCI (18 mg, 0,094mmol). Depois que fosse mexido 24 h a ta. A mistura foi
concentrada em vacuo. O produto cru foi purificado por cromatografia de
fase reversa eluindo-se com tampao aquoso (Et3N/CO2, pH=7) / CH3CN .
(10% a 100% gradiente linear) proporcionar 96mg (0,065 mmol, 76%) de 20
como solido roxo escuro, |

21-0-(N-(3,3-Bisfosfonopropanoil)-glicinoil)-1',4-didesidro-1-desoéxi-1,4-
diidro-5'-(2-metilpropil)-1-oxorrifamicina XIV (21):'U'ma solugao agitada
de tetrabenzildifosfonato 20 (96 mg, 0,065 mmol) e NaHCO; (22 mg, 0,26
mmol) em EtOH (5 mL) foi desgaseificada durante 10 rhin com Ar. A esta
mistura foi adicionado cicloexadieno (303 pL, 3,24 mmols) e 10% de Pd/C
(70 mg, 0,065 mmol). O resultante foi agitado 6 h sob Ar antes de ser filtrado

“através de uma almofada de celita (EtOH). Depois da remog¢édo do solvente

em ,vécub, o produto cru foi purificado por cromatografia de fase reversa
eluindo-se com tampao aquoso (EtsN/CO,, pH=7)/CH3CN (10% a 50% de
gradiente linear) para proporcionar 34 mg (0,065 m'mol, 48%) de 21 como
solido roxo - palido. Pureza de LC/MS: 99,2% (254nm), 94,9% (220nm),
99,4% (320nm). MS (MH) 1117,9. |
Esquema 6. Sintese de 1-(4-(5,5-bis(dietilfosfono)pentiléxi)fenil)prop-2-

en-1-ona. .
O p-TsOH-HO
i
( ° y —HBr_ Br” " OH O > B N NAOTHP
refluxo : CH,Cl,
: 22 23
o o Os ' KoCOj3, acetona,A Os
*p 3, , P(OEY)
(EO),P_P(OEY), (OEt), N 2 ,
»  (EtO),P X f (EtO),P o
NaH, THF, refluxo o o 0
2ax=0otHp HO < > /<__ 2
p-TsOH-H,0, MeOH C
25 X = OH 27 A
PPhj, I,, amidazol | MeCN C 26 X =1 CH;0, trifluoroacetato de

N-metilanilinio

o4
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4-Bromo-1-butanol (22): Para 67,5 mL (832,2 mmols) de tetraidrofurano em
refluxo foram adicionados 31 mL (274 mmols) de acido hidrobromico a 48%
em gotas e a solugao amarela foi permitida refluxar durante mais 2h. Depois
de resfriada em temperatura ambiente, a reacdo foi neutralizada
cuidadosamente Com solugao aquosa de bicarbonato de sédio saturada. A
mistura resuliante foi extraida com éter de dietila (3x) e secada em sulfato de
sodio anidro. A remogéo do solvente proporcionou o produto 19 como um
6leo amarelo (10,7 g, 26%). 'H RMN (400 MHz, CDCl): & 1,69-1,76 (m, 2H),
2,01-1,94 (m, 2H), 3,46 (t, J = 6,6 Hz, 2H), 3,70 (t, J = 6,4 Hz, 2H),

2-(4-Bromobutéxi)—tetraidro-ZH-pirano (23): 3,4-Diidro-2H-pirano (8,5 mL,
90,96 mmols) foi adicionado em gotas a solugao de diclorometano (20 mL)
de 22 (1Q,7 g, 69,93 mmols) e monoidrato de acido p-toluenossulfénico (26,5

‘mg, 0,1372 mmol). A mistura foi agitada em temperatura ambiente durante a

noite. Depois- de- remover o solvente, o residuo foi purificado por

crorhatografia instantanea em silica-gel com 5:1 de hexanos/ acetato de etilo

como o eluente para produzir 0 produto 23 como um dleo incolor (15,3 g,

92%). 1H RMN (400 MHz, CDCls): & 1,48-1,62 (m, 4H), 1,68-1,85 (m, 4H),
1,94-2,02 (m, 2H), 3,40-3,53 (m, 4H), 3,74-3,88 (m, 2H), 4,57-4,59 (m, 1H).

5-(2-Tetraidro-2H-piraniléxi)pentileno-‘1,1-bisfosfonato de tetraetila (24):
A suspensio de hidreto de sodio (60%, 840,5 mg, 21,01 mmols) em 40 mL
de THF foi cuidadosamente adicionado metilenobisfosfonato de {etraetila
(6,16 g, 20,95 mmols) e a solugéo clara amarelo-palida resultante foi agitada
em temperatura ambiente durante 45 min. Em seguida, o brometo 23 (4,97
g, 20,96 mmols) foi introduzido mais 5 mL de enxaglie de THF. A reagao foi
trazida até o refluxo durante a noite e permitida resfriar em temperatura
ambiente antes de ser extinguida com solugdo aquosa de cloreto de amonio
saturada. Outra quantidade pequena de agua foi requerida para dissolver o
sélido. A mistura foi extraida com acetato de etila (3x), secada em sulfato de
sédio anidro e concentrada em vécuo.v Cromatografia instantanea em silica-
gel com 20:1 (v/v) de diclorometano/metanol como o eluente proporcionaram

7,3 g do produto impuro 24 como um Oleo ligeiramente amarelo. O material
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foi diretamente empregado na proxima etapa sem outra purificagdo. Sinais
de 'H RMN selecionados (400 MHz, CDCly): & 2,28 (tt, J=6,1, 24,3 Hz, 1H),
3,37-3,51 (m, 2H), 3,71-3,89 (m, 2H), 4,56-4,58 (m, 1H),
5-Hidroxipentileno-1,1-bisfosfonato de tetraetila (25): O composto 24 cru
foi dissolvido em 20 mL de metanol e 74,6 mg (0,3863 mmol) de monoidrato
de acido p-toluenossulfénico foi adicionado. Depois da agitar durante a noite
em temperatura ambiente, a mistura foi concentrada e submetida a
cromatografia instantanea com eluigdo de gradiente de 15:1 de acetato de
etila/metanol em 8:1, em seguida, 6:1 para proporcionar 25 como um 6leo
incolor (3,1 g, 41% durante duas etapas), 'H RMN (400 MHz, CDCl,): & 1,24-
1,36 (m,‘ 12H), 1,55-1,72 (m, 4H), 1,89-2,03 (fn, 2H), 2,16 (bs, 1H), 2,29 (tt,
J=6,1, 24,3 Hz, 1H), 3,66 (bs, 2H), 4,11-4,22 (m, 8H),

’5-Iod}opentileno-1-,1-bisfosfonato de tetraetila‘ (26): O alcool 25 (1,419 g,

3,938 mmols), trifenilfosfina (1,25 g, 4,718 mmols) e imidazol (325,6 mg,
4,735 mmols) foram dissolvidos em 15 mL de acetonitrila seco, e 1,196 g
(4,703 mmols) de I, foi adicionado em varias porgdes. Depois da agitacdo
durante a noite em temperatura ambiente, o solvente foi removido em vacuo -
e o residuo foi apreendido em acetato de etila e solu¢éo aquosa de NayS;03
saturada. A mistura foi agitada até que a camada orgénica torna-se amarelo
palido e as duas fases foram separadas. A fase organica foi secada em
sulfato de sédio anidro e concentrada. Cromatografia instantanea em silica-
gel com 15:1 de acetato de etila/metanol como o eluente proporcionou o
produto 26 como um 6leo amarelo (1,26 g, 68%). '"H RMN (400 MHz,
CDClg): 8 1,36 (t, J=7,0 Hz, 12H), 1,66 -1,72 (m, 2H), 1,81-1,99 (m, 4H), 2,35
(t, J=5,9, 24,1 Hz, 1H), 3,20 (t, J=6,9 Hz, 2H), 4,17- 4,23 (m, 8H).
1-(4-Hidroxifenil)prop-2-en-1-ona (27): A mistura de 4-hidroxiacetofenona
(2,719 g, 20 mmols), paraformaldeido (2,702 g, 90 mmols) e trifluoroacetato
de N-metilanilinio (6,603 g, 30 mmols) em 20 mL de THF anidro foi refluxada
durante 3,5 h e resfriada em temperatura ambiente. A solugdo vermelha
foram adicionados 60 mL de éter de dietila e a mistura foi agitada
vigorosamente durante 15 min. A solugdo amarela resultante foi decantada e

a lama pegajosa marrom-vermelha residual foi repetidamente extraida com
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por¢cdes de 50 mL de éter de dietila até que se transformasse em sélido
amarelo. Os extratos organicos combinados foram lavados com metade da
solugao de bicarbonato de sédio saturada (2x) e a lavagem aquosa foi
extraida com éter (2x). As camadas orgénicas combinadas foram secadas
em sulfato de sodio anidro antes da concentragdo. Cromatografia
instantdnea em silica-gel com 5:1 hexanos/ acetato de etila como o eluente
proporci'onou o produto 27 (1,21 g, 41%) como um sélido amarelo palido. 'H
RMN (400 MHz, CDCl3): 6 5,89 (dd, J = 1,8, 10,6 Hz, 1H), 5,91 (s, 1H), 6,43
(dd, J = 1,6, 16,9 Hz, 1H), 6,92 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 7,17 (dd, J = 10,6, 17,2
Hz, 1H), 7,93 (d, J = 8,4 Hz, 2H).

1-(4-(5,5-bis(dietiIfosfono)pentiléxi)feniI)prop-2-en-1-ona (28): A mistura

de iodeto 26 (1,066 g, 2,267 mmols), enona 27 (373 mg, 2,514 mmols) e

carbonato de potassio (369 mg, 2,673 mmols) em 10 mL de acetona foi
refluxada até que o iodeto 26 fosse consumido quando monitorado por H

RMN. Normalmente levou 6-8 h. Na remogdo do solvente em vécuo, 0

residuo foi apreendido em diclorometano e os insoluveis foram filtrados. O

filtrado foi lavado com bicarbonato de sodio saturado (2x) e secado em

sulfato de sédio anidro. A concentragao sob vacuo proporcionou um dleo
amarelo em rendimento quantitativo (1,14 g) que foi diretamente empregado
na proxima etapa sem outra purificacdo. '"H RMN (400 MHz, CDClg): & 1,31-
1,37 (m, 12H), 1,70-1,86 (m, 4H), 1,92-2,08 (m, 2H), 2,31 (tt, J = 6,2, 24,2
Hz, 1H), 4,04 (t, J = 6,2 Hz, 2H), 4,14-4,22 (m, 8H), 5,87 (dd, J = 1,8, 10,6
Hz, 1H), 6,42 (dd, J = 1,8, 17,2 Hz, 1H), 6,93 (d, J = 9,2 Hz, 2H), 7,17 (dd, J
=10,6, 16,9 Hz, 1H), 7,95 (d, J = 9,2 Hz, 2H). |
Esquema 7. Preparagao de conjugado de Rifabutinaa bisfosfonato 30 -
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28, DBU, PhMe

TMSBr, CH,Cl, C 29R=Ht

Et;N
3 30R=H EtN  (RORP™ P
5 0

Conjugado de Rifabutinaa-bisfosfonato 29: A mistura de Rifabutinaa

(573,8 mg, 0,6774 mmol), bisfosfonato 28 (351,7 mg, 0,7171 mmol) e DBU
(0,52 mL_,W1 471 r}lmol) eifn 7 mrli_ de tolueno foi agitadé durante a noite em
temperatura ambiente. Depois da remocdo do solvente, o residuo foi
apreendido em acetato de etila e foi lavado éom cloreto de amonio éaturado
(2x) antes de ser secado em sulfato de sdédio anidro. Cromatografia
instantanea em silica-gel com 30:1 de diclofometario/metanol, em se.guida,
25:1 comb o eluente produziu o conjugado de ‘Rifabutinaa-bisfosfonato,29
como um sélido vermelho (400 mg, 44%) como também Rifabutinaa nao
reagida recuperada (275 mg, 48%) que foi contaminado com a quantidade
de trago de impurezas semelhantes a ligante. 'H RMN (400 MHz, CDCly): &
0,19 (d,J = 7,0 Hz, 3H), 0,60 (d, J = 6,6 Hz, 3H), 0,73 (d, J = 7,0 Hz, 3H),
0,92 (d, J = 5,9 Hz, 6H), 0,99 (d, J = 7,0 Hz, 3H), 1,32 (t, J = 7,0 Hz, 12H),
1,56-1,85 (m, 13H), 1,91-2,05 (m, 3H), 2,07 (s, 3H), 2,12 (s, 3H), 2,16-2,45

(m, 9H), 2,64-2,74 (m, 2H), 2,80-2,88 (m, 1H), 2,92-3,04 (m, 3H), 3,07-3,18

(m, 4H), 3,24-3,32 (m, 2H), 3,54-3,58 (m, 2H), 3,79 (d, J = 9,9 Hz, 1H), 3,97
(d, J = 5,5 Hz, 1H), 4,03 (t, J = 5,5 Hz, 2H), 4,13-4,22 (m, 8H), 5,15 (d, J =
10,2 Hz, 1H), 5,25 (dd, J = 4,8, 12,5 Hz, 1H), 6,02 (dd, J = 6,6, 16,1 Hz, 1H),
6,20-6,25 (m, 2H), 6,90 (d, J = 9,2 Hz, 2H), 7,04 (dd, J = 106, 15,8 Hz, 1H)'
7,88 (d, J = 9,2 Hz, 2H), 8,19 (s, 1H).
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Conjugado de Rifabutinaa-bisfosfonato 30: A mistura do composto 29
(397,6 mg, 0,2973 mmol) e trietilamina (2,10 mL, 15,05 mmols) em 5 mL de
diclorometano anidro foi adicionado 0,98 mL (7,425 mmols) de
bromotrimetilsilano. A mistura escura foi agitada em temperatura ambiente
durante mais de 20 h. Na concentragdo em vacuo, o residuo foi agitado em
uma mistura de 15 mL de 0,1 N de acido cloridrico e 15 mL de acetonitirilo
em temperatura ambiente durahte 2,5h éntes da neutralizagdo com 0,38 mL
(2,723 mmols) de trietilamina. A mistura foi seca por congelamento e
submetida a um cartucho Waters C18 Sep-Pak de 10 g (35cc) com eluicao

“de gradiente de agua para 10:1 de agua /acetonitrila, em seguida, 8:1 a 6:1 a

5:1. As fragc”)es amarelas foram concentradas e secas por congelamento
para proporcionar o composto 30 como um sélido amarelo a laranja (50 mg,
14%). 'H RMN selecionado (400 MHz, DMSO-dg): 5 0,01 (d, J = 6,9 Hi, 3H),
0,49 (d, J = 6,6 Hz, 3H), 0,72 (d, J = 6,9 Hz, 3H), 0,85 (d, J = 7,0 Hz, 3H),
0,88 (d, J = 6,6 Hz, 6H), 1,09 (t, J = 7,3 Hz, 6H), 1,16 (it, J = 1,8, 7,3 Hz, 2H),
1,20-1,28 (m, 3H), 2,00 (s, 3H), 2,09 (s, 3H),' 2,98 (s, 3H), 3,40 (d, J = 6,2 Hz,

'1H), 3,53-3,54 (m, 1H), 5,07 (dd, J = 6,2, 12,8 Hz, 1H), 5,18 (d, J = 10,3 Hz,

1H), 5,92 (d, J = 7,3, 15,4 Hz, 1H), 6,20-6,23 (m, 2H), 6,82 (dd, J = 11,0,
15,8 Hz, 1H), 7,00 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 7,74 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 8,74 (s, TH).
3P (162 MHz, DMSO-dg): 5 20,53. |
Esquema 8. Sintese de 1-(4-(5,5-bis(dietilfosfono)pentiléxi)fenil)prop-2-
en-1-ona. |

B OTHP ' O O NaH, THF, refluxo
1} 1 -
ST (0P POEY), >

O\ : O\
~P(OEt), KoCO3, Acetona., A ~P(OEY),
X ' o
(EtO)gP)\/\/ f (EtO)ZP
o)
31X = OTHP HOM 34 7
Amberlite IRA-120, MeOH C
32 X = OH

PPhg, Iz, Imidazol MeCN C 33X =

4-(2-Tetraidro-2H-piraniléxi)butileno-1,1-bisfosfonato de tetraetila (31):
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A uma suspensdo de NaH (60% de suspensao em 6leo mineral, 900 mg,
22,0 mmols) em THF seco (20 mL) foi adicionado metilenobisfosfonato de-
tetraetila em gotas (6,46 g, 22,4 mmols). A solucdo clara resultante foi
agitada 15 min em temperatura ambiente, depois que 2-(3-
bromopropoxi)tetraidro-2H-pirano (5,05 g, 22,6'mmols) foi adicionado em
gotas. A mistura de reacgéo foi aquecida em refluxo durante 6 h, diluida com
CHxClz (75 mL) e lavada com salmoura (2 x 50 mL), secada (MgSO,) e
evaporada. Foi empregada como tal na etapa seguinte. |

4-Hidroxibutileno-1,1-bisfosfonato de tetraetila (32): A uma solucédo
agitada do produto cru 31 "(méx. 22,4 mmols) em MeOH (40 mL) foi
adicionédo Amberlite IR-120 (0,6 g). A misturé de reagéo foi aquecida a 50

°C durante 4 h, filtrada e evaporada. O produto cru foi purificado por

'cromatografia instantanea em silica-gel com eluicao de gradiente de 5-10%

de metanol / acetato de etila para produzir o puro 32 (2,67 g, 34% de
metilenobisfosfonato de tetraetila). 'H RMN (400 MHz, CDCl3) & 1,30-1,36
(m, 12H), 1,75-1,85 (m, 2H), 1,97-2,13 (m, 2H), 2,30-2,64 (m, 2H), 3,66 (t,

' J=5,8, 2H), 4,12-4,23 (m, 8H).

4fiodobutileno-1,1-bisfosfohato de tetraetila (33): A uma solugdo de 32
(1,52 g, 4,39 mmols) em CH:Cl, (50 mL) foi adicionado trifenilfosfina (1,32 g,
5,033 mmols) e imidazo!l (0,45 g, 6,61 mmols). A mistura de reagao foi
resfriada a 0 °C, antes da adigdo de iodo (1,22 g, 4,81 mmols). A mistura foi,
em seguida, removida a partir do banho de resfriamento, agitada durante 2
h, diluida com hexanos (100 mL) e filtrada, lavando o precipitado com mais
hexanos (2 x 30 mL). O filtrado foi evaporado e purificado por cromatografia
instantanea em silica-gel com eluicdo de gradiente de 0-10% de metanol /
acetato de etila para produzir o puro 33 (1',6 g, 80%). '"H RMN (400 MHz,
CDCl3) & 1,32-1,38 (m, 12H), 1,95-2,15 (m, 4H), 2,28 (it, J=24,1, 6,1, 1H),
3,18 (t, J=6,6, 2H), 4,12-4,24 (m, 8H).
1-(4-(4,4-bis(dietilfosfono)butoéxi)fenil)prop-2-en-1-ona (34): Uma mistura
de iodeto 33 (3,1 g, 6,8 mmols), fenol 27 (1,21 g, 8,17 mmols) e K,CO;,
(1,033 g, 7,47 mmols) em acetona (75 mL) foi refluxada durante 6,5 h. A

mistura foi resfriada, filtrada e evaporada. O residuo foi re-dissolvido em
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CHCl; (170 mL), filtrada através de celita e evaporada para produzir o cru
34 (3,2 g, 99%) que foi diretamente empregado na préxima etapa. 'H RMN
(400 MHz, CDCls) & 1,28-1,39 (m, 12H), 1,89-2,25 (m, 4H), 2,26-2,48 (m,
1H), 4,05 (t, J=5,7, 2H), 4,12-4,26 (m, 8H), 5,87 (dd, J=10,6, 1,8, 1H), 6,42
(dd, J=16,9, 1,8, 1H), 6,93 (d, J=8,8, 2H), 7,17 (dd, J=17,0, 10,4, 1H), 7,95
(d, J=8,8, 2H).

Esquema 9. Preparacgao de conjugado de Rifabutinaa bisfosfonato 36.

o
Q
"_P(OR),
TMSBr, CH,Cl, /~ 35R=Et A
Et;N o° P(OR),

| _ 36 R=H, Et;N
Conjugado de Rifabutinaa-bisfosfonafo 35: A mistura de 6 g (7,088
mmols) de Rifabutinaa, compostb 34 (3,656 g, 7,431 mmols) e DBU (2,20
mL, 14,71 mmols) em 70 mL de tolu,eho foi agitada durante a noite em
temperatura ambiente. A reagéo‘ foi lavada com uma solugdo aquosa
saturada de cloreto de aménio (duas vezes) e secada em sulfato de sédib
anidro. Cromatografia instantanea em silica-gel empregando-se uma eluicao
dé gradiente de 40:1, em seguida, 30:1, 20:1, 15:1 e} 10:1 (viv)
diclorometano/metanol. O produto 35 foi obtido como um sélido vermelho-
marrom (4,4 g, 47%). 'H RMN (400 MHz, CDCl3) 5 0,20 (d, J = 7,0, 3H), 0,60
(d, J = 6,6, 3H), 0,72 (d, J = 6,6, 3H), 0,91 (d, J = 6,6, 3H), 0,92 (d, J = 6,6,
3H), 0,99 (d, J = 7,0, 3H), 1,34 (dt, J = 7,0, 1>,1, 12H), 1,56 - 1,85 (m, 10H),
2,00 - 2,46 (m, 20H), 2,64 - 2,74 (m, 2H), 2,80 - 2,88 (m, 1H), 2,92 - 3,02 (m,
3H), 3,11 (s, 3H), 3,12 - 3,18 (m, 1H), 3,25 - 3,32 (m, 1H), 3,55 - 3,57 (m,
1H), 3,79 (d, J = 9,5, 1H), 3,95 (d, J = 5,1, 1H), 4,02 - 4,06 (m, 2H), 4,14 -
4,23 (m, 8H), 5,14 (d, J = 10,2, 1H), 5,24 (dd, J = 12,6, 5,1, 1H), 6,02 (dd, J =
16,1, 6,6, 1H), 6,19 - 6,24 (m, 2H), 6,90 (d, J = 9,2, 2H), 7,06 (dd, J = 16,1,
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11,0, 1H), 7,88 (d, J = 8,8, 2H), 8,17 (s, 1H); 31P RMN (162 MHz, CDCly)
(24,58, | |

Conjugado de Rifabutinaa-bisfosfonato 36: Composto 35 (4,4 g, 3,325
mmols) foi dissolvido em 50 mL de diclorometano anidro. A esta solugdo
foram adicionados 23 mL (164,1 mmols) de trietilamina seguida por 11 mL
(83,34 mmols) de bromotrimetilsilano. A mistura foi agitada em temperatura
ambiente durante mais de 20 h. Na remogdo do solvente, o residuo foi
apreendido na mistura de 200 mL de 0,1 N de éacido cIoridricd e 75 mL de
acetonitrila e agitado em temperatura ambiente durante 5 h. No término do
tratamento, 4,7 mL de trietilamina foram adicionados e os insoldveis foram
filtrados. Os solventes orgénicos foram remO\)idos e o residuo foi liofilizado.
O material resultante foi submetido a uma cromatografia ‘instanténea de fase
reversa C18 com um eluigdo de gradiente linear de 20% de acetonitrilé em
30 mM de solugédo aquosa de diéxido de carbono / trietilamina (pH 6,8) em
acetonitrila pura. Para as fragcbes contendo o produto, écetonitrila foi -
removida em vacuo e a solugdo aquosa resultante foi liofilizada para
proporéionar 0 composto 36 como uma forma de sal de bis-trietilamonio
sélido laranja-marrom (1,137 g, 24%). 'H RMN (400 MHz, D,0) 50,01 (d,J= |
6,6, 3H), 0,63 (d, J = 6,6, 3H),-0,81 (d, J = 7,0, 3H), 0,95 (d, J = 7,0, 3H),
1,01 (d, J = 6,2, 6H), 1,26 (t, J = 7,3, 18H), 1,60 (s, 3H), 1,54-1,62 (m, 1H),
1,68-2,16 (m, 11H), 2,03 (s, 3H), 2,09 (s, 3H), 2,13 (s, 3H), 2,30-2,37 (m,
2H), 2,42-2,50 (m, 2H), 2,66-2,75 (m, 2H),'3,00-3,28 (m, 3H), 3,07 (s, 3H),
3,18 (q, J = 7,3, 12H), 3,53-3,59 (m, 4H), 3,76 (d, J = 8,8, 1H), 4,13-4,16 (m,
3H), 5,10 (d, J = 11, 1H), 5,35 (dd, J = 12,5, 7,0, 1H), 6,04 (dd, J = '15,8, 1H),
6,26 (d, J = 12,5, 1H), 6,38 (d, J = 11,4, 1H), 6,74 (dd, J = 16,1, 11,4, 1H),
6,99 (d, J = 8,8, 2H), 7,71 (d, J = 8,8, 2H); *'P RMN (162 MHz, D;0) & 21,00.

Esquema 10. Preparagéo de conjugado de Rifabutinaa-bisfosfonato 39
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2, EDCI.HCI,
Et;N, DMAP,
CH,Cl,

TMSBr, CHZCIZC 38R=H

EtsN 39 R = H, Et;N

21 -0-(3-cérboxipropandiI)-1 ',4-didesidro-1-desoxi-1,4-diidro-5'-(2- .

metilpropil)-1-oxorrifamicina XIV (37): Rifabutinaa 17 (153,8 mg, 0,1816
mmol) foi refluxada durante a noite com 44,3 mg (0,4427 mmol) de anidrido
succinico e 6,4 mg (0,05239 mmol) de DMAP em 3 mL de THF anidro.
Depois da cohéentragéo, o material obtido foi submetido a cromatografia
instantdnea em silica-gel eluindo-se com dicloromentano/metanol (30:1 (v/v)
em seguida 20:1 em seguida 10:1) para proporcionar o produto 37 (136,4
mg, 80%) como um soélido roxo escuro. 'HRMN (400 MHz, CDCly): 6 -0,15
(d, J = 7,0, 3H), 0,50 (d, J = 6,6, 3H), 0,88 -1,00 (m, 9H), 1,07 (d, J = 7,0,
3H), 1,20-1,26 (m, 2H), 1,57 (s, 1H), 1,79 (s, 3H), 1,80-1,98 (m, 4H), 2,02 (s,
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3H), 2,04 (s, 3H), 2,26 (s, 3H), 2,30-2,66 (m, 9H), 2,86-3,21 (m, 5H), 3,08 (s,
3H), 3,47 (br s, 1H), 3,66 (s, 1H), 4,98-5,06 (m, 2H), 5,76-5,86 (m, 1H), 6,02-
(d, J =125, 1H), 6,15 (d, J = 11,0, 1H), 6,30-6,37 (m, 1H), 7,99 (s, 1H), 8,35
(brs, 1H),

21-0-(3-((bis(dietilfosfono)metil) carbamoil) propanoil)-1',4-didesidro-1- -
desoxi-1,4-diidro-5'-(2-metilpropil)-1-oxorrifamicina XIV (38): Acido 37
(136 mg, 0,1436 mmol) e amina 2 (44 mg, 0,1446 mmol) foram dissolvidos
em 2 mL de diclorometano anidro e 40 uL (0,2854 mmol) dé trietilamina
foram adicionados seguido por EDCI'HCI (64 mg, 0,3338 -mmol) e DMAP
(3,5 mg, 0,02865 mmol). Depois da agitacdo durante a noite em temperatura
ambienté, a mistura foi concentrada e submetida a cromatografia |

instantanea em silica-gel. A coluna foi inicialmente eluida com 10:1 (v/v) de

‘acetato de de etila/acido acético até que a faixa roxo escura de Rifabutinaa

nado-reagida fosse estimulada. Em seguida, diclorometano/metanol em

- eluigdo (20:1 (v/v) em seguida 10:1) foi aplicado para produzii',o produto 38

(58,9 mg, 33%) como um sélido roxo escuro. 'H RMN (400 MHz, CDCIa): 0-

0,18 (d, J = 7,3, 3H), 0,47 (d,J=7,0, 3H), 0,92 (d, J = 6,6, 3H), 0,95-1,03 (m,
9H), 1,12-1,32 (m, 2H), 1,35 (t, J = 7,0, 12H), 1,79 (s, 3H), 1,80-1,98 (m, 4H),

2,02 (s, 3H), 2,08 (s, 3H), 2,00-2,10 (m, 3H), 2,29 (s, 3H), 2,32-2,76 (m, 8H),

2,80-3,10 (m, 5H), 3,07 (s, 3H), 3,49 (br s, 1H), 4,14-4,28 (m, 8H), 4,95 (d, J

= 10,7, 1H), 4,98-5,12 (m, 2H), 5,86 (dd, J = 15,4, 7,7, 1H), 6,08-6,15 (m,
1H), 6,40 (dd, J = 15,4, 11,4, 1H), 6,65 (d, J = 10,3, 1H), 8,15 (s, 1H), 8,28

(brs, 1H), i _

21-0-(3-((bisfosfonometil) carbamoil) propanoil)-1',4-didesidro-1-desoxi-

1,4-diidro-5'-(2-metiIpropil)-1 -oxdrrifamicina XIV (39): Composto 38 (57,4

mg, 0,04658 mmol) foi dissolvido em 0,5 mL de diclorometano anidro e 0,33

mL (2,355 mmols) de trietilamina e 0,16 mL (1,212 mmol) de TMSBr foi

adicionado consecutivamente. A mistura foi agitada durante a noite em

temperatura ambiente e concentrada. Depois da secagem em vacuo durante

pelo menos 30 min, o material foi dissolvido em uma mistura de 2,8 mL de

0,1 N de HCI (aq) e 2,8 mL de acetonitrila. Depois de agitar durante 1,5 h, a

solugéo foi basificada com 0,07 mL de trietilamina e o solvente organico foi
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cuidadosamente removido. O residuo foi filtrado e liofilizado. O material
solido depois da liofilizagao foi aplicado a uma coluna  C18 em um
mecanismo de separacdo Biotage® automatizado com eluigdo de grad'iente
linear de 10% de acetonitrila em 30 mM de tampado de bicarbonato de
trietilaménio (pH = 6,8) a 60% seguido por uma lavagem de acetonitrila pura
para proporcionaf um sélido roxo escuro 39 como sal de bis-trietilamina
(20,5 mg, 33%). "THRMN selecionado (400 MHz, D,0): & 0,16 (bs, 3H), 0,40
(d, J = 5,5, 3H), 0,74 (br s, 1H), 0,88 (d, J = 6,6, 3H), 1,00 (d, J = 6,6, 3H),
1,06 (d, J = 6,6, 6H),1,27 (t, J = 7,3, 18H), 1,565 (br s, 1H), 1,78 (s, 3H), 1,99
(s, 3H), 2,01 (s, 3H), 2,19 (s, 3H), 2,20-2,26 (m, 1H), 2,39 (br s, 1H), 2,65 (br
S, SH), 2,97-3,00 (m, 1H), 3,02 (s, 3H), 3,10-3,24 (m, 5H), 3,19 (q, J = 7,3,
12H), 3,29-3,32 (m, 2H), 3,65 (br s, 5H), 4,28 (t, J = 19,0, 1H), 5,01-5,04 (m
1H), 5,32 (bs, 1H), 5,99 (dd, J = 15,4, 9,2, 1H), 6,19 (d, J = 12,5, 1H), 6,43
(d, J = 11,0, 1H), 6,80 (br s, 1H), >'PRMN (162 MHz, D,O): 5 14,15, MS (M-

“H): 1118,2.

Equema 11. Preparagao de (4-amihobutanoilamino)metileno-1,1-

bisfosfonato de tetraetila

R Boc,O, NaOH (aq) 0
HzN\/,\)I\OH THF B°°HN\/\/U\0H
40 ' ' 41
2, EDCI,
DMAP, Et;N,
0]

' o \;P'\(OEt)z TEA ‘)i |
HzN\/.\)LH P(OEt), B°°HN\/\/1L P(OEN),
. O

43 ’ 42
Acido 4-(t-butoxycarboni|amino)butanéico (41): Aminoacido 40 (956,2

'mg, 9,273 mmols) foi agitado com Boc,0 (2,037 g, 9,333 mmols) e 23 mL de -

1N de NaOH (ag) em 5 mL de THF em temperatura ambiente durante a
noite. A solugdo foi acidificada com acido cloridrico diluido até que o pH
alcangasse em torno de 2 quando uma mistura turva foi obtida. A reacao foi

extraida com acetato de etila (3x) e secada em sulfato de sédio anidro antes
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da remogao do solvente para produzir um 6leo incolor 41 (1,759 g, 93%).
'HRMN (400 MHz, CDCl): 5 1,44 (s, 9H), 1,83 (quint, J = 7,0, 2H), 2,41 (t, J
= 7,0, 2H), 3,12-3,24 (m, 2H), 4,66 (br s, 1H).
(4-(t-butoxicarbonilamino)butanoilamino)metileno-1,1-bisfosfonato  de
tetraetila (42): O acido 41 (314,6 mg, 1,547 mmol) e amina 2 (466,8 mg,
1,639 mmol) foram dissolvidos em 15 mL de diclorometano seco.
Trietilamina (0,44 mL, 3,14 mmols) foi adicionada seguido por DMAP (37,6
mg, 0,3078 mmol) e EDCI'HCI (592,4 mg, 3,09 mmols). A mistufa foi agitada
durante a noite em temperatura ambiente antes de ser concentrada.
Cromatografia instantanea em silica-gel com eluicdo em 15:1 (v/v) de
acetato »de etila /metanol proporcionou 469,3 mg (62%) do composto 42
como um 6leo amarelo palido. "THRMN (400 MHz, CDCls): & 1,34 (t, J = 7,0,
12H), 1,44 (s, 9H); 1,83 (quint, J = 7,0, 2H), 2,31 (t, J = 7,0, 2H), 3,16-3,24
(m, 2H), 4,16-4,26 (m, 8H), 4,78 (bf s, 1H), 5,06 (dt, J = 21,6, 9,9, 1H), 6,61

(brd, J =10,3,-1H).

(4—AmindbutanoiIamino)metileno-1,1-bisfosfonato de tetraetila (43):
CompoSto 42 (469 mg, 0,9602 mmol) foi dissolvido em quantidade pequena
de TFA e a solugdo foi concentrada. O residuo foi apreendido em solugédo
aquosa de 1N de NaOH e foi extraida com acetato de etila (5x). Os extratos
combinados foram secados em sulfato de sédio e concentrados até a secura
em vacuo para proporcionar o composto 43 como um 6leo incolor (82 mg,
22%). 'HRMN (400 MHz, CDCly): 6 1,34 (dt, J =7,0, 2,6, 12H), 1,79 (quint, J
=7,0, 2H), 2,38 (t, J = 7,0, 2H), 2,79 (t, J = 7,0, 2H), 4,14-4,26 (m, 8H), 5,05
(dt, J =21,3,8,5, 1H), 7,08 (br d, J = 8,0, 1H). |

Esquema 12. Preparacao de conjugado de Rifabutinaa-bisfosfonato 45.
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o}

.. H
- N
AcO ~ ~
MeO,, .., (o] | 1 o
43, EDCI, HN
Et;N, DMAP, o A
CH,Cl, v nH  (RORP™ "P(OR),
- O O
" _
T
2 (0]
AN{
TMSBr, CHZCIZC 44R=Et
EtsN 45R = H, Et;N
21-0-(3-(3-((bis(dietilfosfono)metiI)' ~ carbamoil)propilcarbamoil)

propanoil)-1',4-didesidro-1-desoéxi-1,4-diidro-5'-(2-metilpropil)-1-

oxorrifamicina XIV (44): Uma mistura de &acido 37 (432,5 mg, 0,4567
mmol), amina 43 (176,3 mg, 0,4540 mmol), EDCI-HCI (180,1 mg, 0,9394
mmol), DMAP (11,9 mg, 0,09741 mmol) e trietilamina (0,13 mL, 0,9277

‘mmol) em 5 mL de diclorometano foi agitada em temperatura ambiente

durante a noite. Depois da concentragdo até a secura, o residuo foi
purificado por cromatografia de SiO, em um sistema de purificagdo flash
automatizado Biotage® com uma elui¢cao de gradiente de 2-10% de metanol
em diclorometano em 15 volumes de coluna para fornecer 44 como um
sélido roxo escuro (404,8 mg, 68%). '"HRMN (400 MHz, CDCls): & -0,21 (d, J
=7,0, 3H), 0,47 (d, J = 7,0, 3H), 0,91 (d, J = 7,0, 3H), 0,98 (br s, 3H), 1,03 (d,
J=7,0,6H), 1,41 (t J =73, 12H), 1,79 (s, 3H), 1,72-2,00 (m, 11H), 2,01 (s,
3H), 2,02 (s, 3H), 2,28 (s, 3H), 2,28-2,54 (m, 10H), 2,84-2,92 (m, 2H), 3,05
(s, 3H), 3,18-3,23 (m, 2H), 3,32-3,37 (m, 2H), 3,45-3,49 (m, 2H), 4,11-4,28
(m, 8H), 4,96 (d, J = 11,0, 1H), 5,00-5,14 (m, 2H), 5,92 (dd, J = 15,4, 7,0,
1H), 6,07 (d, J = 13,2, 1H), 6,17 (d, J = 11,4, 1H), 6,39 (dd, J = 15,4, 11,4, .
1H), 6,68 (br s, 1H), 6,79 (br s, 1H), 8,00 (br s, 1H), 8,18 (br s, 1H),

21-0-(3-(3-((bisfosfonometil) carbamoil)propilcarbamoil) propanoil)-1',4-
didesidro-1-desoxi-1,4-diidro-5'-(2-metilpropil)-1-oxorrifamicina XIV (45):
Composto 44 (396,5 mg, 0,3010 mmol) foi dissolvido em 3 mL de
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diclorometano e 2,1 mL (14,99 mmols) de trietlamina foram adicionados
seguido por 1 mL (7,577 mmols) de TMSBr. A mistura vermelha foi agitada
durante pelo menos 20 horas em temperatura ambiente e foi concentrada
até a secura. Depois da secagem sob vacuo elevado durante pelo menos 30
min, o material sélido foi apreendido na mistura de 18 mL de 0,1 Nde HCle -
10 mL de acetonitrila e agitado em temperatura ambiente durante 1h, tempo
em que uma solugao clara foi obtida. Depois da basificagcao pela adicao de
0,43 mL de trietilamina (pH final = 9,6), o solvente organico foi
cuidadosamente removido e o material insoluvel foi filtrado. O filtrado foi
liofilizado e o residuo foi submetido a uma coluna C18 em um sistema de
cromatovgrafia instantanea automatizaodo Biotage® com uma eluicdo de
gradiente em 10-60% de MeCN em 30 mM de tampéo' de bicarbonato de
trietilaménio (pH = 6,5) em 15 volumes de coluna para proporcionar 45 cbmo

um sélido roxo escuro (194 mg, 46%) como o sal de bistrietilaménio. ‘HRMN

(400 -MHz, D20): 6 -0,04 (d, J = 6,6, 3H), 0,39 (d, J = 6,2; 3H), 0,76 (br s,

1H), 0,88 (d, J = 7,0, 3H), 0,95 (d, J = 6,6, 3H), 1,08 (d, J = 6,6, 6H), 1,26 (t,
J =73, 18H), 1,53 (br s, 1H), 1,80-2,32 (m, 8H), 1,81 (s, 3H), 1,98 (s, 3H),
2,02 (s, 3H), 2,10 (s, 3H), 2,32-2,72 (m, 10H), 2,96-3,02 (m, 2H), 2,99 (s,
3H), 3,18 (q, J = 7,3, 12H), 3,35 (d, J = 7,3, 1H), 3,60-3,84 (m, 4H), 4,33 (t, J
=19,1, 1H), 4,95 (d, J = 10,3, 1H), 5,04-5,06 (m, 1H), 5,21 (dd, J = 12,4, 5,1,
1H), 5,97 (dd, J = 15,0, 7,7, 1H), 6,10 (d, J = ‘12,5,'1'H), 6,39 (d, J = 10,6,
1H),.6,63 (dd, J = 15,1, 11,4, 1H); **PRMN (162 MHz, D,0): & 13,99; Massa
(M-H): 1203. | - |

Esquema 13. Preparacdo de 5,5-bis(dietilfosfono) pentanoato

(carbonocloridoiloxi)metila _
PDC, DMF
ou
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PDC, DMF
//O or //O '
(EtO)zj\/\/\ TEMPO, NaOCI, NaOCl, '(EtO)i/\)ol\

(Eto)zf‘:l OH (EtO),P OH-

O 25 O 46
0

(n-Bu)4;NHSO,, NaHCO, '/\OJ\SEt

H,0, CH,Cl, -

20 0
(EtO)ij\/\)OJ\ j\ SO.Cl, (EtO),P~ 0 )(J)\
(EtO)2I: 'O/\O Cl ' (Eto)zp)\/\)J\o/\o SEt

O C“) ;

48 a7

5-Cérboxipentileno-1,1-bisfosfonato de tetraetila (46): Alcool 25 (1,3942
g, 3,869 mmoils) foi dissolvido em 40 mL de DMF anidro e 5,098 g A(13',55
m‘mo_ls) de dicromato de piridinio foram adicionados. A solugdo escura foi
agitada em temperatura ambiente durante noite. A reacao foi concentradana

metade do volume original e diluida com agua. A mistura foi extraida com

‘acetato de etila (3x) e os extratos combinados foram secados em sulfato de

sédio e concentrados até a secura. Cromatografia instantanea em silica-gel
com eluicdo em 15:1 (v/v) de diclorometano/metanol proporcionou o acido 46
(606 mg, 42%) como um Ableo incolor. Alternativamente, a uma mistura de
alcool 25 (475 mgq, 1,318 mmol), TEMPO (15 mg, 0,095 mmol), MeCN (6 mL)
e tampao de fosfato sddico (6 mL, 0,67 M, pH = 6,7) aquecido a 35°C foi
adicionado em gotas uma solugéo de clorito de sédio (300 mg em 2 mL de

- agua) e branqueador diluido (0,75 mL de solugdao de 1 mL de branqueador

comercial em 19 mL de agua) simultaneamente a partir de seringas
separadas. A mistura virou de amarelo para vermelho. Depois de 5 h, a
reacao foi concluida por TLC e 1H RMN e foi resfriada em temperatura
ambiente, 30 mL de agua foram adicionados e o pH foi ajustado para cerca
de 9 com a adigdao de 3 mL de 1N de NaOH. A reacdo foi extinguida
derramando-se em uma solugao de NaSOj; fria (500 mg em 10 mL de agua)
e mantida abaixo de 20°C. Depois de 30 min. de agitagdo na mesma

temperatura, 30 mL de éter de dietila foram empregados para extrair a
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mistura e a fase organica foi descartada. O pH da fase aquosa foi reajustado
entre 3-4 adicionando-se 5 mL de 1N de HCI e a mistura foi extraida com-
diclorometano (3x). Os extratos combinados foram secados em sulfato de
sédio e concentrados para proporcionar o acido 46 quantitativamente, que
podem ser empregados nas etapas seguintes sem outra purificagao.

'HRMN (400 MHz, CDCls): & 1,34 (t, J =7,0, 12H), 1,86-2,06 (m, 4H), 2,33 (tt,
J=24,2,59, 1H), 2,36 (t, J = 7,3, 2H), 4,14-4,22 (8H).
0-(5,5-Bis(dietilfosfono)pentanoiléxi)metil carbonotioato de S-etila (47):
Acido 46 (606 mg, 1,619 mmol), hidrogenossulfato de tetrabutilaménio (552
mg, 1,626 mmol) e bicarbonato de sédio (274,2 mg, 3,264 mmols) foram
adicionados a mistura de 4 mL de agua e 4 mL de diclorometano. Depois
que a evolugdo de gas parou, 310,8 mg (1,263 mmbl) de O-iodometil

‘carbonotionato de S-etila (sintetizado de acordo com Folkmann, M,,; Lund,

F.J. Synthesis, 1990, 1159-1166) em 1 mL de diclorometano foram
adicionados e a mistura foi agitada durante 2 h. A fase organica -foi
separada, lavada com agua (1x) e secada em sulfato de sddio. Depois da
fiItragéb e concentragdo, o residuo foi agitado em éter durante 10 min. O
sélido foi removido e o filtrado foi concentrado e submetido & cromatografia
instantdnea em  silica-gel com eluicdo em 20:1 (v/v) de
diclorometano/metanol para proporcionar o composto 47 (519,2 mg, 83%)
como um o6leo incolor. '"HRMN (400 MHz, CDClg): 8 1,33 (t, J = 7,3, 3H), 1,35
(t, d = 7,7, 12H), 1,86-2,04 (m, 4H), 2,28 (it, J = 23,8, 6,2, 1H), 2,40 (t, J =
7,3, 2H), 2,90 (q, J = 7,3, 2H), 4,14-4,22 (m, 8H), 5,80 (s, 2H).

5,5-bis(dietilfosfono)pentanocato (48): de (CarbonocIoridoiléxi)métila
Composto 47 liquido (519,2 mg, 1,054 mmol) foi resfriado em um banho de
gelo/agua e cloreto de sulfurila (128, L, 1,579 mmol) foi cuidadosamente

adicionado.- A mistura de reagdo foi permitida aquecer em. temperatura

ambiente e foi agitada durante a noite. Depois da remoc¢ao do cloreto de
sulfurila em excesso em vacuo, o cloreto acido cru 48 foi diretamente
empregado na proxima etapa sem outra purificagdo. 'HRMN (400 MHz,
CDCl3): 61,35 (t, J = 7,0, 12H), 1,86-2,06 (m, 4H), 2,28 (tt, J = 23,8, 6,2, 1H),
2,45 (t, 4 =7,0,2H), 2,90 (q, J = 7,3, 2H), 4,14-4,24 (m, 8H), 5,82 (s, 2H).
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Esquema 14. Prepéragéo de conjugado de Rifabutinaa-bisfosfonato 50.

49 R = Et
TMSBr, CH20I2<

EtsN 50 R = H, Et;N

Conjugado de Rifabutinaa-bisfosfonato 49: Rifébutinaa 17 (899 mg, 1,061
mmol) foi dissolvida em 10 mL de THF e esponja de préton (453,5 mg, 2,116
mmols) e cloreto acido cru 48 (1,054 mmol) foram adicionados. A mistura foi
agitada durante a noite em temperétura ambiente e foi diluida com acetato

de etila. A solugao foi lavada com agua (2x), secada em sulfato de sédio e

‘concentrado até a secura. O residuo foi purificado por uma cromatografia

insta‘nténéavem silica-gel, eluindo a faixa de Rifabutinaa roxo escuro com
19:1 (v/v) de acetato etila/metanol e trocando para Uma_eluigéo de gradiente
com diclorometano/metanol (30:1 (v/v) bara 20:1 a 10:1) para pfdporcionar o
composto 49 (504,3 mg, 37%) como um solido _vermelho-laranjé escuro.
'HRMN (400 MHz, CDClg): & -0,07 (br d, J = 7,0, 3H), 0,59 (d, J = 6,6, 3H),
0,85 (d,J =7,0, 3H), 0,96 (d, J = 6,6, 6H), 1,02 (d, J = 7,0, 3H), 1,31-1,36 (m,'
12H), 1,60-2,02 (m, 10H), 1,76 (s, 3H), 2,05 (s, 3H), 2,09 (br s, 3H), 2,20-
2,40 (m, 6H), 2,32 (é, 3H), 2,84-3,04 (m, 6H), 3,09 (s, 3H), 3,38-3,44 (m, 2H),
3,74-3,82 (m, 2H), 4,12-4,22 (m, 8H), 4,98 (br d, J = 9,5, 1H), 5,15 (br, s,
1H), 5,75-5,92 (m, 2H), 6,00-6,28 (m, 3H), 6,79 (br s, 1H), 8,03 (br s, 1H).

Conjugado de Rifabutinaa bisfosfonato 50: Composto 49 (499,1 mg,
0,3907 mmol) foi dissolvido em 4 mL de diclorometano e 2,7 mL (19,27
mmols) de trietilamina e 1,3 mL (9,850 mmols) de TMSBr foi adicionado
consecutivamente. A mistura vermelho-laranja brilhosa foi agitada em

temperatura ambiente durante pelo menos 20 h antes da concentragdo em
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vacuo. O residuo foi apreendido em uma mistura de solucdo aquosa de HCI
diluida (20 mL, pH = 4,5) e 15 mL de MeCN e agitado em temperatura
ambiente durante 1 h, ponto em que uma solugdo vermelho escuro clara foi
obtida. Trietilamina (0,22 mL, 4 eq) foi adicionada para ajustar o pH final em
9,4. O solvente organico foi cuidadosamente removido e os materiais
insoluveis foram filtrados. A mistura aquosa resultante foi liofilizada para
remover a agua. O material sélido foi submetido a uma coluna C18 em um
sistema de cromatografia instantdnea automatizado Biotage®»com eluicao
de gradiente em 10-60% de MeCN em 30 mM de tampao de bicarbonato de
trietlaménio (pH = 6,5) sobre 12 volumes de coluna para fornecer o sal de
bistrietiléménio de 50 como um solido vermelho escuro.(166 mg, 31%). 1H-
RMN (400 MHz, D;0):  -0,08 (br d, J = 5,9, 3H), 0,61 (d, J = 6,3, 3H), 0,89
(d, J=5,9, 3H), 0,96 (d, J = 7,0, 6H), 1,08 (d, J = 6,6, 3H), 1,09 (d, J ='6,6,‘
3H), 1,26 (t, J = 7,3, 18H), 1,58-2,14 (m, 24H), 2,20-2,30 (m, 2H), 2,41 (br s,
3H), 3,06 (s, 3H),-3,10-3,22 (m, 2H), 3,18 (q, J = 7,3, 12H), 3,55 (br s, 2H),
3,72-3,88 (m, 4H), 3,99 (br s, 1H), 4,28 (br s, 1H), 4,98 (br s, 1H), 5,25 (br s,
1H), 5,83 (br s, 2H), 5,96-6,16 (m, 2H), 6,43 (br s, 1H), 7,35 (br s, 1H);
3'PRMN (162 MHz, D,0): 5 20,81; Massa (M-H):1163.

Esquema 15. Preparacdo de acido 3-[(tetraetilabisfosfonometil)

OO0 | o 0O .
v (EtO)zl.D’YII'D(OEt)Z |

(EtO)zF'>'\r'F'>(OEt)2 —_— -

HN CO,H
NH, \n/\/ 2

carbamoil]propandico

. ©
2 . 51
Acido 3-[(tetraetilabisfosfonometil)carbamoil]propanéico (51):

Composto 51 foi preparado como descrito em J. Drug Targeting, 1997, 5,

129-138. Foi obtido como um 6leo que lentamente solidificou-se em 57% de

rendimento bruto de 2. O produto cru pode ser purificado por cromatografia
(10% de AcOH / EtOAc) para produzir um sélido branco. '"H RMN (400 MHz,
CDClg) 6 1,31 (t, J=7,0, 6H), 1,33 (t, J=7,1, 6H), 2,61-2,73 (m, 4H), 4,05-4,28
(m, 8H), 5,07 (td, J=21,6, J=9,8, 1H), 7,90 (d, J=9,4, 1H).

Esquema 16. Preparacédo de conjugado de Rifabutinaa-bisfosfonato 54
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acido bromobutirico, -
clorido pivaloila, piridina
em seguida

EtaN, DMF/CH,Cl,
40°C

TMSBI lutidina ( S3R=gt .
EtaN 54 R = H, EtsN

21-0O-(4-bromobutanoil)-1',4-didesidro-1-deséxi-1 ,4-diidr6—5'-(2- »

metilpropil)-1-oxorrifamicina XIV (52): Cloreto de piva_lbila (1,2 mL, 10
mmols) foi adicionado em gotas a uma solugédo de &cido 4-bromobutirico (1,7.
g; 10 mmols) e piridina (810 uL, 10 mmols) em CH.Cl, (3 mL) e uma s'olugéo
resultante foi agitada durante 0,5 h antes de ser filtrada e adicionada a uma
solugao agitada de Rifabutinaa (1,2 g, 2,0 mmols) e piridina (320 uL, 4
mmols) em THF (5mL). O resultante foi agitado durante 11 dias sob Ar a
40°C antes de ser diIUido em CH.Cl, (50 mL) e H.0 (30 mL). A fase organica
foi coletada e a camada aquosa foi extraida mais duas vezes com CH,Cl,
(2x10mL). As camadas organicas combinadas foram lavadas com uma
solugdo saturada de NaCl (20mL), secada em Na,SO, e concentradas em
vacuo. O produto cru foi purificado pbr cromatografia em siIica-gel eluindo
com 1% a 5% de MeOH em CH,Cl, (gradiente linear) para proporcionar 1,2
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g (1,1 mmol, 56%) de 52 como solido roxo escuro. 1TH RMN (400 MHz,
CDClg) 6 -0,18 (d, J=7, 3H), 0,48 (d, J=7, 3H), 0,92 (d, J=7, 3H), 0,94 (m,
6H), 1,04 (d, J=7, 3H), 1,22 (m, 2H),1,79 (s, 3H), 1,84-2,15 (m, 9H), 2,01 (s,
3H), 2,083 (s, 3H), 2,25-2,37 (m, 4H), 2,29 (s, 3H), 2,50 (m, 1H), 2,67 (m, 2H),
2,87 (m, 1H), 2,93-3,11 (m, 2H), 3,05 (s, 3H), 3,35 - 3,40 (m, 2H), 3,44 (m,
1H), 3,57-3,77 (m, 1H) 4,97 (d, J=10, 1H), 5,03 (dd, J=12, 5, 1H), 5,11 (d,
J=10, 1H), 5,92 (dd, J=16, 7, 1H), 6,08 (d, J=12, 1H), 6,12 (d, J=11, 1H),
6,42 (dd, J=16, 11, 1H), 7,72 (bs, 1H), 8,35 (bs, 1H) |
21-0-(4-((3-(bis(dietilfosfono)metil)carbamoil)propanoiloxi)butanoil)-
1',4-didesidro-1-desoxi-1 ,4-diidro-5'-(2-metilpropil)?1 -oxorrifamicina XIV
(53): Urha solugdo de 51 (260 mg, 0,65 mmbl), 52 (643 mg, 0,65 mmol) e
Cs2CO;3 (212 mg, 0,65 mmol) em DMF (1 mL) foi agitada- durante a noite em
temperatura ambiente sob Ar. A mistura foi diluida em CH.Cl, (20 fnL),
lavada com agua (10 mL) seguida por salmoura (10 mL), secada em NaySO,
e concentrada em vacuo. O produto cru foi empregado sem outra purificagao
na préxima etapa.

21 -O-(4-((3-(bisfosfonometiI)carbamoiI)propanoiIéxi)butanoil)—1 "4-
didesidro-1-deséxi-1,4-diidro-5'-(2-metilpropil)-1-oxorrifamicina XIV (54):
Composto 53 (maximo de 857 mg, 0,65 mmol) foi dissolvido em 20 mL de
diclorometano anidro a -78°C. A esta solugéo foi adicionado 2,6-lutidina (3,8
mL, 32,5 mmols) seguido por bromotrimetilsilano (2,2 mL, 16,3 mmols). O
banho de resfriamento foi removido e a mistura foi agitada em temperatura
ambiente durante mais de 20 h. Na remocdo completa dos volateis, o
residuo foi apreendido na mistura de 50 mL de 0,1 N de acido cloridrico e 10
mL de acetonitrila e'agitado em temperatura ambiente durante 2 h. Ao
término do tratamento, a solugdo foi trazida para o pH 7 pela adi¢cdo de

trietilamine.- O volateis organicos foram removidos em vacuo e o residuo foi

liofilizado. O material resultante foi submetido a uma cromatografia
instantdnea de fase reversa C18 com uma eluicdo de gradiente linear de 5%
de acetonitrila em 30 mM de solugdo aquosa de diéxido de carbono/
trietlamina (pH . 6,8) em acetonitrila pura. Para as fragdes contendo o

produto, o acetonitrila foi removido em vacuo e a solugdo aquosa resultante
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foi liofilizada para proporcionar o composto 54 como sélido roxo de forma de
sal de bis-trietilaménio (8,6 mg). Pureza de LC/MS: 97,0% (254nm), 96,4%

~ (220nm), 97,6% (320nm), MS (M+H) 1206,4.

Esquema 17. Preparacao de derivado de  3-

hidroxibenzoxazinorrifamicina 56.

Preparagdo de 1'4-didesidro-1-desoxi-1,4-diidro-3'-terc-butildimetilsililoxi-1-

‘oxorrifamicina VIl (composto 37) é‘des_c'rita por Yamane e outros (Chem.

Pharm. Bull. (1993), 41: 148-155).

1 ',4-Didesidro-1 -desoéxi-1,4-diidro-3'-hidroxi-5'-[4-(2-hidroxietil)-1-
piperazinil]-1-oxorrifamicina VIl (56): A uma solugdo de 1',4-didesidro-1-
desoxi-1 ,4-diidro?3'-terc-butildimetilsi_liléxi-1-oxorrifamicina VIl (composto 55)
(2,236 g, 2,44 mmols) em 60 ‘mL de DMSO foram adicionados 1-(2-
hidroxietil)piperazina (635 mg, 4,88 mmols) e diéxido de manganés (2,227 g,
25,62 mmols). Dentro de 30 min., a mistura tornou-se de vermelho para azul.
Depois de agitar durante a noite em temperatura ambiente, a mistura foi
filtrada através de celita e evaporada sob vacuo até a metade do volume
inicial. A mistura resultante foi derramada em agua e extraida com CHxCl..
Os extratos orgéanicos foram lavados com salmoura e secados em MgSO,.
Depois da evaporagao, o residmjo foi purificado por cromatografia instantanea
em SiO; (gradiente de 0% a 10% de MeOH / CH.Cl,) para produzir 56 como
um sélido azul (975 mg, 43%), LCMS 98,0% (254 nm),v 97,1% (220 nm),
96,3% (320 nm); massa calculada paré Ca9HeoN4O14 929. Encontrado 929,2
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Esquema 18. Preparacdao de (4-(2-(pipera'zin-4-i|)et6xi)-4-oXo-

butanoilamino)metileno-1,1-bisfosfonato de tetraetila.

0=_0 Boc. ‘ R\N
R\N/\\ vo N()\, 2, EDCI, K/)\l

LN, DWAP,CHCL j DMAP, CH,Cl, j

] L EtOl(g) N i
HO ,HONO (Z)Y NO

0 (Etsz)P\\O o]
R=H : 59 R = Boc
R ) Boc,O, THF 58 ~ TFA, CH,Cl,
57 R =Boc 60R =H

4-(2-HidroxietiI)piperazina-1-carboxilato de terc-butila (57): Para 1-(2-
hidroxietil)piperazina (3,0 g, 23,0 mmols) em THF foi adicionado dicarbonato

‘de di-terc-butila (5,5 g, 25,3 mmols). A mistura foi agitada durante 2 horas. O

solvente foi evaporado sob vacuo até a metade do volume inicial e a mistura
foi derramada em agua, extraida com CH,Cl,, lavada com salmoura, secada
em_Na2$O4 e concentrada para produzir um 6leo amarelo palido (5,3g,
quant.). "H RMN (400 MHz, CDCls) & 1,46 (s, 9H), 2,44-2,46 (m, 4H), 2,54-
2,57 (m, 2H), 2,66 (m, J=5,3, 1H), 3,42-3,45 (m, 4H), 3,62 (q, J=5,3, 2H),
1-(t-Butionicarboni|)-4-(2-(4-hidréxi,—4-oxo-butanoiléxi)etiI)piperazina
(58): Composto 57 (5,3 g, 23,0 mmols), anidrido succinico (2,30 g, 23,0
mmols) e 4-dimetilaminopiridina (281 mg, 2,30 mmols) foram dissolvidos ém ‘
CHCI3 (14 mL) e agitados durante 18 h. A solugdo foi concentrada em vacuo
e empregada sem outra purificagdo. '"H RMN (400 MHz, CDCl3) & 1,42 (s,
9H), 2,54-2,60 (m, 8H), 2,72 (t, J=5,6, 2H), 3,43-3,46 (m, 4H), 4,23 (t, J=5,5,
2H). '

(4-(2-(1-(t-Butiloxicarbonil)-piperazin-4-il)etoxi)-4-oxo-butanoil-

amino)metileno-1,1-bisfosfonato de tetraetila (59): A uma sdlugéo de

compostos 2 (3,0 g, 9,9 mmoils) e 58 (3,3 g, 9,9 mmols) em CH.Cl, (50 mL)
foi adicionado EDC (2,08 g, 10,9 mmols) e 4-dimetilaminopiridina (121 mg,
0,99 mmol). A solugdo resultante foi agitada durante 3 h sob Ar em
temperatura ambiente. A mistura de reagdo foi derramada em NaHCO;

saturado. As camadas foram separadas, e a camada aquosa foi extraida
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duas vezes com CH,Cl,. As camadas orgénicas combinadas foram lavadas

com salmoura, secadas em Na,SO, e concentradas em vacuo. O residuo foi

~ purificado por cromatografia instantdnea em SiO, (gradiente de 0% a 10%

de MeOH / CH.Cl,) para produzir um 6leo amarelo pélido que solidifica-se
com o passar do tempo (4,5 g, 74%). 1H RMN (400 MHz, CDCI3) 6 1,33 (t,
J=7,1, 12H), 1,45 (s, 9H), 2,42-2,44 (m, 4H), 2,55-2,60 (m, 6H), 3,41-3,43
(m, 4H), 4,14-4,25 (m, 10H), 5,00 (dt, J=21,7, 10,1, 1H), 6,18 (d, J=9,9, 1H).
(4-(2-(Piperazin-4-il)etoxi)-4-oxo-butanoilamino)metileno-1,1-

bisfosfonato de tetraetila (60): Composto 59 (1,0 g, 1,62 mmol) foi

dissolvido em uma solugéo de 20% de TFA / CHCl> (8 mL). A solugéo foi

agitada em temperatura ambiente até que nenhum material de partida
permanecesse (monitoramento por TLC). Os volateis foram removidos sob
vécuo. O sal de TFA foi dissolvido em MeOH e tratado com 13 cc de ‘resina |
de forma de CI' Dowex 1X2 que foi lavada com NaHCO3 saturado (3x), agua
(8x) e MeOH- (3x) anteriormente. A resina foi filtrada e o- filtrado foi
concentrado para. produzir um sélido incolor (0,85 g, quant.) que foi -

-empregado na proxima etapa sem outra purificagao. 'H RMN (400 MHz,

CDClg) 8 1,29 (t, J=7,1, 6H), 1,35 (t, J=7,1, 6H), 2,65-2,74 (m, 4H), 3,22-3,24
(m, 2H), 3,44-3,46 (m, 4H), 3,56-3,59 (m, 4H), 4,06-4,23 (m, 8H), 4,38-4,41
(m, 2H), 5,06 (dt, J=21,6, 10,0, 1H), 7,93 (d, J=10,1, 1H).

Esquema 19. Preparagcao de conjugado de 3'-

hidroxibehzdxazinorrifamicina bisfosfonato 62
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60
MnO,, DMSO

0]

0]
. (ROPN
( 2 \r O
(RO)2P\\O O
61 R=Et TMSBr
) 2,6- Lutidine
62 R‘= H, NH4 CH2C|2

Conjugado de 3'-hidroxibenzoxazinorrifamicina bisfosfonato 61:
Composto 60 (2,37 g, 4,59 mmols) foi adicionado a uma solugéo de 55 (2,8
g, 3,06 mmols) em DMSO seco (16 mL). NaHCO; (2,57 g, 30,6 mmols) e
MnO; (2,66 g, 30,6 mmols) foram adicionados. A mistura foi agitado sob Ar
durante 9 dias a 40°C. A mistura de reag&o foi diluida com CH,Cl,, a maioria

~ dos sdlidos foi removido por filtracdo em celite. Os sélidos foram lavados

com CHxCl, e as camadas organicas combinadas foram lavadas com
salmoura meio-saturada. A camada organica foi separada e filtrada em papel
para remover o sélido escuro fino restante. O filtrado foi lavado com agua,
salmoura, secada em MgSO,. Depois da evaporacdo, o residuo foi
purificado por cromatografia instantdnea em SiO, (gradiente de 0% a 10%
de MeOH / CH.Cl,) para produzir 61 como um sélido azul (1,3 g, 33%).
Pureza de LCMS: 96,3% (254 nm), 95,9% (220 nm), 94,2% (320 nm); massa
calculada para Ce2HgsNsO22P2 1313, encontrado 1312,0 (M-H)". Destilado 37
foi da mesma forma recuperado como um sélido vermelho escuro (1,1 g,
45%).

Conjugado de 3'-hidroxibenzoxazinorrifamicina bisfosfonato 62: A uma
solugdo de 61 (168 mg, 0,13 mmol) e 2,6-lutidina (594 uL, 5,11 mmols) em
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CHxCl; (5 mL) a -78°C foi adicionado em gotas TMSBr (337 pL, 2,55 mmols)
sob argénio. O banho frio foi removido e a mistura foi agitada durante 24
horas em temperatura émbiente. O solvente foi removido sob vacuo até a
secura. O residuo foi dissolvido em 50 mM de tamlpéo de NH4OAc/AcOH
aquoso (pH 5) e agitado durante 18 horas em temperatura ambiente e a
amostra foi liofilizada. O residuo bruto foi purificado por cromatografia
instantanea de fase reversa em pH 5 (gradiente linear de 5% a 100% de
acetonitrila em 50 mM de tampao de NH,OAc/AcOH aquoso). As fracbes
puras combinadas foram concentradas e liofilizadas para produzir 62 como
um sal de bis-amonio azul escuro (120 mg, 76%). Pureza de LCMS: 96,2%
(254 nm), 96,6% (220 nm), 96,3% (320 nm); massa calculada para
CsaHesNsO22P2 1201, encontrado 1200,3 (M-H)'. |

Esquema 20. Preparagéo - de derivado de | 3

hidroxibenzoxazinorrifamicina 63.

1',4-Didesidro-1-deséxi-1,4-diidro-3'-hidréxi-5'-[4-hidroxi-1-piperidinil]-1-

oxorrifamicina VIl (63): Para uma solugdo agitada de 55 (0,60 g, 0,65
mmol) em DMSO seco (10 mL) foram adicionados 4-hidroxipiperidina (0,132
g, 1,31 mmol) e MnO, (0,57 g, 6,56 mmols). A mistura foi agitada em -
temperatura ambiente durante 24h. A mistura de reacdo foi diluida com
acetato de etila (100mL), filtrada através de celita e lavada com acetato de
etila (100mL). Os filtrados combinados foram lavados sucessivamente com

agua (2x75mL), salmoura (2x75 mL), secados em Na,SO, e concentrados.
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O residuo foi purificado por cromatografia instantanea em SiO, (8% de
MeOH / CH,Cl,) para produzir 63 como um sélido azul (197 mg, 33%).-
Pureza de LCMS: 97,8% (254 nm), 95,1% (220 nm), 97,1% (320 nm); Massa
calculada para C4sHs7N3O14: 899. Encontrado: 898 (M-H).

Esquema 21. Preparacdo de (4-(2-(1-(beniiloxicarboniI)-piperidin-4- '

il)etoxi)-4-oxo-butanoil-amino)metileno-1,1-bisfosfonato de tetraetila.

O :
0O o) Cbz.
v Cbz.,, 2, EDCI , ,\O\
(0]

Cbz., DMAP, CHCI DMAP, CH,Cl, ,
U\ — 7 (Et O)FI? N
| H \ _
OH o 0 e 0
5  (EO)Py O
64 65 R = Cbz ) PA/C, Hy
- 66 < H EtOH

Acido 3-((1-((benziléxi)carbonil)piperidin-4-iiéxi)carbonil)propanéico

(64): - 4-Hidroxi-1-piperidinacarboxilato de benzila (1,09, 4,25 mmols).

Anidrido succinico (0,425 g, 4,25 mmols) e 4-DMAP (52 mg, 0,425 mmol)
foram dissolvidos em CHCIl; (10 mL) e agitados durante 24 horas. Os
volateis foram removidos em véacuo. NaHCO; aquoso (100 mL) foi
adicionado e a mistura foi lavada com Et,O (2x50 mL). A camada aquosa foi
acidificada em pH=6 a 7 com 2N de HCI e extraida com CH,Cl, (2x60 mL).
Os extratos orgénicos combinados foram lavados com salmoura (60 mL),
secados em Na,SO, e concentrados em vacuo para proporcionar o
composto 64 (768 mg, 54%) que foi efnpregado sem outra purificacdo. 'H
RMN (400 MHz, CDCl3) & 1,62 (m,_2H),‘1 ,85 (m, 2H), 2,60-2,70 (m, 4H),-3,38
(m, 2H), 3,74 (m, 2H), 4,97 (m, 1H), 5,12 (s, 2H), 7,35 (m, 5H). |

(4-(1-(Benziloxicarbonil)-piperidin-4-il6xi)-4-oxo-butanoil-

amino)metileno -1,1-bisfosfonato de tetraetila (65): A uma solugédo

agitada de compostos 64 (0,76 g, 2,26 mmols) e 2 (0,687 g, 2,26 mmols) em
CHxCl; (10 mL) foram adicionados EDC (0,52 g, 2,72 mmols) e 4-DMAP (55
mg, 0,45 mmol). A solugdo resultante foi agitada durante 16h sob nitrogénio
em temperatura ambiente. A mistura de reagdo foi diluida com CH,Cl,,
lavada com NaHCOsz aquoso (2x50 mL), salmoura (50 mL) e secada em
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Na,SO,. Depois da evaporagdo, o residuo foi purificado por cromatografia
instantanea em SiO, com 5% de MeOH / CH,Cl, para produzir o produto 65
(1,20 g, 85%). TH RMN (400 MHz, CDCl3) 5 1,33 (t, J=7,1 Hz, 12H), 1,62 (m,
2H), 1,85 (m, 2H), 2,57-2,62 (m, 4H), 3,35 (m, 2H), 3,76 (m, 2H), 4,16 (m,
8H), 4,90-5,08 (m, 2H), 5,12 (s, 2H), 6,33 (d, J = 9,8 Hz, 1H), 7,35 (m, 5H).
(4-(Piperidin-4-iI)-4-oxo-butanbil-amino)metileno-1 ,1'-bisfosfonato de
tetraetila (66): A uma solugao do composto 65 (1,20 g, 1,93 mmol) em EtOH
(20 mL) foi adicionado 10% de Pd/C (200 mg) e a mistura foi agitada sob
uma atmosfera de hidrogénio durante 3,5 h. O catalisador foi filtrado através
de celite, lavado com etanol e os filtrados foram concentrados até a secura
para produzir 66 (1,0 g) que foi‘empregado.na proxima etapa sem outra
purificag:éo. 'H RMN (400 MHz, CDCl3) & 1,33 (t, J=7,1 Hz, 12H), 1,82 (m,
2H), 2,08 (m, 2H), 2,64 (s, 4H), 3,02 (m, 2H), 3,20 (m, 2H), 4,16 (m, 8H),
4,90-5,08 (m, 2H), 6,88 (d, J = 9,8 Hz, 1H).

Esquema 22. Preparacdo de conjugado de bisfosfonato de 3'-

(RO),P_ _NH

(RO)Py,

2.6-lutidina

67 R = Et TMSBr -
) CH,Cl,

68 R =H, NH,

Conjugado de bisfosfonato de 3'-hidroxibenzoxazinorrifamicina 67:



10

15

20

25

140

MnO, (1,45 g, 16,66 mmols) foi adicionado a uma solugdo agitada de 55
(1,52 g, 1,66 mmol) e composto 66 (0,81 g, 1,66 mmol) em DMSO seco (20-
mL). A mistura foi agitada sob argénio durante 4 dias em temperatura
ambiente. A mistura de reacao foi diluida com CH.Cl, (50mL), filtrada
através de celita e lavada com mais CH,Cl, (100mL) e os filtrados
combinados foram lavados sucessivamente com agua (3x100mL) e
salmoura (2x100 mL), secados em Na,SO, e concentrado. O residuo foi
purificado por cromatografia instantanea em SiO; (gradiente de 0% a 5% de
MeOH / CH,Cl,) para produzir 67 como um sdlido azul (0,42 g, 19,7%),
Massa de LCMS calculada para CgiHg2N4O22P2: 1284. Encontrado: 1285
(M+H).

Conjugado de bisfosfonato de 3'-'hidroxibenzoxazinbrrifamicina 68: A
uma solugao de 67 (0,42 g, 0,32 mmol) em 10 mL de diclorometano anidro a
-78°C foi adicionado 2,6-lutidina (1,52mL, 13,08 mmols) seguido por
bromotrimetilsilano (0,86 mL, 6,54 mmols). A mistura foi agitada em
temperatUra ambiente durante 24 h. Na remog&o do solvente, o residuo foi
dissolvido em 8 mL de 50mM de tampao de NH4OAc/AcOH (pH=5) e agitado
em temperatura ambiente durante 20 h e liofilizado. O residuo foi dissolvido
em agua e filtrado. para remover os insoluveis. A solugao resultante foi
submetida a uma cromatografia instantanea de de fase reversa C18 com
uma eluigao de gradiente linear de 5% de acetonitrila em 50mM de tamp&o
de NH,OAC/AcOH (pH=5) em acetonitrila pura. Para as fragcdes que contém
apenas o produto, a acetonitrila foi Areonvida em vacuo e a solugdo aquosa
resultante foi liofilizada para proporcionar o composto 68 como um sélido
azul escuro (0,31 g, 81%). LCMS 97,9% (254 nm), 97,7% (220 nm), 96,4%
(320 nm); Massa calculada para Cs3HesN4O22P2: 1172, Encontrado: 1171 (M-

H).

Esquema - 23. -Preparacao de derivado de 3-
hidroxibenzoxazinorrifamicina 69.
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MnOz, DMSO

HN
NH

1',4-Didesidro-1 ;deséxi-1 ,'4-diidrof3'-hidro'xi?5'-[1 -piperazinil]-1-
oxorrifamicina VIl (69): A uma solucao agitada de 55 (3,0 g, 3,28 mmols)
em DMSO seco (60 mL) foram adicionados piperazina (1,13 g, 13,12 mmols)
e MnO. (2,85 g, 32,82 mmols). A mistura foi agvitada‘ durante 48h, diluida
com CHxCl> (200 mL), filtrada atrévés de celita e lavada com mais CHxCl
(200mL).’ O filtrado combinado foi lavado sucessivamente com &agua
(2x300mL) e salmoura (2x200 mL), secado em Na,SO, e concentrado. O
residuo foi_purificadd por cromatografia instantdnea em SiO, (gradiente de
10 % a 20% de MeOH / CH.Cl;) para produzir 69 como um sdlido azul (2,28
g, 78%). LCIVIS 99,2% (254 nm), 99,3% (220 nm), 99,2% (320 nm); Massa
calculada para C47HssN4O43: 884. encontrado: 883 (M-H).

Esquema 24. Preparacdo de conjugado de 3'-hidroxibenzoxazinor-
rifamicina 71
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34, DBU, PhMe

Lt

(RO),P7°

(RO),P
o

70R = Et TMSBr
_ > 2.6-lutidina
71 R = H, NH47 CH2C|2

Conjugado de 3'-hidroxibenzoxazinorrifamicina bisfosfonato 70: Uma

}mistura de composto 69 (1,92 g, 2,17 mmols), composto 34 (1,03 g, 2,17

mmols) e DBU (0,714 mL, 4,77 mmols) em 25 mL de tolueno foi agitada em
temperatura ambiente durante 16h e os volateis foram removidos sob
pressao reduzida. O residuo foi dissolvido em CHxCl, (200 mL) e lavado com
solugcao aquosa de cloreto de amobnio saturadAa (2x80mL), saImoUra'
(1x80mL), secado em Na,SO,, e concentrado sob pressao reduzida.
Cromatografia instantanea em silica-gel com eluigdo de gradiente
empregando-se 0-6% de metanol/diclorometano proporcionou o produto 70
(1,92 g, 65%), LCMS: Massa calculada para CegHaoNeO21P2:1360,
encontrado: 1361 (M+H). . ‘

Conjugado de bisfosfonato de 3'-hidroxibenzoxazinorrifamicina 71:

Composto 70 (1,92 g, 1,41 mmol) foi dissolvido em 25 mL de diclorometano
anidro. A esta solugéo foi adicionado ftrietilamina (9,83 mL, 70,58 mmols)
seguido por bromotrimetilsilano (4,65 mL, 35,29 mmols). A mistura foi
agitada em tempefatura ambiente durante 23 h. Na remocao do solvente, o
residuo foi apreendido em uma mistura de 70 mL de 0,1 N de &cido
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cloridrico e 70 mL de acetonitrila e agitado em temperatura ambiente durante
3 h, em seguida neutralizado com trietilamina. Os solventes organicos foram
removidos em vécuo e o residuo foi liofilizado. O residuo foi dissolvido em
agua e filtrado para remover os insoluveis. O filtrado resultante foi submetido
a uma cromatografla instantanea de fase reversa C18 com a eluicdo de
gradiente linear de 0-40% de acetonitrila em 30 mM de solugdo aquosa de
diéxido de trletllamlna/carbono (pH 6,8) em acetonitrila pura. Para as fragoes
contendo o produto, o acetonitrila foi removido em vacuo e a solugdo aquosa
resultante foi liofilizada para proporcionar o composto 71 como um sdlido
azul escuro (0,82 g, 46%), Pureza de LCMS: 96,0% (254 nm), 92,1% (220
m),  95,5% (320 nm); Massa calculada para CeoH7sN4O21P2: 1248,
encontrado: 1247 (M-H). | '

Esquema 25. Preparagdo de (3-aminopropanoilamino)metileno-1,1-

2, EDCI,
T DMAP, Et;N, Os
FmocHN OH _ > FmocHN N™ “P(OEY),
‘ 72 SERY
73
Pipefidina
~ DMF
0O
o
H2N/\)J\ P(OEY),
o)
74

(3-(((9h-FIuorén-9-iI)metéxi)carboniIamino)propanoiIamino)metileno-

1,1-bisfosfonato de tetraetila (73): Em uma solugdo de cdmpostos 72 (200
mg, 0,642 mmol) e }2 (195 mg, 0,642 mmovl) em CHCl; livre de etanol e
anidro (5 mL) foram adicionados EDCI (147 mg, 0,77 mmol) e DIPEA (0,14
ml, 0,77 mmol). A solugao resultante foi agitada durante a noite sob Ar em
temperatura ambiente. A mistura de reacdo foi concentrada até a secura e o
residuo foi purificado por cromatografia instantanea em SiO, (gradiente de
5% a 15% de MeOH / CH.Cly) pafa produzir uma goma incolor (240 mg,
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65%). 1H RMN (400 MHz, CDCl;) & 1,30-1,34 (m, 12H), 2,50-2,24 (m, 2H),
3,51-3,54 (m, 2H), 4,14-4,24 (m, 8H), 4,36 (d, J=7,0 Hz, 2H), 5,03 (dt,
J=22,0, 9,9 Hz, 1H), 5,66 (br s, 1H), 6,21 (br s, 1H), 7,30 (t, J=7,3 Hz, 2H),
7,39 (t, J=7,7 Hz, 2H), 7,59 (d, J=7,3 Hz, 2H), 7,75 (d, J=7,3 Hz, 2H);
3'PRMN (162 MHz, CDCls): 5 17,46. | | |
(3-Aminopropanoilamino)metileno-1,1-bisfosfonato de tetraetila (74):
Piperidina (1,5 ml, 15,15 mmols) foi adicionada a uma solugdo de composto
73 (240 mg, 0,402 mmol) em DMF (3,5 mL). A solugédo resultante foi agitada
durante 1 h sob Ar em temperatura ambiente. A mistura de reagéo foi
concentrada até a secura e o residuo foi purificado por_cromatografia
instantéhea em SiO, (gradiente de 5% a 15% de MeOH / CH.Clz) para
produzir uma goma incolor (78 mg, 64%). 1H RMN (400 MHz; CDCl3) 6 1,27-
1,31 (m, 12H), 2,38-2,40 (m, 3H), 3,00 (m, 2H), 4,11-4,21 (m, 8H), 5,04 (t,
J=22,0 Hz, 1H), 8,20 (bs, 1H); *'PRMN (162 MHz, CDCls): 5 17,82.

Esquema 26. Preparagao de conjugado de bisfosfonato rifalazila de 78
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74, EDCI,
EtsN, DMAP,
CHCly

77 R =Et
TMSBr, CH?CIQ(
2,6-lutidina 78 R =H, Et3N

Preparacao  de 1',4-Didesidro-1 -desoxi-1 ,4-diidro-3'-hidroxi-5'-[4-(2-
metilpropil)-1-piperazinil]-1-oxorrifamicina VIl (composto 75)' € descrita por:
Yamane e outros (Chem. Pharm. Bull. (1993), 41: 148-155).
21-0-(3-Carboxipropanoil)-1',4-didesidro-1-deséxi-1,4-diidro-3'-hidroxi-
5'-[4-(2-metilpropil)-1-piperazinil]-1-oxorrifamicina VI (76): A uma
solugdo de composto 75 (400 mg, 0,425 mmol) em THF anidro (50 mL)
foram adicionados anidrido succinico (876 mg, 3,74 mmols) e DMAP (60 mg,
0,49 mmols). A solugéo resultante foi aquecida até o refluxo durante a noite.
A mistura de reacgao foi concentrada até a secura e o residuo foi purificado
por cromatografia instantanea em SiO, (50/45/5, Hexanos/EtOAc/MeOH)
para produzir um sélido azul profundd (323 mg, 73%). 1H RMN (400 MHz,
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CDCls): 8 -0,35 (d, J = 7,0 Hz, 3H), -0,06 (d, J = 7,0 Hz, 3H), 0,90-0,99 (m,
15H), 1,62 (m, 1H), 1,73-1,77 (m, 2H), 1,82 (s, 3H), 1,97 (s, 3H), 2,13 (s,
3H), 2,14 - (m, 4H), 2,31 (s, 3H), 2,49-2,61 (m, 7H), 2,75 (m, 1H), 2,99 (s,
3H), 3,35 (d, J = 7,3 Hz, 1H), 3,53 (bs, 3H), 4,69 (d, J = 10,6 Hz, 1H), 4,96
(d, J = 11,0 Hz, 1H), 5,04 (dd, J = 12,9, 7,3 Hz, 1H), 5,97 (dd, J = 16,1, 7,3
Hz, 1H), 6,19-6,26 (m, 2H), 6,34 (s,1H), 6,46 (s, 1H), 6,83 (dd, J = 16,1, 11,0
Hz, 1H), 7,90 (s, 1H), 10,23 (s, 1H); massa calculada para CssHgsN4O16
1041, encontrado 1042 (M+H)". |
21-0-(3-(2-((Bis(dietilfosfono)metil) carbam0|l)etllcarbam0|l) propanoﬂ)
1',4-didesidro-1-deséxi-1,4-diidro-3'- hIdI’OXI-5' -[4-(2- metllpropll) -1-
piperazinil]-1-oxorrifamicina VIl (77). A uma solugao de compostos 76
(268 mg, 0,257 mmol) e 74 (78 mg, 0,257 mmol) em CHCI3 livre de etanol e
anidro (10 mL) foram adicionados EDCI (100 mg, 0,514 mmol) e DMAP. (63

mg, 0,514 mmol). A solugdo resultante foi agitada durante a noite sob Ar em

temperatura ambiente. A mistura de reagao foi concentrada até a secura e o

residuo foi purificado por cromatografia instantdnea em SiO; (éluante
CHgCIg/AcOEt/MeOH, 50/40/10) para produzir um sdlido azul (52 mg, 15%).
"HRMN (400 MHz, CDCl3): & -0,37 (d, J = 7,0 Hz, 3H), -0,03 (d, J = 7,0 Hz,
3H), 0,90-0,99 (m, 15H), 1,33 (m, 12H), 1,52-1,75 (m, 2H), 1,80 (s, 3H), 1,95
(s, 3H), 2,09-2,79 (m, 28H), 2,97 (s, 3H), 3,32-3,69 (m, 10H), 4,19 (m, 8H),
4,75 (d, J = 11,0 Hz, 1H), 4,99-5,14 (m, 3H), 5,97 (dd, J = 16,1, 7,3 Hz, 1H),
6,23 (dd, J = 22,0, 11,0 Hz, 2H), 6,31 (s, 1H), 6,45 (s,1H), 6,88-6,92 (m, 3H),
7,03 (m,1H), 7,68 (s, 1H), 10,11 (s, 1H). *'PRMN (162 MHz, CDCl3): & 18,21;
massa calculada para Ce7HgsNeO22P2 1396, encontrado 1398,2 (M+2H)".
21-0-(3-(2-((BisfosfohometiI) cafbamoil)etilcarbamoil) propanoila)-1',4-
didesidro-1-desoéxi-1,4-diidro-3'-hidroxi-5'-[4-(2-metilpropil)-1-

piperazinil]-1-oxorrifamicina VIl (78): Composto 77 (50 mg, 0,0358 mmol)

foi dissolvido em 10 mL de diclorometano e 0,21 mL (1,789 mmol) de 2,6-
lutidina foi adicionado seguido por 116 ulL (0,8945 mmol) de TMSBr. A
mistura vermelha foi agitada durante pelo menos 48 horas em temperatura
ambiente e foi concentrada até a secura. Depois de secar sob alto vacuo

durante pelo menos 120 min. O material sélido foi apreendido na mistura de
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2,15 mL de 0,1 N de HCI e 2,5 mL de acetonitrila e agitado em temperatura
ambiente durante 2 h tempo em que uma solugao clara foi obtida. Depois da
basificacdo pela adicdo de 0,05 mL de trietilamina (pH final = 7,0). Os
volateis organicos foram cuidadosamente removidos sob véacuo e o material
insoluvel foi filtrado. O filtrado foi liofilizado e o residuo foi submetido a uma
coluna de C18 em um sistema de cromatografia instantédnea aUtomatizado
Biotage® com uma eluicao de gradiente de 10-60% de MeCN em 30 mM de
tampao de bicarbonato de trietilaménio (pH = 6,5) em 15 volumes de coluna

para proporcionar 78 como um solido azul escuro (15 mg, 30%) como o sal

~de bistrietilamonio. 1H-RMN (400 MHz, CDCly): sinais fundamentais & -0,57

(bs, 3H), -0,38 (bs, 3H), 0,88 (s, 6H), 1,16 (t, 18H), 3,05 (q, 12H), 4,20 (t,
1H); *'PRMN (162 MHz, CDCls): & 14,02;'purezé de LCMS: 99,0% (254 nm),
98,5% (220 nm), 99,1% (320 nm); massa calculada para CssHzeNsO2oPs
1284, encontrado 1283,2 (M-HY'. |

Esquema 27. Preparacéo de conjugado de rifalazil bisfosfonato 81



10

148

cloreto de 4-bromobutiri-la.
DMAP, piridina, CH,Cl,

TMSBr, lutidina ~~ 80 R = Et
CHZC‘Z : \ 81R=H, Et3N.

21-0-(4-Bromobutanoil)-1',4-Didesidro-1-desoxi-1,4-diidro-3'-hidréxi-5'-
[4-(2-metilpropil)-1-piperazinil]-1-oxorrifamicina VIII (79): Cloreto de 4--
bromobutirila (2,18 mL, 18,82 mmols) foi adicionado em gotas a uma Solugéo
resfriada (0°C) de de rifalzil (11,80 g, 12,55 mmols), piridina (3,04 mL, 37,65
mmols) e DMAP (153 mg, 1,25 mmol) em diclorometano (150mL). Depois de
agitar durante 16 h em temperatura ambiente. A mistura de reacao foi diluida
com diclorometano (800 mL) e lavada sucessivamente com &gua (2x500 mL)
e salmoura (2x500 mL), secada em NaySO,, filtrada e concentrou até a
secura. O residuo foi purificado por cromatografia de silica-gel com 60-100%
de acetato de etilalhexanos e em seguida 1-5% de MeOH/CH.Cl, para
proporcionar 79 (12,40 g, 90% de rendimento). Massa Calculada para
CssHeeBrN4O44: 1090, encontrado: 1091 (M+H).
21-0-(4-((3-(Bis(dietilfosfono)metil)carbamoil)propanoil6xi)butanoil)-
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1',4-didesidro-1-desdxi-1,4-diidro-3'-hidréxi-5'-[4-(2-metilpropil)-1-

piperazinil]-1-oxorrifamicina Vil (80): Uma mistura de 79 (12,40 g, 11,37
mmols), 51 (4,58 g, 11,37 mmols), e Cs2C03 (3,70 g, 11,37 mmols) em DMF
seca (150 mL) foi agitada em temperatura ambiente durante 16h. A mistura
de reagdo foi diluida com agua e extraida com acetato de etila (2x700 mL).
Os extratos organicos combinados foram lavados com salmoura (2x700 mL),
secados em Na,SO, e concentrados até a secura. O residuo foi purificado
por cromatografia instantdnea em SiO, com 5% de MeOH / CH,Cl, para

produzir o produto 80 (9,20 g, 57% de rendimento), LCMS: Massa calculada

‘para CegHosNsO23P2: 1411, encontrado: 1412 (M+H).

21 -O-(4-((3-(BisfosfonometiI)carbamoiI)propan_oiléxi)butanoiI)-1 "4-
Didesidro-1-desdxi-1 ,4-diidro-3'-hidr6xi-5f—[4-(2-metiIpropil)-1 -
piperazinil]-1-oxorrifamicina VIl (81): A uma solugao de 80 (9,20 g, 6,52
mmols) e 2,6-lutidina (30,37 mL, 260,80 mmols) em CH.Cl, (180 mL) a -78°C
foi adicionado bromotrimetilsilano em gotas (17,21 mL, 130,40 mmols) sob
argdnio. O banho frio foi removido e a mistura foi agitada durante 24h em
temperatura ambiente. Os volateis foram removidos sob vacuo até a secura.
O residuo foi dissolvido em 240 mL de 50 mM de tampao de NH;OAc/AcOH
aquoso (pH 5) e agitado durante 18 horas em temperatura ambiente ea
amostra foi liofilizada. O material resultante foi submetido a uma
cromatog‘rafia instantanea de fase reversa de C18 com a eluicdo de
gradiente linear de 0 a 100% de acetonitrila em 50mM de tampao de
NH4OACc/AcOH (pH=5). As fragbes contendo o produto foram misturadas. A
acetonitrila foi rerhovido em Vacuo € a solugcao aquosa resultante foi
liofilizada para proporcionar o composto 81 como um sélido.azul escuro
(5,30 g, 62% ‘de rendimento), LCMS: 94,2% (254 nm), 94,2% (220. nm),
94,2% (320 nm); Massa calculada para CgoH7zgNsO23P5: 1299, encontrado:
1298 (M-H),

Esquema 28. Preparacao de conjugado de rifalazil bisfosfonato 84
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cloreto de bromobutirila.
IDMAP, piridina, CH,Cl, -

TMSBr, CH,Cl, ( 83R=Et
CHzCly ~ 84R=H, Et;N -

21 -O-(2-Bromoécetil)-1 ',4-didesidro-1-deséxi-1,4-diidro-3'-hidréxi-5'-[4-
(2-metilpropil)-1-piperazinill-1-oxorrifamicina VIll (82): Brometo 'de
bromoacetila (37 uL, 0,42 mmol) foi adicionado -ém. gotas a uma uma
solugéo de rifalzil (200 mg, 0,21 mmol), DMAP (31 mg, 0,25 mmol).em
dviclorometéno (10mL) resfriado erh um banho de gelo. Depois da agitacdo
durante 16 h em temperatura ambiente, a mistura de reagao foi diluida com
diclorometano (800 mL) e lavada sucessivamente com agua (2x500 mL) e
salmoura (2x500 mL), secada em NaySO, e concentrada até a secura. O
residuo foi purificado por cromatografia em - silica-gel com 60-100% de
acetato de etiia/hexanbs e, em seguida, 2-6% de MeOH/CH.Cl, para
proporcionar 79 (200 mg, 88% de rendimento). Massa calculada para
CssHgoBrN4O14: 1062, encontrado 1063 (M+H).
21-0-(2-((3-(Bis(dietilfosfono)metil)carbamoil)propanoiléxi)acetil)-1',4-
Didesidro-1-deséxi-1,4-diidro-3'-hidréxi-5'-[4-(2-metilpropil)-1- |
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piperazihil]-1-oxorrifamicina VIIl (83): Uma mistura de 82 (200 mg, 0,18
mmol), 51 (76 mg, 1,88 mmol), e Cs,COs (61,4 mg, 1,88 mmol) em DMF.
seca (8 mL) foi agitada em temperatura ambiente durante 3h. A mistura de
reacgao foi diluida com diclorometano (80 mL), lavada com agua (2x50 mL) e
salmoura (60 mL), secada em Na,SO, e concentrada até a secura. O
residuo foi purificado por cromatografia instantdnea em SiO, com 2 a 6% de
MeOH / CH.Cl, para produzir o produto 83 (140 mg, 54% de rendimento),
LCMS: Massa calculada para CgsHoiNsO23P2: 1383, encontrado: 1384
(M+H). |

21 -0-(2-((3-(Bisfosfonométil)carbamoiI)propanoiIéxi)acetil)f1 "4-
didesidfo-1 -desoéxi-1,4-diidro-3'-hidréxi-5'-[4-(2-metilpropil)-1-
piperazinil]-1-oxorrifamicina Vil (84): A uma solugdo de 83 (140 mg, 0,10
mmol) e 2,6-lutidina (0,47 mL, 4,0 mmols) em CH.Cl. (10 mL) a -78°C foi
adicionado bromotrimetilsilano em gotas (0,26 mL, 20,0 mmols) sob argénio.
O banho frio foi removido e a mistura foi agitada durante 24h em
temperatura ambiente. Os volateis foram removidos sob vacuo até a secura.
O residuo foi dissolvido em 10 mL de 50 mM de tampao de NH,;OAc/AcOH
aquoso (pH 5) e agitado durante 16 horas em temperatura ambiente e a
amostra foi liofilizada. O material resultante foi submetido a uma
cromatografia‘ instantanea de fase reversa de C18 com uma eluigéodé
gradiente linear de 0 a 100% de acetonitrila em 50mM de tampdo de
NH4OAc/AcOH (pH=5). As fragbées contendo o produto foram misturadas, a
acetonitrila foi removida em véacuo e a solugdo aquosa resultante foi
congelada seca para proporcionar o composto 84 como um sdlido azul
escuro (50 mg, 39% }de rendimento), LCMS: 95,8% (254 nm), 96,0% (220
nm)', 96,3% (320 nm); Massa calculada para CsgH7sNsO23P2: 1271,

encontrado: 1270 (M-H).

Exemplo 2: Determinacao de citotoxicidade e atividade antibacteriana

in vitro

Atividade antibacteriana in vitro |
Suscetibilidade das cepas de S. aureus aos antibiéticos conhecidos e

compostos sintetizados foi determinada seguindo o grupo de diretrizes por
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NCCLS (M26-A). Os compostos foram diluidos serialmente duas vezes em
DMSO e transferidos para o caldo de Mueller Hinton ajustado com cation
(CAMHB; Becton Dickinson). 50 pL de compostos diluidos em CAMHB

foram misturados com 100 pL de bactérias diluidas em CAMHB em placas

de microtitulo de 96 cavidade. A concentragao final de microorganismos no
ensaio foi de 5x10° c.f.u. por mL e a concentragao final de DMSO no ensaio
foi de 1,25%. Os ensaios foram fixos "em duplicata e incubados a 37°C
durante 18 h. A concentragdo mais baixa do composto que inibiu o
crescimento visivel foi relatada como a concentragao inibidora minima (MIC).

A experiéncias de teste de suscetibilidade foram da mesma forma
realizadas na presenca de sorb. Estas experiéncias foram realizadas
similarmente ao teste de suscetibilidade corﬁ as modificacdes seguintes. 75
pL de compostos diluidos em CAMHB foram misturados com 75 'uL de
bactérias diluidas em 100% de soro de qualquer determinada fonte (soro de
camundongo agrupado comercial (MS) e soro humano (HS), Equitech-Bio
Inc,) ou diluidas em 8% de albumina de soro humano purificada (HSA)

(Calbiochem). A Concentragéo final de soro animal no ensaio foi de 50% e a

concentragao final de albumina de soro humano purificado no ensaio foi de
4%; as concentragbes de todos os outros componentes foram idénticas
aquelas descritos para teste de suscetibilidade. O dados sdo resumidos na
Tabela 1.
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Pode ser amplamente deduzido que os pré-fAdrmacos bisfosfonados
11, 21, 30, 36, 39, 45, 50, 54, 68, 78 e 84 possuem atiidades
antibacterianas que sao pelo menos ordens de magnitude'mais fracas que
os pré-farmacos de origem. Na realidade, a proxima perda completa da
atividade nos casos de 39, 45, 54 e 78 sugere a introducdo de uma porgao
bisfosfonatada a ser prejudicial a natureza antibacteriana das moléculas. Os
outros pré-férmacos 62, 71 e 81 produziram MICs muito baixos, que sao
provavelmente o resultado da clivagem das porgoes bisfosfonatadas e
liberagdo do agente antibacteriano parental ativo durante o curso da
experiéncia. A falta completa de atividade de pro-farmacos 36, 39, 45, 50,
54, 62, 68, 71, 78, 81 e 84 contra a variante resistente a Rifampicina de S.
aureus ATCC13709 confirma que estes comp_ostbs nao sao capazes de
atividade antibacteriana através. de um mecanismo alternativo de acao. |
Tabela 1 da mesma forma demonstra que as moléculas antimicrobianas de

origem 9, 56, 63, 69, rifampicina, Rifabutinaa e rifalazil exibem atividades

antibacterianas que estao dentro da mesma faixa uma da outra.

O impacto de soro sobre os valores de MIC bem correlacionados
entre as farmacos de origem e os pré-farmacos. Para rifampici'na,' e
particularmente para os derivados de .benzoxazinorrifamicina (rifalazilbe
compostos 56, 63 e 69), MICs aumentam significativamente: (> 4x) na
presenga de 50% de soro de camundongo ou rato. O mesmo ocorre para 0s
pré-farmacos de benzoxazinorrifamicina (62, 68, 71, 78, 81 e 84). Além
disso, nao houve nenhum impacto de soro sobre as MICs de compostos 11,
30, 36, 39, 45, 50, e 54 que sugere que a participacao de enzimas
hidroliticas de soro devem ser improvavelmente requeridas ou responsaveis
pela clivagem destes pré-farmacos na solugao.
Exemplo 3: Ligacdo de compostos ao p6 de osso in vitro e regeneragao
subseqliente da farmaco de origemf
Ligagao de po6 de osso ,

A capacidade das moléculas do Exemplo 1 ligarrem-se ao p6 de osso
foi estabelecida empregando-se um ensaio microbiolégico para detecgéo.

Um composto individual foi dissolvido em PBS e ressuspenso em uma
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concentragéo de 1 mg/ml em uma suspensio de p6 de farinha de osso (Now
Foods, Bloomingdale, lllinois, USA) em PBS em 10 mg/ml. A suspensao de-
fér'maco/pré-férm'aco em po de farinha de osso foi ivncubada a 37°C durante
1 h para permitir ligagao e centrifugada em 13 000 rpm durante 2 min., antes
de recuperar 0 subrenadante. O pélete de pé'de farinha de osso foi em
seguida lavada trés vezes com 1 ml de PBS + 2% de DMSO. Os
sobrenadantes foram avaliados quanto a quantidade de pré-farmaco por
medidas de ensaio microbiolégico como segue: colbnias isoladas da cepa
indicadora (Staphylococcus aureus K1758) foram re-suspensas em 0,85%
de solugao salina para OD600=O,1 e riscadas em placas de agar de Moleiro
Hinton ajustado com Cation (CAMH_A).> Volumes conhecidos dos
sobrenadantes foram aplicados em discos e secados. Os discos foram em
seguida colocados nas plabas de CAMHA s_emeédas, As placas fdram
incubados a 37°C durante 18 h depois que os diametros da zona de inibigao
gerados pelos discos foram medidos. A quantidadé de pr6-férméco foi
deduzida' a partir das curvas padrdo de quantidades conhecidas que foram
empregadas como referéncia para cada experiéncia.

Esta experiéncia exige que o pro-farmaco tenha uma MIC baixa para
permitir um limite satisfatério de detec¢éo. Conseqlientemente, a ligagdo de
21 e 39 pode nao ser avaliada empregando-se este método.

Quando aplicada para os compostos 11, 30, 36, 45, 50, 62, 68, 71,
78, 81 e 84, a experiéncia de ligagao in vitro mostrou que >90%, e
geralmente >95%, de cada compdsto 'foram ligados ao pé de farinha de
0ss0, como mostrado na Tabela 2._ |

Isto confirma que os pré-farmacos bisfosfonados sdo removidos muito

eficazmente da solu¢do por substancia éssea. Os resultados da mesma

forma de modo inegavel proporcionam crenga ao uso de bisfosfonatos como

mediadores para liberagdo do osso. E razoavel acreditar que uma porgéo do
material ndo ligado detectado por este método nao foi pro-farmaco
bisfosfonatado mas de preferéncia farmaco de origem regenerada ou
contaminante. Nao obstante, é da mesma forma provavel que a extensao da

ligacdo & substancia 6sseo seja refletiva das cinéticas de absorgao/adsorgéo
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de osso.
Regeneragdo de firmaco a partir de pré-farmaco ligado por pé

A capacidade do pro-farmaco liberar a entidade ativa no sitio de
infeccao é superior para uso in vivo. Isto pode ser predito medindo-se a
liberacdo da farmaco a partir do pré-farmaco ligado a substéncia dssea in
vitro.

Quantidades de "farmaco de origem" regenerada a partir do pro-
farmaco fosfonado foram medidas como segue. Pro-farmacos ligados por p6

de osso lavados a partir da experiéncia anterior foram ressuspensos em 400

‘pL de PBS+ 2% de DMSO ou em 400 pL de 50% (v/v em PBS+2% de

DMSO) de soro de rato ou humano. A suspensao foi incubada durante a
noite a 37°C, centrifugada em 13.000 rpm durante 2 min e o sobrenadante
foi recuperado. A quantidade de farmaco de origem regenerada no |

sobrenadante foi determinada por medidas empregando-se 0 ensaio

‘microbiolégico que previamente descrito para os pro-farmacos por si

proprios. A quantidade de pré-farmaco foi deduzida de curvas padréo de

iquantidades conhecidas de farmaco de origem que foram empregadas como

referéncia para cada experiéncia. A qUantidade de farmaco regenerada
avaliada por este bioensaio foi confirmada por determinagdo de MIC. A
porcentagem de farmaco regenerada em PBS ou soro depois da incubagao
durante a noite (Tabela 2) foi deduzida da diferenga entre a quantidade de
pro-farmaco ligado e a quantidade de farmaco regenerada (nao mostrada).

Tabela 2: Ligacdo de Osso e Conversdo de pro-farmacos de Rifamicina
bisfosfonada para farmacos parentes apés ligagédo ao 0SS0 (expresso como

% de pro-farmaco convertida apds 24 horas de incubagao)
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Composto | Parente % de ligacao Meio % de
de osso conversao
PBS 0,97
50% De soro 1,01
11 9. - 95 humano :
50% Soro de 1,01
rato
- PBS < lod
50% De soro nd
21 Rifabutina 2?7 humano
50% Soro de 0,02
rato '
PBS 0,07
50% De soro 0.05
30 Rifabutina | 90 humano !
50% Soro de 0,07
rato
PBS 0,38
50% De soro 0.95
36 Rifabutina 99.4 humano ’
| 50% Soro de 0,38
rato
PBS ??
. 50% De soro "o
39 Rifabutina 7 humano o
50% Soro de P
rato -
PBS < lod
-50% De soro )
45 Rifabutina 99.8 humano
50% Soro de
rato 0,002
PBS 2,65
50% De soro nd
50 Rifabutina 96.8 humano '
50% Soro de 2,68

rato
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PBS ??
50% De soro nd
54 | Rifabutina ?? humano _
50% Soro de nn
rato o
PBS 0,21
: 50% De soro '
62 56 99.8 humano 0,86
‘ 50% Soro de 0,91
rato
} PBS 0,02
50% De soro nd
68 63 999 humano
50% Soro de 0,24
rato
PBS 0,1
50% De soro
7| 69 99.9 humano 046
50% Soro de
rato } 0,38

< Iod‘: abaixo' do limite de detecgao, nd: ndo determinado. ? ? :

ndo pode ser medido empregando a técnica atual |
- Estes dados mostram que os compostos 21, 39, 45, 78 e 84 ndo
podem regenerar sua re'spectiv'a farmaco parente uma vez que ligada ao
0sso e entdo prediriam estes ndo exibir nenhuma atividade significante in
vivo. As outras pro-farmacos liberam quantidades significantes dos agentes
antibacterianos de Rifamicina parente sob estas condigdes. Comparando as
taxas de regeneragdo de pro-farmacos 11 e 62-com taxas aprecidveis de
regeneragdo- por um lado, 68- que somente ligeiramente - e 39 - que é
aparentemente ndo regenerador - demonstra a importancia do ponto de
ligacdo do ligante. Estes pré-farmacos usam um éster de succinamato
particular como um ligante que cicliza para a succinimida parente com o
passar do tempo, a ciclizagao sendo mais lenta nos casos que envolvem
ésteres impedidos. A distancia que separa a porgao bisfosfonada do ponto
de clivagem também é importante. Desse modo uma comparagdo das taxas

de clivagem de pro-farmacos ligadas a0 0sso 30 por um lado e 36 e 71 por
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outro, mostra que o maior comprimento da cadeia que leva ao bisfosfonato
em 30, detrimentalmente afeta a taxa de clivagem.

| Além disso, as taxas de regeneracgao de farmaco parente de pro-
farmacos 11, 21, 30, 36, 45, 50, e 81 nao foram significantemente
impactadas pelo meio, sugerindo que uma cli\)agem quimica é suficiente
para a liberacdo das  Rifamicinas parentes, e que um  processo
enzimaticamente auxiliado é ou ndo requerido ou ndo representado nas
condi¢Oes de soro do ensaio (dados nao mostrados). Por outro iado, ha uma
aceleragdo significante na conversdo de 62, 68, 71, 78 e 84 para as suas
farmacos parentes na presenga de soro comparada a PBS. Isto como tal nao
necessériamente insinua que a biocatalise é envolvida, com potencialmente

outras fontes de variagdo tal como efeitos do meio. Novamente, uma

'comparagéo de 62 e 68 por um lado e 9 por outro lado mostra que o soro

poderia ter um impac{o,diferente nas taxas de clivagem de pré-farmacos que .
suportam o mesmo ligante. Uma conclusdo similar pode ser extraida
comparando-se 36 e 71. Isto também demonstra que a natureza unica de
cada cbmbinagéo de droga-ligante determina a natureza (taxa, requerimento
de esterase de soro) do processo de clivagem. |
Exemplo 4: Comparagbes da eficacia profilatica de antibacterianos de
Rifamicina e suas pro-farmacos bisfosfonadas em modelos de rato de
infecgbes dsseas ‘ o '
Para determinar a atividade in vivo de pro-farmacos
bisfosfonadas de antibacterianos derivados de Rifamicina em comparagao
com seus parentes nao bisfosfonados, composto 11 e sua farmaco parente
9, compostos 21, 30, 36, 50 e sua Rifabutinaa de farmaco parente, composto
62 e sua farmaco parénte 56, composto 68 e sua farmaco parente 63,
composto 71 e sua farmaco parente 63 e composto 81 e sua farmaco
parente rifalazil foram empregados como terapéuticos profilaticos em um
modelo animal de infeccdo. Especificamente, uma cepa de mutante
resistente a Novobiocin espontdneo de S. aureus de ATCC 13709 (um
isolado de osteomielite clinico), foi desenvolvida durante a noite a 37°C em

caldo de infusao de coragao -cérebro (BHIB). Apds 16 horas de crescimento,
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as células foram subcultivadas em BHIB fresco e incubadas durante 4 a 5 h
a 37°C. As células foram lavadas duas vezes com solucéo saliha tamponada
de fosfato (PBS) e novamente suspensas em BHIB suplementado com 10%
(vol. / vol.) de soro bovino fetal a uma densidade de aproximadamente 10"
unidades de formagéo de coldnia (CFU)/ml (com base na turbidimetria). A
suspensao foi aiiquotada e uma porgdo foi empregada para verificar a
contagem de CFU. A cultura foi armazenada congelada (-80°C) e foi
empregada sem subcultura. Para uso como um indculo a cultura foi

descongelada, diluida em PBS e mantida em um banho de gelo até que

“fosse empregada.

Os animais foram infebtados como descrito por O'Reilly e outros
(Antimicrobial Agents and Chemotherapy (1992), 36(12): 2693-97) para
gerar a infeccao de osso. Ratos CD femininos (idade, 57 a 70 dias; n = |
5/grupo; Charles River, St-Constant, Canadé) foram anestesiados por
isofluorano antes e durante a cirurgia-. Seguinte a corﬁpleta Indugao de

anestesia, o rato foi colocado com o lado ventral para cima e o pelo foi

‘raspado do local cirurgico. A pele sobre a perna foi limpa e desinfetada

(proviodina-etanol 70%). Foi feita uma incisao longitudinal abaixo da junta do
jdelho no plano sagital. A incisdo foi feita sobre o osso abaixo da "junta de
joelho" (cabegca de tibia ou coéndilo) porém ndo completamente se
estendendo ao tornozelo. Uma broca de alta velocidade ajustada com um
pedag:o de bulbo de 2 mm foi empregada para perfu‘rar um bljraco na
cavidade medular da tibia. Os ratos foram intra-tibialmente injetados com
0,05 ml de morruato de sédio a 5% (agente esclerosante) e em seguida com
0,05 ml de suspensdo de S. aureus (aproximadamente 2 x 10’ CFU/rato). O
buraco foi fechado aplicando-se um‘a quantidade pequena de cimento dental
seco que imediatamente absorve fluidos e adere ao sitio. A ferida foi fechada
empregando 3 clipes de pele de metal. Moxifloxacina (como um controle
positivo) foi injetado uma vez em 10 mg/kg intravenosamente 1h pds-
infecgdo em solugdo salina, ao mesmo tempo em que os pro-fArmacos
derivados de Rifamicina (preparadas em 0,9% de salina) foram injetados na

dose indicada na Tabela 3 como um bolo intravenoso tnico em pontos de
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tempo diferentes antes da infecgao. , A

Os ratos infectados foram sacrificados por sufocamento de CO,
24 horas pés-infeccdo para monitorar a contagem de CFU bacteriana. As
tibias infectadas foram removidas, dissecadas sem o tecido macio, e
pesadas. Os ossos foram moidos, novamente suspensos em 5 mi de NaCl a
0,9%, serialmente diluidos e processados para culturas quantitativas. Para
os compostos 50, 68 e 81, 1 ml da solugéo de NaCl a 0,9% foi adicionado a
50 mg de carvdo antes de diluicOes seriais. ‘A eficacia do tratamento foi
medida em termos de Log de bactérias viadveis (Log de CFU por grama de
0ss0). Os resultados obtidos para cada grupo de ratos foram avaliados
calculando-se o Log médio de CFU e desvio padrdo. O limite de detecgéo é
2 Log de CFU. As comparagoes estatisticas de confagens bacterianas
vidveis para os grupos tratados e nao-tratados diferentes foram realizédas
com o teste de comparacdo multipla de Dunnett. Diferencas foram
consideradas significantes quando o valor P foi < 0,05 quando comparando
animais infectados tratados com aqueles infectados nao-tratados. As'doses
empregadas, a quantidade de tempo que separa o tratamento do tempo de
infeccao e os resultados de tratamento, sao mostradas na Tabela 3.
Tabela 3: Titulos bacterianos recuperados seguindo o tratamento profilatico

em modelo de rato de infeccdo 6ssea de S. aureus

n? do | Dose (mg/kg | Dose (mg/kg | Titulo bacteriano -medido . (Log de CFU/g de
composto de de 0SS0) : o -

equivalente equivalente
de farmaco de farmaco

parente) parente) - Nao- Controle Farmaco | Composto
tratado | positivo parente teste

Farmaco parente: 9

1 11 3  15,49+1,22 | 2,36+0,21 | 6,38+0,90 | 3,01+0,47
Farmaco parente: Rifabutin

21 12 1 6,32+1,34 | 2,53+0,39 nd 6,59+0,90

30 23 2 5,53+0,79 | 2,59+0,56 | 2,15+0,07 | 2,49+0,35

36 - 23 5 6,14+0,73 | 2,46+0,52 | 5,75+0,55 | 2,73+0,86

50 20 3 6,24+0,83 | 2,56+0,64 | 4,72+1,84 | 6,31+0,82
Farmaco parente: 56 _

62 20 2 4,89+1,04 | 2,20+0,33 | 3,61+1,57 | 1,98+0,06

Farmaco parente: 63
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68 20 3 6,14+0,95 | 2,32+0,33 | 2,84+0,93 | 4,86+0,66
Farmaco parente: 69

71 20 3 5,28+0,73 | 2,06+0,04 | 4,08+1,53% | 2,77+1,00
Farmaco parente: Rifalazila

81 10 3 6,14+0,95 | 2,32+0,33 | 2,21+0,34 | 2,05+0,06

nd: nao determinédo. %: Rifalazil empregado em vez de 69
~ Os resultados claramente indicam um efeito profilatico
estatisticamente significante (t-teste; p < 0,05) de pro-farmacos derivadas de
Rifamicina bisfosfonada 11, 30, 36, 62, 71 e 81 em contraste com uma falta
de eficécia das farmacos parentes empregadas sob as mesmas condicdes
experimentais. A-exce¢ao é Rifabutinaa que pode fornecer profilaxia eficaz
quando empregada dois dias, porém ndo cinco dias, antes da infecgao.
Estes resultados e os dados de regeneragao in vitro fortemente suportam a
nogado que estes pré-farmacos bisfosfonados sao alvejados pela questao
6ssea in vivo, onde elas podem liberar suas porgdes bioativas em
éoncentraéﬁés acima daquelas necessarias para atividade antibacteriana.

Uma relacdo entre clivagem e atividade antibacteriana é

claramente exibida - pela pré-farmaco 21. Este composto nédo pode

significantemente liberar sua Rifabutinaa de farmaco parente in vitro e
necessita de eficacia sob as condigdes de andlise in vivo (Tabéla 3). A
relagdo clara entre substancia quimica ou instabilidade bioquimica da pré-
farmaco e atividade profilatica demonstra a capacidade de modular um efeito
in vivo dos compostos fosfonados da invengao alterando-se a taxa de
regeneragao do pré-farmaco. Também fornece outras evidéncias para apoiar
a importdncia de um pré-farmaco bisfosfonado clividvel sobre um
bisfosfonado conjugado sem clivagdo para fornecer o resultado de
tratamento desejado em um modelo in vivo.

Estas experiéncias demonstram a vantagem clara da invengao
na prevengao de infec¢des dsseas.
Exemplo 5: Uso comparativo de derivados de Rifamicina 9, 56, 69,
Rifabutinaa e rifalazil e suas respectivas pro-farmacos bisfosfonadas 11, 62,
71, 36 e 81 em um modelo de rato de osteomielite crénica causada por S.

aureus.
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Para avaliar a capacidade dos pro-farmacos bisfosfonados de
derivados de Rifamicina no tratamento de infecgdes Gsseas cronicas, uma-
comparacgao foi feita entre os compostos parentes 9, 56, 69, Rifabutinaa e
rifalazil (todos dos quais sdo derivados de Rifamicina ndo bisfosfonada), e
seus pré-farmacos bisfosfonados correspondentes, respectivamente 11, 62,
71, 36 e 81, quahdo empregadas para tratar ratos cronicamente infectados
(14- a 28-dia) durante 4 semanas de terapia antimicrobiana.

Nesta experiéncia, os ratos foram infectados como descrito no
Exemplo 4 e tratados com 20 mg/kg de peso corporal do agente
antibacteriano derivado de Rifamicina especifico subcutaneamente, ou uma
dose eduivalente molar de seu pro-farmaco bisfosfonado intravenosamente
de acordo com o horario indicado depois de instilag:éd de bactérias. Os -

controles padrdes que envolvem nenhum tratamento e um tratamento

subcutdneo de 20 mg/kg de Rifampicina diariamente também foram

~incluidos. Os ratos foram sacrificados humanitariamente na conclusdo da

experiéncia e os titulos bacterianos nas tibias infectadas foram

| determinados.

Esta experiéncia foi realizada com 20 mg/kg de peso corporal de
derivado de Rifamicina 9 subcutaneamente ou com 32 mg/kg de seu pro-
farmaco 11 (correspondendo a 20 mg/kg de 9) intravenosamente em cada
um dos 20°, 24°, 28°, 32° 36°, 40°, 44° e 47° dia (q4 dias) apés a instilagdo
de bactérias. Alternativamente, 11 foi administrado pela mesma rotina e na
mesma dose no 209, 212, 222, 232, 309, 372, 442 e 472 dia (q24hx4+q7d) apos
a instilagdo de bactérias. Os mesmos controles (nenhum tratamentd ou
diariamente 20 mg/kg de dose subcutdnea de rifampicina) foram
empregados. Os ratos foram sacrificados humanitariamente no 482 dia apés

a iniciacdo da infeccéo e os titulos bacterianos nas tibias infectadas foram

determinados. Os resultados s&o mostrados na Figura 1.

Esta experiéncia também foi realizada na qual os ratos
similarmente infectados foram tratados com ou 20 mg/kg de peso corporal
de Rifabutinaa subcutaneamente ou com 33,4 mg/kg de seu pro-farmaco 36
(correspondendo a 20 mg/kg de Rifabutinaa) intravenosamente em cada um
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do 28° 329, 362 40° 44° 48° e 522 dia (g4 dias) apds a instilagdo das
bactérias. Os mesmos controles (nenhum tratamento ou 20 rhg/kg de dose
de rifampicina subcutanea diariamente) foram empregados. Os ratos foram
sacrificados humanitariamente no 552 dia apés a iniCiagéo de infeccdo e os
titulos bacterianos nas tibias infectadas foram determinados. Os resultados
sao mostrados na Figura 2. |

: Esta experiéncia também foi realizada na qual os ratos
similarmente infectados foram tratados com ou 20 mg/kg de peso corporal
da Rifamicina derivada do agente antibacteriano 56 subcutaneamente ou
com 26 mg/kg de seu pro-farmaco 62 (correspondendo a 20 mg/kg de 56)
intravenosamente em cada um do 272, 282 292, 302, 342, 382, 422, 46° e 50°
dia (q24hx4+q4dias) apés a instilacdo de bactérias. Os mesmos controles
(nenhum tratamento ou 20mg/kg de dose diariamente subcuténea de
rifampicina) foram empregados. Os ratos foram sacrificados
humanitariamente no 512 dia apds é-—riniciagéo da infeccdo e os titulos
bacterianos nas tibias foram determinados. Os resultados sdo mostrados na
Figura 3. | .

Esta éxperiéncia também foi realizada na qual os ratos
similarmente infectados foram tratados com ou 20 mg/kg de peso'corporal
da Rifamicina derivada do agente antibacteriano 69 subcutanéamente ou
com 28 mg/kgde seu pro-farmaco 71 (correspondendo a 20 mg/kg de 69)
intravenosamente cada um do 18°, 192, 202, 212, 252, 292, 339, 372, 412 ¢ 45°
dia (q24hX4+q4dias) apés a instilagao das bactérias. Os mesmbs controles
(nenhum tratamento ou 20mg/kg de dose diariamente subcutédnea de
rifampicina) foram empregados. Os ratos foram sacrificados
humanitariamente no 46° dia apds a iniciagdo da infeccdo e os titulos
bacterianos nas tibias infectadas foram determinados. Os resultados sdo
mostrados na Figura 4.

Esta experiéncia também foi realizada na qual os ratos
similarmente infectados foram tratados com ou 20 mg/kg de peso corporal
subcutaneamente de rifalazil ou com 28 mg/kg de seu pré-farmaco 81

(correspondendo a 20 mg/kg de rifalazil) intravenosamente em cada um do



10

15

20

25

30

166

209, 232, 24°, 25° 29° 33° 372 412 e 45° dia (q24hx4+q4dias) apds a
instilacdo de bactérias. Os mesmos controles (nenhum tratamento ou 20
mg/kg de dose diariamente subcutanea de rifampicina) foram empregados.
Os ratos foram sacrificados humanitariamente no 462 dia apds a iniciagéo da
infec¢é@o e os titulos bacterianos nas tib‘ias infectadas foram determinados.
Os resultados sao mostrados na Figura 5. ,

‘Além disso, uma experiéncia separada foi realizada empregando
uma dose subcutanea uma vez diariamente de 20 mg/kg de peso corporal
de ou Rifampicina, Rifabutinaa ou composto 9 do 152 ao 282 dia apds a
infeccdo. Os ratos foram sacrificados humanitariamente no dia 29° e 0s
titulos bacterianos nas tibias infectadas foram determinados. Os resultados
estdo na Figura 6. ‘ '

Considerando que o tratamento diario com Rifampiciné ou
Rifabutinaa resultou em uma diminuigéd estatisticamente significante,
grande no titulo bacteriano (p < 0,0001), o tratamento diario com derivado 9
de Rifamicina mostrou uma redugdo menor porém estatisticamente
significante no titulo bacteriano no osso (Figura 6, p-valor 0,0022). O
derivado 9 foi completamente ineficaz quando empregado a-cada quatro dias
(Figura 1, p-valor 0,7272). Considerando que o pré-farmaco bisfosfonada 11
demonstra uma pequena diminui¢é@o no titulo bacteriano sob os dois regimes
de dosagem examinados (Figura 1), esta diminuigéo' nao é estatisticamente
signiﬁcante (p-valores de 0,4107 e 0,2082 para os regimes de q4d e
g24hx4+q7d respectivamente). Com pr6-férmaco 36, a diminuigdo no titulo
bacteriano por 1 ordem Iogan’tmica' de magnitude foi estatisticamente
significante (Figura 2; p-valor 0,0036), embora tenha uma taxa mais pobre
de regeneragao in vitro do que 11. Por outro lado, a Rifabutinaa de farmaco
parente, até mesmo em um intervalo de dosagem de 4 dias, ainda resulta
em uma diminui¢do excelente no titulo bacteriano (mais do que 3 ordens
logaritmicas de magnitude, Figura 2). Pode ser especulado que o resultado
positivo de 36 seja o resultado ndo somente de seu alvejamento ao 0sso,
porém também da liberagdo reduzida de Rifabutinaa de osso relativo ao
derivado 9 de Rifamicina. As diminuicdes em titulos bacterianos por
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aproximadamente 1 ordem logaritmica de magnitude associada com o uso
de pré-farmacos 62, 71 e 81 sio todas estatisticamente signifiéantes (Figura
3, 4, e 5, respectivamente; p-valores < 0,001) ndo s6 com respeito ao grupo
nao-tratado porém com respeito aos antibacterianos de Rifamicina parente,
todos dos quais ndo foram eficazes sob os regimes de dosagem
examinados.

Iéto enfatiza o papel do ligante bisfosfonado na produgéo do
resultado terapéutico desejavel e demonstra a utilidade da invencdo no
tratamento de infecgdes dsseas.

Exemplo 6: Determinacéao .de niveis do composto 9, resultando do uso de
composto 11 ou composto 9 em tibias de rato quando empregado como
profiklaxia ou tratamento de infecgao 6ssea. o

A A tibia néo-infectada‘ intacta experimentalmente obtida (contra |
lateral) dos ratos tratados e infectados descritos acima, foi moida a um po
que foi suspenso. em PBS- + 2% de -DMSO. A mistufa foi centrifugada
_durénte 2 minutos a 13.000 rpm. A quantidade de composto 9 liberado no

‘sobrenadante foi determinada por andlise microbiolégica como previamente

descrito (Exemplo 3).

- Quando empregado em 10 mg‘/kg de peso corporal trés dias
antes de infecgdo, a quantidade de composto 9 nas tibias nédo-infectadas de
animais tratados com composto 9 foi abaixo da quantificagdo limite (0,17
ug/g). Por outro lado, uma concentracao de 0,88 0,11 Mg/g de‘osso foi
determinada para 0s ahimais tratados com 15,5 mg/kg de peso corporal
(equivalente a 10 mg/kg de 9) de composto 11 trés dias antes da infecgao.

Quando o composto 11 foi empregado em 32 mg/kg de corpo
uma vez semanalmente durante 4 semanas apés a infec¢do, o nivel de
composto 9 foi determinado ser de 1,28 + 0,18 pg/g de osso.

Os dados indicam que uma concentracdo elevada de farmaco 9
parente fica presente no osso até mesmo uma semana apds o Ultimo
tratamento nas tibias de animais' tratados com composto 11, em
concentragoes calculadas serem quase duas ordens de magnitude acima da

concentracdo inibidora minima (MIC) para a linhagem bacteriana empregada
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para estabelecer a infeccdo in vivo. Isto estd em completo contraste com o
uso direto de 9 que ndo pode sustentar uma concentragdo significante no-
osso durante até mesmo trés dias. Proporciona crenga ao conceito de usar
pré-farmacos bisfosfonadas para concentrar a dose de antibacteriano na
substancia do 0sso e para libera-lo durante um periodo prolongado. |
Exemplo 7: Determinagdo de niveis de Rifabutinaa que resulta do uso de
compostos 30 e 36 em varios tecidos quando empregados como prof'ilaxia
ou tratamento de infecgao dssea. |

As amostras de osso moido e os homogenados de tecido foram
suspensos em PBS, vortexados e centri'fugados a 13000 rpm durante 2
minutos. O sobrenadante foi coletado e foi aplicado em um ensaio

microbiolégico para determinar os niveis de Rifabutinaa liberados como

'previamente descrito (Exemplo 3). Os niveis exibidos na Tabela 4 séo

aqueles detectados para o uso de 30 em 33,8 mg/kg de peso corporal, dois
dias antes da infecgao, 36 empregado em cinco dias antes de infecgdo e 36
empregado durante 4 semanas comegando no 142 dia apds a infecgéo.

Tabela 4: Niveis de Rifabutina (ug/g de tecido ou pg/ml no caso de plasma)
detectados como um resultado do uso de Rifabutinaa ou pro-farmacos 30 ou

36 em varios tecidos.

Tecido Niveis Medidos de Rifabutinaa (ug/g de tecido ou ug/mL. de
plasma) S
30 Rifabutin 36 Rifabutin 36
(33.8 (20mg/kg) | (33,4 | (20mg/kg) | (32 mg/kg)
mg/kg) Tratamento mg/kg) Tratamento | Tratamento
Tratamento B Tratamento C C
A B
Tibia <LoD <LoD <LoD <LoD 0,69 +0,14
Figado | 1,23+0,12 <LoD 0,33 +0,05 | 0,08 +0,02 | 0,87 +0,23
Rin 3,27 £1,19 <LoD 0,31 +0,18 <LoD 0,42 0,10
Bacgo <LoD <LoD <LoD 1,40+0,40 | 1,21 £ 0,08
Plasma <LoD <LoD <LoD <LoD <LoD

20 Tratamento A: Dose unica dois dias antes da infecgdo; Sacrificio um dia

apés a infecgdo. Tratamento B: Dose unica dose cinco dias antes da

infecgao; Sacrificio um dia apds a infecgdo. Tratamento C: Uma dose a
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cada quatro dias comecgando no 282 dia apds a infecgdo e terminando no
522, Sacrificio no 552 dia. < LoD: abaixo do limite de detecgao.
Surpreendentemente, os niveis na tibia foram muito baixos bu
abaixo do limite de detecgdo, porém uma quantidade significante de
Rifabutinaa regenerada foi encontrada no figado. Isto poderia ser o resultado
da ocorréncia do precipitado devido a presenga de ions de célcio no sangue.
O precipitadd concentrara ou nos rins como resultado de filtragcao glomerular
ou no figado. E possivel que a taxa de clivagem das pré-farmacos seja mais
elevada nestes 6rgaos, resultando em titulos mensuraveis mais elevados.
Exemplo 8: Determinagao .de niveis de pro-farmacos 11, 36 e 62 no 0sso
apés administracao. _
Determinagao dos niveis de pro-farmaco 11 na tibia, fémures e mandibulas
Para determinar os niveis de pré-farmaco 11 encontrados nos
ossos de ratos tratados com composto '11, um método analitico foi
desehvol,vido empregando cromatografia  liquida acoplada com

espéctrometria de massa (LC/MS) para determinacédo de analito. Os ossos

:experimentalmente obtidos inteiros (tibias, fémures ou mandibulas) foram

moidos e regenerados, 9 foi extraido com tampao de fosfato (25 mM, pH 7; 1
mL para 50 mg de osso moido). A mistura foi vortexada durante 10 minutos
e centrifugada 10 minutos em 10 000g. O pélete resultante foi secado, foi
pesado e foi mantido para a determinag¢édo do composto 11.

Para a determinacéo dos niveis do pré-farmaco bisfosfonada 11
no ossb, 0s padrdes, controles e ensaios em branco foram preparados (em
duplicata) como segue: ao 0sso blank seco pesado (-20 mg) foi adicionado
a solucao de reforgo (10 pL) de 11 preparada em acetonitrila e 990 pl de
tampao (0,1 M_ de tris-HCI, pH 7, 0,15 M de NaCl). A mistura foi vortexada
durante 30 minutos (TA), centrifugada durante 15 minutos em 10 000g (TA),
0 sobrenadante descartado e o pélete mantido para o procedimento de -
clivagem. A faixa dos padrdes (6 niveis) foi de 0,1 a 20 yM (0,1 a 20 nmol) e
o's niveis de controle ficaram em 0,25 é 8,5 uM (0,25 e 8,5 nmol).

A cada padréo, controle, blank e amostra experimental (-20 mg
do pélete previamente obtido) foram adicionados 500 uL de 100 mM de
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tampao de fosfato contendo &cido ascorbico (1 mg/mL) ajustado para pH 9.
A clivagem da pro-farmaco 11 na farmaco 9 foi obtida por um periodo de-
incubagao de 4 horas a 50°C. Ao término deste periodo a solugao foi levada
para pH neutro com uma solugdo de 10% de acido férmico (20 ul) e o
padrao interno (rifaximina) foi adicionado. Apés'a centrifugacao durante 10
minutos a 10 000g (TA) 20 uL do sobrenadante foram injetados no LC/MS.

A quantidade de composto 9 resultante deste processo foi
analisada com o mesmo método em um Agilent 1100™ séries LC/MSD Trap.
O sobrenadante foi injetado em uma coluna Inertsil ODS-3(TM) (4,6 x 50
mm, 3 y), empregando (A) 0,01% de acido férmico em agua e (B) 0,01% de
acido formico em acetonitrila:metanol (50:50) com um gradiente de 55 a
100% de (B) em (A) durante 5 minutos, em seguida .permanecendo em
100% de (B) durante 1 minuto) a uma taxa de fluxo de 0,4 mU/min. O MS foi
ajustado como segue: sonda ESI, polaridade positiva, 310,26 kPa de
nebulizador, 350°C de temperatura de gas seco, 10 L/min de fluxo de géas
seco, 120 V de saida capilar (2,5 a 6 min.) ou e escumadeira 30 V 140 V (6a
12 min'). O tempo de execucgdo foi 12 minutos com a valvula de desvio
ajustada ao desperdicio durante os primeiros 2,5 minutos. O composto 9 foi
analisado no modo SRM para m/z. 853,3 — 821,1 e o padrdo interno
(rifaximina) para m/z 786,2 — 754,2.

Os resultados destas determinagdes apdés uma Unica
administracdo de bolo intravenosa de 11 em 32mg/kg de peso corporal sdo
mostrados na Figura 7. | | |
Determinacgéo dos niveis de pré-farmaco 36 nas tibias

Para determinar os niveis de pré-farmaco 36 encontrados nas
tibias de ratos tratados com composto 36, um método analitico foi
desenvolvido empregando cromatografia liquida acoplada com
espectrometria de massa (LC/MS) para determinacdo de analito. As tibias
experimentalmente obtidas inteiras foram moidas para um pé e a Rifabutinaa
regenerada foi extraida de 50 mg de p6 com 1 mL de acetonitrila. A mistura

foi vortexada durante 15 minutos e centrifugada 10 minutos a 10 000g (TA).
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O pélete do osso experimental foi secado, pesado e mantida
para a determinagdo da pré-droga. Para a dosagem da pré-farmaco no 0sso,

- 0s padrGes, Qcs.e blanks, foram preparados (em duplicata) como segué: ao

p6é de osso blank seco pesado (~20mg) foi adicionada solugéo de reforgo
(10 pL) da pro-farmaco preparado em agua e 990 pL de tampéo (0,1 M de
tris-HCI, pH 7, 0,15M de NaCl). A mistura foi vortexada durante 30 minutos
(TA), centringada 10 minutos em 10 000g (TA), o sobrenadante descartado
e o pélete mantida para o procedimento de clivagem. A faixa dos padrdes (6
niveis) foi de 0,05 a 10 pM (0,05 a 10 nmol) e os niveis de Qcs ficaram em
0,075, 0,75 e 7,5 uM (0,075, 0,75 e 7,5 nmol).

A cada pédréo, Qc, 'blank e amostra experimental (~20 mg
pesédo do o0sso experimentalmente obtido éecb), pélete de osso foi
adicionado 500 pL de tampao de fosfato de sédio, 100 mM de pH ajustado

para 9. A clivagem da pro-farmaco na farmaco (Rifabufinaa) foi obtida por

Um-a sequéncia de cinco periodos de incubacdo de 1 h a 70°C. Ao término

de cada periodo de 1h, o sobrenadante foi levado a um pH neutro com uma

'solugéo de 10% de 4acido férmico (15 pl), a mistura vortexada e centrifugada

(10 minutos a 10 OOOg, TA). O sobrenadante foi mantido a 4°C e o pélete foi
novamente suspensa no tampao de fosfato (500 uL) e incubado durante o
periodo seguinte de uma hora. Ao término da seqiiéncia o padrdo interno
(composfo 56) foi adicionado aos sobrenadantes combinados e a farmaco
(Rifabutinaa) e o padrao interho extraidos por SPE em Strata-X (30 ml de
mg/1) empregando acetonitrila como o eluente. O eluehte foi evaporado a
secado e o residuo seco foi reconstituido na fase mével (500 pL). Apds
vortexamento durante 20 minutos, o sobrenadante (10 uL) foi injetado no
LC/MS. | , ,

A quantidade de Rifabutinaa resultante deste processo foi
determinada em um Agilent 1100 séries LC/MSD Trap. O sobrenadante foi
injetado em uma coluna de Inertsil ODS-3 (4,6 x 50 mm, 3p), empregahdo
(A) 0,01% de acido férmico em agua e (B) 0,01% de acido formico em
acetonitrila:metanol (50:50) com um gradiente de 45 a 65% de (B) em (A)
durante 5 minutos seguidos por 65 a 95% de (B) durante 1 minuto e
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mantendo em 95% de (B) durante um minuto adicional a uma taxa de fluxo
de 0,4 mL/min.

O MS foi ajustado como segue: sonda ESI, polaridade positiva,
310,26 kPa (45 psi) de nebulizador, 350°C de temperatura do gas seco,
10/min de fluxo do gas seco, 110V de saida capilar e 34,5V de
escumadeira. O tempo de execucgéao foi 13 minutos com a valvula de desvio
ajustada ao desperdicio durante os primeiros 3 minutos. A Rifabutinaa foi
analisada no modo de SRM para m/z 847,3 — 8154 e o pédréo interno
(composto 56) para m/z 929.3.3— 897,4.

Os resultados destas determinagdes apdés uma Unica
adminis{ragéo de bolo intravenosa de 36 emv 15,5 mg/kg de peso corporal
sao mostrados na Figura 8.

‘ Determinag&o dos niveis de pré-farmaco 62 nas tibias

Para determinar os niveis de pré-farmaco 62 encontrados nas
tibias de ratos tratado com composto 62, um método analitico foi

desenvolvido empregando cromatografia liquida. -acoplada com

espectrometria de massa (LC/MS) para determinag:éo de analito. O osso

experimental inteiro foi moido para um p6 e o0 56 regenerado foi extraido por

~suspensao de 50 mg deste p6é em 1 mL de metanol. A mistura foi vortexada

durante 15 minutos e centrifugada 10 minutos a 10 000 g. O pélete
resultante foi secado, pesado e empregada para a determinagdo do pré-
farmaco. | |

Para a dosagem, os padrées, Qcs e blanks foram pfeparados
(em duplicata) como segue: ao p6 de osso blank seco pesado (~20mg) foi
adicionado a uma solucao de reforco (10 pL) de 62 preparada em
agua:metanol (50:50) e 990 pL de tampao (0,1 M de tris-HCI, pH 7, 0,15 M
de NaCl). A mistura foi vortexada durante 10 minutos (temperatura
ambiente), centrifugada durante 15 minutos a 10 000 g (temperatura
ambiente), o sobrenadante descartado e o pélete mantido para o
procedimento de Clivagem. A faixa dos padrdes (6 niveis) foi de 0,05.a 10
pM (0,05 a 10 nmol) e os niveis de Qcs ficaram em 0,075, 0,75 e 7,5 UM
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(0,075, 0,75 e 7,5 nmol).

‘ A cado pélete de osso padrdo, - Qc, blank' e amostra
experimental (~20mg pesado do pélete secada) foram adicionados 500 uL
de tampao de fosfato de sédio, 100 mM de pH ajustado para 10. A clivagem
da pré-farmaco na farmaco (56) foi obtida por uma seqiéncia de 10 periodos
de incubagao de 1 hora a 70°C. Ao término de cada periodo de 1 hora, o
sobrenadante foi levado a um pH neutro com uma solugdo de 10% de acido
formico (20 pL), a mistura vortexada e centrifugada (10 minutos em 10 000

g, TA). O sobrenadante foi mantido a 4°C e o pélete foi novamente suspenso

‘no tampao de fosfato (500 uL) e incubado durante o periodo seguinte de

uma hora. Ao término da seqliéncia, o padrdo interno (Rifabutinaa) foi
adicionado aos sobrenadantes combinados que foram carregados em
cartucho StrataX™ condicionado (30 mg/1 mL) para a extrag&o (SPE); Apds
lavagem com 1% de &acido férmico em agua (1 mL) e 100% de agua (1 mL),
o composto 56 e o padrao interno fo-rameluidos com 1 mL de acetonitrila. O

eluente foi evaporado a secado e o residuo secado foi reconstituido na fase

‘mével (500 pL).I Apos vortexamento durante 15 minutos, o sobrenadante (20

pL) foi injetado na LC/MS.

o - A quantidade de composto 56 gerada por este processo foi
analisada em um Agilent 1100 séries LC/MSD Trap. A solu¢éo de amostra’
foi injetada em uma coluna de Inertsil ODS-3 (4,6 x 50 mm, 3u), empregando
(A) 0,01% de acido férmico em agua e (B) 0,01% de &cido formico em
acetonitrila:metanol (50:50) com um gradiente de 45 a 65% de (B) em (A)
durante 5 minutos seguido por 65 a 95% de (B) durante 1 minuto e
mantendo em 95% de (B) durante um minuto adicional a uma taxa de fluxo
de 0,4 mL/min.

O MS foi ajustado como segue: sonda ESI, polaridade positiva,
310,26 kPa (45 psi) de nebulizador, 350°C de temperatura de gas seco, -
10/min de fluxo de gas seco, 110V de saida capilar e 34,5V de
escumadeira. O.tempo de execucgao fdi 13 minutos com a valvula de desvio
ajustada ao desperdicio durante os primeiros 3 minutos. O Composto 56 foi
analisado em modo de SRM para m/z 929,3 — 897,2 e o padrdo interno
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(Rifabutinaa) para m/z 847,3 — 815,3.
- Os resultados destas determinagdes apds uma Unica-
administragdo de bolo intravenosa de 62 em 26 sdo mostrados na Figura 9.

Estas determinagdes fornecem também evidéncia in vivo que as
Rifamicinas bisfosfonadas podem se concentrar no 0sso onde elas podem
residir durante dias liberando suas farmacos parentes nos locos potenciais
de infecgao. Isto confirma o papel do ligante de bisfosfonato na liberacao de
tais agentes de Rifamicina ao 0sso, e também apdia o uso da invengéo para
a prevencao e o tratamento de infecgdes ésseas.

E entendido que os exemplos e modalidades descritas aqui, sdo
para propositos ilustrativos somente, e que varias modificagbes ou
alteragbes devido a isso, serdo sugeridas as pessoas versadas na técnica e
devem ser incluidas no espirito e competéncia deste pedido e escopordas
reivindicagdes anexas. |

Todos os documentos, jornais e materiais publicados
refe,renciados aqui, incluindo livros, artigos de jornal, manuais, pedidos de
patenté, patentés e pedidos de patente publicados, estdo expressamente
incorporados aqui por referéncia em sua totalidade.
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REIVINDICAGOES

1. Composto de Férmula (I) ou um sal farmaceuticamente

[ B——L—]n—A 0

aceitavel deste:

em que:

B é um grupo fosfonado;

L é um ligante clivavel para acoplar B a A,
né1,23,4,560u7;e '

A é uma Rifamicina.

2. Composto de acordo com a reivindicagédo 1, em que n é 1, 2
ou 3. . - | |

3. Composto de abbrdo com a reivindicagdo 1, em que B é um
bisfosfonato.

4. Composto de acordo com a reivindicagdo 3, em que o referido

‘bisfosfonato é selecionado a partir do grupo que consiste em:

O

. NP
/ >< \ >< orR" R0~ N OR
X4 X e | » ,

em que:

cada R* é independentemente selecionado a partir do grupo qué consiste
em H, alquila inferior, ciCloanuiIa, arila e heteroarila, com a condicao que
pelo menos dois R* sejam H;
X é H, OH, NH_, ou um grupo halo; e
X; sao igualmente H, ou cada qual é independentemente selecionado a
partir do grupo que consiste em H, OH, NH,, e um grupo halo. |

5. Composto de acordo com a reivindicagao 1, em que pelo
menos um dentre o referido B—L— é acoplado a um uma funcionalidade de
hidroxila na referida Rifamicina A, e em que cada um dentre o referido



B—L— acoplado a uma funcionalidade de hidroxila é independentemente

selecionado a partir do grupo que consiste em:

H flL | Y l |
I [‘]q I - d
p

em que:
B representa o referido grupo fosfonado;
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cada p é independentemente 0 ou um nimero inteiro < 10;
cada R’L é independentemente selecionado a partir do grupo que consiste
em H, etila e metila; | '
qé2ou3; |
n € um numero inteiro < 10;
ret1,2,3,4ou5;e
W € Wz s80 cada qual nimeros inteiros > 0 tal que sua soma (w; + Wy) seja
1,2 0u 3. |

6. Co.mposto‘ de acordo 'com a reivindicagao 1, em que pelo
menos um dentre o referido B—L— seja acoplado a um atomo de nitrogénio
na referida Rifamicina A, e em ‘que cada um dentre o referido B—L—
acoplado a um atomo de nitrogénio e independentemente selecionado a
partir do grupo que consiste em:

RL V RL

R, ’

O R O
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| Ra—/<o © (HO)R 7

' O R, O R

5 /_\ 5 /__\ - 5 \HQ_(.!.)_(
\HP/ , \HP/ : RL

em que: .

B representa o referido grupo fosfonado;

n € um numero inteiro < 10;

cada p é independentemente 0 ou um numero inteiro < 10; |

cada R. é independentemente selecionado a partir do grupo que bonsiste
em H, etila e metila;

qé2ou3;

X é CHz, —CONR,—, —CO—O0—CH,— ou —CO—0—; e

‘Ra é CiHy em que x é um ndmero inteiro de 0 a 20 eyeéum ndmero lntelro-

de 1 a 2x+1.

7. Composto de acordo com a reivindicacdo 1, em que n é um
numero inteiro de 2 a 7, em que pelo menos um dentre o referido B—L— é
acoplado a uma funcionalidade de hidroxila na referida leamlcma A, e pelo
menos um dentre o referido B—L— é acoplado a um atomo de nitrogénio na
referida Rifamicina A, ém que cada um do referido B—L— Iacoplado.a uma

funcionalidade de hidroxila é selecionado independentemente a partir do

grupo que consiste em:

| H RL H R
T N Nﬁ—ﬂi—( R
RL p L o}

B N B N 0]
\H—N lp | qu” \H: o“ H?g/ lr
. A AL Re |
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. R, '
: B N
i ]p N i q

RL R, 0] R O
em que:
B representa o referido grupo fosfonado;
cada p é independentemente 0 ou um numero inteiro < 10; _
cada R, é independentemente selecionado a partir do grupo que consiste

em H, etila e metila;

qé2ou3;

n é um numero inteiro < 10;

re1,2,3,4oub;e ,

Wi € W2 sdo cada qual numeros inteiros > 0 tal que sua soma (wy + W,) seja
1, 2 ou 3, e em que cada qual do referido B—L— acoplado a um atomo de
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nitrogénio é selecionado ind»ependentemente a partir do grupo que consiste

em:
R
RL |
O
n
e

em que:
B representa o referido grupo fosfonado;
n € um numero inteiro < 10;

cada p é independentemente 0 ou um numero inteiro < 10;

cada R_ é independentemente selecionado a partir do grupb que consiste

em H, etila e metila;

qé2ou3;

X é CH,;, —CONR_.—, —CO—0—CH>— ou —CO—0—; ¢

R. é CHy, em que x € um nimero inteiro de 0 a 20 e y € um numero inteiro
de 1 a 2x+1.



8. Composto de acordo com a reivindicacao 1, em que a referida

Rifamicina A tem uma estrutura representada pela seguinte Formula Af:

At

em que:

X é H- ou R,CO-, em que Ry é uma cadeia de alquila substituida ou néo-
‘5 substituidade 1-6 carbbnos; o

cada Y é independentemente'selecionado a partir do grupo que consiste em

'H- e RO-, em que R é H-, Ry-, ou R,CO-, com R, definido como acima;

1 ) )
(),

4 é selecionadb a partir do grupo consistindo nas férmulas A2-A10:

2 2 2 2
3 3 3 3 3. 3
4 4 T 2 NH 44 N 4 N-Rs a0 N
2 OH N~W, N—{ N=( N4
R, R, Rs R,
A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8
0
1
2 0
3 ! 2
a 3
-N ~ 4 N\ R
J, =
Ry~ R =[=
2 R,
A9 e A10
em que

10 Rz é H-, uma cadeia de alquila substituida ou nao-substituida de 1-10

carbonos, ou um grupo dialquil amino;.
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Rs e H- -ou uma cadeia de alquila substituida ou nao-substituida de 1-7
carbonos; | | | |
Rs € um grupo hidroxila, um grupo sulfidrila ou uma cadeia de alquila
substituida ou ndo-substituida de 1-3 carbonos; |

W, é oxigénio ou -NR, com R, definido como acima;

W, é um metileno substituido ou nao-substituido, incluindo:

%)

RG , ém que Rs e Rs sdo independentemente H- ou uma cadeia de
alquila substituida ou ndo-substituida de 1-5 carbonos, e Z é um atomo de
oxigénio, um atomo de enxofre, um metileno substituido, uma carbonila, -
NR; ou -N(O)R; em que Ry é definido como acima; -

T é um halogénio ou_Rg; em que R; é definido como acima; e
Z ¢ 0, S ou NRs, em que Rs é definido como acima.

9. Composto de acordo com a reivindicagao 8, em que R, é um
grupo dialquil amino selecionado a partir do grupo que consiste em uma
piperidina substituida, uma morfolina substituida ou uma piperazina
subsﬁtuida. | ' | ‘ |

10. Corhposto de acordo com a reivindicagdo 1, em que a
referida leamlcma A tem uma estrutura representada pela férmula segumte

ou um derivado antimicrobiano desta

11. Composto de acordo com a reivindicagdo 1, em que a
referida Rifamicina A tem uma estrutura representada pela férmula seguinte

ou um derivado antimicrobiano desta:



12. Composto de acordo com a reivindicagdo 1, em que a
referida Rifamicina A tem uma estrutura representada pela formula seguinte
ou um derivado antimicrobiano desta: |

13. Composto de acordo com a renvmdlcagao 1, em que a
5 referlda Rifamicina A tem uma estrutura representada pela formula seqguinte
ou um derivado antimicrobiano desta:
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14. Composto de acordo com a reivindicagdo 1, em que a
referida Rifamicina A tem uma estrutura representada pela formula seguinte
ou um derivado antimicrobiano desta: '

15.‘ Composto de acordo com a reivindicagdo 1, em que a
5  referida Rifamicina A é Rifampicina ou um derivado antimicrobiano desta. -
16. Composto de acordo com a réivindicagéo 1, em que a
referida Rifamicina A é Rifapentina ou um derivado antimicrobiano desta.
17 Composto de acordo com a reivindicagdo 1, em que a
referida Rifamicina A é Rifabutinaa ou um derivado antimicrobiano desta.
10 ' 18. Composto de acordo com a reivindicagdo 1, em que a
referida Rifamicina A € Rifalazila ou um derivado antimicrobiano desta.
19. Composto de acordo com a reivindicagdo 1, em que a
referida Rifamiciha A é Rifaximina ou um derivado antimicrobiano desta.
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20. Conﬂposto de acordo com a reivindicagado 1, em que a
referida Rifamicina A é Rifandina ou um derivado antimicrobiano desta.
21. Composto de acordo com a reivindicagdo 1, em que o
referido compoéto tem uma férmula selecionada a partir do grupo que
5 consiste em:

(HO),P

(HO)ZP\\O o

_{ g\ (HO)ZSYHNO

(HO)2P P(OH)Z (HO)ZP\\O o
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(HO)ZP"0

(HO).P )
o , e

22. Composto representado pela Férmula (ll) ou um sal
farmaceuticamente aceitavel deste:

(1)

em que:

Q, é H-, RiCO- ou L1 -, em que R; é uma cadeia de alquila substituida ou
nao-substituida de 1-6 carbonos;
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cada Q. é independentemente selecionado a partir do grupo que consiste
em H-, RO- e L;O-, em que R é H-, Rs- ou RyCO-, com Ry definido como
acima; ‘

~cada Q3 é independentemente selecionado a partir do grupo que consiste

em H- e L3-;
1

(),

4 e éelecionado a partir do grupo consistindo nas férmulas A2-A10:

OH O 0 OH OH
! 2 ! 2 ! 2 ! 2 ! 2
3 3 3 3 3 3
4 3 T & 'NH NN 4 N-Rs 2 N
W, OH N~W, N~ N=( N
. . : R2 . Rz 'R3 R2
A2 A3 A4 A5 _ A6 A7 A8 ~
O
1
2
3
aq 2
Z |’
A
Ra
A9

em que , A

R, é H-, uma cadeia de alquila substituida ou nao-substituida de 1-10
carbonos ou um grupo dialquil amino, em que quando R for uma cadeia de
alquila substituida de 1-10 carbonos, o substituinte seja um membro.
selecionado a partir do grupo que consiste em L40O-, Lss- e LgNR7-, em que
R7 é uma cadeia de alquila substituida ou ndo-substituida de 1-7 ca.rbonos;
Rs é H-, uma cadeia de alquila substituida ou n&o-substituida de 1-7
carbonos ou

L7

Rs € um grupo hidroxila, um grupo sulfidrila ou uma cadeia de alquila
substituida ou ndo-substituida de 1-3 carbonos, LgO- ou LgS-;

W, é oxigénio oU -NR;, com R, definido como acima,;

W, é um metileno substituido ou ndo-substituido, incluindo
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SR
T '

‘ Re , em que Rs e Rg sdo independentemente H- ou uma cadeia de
alquila substituida ou nao-substituida de 1-5 carbonos, e Z é um atomo de
oxigénio, um atomo de enxofre, um metileno substituido, uma carbonila, -
NR; ou -N(O)Ry em que R; é definido como acima;

T é um halogénio ou Rz, em que R; é definido como acima;

Z é O, S ou NR3, em que Rj; é definido como;

cada Li, Lo, Ls, Ls, Ls, Ls e Lo é um ligante clivavel independentemente

selecionado a partir do grupo que consiste em: .
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Ry

Q H
B N
\H;N\ | P

RL R,

em que: ‘
n é um numero inteiro < 10;
cada p é independentemente 0 ou um ndmero inteiro < 10;
o qé2ou3; |
5. ré11,23 40ub5;
W; € Wz S80 numeros inteiros > 0 tal que sua soma (w1 + Wz) € 1, 2 0u 3;
cada R_ é independentemente selecionado a partir do grupo que consiste
em H, etila e metila; | ' |
cada Le € L7 € um .Iigahte clivavel independentemente selecionado a partir
10  do grupo que consiste em: .
, , | _— - RL . R,
| B\H:N Tt .qo O\F{O\é( B [|] no,O\(Om/
. RL . R :
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n € um numero inteiro < 10;

cada p € independentemente 0 ou um numero inteiro < 10; '

qé2ou3; |

cada R. é independentemente selecionado a partir do grupo qué consiste
em H, etila e metila; |

Ra. € CiHy em que x é um numero inteiro de 0 a 20 e y € um numero inteiro
de 1a2x+1; e '

X é CH,;; —CONR—, —CO—0O—CHy—, ou—CO—0—;

B é um grupo fosfonado selecionado a partir do grupo que cohsiste em:

o .
'RO\ _ /OR* *RO\U N u/on'

RO\ /on*
T O O

em que:

cada R* é independentemente selecionado a partir do grupo que consiste
em H, alquila inferior, cicloalquila, arila e heteroarila, com a condi¢ao que
pelo menos dois R* seja H; |

X é H, OH, NH,, ou um grupo halo;

cada X4 é independentemente selecionado a partir do grupo que consiste em
H, OH, NH2,' e um grupo halo; ‘ |

com a cohdigéo que pelo menos um dentre L4, Lo, Lg,. L4, Ls, Ls, L7, Ls é Ly
esteja presente. )

23. Composto de acordo com a reivindicagao 22, em que R; é
um grupo dialquil amino selecionado a partir do grupo que consiste em uma
piperidina substituida, uma morfolina substituida ou uma piperazina
substituida, e em que o substituinte é um membro selecionado a partir do
grupo que consiste em L4sO-, LsS- e LsNR;-, em que R; é uma cadeia de
alquila substituida ou nao-substituida de 1 - 7 carbonos.

24. Composto representado pela formula:
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ou um sal farmaceuticamente aceitavel deste.

25, Composto representado pela formula:

1] H
(HO),P. N

(HO)ZP\\O 0o

5 ouum sal farmaceuticamente aceitavel deste.
26. Composto representado pela férmula:
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(HO)QP’/O
(HO),P ~O
] O
ou um sal farmaceuticamente aceitavel deste.

27. Composto representado pela férmula:

Q@ H
(HO)P-_N.

(HO)ZP\\O O

5 ouum sal farmaceuticamente aceitavel deste.
28. Composto representado pela formula:



O” "NH

(HO)P™ "P(OH),
0 O

ou um sal farmaceuticamente aceitavel deste.
29. Composicao farmacéutica que ‘cor'npreende um composto
como definido em qualquer uma dentre as reivindicacbes 1 e 21-28, e um

5 excipiente ou veiculo farmaceuticamente aceitavel.

- 30. Método para tratar uma infecgdo bacteriana em um
individuo, compreendendo administrar a um individuo em necessidade de tal
tratamento uma quantidade farmaceuticamente eficaz de uma composi¢ao
~ farmacéutica como definida na reivindicago 29.

10 o - 31. Método de profilaxia para uma infecgdo bacteriana em um
individtjo, compreendendo administrar a um individuo em necessidade de tal
profilaxia uma quantidade profilacticamente eficaz de uma composigao
farmacéutica cbmo definida na reivindicacao 29.

32. Método de acordo com a reivindicacao 31', em que a referida
| 15 composigdo farmacéutica é administrada ao referido individuo antes,
durante, ou depois de um tratamento médico invasivo.
33: Meétodo de acordo com a reivindicagao 30, em que o referido
individuo é um ser humano. _

__ 34. Método de acordo com a reivindicagdo 31, em que o referido

20 individuo é um ser humano.

35. Método de acordo Cofn a reivindicagdo 30, também
compreendendo administrar um antibiGtico simultaneo com administragdo da

referida composigéo farmacéutica.
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36. Método da reivindicacao 35, em que o referido antibiético é
selecionado a partir do grupo que consiste em tetraciClina, um égente
antibacteriano derivado de tetraciclina, glicilciclina, um agente antibacteriano
derivado de glicilciclina, minociclina, um agente antibacteriano derivado de
minociclina, um agente antibacteriano de oxazolidinona, um agente
antibacteriano de aminoglicosideo, um agente antibacteriano de quinolona,
vancomicina, uma agente antibacteriano derivado de vancomicina, uma |
teicoplanina, um agente antibacteriano derivado de teicoplanina,
eremomicina, um agente anﬁbacteriano deriva_do de eremomicina,
cloroeremomicina, um agente antibacteriano derivado de cloroeremomicina,
daptomicina, e um agente antibacteriano derivado de daptomicina.

37. Método para acumular uma Rifamiciha'em um 0sso de um
individuo, compréendendo administrar a um individuo uma composi¢ao
farmacéutica de acordo cdm a reivindicagéo 29.
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z/ CEINSE-Y

'RESUMO
Patente de Invengdo: "RIFAMICINAS FOSFONADAS E USOS DESTAS
PARA A PREVENQAO E TRATAMENTO DE INFECGOES NA

B ARTICULACAO E 0SSO".

A presente invengdo refere-se as leamlcmas fosfonadas e

~ métodos de preparar e empregar tais compostos. Estes compostos s&o Gteis

-~ como antibiéticos para profilaxia efou para o tratamento de infecgdes na ’

s articulagdo e osso, especialmente para a profilaxia e/ou tratamento de

" osteomielite. -



Novas paginas 43 e 44 do relatério descritivo, incorporando as
alteragGes correspondentes a da pagina 34 do pedido PCT, conforme relatorio

de exame preliminar.
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(Elizanor Pharm.), US 6.548.042 (Arstad e Skattelbol) e WO 2004/089925'
(Semaphore Pharmaceuticals). ‘
Exemplos de grupos bisfosfonato e trisfosfonato adequados para a

presente invengdo incluem, porém, ndo sao limitados aqueles tendo a

formula:

o o . o ' 0 0
e e P
0" o >< w0 N ore

) | |
0 0
|l I

O
Ore OR* / “R;” PNP\&Q

Rs Rs e RsRs
em que: |
cada R* € independentemente selecionado a partir do grupo que consiste
em H,v—alquila infer—iér, cicloalquila, arila e heteroarila, com a condi¢éo que
pelo menos dois, preferivelmente trés, R* sejam H;
Ry é CHy, O, S, 0uNH;

- cada Rs ¢ independentemente selecionado a partir do grupo que consiste

em H, R, ORe, NRs, € SRs, em que Rs ¢ H, alquila inferior, cicloalquila, arila,
hetéroarila ou NHy;
X é H, OH, NH,, e um grupo halo. |

Embora monofosfonatos, bisfosfonatos, e tris- ou tetrafosfonatos .
possam ser empregados potencialmente, bisfosfonatos 'séo preferidos. Mais
preferivelmente, o grupo bisfosfonato é o bisfosfonato —CH(P(O)(OH),)2.
Como mostrado no Exemplo 3 em seguida, Rifamicinas que possuem um tal
grupo bisfosfonato tém uma afinidade de ligagao forte para p6é de osso.
Naturalmente, outros tipos de grupo fosfonado podem ser selecionados e

- sintetizados por aqueles versados na técnica. Por exemplo, 0 grupo

fosfonado pode ser um radical de bisfosfonato ativado por esterase
(Vepsalainen J., Current Medicinal Chemistry, 9, 1201-1208, 2002) ou ser
qualquer outro pro-farmaco adequado. Estes e outros grupos fosfonados
adequados sao abrangidos pela presente invengao.
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Rifamicinas
Rifamicinas sao uma classe bem-conhecida de agentes

antimicrobianos semi-sintéticos. Rifampina (da mesma forma geralmente
soletrada como Rifampicina) (US 3.342.810), Rifapentina (US 4.002.752),
Rifabutinaa (US 4.219.478), e Rifalazil (US 4.983.602) estao entre os
melhores compostos conhecidos nesta classe. Estes farmacos provaram ser
muito bem sucedidamente tanto economicamenté quanto clinicamente. A
presente invengao nédo esta restringida a uma Rifamicina especificas, mas
abrange moléculas antimicrobianas derivadas de Rifamicina que tém uma
atividade antimicrobiana adequada incluindo, mas ndo-limitadas a, Rifandina
(US 4.353.826) e Rifaximina (US 4.341.785), bem como outros derivados de
Rifamicina e hibridos, tais como aqueles descritos nos pedidos de patente
dos Estados Unidos 2003/0105086, 2005/0043298, 2005/0143374,
2005/0203076, 2005/0203085,  2005/0209210, 2005/0256096,
2005/0261262, 2005/0277633, 2006/0019985, e 2006/0019986 ou aqueles
descritos nas Publicagbes do Pedido de Patente Internacional
WO003/045319, WO03/051299, WOO4/O34961 e WO05/062882. Aqueles
versados na técnica preparardo faciimente as moléculas antimicrobianas
derivadas de Rifamicina de acordo com a invengdo. Se necessario, o técnico
versado pode referir-se as numerosas literaturas encontradas na técnica,
incluindo as patentes US, pedidos de pate'rite PCT e publicagdes cientificas
Iistadas. aqui anteriormente, e incorporados aqui por referéncia.

' De acordo com uma modalidade, as Rifamicinas para uso de
acordo com a invencgdo sao selecionadas a partir de compostos que incluem-
se déntro da seguinte formula genérica (A1) ilustrada abaixo:



Novo quadro reivindicatério (total de 37 reivindicagdes),
incorporando as emendas as reivindicagdes, conforme relatério do exame

preliminar.



Novo quadro reivindicatério (total de 20 reivindicagdes),
incorporando as emendas as reivindicagdes, conforme relatério do exame

preliminar.



| REIVINDICACOES
1. Composto de Férmula (I) ou um sal farmaceuticamente aceitavel

[ B—LtA o

deste:

em que:
5 B é um grupo fosfonado;
L é um ligante clivavel para acoplar B a A,;
nét 2 34560u7;e
A é uma Rifamicina.
em que pelo menos um do referido B—L— é acoplado a uma funcionalidade
10 de hidroxila na referida Rifamicina A, e em que cada um dentre B—L—
acoplado a uma funcionalidade de hidroxila é independentemente selecionado
a partlr do grupo que consiste em: |

“W BH/QW S

B N
N [llp ﬁh‘" \H/ T [!1 I !
H Ry ._L o)
BWN - »0 - -
o) R, o] RL Ry ,
. Re R
H Ry g o}
B Ne_ - o)
"\H; 0" [‘}"o" " b
Ry Ry Ry ’ ,
H R To
£ ey s
B d
Z 0 (o]
\HP/ R R ,
- RL . Ry
H Ry o}
@’"W° ‘|‘w( ) 4
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em que | |
B representa o referido grupo fosfonado;
cada p é independentemente 0 ou um numero inteiro < 10;
cada R é independentemente selecionado a partir do grupo qUe consiste
em H, etila e metila; A '
qé2o0ug; .
n € um numero inteiro < 10;
ré1,2,3 40ub;e
W1 € W s80 cada qual numeros inteiros > 0 tal que sua soma (Wy + Wa) é 1,
2o0u3. ' - .

_ 2. Composto de Formula (I) ou um sal farmaceuticamente
aceitavel deste:

[ a—-'-l.-}-m-A o

em que:

B é um grupo fosfbnado; :

L é um ligante clivavel para acoplar B a A;
mé1,23,4,560u7;e
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- A é uma Rifamicina.

em que pelo menos um do referido B—L— é acoplado a um atomo de
nitrogénio na referida Rifamicina A, e em que cada um dentre o referido
B—L— acoplado a um atomo de nitrogénio é independentemente

selecionado a partir do grupo que consiste em:
R

R L _ Re
MY e YOy
0 L 0 R O | L O R O |

em que
B representa o referido grupo fosfonado;
n é um numero inteiro < 10;

cada p € independentemente 0 ou um numero inteiro < 10;

cada R_ é independentemente selecionado a partir do grupo que consiste

em H, etila e metila;

qé2o0us3; 3

X é CH,, —CONR_—, ——CO—O—CHZ—— ou—CO—0—; e

R. é C«Hy onde x é um ndmero inteiro de 0 a 20 e y é um ndmero inteiro de 1

a 2x+1.
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3. Composto de Fdrmula () ou um sal farmaceuticamente
aceitavel deste: |

[e—tf=n
m @
B é um grupo fosfonado; _
L é um ligante clivavel para acoplar B a A;
mé23,4,5,60u7;e |
A é uma Rifamicina.
em que pelo menos um do referido B—L— & acoplado a um‘a funcionalidade
de hidroxila na referida Rifamicina A, e pelo.men'os um.dentre o referido
B—L— ¢é acoplado a um atomo de nitrogénio na referida Rifamicina A, em

que cada do referido B—L— acoplado a uma funcionalidade de hidroxila é

independentemente selecionado a partir do grupo que consiste em:

L, R ’ R
BN ] - R §
ﬂ: q B O/ o qo B/("}hrN\)K
0 R o] & Ry o
' L , ‘P 3 4

R : R
| Q w R H RL| [‘; 1
RL RL RL N RL RL ?

R& R

Ho N L £ e M N '
B\!“]:N\'ﬁ{']'q—( w "2 \H: T ”qo" w‘ e
(o] Ry o] Ry Ry , . Ry R Ru




o My o To
B N (o]
N \P \ﬂ"l'h’;( I'
PRR %/ °% R
R Ru
Q |'w R T 0
B —N o—it- -
HPN‘ o !'% RLz
RURy R R
e
a T w R
B }—l-‘-}—-pn
\H;N\RLR -6 16
- R

em que:
B representa o referido grupo fosfonado; ‘
cadapé independentemente 0-ou um ndmero inteiro < 10;
cada R. é independentemente selecionado a partir do grupo que consiste
em H, etila e met|la ' .
7 qé2 ou 3;

n é um ndmero inteiro < 10;

ret,2,3,4 ou 5' e

w; e w; sdo cada qual nimeros inteiros > 0 tal que sua soma (wq + Wz) é1,
20u 3 '

e em que cada dentre o referido B—L— acoplado a um atomo de nitrogénio

é independentemente selecionado a partir do grupo consistindo em:
Ry Ry .

R,
B N Lo Ngte) 0. 0O
BN YYB% oY
0| o0 R O 1" R O
- R ’ |
O
O
AN
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15 .

0
RN (HORR,
0 R Ry o O R,
7 N\ 7\ 7\ O
B o B — q B l (
\HP/ , P R \Hp/— R,_q

em que:
B representa o referido grupo fosfonado;
n é um namero inteiro < 10; .
cada p é independentemente 0 ou um numero inteiro < 10;
cada R, é independentemente selecionado a partir do grupo que consiste
em H, etila e metila; ' |
qé2ou3;
X é CH,, —CONR_.—, —CO—O—CH;— ou —CO—0—; e
Ra € CxHy onde x € um numero inteiro de 0 a 20 e y € um numero inteiro de 1
a 2x+1. | |

4. Composto de acordo com a reivindicagdo 1, 2 ou 3, em que a
referida Rifamicina A tem uma estrutura representada pela seguinte Férmula

- A1:

em que:

X é H- ou RiCO-, em que R; é uma cadeia de alquila substituida ou nao-
substituida de 1 - 6 carbonos; |
cada Y é independentemente selecionado a partir do grupo que consiste em
H- e RO-, em que R é H-, Ry-, ou R;CO-, com R, definido como acima;
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é selecionado a partir do grupo consistindo nas férmulas A2-A10:
OH 0 OH 0 o] OH

_ OH

N2 PN N2 PN 2

3 3 ‘ 3 3 3

Py T & NH 4 N 4 N-Rs 34 N
OH 7 /

Nw, N N=( R;N"<

] ’ » -3 b

2 0
3 1 -2
4N| Y4 3

~ | 4 \N"\\/‘Rz
e N ‘J
R4 Rz |=/ -

R4
A9 . A10
? e
- _emque

R: é H-, uma cadeia de alquila substituida ou n&o-substituida de 1-10
carbonos, ou um grupo dialquil amino; |

‘Rs é H- ou uma cadeia de alquila sﬁb_sﬁtuida ouvnéo-substituida de 1-7

carbonos;

Rs; ¢ um grupo hidroxila, um grupb sulfidrila ou uma cadeia de alquila
substituida ou n&o-substituida de 1-3 cérbdnos;

W, é oxigénio ou -NR, com Rz defihido como acima;

& R
X N
| | , /L
W, é um metileno substituido ou nao-substituido, incluindo: , em

que Rs e Rs sao independentemente H- ou uma cadeia de alquila substituida
.ou nao-substituida de 1-5 carbonos, e Z' é um &tomo de oxigénio, um atomo |
de enxofre, um metileno substituido, uma carbonila, -NR; ou -N(O)R; onde
R, é definido como acima; '

T é um halogénio ou Rz, onde R; é definido como acima; e

Z é O, S ou NR3, onde R; é definido como acima.

5. Composto de acordo com a reivindicacao 4, em que Rz é um



grupo dialquil amino selecionado a partir do grupo que consiste em uma

piperidina substituida, uma morfolina substituida ou uma piperazina
substituida. | |

6. Composto de acordo com a reivindicagao 1, 2 ou 3, em que a

5 referida Rifamiciha A tem uma estrutura representada pela formula seguinte

ou um derivado antimicrobiano desta:

7. 'Composto de acordo com a reivindicagdo 1, 2 ou 3, em que a
referida Rifamicina A tem uma estrutura representada pela férmula seguinte .

“ou um derivado antimicrobiano desta:

10 8. Composto de acordo com a reivindicagao 1, 2 ou 3, em que a
referida Rifamicina A tem uma estrutura representada pela férmula seguinte

ou um derivado antimicrobiano desta:
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9. Composto de acordo com a reivindicagéo 1, 2 ou 3, em que a
referida Rifamicina A tem uma estrutura representada pela férmula seguinte

ou um derivado antimicrobiano desta:

R ]

10. Composto de acordo com a reivindicagao 1, 2 ou 3, em que a
referida Rifamicina A tem uma estrutura representada pela formula seguinte
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11. Composto de acordo com a reivihdicagéo 1,2 0u 3, em que a
referida Rifampicina A é Rifémpicina ou um derivado antimicrobiano desta.

12'. Composto de acordo com a reivindicagao 1, 2 ou 3, erh que a
referida Rifarhicina A é Rifapentina ou um derivado antimicrobiano desta.

13. Composto de acordo com a reivindicagao 1, 2 ou 3, em que a
referida Rifamicina A ¢ Rifabutinaa ou um derivado antimicrobiano desta.

14. Composto de acordo com a reivindicagdo 1,2 0u 3, emque a
referida Rifamicina A é Rifalazil ou um derivado antimicrobiano desta.

, 15. Composto de acordo com a reivindicagdo 1, 2 ou 3, em que a

referida Rifamicina A é Rifaximina ou um derivado antimicrobiano desta.

16. Composto de acordo com a reivindicagdo 1, 2 ou 3, em que ak
referida Rifamicina A é Rifandina ou um derivado ahtimicrobiano_desta.

17. Composto representado por uma forma sevlecionada' a partir
do grupo que consiste em: |

Q
(HORLP.__N
(HO)2P<-° o]

3

(HORP” “P{OH), o
- 0 0
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(HORP?
(HO),
o

(HORP” ~P(OH)
o O

18. Composto representado pela Formula (ll) ou um sal

farmaceuticamente aceitavel deste:

Q, SN

Im -

em que: -
Q, é H-, RyCO- ou Ly -, em que R; é uma cadeia de alquila substituida ou
nao-substituida de 1-6 carbonos;
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cada Q: é independentemente selecionado a partir do grupo que consiste
em H-, RO- e L,0-, em que R é H-, Ry- ou RyCO-, com Ry definido como
acima;

‘cada Qs € independentemente selecionado a partir do grupo que consiste
em H-e Li-; N

€ selecionado a partir do grupo consistindo nas formulas A2-A10:
OH 0 0 OH OH

2 G2 A 2 N 2
3 3 3 3 3
3T ¥ NH Y N o7 N-Re i N
\I. /
N N

N

R Rs R
A2 A3 AA A5 A6 AT A8
0
1 2 0
oz 3
N~ 4 N—/\ R
\/‘ N= jz
R; R2 —l_
R4
A9 ; A10
’e'
em que

- Rz € H-, uma cadeia de alquila substituida ou nao-substituida de 1-10

carbonos ou um grupo dialquil amino, em que quando R; for uma cadeia de
alquila substituida de 1-10 carbonos, o0 substituinte seja um membro.
selecidnad'o a partir do grupo que consiste em L4O-, LsS- e LgNR7-, em que
R; é uma cadeia de alquila substituida ou ndo-substituida de 1-7 carbonos;
Rs é H-, uma cadeia de alquila substituida ou nao-substituida de 1-7
carbonos ou '

L7

Rs € um grupo hidroxila, um grupo sulfidrila ou uma cadeia de alquila
substituida ou nao-substituida de 1-3 carbonos, LgO- ou Lg¢S-;

W, é oxigénio ou -NRz, com R, definido como acima;
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Yg

A /L
W, € um metileno substituido ou ndo-substituido, compreendendo Re ,
em que Rs e Rs séo independentemente H- ou uma cadeia de alquila
substituida ou n&o-substituida de 1-5 carbonos, e Z' é um atomo de
oxigénio, um atomo de enxofre, um metilenb substituido, uma carbonila, -
NR; ou N(O)Fh onde Ry é definido como acima; |
Téum halogemo ou R, onde R: € definido como acima; |
Z é O, S ou NR;3, onde Rj3 é definido como acima,;
cada L, Ly, L3, L4, Ls, Lg € Lg € um ligante clivavel independentemente

selecionado a partir do grupo que consiste em:

W ﬂﬁ( BH/OW B/Hﬁr”

Q ‘L W R R R,Lo
B\HFN - o I'% B\H:N g l“o ;
RoR . TR R
R R
R R, Ry o R R\ | R o
B\H,N o= . B\H/N W, w5
P qO R, Ry P (o] Rqu R, R ’
s R Re Ry

RO ‘ o R 0
\n T A N\W—l.l.l-_”/o W Wa
q q
, P
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em que:

n &€ um numero inteiro < 10;

cada p é independentemente 0 ou um numero inteiro < 10
qé2o0u3;

5 ré1,23,40u5; _

' W, € W2 SA0 numeros inteiros > 0 tal que sué soma (w1 +WwWz)é1,20u3;
cada R_ é independentemente selecionado a partir do grupo que consiste
em H, etila e metila; '
cada Lg e L7 é um ligante clivavel independentemente selecionado a partir

10  do grupo que consnste em:

M w—f}w Yy B%%W

sron ﬁ\* I " ) Q-
BW%\‘T . Bﬁ/Q/ Y\R( WW

m/f* X X
Q "\(H\ 2
BT1/ \H/ e ,B/Hp\x/ = ’
o .
Ra——(o R (HO)gP(;)
B 2 B 2 q o 7/ \ N P
R

em que:

n € um numero inteiro < 10;
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20

15

“cada p é independentemente 0 ou um numero inteiro < 10;

qé2ou3;

cada R. é independentemente selecionado a paftir do grupo que consiste
em H, etila e metila;

Ra. € CiHy onde x é um ndmero inteiro de 0 a 20 e y é um numero inteiro de
1a2x+1;e

X é CHp; —CONR_—, —CO—0O—CH>—, ou —CO—O—

B é um grupo fosfonado selecionado a partir do grupo que consiste em:

0 o o o
*RO OR*
*RO /OR \ /
— e 4 7< o
-ao\' H _—OR"*

o’ T/ ot

em que: _
cada R* é independenterhente selecionado a partir_ do grupo que 'consiste'"
em H, alquila inferior, cicioalquila, arila e heteroarila, com-a condi¢éo que
pelo menos dois R* sejam H; | |
X é H, OH, NH2, ou um grupo halo; e
cada X; é independentemente selecionado a partir do grupo que consiste em
H, OH, NHy, e um grupo halo; '
com a condi¢do que pelo menos um dentre Ly, Lz, L3, Ls, Ls, Le, L7, Ls € Lo
esteja presente. | |

1'9. Composto de acordo com a reivindicagdo 18, em que R, é

um grupo dialquil amino selecionado a partir do grupo que consiste em uma

piperidina substituida, uma morfolina substituida ou uma piperazina
~ substituida, e em que o substituinte é um membro selecionado a partir do

grupo qUe consiste em L4O-, LsS- e LsNR7-, em que Ry é uma cadeia de
alquila substituida ou nao-substituida de 1 - 7 carbonos.

20. Composto representado pela férmula:
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(o]

i
P(OH),
0=P(OH),

ou um sal farmaceuticamente aceitavel deste.

21. Composto representado pela féormula:

H
(HO)zS n
\r Mo

(HO)Ps, O

ou um sal farmaceuticamente aceitavel deste.

22. Composto representado pela férmula:
e e ,

Y

(HORP™®

(HORP
o

5 ou um sal farmaceuticamente aceitavel deste.

23. Composto representado pela férmulta:
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17

Q W
(HORP__N
(HOKPs, O

ou um sal farmaceuticamente aceitavel deste.

24. Composto representado pela férmula:
: YO _ _ (o)
H : /k/\/ o)

(HO}P” ~P(OH),
6 o

ou um sal farmaceuticamente aceitavel deste.

25. Composicao farmacéutica que compreende um composto
como definide~em qualquer uma dentre as reivindicagoes 1,2,3e 17a 24, e
um excipiente ou veiculo farmaceuticamente aceitavel.

26. Método para tratar uma infecgao bacteriana em um 0SSO ou
uma articulagdo de um individuo, compreendendo administrar a um individuo
em necessidade de tal tratamento uma quantidade farmaceuticamente eficaz
de uma COmposigéo farmacéutica de acordo com a reivindicagao 25.

27. Método de profilaxia para uma infecgao bacteriana em um -

individuo, compreendendo administrar a um individuo em necessidade de tal

profilaxia uma quantidade profilacticamente eficaz de uma composigcdo
farmacéutica como definido na reivindicagao 25.

28. Método da reivindica¢éo 27, em que a referida composicéao
farmacéutica é administrada ao referido individdo antes, durante, ou depois

de um tratamento médico invasivo.
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29. Método da reivindicagao 26, em que o referido individuo é
um ser humano. o

30. Método da reivindicagao 27, em que o referido individuo é

‘'um ser humano.

31. .Método _da‘ reivindicacdo 26, também compreendendo
administrar um antibidtico simultineo com administragdo da referida
composicao farmacéutica.

32. Método da reivindicagao 31, em que o referido antibiético &
selecionado a partir do grupo que consiste em tetraciclina, um agente
antibacteriano derivado de tetraciclina, glicilciclina, um agente antibacteriano . -
derivado de glicilciclina, minociclina, um agente antibacteriano derivado de‘
minociclina, um agente antibacteriano de oxazolidinona, um agente
antibacteriano de aminoglicosideo, um agente antibacteriano de quinolona,
vancomicina, um agente antibacteriano derivado - de vancomicina, uma
teicoplanina, um  agente anﬁbacteriano derivado de teicoplanina, -
eremomicina,' um agente antibacteriano derivado de eremomicina,

cloroeremomicina, um agente antibacteriano derivado de cloroeremomicina,

- daptomicina, e um agente antibacteriano derivado de daptomicina.

20

25

33. Método para acumular uma Rifamicina em um o0sso de um
individuo, compreendendo administrar a v’um7 individuo uma composigao
farmacéutica como definido na reivindicagao 29. . A'

34. Composto da reivindicagdo 1ou2,emque mé 1,2 ou 3.

- 35. Composto da reivindicagéo 3,emquemé2ou3.

36. Composto da relvmdlcagao 1, 2 ou 3, em que B é um
bisfosfonato.

37. Composto da reivindicagéo 36, em que o referido
bisfosfonato é selecionado a partir do grupo que consiste em: |

*RO\ /OR' R°\U Ll/OR' 'R°\u

R R Y
X

X 1

em que:
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cada R* é independentemente selecionado a partir do grupo que consiste
em H, alquila inferior, cicloalquila, arila e heteroarila, com a condi¢gdao que
pelo menos dois R* sejam H; |

X é H, OH, NHz, ou um grupo halo; e

X; sdo igualmente H, ou cada qual é inde_pendentemente selecionado a
partir do grupo que consiste em H, OH, NHz, e um grupo halo. -

PR s
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