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Relatorio Descritivo da Patente de Invengdo para "AGENTES

CITOTOXICOS COMPREENDENDO DERIVADOS DE TOMAIMICINA E

SEU USO TERAPEUTICO".

CAMPO DA INVENCAQO
' A presente invengdo refere-se a novos agentes citotéxicos e seu

uso terapéutico. Mais especificamente, a inven(;éo refere-se a novos agen-
tes citotdxicos compreendendo derivados de tomaimicina e seu uso terapéu-
tico. Estes novos agentes citotoxicos tém uso terapéutico como um resultado
de distribuicio dos derivados de tomaimicina a uma populagéo celular espe- |
cifica em um modelo alvejado quimicamente ligando-se o derivado de toma-
imicina a um agente de ligagdo celular. | '.
ANTECEDENTES DA INVENCAO

Muitos relatos apareceram sobre 0 alvejamento especifico expe-
rimentado de células de tumor com conjugados de farmaco antlcorpo mono- -
clonais (Sela e outross, Aem Immuno-conjugates, 189-216 (C. Vogel, ed.
1987); Ghose e outros, em Targeted Drugs 1-22 (E. Goldberg, ed. 1983);
Diener e outros, em Antibody mediated delivery systems, 1-23 (J. Rodwell,

ed. 1988); Pietersz e outros, em Antibody mediated delivery systems, 25-53
(J. Rodwell, ed. 1988); Bumol e outros, em Antibody mediated delivery sys-
tems, 55-79 (J. Rodwell, ed. 1988); G.A. Pietersz & K. Krauer, 2, J. Drug
Targeting, 183-215 (1994); R. V. J. Chari, 31 Adv. Drug Delivery Revs., 89-
104 (1998); W.A. Blattler & R.V;J. Chari, em Anticancer Agen'ts, Frontiers in

~ Cancer Chemotherapy, 317-338, ACS Symposium Series 796; e I. Ojima e

outros eds, American Chemical Society 2001}. Todas as referéncias e paten-
tes citadas aqui sdo incorporadas por referéncia.

Farmacos citotéxicos tais como metotrexato, daunorrublcma'
doxorrubicina, vincristina, vunblastlna, melfalan, mitomicina C, e clorambucila
foram conjugados em uma variedade de anticorpos monoclonais de murino.
Em alguns casos, as moléculas de farmaco foram ligadas és moléculas de
anticorpo através de uma molécula portadora intermediaria tal como albumi-
na de soro (Garnett e outrbs, 46, Cancer Res. 2407-2412 (1986); Ohkawa e
outros 23, Cancer Immunol. Immunother. 81-86 (1986); Endo e outros, 47
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Cancer Res. 1076-1080 (1980)), dextrano (Hurwitz e outros, 2 Appl. Bio-
chem. 25-35 (1980); Manabi e outros, 34 Biochem. Pharmacol. 289-291
(1985); Dillman e outros, 46 Cancer Res., 4886-4891 (1986); Shoval e ou-
tros, 85, Proc. Natl. Acad. Sci., 8276-8280 (1988)), ou acido poliglutémico
(Tsukada e outros, 73, J. Natl. Canc. Inst., 721-729 (1984); Kato e4outros 27

~J. Med. Chem., 1602-1607 (1984); Tsukada e outros, 52, Amplo J. Cancer,

111-116 (1985)).

Uma ampla série de tecnologias Iigantes foi empregada parava
preparagdo de tais imunoconjugados e tanto ligantes clivaveis quanto nao
cIivéveié foram investigados. Na maioria dos- casos, o potencial citotdéxico
total dos farmacos poderia apenas ser observado, entretanto, se as molécu-

las ‘de farmaco puderem ser liberadas dos conjugados em forma nao modifi-

. cada no sitio-alvo.

Um dos ligantes clivaveis que foi empreg'ado para a preparagao
de conjugados de farmaco de anticorpo é um ligante labil ao 4cido baseado
em é&cido cié-abdnitico que tira vantagem do ambiente acidico de diferentes
compartimentos intracelulares tais como os endossomas encontradas duran-
te endocitose mediada por receptor e as lisossomas. Shen e Ryser introduzi-

ram este método para a preparagdo de conjugados de daunorrubicina com

veiculos macromoleculares (102 Biochem. Biophys. Res. Commun., 1048-
1054 (1981)). Yang e Reisfeld usaram a mesma técnica para conjugar dau-
norrubicina em um antiéorpo antimelanoma (80 J. Natl. Canc. Inst. 1154-
1159 (1988)). Dillman e outros também usaram um ligante labil ao acido em
um modelo similar para preparar conjugados de daunorrubicina com um an-
ticorpo anticélula T (48 Cancer Res. 6097-6102 (1 988)).

4 Um método alternativo, explorado por Trouet e -outros, envolveu
ligagcao de’daunorrubicin‘a a um anticorpo por meio de um brago de espaga-
dor de peptideo (79 Proc. Natl. Acad. Sci. 626-629 (1982)). Isto foi realizado
sob a premissa de que o farmaco livre possa ser liberado de um tal conjuga-

do pela agéo de peptidases lisossomais.
Testes de citotoxicidade in vitro, entretanto, revelaram que con-

jugados de farmaco de anticorpo raramente alcangam a mesma poténcia
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citotoxica como os farmacos ndo conjugados livres. Isto sugeriu que meca-

“nismos pelos quais moléculas de farmaco sao liberadas dos anticorpos po-

dem ser muito ineficientes. Na area de imunotoxinas, conjugados formados -
por meio de pontes de dissulfeto entre' 0s ahticorpds monoclonais e toxinas
de proteina cataliticamente ativas foram mostrados ser mais citotéxicos do
que conjugados contendo outros ligantes. Vide, Lambert e outros, 260 J. Bi-
ol. Chem. 12035-12041 (1985); Larhbert e outros, em Immunotoxins 175-209

(A. Frankel, ed. 1988); Ghetie e outros, 48, Cancer Res. 2610-2617 (1988).

Isto foi atribuido & alta concentragdo intracelular de glutationa contribuindo |
para a ‘clivagem eficiente da ligagdo de dissulfeto entre uma molécula de
anticorpo e uma toxina. A despeito distb, existem apenas alguns ex'emplos'
relatados do uso de pontes de dissulfeto para a preparagao de conjUgadQs
entre farmacos e macromoléculas. Shen e outros (260, J. Biol. Chem.
10905-10908 (1985)) descreveram a conversdo de metotrexato em um deri- -
vado de mercaptoetilamida seguida por conjugagdo com poli-D-lisina por
meio de uma ligagdo de dissulf_eto. Outro relatério descreveu a prepara¢éo

de um conjugado do trissulfeto contendo o farmaco toxico caliqueamicina

com um anticorpo (Hinman e outros., 53 Cancer Res. 3336-3342 (1993)).

' Uma razdo para a falta de conjugados de farmaco de anticorpo
ligados por dissulfeto é a indisponibilidade de farmacos citotoxicos que pos-
suem uma porgdo contendo atomo de enxofre que pode ser faciimente utili-
zada para ligar o farmaco a um anticorpo por meio de uma pohte de dissulfe-
to. Além disso, a modificagdo quimica de farmacos existentes é dificil sem
diminuir seu potencial citotdxico.

Outra desvantagem principal com conjugados de farmaco de
antlcorpo emstentes é sua incapacidade de liberar uma concentragao sufici-
ente de farmaco para o sitio-alvo por causa do numero limitado de antigenos
alvejados e da citotoxicidade relativamente moderada de farmacos cance-
rostaticos como metotrexato, daunorrubicina, e vincristina. A fim de alcangar
citotoxicidade significante, ligagdo de um grande numero de moléculas de
farmaco, diretamente ao énticorpo ou através de uma molécula portadora

polimérica, torna-se necesséria. Entretanto, tais anticorpos pesadamente
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modificados freqiientemente exibem ligagdo prejudicada ao antigeno-alvo e
depuracdo in vivo rapida da corrente sanguinea.’
A despeito das dificuldades descritas acima, agentes citotoxicos

Uteis compreendendo porgdes de ligagdo celular e 0 grupo de farmacos cito-
téxicos conhecidos como maitansindides foram relatados (USP 5.208.020,

- USP 5.41'6.064, e R. V. J. Chari, 31 Advanced Drug Delivery Reviews 89-

104 (1998)). Similarmente, agentes citotéxicos Uteis compreendendo por-
¢oes de ligagdo celular e analogos e derivados do antibiético antitumor po-
tente CC-1065 também foram relatados (USP 5.475.092, USP 5.585.499 e
USP 6.756.397). o

Derivados de tomaimicina sdo pirrol[1,4]benzodiazepinicos

(PBDs), uma classe conhecida de compostos que exerce suas propriedades

- biolégicas covalentemente Ilgando se ao N2 de guanina no menor sulco de

DNA. PBDs incluem varios aglutinantes de menor sulco tals como antramici-

na, neotramicina e DC-81. Atividade  antitumor de tomal_mlcnna é entretanto

limitada por causa de sua toxicidade ndo especifica com respeito as células

normais. Desta maneira existe uma necessidade de aumentar a atividade te-

rapéutica, e diminuir os efeitos tdxicos ndo especificos de compostos de to-

maimicina. Os presentes inventores mostraram que esta necessidade pode

ser alcangada por distribui¢éo alvejada de corhpostos de tomaimicina por liga-
¢do deles aos agentes de ligag&o celular. Adicionalmente, existe uma neces-
sidade de desenvolver derivados de tomaimicina que sdo soliveis e estaveis
em solugdes aquosas. Além disso, tomaimicina nao é suficientemente potente
para ser utilizada em conjugados de agentes de ligagao celular.

. Recentemente, alguns n’ovos derivados de PBD e sua atividade
antitumor e>m modelos pré-clinicos foram descritos (WO 00/12508 e WO
2005/085260). Entretanio, experiéncias clinicas iniciais em seres humanos
indicaram que compostos desta classe séo severamente toxicos, com base
na dose muito baixa que pode ser administrada aos seres humanos (l. Pu-
zanov, Proc. AACR-NCI-EORTC International Conference, Philadelphia,
USA 2005, Abstract N° B117). Desta maneira, é desejado fornecer derivados

alternativos que sdo mais potentes e/ou podem ser ligados aos agentes de
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ligagao celular.
Conseqiientemente, um método de tratar doengas com deriva-

dos de tomaimicina em que seus efeitos colaterais sdo reduzidos sem com-
prometer sua citotoxicidade é grandemente necessario.

SUMARIO DA INVENCAQ
Como descrito em uma primeira modalidade, um objetivo da

presente invengdo é fornecer derivados de tomaimicina que sdo altamente
toxicos e que podem ainda ser eficazmente utilizados no tratamento de mui-
tas doengas. ‘ |

Outro objetivo da presente invengdo € fornecer novos derivados
de tomaimicina, opcionalmente Iigéveis‘ou ligados a um agente de ligagdo
celular. '

~ Emuma segunda modalidade, a presente invengéo fornece uma

composicao terapeutlca compreendendo ‘

(a) uma quantldade eficaz de um ou mais derlvados de tomalml- |
cina opcionalmente ligaveis ou ligados a um agente de ligagao celular, e

(b) um veiculo, diluente, ou excipiente farmaceuticamente acei-
tavel. | _ |

Em uma terceira modalidade, a presente invengao fornece um -
método de matar populagdes celulares selecionadas compreendendo contac-
tar células-alvo ou tecido contendo células-alvo, com uma quantidade citotoxi-

ca de um agente citotéxico compreendendo um ou mais derivados de tomai-

~micina, opcionalmente ligdveis ou ligados a um agente de ligacdo celular.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO
Esta invengdo é baseada na sintese de novos derivados de to-

maimicina que retém alta citotoxicidade e que podem ser eficazmente liga-
dos aos agentes de |igagéo celular. Foi previamente mostrado que a ligagéo
de farmacos altamente citotoxicos aos anticorpos utilizando-se uma ligagao
clivavel, tal como uma ligagédo de dissulfeto, assegura a liberagdo de farma-
cos totalmente ativos dentro da célula, e tais conjugados sdo citotdxicos de
uma maneira especifica de antigeno (US 6.340.701; US 6.372.738; US

6.436.931). Entretanto, a técnica revela que € extremamente dificil modificar
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farmacos existentes sem diminuir seu potencial citotdxico. A invengéo'descri-
ta supera este problema modificando-se 0s derivados de tomaimicina descri-
tos com porgdes quimicas. Como um resultado, os novos derivados de to-
maimicina descritos preservam, e em alguns casos podem ainda realgar a

poténcia citotéxica de derivados de tomaimicina. Os complexos de derivado

~ de tomaimicina de agente de ligagdo celular permitem a medida total da a-

¢éo citotdxica dos derivados de tomaimicina a ser aplicada em. um modelo
alvejado contra células indesejaveis apenas, portanto evitando efeitos cola-
terais devndo ao dano as células sadias néo alvejadas Desta maneira, a in-
vengao fornece agentes Uteis para a eliminagdo de células doentes ou a-
normais que devem ser mortas ou lisadas tais como células de tumor (parti-
cularmente células de tqur s6lido). '

O agente citotoxico de acordo com a presente invengdo compre-
ehde um ou mais derivados de tomaimicina, opcionaimenfe ligaveis ou liga-

dos a um agente de ligagdo celular por meio de um grupo de ligagcéo. O gru-

‘po de ligagdo é parte de uma porgédo quimica que é covalentemente ligada a

um derivado de tomaimicina através de métodos convencionais. Em uma
modalidade preferida, a por¢do quimica pode ser covalentemente ligada ao
derivado de tomaimicina por meio de uma ligagdo de dissulfeto.

Os derivados de tomaimicina (teis na presente invengdo tém a

férmula (1) mostrada abaixo: )
- )

em que
---- representa uma ligacdo simples opcional;

- -

— representa uma I|gagao simples ou uma ligagéo dupla;

contanto que quando — representar uma ligagéo simples, U e
U, iguais ou diferentes, independentemente representem H, e W e W', iguais
ou diferentes, sdo independentementé selecionados do grupo consistindo
em OH, um éter tal como -OR, um éster (por exemplo um acetato), tal como
-OCOR, um carbonato tal como -OCOOR, um carbamato tal como -

OCONRR’, um carbamato ciclico, de modo que N10 e C11 sejam uma parte
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‘Me, OEt, NHCONH, SMe;

do ciclo, uma uréia tal como —NRCONRR’, um tiocarbamato tal como -
OCSNHR, um tiocarbamato ciclico de modo que N10 e C11 sejam uma par-
te do ciclo, -SH, um sulfeto tal como -SR, um sulféxido tal como -SOR, uma:
sulfona tal como -SOOR, um sulfonato tal como —SOs *, uma éulfonamida tal
como -NRSOOR, uma amina tal como —NRR’, amina opcionalmente ciclica
de modo que N10 e C11 ‘sejam uma parte do ciclo, um derivado de hidroxi-
lamina tal como -NROR’, uma amida tal como —-NRCOR, um azido tal como
—N3, um ciano, um halo, um trialquil ou triarilfosfénio, um grupo derivado de

aminoécido; Preferivelmente W e W' sdo iguais ou diferentes e sao OH, O- h

e quando — representar uma ligagao dupla Ue U estejam
ausentes e W e W' representem H

R1, R2, R1’, R2' sdo iguais ou dlferentes e independentemente
escolhidos de Haleto ou Alquila opcionalmente substituida por um ou mais -
Hal, CN, NRR’, CF3;, OR, Arila,.Het, S(O)4R, ou RieR2e Rt e R2’ formam
juntos uma ligagao dupla contendo grupo =B e =B’ respectivamente. |

Preferivelmente, R1 e R2 e R1’ e R2’ formam juntos uma ligagdo
dupla contendo grupo = —Be =B respectivamente. ,

B e B’ sdo iguais ou diferentes e independentemente ‘escolhidos
de Alquenila sendo opcionalmente substituida por um ou mais Hal, CN,
NRR”, CF3, OR, Arila, Hét, S(O)4R ou B e B’ representam um atomo de oxi-
génio. | | '

Preferivelmente, B=B'.

Mais preferivelmente, B=B'= =CH2 ou =CH-CHg,

X, X’ sdo iguais ou diferentes e independentemente escolhidos
de um ou mais —O-, -NR-, -(C=0)-, -S(O)q-

Preferivelmente, X=X

Mais preferivelmente, X=X'=0.

A, A' sdo iguais ou diferentes e mdependentemente escolhldos
de Alquila ou Alquenila opcionalmente contendo um atomo de oxigénio, ni-
trogénio ou enxofre, cada qual sendo opcionalmente substituido por um ou ,
mais Hal, CN, NRR’, CF3, OR, S(O)4R, Arila, Het, Alquila, Alquenila.
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Preferivelmente, A=A’. ‘

Mais preferivelmente, A=A’=alquila nao-substituida linear.

Y, Y’ s&o iguais ou diferentes e independentemente escolhidos
de H, OR; |

Preferivelmente, Y=Y".

Mais preferivelhente, Y=Y'=OAlquila, mais preferivelmente
OMetila. - | ”
T é -NR-, -O-, -S(O),., ou uma heteroarila, heterociclica, cicloal-
quila, ou arila de 4 a 10 membros, cada qual sendo opcionalmente substitui-
do por um ou mais Hal, CN, NRR’, CF3, R, OR S(O)qR, efou Ilgante(s) ou
uma Alquila ramificada, opcionalmente substituida por um ou mais Hal, CN,
NRR’, CF3, OR, S(O)qR e/ou ligante(s), ou uma Alquila linear éubstituida por
um ou mais Hal CN, NRR’, CF3, OR, S(O)qR e/ou ligante(s). '

Preferivelmente, T é uma arila ou heteroarila de 4 a 10 mem-

bros, mais preferivelmente fenila ou piridila, opcionalmente substltwda por

um ou mais hgante( ).

O referido ligante compreende um grupo de ligagao. Grupos de

ligagdo adequados sdo bem-conhecidos na técnica e incluem tiol, sulfeto,

'grupos dissulfeto, grupos tioéter, grupos‘ labeis ao &cido, grupos fotolabeis,

grupos labeis & peptidase e grupos labeis a esterase. Preferidos s&o grupos
dissulfeto e grupos tioéter. |
» Quando o gfupo de ligagdo for um grupo contendo tiol-, sulfeto

(ou assim chamado tioéter —S-) ou dissulfeto (-S-S-) -, a cadeia lateral trans-
portando o tiol, o grupo sulfeto ou dissulfeto pode ser linear ou ramificada,
aromatica ou heterociclica. Alguém versado na técnica pode facilmente iden-
tificar cadeias laterais adequadas.

Preferivelmente, o referido ligante é de formula:

-G-D-(2)p-S-Z’

onde |

G é uma ligagdo simples ou dupla, —O-, -S- ou -NR-;

D é uma ligacdo simples ou —E-, -E-NR-, -E-NR-F-, -E-O-, -E-O-
F-, -E-NR-CO-, -E-NR-CO-F-, -E-CO-, -CO-E-, -E-CO-F, -E-S-, -E-S-F-, -E-
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NR-C-S-, -E-NR-CS-F-;

, onde E e F sdo iguais ou diferentes e s&o independentemente
escolhidos  de—(OCH CHy)Alquil{lOCHCHy);,, _-AlquiI(OCHZCHz)i-AIquiI-, -
(OCH2CHy)-, -(OCH2CHg);CicloalquiI(OCHZCHg)--, -(OCHzCHy)Heterocicli-
ca(OCHQCHz)_,--, -(OCHCHg)Aril(OCH2CHz)r-, -(OCH.CHy)Heteroaril(OCHCHy);-,
—Alquil-(OCH-CHy)Alquil( OCH,CHy);-, -Alquil-(OCHCHy)r-, -Alquil-(OCH.CH,)Ci-
cloalquil(OCHCHa)-, -Alquil(OCH.CHg)Heterociclica(OCH,CHz),  -Alquil-
(OCHCH,)ArillOCH2CHa)r-, -Alquil{OCH,CHz)Heteroari( OCH,CHz)-, -Cicloal-
quil-Alquil-, -Alquil-Cicloalquil-, -Heterociclica-Alquil-, -Alquil-Heterociclica-, -Alquil- |
Avil-, -Avril-Alquil-, -Alquil-Heteroaril-, -Heteroaril-Alquil- linear ou ramificado;

ondeie ], idénticos ou dlferentes sdao numeros inteiros e lnde-
pendentemente escolhidos de 0, 1 a 2000;

Z é —Alquil- linear ou ramlflcado

péOout,

Z representa H, um grupo de protegdo de tiol tal como COR, Rzo

ou SRz, em que Ry representa H, mettla, Alquila, Cicloalquila opcionalmen- -

~ te substituida, arila, heteroarila ou heterociclica, contanto que quando Z' for

H, o referido composto esteja em equilibrio com o composto correspondente

‘formado por ciclizagéo intramolecular resultando de adigao do grupo tiol -SH

na ligagdo de imina —NH= de uma das porgdes PBD.

n, n’, iguais ou diferentes sdo 0 ou 1.

- qé0,1ou?. |

R, R sdo iguais ou diferentes e independentemente escolhidos
de H, Alquila, Arila, cada qual sendo opcionalmente substituida por Hal, CN,
NRR’, CFj, R OR S(O)4R, Arila, Het;

ou seus sais, hidratos, ou sais hidratados farmaceutlcamente
aceitaveis, ou as estruturas cristalinas polimérficas destes compostos ou
seus isdmeros dticos, racematos, diasteredmeros ou enantibmeros.

A presente invengao refere-se as seguintes modalidades preferi-
das ou qualquer combinagao de qualquer uma delas:

-G éuma Iigagﬁo simples ou —O- ou —NR-;

-G é -0
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10

- D & uma ligagdo simples ou —E-, -E-NR-CO-, -ECO-, -CO-E-;

-D é —-E-, -E-NR-CO-;.

- D é -E-NR-CO-;

- E é —Alquil- linear ou ramificada, -(OCH.CHa)i- ou —Alquil-
Hetefociclica; |

. E é —Alquil- Iineér ou ramificada,

- Z 6 —=(CHy),-C(CHa3)2-;

-péQOoul;

- Z'.é H ou SRy, em que Ry representa Alquila, arila, heteroci-
clica ou heteroarila; o

-2 éHou SRy, em que Rpo representa Alquila.

Exemplos especificos dos ligantes contendo tiol, sulfeto ou dis-

- sulfeto incluem

-(CR13R14)4(CRisR16).(OCH2CH2),SZ,
-(C R13R14‘)1(CR17’—fCR18)(CR15R16)y(OC,H20H2)ySZ',

~(CRi13R1a)(NR1sCO)(CRisR16)u(OCHzCHz), SZ,
| '(_CR13R14)t(OCO)(R15R1e)u(OCH20H2)ySZ’,

-(CR13R14)(CO)(CR15R16)u(OCH2CH,),SZ,
-(CR13R14)(CONR)(CR15R16)u(OCH2CH2),SZ',
-(CR13R14)-fenil-CO(CR1sR16)uSZ, -(CR13R14)t-furii-CO(CR15R1s)uSZ’, -
(CR13R14)-0xazolil-CO(CR1sR16)uSZ, -(CR13Ry4)-tiazolil-CO(CR1sR16)uSZ’, -
(CR13R14)1-tieniI-CO(CR1the)uSZ’, -(CR13R14)-imidazolil-CO(CR1sR16)uSZ’, -
(CR13R14)-morfolino-CO(CR15R16)uSZ', ' -(CR43R14)piperazino-
CO(CR;5R16)uSZ, -(CR13R14)1-N-metilpiperazin-—CO(CR15R16)uSZ’,
-(CRy3R14)fenil-QSZ’, -(CR13Ri4)-furil-QSZ, -(CR13R14)-oxazolil-QSZ’,
(CR43Ry4)rtiazolil-QSZ, -(CR13R14)ctienil-QSZ’, -(CRisRi4)-imidazolil-QSZ, -
(CR13R14)t-morfolino—QSvZ’, -(CRy3R14)r-piperazino-QSZ, -(CR13R14)-
N-metilpiperazino-QSZ’, ou -O(CR13R14),(CR15R1e)u(OCHQCHg)ySZ’, |
-O(CR13R14){(NR1gCO)(CR15R16)u(OCH2CH2),SZ,

-O(CR13R14) (CR17=CRi8)(CR1sR16): (OCH2CH2)ySZ, _
-O-fenil-QSz’, -O-furil-QSZ’, -0-oxazolil-QSz’, -O-tiazolil-QSZ’, -O-tienil-
QSZ, -O-imidazolil-QSZ’, -O-morfolino-QSZ’, -O-piperazino-QSZ,
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- -O-N-metilpiperazino-QSZ’, -OCO(CR13R14(NR1gCO)(CR1sR16)u (O-
- CH2CHy)y SZ’, -OCO-(CR13R14) (CR47=CR1s)(CR15R16)u(OCH2CH),SZ',

-OCONR12(CR13R14)(CR1sR1s)y  (OCH2CH2),SZ’, -OCO-fenil-QSZ, -0OCO-
furil-QSZ’, -OCO-oxazolil-QSZ’, -OCO-tiazolil-QSZ’, -OCO-tienil-QSZ’, -OCO-
imidazolil-QSZ’, -OCO-morfolino-QSZ, -OCO-piperazino-QSZ,
-OCO-N-metiniperazino-OSZ’, ou | '
-CO(CRy3R14)(CR15R16)u (OCH2CHg)y SZ,
-CO-(CRi3R14)t (CR17=CRis)(CR15R16)u(OCH2CH2),SZ,
-CONR12(CR13R14){(CR15R16)u (OCH2CH2),SZ, o
-CO-fenil-QSZ’, -CO-furil-QSZ’, -CO-oxazolil-QSZ’, -CO-tiazolil-QSZ, -CO-
tienil-QSZ’, -CO-imidazolil-QSZ’, -CO-morfolino-QSZ’, -CO-piper.azino-QSZ’,' '
-CO-piperidino-QSZ, -‘C_O-N-metilvpiperazino-QSZ’, :
‘NR15(CRi1gR1a)(CR15R16).(OCH2CH2),SZ,
-NR;5CO(CR13R14)(CR1sR16)(OCHz2CH),SZ',
-NR1g(CR15R14): (CR17=CR1B)(CR15R16)t (OCHCH)ySZ',
-NR1gCO(CR13R14) (CR17=CRi1g)(CR1sR16) (OCH2CHz),SZ’,
“NR15CONR12(CR13R12)(CR1sR1e)y (OCH2CH2),SZ', |
-NR15CO NRy2 (CRi3R14) (CR17=CR1g)(CR15R16)t (OCH2CH2),SZ,
-NR1gCO'-fenil-QSZ’; -NR19CO-furil-QSZ, -NR;3CO-0xazolil-QSZ’, -NRygCO- -
tiazolil-QSZ’, -NR;gCO-tienil-QSZ’, -NR;sCO-imidazolil-QSZ’, -NR:sCO-
morfolino-QSZ’, -NR14CO-piperazino-QSZ’, -NR;gCO-piperidino-QSZ,
-NR1gCO-N-metilpiperazino-QSZ’, -NR;s-fenil-QSZ’, -NR1g-furil-QSZ’, -NRjg-
oxazolil-QSZ’, -NR19-tiazoliI-QSZ’, -NR;g-tienil-QSZ’, -NRg-imidazolil-QSZ’, -
NR1g-morfolino-QSZ’, -NR1g-piperazino-QSZ’, -NR;g-piperidino-QSZ’,
-NRg-N-metilpiperazino-QSZ’, -NR;gCO-NRiz-fenil-QSZ’, -NR1gCO-NRi2-
oxazolil-QSZ’, -NR19CO-NR12-tiazoliI-OSZ’, -NR1gCO-NRjz-tienil-QSZ’, -
NR;9CO-NR2-piperidino-QSZ’,  -S(O)q(CR13R144(CR1sR16)y(OCH2CH2),SZ,
-S(0)4(CR13R14)(CR17=CR15)(CR15R16h(OCH2CH2),SZ’, '
-SCONR;2(CR13R14)(CR15R16)u (OCH2CH2),SZ, |
-SCO-morfolino-QSZ’, -SCO-piperazino-QSZ’, -SCO-piperidino-QSZ’, e
-SCO-N-nﬁetilpiperazino-QSZ’, em que: '

Z'éH,um grupd de protecao de tiol tal como COR, Rz’ ou SRy’
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em que Ry representa H, alquila, arila, heterociclica ou heteroarila,

em que Q é uma Iigagéo‘direta ou uma alquila linear ou alquila
ramificada tendo de 1-10 atomos de carbono ou um espagador de polietileno
glicol com 2 a 20 unidades etilenodxi de repeticéo;

‘Rye € Ri2 sdo iguais ou diferentes e sao alquila Iineér, alquila

" ramificada ou alquila ciclica tendo de 1 a 10 atomos de carbono, ou hetero- |

ciclica ou arila substituida ou _simples, e Ri2 pode além disso ser H,

Ris, Ris, Ris € Rie S@0 iguais ou diferentes e sdo H ou uma al-
quila linear ou ramificada tendo de 1 a 4 atomos de carbono,

| R;; e Rygsdo H ou alquila, . |

u é um nimero inteiro de 1 a 10 e pode também ser 0,

T é um nimero inteiro de 1 a 10 e pode também ser 0,

y’é um numero inteiro de 1 a 20 e pode também ser 0.

Quando o composto de férmula (I) estivér_ na forma de um ion

(por exemplo sulfonato), o contra-ion podera estar presente (por exemplo

Na*ou K*).

De acordo com um aspecto preferido, compostos da invengao
sdo aqueles de férmula (1) onde T = arila opcionalmente substituida por um
ou mais Hal, CN, NRR’, CF3, R, OR, S,(O)qR, e/ou Iigante(s) e A A X X, U,
U, W,W,m,m,n,n, -, = 50 definidos como acima.

De acordo com outro aspecto preferido, compostos da invéngéo
sdo selecionados do grubo consistindo em: ‘

- 8,81 .3-benzenodiilbis(metilenodxi)]-bis[(S)-2-et-(E)-ilideno-7-
metdxi-1,2,3,11a-tetraidro-5H-pirrol[2,1 Jc][1 ,4]benzodiazepin-5-ona]
8,8’-[5-metdxi-1 ,3-benzenodiilbis(metilenbéxi)]-bis[(S)-z-et-(E)—
ilideno-7-metoxi-1 ,2,3,11a-tetraidro-5H-pirrol[2,1-c][ 1 ,4]benzodiazepin-5-ona]

8,8'-[1 ,5-pehtanodii|bis(éxi)]-bis[(S)-Q-et-(E)-iIideno47-met(')xi-
1,2,3,11a-tetraidro-5H-pirrol[2,1-c][1 ,4]beniodiazepin-5-ona]

8,8'-[1 ,4-butanodii|bis(éxi)]-bis[(S)-2-et-(E)-ilideno-7-met6xi-
1,2,3,11a-tetraidro-5H-pirrol[2,1-c][1 ,4]benzodiazepin-5-ona]

8,8'-[3-metil-1 ,5-pentanodiilbis(6xi)]-bis[(S)-2-et-(E)-ilideno-7-
metoéxi-1,2,3,11a-tetraidro-5H-pirrol[2,1-c][1 ,4]benzodiazepin-5-ona]
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8,8’-[2,6-‘piridinadiilbis(éxi)]-bis[(S)-2-et-(E)-iIideno-7-metéxi-

- 1,2,3,11a-tetraidro-5H-pirrol[2,1-c][1 ,4lbenzodiazepin-5-ona]

8,8’-[4-(3-terc-butoxicarbonilaminopropiléxi)-z,G-piridinadii!bis-
(metilenodxi)]-bis[(S )-2-et4(E)-ilideno-?-metéxi-1 ,2,3,11a-tetraidro-5H-
pirrol[2,1- c][1 ,4]benzodiazepin-5-ona]

8,8’-[5-(3-aminopropildxi)-1,3- benzenodulbls(metnlenoom)]
bis[(S)-2-et-(E)-ilideno-7-metoxi-1,2,3,1 1a-tetraidro-5H-pirrol[2,1-
c] ,4]benzodiazepin-5-ona] o

8,8’-[5-(N-metil-3-terc-butoxicarbonﬂaminopropil)—1 ,3-
benzenodiilbis-(metilenodxi)]-bis[(S)-2 2-et-(E)-ilideno-7-metéxi-1,2,3,11a-
tetraidro-5H-pirrol[2, 1 -c]1, 4]benzod|azep|n -5-ona] '

8,8’-{5-[3-(4-metil-4- metildissulfanil- pentanonlammo)propuloxﬂ -1 3-
benzenédl|Ibls(met1|enoox1)}-bns[(S) 2-et-(E)-ilideno-7-metoxi-1,2,3,11a-
tetraidro-5H- plrrol[2 1-c][1 4]benzod|azep|n -5-ona}

8,8'-[5-acetiltiometil- 1 ,3-benzenodiilbis(metilenodxi)]- bls[(S)-2-
metlleno 7-metdxi-1,2,3,11a-tetraidro- 5H-pirrol[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5- -onaj

éster terc-butilico de acido bis-{2- [(S)-2-metileno-7- metoxn 5-ox0-
1,2,3,11a-tetraldro-SH-plrrol[z,1-c][1,4]benzod1azepm -8-iloxi]-etil}-carbamico

8,8'-[3-(2-acetiltioetil)-1 ,5-pentanodiiIbis(éxi)]-bis[(S)-ZQmetileno-
7-metéxi-1,2,3,11a-tetraidro-5H-pirrol[2,1-c][1 ,4]benzodiazepin-5-ona]

8,8’-[5-(N-4- mercapto -4,4-dimetilbutanoil)amino-1,3-
benzenodiilbis(metilenodxi)]- bns[7 -metoxi-2-metileno-1,2,3,11a- tetraldro 5H-

- pirrol[2,1-c](1, 4]benzod|azep|n -5-ona)

_ 8,8’-[5-(N-4-metilditio-4,4- dumetllbutanoﬂ) amino-1,3-
benzenodiilbis(metilenodxi)]-bis[7-metéxi-2-metileno-1,2,3,11a- -tetraidro-5H-
pirrol[2,1-c][1 ,4]bénzodiazepin-5-ona]
8,8’-[5-(N-metiI-N-(2-mercapto-2,2-dimetiletil)amino-1',3- |
benzenodiil(metilenodxi)]-bis[7-metéxi-2-metileno-1,2,3,1 1a-te_traidro-5H--
pirrol[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-ona] '
8,8’-_[5-(N-meti|-N-(2-metilditio-2,2-dimetiletil)amino-1 3=
benzenodiil(metilenodxi)]-bis[7-metéxi-2-metileno-1,2,3,1 1a-tetraidro-5H-

pirrol[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-ona]
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8,8’-[(4-(2-(4-mercapto—4-meti|)-pentanamido-etéxi)-piridin-2,6-
dimetil)-diéxi]-bis[(S)-2-et-(E)-ilideno-7-dimetoxi-1,2,3,1 1a-tetraidro-pirrol[2,1-
c][1,4]benzodiazepin-5-ona]

8,8'-[(1:(2-(4-metil-4-metildissulfanil)-pentanamido-etoxi)-
benzeno-3 5-dimetil)-dioxi]-bis[(S)-2-et-(E)-ilideno-7-dimetoxi-1 ,2,3,'1 1a-

_ tetraidro-pirrol[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-ona]

8,8’-[(4-(3-(4-metil-4- mehld:ssulfanll) -pentanamido- propoxn)
piridin-2,6-dimetil)-dioxi]-bis[(S )-2-et-(E)-ilideno-7-dimetdxi-1,2,3,11a-
tetraidro-pirrol[2,1 -c](1,4] benzodiazepin-s-ona]

8,8’-[(4-(4-(4-metiI-4-metildissulfanil)-pentanamido-butéxi)-piridin-
2,6-dimetil)-diéxi]-bis[(S)-z-et-(E)-iIideno-?-dimetéxi-1 ,2,3,11a-tetraidro-
pirrol[2,1-c][1 ,4]benzodiaze_pin—5-ona]

8;8’-[(4-(3-[4-(4-metiI-4-metildissuIfanil-pentanoil)-piperazin-1-il]-_ '
propil)-piridin-2, 6-dimetil)-diéxi]-bis[(S)-z-et-(E)-ilideno--7-dirhetéxi-1 ,2,3,11a-

tetraidro- plrrol[2 1-c][1 ,4]benzodiazepin-5-ona]

8,8’- [(1 (3 -[4-(4-metil-4-metildissulfanil- pentanon) plperazm 1-il)-
propil)-benzeno~3,5-d|met|I)-d|0X|]-b|s[(S)-2-et-(E)-_:hdeno-7-d|metOX|-
1,2,3,11a-tetraidro-pirrol[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-ona]

_8,8’-[(4-(2-{2-[2-(4-meti|-4-metildissulf'anil-pentanoilamino)-etéxi]-
etéxi‘}-etéxi)-piridin-2,6-dimetil)-diéxi]-bis[(S)-Z-et-(E)-ilideno-?-dimetc’)xi-
1,2,3,11a-tetraidro-pirrol[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-ona] ‘

8,8’-[(1 -(2-{2;[2-(2_-{2-'[2-(4-metil-4-me_tildissuIfanil-
pentanoilamino)-etéxi]-etéxi}-etéxi)-etéxi]-etéxi}-etéxi)-benzeno-3,5-dimetil)-
diéxi]-bis[(S)-z-et-(E)-ilideno-?-dimetéxi-1 ,2,3,11a-tetraidro-pirrol[2,1-
c][1,4]benzodiazepin-5-ona] | |

8,8 [(1 -(2-{2- [2- (4 -metil-4-metildissulfanil-pentanoilamino)-etéxi]-
etoxn} -etdxi)-benzeno-3,5-dimetil)-dioxi]-bis[(S)-2-et-(E)-ilideno-7- dimetdxi-
1,2,3,11a-tetraidro-pirrol[2,1-c][1 ,4]benzod|azepin-5-ona]

8,8'-[(4-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(4-metil-4-metildissulfanil-
pentanoilamino)-etéxi]-etéxi}-etéxi)-etc’)xi]-etéxi}-etéxi)-piridin-2,6-dimetil)-
diéxi)-bis[(S)-2-et-(E)-ilideno-7-dimetoxi-1,2,3,11 a-tetraidro-pirrol[2,1-

c][1,4]benzodiazepin-5-ona]
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8,8™-[(1 -(2-[meti|—(2-metil-2-metiIdissulfanil-propil)—amino]-etéxi)-

: benzeno-3,5-dimetil)-diéxi].-bis[(S)~2-et-(E)-ilideno-?-dimetéxi-1 ,2,3,11a-

tetraidro-pirrol[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-ona]
8,8’-[(4-(3-[métiI—(4-metil-4-metiIdissulfanil-pentanoiI)-amino]-
propil)'-piridinf2,6-dimetiI)-diéxi]-bis[(S)-Z-et-(E)-ilideno-?-dimetéxi-1 2,3,11a-
tetraidro-pirrol[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-ona] o
8,8’-[(4-(3-[metiI-(2-.metil-2-metildissuIfaniI-pfopil)éamino]-propil)-
piridin-2,6-dimetiI)-diéxi]-bis[(S)-2-et-(E)-iIideno-?-dimetéxi-1 2,3,11a-
tetraidro-pirrol[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-ona] - ,

8,8’-[(1 -'(4'-metil-4-metildissulfanil)-pentanamido)-benZeno-S,S-
dimetil)-diéxi]-bis[(S )-2-ef—(E)-iIidéno-7-dimetéxi-1 ,2,3,1 1a-tetraidro_—pifrol[2,1- '
c]i1 4]benzod|azep1n -5-ona] |

bem como os denvados de mercapto correspondentes,

ou seus sais, hidratos, ou sais hidratados farmaceutlcamente '
aceitaveis, ou as estruturas éristalinas polimérficas destes Compos_tos ou
seus isdmeros 6ticos, racematos, diasteredmeros ou enantlomeros

CompostcED_/prefendos sao aqueles de formula
onde X, X', A, A" Y, Y’, T,_'n, n’ sdo definidos como aC|ma.v

Como utilizado anteriormente ou a seguir:

Alq representa alquila, alceno ou alquina.

"Alqunla" significa um grupo hidrocarboneto allfatlco que pode ser
linear ou ramlflcado tendo 1 a 20 atomos de carbono na cadeia ou ciclico
tendo 3 a 10 atomos de carbono. Grupos alquila preferidos tém 1 a 12 ato-
mos de carbono na cadeia. -"Ramificado" significavque um ou mais grupos
alquila inferior tal como metila, etila ou propila sdo ligados a uma cadeia de
alquila linear. Grupos alquila exemplares incluem metila, etila, n-propila, i
propila, n-butila, t-butila, n-pentila, 3—pentiia, octila, nonila, décila, ciclopentila
e ciclohexila.

"Alceno” significa um grupo hidrocarboneto alifdtico contendo

uma ligacéo dupla carbono-carbono e que pode ser linear ou ramificado ten-
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do 2 a 15 atomos de carbono na cadeia. Grupos alquenila preferidos ttm2 a
12 atomos de carbono na cadeia; e mais preferivelmente cerca de 2 a 4 a-
tomos de carbono na cadeia. Grupos alquenila exemplares incluem. etenila,
propenila, n-butenlla i-butenila, 3-metilbut-2-enila, n-pentenila, heptenlla
octenila, nonenila, decenila.
| "Alquina" significa um grupo hidrocarboneto alifatico contendo
uma ligacdo tripla carbono-carbono e que pode ser linear ou ramifica'do ten-
do 2 a 15 atomos de carbono na cadeia. Grupos alquinila preferidos tém 2 a
12 atomos de carbono na cadeia; e mais preferivelmente 2 a 4 atomos de
carbono na cadeia. Grupos alquinila exemplafes incluem- etinila, propinila, n-
butinila, 2-butinila, 3-metilbutinila, n-pentinila, heptinila, octinila e decinila.
| "Atomo de halogénio" refere-se a atomo de fluor, cloro, bromo ou

iodo; preferivelmente atomo de fltor e cloro.

"Arila" significa um sistema de anel de hidrocarboneto monociclico

ou multiciclico aromatico de 6 a 14 atomos de carbono, preferivelmente de 6 a

10 atomos de carbono. Grupos arila exemplares incluem fenila ou naftila.

"Het" significa heterociclo ou heteroarila.

Como utilizado aqui, os termos "heterociclo” ou "heterociclico”
referem-se a um anel mono, bi ou multiciclico de 3 a 14, preferivelmente 5 a
10 membros estavel ndo-aromatico, saturado, parciaimente insaturado ou
insaturado em que pelo menos um membro do anel € um heteroatomo. Tipi-
camente, heteroatomos in’cluem, porém nao sdo limitados a, atomos de oxi-
génio, nitrogénio, enxofre, selénio, e fésforo. Heterodtomos preferiveis sao
oxigénio, nitrogénio e enxofre. -

Heterociclos adequados sdo também descritos em The Handbo-
ok of Chemistry and Physics, 762 Edigdo, CRC Press, Inc., 1995-1996, pp. 2-
25 a 2-26, a descrigdo do qual é aqui incorporada por referéncia.

Heterociclicos ndo-arométicos - preferidos incluem, porém nao
sdo limitados a pirrolidinila, pirazolidinila, imidazolidinila, oxiranila, tetraidrofu-
ranila, dioxolanila, tetraidro-piranila, dioxanila, dioxolanila, piperidila, pipera-
zinila, morfolinila, piranila, imidazolinila, pirrolinila, pirazolinila, tiazolidinila,

tetraidrotiopiranila, ditianila, tiomorfolinila, diidro-piranila, tetraidropiranila,



10

15

20

25

30

17

diidropiranila, tetraidro-piridila, diidropiridila, tetraidropirinidinila, diidrotiopira-

- nila, azepanila, bem como os sistemas fundidos que resultam da condensa-

¢do com um grupo fenila. .

Como utilizado aqui, o termo "heteroarila” ou heterociclos aromati-
cos refere-se a um anel hetero, mono-, bi- ou multiciclico aromatico de 5 a 14,
preferivelmente 5 a 10 membros. Exemplos incluem pirrolila, piridila, pirazolila,
tienila, pirimidinila, pirazinila, tetrazolila, indolila, quinolinila, purinila, imidazolila,
tienila, tiazolila, benzotiazolila, furanila, benzofuranila, 1,2,4-tiadiazolila, isotiazo-
lila, triazoila, tetrazolila, isoquinolila, benzotienila, isobenzofurila, pirazolila, car-A
bazolila, benzimidazolila, isoxazolila, piridil-N-6xido, bem como os sistemas
fundidos que resultam da condenSagéo com um grupo fenila. | '

"Alquila", "cicloalquila”, "alquenila”, "alquinila”, "arila”, "heteroari-
la", _“hetérociclo“ e similares referém-se também aos correspondentes “alqui-
leno", "cicloalquileho“, "alquenileno”, "alquinileno”, "arileno’, "heteroarileno”,
*heterociclona” e similares quev sio formados pela remogdo de dois atomos
de hidrogénio. -

Como utlllzado aqui, a expressao "ligavel a um agente de ligagao
celular" refere-se aos derivados de tomaimicina compreendendo pelo menos
um grupo de ligagdo, ou um precursor deste, adequado para hgar os referi-
dos derivados a um agente de ligagdo celular; grupos de ligacao prefendos
sdo ligagdes de tiol ou dlssulfeto ou precursores destes. '

Como utilizado aqui, a expresséo "ligado a um agente de ligagao

“celular" refere-se & molécula conjugada compreendendo pelo menos um de-

rivado de tomaimicina ligado a um agente de ligag&@o celular por meio de um
grupo de ligagdo adequado ou um precursor deste; grupos de ligagao prefe-
ridos sao Ilgagoes de tiol ou dissulfeto, ou precursores destes.

Como utilizado aqui, "precursor" de um determinado grupo refe-
re-se a qualquer grupo que pode resultar naquele grupo por qualquer des-
protegdo, modificagdo quimica, ou reagdo de acoplamento.

| Como utilizado aqui, o termo "paciente" refere-se a um animal,
tal como um animal valioso para propésitos de reprodugdo, companhia ou
preservacao, ou preferivelmente um ser humano ou uma crianga, que sofre
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de, ou tem o potencial de sofrer de uma ou mais doencas e condicdes des-
critas aqui. | |

Como utilizado aqui, uma "quantidade terapeuticamente eficaz"
refere-se a uma quantidade de um composto da presente invengao QUe é
eficaz na prevengdo, redugdo, eliminagéo, tratamento ou controle 'dos sinto-
mas das doencas e condi¢des descritas aqui. O termo "controle” é pretendi-
do referir-se a todos os processos em que nesté contexto podem ser uma
diminuicao, interrupgdo, impedimento, ou parada da progressa@o das doen-
cas e condigdes descritas aqui, porém ndo necessariamente indica uma eli-
minagdo total de todos os sintomas da doen¢a e condigdo, e é pretendido

incluir tratamento profilatico.
Como utilizado aqui, o termo "farmaceuticamente aceitavel" refe-

re-se aqueles compostos, materiais, excipientes, composigdes ou formas de
dosagem que sdo, dentro do escopo de diagndstico médico seguro, adequa-

dos para contato com os tecidos de seres humanos e animais sem toxicida-

de excessiva, irritagdo, resposta alérgica ou outras complicagbes de proble-

ma comensuradas com uma rélag:éo risco/beneficio razoavel.

Como utilizado aqui, "sais farmaceuticamente aceitaveis" refe-
rem-se aos derivados dos compostos descritos em que o composto origem €
modificado por preparagdo de sais de acido ou base deste. Os sais farma-
ceuticamente aceitaveis incluem os sais ndo-tdxicos convencionais ou 0s
sais de aménio quaternérios do composto origem formado, por exemplo, de
acidos organicos ou inorganicos ndo-toxicos. Por exemplo, tais sais néo-
toxicos convencionais incluem aqueles' derivados de &cidos inorgénicos tais
como cloridrico, hidrobrémico, sulfurico; sulfamico, fosférico, nitrico e simila-
res; € 0s sais preparados de acidos orgénicos tais como acético, propibnico,
succn’nico,.tartérico, cftri'co, metanossulfénico, benzenossulfénico, glucorc“)ni-_
co, glutdmico, benzéico, salicilico, toluenossulfénico, oxalico, fumarico, ma-
Igico, latico e similares. Além disso, sais de adicdo incluem sais de aménio
tais como trometamina, meglumina, epolamina, etc:, sais de metal tais como
sédio, potassio, célcio, zinco ou magnésio.

Os sais farmaceuticamente aceitaveis da presente invengao po-
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dem ser sintetizados a partir do composto origem que contém uma porgao

‘basica ou acidica por métodos quimicos convencionais. Geralmente, tais

sais podem ser preparados por reagéo das formas de base ou &acido livre
destes compostos com uma quantidade estoiquiométrica do &cido ou base .
apropriada em &gua ou em um solvente organico, ou em uma mistura dos

dois. Geralmente, meios néo- agquosos como éter, acetato de etila, etanol

‘isopropanol, ou acetonitrila s&o preferidos. As listas de sais adequados sdo

encontradas em Remington's Pharmaceutical SCIences, 172 ed., Mack Publi-

shing Company, Easton, PA, 1985, p. 1418, a descricdo do qual é aqui in- |

corporada por referéncia. o | }
Os compostos da férmula geral (1) tendo geométricos e estereOI-

sdmeros sdo também uma parte da invencgao.
A ligagdo dupla de N-10, C-11 de derivados de tomaimicina de

formula (1) é conhecida ser facilmente convertivel de uma maneira reversivel -
em adutos de imina correspondentes na presenga de agua, um alcool, um

tiol, uma amina priméria ou secundaria, uréia e outross nucledfilos. Este pro-

cesso é reversivel e pode faciimente regenerar os derivados de tomaimicina

correspondentes na presenga de um agente de desidratagdo, em um solven-
te organico ndo prético, em vacuo ou em temperaturas elevadas (Z. Tozuka,
36, J. Antibiotics, 276 (1983) ' '

Desta maneira, esta invencéo fornece também derlvados rever-

siveis de derivados de tomaimicina de férmula geral (ll):

>CH%.N X-An-T-AN"X. n‘(bz ,

A1 : !

R2 ,\% Vm/ R
! (L]

onde A, X, Y, n, T, A, X, Y, n', R1, R2, RY’, R2’ sdo definidos como na f6r-
mula () e W, W’ ééo iguais ou diferentes e s&o selecionados do grupo con--
sistindo em OH, um éter tal como -OR, um éster (por exemplo um aceta‘to),'
tal como -OCOR, -COOR, um carbonato tal como -OCOOR, um carbamato
tal como ~OCONRR’, um carbamato ciclico, de modo que N10 e C11 sejam
uma parte do ciclo, uma uréia tal como —~NRCONRR’, um tiocarbamato tal
como -OCSNHR, um tiocarbamato ciclico de modo que N10 e C11 sejam
uma parte do ciclo, -SH, um sulfeto tal como -SR, um sulféxido tal como -
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SOR, uma sulfona tal como -SOOR, um sulfonato tal como -S0y3, uma sul-
fonamida tal como -NRSOOR, uma amina tal como —NRR’, amina opcional-
mente ciclica de modo que N10 e C11 sejam uma parte do ciclo, um deriva-
do de hidroxilamina tal como -NROR’, uma amida tal como —NRCOR
NRCONRR’, um azido tal como —Ns, um ciano, um halo, uma tnalqunla ou
triarilfosfénio; um grupo derivado de aminoacido. Preferivelmente, W e W’
s3o iguais ou diferentes e séo OH, OMe, OEt, NHCONH;, SMe.

Compostos de férmula (Il) podem desse modo ser considerados
bomo solvatos incluindo 4gua quando o solvente for &gua; estes solvatos
podem ser particularmente uteis. |

De acordo com ainda um outro objetivo, a presente mvengao é
também concernida ao processo de preparagdo dos compostos de formula (1).

Os compostos e processo da presente invengéo podem ser pre-
parados de varias maneiras bem-conhecidas por aquéles \)ersados na técni-

ca. Os compostos podem ser sintetizados, por exemplo, por aplicagédo ou

‘adaptagdo dos métodos descritos abaixo, ou variagdes neles como aprecia-

do pelo versado na técnica. As modificagbes e substituicdes apropriadas
serdo facilmente evidentes e bem-conhecidas ou facilmente obteniveis a

partir da literatura cientifica por aqueles versados na técnica.

Em particular, tais métodos pode'm ser encontrados em R.C. La-
rock, Comprehensive Organic Transformations, Wiley-VCH Publishers, 1999.

Sera apreciédo que os compostos da presente invengéo podem
conter um ou mais atomos de carbono assimetricamente substituidos, e po-
dem ser isolados em formas oticamente ativas ou racémicas. Desta maneira,
todas as formas quirais, diastereoméricas, racémicas e todas as formas iso-
méricas geémétricas de uma estrutura sdo pretendidas, a menos que a for-
ma isomérica ou esteréoquimica especifica seja especificamente indicada.
Ela é bem-conhecida na técnica como para preparar e isolar tais formas oti-
camente ativas. Por exemplo, misturas de esterecisdmeros podem ser sepa-
radas por técnicas-padrdo incluindo, porém nao limitadas a, resolugdo de
formas racémicas, cromatografia normal, de fase reversa, e quiral, formacao

de sal preferencial, recristaliza¢do, e similares, ou por sintese quiral de ma-
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teriais de partida quirais ou por sintese deliberada de centros quirais alvo.

Compostos da presente invengdo podem ser preparados por
uma variedade de rotinas sintéticas. Os reagentes e materiais de partida S&o
comercialmente disponiveis, ou faciimente sintetizados por técnicas bem-.
conhecidas por alguém versado nas técnicas. Todos 0s substituintes, a me-
nos que de outra maneira indicado, sao como préViamente definidos.

Nas reagOes descritas a seguir, pode ser necessario proteger
grupos funcionais reativos, por exemplo grupos hidréxi, amino, imino, tio ou
carboxi, onde estes sdo desejados no produto final, para evitar sua partici-
pagdo indesejada nas reagoes Grupos de protegéo convencionais podem
ser utilizados de acordo com pratica- padrao para exemplos vide T. W. Gree-
ne e P. G M. Wuts em Protective Groups in Organic Chemistry, 32 ed., John
Wiley e Sons, 1999; J. F. W. McOmie em Protective Groups in Organic
Chemistry, P|enum Press, 1973 '

Algumas reagbes podem ser realizadas na presenga de uma
base. Ndo existe nenhuma restrigao particular na natureza da base a ser
utilizada nesta reacgéao, e qua|qUer base convencionalmente utilizada nas re-
acbes deste tipo pode igualmente ser utilizada aqui, contanto que ela néo
tenha nenhum efeito adverso sobre outras partes da molécula. EXempIos de
bases adequadas incluem: hidréxido de sodio, carbonato de potéssio, trieti-
lamina, hidretos de metal de alcall tal como hidreto de SOdIO e hidreto de
potassio; compostos de alquilitio, tais como metilitio e butilitio; e aIcoxndos de
metal de &lcali, tais como metdxido de sodio e etdxido de sodio.

Habitualmente, as reagdes sdo realizadas em um solvente ade-
quado. Uma variedade de solventes pode ser utilizada, contanto que nao
tenha nenhum efelto adverso sobre a reagdo ou sobre os reagentes envolvi-
dos. Exemplos de solventes adequados incluem: hidrocarbonetos, que po-
dem ser hidrocarbonetos aromaéticos, alifaticos ou cicloalifaticos, tais como
hexano, cicloexano, benzeno, tolueno e xileno; amidas, tais como dimetil-
formamida; alcoois tais como etanol e metanol e éteres, tais como éter dieti-

lico e tetraidrofurano.
As reacdes podem ocorrer em uma ampla faixa de temperaturas.
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Em geral, acha-se conveniente realizar a reagdo em uma temperatura de -
20°C a 150°C (mais preferivelmenté em torno da temperatura ambiente a
100°C). O tempo requerido para a reagdo pode também variar amplamente,
dependendo de muitos fatores, notavelmente da temperatura de reagéo e da
natureza dos reagentes. Entretanto, contanto que a reagao sejal realizada
sob as cbndigées preferidas ‘esbogadas acima, um periodo de 3 horas a 20
horas habitualmente bastaré.‘ : |

O composto desse modo preparado pode ser recuperado da mistu-
ra reacional por métodos convencionais. Por exemplo, os compostos podem
ser recuperados por destilagdo do solvente da mistura reacional ou, se neces-
sério apés destilagdo do solvente da mistura reacional, vertendo-se o residuo
em agua seguido por extragdo com um solvente orgénico imiscivel em agua e
destilagao do éolvente do extrato. Adicionalmente, 0 produto pode, se desejado,
ser também purificado por varias técnicas bem-conhec’idas, 'tal como recristali-

zagdo, reprecipitagdo ou as varias técnicas de cromatografia, notavelmente

" cromatografia de coluna ou cromatografia de camada fina preparativa.

O processo de preparagdo de um composto de formula () da

invengao & um outro objetivo da presente invengao.

De acordo com um primeiro aspecto, o0 processo de preparagao
dos compostos de férmula (I) compreende a Aetapa de desprotegao dos com-
postos de formula (1l1) corresporwwdcuantes: .

7 v, )
N\ =N, XeAn T-AY-) "u""'
. \6(‘;
Y LY
v
- .

'onde‘Y, Y, X, A A, X, nn, WWW, U, U, -, R1, R2, R1’, R2", — séo

definidos como na férmula (1) e T' corresponde a T onde os grupo(s) funcio-
nais forém protegidos. |

Preferivelmente, a fungéao de SH é protegida e preferivelmente o
grupo de protegdo é acetila, benzoila, metanossulfonila, metiltio, piridiltio,
nitropiridiltio, triisopropilsilila (TIPS). Geralmente, a etapa de desprotegdo €
realizada utilizando-se condigdes classicas tal como uma base para remover
os grupos de prote¢do de acetila, benzoila e metanossulfonila, um agente de

reducéo tal como ditiotreitol ou tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP) para clivar
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um grupo protetor de metiltio ou conhecidas para reacdo dos compostos

- com um fluoreto de aménio para remover o TIPS.

Os compostos de férmula (Il) podem ser obtidos de acoplamento

de compostos correspondentes de formulas (IV), (IV*) e (V):

@\Dﬁ“ w i

ondeY,Y,A A, nn, T, W, W', U, v, - — ,R1,R2 R1’, R2’' sdo deflnl-
dos como na férmula (lll), e Lg é um grupo de saida tal como um halogénio,
OMs, OTs ou OPPhg" (intermediario formado em uma reagdo Mitsunobu)

) Os compostos de férmulas (IV) e (V') séo geralmente conheci-
dos, como descrito pof exemplo em pedidos de patente WO 00/12508,
WW00/12507, WO 2005/040170, WO 2005/085260, ou comercialmente dis-
poniveis, e/ou sdo disponiveis pbr sintese total (M. Mori e outros, 42 Tetra-

hedron, 3793-3806, 1986) ou produzidos pela espécie Streptomyces, em .

particular, seguindo o procedlmento de patente francesa Fr. 1.516. 743 ou
podem ser preparados por aplicagdo ou adaptagao dos procedlmentos ilus-

trativos fornecidos nos exemplos. ,
Os compostos de férmula (V) podem ser obtidos de compostos

correspo’ndentes de férmula (vh):
_ HO-An-T-A'n’-OH (V1)

onde A, A’, n, n’, T' sdo definidos como na formula (II1).

Esta reacdo é geralmente realizada na presenca de PPhz e

~ CHal, ou por reagdo com um clorossulfonato na presenca de uma base tal

como trietilamina ou hidréxido de potassio, preferivelmente trietilamina.

Os compostos de férmula (V1) podem ser obtidos de compostos
correspondentes de formula (VI1): | |

HO-An-T"-A’'n’-OH (VII)

onde A, A’, n, n’ so definidos como na férmula (IIl) e T” é um grupo precur—
sorde T. '

Um grupo precursor de T refere-se a qualquer grupo qUe pode
resultar em T por qualquer desprotegdo, modificacao quimica, ou acopla-

mento. Preferivelmente, T é obtido por acoplamento de T' com a porgao
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complementar, onde T' e a porgdo complementar compreendem fungées que
sdo reativas uma a outra, por exemplo T' compreendendo uma funcéo de
amina e a porgao complementar compreendendo uma fungao acida.
| Um exemplo representativo para esta reagéo é:
7 Hoyee
Jg)w vf)v,
Geralmente, esta reagéo é realizada na presenca de N-hidroxis-
sucmlmlda e HOBT. o
Os compostos de férmula (VII) podem ser comercialmente dis-

poniveis ou preparados por adaptagao ou aplicacdo de métodos conhecidos

ou de acordo com os exemplos.

Esquema nao limitante exemplar para esta modalidade do pro-
cesso da invengéo é fornecido abaixo: v ‘ I
}} - T
i ainand N A K -
"VQV"'_ - "’\/évw—lm\»éj/ﬂj::—:‘j; m./é\,m
J",JV‘,‘(' ))ivx‘w" » -}j\’x‘*’
BT T

De acordo com um segundo aspecto, o composto de formula (N

pode ser obtido do composto correspondente de formula (nry:

am

onde Y, Y, X, A A, X, nn, W, w, U, U, -, , R1, R2, R1’, R2’ sé@o

definidos como na férmula (1) e T” é um grupo precursor opcionalmente pro-

tegido de T. _

Um grupo precursor de T refere-se a qualquer grupo que pod'e
resultar em T por modificagdo quimica, ou acoplamentd. Preferive]mente; Té
obtido por acoplamento de T’ com a porgao complementar correspondente,
onde T' e a porgdo complementar compreendem funcbes que séo reativas
uma a outra, por exemplo T' compreendendo uma fungdo de amina e a por-
cao complementar compreendendo uma funcao acida.

Geralmente, esta reacdo é realizada na presenga de: N-hidroxis-
sucinimida e HOBT. |

O composto de férmula (I1I') pode ser obtido de acoplamento do
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g@@ w

onde Y Y, A A,n,n, W, W', u, v, -, . R1, R2, R1’, R2' sao def|n|-
dos como na férmula (1), T’ é um grupo precursor opcionalmente protegido
de T e Lg é um grupo de sal'dé tal como halogén‘io. ou OMs, OTs ou ‘PPh3+ (
intermediario formado em uma reagéo Mitsunobu). |

Os compostos de féormulas (IV) e (IV') sédo geralmente conhecn- ,
dos e sdo disponiveis por sintese total (M. Mori e outros, 42 Tetrahedron,
3793-3806, 1986) ou produzidos pela espécie Streptomyces, em particular,
seguindo o procedimento de patente francesa Fr. 1.516.743. |

Os compostos de formula (V') podem ser obtidos de compostos
correspondentes de fér‘mula (vin):

~ HO-An-T™-A'n-OH (Vi)
onde A, A", n, n’ sdo definidos como na férmula (1), T é um grupo predursor
opcionalmente protegido de T'. | | .
. Esta reagdo é geralmente realizada na presenca de PPhs e CHala.

‘ Os compostos de férmula (VII) podem ser comercnalmente dis-
poniveis ou preparados por adaptagao ou aplicagdo de metodos conhecidos
ou de acordo com os exemplos.

De acordo com um terceiro aspecto, o processo de preparagao

do composto de férmula (1) compreende a etapa de cucllzac;ao do composto

- correspondente de formula (VII):

SN X-AnT-A S0
I BB
(viny

onde Y, Y', X, A, A’, X', n, ", R1, R2, R1', R2, T so definidos como na for-
mula (1). Geralmente, esta reag&o é realizada na presenca de um reagente
tal como hidrossulfétd de sodio (NazS,04), em um solvente apropriado tal

como uma mistura de THF e dgua, seguido por adi¢do de metanol e AcClI.
O composto de formula (VIN) pode ser obtido db composto cor-

respondente de férmula (1X):
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X-An-T-A'n- o, £OLH .
° (1X)

ondeY, Y, A A, nn, Ri, R2,'R1’, R2', T sdo definidos como na férmula (1).
Geralmente, esta reagdo é realizada na presenga de um reagente tal ‘como
DIBAL-H em um solvente apropriado, tal como tolueno.

O composto de férmula (IX) pode ser obtido de acoplamento dos

compostos correspondentes de férmulas (X) e (XI):

COCH O,N XAnTAn
iR 0 ﬁ

(X
onde Y, Y, A, A, n,n, R1, R2, R1’, R, Tsao definidos como na formula (1).
, Geralmente, esta reagéo € realizada por adicdo a (X) um rea-
gente tal como cloreto de oxalila em um solvente apropriado, tal como DMF,
seguido por adigao de (XI) em um solvente apropriado tal como THF.

Um esquema representatlvo é forneCIdo abalxo

LCOCH, ,j . X-An-T-AMX" :
X-An-T-A'D'-X" 0, cocn
Rt
A2
X-An-T-A'"-X:
At
A2
X-AN-T-A'N"-X.
A2 N v Y N R,

As reagdes acima podem ser realizadas pelo versado na técnica

o, CNO

por aplicagao ou'adaptagéo dos métodos ilustrados nos exemplos a seguir.

~ Além disso, o processo da invengdo pode também compreender
a etapa adicional de isolar o composto de férmulas (1) e (). Isto pode ser
feito'pelo versado na técnica por qualquer um dos métodos convencionais
conhecidos, tais como os métodos de recuperagédo descritos acima.

Os produtos de partida sdo comercialmente disponiveis ou po-
dem ser obtidos por aplicagdo ou adaptagdo de quaisquer métodos conheci-
dos ou aqueles descritos nos exemplos.

A sintese pode também ser realizada em um pote como uma
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reagdo de multicomponentes.

De acordo com um outro objetivo, a presente invengédo concerne
uma molécula de conjugado compreendendo pelo menos um derivado de-
tomaimicina covalentemente ligado a um agente de ligagdo celular atraveés.
de um grupo de ligagdo. O referido conjugado compreende um ou mais deri-
vados de tomaimicina de acordo com a invengéo exibindo um ligante com-
preendendo um grupo de ligagéo, tal como -S- ou —S-S-. O referido grupo
de ligagdo covalentemente liga-se ao agente de ligagdo celular com o ligante .
do derivado de tomaimicina de acordo com um aspecto preferido, o referido .

derivado de tomaimicina é de férmula (I'): ,
. . M, w e X-An-T-A"X. U.N'"'w H A
R|>'C( . b( )
R2 N\gb\/v ':@'( R
- ° ()

onde |
---- representa umé'ligagéo simples opcional;
— represe’ntav uma ligacao simples ou uma ligagdo dupla;

contanto que quando — representar uma ligagéo simples, U e
U’; iguais ou diferentes, independentemente representem HeWeW, iguais
ou diferentes, sdo indeb‘endentemente selecionados do grupo consistindo
em OH, um éter tal como -OR, um éster (por exemplo um acetatb), tal como
OCOR, um carbonato tal como -OCOOR, um carbamato tal como —
OCONRR', um carbamato ciclico, de modo que N10 e C11 sejam uma parte

do ciclo, uma uréia tal como —-NRCONRR’, um tiocarbamato tal como -

- OCSNHR, um tiocarbamato ciclico de modo que N10 e C11 sejam uma par-

te do ciclo, -SH, um sulfeto tal como -SR, um sulféxido tal como -SOR, uma
sulfona tal como -SOOR, um sulfonato tal como —SOs’, uma sulfonamida tal
como -NRSOOR, uma amina tal.como —-NRR’, amina opcionalmente ciclica
de modo que N10 e C11 sejam uma parte do ciclo, um derivado de hidroxi-
lamina tal como -NROR’, uma amida tal como —-NRCOR, um azido tal como
—Nj3, um ciano, um halo, uma trialquila ou triarilfosfénio, um grupb derivado
de aminoacido; Preferivelmente W e W’ s&o iguais ou diferentes e sdo OH,
OMe, OEt, NHCONH,, SMe; |

e quando — representar uma ligacao dupla, U e U’ estejam
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ausentes e W e W’ representem H;

R1, R2, R1’, R2' sdo iguais ou dlferentes e independentemente
escolhidos de Haleto ou Alquila opcionalmente substituida por um ou mais
Hal, CN, NRR’, CF3, OR, Arila, Het, S(O)qR, ou R1 e R2 e Rt1’e R2’ formam
juntos uma ligacdo dupla contendo grupos =B e =B’ respectivamente.

Preferivelmente, R1 e R2 e R1' e R2’ formam juntos uma hgagao o
dupla contendo grupos =B e =B’ respectivamente. '

B e B’ sdo iguais ou diferentes e indépendentemente escolhidos de
Alquenila sendo opcionalmente substituida por um ou mais Hal, CN, NRR’, CF3,
OR, Arila, Het, S(O);RouB e B’ representam um- &tomo de oxigénio.

Preferivelmente, B=B". |

Mais preferivelmente, B=B'= =CH; ou =CH-CHg,

X', X’ sdo iguais ou diferentes e independentemente escolhidos
de um ou mais —O-, -NR-, (C=0)-, -5(O)q-. o

Preferivelmente, X=X". -

Mais preferivelmente, X= =X'=0.

A, A’ sdo iguais ou diferentes e mdependentemente escolhidos

de Alquila ou Alquenila, cada qual opcuonalmente contendo um atomo de

oxigénio, nitrogénio ou enxofre e opcionalmente substituida por um ou mais

Hal, CN, NRR’, CF3, OR, S(O)qR, Arila, Het, Alquila, Alquenila.
Preferivelmente, A=A’. ’
Mais preferivélmente, A=A’=alquila ndo-substituida linear.
- Y, Y’ sdo iguais ou diferentes e independentemente escolhidos
de H, OR;
Preferivelmente, Y=Y". |
‘ Mais preferivelmente, Y=Y’=OAlquila, mais preferivelmente -
OMetila. -
T é —Alquil-, -NR-, -O-, -S(0)q., ou uma heteroarila, heterociclica,
cicloalquila, ou arila de 4 a 10 membfos, cada qual sendo opcionalmente
substituida por um ou mais Hal, CN, NRR', CF3, R, OR, S(O)R, e substitui-

da por um ou mais ligantes. -
Preferivelmente, T é uma arila ou heteroarila de 4 a 10 membros,
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mais preferivelmente fenila ou piridila substituida por um ou mais ligante(s).

O referido ligante compreende um grupo de ligagdo. Grupos de
ligacdo adequados sdo bem-conhecidos na técnica e incluem tiol, sulfeto,
grupos dissulfeto, grupos' tioéter, grupos labeis ao &cido, grupos fotolabeis,
grupos labeis a peptidase e grupos labeis a esterase. Preferidos sao grupos
dissulfeto e grupos tioéter. )

Quando o grupo de ligagéo for um grup}o contendo tiol, sulfeto ou
dissulfeto, a cadeia lateral transportando o grupo tiol ou dissulfeto pode ser
linear ou ramificada, aromética ou heterociclica. Alguém versado na técnica |
pode facilmente identificar cadeias laterais adequadas. Preferivelmente, o
referido ligante é de formula: | ' |

| ~G-D-(2)p-S-Z
onde | |

G é uma ligagéo simples ou dupla, —O-, -S- ou -NR-;

D é uma ligago simples ou —E-, -E-NR-, -E-NR-F-, -E-O-, -E-O-
F-, -E-NR-CO-, -E-NR-CO-F-, -E-CO-, -CO-E-, -E-CO-F, -E-S-, -E-8-F-, -E-
NR-C-S-, -E-NR-CS-F-; | - | |

onde E e F sdo iguais ou diferentes e s&o independentemente
escolhidos de linear ou ramificada —(OCH2CH2)iAIQUi|(OCH2CH2)]', -
Alquil(OCH.CHy)-Alquil-, . o ’
-(OCH.CHy)-, -(OCH2CHg)iCicIoaIQUil(OCchHz),--, -(OCH,CHy,)Heterocicli-
ca(OCH,CHpy);-, -(OCH2CHy)Aril(OCH2CHy);-, -(OC_H2CH2)iHeteroariI-

-~ (OCH2CHy)j-, —AIquiI-(OCH2CH2)iAIquiI(OCHgCHg)j-, -Alquil-(OCH2CH2)-, -

Alquil-(OCH,CHy),Cicloalquil(OCH2CHz);-, -Alquil(OCH,CH,)Heterocicli-
ca(OCH,CHy),  -Alquil-(OCH,CHo)ATiI(OCH,CHz)-, . -AlquillOCH,CH).
Heteroaril(OCH2CH2),--, -Cicloalquil-Alquil-, -Alquil-Cicloalquil-, -Heterociclica-
Alquil-, -AIqUiI-HeterocicIica-, -Alquil-Aril-, -AriI-AIquil-,.V-AIquil-HeterOariI-, -

Heteroaril-Alquil-;

onde i e j, idénticos ou diferentes sdo nuimeros inteiros e inde-
pendentemente escolhidos de 0,1 a 2000;
Z é -Alquil- linear ou ramificada,

péOout;
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Z representa H, um grupo de protegéo de tiol tal como COR, Razo
ou SRy, em que Ry representa H, metila, Alquila, Cicloalquila opcionalmen-
te substituida, arila, heteroarila ou heterociclica, contanto que quando Z' for
H, o referido composto esteja em equilibrio com o composto correspondente

formado por ciclizagdo intramolecular resultando de adicdo do grupo tiol ~SH

na Iigagéb de imina —~NH= de uma das porgdes PBD.

n, n’, iguais ou diferentes sdo 0 ou 1, com m=m’ € n=n".

qé0,1o0u2. |

R, R’ sdo iguais ou dlferentes e mdependentemente escolhidos
de H, AIqunla Arila, cada qual sendo opclonalmente substituida por Hal, CN,

NRR’ CF; R, OR, S(O)qR Arila, Het;
ou seus sais, hldratos, ou sais hidratados farmaceuticamente

- aceitaveis, ou as estruturas cristalinas polimérficas destes compostos ou

seus isdbmeros 6ticos, racematos, diasteredmeros ou enantlomeros
o referido derivado sendo covalentemente ligado a um agente de

ligag&o celular através do referido ligante.

A presente invengéo refere-se as seguintes modalidades preferi- |

das ou qualquer combinag&o de qualquer uma delas:

-G é uma ligagdo simples ou —O- ou =NR-;
-G é -0 |
- D é uma liga¢do simples ou —E-, -E-NR-, -E-NR-CO-, -E-CO-, -
CO-E-;. | _ | v
-D é -E-, -E-NR-CO-, -CO-E-, -E-CO-;.
-D é -E-NR-CO-; -
- E é —Alquil- linear ou ramificada, -(OCHzCHy)i- ou —Alquil-

-Eé —Alquil# linear ou ramificada;

- Z é —(CH)2-C(CHa)2-;

-péOout,;

- Z é H ou SRg, em que Ry representa Alquila, arila, hetero-

ciclica ou heteroarila;
- 2" é H ou SRy, em que Ry representa Alquila.
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Exemplos especificos dos ligantes contendo tiol, sulfeto ou dis-

- sulfeto incluem

-(CR13R1a)(CR1sR16)(OCH-CH2),SZ’,
-(CR13R14}(CR17=CRi1s)(CR15R16),(OCH2CH2),SZ’,
-(CR13R1a)(NR1gCO)}CR15R16)ul(OCH:CHy)y SZ',
{(CRisR1)(OCO)(RisRi6)u(OCHCH2),SZ,
-(CR43R14){(CO)(CR15R16)u(OCH2CH2),SZ,
-(CR13R14)(CONR;19)(CR15R16)l(OCH2CH,),SZ',
-(CR13R1a)-fenil-CO(CR1sR16)uSZ’, -(CRi13R1a)-furil-CO(CR15R16)uSZ,
-(CRi15R14)-0xazolil-CO(CR15R16),SZ', -(CR1sR1a)-tiazolil-CO(CR1sR16)uSZ',
-(CRy3R14)ctienil-CO(CR1sR16).SZ’, (CRigR14)rimidazoli-CO(CR1sR16).SZ',
-(CRi3R14)-morfolino-CO(CR1sR16).SZ, -(CRi3R4)piperazino-
CO(CRi15R16)uSZ', -(CRisRa)-N-metilpiperazino-CO(CRisR16).SZ',
-(CRi1gR14)cfenil-QSZ’, (CR13R1a)-uril-QSZ’, -(CR1aR14)-0xazolil-QSZ,,
(CR1sRa)-tiazoli-QSZ’, ~(CRisR14)-tieni-QSZ, -(CRisR1a)-imidazoli-QSZ’,
-(CR13R14)r-morfolino-QSZ, -(CR13Ra)-piperazino-QSZ’, '

| -(CRj3R14)-N-metilpiperazino-QSZ’, ou -

-O(CR13R14)(CRisR16)(OCHCH2),SZ,

.'O(CR13R14)1(N R1sCO)(CR15R16)u(OCH2CH.),SZ,

-O(CRy3R14)t (CR17=CR1g)(CR15R16)t (OCH2CH2),SZ,

-O-fenil-QSZ’, -O-furil-QSZ’, -O-oxazolil-QSZ, -O-tiazolil-QSZ’,
-O-tienil-QSZ’, -O-imidazoliI-QSZ’, -O-morfolino-QSZ’, -O-piberazino-QSZ’,
-O-N-metilpiperazino-QSZ, _ -
-OCO(CR13R14)(NR19CO)(CRisR16)u (OCH2CHz)y SZ,,

-OCO-(CR1.3R14)t (CR17=CRg)(CR15R16)(OCH2CH2),SZ’, -
_OCONR12(CR1sR1ak(CR1sRigh (OCH2CH2),SZ', -
-OCO-feniI-QSZ’, -OCO-uril-QSZ’, -OCO-oxazolil-QSZ’, -OCO-tiazolil-QSZ,
-OCO-tienil-QSZ’, -OCO-imidazolil-QSZ’, -OCO-m_orfolino_—QSZ’, -OCO-
piperazino-QSZ’, -OCO-N-metilpiperazino-QSZ’, ou

-CO(CRi3R1a)}(CR15R16)u (OCH.CHy)y SZ,

-CO-(CR13R1a)t (CR17=CR1s)(CRi5R16)u(OCH2CH2),SZ’,

-CONR;2(CR13R1a)(CR15R16)u (OCH2CH2),SZ’,
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-CO-fenil-QSZ’, -CO-furil-QSZ’, -CO-oxazolil-QSZ’, -CO-tiazolil-QSZ, |

-CO-tienil-QSZ’, -CO-imidazolil-QSZ’, -CO-morfolino-QSZ’, -CO-
piperazino-QSZ’, -CO-piperidino-QSZ’, -CO-N-metilpiperazino-QSZ,

-NRj9(CR13R14){(CR15R16)u(OCH2CH2),SZ,

- NR1sCO(CR13R14)(CR1sR16).(OCH2CH2),SZ’,

~ -NR19(CR13R14)t (CR17=CR1s)(CR1sR16)t (OCHCH2),SZ’,

-NR1gCO(CR13R14) (CR17=CR18)(CR.15R16)1‘ (OCH.CH_y),SZ,
-NR;gCONR;2(CR13R14)(CR15R16)s (OCH2CH2),SZ,

" ‘NR15CO NRi2 (CRi1sR1a) (CR17=CRig)(CR15R16) (OCH,CH2),SZ,

-NR;5CO-fenil-QSZ’, -NR1gCO-furil-QSZ, -NR;5CO-oxazolil-QSZ’,

"-NR;4CO-tiazolil-QSZ’, -NR;gCO-tienil-QSZ’, -NR19CO-imidazolil-QSZ,

-NR1sCO-morfolino-QSZ’, -NR19CO-piperazino¥OSZ’, " -NR;4CO-
piperidino-QS‘Z’, -NR;gCO-N-metilpiperazino-QSZ’, -NRig-fenil-QSZ, -NRyg-
furil-QSZ’, -NR;g-oxazolil-QSZ', -NR;g-tiazolil-QSZ, -NRjg-fieniI-OSZ’, -NR1g-
imidazolil-QSZ’,  -NRjg-morfolino-QSZ, -.-NR19-piperaziho-QSZ’; - -NRyg-

| 'piperidino-Q'SZ’, '-'NR‘1g-N-metiniperazind-QSZ,’, -NR1gCO-NR12-feniI-OSZ’,'_-

NR:sCO-NR1-0xazolil-QSZ’, -NR1gCO-NRiz-tiazolil-QSZ', -NRisCO-NRiz-
tienil-QSZ", -NR1sCO-NRy2-piperidino-QSZ, |
-S(0)q(CR13R14M(CR15R16)u(OCH,CH2)ySZ',
-S(0)q(CR15R14)}(CR17=CRig)(CRisR1e}(OCH2CH2),SZ,
-SCONR;2(CR13R14)((CR1sR16)us (OCH2CH2),SZ,
-SCO-morfolino-QSZ’, ;SCO-piperazino-QSZ’, -SCO-piperidino-QSZ’, e
-_SCO-N-metilpiperazino-OSZ’, em que:

| Z' é H, um grupo de protecdo de tiol tal como COR, Rz’ ou SRz’
em que Rzo" representa alquila, arila, heterociclica, ou heteroarila;

_ em que Q é uma ligagdo direta ou uma alquila linear ou alquila
ramificada tendo de 1 a 10 atomos de carbono ou um espagador de polieti-
leno glicol com 2 a 20 unidades etileno 6xi de repeticéo; '

Ryg € Ri» sdo iguais ou diferentes e sdo alquila linear, alquila
ramificada ou alquila ciclica tendo de 1 a 10 &tomos de carbono, ou hetero-
ciclica ou arila substituida ou simples, e Ry, pode além disso ser H,

Rys, Rys, Ris € Ryg sdo iguais ou diferentes e sdo H ou uma al-
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quila linear ou ramificada tendo de 1 a 4 atomos de carbono,

R,7, e Rigsd@o H ou alquila,

u é um numero inteiro de 1 a 10 e pode também ser O, |

T é um ndmero inteiro de 1 a 10 e pode também ser 0,

y & um numero inteiro de 1 a 20 e pode também ser 0.

De acordo com este objetivo, compostos representatlvos de for-'
mula (I') s&o:

- 8,8’-{5-[3-(4-me.til-4-metiIdissulfahil-pentanoilamino)propiléxi]-
1 ,3-benzenodii|bis(metilenoéxi)}-bis[(S)-Z.—et-(E)-ilideno-?-metéxi-1 2,3,11a- |
tetraidro-5H-pirrol[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-ona] ‘

- 8,8"-[5-acetiltiometil-1 ,3-benzenodiilbis(metilenoéxi)]-,bis[(S)-zé

metileno-7-metdxi-1 ,2‘,3,1 1a-tetraidro-5H-pirrol[2,1-c][ 1 ,4]benzodiazepin-5¥ona]

- 8,8’-[3-(2-acetiltioetil)-1 ,5-pentanodiilbis(6xi)]-bis[(S)-2-metileno-
7-metéxi-1,2,3,11 éétetraid ro-5H-pirrol[2,1-c][1 ,4]benzodiazepin-570na]
8',8’-[5-(N-4-mercap'to-4,4-dimetilbutanoil)amino-j 3=
be nzenodiilbis(metilenoéxi)] bis[7-metéxi-2-metileno¥1 ,2,3,11 a-tetraidrd-SH-
pirrol[2,1-c][1, 4]benzodlazepm -5-onaj | ’
8,8-[5-(N-4- mietilditio- 4,4- dlmetﬂbutanoﬂ) -amino-1,3-
benzenodulbls(metllenoom)] -bis[7-metdxi-2-metileno-1,2,3,11a- tetraidro-5H-
pirrol[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-ona]
8,8"-[5-(N-metil-N-(2-mercapto-2,2-dimetiletil)amino-1,3- -

benzen’odiil(metiIenoéxi)]-bis[?-metéxi-z-metileno-1 ,2,3,11a-tetraidro-5H-

~ pirrol[2,1-c][1 4]benzod|azep|n -5-ona]

| 8,8'-[5-(N-metil-N-(2-metilditio-2, 2 dlmetlletll)amlno -1,3-
benzenod||I(metllenoox1)]-b|s[7-metOX|-2-metileno-1 ,2,3,11a-tetraidro-5H-

pirrol[2,1- c][1 4]benzod|azep|n -5-ona]
8,8'-[(4-(2-(4-mercapto-4-metil)- pentanamldo -etoxi)-piridin-2,6-

dimetil)-diéxi]-bis[(S)-2-et-(E)-ilideno-7-dimetdxi-1,2,3,11 a-tetraidro-pirrol[2,1-

c][1,4]benzodiazepin-5-ona]

8,8'-[(1 -(2-(4-metil-4-metildissulfanil)-pentanamido-etoxi)-
benzeno-3,5-dirhetil)-dic’)xi]-bis[(S)-Z-et-(E)-ilideno-?.-dimetéxi-‘1 ,2,3,11a-
tetraidro-pirrol[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-ona]
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8,8’-[(4-(3-(4-metiI-4-metildissulfanil)-pentanamido-propéxi')-
piridin-2,6-dimetil)-diéxi]-bis[(S)-2-et-(E)-ilideno-7-dimetoxi-1,2,3,11a-
tetraidro-pirrol[2,1-c][1 ,4]benzodiazepin-5-ona]

8,8'-[(4-(4-(4-metil-4-metildissulfanil)-pentanamido- butoxn) pmdm-
2,6- dimetil) -didxi]-bis[(S)-2-et-(E)-ilideno-7-dimetoxi-1,2,3,11a- tetraidro-

~ pirrol[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-ona]

8,8'-[(4-(3-[4-(4-metil-4- metildissulfanil- pentanon) piperazin-1-il]-
propil)-piridin-2,6-dimetil)-dioxi]-bis[(S)-2-et-(E)- -ilideno-7-dimetéxi-1,2,3,11a-
tetraldro -pirrol[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-ona]j ' _ T

8,8’-[(1-(3-[4-(4-metil-4- metnldlssulfanll pentanoil)-piperazin-1-il]-

' propil)-ben_zeno-3,5-d|met|I)-d|0x1]-bns[(S)-2-et-(E)-|||deno-7-d|metox1-

1,2,3,11a-tetraidro-pirrol[2,1-c][1 ,4]benzodiazepin-5-ona]

8 8'-[(4-(2-{2-[2- (4 -metil-4-metildissulfanil- pentanoilamino)- etOXI]
etdxi}-etdxi)-piridin-2,6- dlmetll) -dioxi)-bis[(S)-2-et-(E)- |I|deno 7-dimetoxi-
1_,2,3,11a-tetraldro-p|rrol[2,1-c][1,4]benzod|azep|n-5-ona] o ’

8,8"-[(1-(2-{2-[2-(2-{2-{2-(4-metil-4-metildissulfanil-
p_entanoilami_no)-etéxi]-etéxi}-etéxi)-etéxi]—etéxi}-etéxi)-benzeno-3;5-dimetil)-
di6xi]-bis[(S)-2-et-(E)-ilideno-7-dimetdxi-1 ,2,3,1 1a-tetraidro-pirrol{2,1-
c][1,4]benzodiazepin-5-ona] - | ‘

8,8'-[(1 -(2-{2-[2-(4-metil-4-metildissulfanil-pentanoilamino)-etéxi]-
etéxi}-etéxi)-behzeno-s,5-dimetiI)-diéxi]-bis[(S)-Q-et-(E)-ilideno-?-dimetéxi-
1,2,3,11 a-tetraidro-pirrol[2,1 -c][1,4]benzodiazepin-5-ona]

' 8,8’-[(4—(2-{29[2-(2-{2-[2-(4-metil-4'-metiIdissulfanil-
pe'ntanoflamino)-etéxi]-etéxi}-etéxi)-etéXi]-etéxi}-etéxi)-piridin-2,6-dimetil)-
dioxi]-bis[(S)-2-et-(E)-ilideno-7-dimetoxi-1,2,3,1 1a-tetfaidro-pirrol[2,1 -
c]i1 ,4]benzddiazepin-5-ona]

8,8™-[(1 -(2-[rheti|-(2-meti|-2-meti|dissulfaniI-propil)-amino]-etéxi)-
benzeno-3,5-dimetil)-dioxi]-bis[(S)-2-et-(E)-ilideno-7-dimetoxi-1,2,3,11a-
tetraidro-pirrol[2,1-c][1 ,4]benzodiazepin;5-ona]

8,8’-[(4-(3-[meti|-(4-metiI-4-metiIdissuIfanil-pentanoil)—amino]-
propil)-piridin-2,6-dimeti|)-diéxi]-bis[(S)-Z-et-(E)-ilideno-?-dimetéxi-1 ,2,3,11a-
tetraidro-pirrol[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-ona] :
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8,8’-[(4-(3-[meti|—(2-metil-2-metildissulfanil-propil)-amino]-propil)-

: piridin-2,6-dimetil)-diéxi]-bis[(S)-Z-et-(E)-ilideno-?-dimetéxi-1 ,2,3,11a-

tetraidro-pirrol[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-ona]
8,8'-[(1-(4-metil-4-metildissulfanil)-pentanamido)-benzeno-3,5-

dimetil‘)-diéxi]_-bis[(S)-z-et-(E)-ilideno-?-dimetéxi-1 2.3,11a-tetraidro-pirrol[2,1-

c][1,4]benzodiazepin-5-ona] B '

bem como os derivédos de mercapto correspondentes,

_ ou seus sais, hidratos, ou sais hidratados farmaceuticamente
aceitaveis, ou as estruturas cristalinas polimérficas destes compostos ou |
seus isbmeros ¢ticos, racematos, diasteredmeros ou enantibmeros.

Agentes de ligagao celular podem ser de qualquer tipo e mcluem
peptldeos e ndo-peptideos. Geralmente, estes podem ser anticorpos (espeC|-
almente anticorpos monoclonais) ou um fragmento de um anticorpo que con-
tém pelo menos um sitio de ligacdo, linfocinas, hormonios, fatores de cresci- -
mento, moléculas de transvporte‘ de nutriente (tal como transferrina), ou qual-
quer outra substéncia ou molécula de ligagdo celular. Mais exemplos especifi--
cos de agentes de ligagéo celular que podem ser utilizados incluem: anticor-

pos monoclonais; anticorpos quiméricos; anticorpos humanizados; anticorpos

‘totalmente humanos; anticorpos de cadeia simples; fragmentos de anticorpos -

tais como Fab, Fab', F(ab') 2 e Fy {Parham, 131 J. Immunol. 2895-2902 (1983);
Spring e outros, 113 J. Immunol. 470-478 (1974); Nisonoff e outros, 89 Arch.
Biochem. Biophys. 230-244 (1960)}; interferons; peptideos; linfocinas tais co-

- mo IL-2, IL-3, IL-4, IL-6; horménios tais como insulina,'TRH (hormdnios de

liberacdo de tirotropina), MSH (hormédnio de estimulacdo de melandcito), hor-
monlos esterdides, tais como androgénios e estrogénios; fatores de crescu-
mento e fatores de estimulag@o de colbnia tais como EGF, TGFa, fator de
crescimento similar & insulina (IGF-1, IGF-Il) G-CSF, M-CSF e GM-CSF {Bur-
gess, 5 Immunology Today 155-158 (1984)}; vitaminas, tais como folato e
transferrina {O'Keefe e outros, 260 J. Biol. Chem. 932-937 (1 985)}.

A expressdo "agente de ligagao celular" inclusa aqui também

inclui agentes de ligagdo celular modificados, em que 0 referido agente de

ligagdo celular é modificado por um agente de modificagdo para melhorar a
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reahwdade do referido agente de ligagdo celular com respelto ao grupo de
ligacdo do ligante do derivado de tomaimicina. Os refendos agentes de mo-
dificagdo  incluem  N- sulfossuccinimidil-4-(5-nitro-2-piridilditio)butanoato
(SSNPB), 4-[N-maleimidometillcicloexano-1 -carboxilato de succmlmldlla
(SMCC) éster de N-hldrOX|ssucm|m|da de acido 4-(2-p|rldlldmo)butanmco

~ (SPDB), e assim por diante como descrito abaixo.

Tecnologia de antlcorpo monoclonal permlte a produgédo de a-
gentes de ligagdo celular extremamente seletivos na forma de anticorpos
monoclonals especificos. Partlcularmente bem-conhecidas na técnica sao
técnicas para criar anticorpos . monoclonais produ2|dos por camundongos
lmunlzados ratos, hamsters ou qualquer outro mamifero com o antigeno de

interesse tal como a célula-alvo intacta, antigenos isolados da célula-alvo,

-virus inteiro, VII’US inteiro atenuado, e proteinas VIrals tais como proteinas de

revestimento virais.
Selegao do agente de figagdo celular apropriado & um assunto

| 'de escolha que depende da populacao celular particular que deve ser alve-

jada, porém em geral antlcorpos monoclonais séo preferidos se um agente‘
apropriado estéa disponivel. ' |

Por exemplo, 0 anticorpo monoclonal MY9 é um anticorpo 1gGi
de murino que se liga especificamente ao Ahtl’geno CD33 {J.D. Griffin e ou--
tros 8 Leukemia Res., 521 (1984)} e pode ser utilizado se as células-alvo
expressarem CD33 com'o na doenca de leucemia mielégena aguda (AML).
Similarmente, o anticorpo monoclonal anti-B4 é um IgG; de murino, que se
liga ao antigeno CD19 nas células B {Nadler e outros, 131 J. Immunol. 244-
250 (1983)} e pode ser utilizado se as células-alvo forem células B ou célu-
las d_oenteé que expressam este antigeno tal como em linfoma de nao
Hodgkin ou leucemia linfoblastica crénica. Como relatado acima, os anticor-
pos MY9 e anti-B4 podem ser de murino, quiméricos, humanizados ou total-
mente humanos. -

Adicionalmente, GM-CSF que se liga as células mieléides pode
ser utilizado como um agente de ligagdo celular para células doentes de leu-
cemia mielégena aguda. IL-2, que se liga as células T ativadas, pode ser
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utilizada para prevengéo de rejeicdo de enxerto de transplante, para terapia

- e prevengdo de doenga enxerto versus hospedeiro, e para o tratamento de

leucemia de célula T aguda. MSH, que se liga a melanécitos, pode ser utili--
zado para o tratamento de melanoma. | |

‘ As moléculas de conjugado da invengdo podem ser formadas
utilizando-se qualsquer técnicas. Os derivados de tomaimicina da invencao
podem ser ligados a um anticorpo ou outro agente de ligagao celular por
meio de um ligante labil ao acido, ou-por um ligante fotolabil. Os derivados
podem ser condensados com um peptideo tendo uma seqliéncia adequada |
e subsequentemente ligados a um agente de ligagdo celular para produzir
um ligante labil & peptidase. Os c'onjugados podem ser‘preparados para coni '
ter um grupo hidroxila primério,‘que pode ser succinilado e ligado a um a-
gente‘d'e ligagdo celular para préduzir um conjugado que pode ser clivado
por esterases intracelulares para liberar o derivado livre. Preferivelmente, 0s -
derivados sé¢ sintetizados pafa conter um grupo tiol protegido ou livre, e
entdo um ou mais derivados contendo dissulfeto ou tiol sdo cada qual cova-
lentemente ligados ao agente de ligag&o celular por meio de uma ligagdo de
dissulfeto ou uma Ilgagao de tioéter. _

~ Métodos numerosos de conjugacdo sao ensinados em USP

5.416.064 e USP 5.475.092. Os derivados de tomaimicina podem ser modifi-
cados para produzir um grupo ammo livre e em seguida ligados a um anti-

corpo ou outro agente de ligagdo celular por meio de um Ilgante labil ao aci-

- do ou um ligante fotolabil. Os derivados de tomaimicina com um grupo car- -

boxila ou amino livre podem ser condensados com um peptideo e subse-
quentemente ligados a um agente de ligagao celular para produzir um ligante
labil a pepﬁdase. Os derivados de tomaimicina com um grupo hidroxila livre
sobre o Iigante podem ser succinilados e ligados a um agente de ligagao
celular para produzir um conjugado que pode ser clivado por esterases intra-
celulares para liberar farmaco livre. Mais preferivelmente, os derivados de
tomaimicina sédo tratados para criar um grupo tiol protegido ou livre, e em
seguida os dimeros de tomaimicina contendo dissulfeto ou tiol sdo ligados

ao agente de ligagéo celular por meio de ligagdo de dissulfetos.
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Conjugados representativos da invengéo sao anticorpo-dérivado
de tomaimicina; anticorpo-derivado de fragmento de tomaimicina, fator de
crescimento epidérmico (EGF)-derivado de tomaimicina, horménio de esti-
mulagdo de melandcito (MSH)-derivado de tomaimicina, horménio de esti-

mulagdo de tiredide (TSH)-derivado de tomaimicina, estrogénio derivado de

~ tomaimicina, analogo de estrogénio derivado de tomaimicina, androgénio-

derivado de tomaimicina, analogo de androgénio-derivado de tomaimicina, e

folato derivado de tomaimicina.
Conjugados de derivado de tomaimicina de anticorpos, fragmen-

tos de énticorpo, hormdnios de peptideo ou prbteina, fatores de crescimento

de peptideo ou proteina e outras proteinas sao preparados. da mesma ma-

neira por métodos conhecidos. Por exemplo, peptideos e anticorpos podem

. ser modificados com reagentes de reticulagdo tais como 3-(2-piridilditio)pro-

pionato de N-'succinimidila', 4-(2-piridilditio)pentanoato de N-succinimidila
(SPP), 4-succinimidil-oxicarbonil-a-metil-a-(2-piridilditio)-tolueno (SMPT), N-

| 'succinimidil¥3-(2-piridilditio)butirato (SDPB), piridil-ditiopropionato de succini-

midila (SPDP), éster de N-hidrossucinimida de éacido 4-(2-piridilditio)buta-
néico (SPDB), 4-[N-maleimidometil]ciclbexano-1-cabo’xilato de succinimidila
(SMCC), ‘N-sulfossuccinimidi|-3¥(2-(5-nitro-piridilditio)'butirato (SSNPB),
2-iminotiolano, ou anidrido S—acetilsuccn’nico'por métodos conhecidos. Vide,
Carlsson e outros, 173 Biochem. J. 723-737 (1978); Blattler e outros, 24 Bio-
chem. 1617-1524 (1985); Lambert e outros, 22 Biochem. 3913-3920 (1983);
Klotz e outros, 96 Arch. Biochem. Biophys. 605 (1962); e Liu e outros, 18
Biochem. 690 (1979), Blakey e Thorpe, 1 Antibody, Imunoconjugateds & Ra-
dio-pharmaceuticals, 1-16 (1988), Worrell e outros 1 Anti-Cancer Drug De-
sign '179-184‘(1986). O agente de ligag&o celular contendo tiol protegido ou
livre desse modo derivado é em seguida reagido com um derivado de toma-
imicina contendo tiol ou dissulfeto para produzir conjugados. Os conjugados
podem ser purificados por HPLC ou por' filtragao de gel.

Preferivelmente, conjugados derivados de anticorpo monoclonal-
ou agente de ligagdo celular-tomaimicina sdo aqueles que sao ligados por

meio da ligagdo de dissulfeto, como descrito acima, que sao capazes de li-
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berar derivados de tomaimicina. Tais conjugados de ligagao celular sao pre-

“parados por métodos conhecidos tal como modificando anticorpos monoclo-

nais com sucinimidil piridil-ditiopropionato (SPDP) (Carlsson e outros, 173
Biochem. J. 723-737 (1978)). O grupo tiopiridila resultante é entdo removido .
por tratamento com derivados detomaimicina contendo tiol para produzir
conjugados ligados a dissulfeto. Alternativamente, no caso dos derivados de
arilditio-tomaimicina, a formagéb do conjugado de .ligagéo celular é afetada
por remogao direta do aril-tiol do derivado de tomaimicina por grupos sulfidri-
la previamente introduzidos nas moléculas de anticorpo. Conjugados con- -
tendo.1 a 10 derivados dé farmacos de tomaimicina ligados por meio de uma
ponte de dissulfeto sao facilmente preparados por qualquer dos métodos. |
Mais especificamente, uma solucdo do anticorpo modificado de -
ditio-nitrdpmdnla em uma concentragao de 2,5 mg/ml em 0,05 M tamp@o de fos-
fato de potassio, em pH 7,5 contendo 2 mM de EDTA ¢ tratadd com o derivado
de tomaimicina contendo tiol (1 ,3' molar de eq./grupo ditiopiridila): A liberagéo de
tio-nitropiridina dd anticorpo modificado é monitorada espectrofotometricamente '
a 325 nm e esta completa em cerca de 16 horas. O conjugado de anticorpo-
derivado de tomalmlcma é purificado e livre de farmaco n&o reagido e outros
material de baixo peso molecular por filtragdo de gel por meio de uma coluna -
de Sephadex G-25 ou Sephacrila S300. O numero de derivado de porgoes de =
tomaimicina ligadas por molécula de anticorpo pode ser determinado avaliando-
se a relagdo da absorvéncia a 230 nm e 275 nm. Uma média de 1-10 molécu-

- las de derivado de tomaimicina/ molécula de anticorpo pode ser ligada por meio

de ligacdo de dissulfetos por este método.

O efeito de conjugagdo sobre a afinidade de ligagao para as cé-
lulas expreéSandd antigeno pode ser determinado utilizando-se 0s métodos
previamente descritos por Liu e outros, 93 Proc. Natl. Acad. Sci 8618-8623
(1996). A citotoxibidade dos derivados de tomaimicina e seu anticorpo con-
jugados as linhagens celulares pode ser avaliada por re-extrapolagéo de
curvas de proliferagéo celular como descrito em Goldmacher e outros, 135 J.
Immunol. 3648-3651 (1985). A citotoxicidade destes compostos para linha-

. gens celulares aderentes pode ser determinada por ensaios clonogénicos
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como descrito em Goldmacher e outros, 102 J. Cell Biol. 1312-1319 (1986).
Conjugados representativos da invengéo sao conjugados de de-

rivados de tomaimicina com anticorpos, fragmentos de anticorpo, fator de

crescimento epidérmico (EGF), horménio de estimulagao de melanécito (M-

SH), horménio de estimulagdo de tiredide (TSH), estrogénio, andlogos de

_ estrogénio, androgénio, e analogos de androgénio.

Exemplos representativds da preparagao de varios. conj‘Ugados
de derivados e agentes de ligagdo celular s&o descritos abaixo.
Ligantes de dissulfeto: por exemplo, 0 anticorpo monoclonal MY9 é um anti-

corpo rhurino 1gG, que liga-se especificamente ao antigeno CD33 {J.D. Grif-
fin e outros 8 Leukemia Res., 521 (1984)} e pode ser utilizado se as células-
alvo expressarem CD33 comd a doenca de leucemia mielégena aguda (A-

- ML). Similarmente, 0 antlcorpo monoclonal anti-B4 & um 19G, de murino, que

se liga ao antigeno CD19 em células B {Nadler e outros 131 J. Immunol.

244-250 (1983)} e pode ser utilizado se as células-alvo forem células B ou

células doentes que expressam este antlgeno tal como em Ilnfoma de nao

Hodgkin ou leucemia linfoblastica cronlca

Adicionalmente, GM-CSF que se Ilga a células mieldides pode
ser utilizado como um agente de ligagdo celular a células doentes de leuce-
mia mielégena aguda. IL-2, que se liga a células T ativadas, pode ser utiliza-
da para prevengdo de rejeicdo de enxerto de transplante, para terapia e pre-
vengao de doenga enxérto-versus-hospedeird, e para o tratamento de leu-
cemia de célula T aguda. MSH, que se liga a melanocitos, pode ser utilizada
para o tratamento de melanoma. o

O anticorpo ou outro agente de ligagdo celular é modificado com.
proplonato de N-succinimidil-3-piridilditio como previamente descrito {J. Car-
Isson, H. Drevin & R. Axen Biochem. J., 173:723 (1978)} para introduzir, na
média, 4 grupos de piridilditio por molécula de anticorpo. O anticorpo modifi-
cado é reagido com o derivado contehdo tiol para produzir um conjugado
ligado a um dissulfeto.

Alternativamente, os conjugados podem ser preparados por apli-
cacdo e/ou adaptagdo do método descrito em WO 2004/103272, cujo ensi-
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namento é incluido aqui por referéncia.

_Ligantes de Tioéter: Derivados contendo tiol da presente invengéo podem ser

ligados a anticorpos e outross agentes de ligagao celular por meio de uma liga--
¢do de tioéter como previamente descrito (Patente dos Estados Unidos n?
5.208.020). O anticorpo ou outro agente de ligag&@o celular pode ser modificado
com os compostos comercialmente disponiveis tais como N-succinimidila-4-
(male|mldometll)c|cloexanocarbOX||ato (SMCCQC), N-succinimidil-4-(N-
maleimidometil)-cicloexano- 1-carbdxi-(6-amido- caproato) que € um andlogo de
"cadeia longa" de SMCC (LC-SMCC). Estes reagentes de reticulagdo formam |
ligantes ndo-clivaveis derivados de porgdes com base em maleimido.
Reagentes de reticulagdo compreendendo uma porgao com ba-
se em haloacetila ihcluem aminobenzoato de N-succinimidil-4-(iodoacetil)
(SIAB), -iodoacetat‘o de N-succin"imidila (SIA), bromoacetato de N-succini-
midila (SBA) e 3-(bromo-acetamido)propionato de N-succinimidila (SBAP). -
Estes re‘agen'tes ‘de.reticulagéd formam ligantes nao-clivaveis derivados de

porcdes com base em haloacetila.
‘Ligantes lébeis ao acido: derivados da. presente invengédo con-

tendo grupo amino podem ser ligados a anticorpos e outross agentes de li-
gagdo celular por meio de um ligante 1abil ao acido como previamente des-
crito {W. A. Blattler e outros, Biochemistry 24, 1517- 1524 (1985); Patente
dos Estados Unidos n2 4.542.225, 4.569.789, 4.618.492, 4.764.368}.-

* Similarmente, um derivado da presente invengéo contendo gru-

- po hidrazido pode ser ligado & porgdo de carboidrato de anticorpos e outross

agentes de ligagdo celular por meio de um ligante de hidrazona labil ao acido
{para Exemplos de ligantes de hidrazona, vide B. C. Laguzza e outros, J.
Med. Chem., 32, 548-555 (1989); R. S. Greenfield e outros, Cancer Res., 50,

6600-6607 (1990)}.
Ligantes Foto-Labil: grupo amina contendo derivados da presen-

{e invencdo pode ser ligado a anticorpos e outross agentes de ligagdo celular
por meio de um ligante fotolabil como previamente descrito {P. Senter é ou-
tros, Photochemistry e Photobiology, 42, 231-237 (1985); Patente dos Esta-
dos Unidos n2 4.625.014}.



10

15

20

25

30

42

Ligantes Labeis & Peptidase: derivados contendo grupo amina

da presente invengdo podem também ser ligados a agentes de ligagéo celu-
lar por meio de espagadores de peptideo. Foi anteriormente mostrado que
espacgadores de peptideo curtos entre farmacos e veiculos de proteu’né ma-

cromolecular sdo estaveis em soro, porém sao facilmente hidrolizados por

 peptidases intracelulares {A. Trouet e outros, Proc. Natl. Acad. Sci., 79, 626~ )

629 (1982)}. Os derivados chtendb grupo amino podem ser condensados
com peptideos utilizando-se agentes de condensagéo tal como 1-etil-3-(3-
dimetilamino propil)carbodiimida-HCI (EDC-HCI) para fornecer um derivado
de peptideo que pode ser ligado a agentes de ligagdo celular.

Ligantes Labeis & Esterase: derivados da presente invengao

transportando um grupo hidroxi alquila pode ser succinilado com anidrido

- succinico e em seguida I|gado a um agente de ligagdo celular para produzir

um conjugado que pode ser clivado por esterases mtracelulares para liberar

-farmaco livre. {Para exemplos vide E. Aboud-Pirak e outros, Biochem Phar-

" macol., 38, 641-648 (1989)}.

Os conjugados preparados para 0s metodos acima podem ser

purificados por técnicas de cromatografia padréo tal como cromatografia de

adsorgao, por exclusdo de tamanho, incluindo, porém nao limitadas a, per-

muta de ion, cromatografia de interagéo hidrofébica, cromatografia de afini-

* dade, cromatografia em hidroxiapatita de ceramica ou em Porapak, ou por

HPLC. Purificagao por di.élise ou diafiltragdo pode ser também utilizada.
Preferivelmente, conjugados entre anticorpos monoclonais ou
agentes de ligagédo celular e derivados da presente invengao sdo aqueles
que sao ligados por meio da ligagéo de dissulfeto, como descrito acima. Tais
conjugados de ligagdo -celular sdo preparados por métodos: conhecidos tal
como modificando anticorpo_s monoclonais com piridil-ditiopropionato de
succinimidila (SPDP) {Carlsson e outros, 173 Biochem. J. 723-737 (1978)}.
O grupo tiopiridila resultante é entao fémovido por tratamento com derivado
contendo tiol para produzir conjugados ligados por dissulfeto. Conjugados
contendo 1 a 10 derivados ligados por meio de uma ponte de dissulfeto s@o

facilmente preparados por este método. Conjugagéo por este método € to-
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talmente descrita na Patente dos Estados Unidos 5.585.499, que € incorpo-

- rada por referéncia.

De acordo com um aspecto preferido, 0 agente de Ilgagao celu-
lar € um anticorpo, em partlcular um antncorpo monoclonal.

De acordo com outro aspecto preferido, o agente de ligagéo ce-
lular é um fragrhento de anticorpo especifico de antl’geno, tal como sFV, Fab,
Fab', ou F(ab')z. -

De acordo com um ouro objetivo, a presente invengdo também
concerne composicdes farmacéuticas compreendendo uma molécula de |
conjugado da invengdo ou um composto de formula (I) como definido acima
juntamente com um yel’culo farmaceuticémente aceitavel. '

De acordo com um outro objetivo, a presente invengdo também
concerné um método de matar ou inibir o cres'cimento' de células, preferivel-
mente populagbes celulares selecionadas compreendendo contatar as célu- -
las-alvo ou {ecido contendo células-alvo com uma quantidade eficaz da

composicédo farmacéutica de acordo com a invengdo. -

A populagéao celular selecionada s&o aquelas celulas cancerosas
e/ou proliferativas. .

"~ De acordo com um outro objetivo, a presente invengdo também
concerne um método para o tratamento, preferivelmente tratamento seletivo, de
cancer compreendendo admtnlstrar uma quantidade eficaz da composigéo far-
macéutica de acordo com a inveng&o a um paciente em: necessidade desta.

De acordo com a presente invengéo, "tratamento seletivo de
cancer' refere-se a matar células cancerosas e/ou proliferativas substanci-
almente sem matar células normais e/ou ndo-proliferativas. |

De acordo com um ouro objetivo, a presente invengao tambem
concerne o uso de uma molécula de conjugado da inveng@o ou um compos-
to de férmula (1) como definido acima para a preparacé@o de um medicamen-
to para tratar cancer. |

O método para inibir o crescimento de populagoes celulares se-

lecionadas pode ser pratlcado in vitro, in vivo, ou ex vivo.
Exemplos de usos in vitro incluem tratamentos de culturas celu-
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lares a fim de matar todas as células exceto para variantes desejadas que
ndo expressam o antigeno-alvo; ou matar variantes que expressam antigeno

indesejado.
As condicdes de uso ndo-clinico in vitro séo facilimente determi-

nadas pelo versado na técnica.

v Exemplos de usos ex vivo incluem tratamentos de medula éssea
autéloga antes de seu transplante para dentro do mesmo paciente, a fim de
matar células doentes ou malignas: tratamentos de medula 6ssea. antes de
seu transplante a fim de matar células T competentes e prevenir doenca en-
xerto-versus- hospedelro -(GVHD).

Tratamento clinico ex vivo para remover células de tumor ou cé-
lulas linféides de medula éssea antes do transplante autélogo em tratamento
de cancer ou no tratamento de doenga auto-imune, ou para remover células |
T e outras células linfoides de medula 6ssea alogenéica 6u tecido antes do

transplante a fim de prevenir GVHD, pode ser realizado como segue A me-

‘dula 6ssea é colhlda ‘do paciente ou outro individuo e em seguida incubada

em meio contendo soro, ao qual é adlmonado o agente citotéxico da inven-
¢do, as concentragdes variam de cercé de 10 uM a 1 pM, durante cerca de
30 minutos a cerca de 48 horas a cerca de 37 °C. As ‘condigbes exatas de
concentragdo e tempo de incubagdo (= dose) sdo facilmente determinadas
pelo versado na técnica. Apds incubagao as células de medula éssea sao
lavadas com meio contendo soro e retornadas ao paciente por infusao i.v. de
acordo com métodos conhecidos. Em circunstancias onde o paciente recebe
outros tratamento tal como um curso de quimioterapia ablativa ou irradiagao
corporal total entre o tempo de coleta da medula e.fa reinfusdo das células:
tratadas, aé células de medula tratadas sdo armazenadas congeladas em
nitrogénio liquido utilizando-se equipamento médico padrao.

Para uso clinico in vivo, o agente citotéxico da invengéo sera
fornecido como solugdes que sao testadas quanto a esterilidade e quanto
aos niveis de endotoxina ou como um sélido liofilizado que pode ser redis-
solvido em agua estéril para injegao. Exemplos de protocolos adequados de

administragdo de conjugado s&o como segue. Os conjugados sdo adminis-
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trados semanalmente durante 6 semanas como um bolo i.v.. As doses de

" bolo sdo administradas em 50 a 400 mi de salina normal a qual albumina de

soro humana (por exemplo 0,5 a 1 mL de uma solugéo concentrada de al-
bumina de soro humana, 100 mg/mL) pode ser adicionada. Dosagens serdo
de cerca de 50 uga 10 mg/kg de peso corporal por semana, i.v. (varia de 10
ug a 100 mg/kg por injegd@o). Seis semanas apés o tratamento, o paciente
pode receber um segundo curso de tratamento. Protocolos clinicos especifi-
cos com respeito a rotina de administracdo, excipientes, diluentes, dosa-
gens, tempos, etc., podem ser determinados pelo versado na técnica como
garantias da situagéo clinica. '

Exemplos de condi¢des médicas que podem ser tratadas de a-'
cordo com os métodos in vivo ou ex vivo de matar populagdes celulares se-
Ieuonadas incluem malignidade de qualquer tipo incluindo, por exemplo,
céancer do pulméo,v ‘mama, colon, préstata, rins, pancreas, ovario, e érgéos
linfaticos; melanomas; ‘doengas" auto-imunes, tal como lipus sistémico, artri-
te reumatdide, e esclerose multipla; rejeicdes de enxerto, tal como rejei¢do
de transplante renal, rejeigéo de transplante do figado, rejeig‘éo"de transplan-
te do pulmao, rejelgao de transplante cardiaco, e rejeigdo de transplante de

‘medula éssea; doenga de enxerto versus hospedeiro; mfecgoes virais, tais

como mfecgao por CMV, infecgéo por HIV, AIDS, etc.; infecgéao bactenana e
mfecgoes por parasitas, tal como giardiase, amebiase, esquustossomlase e
outras como determinado por alguem versado na técnica.

A identificacao daqueles individuos que estdo em necessidade
de tratamento de doencas e condigbes descritas aqui inclui-se bem na capa-
cidade e conhecimento de alguém versado na técnica. Um veterinario ou um
médico versado na técnica pode facilmente identificar, pelo uso- de testes
clinicos, exame fisico, historico médico/familiar ou testes biolég'icos'e diag-
nésticos, aqueles individuos que estdo em necessidade de tal tratamento.

A quantidade terapeuticamente eficaz pode ser facilmente de-
terminada pelo dlagnostlcador atendente, como alguém versado na técnica,
pelo uso de técnicas convencionais e observando-se os resultados obtidos

sob circunstancias analogas. Na determinagdo da quantidade terapeutica-
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mente eficaz, diversos fatores sdo considerados pelo diagnosticador aten-
dente, incluindo, porém nao limitados 'a: as espécies de i'ndividuo; seu tama-
nho, idade, e saude geral; a doenca especifica envolvida; o grau de envolvi-
mento ou a severidade da doenga; a resposta do paciente mdwndual 0 com-
posto partncular administrado; o modo de administragéo; a blodnspomblhdade

~caracteristica da preparagao admlnlstrada o regime de dose selecionado; 0

uso de medicagao concomitante; e outras circunstancias relevantes.
A quantidade de um composto de formula (1) ou conjugado, que
é requerida para obter o efeito biologico desejado, variara dependendo de

diversos fatores, incluindo as caracteristicas quimicas (por exemplo hidrofo-

bicidade) dos compoétos empregados, a poténcia dos. compostos, o tipo de
. doenga, as espécies as quais 0 paciente pertence, 0 estado do paciente do-

ente, a rotina de administag&o, a biodisponibilidade do composto pela rotina
escolhida, todos os fatores que ditam as quantidadés de dose requeridas,
liberagdo e regime a ser administrado. ' |

"Farmaceuticamente” ou "farmaceutlcamente aceltavel" refere-se
a entidades moleculares e composugoes que ndo produzem uma reacao ad-
versa, alérgica ou outra desfavoravel quando administradas a um animal, ou
um ser humano, como apropriado. |

-Como utilizado aqui, "excipienté farmaceuticamente aceitavel"
inclui quaisquer veiculos, diluentes, adjuvante's, ou veiculos, tal como agen-
tes de preservagéao ou éntioxidantes,‘cargas, disintegrates, agentes umec-
tantes, agentes emulsificantes, agentes de suspensao, solventes, meios de
disperséo, revestimentos, agentes antibacterianos e antifingicos, agentes
isotdnicos e retardantes da absorgao e similares. O uso de tais meios e a-
gentes para substanmas farmacéuticas ativas é bem- conhecido na técnica.
Exceto a medida em que quaisquer meios convencionais ou agente é in-
compativel com o ingrediente ativo, seu uso nas composigdes terapéuticas é
contemplado. Ingredientes ativos suplementares podem também ser incor-
porados nas composigdes como combinagdes terapéuticas adequadas.

No contexto da invengdo, o termo "tratando" ou "tratamento’,

como utilizado aqui, significa reverter, aliviar, inibir o progresso de, ou preve-
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nir o distdrbio ou condicdo ao qual o termo aplica-se, ou um ou mais sinto-

-mas de tal disturbio ou condigéo.

"Quantidade terapeuticamente eficaz" significa uma quantidade -
de um composto/ medicamento de acordo com a presente invengao eficaz
na preVengéQ ou tratamento da condicdo patoldgica aqui referida.

De acordo com a'inven¢do, o termo "paciente”, ou "paciente em
necessidade deste", destina-se' a um animal ou um ser humano afetado ou
provavel de ser afetado com a condi¢ao patolégica referida aqui. Preferivel-
mente, o paciente é um ser humano. _

Em termos gerais, os compostos desta invengdo podem ser forne-
cidos em uma solugdo de tampdo fisiolégica aquosa contendo 0,1 a 10% pe-‘
so/volume do composto para administragéo parenteral. Doses tipicas variam de
1 ug/kg a 0,1 g/kg de peso corporal por dia; uma faixa de dose preferida é de
0,01 mg/kg a 10 mg/kg de peso corporal por dia ou uma dose equivalente em -
uma crianga huma_na. A dosagém preferida de farmaco a ser administrada é

provavelmente dependente de tais varidveis como o tipo e extenséo da pro-

| greSséo da doenga ou disturbio, o estado de saude geral do paciente particular,

a eficacia bioldgica relativa do composto selecionado, a formulagéo do compos-

to, a rotma de administragdo (intravenosa, intramuscular, ‘ou outra), as proprie- -

dades farmacocinéticas do composto pela rotina de liberagao escolhuda ea

velocidade (infuséo em bolo ou continua) e escala de administragdes (numero
de repeti¢des em um determinadd periodo de tempo).

Os compostos da presente invengdo sdo também capazes de
ser administrados em formas de dose Unica, em que o termo “dose Gnica"
significa uma dose Unica que é capaz de ser administrada a um paciente, e
qué pode sér facilmente manipulada e embalada, permanecendo como uma
dose Unica fisicamente e quimicamente estavel compreendendo ou o com-
posto ativo sozinho, ou como uma composigao farmaceuticamente aceitavel,
como descrito aqui a seguir. Como tal, faixas de dose diaria total tipicas sdo
de 0,01 a 100 mg/kg de peso corporal. A titulo de orientagao geral, doses:
unitarias para humanos variam de 1 mg a 3000 mg por dia. Preferivelmente

a faixa de dose unitaria é de 1 a 500 mg administrada uma a seis vezes ao
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dia, e ainda mais preferivelmente de 10 mg a 500 mg, uma vez ao dia. Os
compostos fornecidos aqui podem ser formulados em composigdes farma-

céuticas por mistura com um ou mais excipientes farmaceuticamente aceita-

veis. Tais composicdes de dose unitaria podem ser preparadas para uso por .

administrag'éo oral, particularmente na forma de comprimidos, capsulas sim-
ples, oulcépsulas de gel macias; ou intranasalmente, particularmente na
forma de pds, gotas nasais, ou aerossdis; ou dermicamente, por exemplo,
topicamente em unguentos, cremes, logoes, gévi_s ou sprays, ou por meio de
emplastros transdérmicos. _

As composigbes podem convementemente ser administradas em
forma de dosagem unitaria e podem ser preparadas por quaisquer dos mé-
todos bem-conhecidos na técnica farmacéutica, por exemplo, como descrito
em Remingtdn: The Science and Practice of Pharmacy, 20° edigao; Genna-
ro, A. R., Ed.; Lippincott Williams & Wilkins: Philadelphia, P‘A, 2000.

As formulagdes preferidas incluem composi¢coes farmacéuticas

‘em que um-vco'mpOSto da presente invengéo é formulado para administragéo

oral ou parenteral.
Para administragéo oral, comprlmldos pllulas pés, cépsulas,

compnmldos e similares podem conter um ou mais de quaisquer dos seguin-
tes ingredientes, ou compostos de uma natureza similar: um aglutinante tal .
como celulose microcristalina, ou goma tragacanto; um “diluente tal como
amido ou lactose; um désintegrante tal como derivados de amido e celulose;
um lubrificante tal como estearato de magnésio; um deslizante tal como dio-
xido de silicio coloidal; um agente adogante tal como sacarose ou sacarina;
ou um agente aromatizante tal como hortelé-pimenta, ou salicilato de metila.
Capsulas pbdem ser na forma de uma cépsula dura ou capsula macia, que
sdo geralmente feitas de misturas de gelatina opcionalmente misturadas
com plastificantes, bem como uma capsula de amido. Além disso, as formas
unitarias de dosagem podem conter Varios outros materiais que modificam a
forma fisica da unidade de dosagem, por exemplo, revestimentos de agucar,
goma-laca, ou agentes entéricos. Outras formas orais de dosagem de xaro-

pe ou elixir podem conter agentes adogantes, conservantes, tintas, coloran-
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tes, e aromatizantes. Além disso, os compostos ativos podem ser incorpora-
dos em preparagdes e formulagbes de liberagdo modificada, ou liberagao
controlada, de répida dissolugdo, e em que tais formulagbes de liberagao
controlada séo preferiveimente bimodais. Comprimidos preferidos contém
lactose, amido de milho,silicato de magnésio, croscarmelose sédica, povido-
na, estearato de magnésio, ou talco'em qualquef combinagéo.

Preparagdes Il’quidas para administragdo parenteral incluem so-
lugbes, suspensdes e emulsdes aquosas estéreis ou ndo-aquosas. As com-
posigbes liquidas podem também incluir aglutinantes, tamp0es, conservan- |
tes, agentes de quelagdo,adogantes, aromatizantes agentes de coloragéo, e
similares. Solventes nao aquosos incluem &lcoois, propileno glicol, polletﬂe-
no gllcol 6leos vegetais tal como dleo de oliva, e ésteres organicos tal como
oleato de etila. Veiculos aquosos ‘incluem misturas de alcoois e agua, meios
tamponados, e salina. Em partlcular polimero de lactideo blodegradavel bio- -
compativel, copohmero Iactldeo/ghcolldeo ou copolimeros de polioxietileno-
polioxipropileno podem ser excipientes. Uteis para controlar a liberagdo dos-
compostos ativos. Veiculos intfavenosos podem incluir fluido e reabastece-
dores de nutriente, reabastecedores de eletrolito, tal como aqueles com base

em dextrose de Rlnger e similares. Outros S|stemas de llberagao parenteral

“potencialmente Uteis para estes compostos ativos incluem particulas de co-

polimero de acetato de etileno vinila, bombas osméticas, sistemas de infu-
sio implantaveis, e lipossomas. | o

Modos alternativos de administragdo incluem formulagbes para
inalagdo, que incluem tais meios como pd seco, aerossol, ou gotas. Eles po-
dem ser solugoes aquosas contendo, por exemplo, éter de poI|OX|et|Ieno—9-
laurila, ghcocolato e deoxicolato, ou solugbes oleosas para administragdo na
forma de gotas nasais, ou como um gel a ser aphcado,‘|ntranasalmente. For-
mulacBes para administragdo bucal incluem, por exemplo, losangos ou pasti-
lhas e podem também incluir uma base aromatizada, tal como sacarose ou
acécia, e outross excipientes tal como glicocolato. Formulagdes adequadas
para administragé@o retal estdo preferivelmente presentes como Supositorios

de dose unica, com um veiculo de base sélida, tal como manteiga de cacau, e



10

15

20

25

30

FIGURAS

50

podem incluir um salicilato. Formulagbes para aplicagao topica a pele, preferi-
velmente toma a forma de um ungiiento, creme, logdo, pasta, gel, spray, ae-

rossol, ou 6leo. Veiculos que podem ser utilizados incluem vaselina, lanolina,

_pohenleno glicéis, &lcoois, ou suas combinagoes. Formulagbes adequadas

para administragdo transdérmica podem ser apresentadas como emplastros

~ discretos e podem ser emulses lipofilicas ou tamponadas, solugdes aquosas, )

dissolvidas e/ou dispersas em um polimero ou um adesivo.

Figura 1a representa poténcia in vitro de composto de huB4-
SPDB de exemplo 16 para células BJAB positivas de antigeno e c¢lulas

MOLT-4 negativas de antigeno. .
Figura 1b representa poténcia in vitro de huB4-SMCC - compos-

- tode exempld 16 para células BJAB positivas de ar_m’geno e células MOLTf4-

negativas de antigeno.
Flgura 1c representa poténcia in vitro de composto livre de e-

xemplo 16 para células BJAB e MOLT-4.

Figura 2a representa potenma in v:tro de composto de huB4-
SPDB de exemplo 17 para células BJAB positivas de antigeno e células

MOLT-4 negativas de antigeno.

Figura 2b representa poténcia in vitro de composto de huB4-
SMCC de exemplo 17 para células BJAB positivas de antigeno e células
MOLT-4 negativas de an'tl’geno. _

Figura 2c representa poténcia in vitro de composto livre de e-
xemplo 17 para células BJAB e MOLT- 4.

Figura 3a representa poténcia in vitro de composto de huMy9-6-
SPDB de exemplo 16 para células HL60/GC positivas de antigeno e células
Ramos negativas de anfigeno.

Figura 3b representa poténcia in vitro de composto livre de e-
xemplo 16 para células HL60/GC e Ramos.

A invengdo € também ilustrada porém néo restrita pela descrigéo
nos seguintes exemplos.

Parte experimental
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Método A1: Cromatografia Liquida de Alta Pressao-Espectrome-

“tria de Massa (LCMS)

, Um software Micromass MassLynx é utilizado e a anéliée é reali--
zada em um Agilent 1100 série HPLC com uma coluna THERMO Hypersil
Gold C18 3 pm (50 x 3 mm) utilizando-se elui¢do gradiente com uma mistura
de (A) acetonitrila e (B) dgua/0,1% acido férmico (gradlente 5% A: 95% B
até 95% A: 5% B durante 5 minutos, 95% A: 5% B durante 0,5 minuto, 95%
A: 5% B até 5% A: 95% B durante 1 minuto, 5% A: 95% B durante 0,5 minu-
to) com uma taxa de fluxo de 0,8 mL/minuto; Espectrometro Waters- |
Micromass Platform I, Platform Il ou ZQ com Eletrovaporizagdo (ionizagéio .
positiva e negativa); DlSpOSlg:ao de Diodo em linha (190-490 nm); detector
auxiliar Sedere (Franga) detector de Dispersdo de Luz Evaporativa (ELS)
Modelo SEDEX 65. ‘

Método ‘A2' Cromatografia Liquida de Alta Presséo-Espectrom'e? ’

tria de Massa (LCMS)
Um software Micromass MassLynx é utlllzado e a andlise é reall-

- zada em um Waters Alliance HPLC com uma coluna WATERS XBndge ci18.

3,5 um (100 x3 mm) utilizando-se eluicdo gradiente com uma mistura de (A)

‘metanol e (B) agua/0.1% &cido férmico (gradiente: 5% A: 95% B até 95% A:

5% B durante 10 minutos, 95% A: 5% B até 5% A: 95% B durante 1 minuto,
5% A: 95% B durante 2 mmutos) com uma taxa de fluxo de 1,1 mL/minuto;

Espectrémetro Waters-Micromass Platform Il com Eletrovaponzagao (ioniza-

- ¢8o positiva e negativa); Disposicdo de Diodo em linha (_1 90-500 nm), detec-

tor auxiliar Sedere (Franga), detector de Dispersdo de Luz Evaporativa (ELS)
Modelo SEDEX 85 . o

‘Método A3:. Cromatografia Liquida de Alta Pressao- Espectrome-
tria de Massa (LCMS) '

Um software Micromass MassLynx é utilizado e a analise é reali-
zada em uma HPLC Agilent série 1100 com uma coluna XBridge C182,5 ym
(50 x 3 mm) utilizando-se elui¢éo gradiente com uma mistura de (A) acetoni-
trila e (B) agua/0,1% &cido férmico (gradiente: 5% A: 95% B até 100% A du-
rante 5 minutos, 100%'A durante 0,5 minutos, 100% A até 5% A: 95% B du-
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rante 1 minuto, 5% A: 95% B durante 0,5 minutos) com uma taxa de fluxo de
1,1 mUminuto; espectrémetro Waters-Micromass ZQ com Eletrovaporiza-
¢éo; Disposicao de Diodo em linha (210-254 nm)

Método B: Purificacdo por Cromatografia Liquida de Alta Pres-

sdo (HPLC)

, Purificacdo por HPLC foi realizada em uma coluna Macherey
Nagel Nucleodur C18 Gravidade de 5 pM (21x100 mm, catélogo numero

762101), eluindo com uma mistura de (A) acetonitrila e (B) agua (gradiente:
5% A: 95% B durante 5 minutos, 5% A: 95% B até 100% A durante 20 minu-
tos, 100% A durante 8 minutos, 100% A a 5% A: 95% B durante 1 minuto,
5% A: 95% B for 11 minutos) com uma taxa de fluxo de 15 ml/minuto (Mé-
todo B1) ou 20 mL/minuto (Método B2). |

Método C: Espectros de Massa de lonizagao Eletronica (El)

Os espectros de massa El foram reglstrados utilizando-se um

espectrémetro de massa Finnigan SSQ 7000 (modo El: 70 eV, temperatura

‘de fonte = 150°C introdug&o direta)

Metodo D: Espectros de Massa de lonizagéo Quimica (Cl)

Espectros de massa Cl foram registrados utilizando-se um es-
pectrémetro de massa Finnigan SSQ 7000 (amdnia)

Método E: Espectros de Ressonancia Magnética Nuclear 'H
(RMN). '

Os espectrds de "H RMN foram registrados ou em um espectro-
metro Bruker Avance Drx-500, A Bruker Avance Drx-400 ou A Bruker Avan-
ce DRX-300. -

Método F: Purificagéo por .Cromatografi_'a Liquida de Alta Pres-
sdo (HPLC) _
Purificagéo .por HPLC foi realizada em um Macherey Nagel VP
250/40 mm NUCLEODUR GRAVIDADE 100 - 10 C18 (Catdlogo numero
762250), eluindo com uma mistura de (A) acetonitrila e (B) agua/HCOONH,
0,01M/NH,OH pH9-10 (gradiente: 10% A: 90% B durante 3 minutos, 10% A:
90% B até 95% A: 5%B durante 37 minutos, 95% A: 5%B durante 8 minutos,
95% A: 5%B a 10% A: 90% B durante 1 minuto, 10% A: 90% B durante 1
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minuto ) com taxa de fluxo de 70 mL/minuto.

Método G1: Cromatografia Liquida de Alta Pressao-Espectrome-
tria de Massa (LCMS).

Um software Micromass MéssLynx é utilizado e a anélise é reali-
zada em um Acquity UPLC com uma coluna Acquity UPLC BEH C18 1,7 pm
(2,1x100 mm) utilizando-se elui¢do gradiente com uma mistura de (A) aceto-
nitrila e (B) 4gua/0.1% dacido férmico (gradiente: 5% A: 95% B até 95% A: 5%
B durante 4.7 minutbs, 95% A: 5% B-até 5% A: 95% B durante 0.5 minuto,
5% A: 95% B durante 0,8 minuto) com uma taxa de fluxo de 1,1 mL/minuto;A
espectrometro Quattro Premier com Eletrovaporizagdo; Disposi¢éo de Diodo
em linha (210-400 nm). | | | | B

Método G2: Cromatografsa Liquida de Alta Presséo- Espectrome-
tria de Massa (LCMS) ' _

Um software Mlcromass MassLynx é utilizado e a anallse é reali-
zada em um Acquuty UPLC com uma coluna Acquity UPLC BEH C18 1,7 pm
(2,1x100 mm) utilizando-se e!ungao gradiente com uma mistura de (A) aceto-
nitrila e (B) 4gua/0,1% &cido férmico (gradiente: 5% A: 95% B até 95% A: 5%
B durante 10 minutos, 95% A: 5% B até 5% A: 95% B durante 1 minuto, 5%
A: 95% B durante 2 minutos) com uma taxa de fluxo de 0,6 mL/minuto; es-
pectrdmetro Quattro Premier com Eletrovaporizagdo; Disposi¢do de Diodo
em linha (210-400 nm).

Método H: Purificagdo por Cromatografia Ll'quida de Alta Pres-
sdo (HPLC). | |

Método de purificagdo por HPLC foi realizado em um Varian HPLC
utilizando-se uma coluna Kromasil 16 ym C18 (250 x 21,2 mm, PN AQ490-
250x212, the No. DT0259, SN 9772196), eluindo com uma mistura de (A) a-
gua e (B) acetonitrila com uma taxa de fluxo de 20 mL/minuto. A duragdo da
colegao foi de 80 segundos. Espectros de Massa dos compostos foram obtidos

em um instrumento Bruker Esquire 3000. Os espectros de RMN foram registra-

dos em um espectrémetro Bruker Avance operando a 400 MHz.

Gradientes para eluir a coluna: :
1. Purificagéo de 8,8"-[5-(N-4-metilditio-4,4-dimetilbutanoil)amino-
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1,3-benzenodiilbis(metilenooxi)]-bis[7-metdxi-2-metileno-1,2,3,1 1a-tetraidro-
5H-pirrol[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-ona]. '

55% A: 45% B durante 8 minutos, 55% A: 45% B a 50% A: 50%
B durante 14 minutos, 50% A: 50% B a 10% A: 90% B durante 4 minutos,
10% A: 90% B durante 5 minutos, 10% A: 90% B a 55% A: 45% B durante 1

_ minuto, 55% A: 45% B durante 3 minutos.

2. Purificagdo de 8,8’-[5-(N-4-mercapto-4,4-dimetilbutahoil)ami—
no-1 ,3-benzenodiiIbis(metilenoéxi)]-_bis[?-metéxi;2-metileno-1 ,2,3,11a-
tetraidro-5H-pirrol[2,1-c][1 ,4]benzodiazepin-5-ona]. _ :

 60% A: 40% B durante 4 minutos, 60% A: 40% B a 55% A: 45%
B durante 5 minutos, 55% A: 45% B durante 4 minutos, 55% A 45% B a
50% A: 50% B durante 13 minutos, 50% A: 50% B a 10% A: 90% B durante
10 segundos, 10% A: 90% B durante 5 minutos, 10% A: 90% B a 60% A:
40% B durante 10 segundos, 60% A: 40% B durante 3 minutos. '
3. Purificagdo de 8,8'-[5-(N-metil-N-(2-metilditio- 2 2- dlmetlletll)

'amlno 1,3- benzenodul(metulenoom)] -bis[7-metéxi-2-metileno-1,2,3,11a-

tetraidro-5H-pirrol[2,1-c][1 ,4]benzod|azep|n-5-ona],
60% A: 40% B durante 8 minutos, 60% A: 40% B a 45% A:.55%

B durante 16 minutos, 45% A: 55% B a 10% A: 90% B durante 2 minutos,

10% A: 90% B durante 5 minutos, 10% A: 90% B a 60% A: 40% B durante 1
minuto, 60% A: 40% B durante 3 minutos. ‘

4. Purificagdo de 8,8"-[5-(N-metil-N-(2-mercapto-2,2-dimetiletil)-
amino-1,3-benzenodiil(metilenodxi)]-bis[7-metdxi-2-metileno-1 2,3,11a-
tetraidro;SH-pirrol[2,1 -c][1 ,4]benzodiazépin-5-ona]

65% A: 35% B a 60% A: 40% B durante 8 minutos, 60% A: 40%
B a 50% A: 50% B durante 19 minutos, 50% A: 50% B a 10% A: 90% B du-
rante 10 ségundos, 10% A: 90% B durante 5 minutos, 10% A: 90% B a 65%
A: 35% B durante 10 segundos, 65% A: 35% B durante 3 minutos.

Exemplo 1: 8,8'[1,3-benzenodiilbis(metileno6xi)]-bis[(S)-2-et-(E)-
ilideno-7-metéxi-1,2,3,11a-tetraidro-5H-pirrol[2,1-c][ 1 ,4]benzédiazepin-5-ona]

, M. =N oH H =N o\/©\,o H |
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Carbonato de potassio (22,8 mg), o,o-dibromo-m-xileno (7,3

- mg) e iodeto de potéssio (9,1 mg) foram adicionados a uma solugédo agitada

de pré-tomaimicina (15 mg) em dlmetllformamlda (0,5 mL). A reagéo foi ag|-

tada durante 20 horas em '30°C.
Os sélidos foram filtrados, lavados duas vezes com dimetilfor-

mamida (0,2 mL) em seguida ‘descartados. Agua (0,4 mL) foi adicionada a

- solugdo de dimetilformamida combinada e a solugéo resultante foi injetada

para purificagao por HPLC de acordo com o método B1. As fragbes apropri-
adas foram combinadas e concentradas por evapofagéo centrifuga sobre um |
aparelho Jouan A Modeio RC10.10. para fornecer 8,8'-[1,3-benzeno-

diilbis(metilenodxi)]-bis[(S)-2-et-(E)-ilideno-7-metéxi-1,2,3,11a-tetraidro-5H-

pirrol[2, 1 -c][1,4]benzodiazepin-5- ona] como um po. branco (3,33 mg):

LC/MS (Método A1, Plataforma II)

ES: m/z—647 MH?*

Tempo de retengao 3,53 minutos B :

TH RMN (500 MHz, CDCls-d1, 5 em ppm) 1,75 (d, J = 7,0 Hz,
6H); 2,96 (m, 4H); 3,89 (m, 2H); 3,96 (s, 6H); 4,27 (s amplo, 4H); 5,17 (d, J =
12,5 Hz, 2H); 5,23 (d, J = 12,5 Hz, 2H); 5,60 (m, 2H); 6,85 (s, 2H); de 7,36 a
7,43 (m, 3H); 7,51 (s amplo, 1H); 7,53 (s, 2H); 7,63 (d, J = 4,5 Hz, 2H).
Exemplo 2: 8,8’-[5-metoxi-1 .3-benzenodiilbis(metilenodxi)]-bis[(S)-2-et-(E)-
ilideno-7-metdxi-1,2,3,11a-tetraidro-5H-pirrol[2,1 -c][l ,4]benzodiazepin-5-ona]

H, =N oH ¢ Ly =N o\/éyo N
Ot — B

8,8’-[56-metdxi-1 ,34benzenodiilbis(metilenoéxi)]-bis[(S)-Z-et-(E)-
ilideno-7-metoxi-1 2,3,11a-tetraidro-5H-pirrol[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-ona]
pode ser preparado seguindo o procedimento para a prepafagé‘io de 8,8'-
[1 .3-benzenodiilbis(metilenoéxi)]-bis[(S)-2-et-(E)-ilideno-7-metoxi-1,2,3,1 1 a-
tetraidro-5H-pirrol[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-ona] (Exemplo 1), iniciando
com 1,3-bis-bromometil-5-metdxi-benzeno:

LC/MS (Método A1, Plataforma Il):

ES: m/z = 677 MH*

Tempo de retengédo = 4,17 minutos
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'H RMN (300 MHz, CDCls-d1, & em ppm): 1,75 (d, J = 7,0 Hz, 6H);

2,96 (m, 4H)' 3,81 (s, 3H); 3,89 (m, 2H); 3,96 (s, 6H); 4,26 (s amplo, 4H); 5,14

(d, J = 12,5 Hz, 2H); 5,21 (d, J = 12,5 Hz, 2H); 5,60 (m, 2H); 6,82 (s, 2H); 6,95
(s amplo, 2H); 7,07 (s amplo, 1H); 7,53 (s, 2H); 7,63 (d, J = 4,5 Hz, 2H).

| 1,3-bis-bromometil-5-metdxi-benzeno pode ser preparédo como

. segue:

HOBr . . jBrBr .
Tetrabrometo de_carbonb (663 mg) foi adicionado a uma solugao
agitada de 1-bromometiI-3-hidroximetiI.-5-metéXi-benzeno (420 mg) em diclo-

rometano anidroso (10 mL) sob argénio. Apés resfriamento da solugao resul-

tante em 0°C, uma solugéo de trifenilfosfina (500 mg) em diclorometano ani-

- droso (10 mL) foi admnonada gota a gota. A mistura reacional foi agitada em

temperatura ambiente durante 20 horas e em segmda concentrada em va-

cuo para um residuo. O residuo foi-purificado por cromatografla de silica-gel

(coluna de 30 g Merck SuperVarioFlash, Si60 15-40 Om, eluido com diclo-

rometano/heptano, 40:60) para fornecer 1,3-b|s-bromomet|l5metox;-

benzeno (170 mg):

El (Método C): m/z = 292 M*

m/z = 213 [M - Br]*

m/z = 134 [213 - Br]"

1H RMN (400 MHz, DMSO-d6, 5 em ppm): 3,77 (s, 3H); 4,65 (s,
4H); 6,98 (s amplo, 2H); 7,10 (s amplo, 1H) | |

1-bromometil-3-hidroximetil-5-metdxi-benzeno pode ser prepara-

X —_—
. HO. OH HO. Br

Tetrabrometo de carbono (3,47 g) foi adicionado a uma solugéo
agitada de 1,3-diidroximetil-5-met6xi-benzeno (800 mg) em diclorometano
anidroso (16 mL) sob argénio. Apds resfriamento da solugao resultante em
0°C, uma solugdo de trifenilfosfina (2,68 g) em diclorometano anidroso (16
mL) foi adicionada gota a gota. A mistura reacional foi agitada em temperatu-
ra ambiente durante 20 horas e em seguida concentrada em vAcuo para um

do como segue:
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residuo. O residuo foi purificado por cromatografia de silica-gel (coluna de

- 90 g Merck SuperVarioPrep, Si60 15-40 pm, eluido com metanol/dicloro-

metano, 4:96) para fornecer 1-bromometil-3-hidroximetil-5-metdxi-benzeno
(420 mg): | |
| El (Método C): m/z=230 M*
m/z = 151 [M - Br]* |
'1H RMN (400 MHz, DMSO-d6, 5 em ppm): 3,75 (s, 3H); 4,46 (d

~ amplo, J = 5,5 Hz, 2H); 4,65 (s, 2H); 5,22 (t amplo, J = 5,5 Hz, 1H); 6,83 (s

amplo, 1H); 6,88 (s amplo, 1H); 6,97 (s amplo, 1H)
Exemplo 3: 8,8'-[1,5- pentanodulb:s(om)] -bis[(S)-2-et-(E)- -ilideno- 7 metoxi-
1,2,3,11a-tetraidro-5H-pirrol[2,1 -c]{1 4]benzod|azepm -5-ona)

\ H"N OH - Ney
R T
- ¢ AN 9 NS

0

Carbonato de potassio (22,8 mg) e 1,5-diiodopentano (8,2 uL) fo- -
ram adicionados a uma solugéo_'agitada de pré-tomaimicina (1_5»m§) em dimetil-
formamida (0,5 mL). A rea(;éo foi agitada durante 20 horas em temperatura‘
ambiente e uma porg:éo adicionél de carbonato de potassio (8 mg) foi adi‘ciona.-
da. A reacéo foi agitada durante mais 20 horas em temperatura ambiente.

"~ Os sdlidos foram filtrados e a solugdo- de dlmetllformamlda foi

injetada para purificagdo por HPLC de acordo com o método B2. As fragoes

apropriadas foram combinadas e concentradas por evaporagdo centrifuga
sobre um aparelho Jouan Modelo RC10.10. para fornecer 8,8’-[1,5-pentano-

: diiIbis(()xi)]-bis[(_S)-Z-et-(E)-ilide—no-7-meic’>xi-1_ ,2,3,11a-tetraidro-5H-pirrol[2,1-

c][1,4]benzodiazepin-5-ona] como um pé branco (4 mg):

LC/MS (Método A2): ES: m/z=613MH"

Tempo de retengéo = 9,04 minutos ‘

1H RMN (500 MHz, CDCls-d1, & em ppm):. 1,66 (m parcialmente
mascarado, 2H); 1,75 (d amplo, J = 7,0 Hz, 6H); 1,96 (m, 4H); 2,97 (d amplo, J
= 7,0 Hz, 4H); 3,89 (m, 2H); 3,94 (s, 6H); 4,06 (m, 2H); 4,13 (m, 2H); 4,26 (s
amplo, 4H); 5,60 (m, 2H); 6,80 (s, 2H); 7,50 (s, 2H); 7,66 (d, J = 4,5 Hz, 2H)
Exemplo 4: 8,8'-[1 ,4-butanodiilbis(éxi)]-bis[(S)-z-et-(E)-ilideho-7-metc’>xi-1 2,
3,11a-tetraidro-5H-pirrol[2, 1-c][1,4]benzodiazepin-5-ona]
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o

8,8™-[1 ,4-butanodiilbis(()xi)]-bis[( )-2-et-(E)-llldeno-7-metéxi-4
1,2,3,11a-tetraidro-SH-pirroI[Q,1-c][1,4]benzodiazepin-5-ona] pode ser prepa-
rado seguindo o procedimento para a preparagao de 8,8'-[1,5-pentano-

[¢}

~ diilbis(6xi)]-bis[(S)-2-et-(E)-ilideno-7-metoxi-1,2,3,1 1a-tetraidro-5H-pirrol[2,1-

c][1.,4]benzodiazepin-s-ona] (Exemplo 3), iniciando com 1,4-diiodobutano:
LC/MS (Método A1, Plataforma I1): |
ES: m/z = 599 MH*
m/z =318,5 (M + H + K)**/2
Tempo de retengdo = 3,23 minutos |
'H RMN (500 MHz, CDCls-d1, 8 em ppm): 1,75 (d amplo J=7,0"

© Hz, 6H); 2,10 (m, 4H); 2,98 (d amplo, J = 7,0 Hz, 4H); 3,90 (m, 2H); 3,93 (s,

6H) 4,11 (m, 2H); 4,20 (m, 2H); 4,27 (s amplo, 4H); 5,60 (m 2H); 682(

2H); 7,50 (s, 2H); 7,66 (d, J = 4,5 Hz, 2H)

Exemplo 5: 8,8’-[3-metil-1 ,5-pentanod||Ibls(éxi)]jbis[(S)-Z-et-(E)-iIidend-?-me-
toxi-1,2,3,11a-tetraidro-5H-pirrol[2,1-c][1 ,4]bénzodiazepin-5-ona]

, M ’:ﬁ:[m‘ r u, =N o o Ns\ 4
8,8’-[3-metil-1 ,5-pentanodiilbis(xi)]-bis[(S)-2-et-(E)-ilideno-7-me-
t6xi-1,2,3,11a-tetraidro-5H-pirrol[2,1-c][1 ,4]be»nzodiazepin-5-ona] pode ser
preparado seguindo o procedimento para a preparagcdo de 8,8-[1,3-ben-
Zenodiilbis(metilenoéxi)]-bis[(S)-Z-et-(E)-iliden'o-7-met6xi,-1 ,2,3,11a-tetraidro-
5H-pifrol[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-ona] (Exemplo 1), iniciando'com'1,5-

dibromo-3-metilpentano:
- LC/MS (Método A1, Plataforma Il):
ES: m/z = 627 MH*
Tempo de retengédo = 3,92 minutos
Exemplo 6: 8,8'-[2, 6-piridinadiiIbis(éxi)]-bis[(S)-Z-et-(E)-ilideno-7-met6xi-
1,2,3,11a-tetraidro-5H- plrro|[2 1-c][1 4]benzod|azep|n -5-ona]

I B — 00
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8,8’-[2,6-‘piridinadiiIbis(éxi)]-bis[(S)-Z-et-(E)—ilideno-?-met()xi-

: 1,2,3,11a-tetraidro-5H-pirroI[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-ona] pode ser prepa-

rado seguindo o procedimento para a preparagdo de 8,8'-[1,3-benzeno-
diilbis(metilenodxi)]-bis[(S ')-2-et—( )—ilidéno-7-metc’>xi-1 2,3,11a-tetraidro-5H-
pirrol[2,1 c][1 ,4]benzodiazepin-5- ona] (Exemplo 1) iniciando com 2,6-bis-
bromometil-piridina: ‘

LC/MS (Método A1, ZQ):

ES: m/z = 648 MH*

Tempo de retengéo = 3,21 minutos o

) 'H RMN (400 MHz, CDCls-d1, & em ppm): 1,75 (d amplo, J = 6,5

Hz, 6H); de 2,94 a 2,99 (m, 4H); 3,90 ('m, 2H); 3,99 (s, 6H); 4,27 (s amplo';
4H); 5,32 (s, 4H); 5,6.0_ (m, 2H); 6,86 (s, 2H); 7,48 (d, J = 8,0 Hz, 2H); 7,56 (s,
oH): 7,64 (d, J = 4,5 Hz, 2H); 7,74 (t, J = 8,0 Hz, 1H). |
Exemplo 7: 8’,8"-[4-(3-terc-butoxicarbonilaminopropiléXi)-2,6-p_iridinadii|bis- '
(metiIenoéxi)]-bis[(S)-zk-et-‘(E)-ilideno-7-metéxi-1 ,2,3,11a-tetraidro-5H-pir-

rol[2,1-c][1 ,4]benzodiazepin-5-ona] podé ser preparado como segue:
e

J& S
A uma solucgao agltada de pré- tomalmlcma (30 mg) em dlmetrl-
formamida (0,56 mL), foram adicionados carbonato de potassio (45,7 mg),
uma solugédo de 4-(3—terc-butoxicarbonilamino-propéxi)-z,6-bis-(tosiloximetil);
piridina (41 mg) em dimetilformamida (0,5 mL) e iodeto de potassio (18,3

" mg). A reagéo foi agitada durante 20 horas em 30°C. Os sélidos foram filtra-

dos e lavados com dimetilforrhamida (0,2 mL). Agua (0,5 mL) foi adicionada
a solugao de dlmet|lformamnda combinada e &cido formlco foi adicionado até
dissolugdo completa do precipitado. A solucdo resultante foi injetada para
purificagao por HPLC de acordo com o método B1. As fragdes apropriadas
foram combinadas e concentradas por evaporagdo centrifuga sobre um apa-
relho Jouan Modelo RC10.10. para fornecer 8,8'-[4-(3-terc-butoxicarbonila-
minopropiléxi)-2,6-piridina-diilbis(metilenoéxi)]-bis[(S)-2-et-(E)-iIideno-7-

metéxi-1,2,3,11a-tetraidro-5H-pirrol[2,1-c][1 ,4]benzodiazepin-5-ona] (8,3 mg).

LC/MS (Método A1, Plataforma l):
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ES: m/z =857 MH* + 2 H0

m/z = 839 MH" + H20

miz =821 MH*

m/z = 721 [M-CsO2Hg] + H*

“Tempo de retengdo = 3,67 minutos

'H RMN (500 MHz, CD3C02D-d4, § em ppm): 1,41 (s, 9H); 1,71
(d, J = 6,5 Hz, 6H); 2,08 (m, 2H); 2,95 (m, 4H); 3,34 (m, 2H); 3,90 (s, 6H);
4,06 (m, 2H); 4,18 (m, 2H); de 4,24 a 4,36 (m, 4H); 4,43 (t, J = 6,0 Hz, 2H);

550 (s amplo, 4H); 5,61 (m, 2H); de 6,80 a 7,70 (m muito amplo, 2H); 6,95 (s
10 -

amplo, 2H); de 7,48 a 7,58 (m, 4H).
4-(3-terc- butoxicarbonilamino-propoxi)-2,6-bis- (t05|IOX|met|I)

pmdma pode ser preparado como segue: |

/\/\N,boc /\/\N,boc
H . H
X ’ l S .
HO. | N/ OH TsO. N/ OTs ‘

A uma solugdo pré-resfriada (0°C) de 4-(3-terc- butoxwarbomla-

‘mino- propoxn) 2 6-bis- (hidroximetil)-piridina (76 mg) em diclorometano (0,7 mL),

foi adicionada uma solugéo de hidréxido de potéssio (30 mg) em agua (0,3 mL).
Cloreto de tosila (93,7 mg) foi adicionado, e a mistura hetefogénea resultante
foi agitada vigorosamente durante 1 hora e em seguida lavada em funil separa-
tério utilizando-se diclorometano e agua. As camadas foram separadas, e a
camada aquosa foi extraida trés vezes com diclorometano. As solucdes organi-
cas combinadas foram secadas sobre sulfato de magnésio, e concentradas em
vacuo para um residuo. O residuo foi purificado por cromatografia de silica-gel
(coluna de 10 g Interchrom Puriflash, SiOH 15-35 Om), utilizando-se eluigdo
gradiente com uma mistura de heptano (A) e acetato de etila (B) (gradiente:
90% de A:'10% de B até 50% de A: 50% de B) para fornecer 4-(3-terc-
butoxicarbbniIamino-propéxi)-2_,6-bis—(tosiloximetil)piridina (56 mg):

LC/MS (Método A1, Plataforma l):

ES: m/z = 621 MH* |

Tempo de retengdo = 4,90 minutos

4-(3-terc-butoxicarbonilamino-propéxi)-2,6-bis-(hidroximetil)-

piridina pode ser preparado como segue:
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A uma solucdo de éster dietilico de é&cido 4-(3-terc-butoxicarbo-
nilamino-propéxi)-piridina-2,6-dicarboxili¢o (150 mg) em etanol absoluto (5 mL)
foram adicionados boroidreto de sédio (43 mg) e cloreto de calcio (128 mg).
Apds agitagdo durante 4 horas, a evolugao de hidfogénio cessdu, e areacdo foi
extinguida com &gua. O solvente foi evaporado ’sob.pres'séo reduzida. O resi-
duo foi em seguida lavado em funil separatério utilizando-se diclorometano e
4gua. As camadas foram separadas, € a camada aquosa foi extraida trés vezes
com. diclorometano. As sdlugées organicas combinadas foram secadas sobre
sulfato de magnésio_, é concentradas em VACUO para fornecer 4-(3-terc§ :
bUtoxicarboniIamind-propéxi)-2,6-bis-(hidroximetil) piridina (80 mg): |

 LC/MS (Método A1, ZQ):

ES m/z = 313 MH*

Tempo de retengao = 1,90 minutos

'H RMN (400 MHz, DMSO-d6, 6 em ppm) 1 37 (s, 9H); 1 84 (m,

'2H)308(q,J 6,5 Hz, 2H); 4,05 (t, J = 6,5 Hz, 2H); 4,45 (d, J = 6,0 Hz,

4H); 5,32 (t, J = 6,0 Hz, 2H) 6,84 (s, 2H); 6,90 (t amplo, J = 6,5 Hz, 1H).
~ Ester dietilico de &cido 4-(3-terc- butoxicarbonilamino- propoxn)

piridina-2,6-dicarboxilico pode ser preparado como segue

/\/\u/
A — )
Et I A OFt EtO. I Z OEt
S .

O éster dietilico de acido 'quelidémico,(Scrimin, P.; Tecilla, P.;
Tonellato, U.; Vé_ndrame, T. J. Org. Chem. 1 989, 54, 5988) (150mg) foi dis-
solvido em dimetilformamida seca (2 mL). Brometo de 3-(terc-Butéxi-amino)-
propila (164 mg) e carbonato de potéssio (130 MQ) foram adicionados. A
mistura resultante foi agitada durante 15 horas em 70°C A reagéo foi extin-
guida com uma solugdo aquosa de cloreto de amonio saturado e em seguida
lavada em funnl separatorio utilizando-se acetato de etila. As camadas foram
separadas, e a camada aquosa foi extraida 3 vezes com acetato de etlla. As
solugdes orgéniéas combinadas foram secadas sobre sulfato de magnésio, e

concentradas em vacuo para um residuo. O residuo foi purificado por croma-
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tografia de silica-gel (coluna de 30 g Merck SuperVarioFlash, Si60 15-40
Om), utilizando-se elui¢do gradiente com uma mistura de heptano (A) e ace-
tato de etila (B) (gradiente: 60% de A: 40% de B até 50% de A: 50% de B)
para fornecer éster dietilico de acido 4-(3-terc- butoxmarbomlammo propoxu)
pll’ldlna-2,6-dlcal’bOXI|ICO (150 mg):

" CI (Método D): m/z = 397 MH*

'"H RMN (400 MHz, DMSO-d6, & em ppm): 1,34 (t, J = 7,0 Hz,
6H); 1,36 (s, 9H); 1,86 (m, 2H); 3,10 (q, J = 6,5 Hz, 2H); 4,21 (t, J = 6,5 Hz,
OH): 4,37 (q, J = 7,0 Hz, 4H); 6,89 (m amplo, 1H); 7,71 (s, 2H)

Exemgio 8: 8,8’-[5-(3-aminopropiléxi)-1;3-benzenodiilbis(metilenoéxi)]-

bis[(S)-2- et- -(E)-ilideno-7-metéxi-1,2,3, 11a-tetraidro-5H-pirrol[2,1-

c]i 4]benzod|azep|n -5-ona] pode ser preparado como segue:

e -

m%

A uma solugdo agitada de pré-tomaimicina 1 mg) em d|met|Ifor-
mamida (0,7 mL), ‘foram adicionados carbonato de potassm (832 mg), 1-(3-
aliloxicarbonitamino- propiléxi)-3,5-bis-(bromometil)-benzeno (16,2 mg) e iodeto
de potassm (12, 8 mg). A reagéo foi ag:tada durante 20 horas em 30°C. Os s6li-
dos foram filtrados, lavados duas vezes com dimetilformamida (0,2 mL) em se-
guida descartados. Agua (0,5 mL) foi adicionada & solugéo de dimetilformamida
combinada e o precipitado resultante foi filtrado, lavado com agua e secado por
evaporagao centrifuga sobre um aparelho Jouan Modelo RC10.10. ”

Ao composto bruto (27 mg) dissolvido em dimetilformamida (O, 8
mL), tetracis(trifenilfosfina) paladio (2 m‘g), trifenilfosfina (0,9 mg) e pirrolidina
(5,6 pL) .foram adicionados. Apés agitagéo durante 15 horas em 30°C, tetra-
cis(trifenilfosfina) paladio (2- mg), trifenilfosfina (1 mg) e pirrolidina (2,8 pL)
foram adicionados e a mistura reacional foi agitada em temperatura ambien-
te durante mais 15 horas. Agua (0,4 mL) foi adicionada & solugéo de dimetil-
formamida e acido férmico foi adicionado até dissolugdo completa do precipi-
tado. A solugéo resultante foi injetada para purificagao por HPLC de acordo

com o método B1. As fracdes apropriadas foram combinadas e concentra-
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das por evaporagdo centrifuga sobre um aparelho Jouan Modelo RC10.10.

-para fornecer 8,8’-[5-(3-aminopropiléxi)—1,3-benzenodiilbis-(metilenoéxi)]-

bis[(S)-2-et-(E)-ilideno-7-metoxi-1,2,3,11 a-tetraidro-5H-pirrol[2,1-
c]1 ,4]benzodiazepin-5-oha] (0,2 mg).
LC/MS (Método A1, Plataforma Hl):
ES: m/z = 800 MH*
‘Tempo de retengéo = 2,84 minutos
1 -(3-aliloXicarbonilamino-propiléxi)-s;5-bis-(bromometil)-berizeno
pode ser preparado como segue: - ' 4
NV vaed
HO on B o
A uma sUspenséo de 1-(3-aliloxicarbonilamino-propiléxi)-3,5-bis-
(hidréxiQmetil)-benzeno (70 mg) ém diclorometano (3 mL) foram adiCi_onados
tetrabrometo de carbono (248 mg) e uma solugdo de trifenilfosfina (199 mgq) -

em diclorometano (2 mL). Apds refluxo durante 3 horas, a mistura reacional

foi purificada por cromatografia de silica-gel (coluna de 25 g Merck SuperVa-
rioFlash, Si60 15-40 um) eluida com diclorometano paré fornecer 1-(3-
aliloxicarbonilamino- propnlom) -3,5-bis-(bromometil)-benzeno (52 mg)
- LC/MS (Metodo A1, Plataforma Il):
ESm/z= 420' MH*
Tempo de retengéo = 4,50 minutos
'H RMN (400 MHz, DMSO-d6, 5 em ppm): 1,85 (m, 2H); 3,15 (q,

~ J=6,5Hz, 2H); 3,99 (t, J = 6,5 Hz, 2H); 4,46 (d amplo, J = 5,5 Hz, 2H); 4,65

(s, 4H); 5,16 (d amplo, J = 11,0 Hz, 1H); 5,26 (d amplo, J = 17,5 Hz, 1H);
5,90 (m, 1H)' 6, 96 (d, J = 1,5 Hz, 2H); 7,09 (t, J = 1,56 Hz, 1H); 7,29 (t amplo,

J = 6,5 Hz, 1H).
1-(3-aliloxicarbonilamino-propildxi)-3,5- blS (hidroximetil)-benzeno

pode ser preparado como segue:

AN N, ”j“
o —_— —_—
HO, OH HO OH HO. OH

5-(3-Ftalimido-propil6xi)-1,3-bis-(hidroximetil)-benzeno (1,45 @)

foi dissolvido em uma mistura de diclorometano e etanol (25 mL, 25: 75).
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Hidrato de hidrazina (0,62 mL) foi adicionado e a mistura reacional foi reflu-
xada durante 1 hora. O solvente foi removido em vacuo e o residuo dissolvi-
do em diclorometano. O residuo insoluvel foi filtrado e purificado por croma-
tografia de silica-gel (coluna de 70 g Merck SuperVarioPrep, Si60 15-40 um),

eluido com metanol/diclorometano, 20:80 em seguida hidroxido de amoé-

_ nio/metahol/dicIorometano, 0,5:25:75 para fornecer 1} -(3-amino-propil6xi)-3,5- '

bis-(hidréxi-metil)-benzeno (1g) adequado_para outra transformagao.
Uma amostra de 1-(3-amino- propiléxi)-3,5-bis-(hidroximetil)-ben-
zeno (100 mg) foi d|ssoIV|da em metanol (5 mL). A solugdo resfriada. (0°C) foi

adicionada uma solugdo de carbonato de s6dio (120 mg) em &gua (5 mL) e

‘cloroformiato de alila (42 ul). Apés agitagdo durante 30 minutos em 0°C, a

mistura reacional foi conduzida em temperatura ambiente durante mais 15

" horas. O solvente foi removido em vécuo. O residuo foi em seguida lavado '

em funil separatorio utilizando-se acetato de etila e égua. As camadas foram
separadas, € a camada aquosa foi extraida duas vezes com acetato de etila.
As solugbes orgéhicas combinadas foram secadas sobre sulfato de magne-
sio, e concentradas em vécuo para fornecer 5—'(3-a|iloxicarbonilamino-propi- .

I6xi)-2,6-bis-(hidroximetil) benzeno (75 mg):

~ El (Método C): m/z = 295 M*
m/z = 142 (M= CsHeOs)"
m/z = 41 C3Hs*
'H RMN (300 MHz, DMSO-d6, 5 em ppm): 1,85 (m, 2H); 3,14 (a,

J=6,5Hz, 2H); 3,96 (1, J = 6,5 Hz, 2H); de 4,41 a 4,48 (m, 6H); 5,11 (t par-

cialmente mascarado, J = 5,5 Hz, 2H);'5,16_ (qd, J = 1,5 e 10,5 Hz, 1H); 5,26

(qd, J = 1,5 € 17,0 Hz, 1H); 5,90 (m, 1H); 6,72 (s amplo, 2H); 6,83 (s amplo,

1H); 7,26 (t amplo, J = 6,5 Hz, 1H) »
5-(3-ftalimidb-propiIéxi)—1,3-bis-(hidroximetil)—benzeno pode ser

preparado como segue:

3,5-Bis-hidroximétilfenol (Felder, D.; Gutiérrez Nava, M.; del Pilar
Carreon, M.; Eckert, J.F.; Luccisano, M.; Schall, C.; Masson, P.; Gallani, J.L.;
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Heinrich, B.; Guillon, D.; Nierengarten, J.F. Helv. Chimica Acta 2002, 85,

- 288) (2,35 g), N-(3-bromo-propil)-ftalimida (4,49 g) e carbonato de potéassio

(10,53 g) foram misturados em acetonitrila (25 mL) e refluxados durante 12
horas. A mistura reacional foi resfriada para a temperatura ambiente e o sol-.
vente removido sob pressdo reduzida. O residuo foi redissolvido em dicloro-
metano e o residuo insolivel filtrado. O filtrado foi lavado com &gua, secado
sobre sulfato de magnésio, e concentrado em vécu‘o para um residuo. O re-
siduo foi purificado por cromatografia de silica-gel (coluna de 90 g Merck
SuperVarioPrep, Si60 15-40 um), eluido com metanol/diclorometano, 4:96 |
para fornecer 5-(3-ftalimido- propiléxi)-1,3-bis-(hidroximetil) benzeno (1,45 g)
' LC/MS (Metodo A1, Plataforma I1):

ES m/z =342 MH*

m/z = 324 (MH" - H,0)

Tempo de retengao 2,90 minutos

"H RMN. (300 MHz, DMSO-d8, & em ppm): 2,05 (m, 2H) 3,76 (t,
J = 6,5 Hz, 2H); 399(t J =6,5Hz,2H); 4,40 (d, J = 5,5 Hz, 4H); 509(t J=

5,5 Hz, 2H); 6,59 (s amplo 2H) 6,82 (s amplo, 1H); de 7,80 a 7,90 (m, 4H)

Exemplo 9':_ 8,8'- [5 (N- -metil-3-terc- butoxxcarbomlamlnopropll) -1,3-benzeno-
diilbis(metilenodxi)]-bis[(S)-2-et-(E)-ilideno-7-metéxi-1,2,3,11a- tetraidro-5H-
plrrol[2,1 -c][1 ,4]benzod|a;ep|n-5-ona] pode ser preparad'llc;c como segue:

mﬁ::;oﬁo.; s —vgp?ﬁm;\v

A uma solugdo resfriada (O°C) de 5-(N-metil-3-terc-butoxicarbo-
nilaminopropil)-1,3-bis-(hidroximetil)-benzeno (50 mg) e trietilamina (113 pl)
em diclorometano (2 mL), foi adicionado cloreto de metanossulfonila (26 uL).
Apés 30 minutos, a mistura reacional foi lavada duas vezes com agua e a
solugdo de diclorometano resultante foi secada sobre sulfato de magnési'o, e
concentrada em vécuo para um 6leo viscoso (50,3 mg). o

Uma solucdo de pré-tomaimicina (15 mg) em dimetilférmamida
(0,5 mL) foi adicionada a uma mistura (13 mg), carbonato de potassio (23
mg) e iodeto de potassio (9 mg). A mistura reacional foi agiiada durante 20
horas em 30°C. Outra amostra do composto bruto foi adicionada (6 mg), e a
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mistura reacional foi agitada durante mais 20 horas em 30°C. Os sélidos fo-
ram filtrados, lavados com dimetilformamida (0,2 mL) em seguida descarta-
dos. Agua (0,4 mL), uma gota de 4cido férmico e mais agua (1,5 mL) foram
ad:cnonados a solugéo de dimetilformamida combinada. |

Uma amostra da suspensao resultante (2 mL) foi flltrada e o solido

resultante foi secado sob vacuo para fornecer 8,8'-[5- (N-metil-3-terc-buto-

xncarbonllammopropll) -1,3- benzenodulbns(metnlenooxn)] -bis[(S)-2-et-(E)-ilideno-7-
metOX| 1,2,3,11a-tetraidro-5H-pirrol[2,1-c][1 4]benzod|azep|n -5-ona] (3;1mg):
LC/MS (Metodo A1, Plataforma li):
ES: m/z = 818 MH* |
Tempo de retengéo = 4,11 minutos
5-(N-metil-3-terc- butoxicarbonilaminopropil)-1,3-bis-(hidroxime-

- til)-benzeno pode ser preparado como segue:

e

A uma solugao resfrlada (-5°C) de éster dietilico de acido 5-(N-
metil-3-terc-butoxicarbonilaminopropi!)-benzeno;1,3-dicarboxilico (100 mg)
em tetraidrofurano (2 mL) foi Ientamente- adicionada uma solugéo a 1 M de
hidreto de aluminio de litio em ster dietilico (0,55 mL). 10 minutos apés o fim
da adi¢&o, decaidrato de sulfato de sédio foi adicionado até a evolugéo de
gas cessar. O éélido foi filtrado, lavado duas vezes com acefato de etila e as
solugdes organicas combinadas foram concentradas em vacuo para fornecer
5-(N‘-metil¥3-terc-butoxicarbonilaminopropil)-1 ,3-bis-(hidroximetil)-benzeno
(66,8 mg) como um 6leo viscoso: |

 ClI(Método D): m/z = 327 MNH,4*
- m/z=310 MH*

m/z = 271 (MNH4* — C4Hs)

'H RMN (300 MHz, DMSO-d6, & em ppm): 1,37 (s amplo, 9H);
1,75 (m, 2H); de 2,45 a 2,54 (m mascarado, 2H); 2,77 (s, 3H); 3,18 (t,J=7,0
Hz, 2H); 4,45 (d, J = 5,5 Hz, 4H); 5,08 (t, J = 5,5 Hz, 2H); 7,00 (s amplo, 2H);
7,08 (s amplo, 1H) |

Ester dietilico de acido 5-(N-metil-3-terc-butoxicarbonilaminopro-
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pil)-benzeno-1,3-dicarboxilico pode ser preparado como segue:
|

|
N M
I
Mg0, Ome  MeO .
o

_ A uma solugdo de éster dietilico de acido 5-(N-metil-3-terc-buto-
xicarbonilaminopropin-1-iI)-ben'zeno¢1,3-dicarboxn’lico (890 mg) em metanol
(10 mL) foi adicionado paladio a 10% sobre carbono (89 mg) e a éolugéo foi
agitada em temperatura ambiente sob uma atmosfera de hidrogénio 0,1 MPa
(1bar) durante 18 horas. O sdlido foi filtrado e o solvente foi removido em .
vacuo para fornecer éster dietilico de &cido 5-(N-metil-3-terc-bUtoXicarbonila-
minopropil)-benzeno-1 .3-dicarboxilico (767 mg) como um 6leo amarelo:

El (Método C): m/z = 365 M* e

m/z = 309 (M — C4Hg)*

miz = 265 (m/z = 309 - COZ)*

m/z = 57 C4Ho"

m/z = 44 CoHgN*

'H RMN (400 MHz, DMSO-d6, 5 em ppm): 1,32 (s amplo, OH);
179(m 2H); 2,70 (t, J = 7,0 Hz, 2H); 2,76 (s, 3H) 3,16 (m, 2H) 387(s 6H);
8,06 (d, J = 2,0 Hz, 2H); 8,32 (t, J = 2,0 Hz, 1H)

Ester dietilico de acido 5-(N-metil- 3-teré-butoxicarbonilamihopro-

pin-1-il)-benzeno- 1 ,3- dicarboxilico pode ser preparado como segue:

ﬂ/

| |
N__O
ueo],ﬂgﬁo(om* “( \g/ \\/ I oue

o (]

-----

(Bodwell, G.J.; Fleming, J.J.; Mannion, M.R.; Miller, D.O. J. Org. Chem.
2000, 65 (17), 5360) (1g) foi dissolvido em 2 mL de acetonitrila. N-MetiI-N-v
terc-butoxicarbonil-propargilamina (Bradbury, B.J.; Baumgold, J.; Jacobsen,
K.A. J. Med. Chem. 1990, 33 (2), 741) (643 mg), cloreto de bis(trife-
hilfosfina)palédio (205'mg), iodeto de cobre (56 mg) e trietilamina (591 mg)
foram adicionados. A mistura resultante foi agitada durante 15 horas em
temperatura ambiente. O solvente foi removido por evaporagéo sob pressao

reduzida e o residuo foi em seguida lavado em funil separatério utilizando-se
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acetato de etila e agua. As camadas foram separadas, e a camada aquosa

foi extraida uma vez com acetato de etila. As solugdes organicas combina-

das foram lavadas com uma solugdo aquosa de cloreto de sédio saturado,
secadas sobre sulfato de magnésio, e concentradas em vacuo para um resi-
duo. O residuo foi purificado por cromatografia de silica-gel (coluné de 100 g
Biotage FLASH 40+M, SiOH 32-63 um, eluido com acetato de etila’heptano, -
20:80) para fornecer éstér dietilico de :évcido 5-(N-metil-3-terc-butoxicarbo-
nilaminopropin-1-il)-benzeno-1,3-dicarboxilico (896 mg):

| 'H RMN (300 MHz, DMSO-dG, 5 em ppm): 1,43 (s, 9H); 2,90 (s,
3H); 3,90 (s, 6H); 4,30 (s, 2H); 8,16 (d, J=1,5 Hz, 2H); 8,42 (t, J=1,5 Hz, 1H)

‘Exemplo 10: 8,8'-{5-[3-(4-metil-4-metildissulfanil-pentanocilamino)propiloxi)-1,3-

benzenodiiI.bis(metilenoéxi)} bis[(S)-2-et-(E)-ilideno-7-metdxi-1,2,3,11a-tetraidro-

- BH- plrrol[2 1- c][1 4]benzod|azep|n -5- ona] pode ser preparado como segue:

wéivjﬁw Ry ity

A uma solugdo resfriada (O°C ) de 1-[3-(4- metll 4-metildissulfanil-
pentanoilamino)-propiléxi]-3,5- -bis-(hidroximetil)-benzeno (45 mg) e trietilami-
né (49 pL) em diclorometano (1 5 mL), foi adicionado cloreto de metanossul-
fonila (19 pL). Ap6s 30 minutos, a mistura reacional foi lavada duas vezes
com agua e a solugéo de diclorometano res'ultante foi secada sobre sulfato
de magnésio, e concentrada em vécuo para um 6leo viscoso (39 mg). o

A uma solugédo de pré-tomaimicina (26 mg) em dimetilformamida
(0,9 mL) foi adicionado carbonato de potassio (40 mg), iodeto de potassio (16
mg) e uma amostra do composto bruto (31 mg). A mistura reacional foi agitada
durante 20 horas em 30°C. Outra amostra do composio bruto foi adicionada (6
mg), e a mistura reacional foi agitada durante mais 20 horas em 30°C. Os sdli-
dos foram ﬁltrados, lavados com dimetilformamida (0,3 mL) em seguida descar-
tados. Agua (1,6 mL) foi adicionada a solugéo de dimetilformamida combinada
e o solido resultante foi filtrado, lavado com agua e secado em vécuo para for-
necer um residuo. O residuo foi purificado por cromatografia de silica-gel (colu-
na de 2 g Interchrom Puriflash, SIOH 15-35 Om, eluido com diclorometa-

no/metanol, 95:5) em seguida outra purificagdo por cromatografia de' silica-gel
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(coluna de 2 g Chromabond OH, 45 um, eluido com diclorometano para forne-

.cer 8,8’-{5-[3-(4-metil-4-meti|dissuIfanilpentanoil-amino)propiléxi]-1,3—

benzenodiilbis(metilenodxi)}-bis[(S)-2-et-(E)-ilideno-7-metdxi-1,2,3,1 1a-tetraidro-
5H- plrrol[2 1-c][1,4]benzo- dlazepln-s ona] (0,2 mg):

LC/MS (Método A1, Plataforma I):

ES: m/z = 896 MH*

Tempo de retengé@o = 4,09 minutos

'H RMN (500 MHz, CDCI3-d1, & em ppm): 1,29 (s, 6H); 1,75 (d,
J = 6,5 Hz, 6H); de 1,92 22,03 (m,.4H); 2,28 (m, 2H); 2,39 (s, 3H); 2,97 (m, |
4H); 3,45 (q, J = 6,0 Hz, 2H); 3,89 (q, J = 5,5 Hz, 2H); 3,96 (s, 6H); 4,04 (t, J
= 5,0 Hz, 2H); 4,27 (s amplo, 4H); 514(d J = 12,5 Hz, 2H); 5,20 (d, J = 12,5
Hz, 2H); 5,60 (m, 2H); 5,84 (t amplo, J = 6,0 Hz, 1H); 6,83 (s, 2H); 6,94 (s,
2H); 7,09 (s, 1H); 7,53 (s, 2H); 7,64 (d, J = 5,0 Hz, 2H).

1 -[3-(4-Vmetil-4-metiIdissuIfaniI-pentanoilamino)-propiléxi]-3,5-bis’-
(hidroximetil)-benzeno ._ ’ '

T e Ac
NN

‘A uma ’_solu.c;éo de 1-(3-amino-propilé_xi)-3,5-bis-(hidroximetil)- _
benzeno (50 mg) em dimetilformamida (1 mL) foi adicionado 4cido 4-metil-4-
metildissulfanil-pentandico (44 mg), N,N"-diisopropilcarbodiimida (35 h1L) e
hidrato de 1-hidroxibenzotriazol (5,8 mg). Apés 15 horas em temperatura
ambiente, dgua foi adicionada & mistura reacional e a solugdo aquosa foi
extraida duas vezes com acetato de etila. As solugdes orgénicas combina-
das foram lavadas com uma solu¢do aquosa de cloreto de sédio saturado,
secadas sobre sulfato de magnésio e concentradas em vacuo para um _rési—
duo. O residuo fdi purificado por cromatografia de silica-gel (coluna de5g
Interchrom Puriflash, SiOH 15-35 um), eluido com metanol/diclorometano, |
5:95 para fornecer 1-[3-(4-meti|—4-metildissulfanil-pentanoilamino)-propiléxi]-
3,5-bis-(hidroximetil)-benzeno (48 mg): | |

LC/MS (Método A1, ZQ):

ES m/z = 388 MH*

Tempo de retengéo = 3,03 minutos
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'H RMN (300 MHz, DMSO-d6, & em ppm): 1,24 (s, 6H); de 1,76
a 1,87 (m, 4H); 2,16 (m, 2H); 2,40 (s, 3H); 3,19 (q, J=6,5Hz, 2H); 3,95 (t, J
= 6,5 Hz, 2H); 4,44 (d amplo, J = 5,5 Hz, 4H); 5,12 (d, J = 5,5 Hz, 2H); 6,73
(s amplo 2H); 6,83 (s amplo, 1H); 7,92 (t amplo, J = 5,5 Hz, 1H) |
Exemglo 11: Preparagéo de mtermednanos e/ou produtos de partlda

Bno. 8O, . ﬁo‘{o
noe | moey
® 1. cloreto de oxalila . °
DMF (cat.), CHzClo

.
'IA,TFA'IHF

)hg

008

| A uma solugdo de &cido 4-benzildxi-5-metdxi-2-nitrobenzdico
(4,8 g, 16 mmols) em dicloAr'ometano anidroso (80 mL) e THF (5 mL) foi adi-
cionado cloreto de oxalila (2,8 mL, 32 mmols) e DMF‘(S_O pL, 0,38 mmol) em
temperatura ambiente. Quantidades grandes de bolha fqrmaram-se apos a

- adigdo de DMF. A mistura foi agitada durante a noite em seguida os solven-

tes foram removidos por evaporagdo giratdria em vacuo. O residuo foi co-

vevaporado mais uma vez por adigdo de dlciorometano anidroso para forne- -

cer o cloreto de acetila como um sélido amarelo.

A uma solugao de éster metilico de 4-metileno-L-prolina, compos-
to A, (3,95 g, 15;5 mmols) em THF anidroso (80 mL) foi adicionada trietilamina
(6,7 mL, 48 mmols) em 0°C. Apos 2 minutos o cloreto de acetila acima em
THF anidroso (80 mL) foi adicionado rapidamente em 10 minutos por meib de
uma canula na mesma temperatura. A solugdo turva amarela obtida foi agita-
da em 0 ~ 5°C durante 30 minutos em seguida em témperatura ambiente du-
rante 4 horas. A solugdo reacional foi diluida com acetato de etila e agua. A
caméda aquosa foi extraida com acetato de etila duas vezes e as camadas
organicas combinadas foram lavadas com solugdo de HCl a 2% e salmoura,

secadas sobre sulfato de magnésio anidroso. Ela foi filtrada e os solventes

" foram removidos. O residuo foi purificado por cromatografia instantanea (He-

xanos/AcOEt, 1:1, 1:1,5) para fomnecer éster metilico de acido (25)-4-
(metileno)-1-[5-metéxi-2-nitro-4-(fenilmetéxi)-benzoil]-2-pirrolidinacarboxu’lico



10

15

20

25

30

71

como um solido amarelo (5,6 g, Y = 85%). 'H RMN (400 Hz, CDCl): 0 com-
posto aparece como um par de rotémeros distintos. 5 7,76 (s, 0,7H), 7,73 (s,

0,3H), 7,43 - 7,29 (m, 5H), 6,83 (s, 0,7H), 6,80 (s, 0,3H), 5,17 (s, 1,4H), 5,16

(s, 0,6H), 5,10 - 4,89 (m, 2,7H), 4,57 (d, J = 16 Hz, 0,3H), 4,19 - 4,12 (m,
0,7H), 3,95 - 3,77 (m, 6,3H), 3,57 (s, 1H), 3,06 - 2,96 (m, 1H), 2,73 - 2,62 (m,

" 1H); ®C RMN (400 Hz, CDCl): 171,8, 171,7, 1665, 166,2, 154,9, 154,4,

148,25, 148,18, 141,7, 141,3, 137,19, 137,13, 135,3, 1352, 128,7, 128,43,
128,41, 127,5, 127,3, 109,5, 109,1, 109,0, 108,9, 71,3, 60,6, 58,1, 56,7, 56,5,
52,39, 52,37, 52,0, 50,2, 37,1, 35,5; MS (ESI): m/z449,3 (M + Na)".

-]

. weo o Ww g .
&é ne, 1/_)’ . 80 Ho: Qﬁ
Ay DIBAL-H D\'K
CH.Cly/Tolueno

-78°C -

A uma solugéo do éster (3,15 g, 7,39 mmols) em diclorométano

~ anidroso (9 mL) e'-tolueno (27 mL) foi adicionado dibal-H (15 mL, 1,0 M em to-

lueno) gota a gota por meio de uma bomba de seringa em 30 minutos em -
78°C. A mistura continuou a agitar em -78°C- durante 2 horas e TLC (hexa-
nos/AcOEt, 1:1,5) mostrou todo 0 material de partida conéUmido. A reacéo foi
extinguida com metanol (0,3 mL, 7,4 mmols) em -78°C e HCl a 5% (20 mL) foi
adicionado seguido por adigdo de A_cOEt (50 mb). O banho de gelb se-
co/acetona foi removido e a mistura foi aquecida para 0°C e agitada durante 15

‘minutos. A camada aquosa foi extraida com AcOEt duas vezes e as camadas

organicas combinadas foram lavadas com HCl a 5% frio e salmoura, secadas
sobre sulfato de sédio anidroso. Ela foi filtrada através de celita e os solventes
foram removidos. O residuo fdi purificado por cromatografia instantanea (Hexa-
nos/AcOEt, 1:1, 1:1,5, 1:2, 1:3, 15, 100% de AcOEt)-para fornecer (2S)-4-
(metileno)-1 -[5-metéxi-2-nitro-4-(feniImetéxi)benzoil]-2-pirroIidinacarboXalde|’do

como um sélido amarelo macio (2,69 g, y = 92%). 'H RMN (400 Hz, CDClg): o
composto aparece como um par de rotdmeros distintos. 8 9,75 (s, 0,7H), 9,32
(s, 0,3H), 7,76 (s, 0,7H), 7,69 (s, 0,3H), 7,45 - 7,31 (m, 5H), 6,85 (s, 0,7H), 6»,80
(s, 0,3H), 5,19 - 4,82 (m, 4,7H), 4,56 (d, J = 16 Hz, 0,3H), 4,14 - 3,79 (m, 5H),
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2.99 - 2,68 (m, 2H); ®C RMN (400 Hz, CDCls): 198,3, 197,1, 167,1, 1550,

- 154,6, 148,4, 141,3, 140,4, 137,2, 135,2, 128,7, 128,5, 128,4, 127,5, 126,9,

126,6, 109,8, 1094, 109,3, 1092, 109,1, 71,3, 66,6, 64,3, 56,7, 56,6, 52,2, 50.6,
33,2, 31,9; MS (ESI): m/z4192(M+Na)

;(:L(D'~[ Dng m?a— ~j;c((\3'

MS: 4290 (MHY

Procedimento 1: a uma solugéo de L2_S);4-(metileho)41 -[5-metdxi-2-
nitr6-4-(fenilmetéxi)benzoil]-2-pirrolidin:icafbbxalde|’do (1,0 éqUivaIenté) em
THF/H.O (viv, 1,7:1, 0,03 M) foi adicionado hidrossulfito de sodio (5~8 equiva-
lentes) em porgdes dentro de 2 minutos em temperatura ambiente. AA mistura foi
também agitada durante 6~20 horas e monitorada por TLC (hexanos/AcOEt 1:2

‘e CH.Cl,/MeOH 5:1). Apés o aldeido ser quase consumido, a reagao foi extin-

guida com metanol (em torno do mesmo volume como 0 THF utlhzado) Os sol-
ventes foram removidos por evaporagao glratorla em VAcuo (temperatura <
40°C) e o sélido restante foi colocado em vécuo elevado para tornar-se comple-
tamente seco. O solido foi suspenso em metanol anidroso (0,03 M) e AcCl
(8~10 equwalentes) foi adicionado gota a gota em temperatura ambiente. Apés
agltada durante 15 minutos, a solugdo turva foi filtrada e o sélido foi lavado com
metanol anldroso O filtrado amarelo claro foi agitado em temperatura ambiente
durante 1a2 horas e foi extinguido com bicarbonato de sédio saturado. Apés a
maioria do metanol ser removido por evaporagdo giratoria, 0 restante foi diluido
com d|cIorometano e 4gua. A camada aquosa foi-extraida com AcOEt. As ca-
madas organicas combinadas foram secadas sobre sulfato de sédio anidroso e
filtradas. Os solventes foram removidos e o residuo foi purificado por cromato-
grafia instantanea (hexanos/AcOEt, 1:3, 1:5) para fornecer (11aS)-7-metdxi-2-
metileno-8-(fenilmetdxi)-1,2,3,11 a-tetraidro-SH-pirrol[Z,1 -1 ,4]benzodiaze’pih755'
ona em produgdo de 70% a 85%. Os espectros de RMN sao coéfentes com a
literatura relatada. MS (ESI): m/z 371,2 (M + Na)*. MS (ESI, com CH3OH): m/z
403,3 (M + CH3OH + Na)". MS (ESI, com H,0): m/z389,2 (M + Hz20 + Na)".
'Procedimento 2: a uma solucdo de (2S)-4-(metileno)-1-[5-metd-
xi-2-nitro-4-(fenilmetéxi)benzoil]-2-pirrolidinacarboxaldeido (1,0 equivalente)
em MeOH/H20 (v/v, 3,2:1, 0,03 M) foi adicionado hidrossulfito de sédio (6~8
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equivalenteS) em por¢des dentro de 2 minutos em temperatura ambiente,
seguido por adi¢do de hidrossulfato de sédio (0,5~1 ,0'eduivalente). A mistu-
ra foi também agitada duranté 12~20 horas e monitorada por TLC (hexa-
nos/ACOEt 1:2 e CH,Cl,/MeOH 5:1). Apés o intermediario [MS (ESI): 459,0
(M — H)] ser quase consumido, a reagéo foi extinguida com bicarbonato de

~ sbdio saturado para pH 5~6. Os solventes foram removidos por evaporagao

giratéria em vécuo (temperatura < 40°C) e o solido restante foi colocado em
vacuo elevado para tornar-se completamente seco. O sdélido foi suspenso
em metanol anidroso (0,03 M) e AcCl (8~10 equivalentes) foi adicionado go-

ta a. gdta em temperatura. ambiente. Apds agftada durante 15 minutos, a so-

“lugdo turva foi filtrada e o sélido foi lavado com metanol anidroso. O filtrado

amarelo claro fOI agitado em temperatura ambiente durante 1a2 horas e foi
extlngwdo com bicarbonato de sédio saturado. Apés a maioria do metanol
ser removido por evaporagao glratorla o restante foi diluido com diclorome- -

tano e agua. A camada aquosa foi extralda com AcOEt. As camadas organi-

‘cas comblnadas foram secadas sobre sulfato de sédio amdroso e filtradas.

Os solventes foram removidos e 0 resuduo foi purificado por cromatografia
instantanea (hexanos/AcOEt, 1:3, 1:5) para fornecer (11aS)-7-metoxi-2-

_ metileno-8-(fenilmetéxi)-1 ,2,3,11a-tetraidro-5H-pirrol[2,1 ][ ,4]behzodiaze-

pin-5-ona em produgéo de 65% a 80%.

CH3SO3H HO. N=,
ﬁ@((@* s O
N
HyCO HyCO

A uma solugao do material de partida (98 mg, 0,28 mmol) em
diclorometano anldroso (2 mL) foi adicionada uma solugdo recentemente
misturada de acido metanossulfénico (2 mL) em diclorometano anidroso (4
mL) em temperatura ambiente. A mistura foi agitada em temperatura ambi-
ente durante 1,5 hora e foi vertida em gelo (~30 g), extinguida com NaHCO3;
saturado e diluida com diclorometano. A camada aquosa foi extraida com
diclorometano uma vez e as camadas orgénicas combinadas foram secadas
sobre sulfato de sédio anidroso, filtradas e os solventes foram removidos. O
residuo foi purificado por cromatografia instantédnea (CH2Cly/MeOH, 15:1)
para fornecer o produto como um sélido amarelo (29 mg). A camada aquosa
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~ acima foi agitada em temperatura ambiente durante a noite e extraida com

_ diclorometano e AcOEt subseqientemente. Os diclorometano € AcOEt com-

binados foram secados sobre sulfato de sédio anidroso, filtrados e os solven--
tes foram removidos para fornecer '(11aS)-,8-hidréxi-7-métc’>xi-2-mefileno-.
1,2,3,11a-tetraidro-5H-pirrol[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-ona (25 mg). A pro-
dugao total & 74%. 'H RMN (400 Hz, CDCl3): 7,65 (d, J = 4,8 Hz, 1H), 7,48
(s, 1H), 6,87 (s, 1H), 6,35 (bs, 1H), 5,17 (t, J = 1,6 Hz, 1H), 5,14 (7, J =
1,6Hz, 1H), 4,26 (s, 2H), 3,93 (s, 3H), 3,87 - 3,83 (m, 1H), 3,12 - 3,05 (m

" 1H), 2,91 (d, J = 16 Hz, 1H); MS (ESI): m/z 281 0 (M+ Na)*. MS (ESI com

agua): m/z258,9 (M + H)*, m/z299,1 (M + H0 + Na)*.
Exemplo 12: 8, 8- -[5-acetiltiometil-1,3- benzenodnlbls(metlleno-

éxi)]-bis[(S)—Z—nﬁetileno-?-m_etoxu-1 2,3,11a-tetraidro-5H-pirrol[2,1-c][1,4]-

benzodiazepi'n-s-o.na]

OH SAc -
S A

A uma solugdo de trifenilfosfina (577 mg, 2, 2 mmols) em THF
anidroso (5 mL) foi adicionado azodicarboxilato de dietila (2,2 M em tolueno,

791 pL, 1,7 mmol) gota a gota em 0°C. .Apés agitada em 0°C durante 50 mi-

nutos, uma solugéo de 1,3,5-tri(hidroximetil)benzeho (269 mg, 1,6 mmol,

preparado por reducgédo de 1,3,5-benzenotricarboxilato de trimetila com hidre-
to de aluminio de Iitio em THF, co-evaporado com benzeno seco e secado
em vécuo elevado durante par de horas antes do uso) e acido tioacé'tico
(108 pL, 1,45 mmol) em THF seco (4 mL) foi adicionada gota a gota. Apos 1
hora, o banho de gelo/agua foi removido e a reacdo foi agitada em tempera-
tura ambiente durante 15 horas. Os solventes foram removidos por evapora-
gao glratona em véacuo. O residuo foi purificado por cromatografla instanta-
nea para fornecer 5-acetiltiometil-1,3- blS(hIdI’Oleet") -benzeno como sélido
incolor (110 mg). "H RMN (400 Hz, CDCI3) 57,13-6,99 (m, 3H) 4,45 (apt, J
= 20,4 Hz, 4H), 3,98 (apt, J = 20,4 Hz, 4H), 3,73 (bs, 2H), 2,24 (apt, J = 20,4
Hz, 3H); MS (ESI): m/z249,0 (M + Na)*.

oo i . ot o
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A uma solugdo de trifenilfosfina (28 mg, 0,1 mmol) em THF ani-
droso (0,3 mL) foi adicionado azodicarboxilato de disopropila (19 pL, 0,09

‘mmol) gota a gota em 0°C. Apds agitada em 0°C durante 35 minutos, uma
solugdo de (1 1aS)-8-hidréxi-?-metéxi-z-metileno-1 ,2,3,11a-tetraidro-5H-pir-

rol[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-ona, composto 5, (18 mg, 0,07 mmol, co-

_ evaporado com benzeno seco e secado em vacuo elevado durante par de

horas antes do uso) em THF seco (0,2 mL) foi adicionada. A mistura conti-
nuou a agitar durante 10 minutos antes de 5-acetiltiometil-1,3-bis(hidroxi-
metil)-benzeno, composto 6, (6,6 mg, 0,03 mmol, co-evaporado com ben-

zeno seco e secado em vacuo elevado durante par de horas antes do uso)

"em THF seco (0,2 mL) ser adicionado. A mistura reacional foi deixada agitar

em 0°C durante-35 minutos. O banho de gelo/dgua foi removido € a solugao

- foi agitada em temperatura ambiente durante 21 horas. Os solventes foram'

removidos por evaporagédo giratéria em vacuo. O residuo foi purificado por

cromatografla instantanea para fornecer o produto bruto que foi também pu-

rificado por HPLC preparativa (coluna C18, CH3CN/H20) para fornecer 0,7

mg de 8,8’-[5-acetllt|omet|l-1,3-benzenodulbls(metllenoox1)] -bis[(S)-2- -metile-
no-7-metoéxi-1,2,3,1 1a—tefraidro-5H-pirro.I[2,1 -c][1,4]benzodiazepin-5-onal,
composto 7. MS (ESI, com H,0): m/z 765,3 (M + 2H,0 + Na)*, 747,3 (M +
H,O + Na)*, 729,2 (M + Na)*, 707,3 (M + H)*, 663,2 (M - Ac).
Exemplo 13: Ester terc-butilico de &cido Bis-{2-[(S)-2-metileno-?-metéxi-S-oxo-
1,2,3,11a-tetraidro-5H-pirrol[2,1-c][1 ,4]benzodiazepin-8-iléxi]-etil}-carbamico

| Esquema 1 -
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Composto 1. Cloreto de tionila (5,6 mL 76,3 mmols) f0| adicio-
nado gota a gota a metanol seco (76 mL) em -20°C segwdo por adicdo de
trans-4-hidréxi-L- -prolina (5,0 g, 38,1 mmols). A mistura resultante foi deixada
aquecer para a temperatura ambiente e agltada durante 20 horas 0] solven- |
te foi removido sob pressdo reduzida, e o residuo foi também secado sob
vacuo elevado para fornecer éster metilico de trans-4-hidroxi-L- prolma 1 co-
mo um SOIIdO branco: '"H RMN (300 MHz, DMSO-ds) 62,18 — 2,23 (m, 2H), |
3,06 (m, 1H), 3,32 — 3,36 (m, 2H), 3,76 (s, 3H), 4,42 (amplo s, 1H), 4,48 (dd,
J=5,4,8,1Hz, 1H), 5,56 (br s, 1H); EIMS m/z 146 ((M]*+1). B

~ Composto 2. A uma solugdo de éster metilico de trans-4-hidréxi-L-
prolina 1 (4,48 g, 30,9 mmols) e bicarbonato de sédid (1,56 g, 18,5 mmols)' em
DMF anidroso (42 m'L) foi adicionada solugéo de (BOC).O em DMF (20 mL) em
O°C sob argdnio. Apés agitagéo durante uma noite em temperatura ambiehte, a
reagdo foi extinguida por uma adi¢do de 100 mL de H,O em 0°C, e extraida
com EtOAc (4 x 80 mL). A camada orgénica combinada foi lavada com salmou-
ra (100 mL), secada (MgSO0s,), filtrada e concentrada com rotavapor. O residuo
foi purificado por cromatografia instanténea (sflica-gel, 1:1 de hexanos/EtOAC) .



10

15

20

25

30

77

para fornecer éster metilico de trans-4-hidroxi-L-prolina protegido por N-BOC 2
como dleo incolor: 'H RMN (300 MHz, CDCls, rotameros) 61,38 e 1,43 (2 xs,
9H), 2,04 — 2,07 (m, 1H), 2,23 - 2,27 (m, 2H) 3,54 — 3,63 (m, 2H), 3,70 (s, 3H),

4,34 — 4,38 (m, 1H), 4,46 (amplos 1H).
Composto 3. (Franco Manfre, Jean-Marc Kern, e Jean-Francois

_ Biellmanh J. Org. Chem. 1992’, 57, 2060-2065). Composto éster metilico de

trans-4-hidréxi-L-prolina protegido por N-BOC 2 (3,24 g, 13,2 mmols) foi dis-
_solvido_ em CHCl, (132 mL) e resfriado para 0°C. Piridina e periodinano de
Dess-Martin foram adicionados € a agitagéo foi continuada até TLC nao
mostraf nenhum resto de SM. A mistura reabional foi diluida com CH2Cly,

‘lavada com NazS;03 aquoso a10% (3 x 50 mL), 1N de HCI aquoso (50 mL),

NaHCO; aquoso saturado (50 mL), salmoura (50 mL), secada sobre MgSOs,
filtrada e concentrada. Puriﬁcagéo do residuo por cromatografia instanténea-
(silica-gel, 7:3 de hexanos/EtOAc) forneceu éster metilico de 4- -OX0- -L-prolina -
protegido por N-BOC 3 como éleo amarelo claro: 'H RMN (300 MHz, CDCIs,

‘rotdmeros) 61 44 (s, 9H), 2,53 - 2,57 (m 1H), 2,85 — 2,96 (m, 1H), 3,72 e -

374(2xs 3H), 3,85 — 387(m 2H), 467 477(m 1H).
Composto 4. (Kuei-Ying L|n Mark Matteucci US 5414077). Uma

solugao de potéssio-t-butéxido (2,51 g, 22,3 mmols). em THF anidroso (40 mL)

foi adicionada a uma suspens&o de brometo de metiltrifenilfosfénio (7,99 g, 22,3

mmols) em THF (40 mL) em 0°C. A suspens&o de ileto amarela resultante foi
agltada em 0°C durante 2 horas antes da adi¢do da solugdo de éster metilico
de 4-oxo-L-prolina protegido por N- BOC 3 (2,72 g, 11,2 mmols) em THF (32
mL). Apés agitagdo em temperatura ambiente durante 1 hora, a mistura reacio-
nal foi diluida com EtOAc (100 mL), lavada com HxO (80 mL), salmoura (80
mL), secada (MgSOs), e concentrada. Purificagao do residuo por cromatografia
instantanea (silica-gel, 91 de hexanos/EtOAc) produziu éster metilico de 4-
metileno-L-prolina protegido por N-BOC, composto 4, como ¢éleo incolor: H
RMN (300 MHz, CDCls, rotameros) 61,40 e 1,45 (2 x s, 9H), 2,58 — 2,62 (m,
1H), 2,88 — 2,98 (m, 1H), 3,69 e 3,70 (2 x s, 3H), 4,03 — 4,06 (m, 2H), 4,36 -
4,49 (m, 1H), 4,97 — 4,99 (m, 2H); EIMS m/z264 (M]*+Na).

Composto 5. Ester metilico de 4-metileno-L-prolina protegido por
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N-BOC, composto 4, (0,8 g, 3,31 mmols) foi dissolvido em CH.Cl, (6,5 mL) e

resfriado para 0°C. Uma solugdo de acido trifluoroacético (6,5 mL) em

CH.Cl, (6,5 mL) foi adicionada gota a gota e a mistura resultante foi agitada:
em temperatura ambiente durante 1 .5 hora. Apdés remogéo de solventé‘s VO-.
lateis com rotavapor, o residuo marrom foi dISSO|VId0 em 10 mL de H20, la-
vado com Et,0 (3 x 5 mL). Solugao aquosa foi concentrada a qual foi tam-
bém secada sob vécuo elevado para produzir éster metilico de 4-metileno-L-
prolina 5 como sal de TFA: 'H RMN (300 MHz, CDCls, rotameros) 2,83 -

2,87 (m, 1H), 3,05 — 3,11 (m, 1H), 3,80 e 3,81 (2 x s, 3H), 4,00 —.4,10 (m, i
oH), 4,55 (dd, J = 5,7, 5,7 Hz, 1H), 5,17 = 5,21 (m, 2H); 'C RMN O 34,0,

49,1, 53,8, 59,3, 11,7, 137,6, 169,8; EIMS m/z 142 ((M]*+1).

Compbsto_ 6 ( Kamal, A.; e outros J. Med. Chem. 2002, 45, 4679-
4688) | | |

Dietanolamina (3,57 g, 3¢ mmols) foi dlssolwdo em metanol (20
mL) e tratado com Et3N (4,7 mL 34 mmols) e trifluoroacetato de etila (4,90 g,
34 mmols) durante 20 horas em temperatura ambiente, seguido por adicao
de mais 1 mL de CF;COOEt. Apés mais 20 horas, a remogdo de solventes
volateis sob véacuo elevado produziu 0 composto N-trifluoroacetil-dietanola-
mina 6 como 6leo afnarelo claro, q'ue foi utilizado sem outra purificagéo. N |

Composto 7. Azodicarboxilato de dietila (7,66 g, 44 mmols) foi
adicionado gota a gota a uma solugao agitada de vanilato de metila (7,30 g,
40,1 mmols) e tnfenllfosflna (15,67 g, 59,7 mmols) em THF anidroso (57 mL)
em 0 °C, e a mistura resultante foi agitada durante 1 hora nesta temperatura
seguido por adigdo de uma solugéo de N-trifluoroacetil-dietanolamina 6 (7,30
g, 40,1 mmols) em THF anidroso (20 mL). Apés agitacdo durante uma noite
em temperétura ambiente, a reagdo foi extinguida com H2O (100 mL), e ex-
traida com Et,O (3 x 80 mL). As camadas de Et,O combinadas foram lava-
das com salmoura (100 mL), secadas (MgSOs), e concentradas. Purificagao
do residuo por cromatografia instantanea (silica-gel, 8:2 a 7:3 de hexa-
nos/EtOAc) produziu N-trifluorocetil-N,N-di[2-(4-metoxicarbonil-2-metdxi-fe-
néxi)etillamina, composto 7, como um sdélido branco: 'H RMN (300 MHz,
CDCl3) 63,81 (s, 3H), 3,84 (s, 3H), 3,87 (s, 3H), 3,88 (s, 3H), 4,04 — 4,08 (m,
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4H), 4,28 — 4,32 (m, 4H), 6,84 € 6,85 (2 x d, J= 6,3 Hz, 2H), 7,50 e 7,51 (2 x
d, J=1,5 Hz, 2H), 7,61 (dd, J = 1,5, 6,3 Hz, 2H). |

Composto 8. Cu(NOs)2.xH,0 sdlido (2,33 g, 12,41 mmols) foi
adicionado a uma solugéo agitada de N-trifluorocetil-N,N-di[2-(4-metoxicar-

.bonil-2- metox1 fenoxn)enl]amlna 7 (2,62 g, 4,96 mmols) em anidrido acético

(50 mL) em 0°C. A mistura reacional foi agitada em 0°C durante 1 hora e

temperatura ambiente durante 2 horas, em seguida vertida em 200 mL de
agua gelada. A agitacdo foi continuada durante mais 1 hora. O precipitado
amarelo resultante foi coletado por filtragao. Outra purificagdo com cromato-

grafia i.nstanténea (silica-gel, 6:4 de ‘hexanos/EtOAc) produziu N-trifluoro-

' cetiI-N,N-di[2-(4-metoXi'carbonil-2-met6xi‘-5-nitro-feniléxi)etil]amina, composto

8, como sélido amarelo claro: 'H RMN (300 MHz, CDCIs) 03,86 (s, 3H), 3,88
(s, 3H), 3,886 (s, 3H), 3,890 (s, 3H), 4,04 — 4,09 (m, 4H), 4,30 - 4,35 (m,
4H)698e699(2xs 2H), 7,37 € 7,40 (2 x s, 2H). o

Composto 9. Uma solugdo de N-trifluorocetil- N N-d|[2 (4- -metoxi-

’carboniI-2—metOX|-5-n|tro-_femloxu)etll]amma 8 (2,58 g, 4,16 mmols) em. THF-

MeOH (1:2, 48 mL) foi tratada com K.CO3 aquoso a 10% (16 mL) em tempera-
tura ambiehte durante 12 horas. Apos remogédo de volétill com rotavapor, 0 resi-
duo foi diluido com 100 mL de HzO, extraido com EtOAc (3 x 100 mL). As ca-
madas de EtOAc combinadas foram lavadas com salmoura (100 mL), secadas
(MgS0.), e concentradas produzindo N,N-di[2-(4-metoxicar'bonil-2-me’kéxi-5-
nitro-feniléxi)etil]amina, composto 9, em sélido' amarelo, que foi utilizado sem
outra purificagio: 'H RMN (300 MHz, CDCls) 0 3,17 (t, J = 3,9 Hz, 4H), 3,89 (s,
6H), 3,93 (s, 6H), 4,19 (t, J= 3,9 Hz, 4H), 7,05 (s, 2H), 7,47 (s, 2H).

Composto 10 N,N-di[2-(4-metoxicar_bonil-2-metéxi-5-nitrofenil-’

~ oxi)etillamina, composto 9, (bruto, 4,16 mmols) e NaHCO; (210 mg, 2,50

mmols) foram suspensds em THF, e tratados com (BOC).O (999 mg, 4,58
mmols) em 0°C e a agitagdo foi continuada em temperatura ambiente durante 3
horas. Apés remogdo de THF, o reSiduo foi dividido entre H,O e EtOAc
(100/100 mL). A camada aquosa foi também extraida com EtOAc (2 x 50 mL).
As camadas de EtOAc combinadas foram lavadas com salmoura (80 mL), se-

cadas (MgSO.), e concentradas. Purificagdo do residuo por cromatografia ins-
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tantanea (silica-gel, 6:4 de hexanos/EtOAc) produziu N-terc-butoxicarbonil-N,N-
di[2-(4-metoxicarboniI-2—metéxi-5-hitro-feniléxi)etil]amina, composto 10, como
sélido amarelo claro: 'H RMN (300 MHz, CDCls) & 1,44 (s, 9H), 3,77 (m, 4H),
383,386 ¢ 3,87 (3xs, 12H), 4,20 € 4,26 (2 xt, J= 3,9 Hz, 4H), 6,97 € 6,99 (2
x s, 2H), 7,36 € 7,40 (2 x s, 2H); EIMS m/z 646 (IM]*+Na). |
Composto 11. N- terc butoxmarboml N,N-di[2- (4- metox:carboml-z- '

- metdxi-5-nitro-fenildxi)etillamina, composto 10 (2,11 g, 3,39 mmols) foi suspen-

so em THF-MeOH-H,0 (3:1:1, 65 mL) e tratado com 1M de LiOH aquoso (14
mL) em temperatura ambiente durante 3. horas. Apés‘vrer'hoc;éo de solventes |

volateis, o residuo foi diluido com HxO (25 me). A solugdo aquosa resultante foi

acidificada para pH ~ 1 com HCI concentrado. O N-terc-butoxicarbonil-N,N-di[2-

(4-carbdxi-2-metdxi-5- nitro-feniléxi)etil]amina precipitado, composto 11, foi cole-
tado por flltragao lavado com HgO e tambem secado sob vacuo elevado: 'H
RMN (300 MHz, CDCIa, rotameros) 01,39 (s, 9H), 3,70 (m 4H) 3,88€e3, 89 2 x
s, 6H), 4,29 (m 4H) 7,29e 7,31 (2xs, 2H) 7,63 (s, 2H), 13,60 (amplo s, 2H);
C RMN §27,8, 46,2 e 46,6, 56,3 e 564 67,2, 79,2, 107,9 e 108,0, 111,3,
1414 e 1415, 1491, 151,7, 1545, 1165,9; HRMS m_/z cal_culado para

CasH20N3044Na 618.1547, encontrado 618.1552 ([M]*+Na).

Composto 12. Uma quantidade catalitica de DMF (2 gotas) foi adi- "
cionada a uma SOIugéo' de N-terc-butoxicarbonil-N,N-di[2-(4-carbéxi-2-metoxi-5-

~ nitro-feniléxi)etiflamina 11 (194 mg, 0,33 mmol) e cloreto de oxalila (72,7 uL,

0,81 mmol) em THF amdroso (6,5 mL) e a mistura resultante foi agitada em

- temperatura ambiente durante uma noite. Excesso de THF e cloreto de oxalila

foi removido com rotavapor. O cloreto de actila foi ressuspenso em THF fresco
(4 mL) e foi adicionado gota a gota a uma solugdo de éster metilico de 4-
metileno- L-prohna 5 (206,7 mg, 0,81 mmol), EtsN (0,19 mL, 1,39 mmol), e H.O
(0,4 mL) em THF (1 mL) em 0°C sob atmosfera de argonio. A mistura reacional
foi deixada aquecer para a temperatura ambiente e a agitagdo foi continuada
durante 2 horas. Apds remogéo de THF, o residuo foi dividido entre H20O e E-
tOAc (10/10 mL). A camada aquosa foi também extraida com EtOAc (2 x 8 mL).
As camadas orgénicas combinadas foram lavadas com salmoura (10 mL), se-
cadas (MgSOs) e concentradas. Purificagéo do residuo por cromatografia ins-
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tantanea (silica-gel, 2:8 de hexanos/EtOAc) produziu éster terc-butilico de 4cido
bis{2-[5~metéxi-2-nitro-4-[(S)-4-mevtilen6-2-metoxicarbonil-1 ;pirrolidinilcarboni|]-

feniloxi)-etil}-carbamico 12 como dleo amarelo claro (rotameros): 'H RMN (300
MHz, CDCls, rotdmeros) 51,46 (s, 9H), 2,68 — 2,75 (m, 2H), 2,99 — 3,10 (m,

2H), 3,60 — 4,28 (m, 24H), 4,56 - 5,12 (m, 6H), 6,78 — 6,83 (m, 2H), 7,63 - 7,71
. (m, 2H); EIMS m/z 864 ((M]*+Na).

Composto 13. A uma solUgéo vigorosamente agitada de éster terc-
butilico de acido bis{2-[5-metéxi-2¢nitro-4-[(S)-4-metileno-2-metoxicarb0nil-1-
pirrolidinilcarbonil]feniléxi]-etiI}-carbémico' 12 (100 mg, 0,12 mmol) em tolueno
anidrosb (2,4 mL) foi adicionada gota a _gbta sblugéo de DIBAL-H (480 pL de

‘uma solugédo a 1M em tolueno) em -78°C sob atmosfera de argdnio. Apés a

mistura ser agitada durante um adicional de 45 minutos, excesso de reagente

foi decorhposto por adicdo de cinco gotas de metanol seguido por HCI a5% (4

mL). A mistura resultante foi delxada aquecer para 0°C. As camadas foram se- -

paradas e a camada aquosa foi também extraida com CHxCl> (3 x 3 mL) As

'camadas orgamcas combnnadas foram lavadas com salmoura, secadas (Mg-

804) e concentradas. Punfncagao do residuo por cromatografia instanténea (su-'
lica-gel, 95:5 de CHCl/MeOH) produziu éster terc- butilico de acido bis{2-[5-
metdxi-2-nitro-4-[(S)-4-metileno-2-formil-1 -pirrolidiniIcarbonil]feniléxi]-étil}-
carbamico 13 como 6leo amarelo claro (84 mg, 91%). |
Composto 14. Uma mistura de éster terc-butilico de &cido bis{2-

[5-metéxi-2-nitro-4-[(S)-4-metileno-’2-fdrmil-1 -pirrolidinilcarbonil)feniloxi]-etil}-

‘carbamico 13 (180 mg, 0,23 mmol), NazS:04 (1,84 mmol, 8 equivalentes),

3, 5 mL de THF, e 2,2 mL de H20 foi agitada em temperatura ambiente du-
rante 20 horas Os solventes foram removidos sob véacuo elevado. O residuo
foi ressuspenso em MeOH (30 mL), e AcCl foi adicionado gota a gota até pH
~ 2 A mistura resultante foi agitada em temperatura ambiente durante 1 ho-
ra. A reagdo foi preparada por remogao da maioria do MeOH, em seguida
diluida com EtOAc (25 mL). A solugéb de EtOAc foi lavada com NaH»COa
aquoso saturado, salmoura, secada (MgSQOa), e concentrada. Purificagédo do
residuo por cromatografia instantanea (silica-gel, 97:3 de CHCly/MeOH) pro-
duziu éster terc-butilico de é&cido bis-{2-[(S)-2-metileno-7-metoxi-5-0xo-
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1,3,11a-tetraidro-5H-pirrol[2,1-c][1 ,4]benzodiazepin-8-iloxi]-etil}-carbamico 14
como sélido branco (86 mg, 50%). '

Exemplo 14: (1 1aS)-7-(5-bromopentildxi)-2-metileno-1,2,3,1 1a-tetraidro-5H--
pirrol[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-ona

Esglje‘ma 2

o oty came HETY
f] ' MeO” 37 S CoMe | a0 S ~Co,Me
S : - .
MeO” R . s »

©#* { 5 dibromopentano

e

o nq,)?uzo, "‘(]:Iw!}m _omis

mun ‘;‘

Q .
[ Y- ’”v‘f"' _esa, o
. ?,l:( e =~ 00 .i dm

e e

Composto 15. A uma solugao de vanilato de metila (9,109 g, 50
mmols) em acetona (200 mL) foram adicionados K2C03 (27,64 g, 200
mmols) e 1,5-d|bromopentanc_> (20,4 mL, 150 mmols). A mistura resultante foi
aquecida até o fefluxo. Apés 6 horas, TLC ndo mostrou nenhum reéto de
material de partida. A mistura foi resfriada para a températura ambiente, e 0
sélido foi removido por filtragdo. O filtrado foi concentrado. Purificagéo por
cromatografia mstantanea (silica-gel, 8:2 de hexanos/EtOAc) forneceu éster
metilico de &cido 4-(5-b_romopentIIOX|)-3-metox1 benzdico 15 como sdlido
branco (13,65 g, 82%): 'H RMN (300 MHz, CDCls) 6 1,60 — 1,66 (m, 2H),
1,85 — 1,97 (m, 4H), 3,42 it J = 5,0 Hz, 2H), 3,87 (s, 3H), 3,89 (s, 3H), 4,06

~ (t,J=5,0 Hz, 2H), 6,85 (d, J = 6,3 Hz, 1H), 7,52 (d, J=1,5Hz, 1H), 7,63 (dd,

J =63, 1,5 Hz, 1H); EIMS m/z 353 e 355 ([M]"+Na). .
Composto 16. Cu(NOs)2.xH20 sdlido (3,64 g, 19,42 mmols) foi
adiciQnado a uma solugdo agitada de éster metilico de acido 4- -(5-bromo-
pentiléxi)-S-météxi-benzéico 15 (5,36 g, 16,18 mmols) em anidrido acético
(81 mL) em 0°C. A mistura reacional foi agitada em 0°C durante 1 hora e

'temperatura ambiente durante 2 horas, em seguida vertida em 200 mL de

agua gelada. A agitagdo foi continuada durante mais 1 hora. O precipitado
amarelo resultante foi coletado por filtragdo e lavado com agua. Além disso

secado sob vacuo elevado produziu o composto éster metilico de acido 4-(5-
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bromopentiléxi)-s-metéXi-z-nitro-benzéico 16 como sélido amarelo claro
(5,98 g), que foi utilizado diretamenté para a proxima étapa: 'H RMN (300
MHz, CDCl3) 61,59 — 1,70 (m, 2H), 1,85 — 1,98 (m, 4H), 3,43 (t, J = 5,1 Hz,
2H), 3,89 (s, 3H), 3,94 (s, 3H), 4,08 (t, J = 4,8 Hz, 2H), 7,05 (s, 1H), 7,42 (s,
1H). EIMS m/z 398 e 400 ([M]"+Na).

, Composto 17. Ester metilico de acido 4- -(5- bromopentﬂoxn) -5-me-
téxi-2-nitro-benzoico 16 (5,98 g, 15,9 mmols) foi suspenso em THF-MeOH-
H:0 (3:1:1, 157 mL) e tratado com 1M de LiOH aquoso (31 mL) em tem-
peratura ambiente durante 5 horas.. Apos remogao de solventes volatels o]
residuo foi diluido com HZO (70 mL). A_solugao aquosa resultante foi acidifi-

"cada para pH ~ 2 com HCI concentrado. O acido 4-(5-bromopentiloxi)-5-

metoxi-2-nitro-benzdico precipitado 17 foi coletado pbr filtragao, Iava.d'o com
H0, e também secado sob vacuo elevado (5,47 g): 'H RMN (300 MHz, CD-
Cls) 01,64 - 1,68 (m, 2H), 1,87 — 1,98 (m, 4H), 3,43 (t, J = 4,8 Hz, 2H), 4,08 -
(s, 3H), 4,10 (t, J = 5,1 Hz, 2H), 7,21 (s, 1H), 7,35 (s, 1H) 13 60 (amplo s,

'1H); EIMS m/z 384 e 386 ([M]"+Na).

“Composto 18. Uma quantldade catalitica de DMF (2 gotas) foi
adicionada a uma _solug:ao de acido 4-(5-bromopentildxi)-5-metoxi-2-nitro-

‘benzéico 17 (270 mg, 0,74 mmol) e cloreto de oxalila (80 pL, 0,89 mmol) em

THF anidroso (7,5 mL) e a mistura resultante foi agitada em temperatura
ambiente durante uma noite. Excesso de THF e cloreto de oxalila foram re-
movidos com rotavapor. O cloreto de acetila foi ressuspenso em THF fresco
(6 mL) e foi adicionado 'gota a gota a'uma. solugdo de éster metilico de 4-
metileno-L-prolina 5 (228 mg, 0,89 mmol), EtsN (O,'32 mL, 2,31 mmols), e
H.0 (0,15 mL) em THF (1,5 mL) em 0 °C sob atmosfera de argbnio. A mistu-
ra reaciona-l foi deixada aquécer para a temperatura ambiente e a agitagao
foi continuada durante 4 horas. Apds remogdo de THF, o residuo foi dividido
entre H,O e EtOAc (20/20 mL). A camada aquosa foi também extraida com‘
EtOAc (3 x 10 mL). As camadas orgéhicas combinadas foram lavadas com
salmoura (20 mL), secadas (MgSQ.) e concentradas. Purificagdo do residuo
por cromatografia instantanea (silica-gel, 6:4 de hexanos/EtOAc) produziu
éster metilico de 1-[4-(5-bromopentiléxi)—5-metéxi-2-nitro-benzoil]-4-metileno-
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L-prolina 18 como 6leo amarelo claro (rotdmeros): 'H RMN (300 MHz, CD-

. Cls, rotameros) & 1,62 — 1,68 (m, 2H), 1,86 — 1,98 (m, 4H), 2,64 — 2,75 (m,

1H), 2,99 - 3,08 (m, 1H), 3,43 (t, J = 51 Hz, 2H), 3,59 — 3,96 (m, 7H), 4,05 -
4,21 (m, 3H), 4,57 — 4,61 € 4,90 - 5,12 (m, 3H), 6,80 € 6,83 (2 s, 1H), 7,64
7,67 (2's, 1H); EIMS m/z507 e 509 (IM]*+Na). |

Composto 19. A uma solugéo Vigorosamente agitada de éster
metilico de 1-[4-(5- bromopentiléxi) -5-metoxi-2-nitro- benzoil]-4-metileno-L-
prolina 18 (61 mg, 0,12 mmol) em tolueno anndroso CHxCl> (3:1,2,5 mL) foi
adicionada gota a gota solugdo de DIBAL-H (188 ul de uma solugao a 1M |
em tolueno) em -78 °C sob atmosfera de argdnio. Apos a mistura ser agitada
durante um adlcnonal de 45 mlnutos excesso de reagente foi decomposto
por adigao de trés gotas de metanol seguido por HC! a 5% (2 mL). A mistura
resultante foi delxada aquecer para 0°C. As camadas foram separadas e a
camada aquosa f0| também extralda com CHxCly (3 X 2 mL) As camadas
organicas combmadas foram lavadas com. salmoura, e secadas (MgSO,) e
concentradas. Punflcagao do residuo por cromatografia instantanea (snllca-
gel, 1:1 de hexanos/EtOAc) produziu (S)-1-[4-(5-bromopenh|oxn) -5-metoxi-2- |
nitro- benzoil] 4-meti|eno-2-pirrolidinacarboxalde|’do 19 cofno' 6leo amarelo
claro (44 mg, 80%). |

Composto 20. Uma mistura de (S) -1-[4- (5 -bromopentiléxi)- 5 me-
t6xi-2-nitro-benzoil]-4-metileno- 2- pirrolidinacarboxaldeido 19 (43 7 mg, 0,096
mmol), Na,S;04 (0,58 mmol 6 equiv), 1,5 mL de THF, e 0,9 mL de H:O foi

. agitada em temperatura ambiente durante 18 horas. Os solventes foram re-

movidos sob vacuo elevado. O residuo foi ressuspenso em MeOH (6 mL), e
AcCI foi adicionado gota a gota até pH ~ 2. A mistura resultante foi agitada
em temperatura ambiente durante 1 hora. A reagao foi preparada por remo-
¢do da maioria do MeOH, em seguida diluida com EtOAc (20 mL). A solugao
de EtOAc foi lavada com NaHCOs; aquoso saturado, salmoura, e secada
(MgSQy) e concentrada. Purificagdo do residuo por cromatografia instanta-
nea (silica-gel, 98:2 de CHCly/MeOH) produziu (11aS)-7-(5-bromopentildxi)-
2-metileno-1,2,3,1 1a-tetrai.dro-SH-pirr‘ol[Z,1 -c][1,4]benzodiazepin-5-ona 20

‘como 6leo amarelo claro (31 mg, 74%): '"H RMN (300 MHz, CDClg) 61,58 -
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1,66 (m, 2H) 1,84 — 1,99 (m, 4H), 2,91 - 2,95 (m, 1H), 3,08 - 314(m 1H),
3,42 (t, J = 5,1 Hz, 2H), 3,93 (s, 3H), 3,87 — 4,27 (m, 5H), 5,15 (br s, 1H),
5,18 (br s, 1H), 6,84 (s, 1H), 7,49 (s, 1H), 7,71 (d, J = 4,0 Hz, 1H); EIMS vz

429 e 431 ((M]*+Na).

O Composto 20 pode em seguida ser acoplado a uma por¢do de
PBD preparada como no exerh'plo 11 para fdrmar um compoSto da invengao.
Exemplo 15: 8,8'-[3-(2-acetiltioetil)-1 5-pentanodiilbis(6xi)]-bis[(S)-2-metileno-
7-metoxi- 1 ,2,3,11a- tetraldro 5H- plrrol[2 1 c][1 4]benzo -diazepin-5- ona]

_ASH HO.
DEAD

, | A uma solugéo de'trifenilfosfina (1,77 g, 6,8 mmols)vem'THF ani? |
droso (15 mL) foi adicionado azodicérboxilato de dietila (2,2 M em tdlueno,
'2,4 mL, 5,4 mmols) gota a'gota em 0°C. Apos agitada em 0°C durante 55
minutos, uma solugéo de 3- (2 hidroxietil)pentano-1,5-diol (740 mg, 5 mmols)
e &cido tloacetlco (335 pL, 4,5 mmols) em THF seco (7 mL) foi aducnonada

‘gota a gota. Apos 1 hora o banho de gelo/agua foi removudo e a reagdo foi

agitada em temperatura ambiente durante 16 horas. Os solventes foram re-

movidos por evaporagdo giratéria em véacuo. O residuo foi purificado por

‘cromatografia instantanea (CHClalMeOH, 20:1, 15:1, 10:1, 4:1) para fornecer

3-(2-acetiItioetil)pentano-1,5-diol como solido branco (350 mg) e triol de ma- -
terial de partida recuperado (406 mg). 'H RMN (400 Hz, CDClg): & 3,_65 -
3,63 (m, 4H), 3,45 (bs, 2H), 2,84 - 2,80 (m, 2H), 2,28 (s, 3H), 1,73 - 1,67 (m,
1H), 1,55 - 1,49 (m, 6H). MS (ESI): m/z229,0 (M + Na)*. ~

R T E e

- A uma solucdo de trifenilfosfina (63 mg, 0,2 mrhol) em THF anidro-
so (0,4 mL) foi adicionado azodicarboxilato de disopropila (36 L, 0,17 mmol):
gota a gota em 0°C. Apés agitada em 0°C dUrante 25 minutos, uma solucdo de
(11 aS)-8-hidréXi-?-metéxi-2-metileno-1 ,2,3,11 a-tetraidrq-5H-pirroI[2,1 -
c][1,4]benzodiazepin-5-ona, 0 mondémero de PBD, (38 mg, 0,14 mmol, co-
evaporado com benzeno seco e secado em vacuo elevado durante duas horas

antes do uso) em THF seco (0,2 mL) foi adicionada. A mistura continuou a agi-
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tar durante 10 minutos antes do composto tioacetato (12 mg, 0,058 mmol, co-
evaporado com benzeno seco e secado em vacuo elevado durante duas horas
antes do uso) em THF seco (0,2 mL) ser adicionado. A mistura reacional foi
deixada agitar em 0°C durante 35 minutos. O banho de gelo/agua foi removido
ea s.olugéo‘foi agitada em temperatura ambiente durante 12 horas. Os solven-
tes foram renﬁovidos por evaporagao giratéria em vécuo. O residuo foi purifica- -
do por cromatografia instanténeé (CHCly/MeOH, 100:1, 50:1, 25:1, 20:1) para

- fornecer 8,8"-[3-(2-acetiltioetil)-1 ,5-pentanodiiIbis(éxi)]-bis[(S)-z-metileno-7-,
. metéxi-1,2,3,1 1a-tetraidro-5H-pirrol[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-ona] (19 mg, y = -

47%). "H RMN (400 Hz, CDCly): 8 7,66 (d, J = 4,4 Hz, 2H), 7,46 (s, 2H), 6,78 (s,
2H), 5,17 (s, 2H), 5,14 (s, 2H), 4,26 (s, 4H), 4,17 - 4,09 (m, 4H), 3,88 (s,.6H),

3,87 - 3,83 (m, 2H), 3,13 - 3,06 (m, 2H), 2,94 - 2,90 (m, 4H), 2,29 (s, 3H), 1,95

(bs, 3H), 1,68 '(bs 4H). MS (ESI, com HZO): m/z745,3 (M + 2H.0 + Na)*, 727,3
(M + H;0 + Na)*, 709,2 (M + Na)*. | - |
Exemplo - 16:  8,8'-[5-(N- -4- mercapto -4,4-dimetilbutanoil)amino- -1,3- benze-
nodiilbis(metilenooxn)] -bis[7-metdxi-2- metileno-1 ,2,3,11a-tetraidro-5H- -
pirrol[2,1-c][1 ,4]benzodia}r;/e7€mpin-5'-ona] pode ser preparﬁ:;omo segue:
vr@m DO i, IO mc:I:Lrg

) A uma suspensdo de cloridrato de Trls(2 carbomehl)fosfma
(TCEP, 52 mg, 0,18 mmol) em agua (0,3 mL) foi adicionado bicarbonato de

sédio satufado (~0,6 mL) gota a gota para ajustar o pH para 6~7. Um tam-

* péao de fosfato (pH 7,0, 10 mM, Na,HPO.4/H3sPO,4, 0,5 mL) foi em'seguida a-

dicionado a ela. Esta solugéo de TCEP obtida foi adicionada a uma mistura
de 8,8’-[5-(N-4_-metilditio-4,4-dimetilbutanoi!)-amino-1,3‘-benzenodiilbis(me-
tilenodxi)}-bis[7-metdxi-2-metileno-1,2,3,11 a-tetraidro-5H-pirrol[2,1-c][1 ,4]4

benzodiazepin-5-ona] (29 mg, 0,036 mmol) em metanol (2,2 mL) e agitada _
em temperatura ambiente durante 3 horas. A reacao foi extinguida com um
tampao de fosfato (pH 6,5) e extraida com diclorometano. As camadas orga-
nicas combinadas foram lavadas com salmoura, secadas sobre sulfato de
sédio anidroso, filtradas e os solventes foram removidos sob presséo reduzi-

da para fornecer um sdlido branco. O solido foi dissolvido em diclo-
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rometano/MeOH (2:1) e evaporado novamente. Diclorometano foi adicionado
e evaporado. O residuo foi submetido a vacuo elevado e purificado por colu-
na C18 de fase reversa {CHsCN/H;0, o sélido foi dissolvido em CH3CN/H0

(38:1, 2 mL) e agitado durante 30 minutos antes de carregar sobre a coluna}

para - fornecer 8,8’-[5-(N-4-mercapto-4,4-dimetilbutanoato)-amino-1,3-

" benzenodiilbis(metilenodxi)]-bis[7-metdxi-2-metileno-1,2,3,11 a-tetraidro-5H-

pirrol[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-oné] (11 mg) como um solido bra’néo (me-
todo H). .
MS (ESI): m/z = 786,3 MNa*

m/z = 804,2 MNa* + H:O -

8,8’-[5-(N-4-metilditio-4,4- dlmetllbutanon)amlno -1,3- benze-
nodnlbls(metllenOOX|)] bis[7-metdxi-2-metileno-1,2,3, 11a-tetraidro-5H-

- pirrol[2,1-c][1 4]benzod|azep|n -5-ona] pode ser preparado como segue:

SSMe

o
Ms 'ﬁ\:% si:j;iu,m ) v{t@ﬁ

A uma solugdo de 5-(N-4-metilditio-4,4- dlmetllbutanoﬂ) amino-1,3-

mL) foram adicionados 8-hi_dréxi-7-metéxi-2—'mé_tileno_-1,2,3,11a-tetraidro-5H- »
pirrol[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-ona (93 mg, 0,36 mmol), p6 de carbonato de

potéassio (100 mg, 0,72 mmol), pé de iodeto de potassio (15 mg, 0,09 mmol) e

iodeto de tetrabutilaménio (13 mg, 0,036 mmol) em temperatura ambiente. A-
p6s a mistura ser agitada durante uma hora, uma segunda porgédo de 8-hidroxi-
7-metoxi-2-metileno-1,2,3,11 a—tetraidro-S_H-pirrbI[z,1 -c][1 ,4]benzodiazepih-5-ona
foi adicionada (22 mg, 0,085 mmol). A solugéo continuou a agitar em temperé-
tura ambiente durante mais 3 horas. A reagdo foi em séguida extinguida com
agua e diluida com diclorometano. A camada orgéanica foi separada e a camada
aquosa foi extraida com diclorometano. As camadas organicas combinadas:
foram lavadas com salmoura, secadas sobre sulfato de sédio anidroso. Ela foi
filtrada e o filtrado foi evaporado sob pressdo reduzida seguida por vacuo ele-
vado para remover o DMF residual. O residuo foi em seguida purificado por
coluna C18 de fase reversa (CH3CN/H20) para fornecer 8,8™-[5-(N-4-metilditio-
4,4-dimetilbutanoil)amino-1 3-benzenodiilbis(metilenodxi)]-bis[7-metoxi-2-
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metileno-1,2,3,11a-tetraidro-5H-pirrol[2,1-c][1 .4]benzodiazepin-5-ona] (29 mg)

. como um sélido branco (método H).

MS (ESI): m/z = 832,2 MNa*

m/z =850,2 MNa*+ H.0

"H RMN (400 Hz, CDCly-dt, em 8 ppm): 7,67 (bs, 2H), 7,58 -
7.26 (m, 5H), 6,82 (s, 2H), 5,21 - 5,14 (m, 8H), 4,30 (s, 4H), 4,02 - 3,88 (m,
9H), 3,16 - 3,10 (m, 2H), 2,97 - 2,83 (m, 2H), 2,45 - 2,40 (m, 5H) 209 2,03
(m, 2H), 1,34 (s, 6H)

5-(N-4-metilditio-4,4-dimetilbutanoil)amino-1 ,3-bis-(mesiloxime-

til)-benzeno pode ser preparado como segue:

SSMe MsCI SSMe
HN

CH1C12 OMs
09C, 30 min

no Lo
A uma suspenséo de 5-(N-4-metilditio-4,4-dimetilbutanoil)-amino- '
1,3-bis-(hidroximetil)-benzeno (329 mg, 1,0 mmol) em"d_iclo'rometahoanidroSb '
(7 mL) foi ad‘icio‘nada trietilamiﬁa (348 pL, 2,5 mmols) seguido por cloreto de
metanossulfonila .(193 pL, 2,5 mmols) gota a gota durante 10 minutos em -2°C.
A solugao f0| agitada em 0 °C durante mais 30 minutos e foi em seguida extin-
guida com uma mistura de gelo e agua. A mistura foi extraida com diclorometa-
no frio e as camadas de diclorometano combinadas foram lavadas com agua
fria, secadas sobre sulfato de sédio anidroso. Ela foi filtrada e o filtrado foi eva-
porado por evaporagao giratéria em vacuo. O residuo foi rapidamente purifica-
do por uma coluna de‘ silica-gel curta (Diclorometano/Hexanos/Etilacetato,
1:2:4) para fornecer 5-(N-4-metilditio-4,4-dimetilbutanoif)-amino-1 ,3-bis-
(mesiloximetil)-benzeno como um dleo incolor (410 mg).
'MS (ESI): m/z = 508,0 MNa* |
m/z = 483,9 M-H
m/z = 519,9 M-H + 2H:0
5-(N-4-metilditio-4,4-dimetilbutanoif)-amino-1 ,3-bis-(hidroximetil)-

benzeno pode ser preparado como segue:

o
S6Me
,S5Me
A meam) o M& ”J\/j{
o L ou Lo w0 S o

h e TE@p) WO ELC, DNARGaat)
TAFMMF-N
5 horas temperatura ambiente,

durante a noite
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A uma solugdo de 5-Nitro-m-xileno-a,a’-diol (890 mg, 5,4 fnmols)

em metanol (50 mL) foi adicionado Pd/C (10%, 287 mg). Uma atmosfera de

| hidrogénio foi introduzida e a mistura foi hidrogenada sob presséo (Hz, 34,5

+ 55,15 Kpa (5~8 psi)) durante 5 horas em temperatura ambiente. A solugéo

foi filtrada através de celita e o filtrado foi evaporado por evaporagao giraté-

_ria em vacuo para fornecer 5-amino-m-xileno-a,a’-diol, que foi em seguida
- dissolvido em THF (10 mL)/DMF (15 ml). Acido butandico de 4-metilditio-4,4-

dimetila (1,05 g, 5,4 mmols) dissolvido em THF (5 ml) foi adicionado em
temperatura ambiente segUido pela adigdo de cloridrato de 1-(3-dimetilami-
nopropil)-s-etiIcarbo’diimi‘d'a (2,19, 10,8 mmolé) e piridina de 4-dimetilamino
(66 mg, 0,54 mmol). A mistura obtida foi agitada em temperatura ambiente

durante a noite em seguida extlngwda com cloreto de aménio a 10%, extrai-

- da com acetato de etila, lavada e secada. Ela foi flltrada e os solventes fo-

ram removidos por evaporagao giratéria em vécuo. O residuo foi purlflcado -
por cromatografua instantanea (CH:Clo/MeOH, 15:1, 10:1, 7:1) para fornecer
5-(N-4-metilditio-4,4-dimetilbutanoil)-amino-1,3- bis-(hidroximetil)-benzeno .

como um sélido branco (729 mg) '

- MS (ESI): m/z = 352,1 MNa*

- 'H RMN (400 Hz, CDCl5-d1, in & ppm): 7,47 (s, 2H), 7, 10 (s, 1H)
4,58 (s, 4H), 2,52 - 2,47 (m, 2H), 2,42 (s, 3H), 2,02 - 1,98 (m, 2H), 1,34 (s, 6H).
Exemplo 17: 8,8’-[5-(N-metiI-N-(2-mercapto-2,2-dimetiletil)amino-1,3-benze-
nodiil(metilenodxi)]-bis[7-metéxi-2-metileno-1,2,3,1 1a-tetraidro-5H-pirrol[2,1-

c][1,4]benzodiazepin-5-ona] pode ser preparado como segue:
' SH

. . ._‘N/_)(ssuq . _ . ] .gzzq
ﬁr/@ Ohie 'ﬂﬂm:":ff | ' ﬂ";{@ oueymmﬁ\gﬁ

TCEP

MeOH/pH 7 tampéo
temperatura ambiente, 4,5 horas

A uma suspensdo de cloridrato de Tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP,
64 mg, 0,22 mmol) em &gua (0,05 mL) foi adicionado bicarbonato de sodio sa-
turado (~0,7 mL) gota a gota para ajustar o pH para 6~7. Um tampé&o de fosfato
(pH 7,0, 10 mM, NazHPO4/H3zPO,, 0,8 mL) foi em seguida adicionado a ela. Es-
ta solugdo de TCEP obtida foi adicionada a uma mistura de 8,8"-[5-(N-metil-N-
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(2-metilditio-2,2-dimetiletil)amino-1 .3-benzenodiil(metilenodxi)]-bis[7-metoxi-2-

-metileno-1,2,3,11a—tetraidro-SH-pirroI[Z,1-c][1,4]benzodiazepin-'5-ona] (35 mg,

0,045 mmol) em metanol (5 mL) e agitada em temperatura ambiente durante
4,5 horas. A reagao foi extinguida com um tampé&o de fosfato (pH 6,5) e extrai-
da com diclorometano. As camadas organicas combinadas foram lavadas com

salmoura, secadas sobre sulfato de sodio anidroso, filtradas e os solventes fo-

" ram removidos sob pressdo reduzida para forecer um sdlido branco. O sélido

foi dissolvido em diclorometano/MeOH:(2:1) e e\}aporado novamente. Dicloro-
metano foi adicionado e evaporado. O residuo foi submetido a vacuo elevado e
purificado por coluna C18 de fase reversa {CHaCN/H0, o s6lido foi dissolvido

em CHscN/Hzo (3:1, 2 mL) e agitado durante 30 minutos antes. de carregar

sobre a coluna} para fornecer '8, 8- -[5-(N-metil-N-(2-mercapto-2,2-
dimetiletil)amiho 1,3- benzenoduI(metlIenooxn)]-bis[7-metéxi-2-metileno-' ,
1,2,3,11a-tetraidro- 5H- -pirrol[2,1- c][1 4]benzod|azep|n -5- ona] (10,5 mg, y = 32%)
como um sélido branco (método H).

MS.(ESI). m/z = 758,2 MNa*

m/z=776,2 MNa*+ H:0

m/z =794,3 MNa* + 2H0

8,8’-[5-(N-metil-N-(2- -metilditio-2,2- dlmetlletll)amlno -1,3-
benzenodul(mehlenoox:)]-bns[?-metox1-2-metlleno-1 2,3,11a-tetraidro-5H-
pirrol[2,1-c][1,4]benzodiazepin- -5-ona] pode ser preparado como segue:

A ol

A uma solugdo de 5-(N-metiI-N-(2-metnldqtlo-2,2-dimetiletil)amino-
1,3-bis-(mesiloximetil)-benzeno (105 mg, 0,23 mmol) em DMF anidroso (2,5
mL) foram adicionados 8-hidréxi-7-met6xi-2-metileno-1,2,3,1 1a-tetraidro-5H-
pirrol[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-ona (119 mg, 0,46 mmol), p6 de carbonato
de potéssio (127 mg, 0,92 mmol), pé de iodeto de potéssio (20 mg, 0,12
mmol) e iodeto de tetrabutilaménio (17 mg, 0,046 mmol) em temperatura
ambiente. Apds-a mistura ser agitada durante 1,5 hora, a segunda porgéo de
8-hidréxi-7-metoxi-2-metileno-1,2,3,11a-tetraidro-5H-pirrol[2,1-c][1,4]benzo-
diazepin-5-ona foi adicionada (23 mg, 0,089 mmol). A solugdo continuou a
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agitar em temperatura ambiente durante 4,5 horas. A reagdo foi em seguida
extinguida com &agua e diluida com diclorometano. A camada organica foi
separada e a camada aquosa foi extraida com diclorometano. As camadas

organicas combinadas foram lavadas com salmoura, e secadas sobre sulfato

‘de sédio anidroso. A solugéo foi filtrada e o filtrado foi evaporado sob pres-

~ sdo reduzida, em seguida submetido a vacuo elevado para remover 0 DMF

residual. O residuo foi suspenso em CH3CN/H,0 (10:1) e filtrado. O”filtrado
foi evaporado e o produto bruto foi purificado por coluna C18 de fase reversa
(CHscN/HéO) para fornecer 8,8"-[5-(N-metil-N-(2-metilditio-2,2-dimetiletil)-
amino-i ,3-benzenodiiI(mrétiIenoéxi)]-bis[7-metéxi-z-metile'no-1 ,2,3,11a-
tetraidro-SH-pirroi[2,1-c'][1,4]benzodiazepin-5-ona] (39 mg) como um soélido
branco (método H). -
S (ESI): m/z = 804,2 MNa*

m/z = 822,2 MNa* + H,0

m/z = 840,2 MNa* + 2H,0 N

"_H' RMN '(4'070 Hz, CDCls-d1, em & ppm): 7,64 (bs, 2H), 7,50 (s,
oH), 6,83 - 6,76 (m, 5H), 5,18 - 5,10 (m, 8H), 4,27 (s, 4H), 3,95 (s, 6H), 3,90 -

3,84 (m, 3H), 3,51 (s, 2H), 3,13 - 3,07 (m, 2H), 3,01 (s, 3H), 2,94 - 2,90 (m,
2H), 2,41 (s, 3H), 1,30 (s, 6H) | | |

5-(N-metil-N-(2-met_ilditio-2,2-dimetiletil)amiho-1 ,3-bis-(mesiloxi-

metil)-benzeno pode ser preparado como segue:
SSMe - SSMe

X o X
o ORI o O

A uma solugéo de 5-(N-metil-N-(2-metilditio-2,2-dimetiletil)amino-
1,3-bis-(hidroximetil)-benzeno (135 mg, 0,45 mmol) em diclorometano “ani-
droso (3 mL) foi adicionada trietiiamina (153 uL, 1,1 mmol) seguida por clore-
to de metanossulfonila (87 pL, 1,1 mmol) gota a gota durante 10 minutos em
-2°C. A soluggo foi agitada em 0°C durante mais 30 minutos e foi em segui-
da extinguida com gelo/agua. A mistura‘ foi extraida com diclorometano frio e
as camadas de diclorometano combinadas foram lavadas com &gua fria, e
secadas sobre sulfato de sédio anidroso. Ela foi em seguida filtrada e o fil-

trado foi evaporado por evaporagéo giratéria em vacuo. O residuo foi purifi-



10

15

20

25

92

cado por uma placa de TLC preparativa (hexanos/acetato de etila, 1:1,5) pa-

. ra fornecer 5-(N-metil-N-(2-metilditio-2,2-dim'etiletil)amino-1,3-bis-(mes,ilo-

ximetil)-benzeno como um 6leo incolor (105 mg).
MS (ESI): m/z = 480,0 MNa*
5-(N-metil-N-(2-metilditio-2,2-dimetiletil)amino-1,3-bis-

(hidroximetil)-benzeno pode ser preparado como segue:
gSMe SSMe

" e

: RaC0s
DMF, i, 4 dias

A uma solugdo de 5-(N-(2-metilditio-2,2-dimetiletil)amino-1,3-bis-
(hidroximetil)-benzeno (226 mg, 0,78 mmol) em DMF (4 mL) foi adicionado

‘iodometano (149 pL, 2,4 mmols) seguido por po de carbonato de potassio

(108 mg, 0,78 mmol). Apds agitagdo em temperatura amblente durante 4
dias, a mistura foi extinguida com cloreto de aménio saturado e em segu:da
diluida com diclorometano. A camada orgéanica foi 'separada e a camada a-
quosa foi extraida com diclorometano. As camadés orgéanicas cdmbinada's'
foram lavadas com salmoura, secadas sobre sulfato de sédio anidroso. A
solugao foi flltrada eo flltrado foi evaporado sob pressao reduzida. O residuo -
foi punflcado por cromatografia instantanea (hexanos/acetato de etila, 1:2) |
para fornecer 5- -(N-metil-N-(2-metilditio-2,2- dlmetlletll)ammo -1 3 blS -(hidroxi-
metll) -benzeno como espuma incolor (152 mg).
 MS (ESI): m/z = 324,1 MNa*

'H RMN (400 Hz, CDCls-d1, em & ppm): 6,70 (s, 2H), 6,66 (s,
1H), 4,06 (s, 4H); 3,54 (s, 2H), 3,04 (s, 3H), 2,46 (s, 3H), 1,37 (s, 6H) |

5-(N-(2-metilditio-2,2-dimetiletil)amino-1 ,3-bis-’(hidroximetil)- .

benzeno pode ser preparado como segue:
SSMe

ssMe
P ng
HOA H menNaBu,,.o"cfh H OH
A uma solugdo de 5-amino-1,3-bis-hidroxilmetil-benzeno (765
mg, 5 mmols) em etanol absoluto (25 mL) foi.adicionado 2-(metilditio)-
isobutiraldeido (751 mg, 5 mmols). Apds agitagdo em temperatura ambiente
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durante 4 horas, a solugdo foi resfriada para 0°C com um banho de ge-
lo/agua e boroidreto de sédio (220 mg, 5,8 mmols) foi ‘adicionado. A mistura

‘continuou a agitar em 0°C durante uma hora e em seguida foi extinguida

com &cido cloridrico a 5% frio e diluida com diclorometano. Bicarbonato de

sédio saturado foi adicionado para tornar a solugéo ligeiramente basica. A

- camada organlca foi separada e a camada aquosa foi extraida com dicloro-

metano. As camadas organicas combinadas foram lavadas com salmoura,
secadas sobre sulfato de sédio anidroso. A solugéo foi filtrada e o filtrado foi
evaporado sob pressdo reduzida. O residuo foi purificado por cromé‘tografia
instantanea (CHzCl/MeOH, 15:1, 10:1) para fornecer 5-(N-(2-metilditio-2,2-

“dimetiletiljamino-1 ,3-bis-(hidroximeti|)~bénzeno como 6leo incolor (832 mg).

MS (ESI): m/z = 310,0 MNa*

- Exemglo 18:

8,8’-[(4-(2-(4- mercapto -4- metll) pentanamldo -etéxi)- pmdln -2,6-
dimetil)-diéxi]- bIS[( S)-2-et-(E)-ilideno-7-dimetdxi-1,2,3, 11a-tetraxdro plrrol[2,1-

c][1 4]benzod|azep|n -5- ona] pode ser preparado como segue:

: A uma solugéo de 8,8’-[(4-(2-(4-metil-4-metildissuIfanil)—pentana—
mido-etéxi)-piridin-Q,6-dimetiI)-diéxi]-bis[(S)-Z-et-(E)-ilideno-?-dimeté*i-
1,2,3,11a-tetraidro-pirrol[2,1-c]{1,4]benzodiazepin-5-ona] (60mg) em metanol
(1,6 mL) foi adicionado DMF (0,2 mL) e uma solugéd de cloridrato de tris(2-
Carboxietil)fosfina (48 mg) em 0,2 mL de agua. A mistura reacional foi agita-
da durante 18 horas em temperatura ambiente e 0 solvente foi removido em-
vacuo para fornecer um reél’duo que fdi' purificado por cromatografia de sili-
ca-gel (coluna de 10 9 Merck SuperVarioFlash, Si60 15-40 um), utilizando-se
eluicao gradiente com uma mistura de metanol (A)/diclorometano/acetonitrila
9:1 (B), (gradiente: 100% de B até 10% de A: 90% de B) para fornecer 8,8'-
[(4-(2-(4-mercapto-4-meti|)-pentanamido-etéxi)-piridinv-2,6-dimetil)-diéXi]-
bis[(S)-2-et-(E)-ilideno-7-dimetdxi-1,2,3,1 1a-tetraidro-pirrol[2,1-
c][1,4]benzodiazepin-5-ona] (17mg):

LC/MS (Método A1, ZQ):
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ES: m/z = 855 MH* + H:0

m/z = 837 MH*

Tempo de retengdo = 3,70 minutos

8,8’-[(4-(2-(4-meti|-4-metildissulfanil)-pentanamido'-etéxi)-piridin- ,
2,6- dimetil) -dioxi]-bis[(S)-2-et-(E)-ilideno-7-dimetoxi-1,2,3, 11a-tetraidro-

pirrol[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-ona] pode ser preparado como segue
sy
—Vcw%

A uma solugao resfnada (O°C) de 4-(2- (4 -metil-4- metl|d|ssulfaml)
penfanamldo-etOX|)-2,6-bls-(hldroxxmetll)-plndlna (360 mg) e trietilamina (810
L) em diclorometano (4 mL), foi adicionada uma solugdo de cloreto de me-

tanossulfonila (298 pL) em diclorometano (4 mL). Apos 2 horas, agua foi adi- -

cionada. As camadas foram separadas, e a camada aquosa foi extraida du-
as vezes com d|clorometano As solugdes orgamcas combmadas foram se-
cadas sobre sulfato de magnésio, e concentradas em vacuo para um resi-
duo. O residuo foi purificado por cromatografla de silica-gel (coluna de 20 g
Interchrom Puriflash, SiOH 15-35 pm), utilizando- se eluicdo gradiente com

uma mistura de metanol (A)/diclorometano (B), (gradiente: 100% de B até

3% de A: 97% de B) para fornecer 280 mg do composto mesilato.

A uma solucdo de pré-tomaimicina (120 mg) em dimetilformami-
da (4 mL) foram adicionados carbonato de potassio (244 mg), iodeto de po-
tassio (147 mg) e uma amostra do composto mesilato (137 mg). A mistura
reacional foi agitada durante 20 horas em 30°C. Agua (20 mL) foi adicionada
e o sdlido resultante foi filtrado, lavado com dgua e secado em vé(ﬁuo para
fornecer um residuo. O residuo foi purificado por cromatografia de silica-gel
(coluna de 20 g Interchrom Puriflash, SiOH 15-35 um), utilizando-se eluigao
gradiente com uma mistura de metanol (A)/diclorometano (B), (gradiente:
100% de B até 6% de A: 94% de B) para fornecer o composto bruto, que foi
dissolvido em 1:1 de agua/acetonitrila em seguida concentrado em vacuo
para fornecer 8,8'-[(4-(2-(4-metil-4-metildissulfanil)-pentanamido-etoxi)-piri-

din-2,6-dimetil)-di6xi]-bis[(S)-2-et-(E)-ilideno-7-dimetoxi-1,2,3,1 1a-tetraidro-
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pirrol[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-ona] (120 mg):

LC/MS (Método A1, ZQ):

ES: m/z = 919 MH* + 2 H,0

m/z = 901 MH* + Hz0

m/z = 883 MH*

Tempo de retengéo‘ = 3,82 minutos

'H RMN (500 MHz, CDCI3-d1, 5 em ppm): 6 = 1,28 (s, 6H); 1,75
(d, J = 6,5 Hz, 6H); 1,94 (m, 2H); 2,29 (m, 2H); 2,39 (s, 3H); 2,97 (m, 4H); de
3,50 a 4,20 (m, 6H); 4,00 (s, 6H); 4,27 (s, 4H); 5,27 (m, 4H); 5,61 (m, 2H);
5,87 (t amplo, J = 5,5 Hz, 1H); 6,83 (s, 2H); 6,97 (s, 2H); 7,55 (s, 2H); 7,64
(d, J = 4,5 Hz, 2H). | - -

4-(2-(4-metil-4-metildissulfanil)-pentanamido-etéxi)-2,6-bis-

(hidroximetil)-piridina pode ser preparado como segue:

e s

x&n A

A uma solucdo de 4-(2-terc-butoxicarbonilamino- etdxi)-2,6-bis-
(hidroximetnl)-pnndma (656 mg) em dioxano (3,5 mL) foi adicionada uma so-
lugdo de 4 N de acido cloridrico em dioxano (5,5 m-L). Apds 20 horas em
temperatura ambiente, a misfufa reacional foi concentrada em vacuo para
um residuo (603 mg). | |

A uma solugéo de uma amostra do residuo préVio (150 mg) em
dimetilformamida (3,5 mL) foram adicionados trietilamina (267 pL), acido 4-
metil-4- metlldlssulfénil pentandico (149 mg), NN’-diisopropilcarbodiimida
(119 uL) e hidrato de 1-hidroxibenzotriazol (49 mg). Apés 15 horas em tem-
peratura ambiente, agua foi adicionada a mistura reacional e a solugao a-
quosa foi extraida trés vezes com acetato de etila. As solugbes organicas
combinadas foram lavadas com uma solugdo aquosa de cloreto de sodio.
saturado, secadas sobre sulfato de mag'nés'io e concentradas em vAcuo para
um residuo. O residuo foi purificado por cromatografia de silica-gel (coluna
de 20 g Interchrom Puriflash, SiOH 15-35 Om), utilizando-se eluigdo gradien-
te com uma mistura de metanol (A)/diclorometano (B), (gradiente: 100% de
B até 10% de A: 90% de B) para fornecer 4-(2-(4-metil-4-metildissulfanil)-
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pentanamido-etéxi)-2,6-bis-(hidroximetil)-piridina (81 mg):

LC/MS (Método A3):

ES m/z = 375 MH*

m/z = 156 C;H1oNO3"

Tempo de retengéo = 2,2 minutos

1 H RMN (400 MHz, DMSO-d6, 6. em ppm): & =1,22 (s, 6H); 1,79
(m, 2H): 2,19 (m, 2H); 2,39 (s, 3H); 3,43 (q, J = 5,5 Hz, 2H); 4,06 (t, J = 5,5
Hz, 2H); 4,45 (d amplo, J = 6,0 Hz, 4H); 5,33 '(d, J = 6,0 Hz, 2H); 6,84 (s,

" 2H): 8,13 (t amplo, J = 5,5 Hz, 1H).
10

4-(2-terc-butoxicarbonilamino-etéxi)-2,6-bis- (hidroximetil)- pmdma

Y Iaad

\/OW(@IO\/ HO\/é\/OH
: ‘ o

' 4-(2-te,rc-butoxicarbonilamino-etéxi)-2,6-bi,s-(hidroximetil)épiridina
pode ser prepa'rado‘seguindo,o procedimehto _para a .breparagéo'de 4-(3- _
terc-butoxicarbonilamino'-propéxi)-2v,6¥bi,s-(h'idroximetil)piridina, iniciando com
éster dietilico de acido 4-(2-terc-butoxiCarboniIamino-etéxi)-piridina-z,6-dicak-'
boxilico: | | | |

LC/MS (Método A3):
ES m/z = 299 MH*
m/z = 156 C7H1oNO3"

Tempo de retengdo = 1,7 minuto '

"H RMN (300 MHz, DMSO-d6, 5 em ppm): & = 1,39 (s, 9H); 3,32
(m parcialmente mascarado, 2H); 4,03 (t, J = 6,0 Hz, 2H); 4,46 (d,'J = 6,0 Hz,
4H): 5,30 (t, J = 6,0 Hz, 2H); 6,83 (s, 2H); 7,00 (t amplo, J = 6,0 Hz, 1H). |

_Ester dietilico de écido 4-(2-terc-butoxicarbonilamino-etoxi)-

piridina-2,6-dicarboxilico

et 8L

Ester dietilico de acido 4-(2-terc-butoxicarbonilamino-etoxi)-piri-
dina-2,6-dicarboxilico pode ser preparado seguindo o procedimento para a

preparagao de éster dietilico de acido 4-(3-terc-butoxicarbonilamino-propoxi)-
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piridina-2,6-dicarboxilico, utilizando-se brometo de 2-terc-butoxicarbonilami-
no-etila: .

LC/MS (Método A3):

ES m/z = 383 MH*

m/z = 240 Cy1H14sNOs"

Tempo de retengéo = 3,6 minutos

'"H RMN (300 MHz, DMSO-d6, 5 em ppm): 6 = 1,23 (t, J = 7.0
Hz, 6H); 1,37 (s, 9H); 3,33 (m parcialmente mascarado, 2H); 4,22 (t, J =55
Hz, 2H): 4.38 (q, J = 7,0 Hz, 4H); 7,01 (t amplo, J = 5,5 Hz, 1H); 7,71 (s, 2H).
Exemplo 19: - ' o ‘ -

8,8'-[(1-(2-(4-metil-4-metildissulfanil)-pentanamido-et6xi)-
benzeno-3,5-dimetil)-diéxi]-bis[(S)-2-et-(E)-ilideno-7-dimetdxi-1,2,3,11a-

: tetraidro-p'irrol[2,1 -c][1,4]benzodiazepin-5-ona]

EN =
. A~
i ) * m'—."\/&cp‘, :? ?%, ,
’JQC[?

8,8'-[(1 -(2-(4-meti|44-meti|dissulfaniI)-pentanamido-etéxi)-ben-
zeno-3,5-dimetil)-diéxi]-bis[(S)-Z-et-(E)-ilideno—?-dimetéxi-1 ,2,3,11a-tetraidro-

- pirrol[2,1-c][1 ,4]benzodiazepin-5-ona] pode ser preparado seguindo O proce-

dimento para a preparagdo de 8,8’-[(4-(2-(4-metil-4-metildissulfanil)-penta-
namido-etéxi)-piridin-2,6-dimetil)-diéxi]-bis[(S)-2-et-(E)-ilideno'-?-dimetéXi-
1,2,3,11a-tetraidro-pirrol[2,1-c][1 ,4]benzodiazépin—5-ona], iniciando com 1-(2-
(4-meti|-4-meti|di}ss'ulfanil)-pentanamidd-etéxi)-3,5-bis-(hidroximetil)-benzeno:

LC/MS (Método A1, Plataforma I):

ES: m/z = 882 MH"* |

'Tempo de retengdo = 4,13 minutos -

 'H RMN (500 MHz, CDCI3-d1, & em ppm): 1,30 (s, 6H); 1,75 (d,

J = 6,5 Hz, 6H); 1,96 (m, 2H); 2,31 (m, 2H); 2,40 (s, 3H); 2,97 (m, 4H); 3,66.
(m, 2H); 3,89 (m, 2H); 3,97 (s, 6H); 4,04 (t, J = 5,5 Hz, 2H); 4,27 (s amplo,
4H); 5,14 (d, J = 12,5 Hz, 2H); 5,19 (d, J = 12,5 Hz, 2H); 5,61 (m, 2H); 5,93
(t, J = 6,0 Hz, 1H); 6,82 (s, 2H); 6,94 (s amplo, 2H); 7,09 (s amplo, 1H); 7,53
(s, 2H); 7,64 (d, J = 4,5 Hz, 2H).
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1-(2-(4-metil-4-metildissulfanil)-pentanamido-etoxi)-3,5-bis-

, /\/n\,orﬂ/ INm-mi—_- | J,HMSA\

| 1—(2~(4-metil-4-metildissulfanil)-pentanamido-etéXi)-3,5-bis-

- (hidroximetil)-benzeno

(hidroximetil)-benzeno pode ser preparado seguindo 0 procedimentd -para a |
preparagéo de 4-(2-(4-metil-4.—metildissulfanil)-p_entanafnido-étéXi)-2,6-bis-(hi- |
droXimetil)—piridina, utilizando-se 1-(2- ‘ferc-butoxicarboqilamino-etéx‘i)-3,5- ]
bis-(hidroximetil)-benzeno: | |

'H RMN (400 MHz, CDCI3-d1, 5 em ppm): & = 1,22 (s, 6H); 1,80
(m, 2H); 2,20 (m, 2H); 2,39 (s, 3H); 3,40 (q, J = 6,0 Hz, 2H); 3,95 (t, d = 6,0

Hz, 2H); 4,44 (d, J = 6,0 Hz, 4H); 5,11 (tamplo, J = 6,0 Hz, 2H); 6,73 (s am-

plo, 2H); 6,84 (s amplo, 1H); 8,09 (t amplo, 1H).
1v-(2-'terc-butoxicarb_onilamino-etéxi)-3,5-b'is-(hidroximetil)-

n. | : /\/n_\,(° ‘ |
o ST

1-(2-terc-butoxicarbonilamino-etoxi)-3,5-bis- (hidroXimetil)-benze-

benzeno

no pode ser preparado seguindo o procedimento para a preparagao de 5-(3-
ftalimido- propoxi)- -1,3-bis-(hidroximetil)-benzeno, utilizando-se brometo de 2-
terc- butoxmarbomlammo etila: '
~ LC/MS (Método A3):

ES m/z =298 MH*

m/z = 242 (M + 2H - tBu)*

‘Mz = 224 (m/z = 242 — H,0)*

m/z = 206 (m/z = 224 - H.0)*

m/z = 162 (m/z = 206 — CO,)*

Tempo de retengdo = 2,7 minutos E

'H RMN (500 MHz, DMSO-d6, & em ppm): & = 1,39 (s, 9H); 3,28
(g, J = 6,0 Hz, 2H); 3,91 (t, J = 6,0 Hz, 2H); 4,44 (d, J = 6,0 Hz, 4H); 5,14 (t, J
= 6,0 Hz, 2H); 6,72 (s amplo, 2H); 6,83 (s amplo, 1H); 7,01 (t amplo, J=7,0
Hz, 1H).
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Exemplo 20: 7 A _
8,8’-[(4—(3-(4-metil-4¥metildissuIfanil)-pentanamido-propéxi)-piri-
din-2,6-dimetil)-didxi]-bis[(S)-2-et-(E)-ilideno-7-dimetdxi-1,2,3, 11a-tetraidro-

pirrol[2,1-c][1,4] benzodlazepm -5- ona] pode ser preparado como segue:

A uma solug@o resfriada (O°C) de 4- (3 -(4-metil-4- metildissulfanil)-
pentanamldo -propoxi)-2,6-bis- (hldrox1met|l) pmdlna (55 mq) e trietilamina (99
pL) em diclorometano (2 mL), foi adicionado cloreto de metanossulfonila (36 .

‘uL). Apés 30 minutos, dgua foi adicionada. As camadas foram separadas, e

a camada aquosa foi extraida duas vezes com diclorometano. As solugc")es

- orgénicas combinadas foram secadas sobre sulfato de magne3|o e concen-

tradas em vacuo para um residuo (95 mg).
A uma solugdo agitada de pré-tomaimicina (50 mg) em dlmetllfor-

‘mamida (0,75 mL), foram adicionados carbonato de potassio (114 mg), uma

soluggo do residuo prévio (55 mg) em dimetilformamida (1 mL) e iodeto de po- -
tassio (46 mg). A reagdo foi agitada durante 20 horas em 30°C. Os sdlidos fo-
ram filtrados e lavados com dirhetilformamida. Agua foi adiéionada a solugéo de
dimetilformamida combinada e 4cido férmico foi adicionado até dissolugdo
completa do precipitado. A solugéo resultante foi injetada para purificagéo por
HPLC de acordo com o método B. As ffagées apropriadas foram combinadas e
concentradas por evaporagao centrifugé sobre um aparelho Jouan Modelo
RC10.10. para fornecer 8;8’-[(4-(3-(4-metiI-4-metildissulfanil)-pentanamido-
propéxi)—piridin-2,6-dimeti|)-diéxi]-bis[(S)-Z-et—(E)-ilideno-?-dimetéxi-1 2,3,11a-
tetraidro-pi‘rroll[2,1 -c][1.,4] Abenz'ddiazepin-s-ona] (13,5mg).

LC/MS (Método A3):

ES miz = 897 MH*

m/z = 664 (M — C1oH20NOS; + 2H)*

m/z = 234 C1oH2oNOS,*

Tempo de retengéo = 3,7 minutos

'H RMN (500 MHz, CD3COOD-d4, 5 em ppm): & = 1,25 (s, 6H); de
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1,60 a 2,20 (m parcialmente mascarado, 10H); 2,35 (m, 5H); de 2,80 a 4,44 (m,

~ 14H); 3,91 (s, 6H); 5,40 (s, 4H); 5,62 (m, 2H); de 6,83 2 7,95 (m, 8H).

4-(3-(4-metil-4-metildissulfanil)-pentanamido-propéxi)-2,6-bis-

Fa R e
T T e

4-(3-(4-metil-4—metildissulfanil)-pentanamido-propéxi)-2,6-bis-

(hidroximetil)-piridina

(hidroximetil)-piridina pode ser prepafadd seguindo o procédimento para a
preparagao de 4-(2-(4—meti|-4-—me.tiIdissulfanil)-pentanamido-etéxi)-2,6-bis-(hi-
droximetil)-piridina, utilizando-se 4-(3-terc-butoxicarbonilamino-prop6xi)-2,6-

bis-(hidroximetil)-piridina:

LC/MS (Método A3): .

'ES m/z = 389 MH*

m/z = 234 (M - C/HgNOg)*

m/z = 156 C;HiNOs*

Tempb de retengdo = 2,3 minutos

'O derivado de tiol (SH) derivando do composto do exemplo 20

‘esta em equilibrio com o composto de férmula:

Exemplo 21: | .
8,8’7[(4-(4-(4-metil-4-metildissulfanil)-pentanamido-butéxi)-piridin-

2,6-dimetil)-diéxi]-bis[(S)-2-et-(E)-iIideno-?-dimetéxi-1 ,2,3,11a-tetraidro-

pirrol[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-ona]

_ 8,8’-[(4-(4-_(4-metil-4-metildissulfanil)-pentanamido-butéxi)-piridin-
2,6-dimetil)-diéxi]—bis[(S)-2-et-(E)-ilideno-?-dimetéxi-1 ,2,3,11a-tetraidro-pir-
rol[2,1-c][1,4] benzodiazepin-5-ona] pode ser preparado seguindo o procedi-
mento para a preparagéo de 8,8’-[(4-(3-(4-metil-4-metildissulfaniI)-pentana-
mido-propéxi)-piridin-2,6-dimetil)-diéxi]-bis[(S)-2-et-(E)-i|ideno-7-dimetc’>xi-
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1,2,3,11a-tetraidro-pirrol[2,1-c][1,4] benzodiazepin-5-onal, utilizando-se 4-(4-
(4-metil-4-metildissulfanil)-pentanamido-butxi)-2,6-bis-(hidroximetil)-piridina:
LC/MS (Método AT, Plataforma Il): |

ES: miz=947 MH* + 2H,0

m/z = 929 MH* + H0

m/z=911 MH*

Tempo de reteng@o = 3,74 mvinutos

'H RMN (500 MHz, CD3COOD-d4, & em ppm): = 1,26 (s, 6H);

de 1,59 a 1,76 (m, 8H); de 1,81 a 1,94 (m, 4H); 2,35 (m, 5H); de 2,80 a 4,40

(m, 14H): 3,92 (s, 6H); 5,39 (m, 4H); 5,50 (m, 2H); de 6,72 a 7,95 (m, 8H).
4-(4-(4-m'etil-4-metiIdissulfanil)-pentanamido-butéxi)-2,6-bis— '

fr”ﬁ/ vév J)JM*\

4-(4-(4-meti|-4-metild|ssulfaniI)-pentanamldo-butoxi)‘-2,6-bis-A

(hidroximetil)-piridina

(hidroximetil)-piridina pode ser preparado-seguindo o procedimento para a.

pfeparagéo de 4-(2-(4-meti|-4-metildissuIfaniI)-pehtanamido-etéxi)-2,6-bis-(hi-
droximetil)-piridina, utilizando-se 4-(4-terc-butoxicarbonilamino-butéxi)-z;6- -
bis-(hidroximetil)-piridina: | o
| LC/MS (Método A3):

ES m/z = 403 MH*

m/z = 248 (M — C7HgNO3)*

m/z = 156 C7H1oNO3*

Tempo de retengéo = 2,3 minutos

4-(4-terc- butoxmarbomlammo -butéxi)-2,6- bis- (hldrox1metll)

ﬁr“r /’r’*r
WIENS

4-(4-terc-butoxicarbonilamino-butéxi)-z,6-bis—(hidroximetil)-

piridina

piridina pode ser preparado-seguihdo o procedimento para a preparagao de

4-(3-terc-butoxicarbonilamino-propéxi)-z,6-bis-(hidroximetil) _piridina, inician-
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do com éster dietilico de acido 4-(4-terc-butoxicarbonilamino-butoxi)-piridina-

: 2,6-dicarboxilico:

LC/MS (Método A3):

ES m/z =411 MH*

m/z = 355 (M + 2H - tBu)*

m/z = 240 C41H14NOs"
‘Tempo de retengéd = 3,9 minutos

Ester dietilico de acido 4-(4-terc-bufoxicarbonilamino-butéXi)-piri-

N ﬂ‘r fw
- réw

Ester dietilico de acido 4-(4-terc-butoxicarbonﬂamino-butéxi)-piri-

dina-2,6-dicarboxilico

dina-2,6-dicarboxilico pode ser preparado seguindo o procedimento' para a -
preparagdo de éster dietilico de acido 4-(3-terc-butoxicarbonilamino- propoxn)
piridina-2,6-dicarboxilico, utilizando-se ester 4-terc- butoxmarbonllamlno -bu-
tilico de acido metanossulfénico (Cazenave Gassiot, A.; Charton, J.; Girault-
Mizzi, S.; Gilleron, P.; Debreu-Fontaine, M-A.; Sergheraert, C.,; Melnyk P.
Bioorg. Med. Chem. Lett. 2005, 15(21), 4828): |

LC/MS (Método A3): ES  m/z =327 MH".

m/z = 271 (M + 2H — tBu)"*

m/z = 156 C7H1oNO3"

Tempo de retengé@o = 2,0 minutos
Exemplo 22: , o
8,8’-[(47(3-[4-(4-metil-4-metildissuIfanil-pentanoil)-piperazin-1 -il)-
propil)-piridin-2,6‘-dimetiI)-diéki]—bis[(S)-2-et-(E)—ilideno-7-dimet6xi-1V 2,3,11a-
tetraidro-pirrol[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-ona] ' |

s

m%
’ngv v L S8 K ae

8,8'-[(4-(3-[4-(4-metiI-4-metildissulfaniI-pentanoil)-piperazin-1 -il)-
propil)-piridin-2,6-dimetiI)-diéxi]-bis[(S)—Z-et-(E)-ilideno-?-dimetéxi-1 ,2,3,11a-

—
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tetraidro-pirrol[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-ona] pode ser preparado seguindo
0 procedimento para a preparagao de 8,8’-[(4-(3-(4-mefil-4-metildissulfanil)-
pentan‘amido-_propéxi)-piridin-2,6-dimetil)-diéxi]—bis[(S)-Z-et-(E)-ilideno-7-di-
metdxi-1,2,3,11a-tetraidro-pirrol[2,1-c][1,4] benzodiazepin-5-ona}, uti|iz‘ando.-
se 4-(3-[4-(4-meti|—4-metildissulfanil-pentanoil)-piperazin-17il]-propil)-2,6-bis-
(hidroximetil)-piridina: | | | -

LC/MS (Método A1, Plataforma II):

ES: m/z = 950 MH* ’

Tempo de retengdo = 3,32 minutos

'H RMN (500 MHz, CDCI3, 6 em ppm): 6- 1,32 (s, 6H); 1,76 (d,
J = 6,5 Hz, 6H); 1,80 (m, 2H); 1,94 (m 2H); de 2,27 a 2,46 (m, 11H); 2,67
(m, 2H); 2,97 (m, 4H); de 3,40 a 3,70 (m, 4H); 3, 90 (m, 2H); 4,00 (s, 6H);

- 4,27 (s amplo 4H); 5,29 (s amplo 4H); 5,60 (q amplo, J = 6,5 Hz, 2H); 6,86

(s 2H); 7,30 (s, 2H) 7,56 (s, 2H); 7,65 (d, J = 4,5 Hz, 2H).
4-(3-[4-(4-metil-4-metildissulfanil-pentanoil)- p:peraznn -1-il}- propll)

2,6-bis- (h:droxnmetll) plrldlna pode ser preparado como segue

‘/\NH o] . s

x{ﬁﬁ

A uma solugéo de 4 -(3-(4-terc- butOX|carbon|| -piperazin-1-il)-pro-
pll) -2,6-bis-(hidroximetil)-piridina (610 mg) em dloxano (10 mL) foi adicionada

uma solugdo de acido cloridrico a 4N em dioxano (2,5 mL). Apés 4 horas em

temperatura ambiente, a mistura reacional foi concentrada em vacuo para
um resnduo (560 mg). | |

A uma solugdo de uma amostra do residuo prévio (160 mg) em :
dimetilformamlda (2,5 mL) foram adicionados N,N- dnsoproplletllamma (181
ul), &cido 4-metil-4-metildissulfanil-pentandico (158 mg), N,N'-diisopropil-

_carbodiimida (88 L) e hidrato de 1-hidroxibenzotriazol (15 mg). Apéds 15 ho--

ras em temperatura ambiente, os solidos fbram filtrados e a solugédo de di-
metilformamida foi injetada para purificagdo por HPLC de acordo com o mé-
todo F. As fragdes apropriadas foram combinadas e concentradas por saca-
gem por congelamento para fornecer 4-(3-[4-(4-metil-4-metildissulfanil-
pentanoil)-piperazin-1-il]-propil)-2,6-bis-(hidroximetil)-piridina (105 mg):
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LC/MS (Método A3):

ES m/z = 442 MH*

m/z = 266 (M + 2H — C7H30S2)*

Tempo de retengéo = 2,3 minutos | ,

"H RMN (400 MHz, DMSO-d6, 5 em ppm): & = 1,27 (s, 6H); de
1,70 a 1,83 (m, 4H); de 2,25 a 2,39 (m, 8H); 2,40 (s, 3H); 2,63 (m, 2H); 3,43
(m, 4H); 449 (s, 4H); 5,28 (m amplo 2H); 7,18 (s 2H). '

4-(3-(4- terc butoxicarbonil-piperazin- 1- |I) -propil)-2,6-bis-(hidroxi-
metil)-piridina ‘

Qn’ﬁ*o’k\ | Oiojv ‘

) - om—

\$‘ ®

N o H A on
L)

4-(3-(4-terc-butoxicarbonil-piperazin-1-il)-propil)-2,6-bis-
(hidroximetil);piridina pode ser preparado seguindo o proéedimento para a
preparagdo de 4;(3-térc-butoxicarbonilamino-propéxi)§2;6-bis-(hidrqximetil)pi-
ridina, iniciando. com éster dietl’li'co' de acido 4-[3-(4-terc-butoxicarbonil-
plperazm 1-il)- propll] -piridina-2,6-dicarboxilico: | | |

LC/MS (Método A3):

ES m/z = 366 MH*

m/z = 310 (M + 2H — tBu)"

m/z = 266 (M + 2H — COztBu)*

Tempo de retengdo = 0,5 minuto

" 'H RMN (400 MHz, DMSO-d6, & em ppm): & = 1,39 (s 9H): 1,73

" (m, 2H); 2,29 (m, 6H); 2,61 (m, 2H); 3,30 (m parcialmente mascarado, 4H);

4,49 (d, J = 6,0 Hz, 4H); 5,30 (t amplo, J = 6,0 Hz, 2H); 7,18 (s, 2H).
Ester dietilico de acido 4-[3-(4-terc-butoxicarbonil-piperazin-1-il)-

propil]-piridina-2,6-dicarboxilico

Ester dietilico de acido 4-[3-(4-terc-butoxicarbonil-piperazin-1-il)-
_propiI]-piridina-2,6-dicarboxilico pode ser preparado seguindo o procedimen-
to para a preparagdo de éster dietilico de acido 5-(3-terc-butoxicarbonil-N-
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metil-amino-propil)-benzeno-1,3-dicarboxilico, iniciando com éster dietilico
de 4cido 4-[3-(4-terc-butoxicarbonil-piperazin-14i|)-p’r6p-1-inil]-piridina-2,6-
dicarboxilico: ' |

LC/MS (Método A3):

ES m/z = 450 MH"

m/z = 394 (M + 2H — tBu)*

m/z = 350 (M + 2H — CO2tBu)*

Tempo de retengé@o = 2,4 minutos

~ 'H RMN (400 MHz, DMSO-d6, 5 em ppm): & = 1,35 (t, J = 7,0

Hz, 6H)" 1,39 (s, 9H); 1,79 (m, 2H); 2,27 (m, 6H); 2,80 (m, 2H); 3,29 (m, 4H);

14,39 (q, J = 7,0 Hz, 4H); 8,12 (s, 2H).

Ester dietilico de acido 4- -[3-(4-terc-butoxicarbonil- plperazm -1-il)-

prop-1- |n||] pmdlna -2,6- dlcarboxmco .
NN

N e

Ester dietilico de acido 4-[3-(4'-terc-butoxicarbonil-piperazin-14il)-.
prbp-1éinil]-piridina-2,6-dicarb0xilico pode ser preparado séguindo 0 proce-
dimento para'a prepara¢éo de éster dietilico de acido 5-(3-terc-butoxicar-.
bo‘niI-N-m'etil-amino-propin-1-iI)-benzeno-1,3-dicarbdxili¢o, iniciando com és-
ter dietilico de acido 4-trifluorometanossulfoniIo’xi-pifidina-2,6-dicarboxu’lico e
terc-butil-4-propargil-piperazina-1-carboxilato (Zheng, H.; Weiner, L.M.; Bar-
Am, O.; Epsztejn, S.; Cabantchik, Z.I.; Warshawsky, A.; Youdim, M.B.H.; e
Fridkin, M. Bioorg. Med. Chem. 2005, 3, 773)

El (Método C) m/z = 445 M+

m/z = 388 (M - C4Ho)*

. m/z = 344 (m/z = 388 — CO2)"

m/z = 57 C4sHg"

1H RMN (400 MHz, CDCI3-d1, & em ppm): & = 1,46 (t, J = 7,0,
Hz, 6H); 1,48 (s, 9H); 2,60 (m amplo, 4H); 3,52 (m amplo, 4H); 3,62 (s am-
plo, 2H); 4,49 (q, J = 7,0 Hz, 4H); 8,23 (s, 2H).

Ester dietilico de &cido 4-trifluorometanossulfoniléxi-piridina-2,6-

dicarboxilico pode ser preparado como segue:
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H Tt
I‘JL%\( —’\f&*
[o) N/ o (o} /_ o
(o] (o] (o] o]

A uma solugdo resfriada (0°C) de éster dietilico de acido queli-

damico (Chaubet, F.; Nguyen van duong, M.; Gref, A.; Courtieu, J.; Crum-

bliss, A.L.; Gaudemer, A. Tetrahedron Lett. 1990, 31(40), 5729-5732) (3,5 Q)

- em piridina (35 mL), foi adicionado gota a gota cloreto de trifluorometanos- |

sulfonila (2,6 mL). A reacéao foi em seguida agitada em temperatura ambien-
te durante 3 horas. Agua e acetato de etila foram adicionados. As- .camadas

foram separadas, e a camada aquosa foi extralda duas vezes com acetato

de etila. As solugdes organicas combinadas foram secadas sobre sulfato de

‘magnésio, e concentradas em vacuo para um residuo. O residuo foi punflca-

do por cromatografia de silica-gel (coluna de 90 g Merck SuperVarioPrep,
Si60 15-40 ljm), eluido com diclorometano para fornecer éster dietilico de
acido 4-trifluor0metanossuIfoniléxi-piridina-2,6-dicarbdxilicd (4,29).

LC/MS (Método A1, Plataforma 1): |

ES m/z = 372 MH* |

Tempo de retengéb = 4,38 minutos
Exemplo 23:

- 8,8-[(1 -(3-[4-(4-metil-4v-metildissuIfanil-pentanoil)-piperazin-1 -if}-

propil)-benzeno-3 5-dimetiI)-diéxi]-bis[(S)-2-ef-(E)-iIideno-7-dimet6xi-
1,2,3,11a-tetraidro- plrrol[2 1-c][1 4]benzod|azepm 5 ona]

mm‘sﬁ

8,8'-[(1- (3 -[4-(4-metil-4-metildissulfanil- pentanoul) piperazin-1-i|]-
propil)-benzeno- 3 5-dimetil)-di6xi]-bis[(S)- -2-et- ~(E)- |I|deno-7 dmetoxn-
1,2, 3 11a- tetraldro pirrol[2,1- c][1 ,4]benzodiazepin-5-ona] pode ser preparado
seguindo o procedimento para a preparagdo de . 8,8'-[(4-(3-(4-metil-4-
metildissulfanil)-pentanamido-propéxi)-piridin-z,6-dimetiI)-diéxi]-bis[(S)-z-et-
(E)-ilideno-7-dimetéxi-1 2,3,11a-tetraidro-pirrol[2,1-c][1,4] benzodiazepin-5-
ona), utilizando-se 1-(3-[4-(4-meti|¥4-metildissulfanil-pentanoil)-piperazin-1 -il}-

propil)-3,5-bis-(hidroximetil)-benzeno:
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LC/MS (Método A3):

ES m/z = 949 MH"

m/z = 475,3 (M + 2H)?* /2

Tempo de reténgéo =3,3 minutos
-(3-[4-(4-metil-4-meti|dissuIfanil-pentanoil)-piperazin-1 -il]-propil)-

3,5-bis-(hidroximetil)- benzeno

I Se vt i

1-(3:[4-(4-metil-4-metildissulfanil-pentanoil)- -piperazin-1-il]-propil)- |
3,5-bis- (hndroxumetnl) -benzeno pode ser preparado seguindo 0 procedlmento
para a prepara(;ao de 4-(3-[4- (4 -metil-4-metildissulfanil-pentanoil)-piperazin-

1-il]- propll) -2,6-bis-(hidroximetil)- pmdlna iniciando com 1-(3-(4-terc- butoxi-

carbonil-piperazin-1-il)-propil)-3,5-bis- (hidroximetil)-benzeno:

LC/MS (Método A3)

ES m/z = 441 MH™

Tempo de retengao 2,4 minutos

'H RMN (400 MHz, DMSO-d6, b em ppm): & =1 26 (s, 6H); 1,71
(m, 2H); 1,79 (m, 2H); de 2,22 a 2,40 (m, 8H); 2,39 (s, 3H); 2,58 (m, 2H);
3,44 (m, 4H); 4,45 (d; J = 6,0 Hz, 4H); 5,09 (t, J = 6,0 Hz, 2H); 7,00 (s amplo,

_2H) 7,08 (s amplo 1H).

1-(3-(4-terc- butoxwarbonll -piperazin-1-il)- propll) -3, 5 bis-

P Y

1-(3-(4-terc-butoxicarbonil-piperazin-1 -il)-propil)-3,5-bis-(hidroxi-
metil)-benzeho pode ser preparado seguindo o procedimento. para a prepa-
ragdo de 5-(3-terc-butoxicarboniI-N-metiI-amino-propil)-.1 ,3-bis-(hidroximeti|)-
benzeno, iniciando com éster dimetilico de acido 5-[3-(4-ter_c-butoxicarbonil-

(hidroximetil)-benzeno

piperazin-1-il)-propil]-isoftalico:
LC/MS (Método A3):
ES m/z = 365 MH"*
m/z = 309 (M + 2H — tBu)*
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Tempo de retengdo = 2,0 minutos :

'H RMN (300 MHz, DMSO-d6, & em ppm):'é- = 1,39 (s, 9H); 1,71
(m, 2H); 2,28 (m, 6H); 2,57 (m, 2H); 3,29 (m parcialmente mascarado, 4H);
4,44 (d, J = 6,0 Hz, 4H); 5,08 (t, J = 6,0 Hz, 2H); 7,00 (s amplo, 2H); 7,08 (s

-amplo, 1H).

Ester dimetilico de acido 5-[3-(4-terc-butoxicarbonil-piperazin-1- '

s

Ester dimetilico de acido '5'-[3-(4-te'rc-butoxicarbonil-piperazin-1-

il)-propil]-isoftalico

il)- propil] -isoftalico pode ser preparado seguindo o procédimento para a pre-

paragdo de éster dietilico de &acido 5-(3-terc-butoxicarbonil- N- metil- amlno- ,

propil)-benzeno-1 ,3-dicarboxilico, iniciando com éster dimetilico de acido 5-

[3-(4-terc-butoxicarbonil-piperazin- 1 |I) prop-1-inil]-isoftalico:

LC/MS (Método A3): '

ES m/z = 421 MH*

m/z = 365 (M + 2H — tBu)*

m/z = 321 (M + 2H ~ COtBu)"

" Tempo de retengdo = 2,7 minutos

"H RMN (400 MHz, DMSO-d6, & em ppm): & = 1,39 (s, 9H) 1,74

(m, 2H); 2,28 (m, 6H); 2,75 (m, 2H); 3,30 (m parciaimente mascarado, 4H);

}389(s 6H); 8,08 (d, J = 2,0 Hz, 2H); 8,32 (t, J = 2,0 Hz, 1H).

Ester dimetilico de acido 5-[3- (4 terc butoxucarbonll plperazm-1-
il)- prop -1- |n|l] -isoftalico | ,
"

S
Ester dimetilico de acido 5-[3-(4-terc-butoxicarbonil-piperazin-1-
il)-prop-1-inil]-isoftalico pode ser preparado seguindo o procedimento para a
preparagdo de éster dietilico de acido 5-(3-terc-butoxicarbonil-N-metil-amino-
propin-1-il)-benzeno-1 ,3-dicérbo’xilico, iniciando com terc-butil-4-propargil-pi-

perazina-1-carboxilato:
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LC/MS (Método A3):

ES m/z = 417 MH*

m/z = 361 (M + 2H — tBu)”

m/z = 317 (M + 2H — COtBu)*

Tempo de retengdo = 3,1 minutos

"H RMN (400 MHz, DMSO-d6, 5 em ppm): & = 1,40 (s, 9H); 2,50
(m mascarado, 4H); 3,35 (m, 4H) 3,61 (s, 2H); 3,90 (s, 6H) 8,14 (s amplo '
2H); 8,40 (s amplo, 1H)

Exemplo 24: ,
8,8'-[(4-(2-{2-[2-(4-metil-4-metildissulfanil- pentanonlamlno) etoxn]

etoxi}-etdxi)- p|r|d|n-2 6-d|met|I)-d|0X|]-b|s[(S)-2-et-(E)-|l|deno-7 dlmetox1-

1,2,3, 11a tetraidro-pirrol[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5- ona]

VULV
- A
Vgp:—‘“ . ?ijﬁv | |
8,8’-[(4-(2-{2-[2-(4-metil-4-metildissulfaniI-pe_ntanoi!amiho)-etéxi]-

etéxi}-etéxi)-piridin-z,6-dimetil)-diéxi]-bis[(S)-2-et-(E)-iIideno-7-dimet6xi-'
1,2,3,1 1a-tetrai_dro-pirrol[2,1-c][1 ,4]benzod'iazepin-5-ona] pode ser preparado |
seguindo o procedimento para a preparagdo de 8,8"-[(4-(3-(4-metil-4-metil-
dissulfanil)-pentanamido-_propéxi)-piridin-z,6-dimetiI)-diéxi],-bis[(S)-2-et-(E)-
iIiden'o-7-dime‘téxi-1‘,2,3,1 1a-tetraidro-pirrol[2,1 -c][1,4] ‘benzodiazepin-5-ona],
utilizando-se 4-(2-{2-[2-(4-metil-4-metildissulfanij-pentanoiIanﬁino)-etéxi]-eté-

- xi}-etdxi)-2,6-bis-(hidroximetil)-piridina:

LC/MS (Método A3):
ES m/z =971 MH*
m/z = 486,3 (M + 2H)** /2
~ Tempo de reteng¢éo = 3,60 minutos
'H RMN (500 MHz, CDCI3-d1, & em ppm): & = 1,28 (s, 6H); 1,76
(d, J = 6,5 Hz, 6H); 1,94 (m, 2H); 2,26 (m, 2H); 2,40 (s, 3H); 2,98 (m, 4H); de
3,36 a 3,95 (m, 12H); 4,00 (s, 6H); 4,18 (m, 2H); 4,28 (s amplo, 4H); 5,27 (m,
4H); 5,61 (m, 2H); 5,97 (m‘ amplo, 1H); 6,84 (s, 2H); 7,01 (s émplo, 2H); 7,56

(s, 2H); 7,64 (d, J = 4,5 Hz, 2H).
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4-(2-{2-[2-(4-metil-4-metildissulfanil-pentanoilamino)-etoxi]-etoxi}-
etoxi)-2,6-bis-(hidroximetil)-piridina '
O oA rﬁ/ OGN AHHA O~ N
n;v’ﬁzjvoﬂ m\/é\,w T Lo T\X '
4-(2-{2-[2-(4-meti|-4-metildissulfaniIA-pentanoilamino)-etéxi]-etéxi}-
etdxi)-2,6-bis-(hidroximetil)-piridina pode ser preparado seguindo o procedi- - -

" mento para a preparagdo de 4-(3-[4-(4-metiI-4-metildissuIfanAiI-pentanoiI)-

piperazih-1-iI]-propiI)-2,6-bis-(hidroximetil)-'piridina, iniciando com 4-(2-{2-[2-

' terc-butoxicarbonilamino-etéxi]-et_éxi}-etéxi)-2,6-bis—(hidroximetil)-piridina:-

LC/MS (Método A3):
ES m/z = 463 MH*
“ Tempo de retengdo = 2,3 minutos
'H RMN (400 MHz, DMSO-d6, ‘6 em ppm): & = 1,22 (s, 6H); 1,79 -
(m, 2H); 2,15 (m, 2H); 2,39 (s, 3H); 3,18 (q, J = 6,0 Hz, 2H); 3,40 (t, J = 6,0
Hz, 2H); 3,52 (m, 2H); 3,60 (m, 2H); 3,76 (m, 2H); 4,18 (m, 2H); 4,45, (s, 4H);

5,32 (m amplo, 2H); 6,85 (s, 2H); 7,90 (t amplo, J = 6,0 Hz, 1H).

4-(2-{2-[2-terc-butoxicarbonilamino-etéxil-etoxi}-etoxi)-2,6-bis-

~ (hidroximetil)-piridina

20

25

30

/\/0\/\0’\/‘1}1’0‘\/ NO\/\ONNTOY
b S A ' °
O A NN O HO. 'N L OH

4-(2-{2-[2-terc-butoxicarbonilamino-etéxi]-etéxi}-etéxi)-2,6-bis-
(hidroximetil)-piridina pode ser preparado seguindo o procedimento para a
preparagdo de 4_-(3-terc-butoxicarbonilamino-propéxi)-z,6-bis-(hidroximetil)
piridina, iniciando com éster dietilico de'éci_do 4-(2-{2-[2-terc-butoxicarbonila-
mino-etdxi}-etdxi}-etéxi)-piridina-2,6-dicarboxilico:

LC/MS (Método A3):

' ES m/z = 387 MH*

m/z = 331 (M + 2H — tBu)*

Tempo de retengdo = 2,0 minutos

'H RMN (400 MHz, DMSO-d6, 5 em ppm): & = 1,37 (s, 9H); 3,07
(a, J = 6,0 Hz, 2H); 3,39 (t, J = 6,0 Hz, 2H); 3,51 (m, 2H); 3,59 (m, 2H); 3,73
(m, 2H); 4,18 (m, 2H); 4,45 (d, J = 6,0 Hz, 4H); 5,31 (t, J = 6,0 Hz, 2H); 6,73
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(t amplo, J = 6,0 Hz, 1H); 6,85 (s, 2H).
Ester dietilico de acido 4-(2-{2-[2-terc-butoxicarbonilamino-etoxi]-

etoxi}-etdxi)-piridina-2,6-dicarboxilico pode ser preparado como segue:
'f\,o\/\o,\/rr"'” o 0 :
Wi AL T

A uma solugéio de éster dietilico de acido 4-(2-{2-[2-azido-etoxi]-
etoxi}-etdxi)-piridina-2,6-dicarboxilico (Roy, B.C.; Santos, M.; Mallik, S.; D.
Campiglia, A.D. J. Org. Chem. 2003, 68( 10), 39'99) (900 mg) em acetato de
etila (18 mL) foram adicionados ditefc-butil-dicarbonato (545 mg) nebpalédio a |
10% sobre carborio'(73 mg). A solugao foi agitada em temperatuvra ambiente
sob uma atmosfera de hidrogénio 200 Kpa (2 bar) durante 18 horas. 0 solldo
foi filtrado e solvente foi removndo em véacuo para um residuo. O resnduo foi
purificado por cromatografla de silica-gel (Analogix Super Flash SiO, SF 25-
34 g), utilizando-se eluigdo gradlente com uma mistura de dlclorometano (A)
e metanol (B) (gradiente: 100% de A até 97,5% de A: 2,5% de B) para forne-
cer éster dietilico de acido 4-(2-{2-.[2-térc-butoxicarbonilamino-etéxi]-etéxi}-

| etéxi)-piridina-2,6-dicarboxn’lico (760 mg): -

LC/MS (Método A3):
ES m/z = 471 MH*
m/z = 415 (M + 2H — tBu)*
'm/z =371 (M + 2H — COtBu)*
" Tempo de retengdo = 3,6 minutos

| 'H RMN (300 MHz, DMSO-d6, & em ppm): & = 1,32 (t, J = 7,0
Hz, 6H); 1,36 (s, 9H); 3,04 (q; J = 6,0 Hz, 2H); 3,38 (t, J = 6,0 Hz, 2H); 3,51
(m, 2H); 3,59 (m, 2H) 3,79 (m, 2H); 4,25 (m mascarado, 2H); 4,29(q,J =70
Hz, 4H); 6,70 (tamplo J =6,0 Hz, 1H); 7,73 (s, 2H). .
Exemplo 25:

8,8"-[(1-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(4-metil-4-metildissulfanil-

péntanoilamino)-etéxi]¥etéxi}-etéxi)—etéxi]-etéxi}-etéxi)-benzeno-3,5-dimetil)-
di6xi]-bis[(S)-2-et-(E)-ilideno-7-dimetdxi-1,2,3,11 a-tetraidro-pirrol[2,1-

c][1,4]benzodiazepin-5-ona]
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wodons vl MJ |

.8,8'-[(1 -(2-{2-[2-(2-{2-[2-(4-meti|-4-metiIdissulfanil-pentanoila-

mino)-etéxi]-etéxi}-etéxi)-etéxi]-etéxi}-etéxi)-benzeno-3,5-dimetil),—diéxi]-

~ bis[(S)-2-et-(E)-ilideno-7-dimetoxi-1,2,3,11a- tetraidro-pirrol[2,1-c][1 4]benzo-

diazepin-5-ona] pode ser preparado segumdo o procedimento para a prepa-
racdo de 8,8'-[(4-(3-(4-metil-4- metlldlssulfanll) -pentanamido- propoxn) piridin-
2,6-d|metll)-d|0X|]-b|s[(S)-2-et-(E)—|I|deno -7-dimetéxi-1,2,3,11a-tetraidro-pir-

“rol[2,1-c][1,4] benzodiazepin-5-ona], utilizando-se 1-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(4-metil-

4- metlldlssulfaml pentanonlamlno) -etoxi]- -etdxi}- etOX|) -etoxi]-etdxi}-etoxi)-3,5-
bis- (hldrOX|met|I) -benzeno:

LC/MS (Método A1, Plataforma in:

ES: m/z=1102 MH*

Tempo de retengao 4, 49 minutos

'H RMN (500 MHz, CDCI3-d1, 6 em ppm): 8 = 1,30 (s, 6H); 1,75
(d, J = 6,5 Hz, 6H); 1,95 (m, 2H); 2,28 (m, 2H); 2,41 (s, 3H); 2,97 (M, 4H); de
3,33 a 3,96 (m, 24H); 3,96 (s, 6H); 4,12 (m, 2H); 4,27 (s amplo, 4H); de 5,07
a 5,24 (m, 4H); 5,60 (m, 2H); 6,21 (m amplo, 1H); 6,81 (s, 2H); 6,96 (s, 2H);
7,07 (s, 1H); 7,51 (s, 2H); 7,65 (d, J = 4,5 Hz, 2H). |

-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(4-metil-4-metildissulfanil-pentanoilamino)-

etoxn] -etoxi}-etoxi)-etoxi]-etdxi}-etoxi)-3,5- bis- (hzdrommetul) -benzeno

oL,

1-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(4-metil-4- metildissulfanil-pentanoilamino)-
etoxn]-etoxl} -etoxi)-etdxi]- etox1} -etéxi)-3,5-bis-(hidroximetil)- -benzeno pode ser
preparado seguindo 0 procedlmento para a preparagdo de 1-(3-(4- -metil-4-
metildissulfanil)—pentanamido-propéxi)-S,5-bis-(hidroximetil)—benzeno, inician-
do com 1-(2-{2-[2-(2-{2-[2-amino-etéxi]—etéxi}-etéxi)-etc’)xi]-etéxi}-etéxi)-3,5-
bis-(hidroximetil)-benzeno: |

LC/MS (Método G1):
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ES m/z = 594 MH*

Tempo de reteng¢éo = 1,9 minuto.

1-(2-{2-[2-(2-{2-[2-amino-etdxi]-etoxi}-etoxi)- -etoxi]-etoxi}- etoxn)
3,5-bis- (hldrox1metll) -benzeno pode ser preparado como segue:

Wil e

A uma solucao de 1-(2- {2 [2-(2-{2-[2-azido- etoxﬂ -etoxi}-etoxi)-
etoxi)- etoxn} etOX|) -3,5-bis- (hLdrommetlI) -benzeno (540 mg) em THF (5,5 mL)
foram adicionados trifenilfosfina (320 mg) e agua (22 plL). A solugéo foi agi-
tada em temperatura ambiente durante 18 horas e solvente foi removido em

vacuo para um residuo. O residuo foi purificado por cromatografia de silica-

‘gel (coluna de 30 g Merck SuperVarioFlash, Si60 15-40 pum, eluido com di-

clorometano/metanol  95:5, em seguida diclorometano/metanol/NH4OH
75:25:2,5 para fornecer 1-(2-{2-[2-(2-{2-[2-amino- -etoxi]- etoxn} etoxn) etoxﬂ |
etoxi}-etoxi)-3,5-bis- -(hidroximetil)-benzeno (430 mg): -
~ LC/MS (Método A3): |
ES: m/z =418 MH*
Tempo de retengdo =1,3e 1,7 mmuto : ‘
1-(2-{2-[2- (2 {2-[2-azido-etdxi]- etoxn} etOX|) -etdxi]-etoxi}- etoxu)

3,5-bis-(hidroximetil)- benzeno pode ser preparado como segue:

.(\Nl\kaj ‘ .

A uma solugdo resfriada (0°C) de 2-[2-(2-{2-[2-(2-Azido-etOxi)-
etoxi]-etdxi}-etdxi)-etoxi]-etanol (1,6 g) e trietilamina. (1,45 mL) em diclorome-
tano (40 mL), foi adicionada cloreto de metan{osswfonila (617 pL). Apos 1
hora, agua foi adicionada. As camadas foram separadas e a camada orgéni?
ca foi secada sobre sulfato de magnésio, e concentrada em VACcuo para um
residuo (1,83 g). Uma amostra do residuo (1,4 @), 3,5-bis-hidroximetilfenol
(510 mg) e carbonato de potéssio (686 mg) foram misturados em dimetilfor-

mamida (8 mL) e aquecidos em 70°C durante 15 horas. A mistura reacional

foi resfriada para a temperatura ambiente, dgua foi adicionada e a solugao
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aquosa foi extraida trés vezes com acetato de etila. As solugdes organicas
combinadas foram lavadas com uma solugao aquosa de cloreto de sédio
saturado, secadas sobre sulfato de magnésio e concentradas em vacuo para
um residuo. O residuo foi purificado por cromatografia de silica-gel (cbluna
de 70 g Meﬁrck SuperVarioPrep, Si60 15-40 pm), eluido com uma rhistura de

- metanol (A)/diclorometano (B), (gradiente: 2% de A: 98% de B a 10% de A:

90% de B) para fornecer 1-(2-{2-[2-(2-{2-[2-azido-etéxi]-etéxi}-etéxi)-etéxi]-

_etéXi}-etéxi)-S,5-bis-(hidroximetil)-be_nzeno' (540 mg):

" CI (Método D): m/z = 461 MNH,"
2-[2-(2-{2-[2-(2-A2ido-etéxi)-.eiéxi]-etéxi}-etéxi)-etéxi]-etanol pode

{)—==2.==.
)

——

stf\/o\/\ \j
“o/\,o\/\o/\,o\/? . Ho OO

A uma solugéao de 2-[2-(2-{2-[2-(2-tosiIéxi-etéxi)-etéxi]-etéxi}-etéxi)—
etéxi]-etanol (Loiseau, F. A.; Hii, K. K; Hill, A. M. J. Org. Chem. 2004, 69, 639)

(4,5 g) em dimetilformamida (30 mL), foi.adicionado azida de sédio (0,89 g). A

solugéo foi agitada em 70°C durante 18 horas e 0 solvente foi em seguida re-

movido em vacuo para um residuo. Diclorometano foi adicionado e o precipita-

do resultante foi filtrado. A camada orgénica foi concentrada em vacuo para
fofnecer 2-[2-(_2-{-2-[2-(2-Azido-et()xi)-etéxi]—etéxi}-etéxi)-etéxi]-etanol (3,19)
CI (Método D): m/z = 325 MNH," |
Exemplo 26:
| 8,8’-[(1-(2-{2-[2-(4-metil-4-metildis'suIfanil-pentanoilamino)-etc’)xi]-
etéxi}éetéxi)-benzeno-3,5-dimetil)—di_c'in]-bis[(S)-Z-et-(E)-ilideno-?-dimetéxi- '

1,2,3,11a-tetraidro-pirrol[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-ona]

575~

T SV VAL
RN R e e
VCQC[:—.? P
8,8'-[(1 -(2-{2-[2-(4-meti|-4-metildissulfaniI-pentanoilamino)-etéxi]-
etéxi}-etéxi)-benzeno-3,5-dimetil)-di(’)xi]-bis[(S)-Z-et-(E)-ilideno—7-dimetéxi-
1,2,3,11a-tetraidro-pirrol[2,1 -C][1 ,4]benzodiazepin-5-ona] pode ser preparado

seguindo o procedimento para a preparagdo de 8,8'-[(4-(3-(4-metil-4-me-
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tildissuIfaniI)-pentana‘mido-propéxi)-piridin-2,6-dimetiI)-diéxi]-bis[(S)-Z-et—(E)-

_ilideno-7-dimetéxi-1,2,3,11a-tetraidro-pirrol[2,1-c][1,4] benzodiazepin-5-ona],

utilizando-se 1 -(2-{2-[2-(4-metil-4-metiIdissuIfaniI-pentanoilamino)-etéxi]-eté- :
xi}- etOXI) -3,5-bis-(hidroximetil)-benzeno: ' |

LC/MS (Método A1, Plataforma Il):

ES: m/z = 970 MH*

‘Tempo de retengéo-= 3,89 minutos

'H RMN (500 MHz, CDCI3-d1, & em ppm): & = 1,27 (s, 6H); 1,75
(d, J = 6,5 Hz, 6H); 1,94 (m, 2H); 2,26 (m, 2H); 2,40 (s, 3H); 2,98 (m, 4H); de
3,35 a 3,92 (m, 12H); 3,96 (s, 6H); 4,15 (m, 2H); 4,28 (s amplo, 4H); de 5,10
a 5,23 (m, 4H) 5,60 (q amplo, J = 6,5 Hz, 2H); 6,05 (t amplo, J = 6,0 Hz, 1H);
6,81 (s, 2H); 6,98 (s, 2H); 7,09 (s, 1H); 7,53 (s, 2H); 7,64 (d, J = 4,5 Hz, 2H).

1-(2-{2-[2-(4-metil-4- metlldlssulfanll pentanoﬂamlno) -etdxi)- etoxn}

etoxi)-3,5-bis- (hldroxmetil) -benzeno

0. N H :
/_\/ _\/\0/\/ e NO%ONNMS/\
L | .
HO ~-OH HOL oH ' ‘

| 1-(2-{2-[2-(4-metil-4- metiIdissulfaniI-pentanoilamino)-etéxi]-et()xi}-
etoxi)-3, 5 bis-(hidroximetil)-benzeno pode ser preparado segumdo 0 proce-
dimento para.a preparagdo de 1-(3-(4-metil-4- metlldlssulfaml) -pentanamido-
propéxi)-3,5-bis-(hidroximetil)-benzeno, iniciando com 1-(2-{2-[2-am|no-eto-
xi]-et6xi)-et6xi)-3,5-bis-(hidroximetil)-benzeno: |

' LC/MS (Método A3):

ES: m/z = 462 MH*

m/z = 444 (M + H = H,0)*

‘Tempo de retengéo = 3,0 minutos

1-(2-{2-[2-amino-etoxi]- etOX|} -etdxi)-3,5-bis-(hidroximetil)- benzeno

°\/\o/\/’( 0\/\0/\, H,

N A
“°\Jg>\/°“ HO\/é\/CM

1 -(2-{2-[2-émino-etéxi]-etéxi}-etéxi)—S,5-bis-(hidroximetil)-ben-

zeno pode ser preparado seguindo o procedimento para a preparagéo de 1-
(2-{2-[2-(2-{2-[2-aminofetéxi]—etéxi}-etéxi)-etéxi]-etéxi}-etéxi)-s,5-bis-
(hidroximetil)-benzeno, iniciando com 1-(2-{2-[2-azido-etoxi]-etoxi}-etdxi)-3,5-
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bis-(hidroximetil)-benzeno:
LC/MS (Método A3):
'ES: m/z =286 MH*
m/z = 268 (M + H — H,0)*
Tempo de retengéo = 0,8 minuto
Azido de 1-(2-{2-[2-azido-etéxi]-etéxi}-etc’)xi)'-s,5-bis-(hidroxime- '
til)-benzeno ' | '

.
N
Ho’\/o\/\o’\/'( o

A0 0/\/'(
O/\/O\/\OI\/N’ \/é\/q‘—_. HO\/@/ .

1 -(2-{2-[2-azido-etéxi]—etéxi}'—etéxi)-s,5-bis-(h|droximeti|)-benzeno
pode ser preparado seguindo o procedimento para a preparagao de 1-(2-{2-
[2-(2-{2-[2-azido-etdxi]-etdxi}-etoxi)-etoxil-etdxi}-etoxi)-3,5-bis-(hidroximetil)-

| benzeno, iniciando com 2-[2-(2-Azido-etc’>xi)-etc’)xi]-etanol (Roy, B.C; Santos,

M.; Mallik, S.; Campiglia, A.D. J. Org Chem. 2003, 68(10), 3999):
Cl (Metodo D) m/z =329 MNH4 '

Exemglo 27:

- 8,8'-[(4-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(4-metil-4- metlldlssulfaml pentanoilamino)-

etoxi]-etdxi}-etdxi)-etdxi]-etoxi}-etdxi)- piridin-2,6- dlmetll) -di6xi]-bis[(S)-2-et-(E)-

ilideno-7-dimetoxi-1, %raldro pirrol[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-ona]
AL wéw ey
8,8'- [(4 (2-{2-[2-(2-{2-[2-(4-metil-4- metlldussulfanll -penta-
n0|lam|no) etoxi]-etoxi}-etoxi)- etoxu] -etoxi}- etoxn) piridin-2, 6- dimetil)-diéxi]-
bis[(S)-2-et-(E)-ilideno-7-dimetoxi-1,2,3,11a- tetraidro-pirrol[2,1-c][1,4]benzo-
diéze’pin-S'—ona] pode ser préparado Seguihdo o procedimento para a prepa- ‘
ragéo de 8,8’-[(4-(3-(4-metii-4-metiIdissuIfanil)-pentanamido-propéxi)—piridin-
2,6-dimetil)-dioxi}-bis[(S)-2-et-(E)-ilideno-7-dimetoxi-1,2,3,1 1a-tetraidro-pir-
rol[2,1-c][1,4] benzodiazepin-5-ona], utilizando-se 4-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(4-metil-

4-metildissulfanil-pentanoiIamino)-etéxi]-etéxi}-etéxi)-etéxi]-etéxi}-etéxi)-2,6-

bis-(hidroximetil)-piridina:
LC/MS (Método A3):
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ES: m/z = 1103 MH*

m/z = 552 (M + 2H)** /2

Tempo de retengéo = 3,7 minutos

'H RMN (500 MHz, CDCI3-d1, & em ppm): & = 1,29 (s, 6H); 1 75A
(d, J = 6,5 Hz, 6H); 1,94 (m, 2H); 2,28 (m, 2H); 2,40 (s, 3H); 2,97 (m, 4H); de
3,33 a 3,95 (m, 24H); ‘3,99 (s, 6H); 4,18 (m, 2H); 4,28 (s amplo, 4H); 5,27 (m,
4H); 5,60 (m, 2H); 6,19 (m amplo, 1H); 6,82 (s, 2H); 7,00 (s amplo, 2H); 7,55
(s, 2H); 7,64 (d, J = 4,5 Hz, 2H). - -

4-(2-{2-[2-(2-{24[27(4-metil-z'.-wmetiIdissulfanil-pentanoilamino)-
etéxi]-etéxi}-etéxi)-etéki]-etéxi}-etéxi)-Z,6-bis-(hidroximetil)fpiridina

[o8
9. 0¢ v\\j’ W-@N°‘/J \s,s><\i

L aA OO O~
o OO o : OJ
AN — SO
i N B
Ho M
o o A A _on »

4-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(4-metil-4-metildissulfanil- pentanoilamiho)-et()- :
xi]-etoxi}-etoxi)- etoxn] -etdxi}-etdxi)-2,6-bis-(hidroximetil)-piridina pode ser pre-
parado segumdo o procedimento para a preparagdo de 4- -(3-[4-(4- metll 4-
metildissulfanil- pentano;l) piperazin-1-il}-propil)-2,6-bis- (hldroxmetll) plrldlna
iniciando com 4-(2-{2-[2-(2-{2-[2-terc- butOX|carbon|Iam|no -etdxi]-etoxi}- etoxy)
etoxi]-etoxi)-etdxi)-2,6-bis-(hidroximetil)-piridina: |

LC/MS (Método A3):

ES: m/z = 596 MH"

Tempo de retengdo = 2,4 minutos

4-(2-{2-[2-(2-{2-[2-terc-butoxicarbonilamino- etOX|] -etdxi}-etdxi)-

etoxn] -etéxi}-etdxi)-2,6-bis-(hidroximetil)- plrldlna

Y~ —

4-(2-{2-[2,-'(2-{2-[2-terc-butoxicarboniIamino-.etéxi]-etéxi}-et'éxi)-
etdxi]-etdxi}-etéxi)-2,6-bis-(hidroximetil)-piridina pode ser preparado seguindo
o procedimento para a preparagdo de 4-(3-terc-butoxicarbonilamino-pro-
pdxi)-2,6-bis-(hidroximetil) piridina, iniciando com éster dietilico de acido 4-
{2-[2-(2-{2-[2-(2-terc-butoxicarboniIamino-etéxi)-etéxi]-etéxi}-étéxi)-etéxi]-

etéxi}-piridina-2,6-dicarboxu’lico:
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LC/MS (Método A3):

ES: m/z=519MH*

Tempo de retengdo = 2,2 minutos

Ester dietilico de acido 4-{2-[2-(2-{2-[2-(2-terc-butoxicarbonilami-

no-etéxi)7et6xi]-etéxi}-etéxi)—etéxi]-etéxi}-piridina-2,6-dicarboxilico
A
lg,é\( I ﬁw
Ester dietilico de &cido 4- {2 [2 (2-{ZQ[2-(2-terc-butoxicarbonilami-

no-etéxi)-etdxi]-etoxi}-etoxi)- etoxﬂ etoxi}- p|r|dina.-2,6-dic'arboxﬂico pode ser

~ preparado seguindo o procedimento para a preparagao de éster dietilico de
acido 4-(2-{2-[2-terc-butoxicarbonilamino-etéxi]-etéxi}-etéxi)—piridina-2,6-di-

carboxilico, iniciando com éster dietilico de acido 4-{2-[2-(2-{2-[2-(2-Azido-
etéxi)-etéxi]-etéxi}—etéxi)-etéxi]-etéxi}-piridina-2,6-diCarboxilico: '
| ~ LC/MS (Método A3): |
ES: m/z = 603 MH*
 m/z =271 (M +2H - COtBu)*

Tempo de retengéo = 3,6 minutos

Estér dietilico de &cido 4-{2-[2-(2-{2-[2-(2-Azido-etdxi)-etoxi]-etoxi}-
etoxi)- etoxu]-etox:} -piridina-2,6- dlcarboxmco pode ser preparado como segue:

e o

, A uma solugdo de éster dietilico de acido quelidamico (1, 03 )
em dimetifformamida (10 mL) foram adumonados éster 2-[2-(2-{2-[2-(2- -azido-
etoxi)-etdxi]-etdxi}-etdxi)-etoxil-etilico de de aC|do metanossulfénico (1,82 g)
e carbonato de potéssio (893 mg). A mistura resultante foi aquecida em 70°C
durante 15 horas, em seguida foi resfriada para a temperatura ambiente.'
Agua foi adicionada e a solu§éo' aquosa foi extraida trés vezes com acetato
de etila. As solugdes orgénicas combinadas foram lavadas com uma solugao
aquosa de cloreto de sédio saturado, secadas sobre sulfato de magnésio e
concentradas em vacuo para um residuo. O residuo foi punflcado por croma-
tografia de silica-gel (coluna de 70 g Merck SuperVarioPrep, Si60 15-40
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0Om), eluido com uma mistura de metanol (A)/diclorometano (B), (gradiente:

39 de A: 97% de B a 5% de A: 95% de B) para fornecer éster dietilico de

acido 4-{2-[2-(2-{2-[2-(2-Azido-etc’>xi)-etéxi]-etc')xi}-etc')xi)-etéxi]-etéxi}-piridina-
2,6-dicarboxilico (2,19 g): |
~ LC/MS (Método A3):
ES: m/z = 529 MH"

‘Tempo de retengdo = 3,4 minutos -

8,8'-[(1-(2-[metil-(2-metil-2-metildissulfanil- propil)-amino]- etom)
benzeno-3,5-dimetil)-didxi]-bis[(S)-2-et-(E)-ilideno-7- dlmetOX| -1,2,3,11a-
tetraidro- pnrrol[2 1-c](1 4]benzod|azepm -5- onaj

"’&\Xﬁ “\b”“ YN
8 ,8'-[(1 -(2-[‘metiI-(2-meti|-2-metlldlssulfan|prropil)-amino]-etéxi)-

benzeno-3,5-dimetil)-dioxi]- blS[( S)-2-et-(E)-ilideno-7-dimetéxi-1,2,3,11a-
tetraidro- p|rrol[2 1-c][1,4]benzodiazepin-5-ona] pode ser preparado seguindo.

o) procedlmento para a preparagéo de 8, 8'-[(4-(3-(4-metil-4- metildissulfanil)-
_pentanamldo-propOX|) piridin-2,6-dimetil)-di6xi]-bis[(S)-2-et- -(E)- -ilideno-7-di-

metoxi-1,2,3,11a-tetraidro-pirrol[2,1-c][1,4] benzodiazepin-5-ona), utilizando-
se 1"-(2-[metil-(2-metil-2-metildissulfaniI-propil)-amino]-etéxi)-3,5-bis-(hidroxi-
metil)-benzeno: ' | |
LC/MS (Método A1, Plataforma I):
ES: m/z =872 MH* + H0
m/z = 854 MH*
| Tempb de retengao = 3,40 minutos '
'H RMN (500 MHz, CDCI3-d1, & em ppm): & = 1,31 (s, 6H); 1,75
(d, J = 6,5 Hz, 6H); 2,39 (s, 3H); 2,45 (s, 3H); 2,62 (s, 2H); 2,92 (t, J = 6,5 Hz,
2H); 2,97 (m, 4H); 3,89 (m, 2H); 3,96 (s, 6H); 4,06 (, J = 6,5 Hz, 2H); 4,26 (s
amplo, 4H): 5,12 (d, J = 12,5 Hz, 2H); 5,19 (d, J = 12,5 Hz, 2H); 5,60 (q am-
plo, J = 6,5 Hz, 2H); 6,82 (s, 2H); 6,95 (s amplo, 2H); 7,06 (s amplo, 1H);

7,52 (s, 2H); 7,64 (d, J = 4,5 Hz, 2H).
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1 -(2-[metiI-(2-metil-2-meti!dissuIfanil-propiI)-amino]-etéxi)-S,5-bis-

(hidroximetil)-benzeno pode ser preparado como segue:
N X A5

N A~
Hﬂ\/é\/m ’ Ho\)é\/ou

A uma suspensao resfriada (5°C) de 1-(2-(2-metil-2-rhetiIdissul-

| fanil-propil)-amino-etéxi)-3,5-bis-(hidroximetil)-benzeno (280 mg) em formal- -

deido (228 L), foi adicionado acido férmico (319 LLL), A mistura resultante
foi aquecida em 100°C durante 1 hora e 15 minutos, em seguida foi resfriada
para a temperatura ambiente. Agué e gelo foram adicionados, seguido por
uma solugdo aquosa de hidréxido de-sédio até pH = i2. A solug@o aquosa

- resultante foi extraida trés vezes com acetato de etila e as solugbes organi-
cas combinadas foram secadas sobre sulfato de magnésio e concentradas

em VAcuo para um ,resn’duvo. O residuo foi purificado por cromatografia de
silica-gel (coluna de 25 g Merck SuperVarioFlash, Si60 15-40 pum), eluido
com uma mistura de metanol (A)/diclorometano (B), (gradiente: 2% de A:

- 98% de B a 5% de A: 95% de B) para fornecer 1-(2-[metil-(2-metil-2-me-

tiIdissulfaniI-propiI)-amino]-etéXi)-3,5-bi$-(hidroximetil)-benzeno (210 mq):

LC/MS (Método A3): |

~ ES: m/z =346 MH"

miz =212 (M + 2H - CoHiiS2)*

m/z = 135 CsH11S2"

Tempo de retengdo = 2,1 minutos

"H RMN (400 MHz, DMSO-6, & em ppm): & = 1,27 (s, 6H); 2,39
(s 8H); 2,40 (s, 3H); 2,60 (s, 2H); 2,85 (1, J = 60Hz 2H); 4,02 (t, J = 6,0 Hz,
2H); 4,44 (d, J = 6,0 Hz, 4H); 5,10 (t, J = 6,0 Hz, 2H); 6,72 (s amplo, 2H);
6,82 (s amplo 1H). o
1-(2-(2-metil-2- metlldlssulfanll propil)-amino-et6xi)-3,5-bis-

(hidroximetil)-benzeno pode ser preparado como segue:
A~ NHHC /\,N\XS,S\

A uma suspensdo de cloridrato de 1-(2-amino-etdxi)-3,5-bis-
(hidroximetil)-benzeno (900 mg) em tetraidrofurano (4,5 mL) foi adicionada
trietilamina (1,07 mL). Apds agitacdo durante 15 minutos, 2-(metildi-
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tio)isobutiraldeido (530 uL) e isopropdxido de titanio (1,42 mg) foram adicio-

" nados e a mistura resultante foi agitada em temperatura ambiente durante 2

horas. Etanol (9 mL) e cianoboroidreto de sodio. (242 mg) foram adicionados
e a nova mistura foi agitada em températura ambiénte durante 18 horas. Os
sélidos foram filtrados e o filtrado foi concentrado em vacuo para um residuo.
O residuo foi em seguida dilul’d_o em acetato de etila e os solidos resultantes
foram filtrados. A solugéo organica foi em seguida lavada com agua e com
uma solugdo aquosa de cloreto de sddio saturado, secada sobre'magn'ésio e
concentrada em vacuo para um novo residuo qﬁé foi purificado por cromato-.
grafia de silica-gel (coluna de 30 g Merck SuperVarioFlash, Si60 15-40 um),

eluido com uma mistura de metanol (A)/dnclorometano (B), (gradlente 4% de

‘A: 96% de B a 10% de A: 90% de B) para fornecer 1-(2-(2-metil- 2-metil-

dlssulfanll-propnl)-ammo-etoxu) 3,5-bis-(hidroximetil)-benzeno (290 mg):

H RMN (400 MHz, DMSO-d6, 5 em ppm): 5=1,27 (s, 6H); 1,82
(m amplo, 1H); 2,39 (s, 3H); 2,67 (s, 2H); 2,91 (t, J = 6,0 Hz, 2H); 4,00 (t, J =
6,0 Hz, 2H); 4,43 (d, J = 6,0 Hz, 4H); 5,'10 (t, J = 6,0 Hz, 2H); 6,73 (s amplo,
2H); 6,83 (s amplo, 1H). | |
Exemplo 29: - |
 §,8"-{(4-(3-[metil-(4-metil-4-metildissulfanil-pentanoil)-amino}-
propil)-piridin-2,6- dnmetll) -didxi)- bIS[(S) -2-et-(E)-ilideno- 7 dimetoéxi-1,2,3, 11a-

tetraidro- -pirrolf2,1-c][1 4]benzodlazep|n -5-ona]

wéjxwéff“’\ |

8,8’-[(4—(3-[mvetiI-(4-meti|—4-meti|dissuIfanil-pentanoil)-amino]-
propil)-piridin-2,6¥dimeti|)-diéxi]-bis[(S)-2-et-(E)-ilideho-7-dimetc’>xi-1- ,2,3,1 ia-
tetraidro-pirrol[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-ona] pode.se.r preparado seguindo
o procedimento para a preparagéb de 8,8"-[(4-(3-(4-metil-4-metildissulfanil)-
pentanamido‘-propéxi)'—piridin-2,6-dimetil)-diéxi]-bis[(S)-2-et-(E)-ilideno_-7-di-
metdxi-1,2,3,11a-tetraidro-pirrol[2,1-c][1 ,4]benzodiazepin-5-oha], utilizando-
se 4-(3-[metil-(4-metil-4-metiIdissuIfanil-pentanoil)-amino]—propil)-2,6-bis-(hi-

droximetil)-piridina:
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'H RMN (500 MHz, CDCI3-d1, 5 em ppm): 8 = 1,32 (s, 6H); 1,75
(d, J = 6,5 Hz, 6H); 1,94 (m, 4H); de 2,20 a 4,30 (m, 18H); 4,00 (s, 6H); 4,27
(s amplo, 4H); de 5,21 a 5,68 (m, 6H); de 6,80 a 7,70 (m, 8H).
4-(3-[metil-(4-metil- 4-metildissUIfaniI-pentanoil)-amino]-prbpill)-

2,6- bIS (h|dr0x1metll) pmdlna

N\fro NH HCI \[I/\X S
HO\/(’E/':OH \/({f‘

4-(3-[metil-(4-metiI-ft-metlld|ssulfan|l-pentan0|I)-amlno]-p‘ropil)-
2,6-bis-(hidroximetil)-piridina pode ser p_reparado seguindo o procedimento
para a preparagdo de 4-(2-(4-metil-’4-meti|dis$uIfanil)-pentanamidofetéxi)-

2,6-bis- (hidroximetil)-piridina, ~ utilizando- -se 4-(3-(terc-butoxicarbonil-metil-

amlno) propil)-2,6-bis- (hldroxmetll) pmdnna
LC/MS (Método A3):
ES: m/z = 387 MH*
Tempo de retengdo = 2,5 minutos
4-(3-(terc-butoxicarbonil- metnl ammo) -propil)-2,6-bis- (hldrox1me- |

NTOY N0
\07((%;09 T \/(%: I \‘/
NZ ~~ . HO. N OH
o )

(o]

til)-piridina

4-(34(terc-butoxicarbonil-metil-amino)-propil)-2,6-bis-(hidroxi-
metil)-piridina pode ser preparado seguindo o procedimento para a prepara-
¢ao de 4-(3-terc-butoxicarbonilamino-propéxi)-2,6-bis-(hidr0ximetil)piridina,
Utilizando-se éster dietilico de é&cido 4-(3-(térc-butoxicarbonil-metil-amino_)-
propil)-piridina-2,6-bis-dicarboxilico: '
" CI (Método D) m/z = 311 MH*
. Ester dietilico de 4cido 4-(3-(terc-butoxicarbonil-metil-amino)-

propil)-piridina-2,6-bis-dicarboxilico

F

v

Ester dietilico de acido 4-(3-(terc-butoxicarbonil-metil-amino)-pro-

pil)-piridina-2,6-bis-dicarboxilico pode ser preparado seguindo o procedimen-
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to para a preparagdo de éster dietilico de acido 5-(3-terc-butoxicarbonil-N-

. metil-amino-propil)-benzeno-1,3-dicarboxilico, iniciando com éster dietilico

de é&cido 4-[3—(terc-butoxicarbonil-metil-amino)-prop-1-ini|]-piridina¥2,6-dicar-
boxilico: | |
LC/MS (Método G2):
ES: m/z = 395 MH*
'm/z=339 (M +2H - tBu)*
Tempo de retengdo = 7,5 minutos
“Ester dietilico de éacido 4-[3-(terc-butoxicarbonil-metil-amino)- -

. °ﬁ)< ]
ops %&N
Ester dietilico de acido 4-[3-(t_erc-butoxicaerniI-metil-amino)-_

prbp-1-iniI]-piridiha-2,6-dicarboxu’|ico pode ser preparado seguindo 0 proce-
dimento para a preparagédo de éster dietilico de acido 5-(3-terc-butoxicar-

prop-1 -iniI]-piridina-2,6-dicarboxilico

boniI-N-metil'-amino-propin-1-iI)-benzeno-1,3-dica‘rboxi|ico, iniciando = com
terc-butoxicarbonil-N-metil-propargilamina. '
Cl (Método D) m/z = 391 MH*

Exemplo 30:
8,8'-[(4-(3-[metil-(2-metil-2- metlldlssulfaml propll) amlno] -propil)-

piridin-2, 6-dimetil)-dioxi]-bis[(S)-2-et-(E)-ilideno-7-dimetoxi-1 ,2,;3,11a-
tetraidro-pirrol[2,1-c][1 4]benzod|azep|n -5- ona]

U Vel vy L
iy

8,8’-[(4-.(3-[metiI-(2-metil-2-metlldlssulfanil-propil)—amino]-prop_‘il)- ,

[+]

piridin-2,6-dimetil)-diéxi]-bis[(S)-2-et-(E)-ilideno-7-dimetéxi-1,2,3, 11a-te-

traidro-pirrol[2,1-c][1 ,4]benzodiazepin-5-ona] pode ser preparado seguindo o
procedimento para a preparagdo de 8,8’-[(4-(3-(4-metil-4-metildiséulfanil)-
pentanamido-propéxi)-piridin-2,6-dimetil)-diéxi]-bis[(S)-Z—et-(E)—ilideno-?-

dimetdxi-1,2,3,11a-tetraidro-pirrol[2,1-c][1,4] behzddiazepin-s-ona], utilizan-
do-se 4-{3-[meti|-(2-metil-2-metiIdissulfanil-propil)-amino]-propil}-2,6-bis-(hi-
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droxi metil)-piridina: _

'H RMN (500 MHz, CDCI3-d1, & em ppm) 5=1,28 (s, 6H); 1,65
(m parcialmente mascarado, 2H); 1,75 (d, J=6,5 Hz, 6H); 2,29 (s, 3H); 2,38
(s, 3H); 2,46 (m, 4H); 2,65 (m, 2H); 2,97 (m, 4H); 3,89 (m, 2H); 4,00 (s; 6H);
4,27 (s amplo, 4H); 5,29 (s, 4H); 5,60 (q amplo, J = 6,5 Hz, 2H); 6,86 (s, 2H);

7,30 (s, 2H); 7,55 (s, 2H); 7,64 (d, J = 4,5 Hz, 2H).

4-{3-[metil-(2-meti_l-2-metildissuIfanil-propil)-amino]-propil}¥2-,6-
bis-(hidroxi metil)-piridina - :
v rlm,um . ,[‘\>< s -

P-34409-034-3
4-_{3-[metiI-(2-metil-2-mefildis~suI'fanil-propil)-amino]-propil}-2,6-

bis-(hidroxi metil)-piridina pode ser preparado seguindo o procedimento para |

a preparagao de 1-(2-(2-metil-2-metiIdissulfaniI-propiI).-Aamino-etéxi)-S,5-bis-‘

(hidroXimeti|)-ben_zeno, utilizando-se 4-{3-[meti|-amino]-propi|}-2,6-bis-(hidroxi

“metil)-piridina:

LC/MS (Método A1 Plataforma II)

ES m/z = 345 MH*

Tempo de retengao = 1,15 minuto
Exemplo 31:

8,8"-[(1 -(4-m_eti|-4-metiIdissulfanil)—pentanamido)-benzeno-3‘,5-
dimetil)-di()xi]-bis[(S)-2-et-(E)-ilideno-7‘-dimetéxi-1 ,2,3,11a-tetraidro-pirrol[2,1-
c][1,4]benzodiazepin-5-ona] pode ser preparado como segue:

G — \,/:ch"%
8,8’-[(1-(4-rheti|—4¢metildissuIfanlI)-pentanamldo)-benzeno-3,5- _
dimetil)-dioxi]-bis[(S)-2-et-(E)-ilideno-7-dimetdxi-1,2,3,1 1a-tetraidro-pirrol[2,1-
c][1,4]benzodiazepin-5-ona] pode ser preparado seguindo o procedimento
para a preparagdo de 8,8'-[(4-(2-(4-metil-4-metildissulfanil)-pentanamido-
etéxi)-piridin-2,6-dimetil)-dic’)Xi]-bis[(S)-Z-et-(E)-ilideno-7-dimetéxi-1 2,3,11a-

tetraidro-pirrol[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-onaj, iniciando com (1-(4-metil-4-
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: metildissulfaniI)-pentanamido)-3,5-bis-(hidroximetil)-benzeno:

LC/MS (Método A1, Plataforma I):

ES: m/z = 838 MH*

Tempo de retengdo = 4,11 minutos

'H RMN (500 MHz, CDCI3-d1, & em ppm): & = 1,33 (s, 6H); 1,76
(. J = 6,5 Hz, 6H); 2,03 (m, 2H); 2,43 (s, 3H); 2,46 (m, 2H); 2,97 (m, 4H),
3,89 (m, 2H); 3,95 (s, 6H); 4,27 (s amplo, 4H); 5,14 (d, J =12,5 Hz, 2H); 5,19
(d, J = 12,5 Hz, 2H); 5,60 (q, J = 6,5 Hz, 2H); 6, 81 (s, 2H); de 7,20 a 7,60
(m, 6H); 7,64 (d, J = 4,5 Hz, 2H) - |

Os derivados de mercapto correspondentes de compostos dos
exemplos 19-31 podem ser preparados'por aplicagéo do procedimehto des-
crito no exemplo 18. | |
Exemgld A: Procedimento geral para preparagédo de conjugado:

Antlcorpo anti-B4 que se liga ao antigeno CD19 preferencnal-

mente expresso na supen‘lcne de células de linfoma humano é selecuonado

para conjugacgéo de derivados de tomaimicina.

Na primeira etapa, o anticorpo é reagido com o agente de modi-
ficagédo 5-nltro-2-p|nd|Idltlobutanoato de N-sulfossucinimidila (SSNPB) para
introduzir grupos nitropiridilditio. Uma solugao de anticorpo huC242 em uma
concentragéo de 8 mg/mL em um tamp&ao aquoso contendo 0,05 M de fosfa-
to de potassw 0,05 M de cloreto de s6dio e 2 mM de é&cido etllenodlammate-
tra-acético (EDTA), pH 6,5 (65,6 mL) é tratada com um excesso molar de 8

- vezes de uma solugdo de SSNPB em dimetilacetamida (DMA). A mistura

reacional é agitada em temperatura ambiente durante 90 minutos e em se-
guida carregada em uma coluna de filtragao de gel Sephadex G25 (50 mm Xx
35,5 mm, coluna) que foi previamente equilibrada em um tampao aquoso
contendo 0,05 M de fosfato de potéssio, 0,05 M de cloreto de sodio e 2 mM
de EDTA, pH 7,5. As fragdes contendo anticorpo modificado s&o coletadas e
reunidas para produzif o produto. Uma aliquota pequena do anticorpo modi-
ficado é tratada com ditiotreitol para clivar o dissulfeto de nitro-piridila e o
nitro-piridina-2-tiona liberado € ensaiado espectrofotometricamente (€323nm =

4.299 M'em "' €280nm = 566 M'cm’™! para o composto, € €zsonm = 217,560 M’
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‘cm™ para o anticorpo). Uma medaa de 4 ab moleculas de nltro -piridil-

dissulfeto é tipicamente ligada por molécula de anticorpo.

- O anticorpo modificado é diluido a 2,5 mg/mL no tampé&o acima

-em pH 7,5 e em seguida tratado com uma solugdo do derivado de tomaimi-

cina vem _DMA, de modo que a concentracgdo final de DMA no tampéo seja

. 20%. A mistura de conjugagdo é agitada em temperatura ambiente durante

16 horas. A mistura reacional € pLjrificada por passagem através de uma
coluna de filtragado de gel Sephacnl S300 (50 mm x 42 ¢m, coluna que foi
prewamente equilibrada em um tampao de salina tamponada por fosfato

(PBS) em pH 6,5. Fragdes contendo conjugado anticorpo monomeérico-

~ derivado de tomaimicina sdo reunidas e dialisadas no tampdo de PBS. O

conjugado final € ensaiado espectrofotometricamente utilizando-se os coefi-

- cientes de extingdo que sdo determinados separadamente para cada deriva-

do de tomaimicina.
Coguqados SPDB- PBD e SMCC-PBD dos compostos da_ invencdo

huB4-SPDB - Composto de exemplo 16
Exemplo A1: Anticorpo anti-B4 que se liga ao antigeno CD19 preferencial-
mente expresso na superficie de células de linfoma humano é selecionado

| para conjugagdo de derivados de tomalmlcma

@) antlcorpo foi primeiro modlflcado com éster de. N-hidroxis-

sucinimida de &cido 4-(2-piridilditio)butandico (SPDB) para introduzir grupos

piridilditio. Um excesso molar de 4,5 vezes de SPDB (0,25 umol, 81,1 ug,) em
dimetilac_etamida (DMA) (50 pL) foi adicionado a uma solugéo de huB4 ('8 mg,
0,055 umol) em tamp&o aquoso contendo 50 mM de fosfato de potassio, 50

‘'mM de cloreto de sédio e 2 mM de &cido etilenodiaminatetra-acético (EDTA),

pH 6,5 (0,95 mL). A concenfragéo de proteina final foi 8 mg/mL com 5% de
DMA em tamp@o. A mddificagéo foi deixada girar em temperatura ambiente
durante 90 minutos, e foi em segUida purificada em uma coluna de filtragdo de
gel Sephadex G25 equilibrada em um tampdo aquoso contendo 50 mM de
fosfato de potassio, 50 mM de cIore'to de soédio e 2 mM de EDTA, pH 7,5. Uma
aliquota pequena do anticorpo modificado foi tratada com ditiotreitol (DTT)
para clivar os grupos piridildissulfeto. O anticorpo modificado e tiol de piridina
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~ liberado foram ensaiados espectrbfotometricamente (€343 = 8,080 M'cm™ para
- o tiol de piridina liberado, €280 = 5100 M"'cm™ para os grupos piridilditio modifi-

cados e €289 = 222,960 M”'cm™ para anticorpo). Uma média de 3,36 moléculas
de piridildissulfeto por molécula de antiéorpo foi ligada | ' |

O anticorpo modificado (2,29 mg, 0,016 umol) foi diluido no tam- -
pao acima em pH 7,5 (732,8 pL) e DMA (91,6 uL 10% de v/v) e em segunda

tratado com uma solugéo de 8,8™-[5- (N-4- mercapto-4,4-dimetilbutanoil)ami- '

" no-1 ,3fbenzenodiiIbié(metiIenoéxi)]-bis[?—metéxi42-metileno-1',2,3',1 1a-tetrai-

dro-5H-pirroI[2,1--c][1:4jbenzodiazepin-5-ona] (Composto de exemplo 16) 

(0,157 umol, 0,12 mg) em DMA (91,6 pl, 10% de V/v). A concentragéo de
proteina final foi 2,5 mg/mL com 20% de DMA em tamp&o. A conjugagéo'fo'i

deixada glrar em temperatura ambiente durante a noite e em seguida clarlfl-

. cada por sednmentagao (13.200 RPM durante 4 minutos). O sobrenadante foi

em seguida punflcado em uma coluna de filtragdo de gel Sephadex G25 e- -
quilibrada erh um tampéo de salina tamponada por fosfato (PBS) em pH 6,5.
0] conjugadd_ purificado foi dialisado em tampao de PBS pH 6,5 (~1:650 de
di|Uigéo) com quatro permutas de tamp&o. O conjugado foi clarificado atra-
vés de um flltro de seringa de 0,22 um e ensaiado espectrofotometncamente ‘
(€280 = 7743 M'cm ™" €51 = 9137 M'em™ para o PBD, e €260 = 222,960 M™
lem™ para anticorpo). Uma média de 1,76 moléculas de PBD (Composto de
exemplo 16) por molécula de anticorpo foi ligada. -
huB4-SMCC - Composto de exemplo 16

~ Exemplo A2: Anticorpo anti-B4 que se ‘liga ao antlgeno CD19 preferenmal-

mente expresso na superficie de células de linfoma humano é selecionado
para conjugagéo de derivados de tomaimicina. '

Na pnmelra etapa, o anticorpo é reagido com o agente de modifi-
cagao 4-[N-male|mIdometll]mcloexano- 1-carboxilato de succinimidila (SMCC)
para introduzir grupos maleimida. Uma solugéo de anticorpo huB4 em uma
concentragdo de 6 mg/mL em um tamp&o aquoso contendo 0,05 M de fosfato
de potéssio, 0,05 M de cloreto de sédio e 2 mM de acido etilenodiaminatetra-
acético (EDTA), pH 6,7 (1 mL) é tratada com um excesso molar de 6,5 vezes

de uma solugdo de SMCC em dimetilacetamida (DMA). A mistura reacional é
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agitada em temperatura ambiente durante 90 minutos e em seguida cérregada
em uma coluna de filtragao de gel Sephadex G25 (NAP10) que foi previamente
equilibrada em um tampao aquoso contendo 0,10 M de &cido N-(2-hidroxietil)-
piperazina-N'-2-etanossulfénico (HEPES), pH 8,0. As fragdes contendo anticor-

po modificado s&o coletadas e reunidas para produzir o produto. Uma aliquota

~ pequena do anticorpo modificado é tratada com pB-mercapto etanol durante 10

minutos seguido por adi¢do de. 4cido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzdico (DTNB) para
ensaiar o tiol restante (€412am = 14,150 M'em’” para 4cido 5-tio-2-nitro benzdico
(TNB), € €280nm = 222,960 M'cm™ para o anticorpo). A quantidade de tiol cbn-
sumidé na reacdo com maleimida sobre 0 antiéorpo (comparada a um controle
sem anticorpo) é igual aos mols de maleimida ligados ao anticorpo (ensaio de

Ellman subtrativo). Aproximadamente 3,2 grupos maleimida reativos por anti-

corpo foram ligados. - v o _
O anticorpo modificado (3 mg, 0,021 pmol) e diluido a 3,0 mg/mL
em tampao de HEPES em pH 8,0 e em seguida tratado com uma solugao de

composto de exemplo 16 em DMA (5 mM), de modo que a concentragdo

final de DMA no tampao seja'15%. Tré_s equivalentes molares de 8,8’-[5-(N-‘
4-mercapto-4,4-dimeti|butahoiI)amino-1 .3-benzenodiilbis(metilenodxi)]-bis[7-

‘metéxi-2-metileno-1,2,3,1 1a-tetraid ro-5HépirroI[2,1 -c][1 ,4]benzodiazepin-5-

ona] (Composto de exemplo 16) foram adicionados por ligante (9,6 equiva-
lentes por anticorpo, 0,202 pmol, 149 ug). A mistura de conjugacéo é agitada
em temperatura ambienfe durante 20 horas. A mistura reacional é purificada
por passagem através de uma coluna G25 (NAP 5) que foi previamente e-
quilibrad.a em 0,05 M de fosfato de potéssio (KPi), 0,05 M de NaCl, 0,002 M
de tampdo de EDTA em pH 6,7. Fragbes contendo conjugado huB4-
composto de exemplo 16 s30 reunidas e dialisadas no tamp&o de KPi duran-
te 3 permutas (24 horaé). O conjugado final (2,2 mg, 2,3 mg/ml) é ensaiado
espectrofotometricamente utilizando-se os coeficientes de extingdo que sdo
determinados para o composto de ekemplo 16 (estenm = 9,137 M'em - "
eo80nm = 7,743 M'cm™) e anticorpo B4 (gzgonm = 222,960 M'cm™). Uma mé-
dia de 2,8 moléculas de PBD (Composto de exemplo 16) por molécula de

anticorpo foi ligada.
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- huB4-SPDB — Composto de exemplo 17
- Exemplo A3: Anticorpo anti-B4 que se liga ao antigeno CD19 preferencial-

mente expresso na superficie de células de linfoma humano é selecionado
para conjugacao de derivados de tomaimicina. '

O anticorpo foi primeiro modificado com éster de N-hidroxi-
sucinimida de 4cido 4-(2-piridilditio)butandico (SPDB) para introduzir grupos
piridilditio. Um excesso molar dé 4,5 vezes de SPDB (0,124 umol, 40,6 pg) em
DMA (25 pL) foi adicionado a solugdo de huB4 (4 mg, 0, 028 pmol) em tampao

| aquoso contendo 50 mM de fosfato de potassio, 50 mM de cloreto de sodio e 2

mM de EDTA, pH 8,5 (0,475 mL). A concentragdo de proteina final foi 8 mg/mL
com 5% de DMA em tampao. A modn‘lcagao foi deixada girar em. temperatura ‘
ambiente durante 90 minutos, e em seguida purificada em uma coluna de filtra-
¢ao de gel Sephadex G25 equmbrada em um tampao agquoso contendo 50 mM
de fosfato de potéésio 50 mM de cloreto de sédio e 2 mM de EDTA, pH 7'5 '
Uma ahquota pequena do antlcorpo modificado foi tratada com DTT para clivar
os grupos piridildissulfeto. O anticorpo modificado e tiol de pmdma liberado fo-
ram ensaiados espectrofotometncamente (€343 = 8,080 M'cm™ para o tiol de
piridina liberado, €280 = 5100 M'cm’” para os grupos piridilditio modificados e
€280 = 222, 960.M"'cm’' para anticorpo). Uma média de 3,31 moléculas de pmdll-
dissulfeto por molécula de anticorpo foi ligada. ,

O anticorpo modificado (3,06 mg, 0,021 pmol) foi diluido no tampao
acima em pH 7,5 (0,976 mL) e D‘MA (122 uL, 10% de v/v) e em seguida tratado

- com uma solugéo de 8,8’-[5-(N-metil-N-(2-mercapto-2,2_-dimetiletil)amino-1,3-

benzenodiil(metilenodxi)}-bis[7-metéxi-2-metileno-1,2, 3,11a-tetraidro-5H-

pirrol[2,1- c][1 4]benzod|azep|n-5 -ona] (Composto de exemplo 17) (0,209 pmol
0,154 mg) em DMA (122 pl, 10% de V/v). A concentragéo de proteina final f0|
2,5 mg/mL com 20% de DMA em tamp&o. A conjugagéo foi deixada girar em
temperatura ambiente durante a noite e em seguida clarificada por sedimenta-

.géo (13.200 RPM durante 4 minutos). O sobrenadante foi em seguida purificado

em uma coluna de filtragéo de gel Sephadex G25 equilibrada em um tampéo de
PBS em pH 6,5. O conjugado purificado foi dialisado em tampao de PBS pH 6,5
(~1:1200 de diluicdo) com trés permutas de tampao. O conjugado foi clarificado
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através de um filtro de seringa de 0,22 um e ensaiado espectrofotometribamen-
te (eas0= 10736 Mcm ™", €316 = 12053 M'em™ para 0 PBD, e 250 = 222,960 M
'em™ para anticorpo). Uma média de 3,05 moléculas de PBD (composto de
exemplo 17) por molécula de anticorpo foi ligada. |
huB4-SMCC - Composto de exemplo 17

. ExemglovA4: Anticorpo anti-B4 que se liga ao antl’geno CD19 preferencial-

mente expresso na superficie de células de linfoma humano é selecionado
para conjugagdo de derivados de tomaimicina.
Na primeira etapa, o anticorpo € reagido com o agente de modi-

ficacdo  4-[N- maleimidometil]cicloexand-1-carboxilato de succinimidila

(SMCC) para introduzir grupos maleimida. Uma solugao de anticorpo huB4

em uma concentragao de 6 mg/mL em um tamp&o aquoso contendo 0,05 M
de fosfato de potassio, 0,05 M de cloreto de sodio e 2 mM de acido etileno-

_dlamlnatetra -acético (EDTA) pH 6,7 (1 mL) é tratada com um excesso molar

de 7 vezes de uma solugao de SMCC em dimetilacetamida (DMA). A mistura

‘reacional é agltada em temperatura amb|ente durante 90 minutos e em se-

guida carregada em uma coluna de filtragdo de gel Sephadex G25 (NAP10)
qUe foi previamente equilibrada em um.tampéo aquoso contendo 0,10 M de
acido N-(2-_hidroxietiI)-piperazina—N'-2-,etanossulf6nico (HEPES), pH 8,0. As
fragdes contendo anticorpo modificado sao cbletadas e reunidas para produ- -
zir o produto. Uma aliquota pequena do anticorpo modificado é tratada com
B-mercapto etanol durante 10 minutos segufdo por adicdo de &cido 5,5'-
ditiobis-2- nitrobenzéico (DTNB) para ensaiar o tiol restante (€s1znm = 14, 150
M'cm™ para &cido 5-tio-2- mtrobenzonco (TNB), e €280nm = 222,960 M'em™
para o anticorpo). A quantidade de tiol consumida na reagdo com maleimida
sobre o anticorpo (comparada a um controle sem anticorpo) é igual aos mols
de maleimida ligados ab anticorpo (ensaio de Ellman subtrativo). Aproxima-
damente 3,7 grupos maleimida reativos por anticorpo foram ligados.

O anticorpo modificado ('4,'4 mg, 0,03 umol) é diluido para 8,7
mg/mL em tampéo de HEPES em pH 8,0 e em seguida tratado com uma
solucdo de composto de exemplo 17 em DMA (5,4 mM), de modo que a
concentragdo final de DMA no tampéo seja 20%. Dois equivalentes molares
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de 8,8’-[5-(N-metiI-N-(2-mercapto-2,2-dimetiletil)amino-1,3-benzenodiil(meti-

- leno6xi)]-bis[7-metdxi-2-metileno-1,2,3,11 a-tetraidro-5H-pirrol[2,1-c]{1,4]-

benzodiazepin-5-ona] (Composto de exemplo 17) foram adicionados por li-
gante (7,4 equivalentes por anticorpo‘, 0,222 Omol, 164 ug). A mistura dé
conjugacéo é agitada em temperatura ambiente durante 20 horas. A mistura
reacional é purificada por passagem através de uma coluna G25 (NAP 5)
que foi previamente equilibrada em 0,05 M de fosfato de potassio (KPi), 0,05
M de NaCI, 0,002 M de tampdo de EDTA em pH 6,7. Fragcbes contendo con-
jugado huB4-composto de exemplo 17 s&o reunidas e dialisadas no tampéo"
de KPi durante 3 pe'fmutas (24 horas). O conjugado final (2,25 mg, 2,25
mg/ml) é ensaiado espectrofotometricamente utilizando-se os coeficientes de

‘extingdo que sdo determinados para 0 composto de exemplo 17 (ea1snm =

12,063 M 'cm ™" e20mm = 10,736 M 'cm™) e anticorpo B4 (easonm = 222,960 M
‘em™). Uma medla de 2,8 moléculas de PBD (Composto de- exemplo 17) por -
molécula de antlcorpo foi Ilgada

huMy9-6-SPDB - Composto de exemplo 16

Exemplo A5: O antncorpo foi primeiro modificado com ester de N-hidro-

xissucinimida de aC|do 4- (2 -piridilditio)butandico (SPDB) para introduzir grupos

piridilditio. Um excesso molar de 4,5 vezes de SPDB (0,246 pmol, 80,1 pg) em
DMA (50 pL) foi adicionado a solugdo de huMy9-6 (8 mg, 0,055 pmol) em tam-

pdo aquoso contendo 50 mM de fosfato de potéssio, 50 mM de cloreto de sddio

e 2 mM de EDTA, pH 6,5 (0, 950 mL). A concentragéo de protema final foi 8

mg/mL com 5% de DMA em tampao. A modificagao foi deixada girar em tempe-

ratura ambiente durante 90 minutos, e em seguida purificada em uma coluna

de filtracdo de gel Sephadex G25 equilibrada em um tampéao aquoso‘cont_en'do

50 mM de f.os'fato'de potassio, 50 mM de cloreto de sédio € 2 mM de EDTA, pH

8,5. Uma aliduota pequena do anticorpo modificado foi tratada com DTT para
clivar os grupos piridildissu!feto. O anticorpo modificado e tiol de piridina libera-
do foram ensaiados espectrdfotometricamente (€343 = 8,080 M''cm™’ para o tiol
de piridina liberado, €280 = 5100 M 'em™ para os grupos piridilditio modificados e
€280 = 206,460 M"'cm™ para anticorpo). Uma média de 3,32 moléculas de piridil-

dissulfeto por molécula de anticorpo foi ligada.



10

15

20

25

30

132

O anticorpo modificado (3,05 mg, 0,0208 umol) foi diILn’do no
tampao acima em pH 8,5 (976 pL) e DMA (122 uL, 10% de v/v) € em segui-
da tratado com uma solugdo de 8,8’-[5-(N-4-mercapto-4,4-dimetilbutanoil)—
amino-1,3-benzenodiilbis(metilenodxi)]-bis[7-metdxi-2-metileno-1,2,3,1 1a-
tetraidro-5H-pirrol[2,1-c][1 4]benzodiazepin-5-ona] (Composto de- exemplo

- 16) (0, 207 pumol, 0,158 mg) em DMA (122 pl, 10% de viv). A concentragao

de proteina final foi 2,5 mg/mL com 20% de DMA em tampao. A conjugagao
fOI deixada girar em temperatura ambiente durante a noite e em seguida cla-
rificada por sedimentagéo (13.200 RPM durante 4 minutos). O sobrenadante
foi em segwda purificado em uma coluna de fnltragao de gel Sephadex G25
equilibrada em um tarhpéo de PBS em pH 6,5. O conjugado purificado foi
dialisado em tampé&o de PBS pH 6,5 (~1 :600 de diIui¢éo) com trés permutas
de tampao. o) conjugado foi clarificado através de um filtro de seringa de
0 22 uym e ensaiado espectrofotometncamente (8230 = 7743 M'cm , €318 = '
9137 M7cm™ para o PBD, e €280 = 206,460 M'em™? para’ antlcorpo) Uma

“média de 2,58 moléculas de PBD (Composto de exemplo 16) por molécula

de anticorpo foi ligada.
EXemQIo B: Ensaio de Ligagao
As afinidades de ligagdo relativas do anticorpo anti-B4 e seu
conjugado de tomaimicina em células Ramos expressando antigeno séo de-
terminadas utilizando-se um ensaio com base em fluorescéncia. O conjuga-

do de anticorpo-tomaimicina e anticorpo nu em concentragdes de partida de

1 a 107 M s3o adicionados a placas de base redonda de 96 cavidades e titu-

lados' utilizando-se diluigdes seriais de 3 vezes de modo que existam dupli-
catas para cada concentragdo. As células Ramos sdo adicionadas a 50.000
células por cavidade para cada cavidade contendo vérias concentragdes do
anticorpo ou COnjugadd, bem como para controlar as cavidades. As placas
sdo incubadas sobre gelo durante 3 horas. Apés o periodo de incubagéo, as
células na placa sdo lavadas, € 0 antiéorpo secundario rotulado por fluores-
céncia que liga-se a um IgG humanizado, como anti-B4, é adicionado, € as
placas sdo incubadas durante 1 hora sobre gelo. As placas séo lavadas no-

vamente ap6s o periodo de incubagéo, e as células sdo fixadas com solugdo
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a 1% de formaldeido/PBS. A fluorescéncia em cada cavidade das placas é

" lida utilizando-se um analisador de fluorescéncia Becton Dickinson FACSCa-

libur. Os dados sdo plotados como um percentual da fluorescéncia maxima
obtida na concentragéo mais elevada de anticorpo ou conjugado. '
Exemplo C: Poténcia e especificidade in vitro de derivado de tomaimicina ou
derivado de tomaimicina conjugado Protocolo geral a ser utilizado:

~Amostras de derivado de tomalmlcma livre ou derivado de toma- '

~ imicina conjugado séo adlm_onadas a uma placa de cultura de tecido de base.

plana de 96 cavidades e tituladas utilizando-se diluigdes seriais que variam )
de1x10" Ma 3 x 107 M. Células de tumor positivas de antigeno ou célu-
las de tumor negatlvas de antlgeno sao admnonadas as cavidades de umatal

~mane|ra que existam amostras triplicadas para cada concentragdo de farma-

co para cada Imhagem celular. As placas s&o incubadas a 37°C em uma at-
mosfera de 5% CO; durante 4 dias. '

~ Ao final do periodo de mcubagao 20 pl do reagente de tetrazolio
WST-8 (2-(2-metdxi-nitrofenil)-3-(4- nitrofenil)-5- -(2,4- dissulfofenil)-2-tetrazélio,
sal de monossédio) sdo adicionados a cada cavidade, e as placas séo retor-
nadas ao incubador durante 2 horas. A absorvéncia em cada cavidade das
placas é em seguida medida utilizando-se a leitora de placa Molecular Devi-

ces a 450 nm. A fragao de sobrevwencna de células em cada concentragao

de derivado de tomaimicina ou conjugado e plotada

Compostos A549 (ICs0) KB (ICs0) MCF7 (ICs0)
Exemplo 5 7x10""'M 1x10"''M 1x107'°M
Exemplo 1 <10 M <10 M <10%M
Exemplo 2 <10 M <10*M_ <10™M

A citotoxicidade especmca dos compostos vs. 0os conjugados da
lnvengao contra as linhagens celulares MOLT-4 e BJAB ou HL60/GC e Ra-
mos foi testada. Os resultados séo ilustrados nas flguras 1a-c, 2a-c e 3a-b.

Figura 1a representa a poténcia in vitro de composto de huB4-
SPDB de exemplo 16 para células BJAB positivas de antigeno evcélulas
MOLT-4 negativas de antigeno.

Figura 1b representa a poténcia in vitro composto de huB4-

SMCC de exemplo 16 para células BJAB positivas de antigeno e células
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MOLT-4 negativas de antigeno. ,
Figura 1c representa a poténcia in vitro de composto livre de e-

xemplo 16 para células BJAB e MOLT-4
Figura 2a representa a poténcia in vitro de composto de huB4-
SPDB de exemplo 17 para células BJAB positivas de antigeno e células

- MOLT-4 negatlvas de antlgeno

Figura 2b representa a poténcia in vstro de composto de huB4-
SMCC de exemplo 17 para células BJAB positivas de antigeno e células
MOLT-4 negativas de antigeno. S o |

Figura 2c representa a potenma in-vitro de composto livre de e-
xemplo 17 para células BJAB e MOLT-4 . _

Flgura 3a representa a poténcia in vitro de composto de huMy9-
6-SPDB de exemplo 16 para células HL60/GC posmvas de antlgeno e célu-

las Ramos negativas de antigeno. _
Flgura 3b representa a poténcia in vitro de composto livre de e-

'xemplo 16 para células HL60/GC e Ramos

Exemglo D: Eficacia in vivo de derivado de tomalmlcma ou derivado de to-

maimicina conjugados.

- Os testes podem ser realizados por aplicag:éo e/ou adaptagdo do
protocolo descrito no WO 2004/103272, com huB4 como o anticorpo e linha-
gens celulares positivas de antigeno apropnadas tal como hnhagens de cé-

lula de Linfoma de Rajii Burk|tt e Ramos.
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1. Compostos de formula )

representa uma hgagao simples opcional;

— representa uma Ilgagao simples ou uma hgagao dupla; .
contanto que quando — representar uma ligagao simples Ue "
U, lgua|s ou diferentes, independentemente representem H e W e W', iguais

ou diferentes, sdo independentemente selecionados do grupo consistindo

em OH, um éter tal como -OR, um éster (por exemplo um ac_etato), tal como

-OCOR, um carbonato tal como -OCOOR, um carbamato tal como -
OCONRR'’, um carbamato ciclico, de modo que N10 e C11 sejam uma parte .
do ciclo, uma Uréia tél como —NRCONRR’, um tiocarbamato tal como -
OCSNHR, um tiocarbamato ciclico de modo que N10 e C11 sejam uma par-
te do cicIo,--SHI, um sulfeto tal como -SR, um sulfoxido tal como -SOR, urha
sulfona tal como -SOOR, um sulfonato tal como ~S05, uma sulfonamida tal
como -NRSOOR, uma amina tal como —-NRR’, amina opcionalmente ciclica
de modo que N10 e C11 sejam uma parte do ciclo, um derivado de hidroxi-
lamina tal como -NROR’,Vuma amida tal como —NRCOR,'um azido tal como

—Ns, um ciano, um halo, uma trialquila ou triarilfosfénio, um grupo derivado

de aminoéacido;

e quando — representar uma ligagao dupla U e U estejam

ausenteseWe W representem H;

| "R1, R2, R1’, R2’ sdo iguais ou diferentes e :ndependentemente
éscolhidos de Haleto ou A|qu1|a opcionalmente substltUIda por um ou mais
Hal, CN, NRR’, CF3, OR, Arila, Het, S(O){R, ou R1e R2 e R1’' e R2 fbrmam

juntos uma Iigagéo dupla contendo grupo =B e =B’ respectivamente.

B e B’ sdo iguais ou diferentes e independentemente escolhidos
de Alquenila sendo opcionalmente substituida por um ou mais Hal, CN, R,
CFs, OR, Arila, Het, S(O)qR ou B e B’ representam um atomo de oxigénio.
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X, X' sdo iguais- ou diferentes e independentemente escolhidos
de um ou mais —O-, -NR-, -(C=0)-, -S(O)q-.
A, A’ sdo iguais ou diferentes e independentemente escolhidos

de Alquila ou Alquenila opcionalmente contendo um &tomo de oxigénio, ni-

‘trogénio ou enxofre e cada qual sendo opcionalmente substituida por um ou
~ mais Hal, CN, NRR’, CF3, OR, S(O)qR, Arila, Het, Alquila, Alquenila.

Y, Y’ sdo iguais ou dife'rentes e independentemente escolhidos
de H, OR; ,
T é -NR-, -O-, -S(O)q., ou uma heteroarila, heterociclica, cicloal-

quila, du arila de 4 a 10 membros, cada qual sendo opcionalmente substitui-

“da por um ou mais Hal, CN, NRR’, CFs, OR, S(O)4R, e/ou ligante(s), ou uma

Alquila ramificada, opcionalmente substituida por um ou mais Hal, CN, NRR’,

CF3, OR, S(O)4R e/ou ligante(s), ou uma Alquila Imear substituida porumou

mals Hal, CN, NRR’, CF3, OR, S(O)4R e/ou Ingante(s)
n, n’, iguais ou diferentes sao Oou1;

q é 0 1 0u2;
R, R’ sdo iguais ou dlferentes e lndependentemente escolhidos

de H, Alquila, Arila, cada qual sendo opcnonalmente substltwda por-Hal, CN

'NRR, CF3, R, OR, S(O)qR, Arila, Het;

Ou seus sais, hndratos ou sais hidratados farmaceutlcamente aceitaveis, ou
as estruturas cnstalmas polimorficas destes compostos ou seus isdmeros

6ticos, racematos, dlastereomeros ou enantiémeros.
2. Derivados como defmldo na reivindicagdo 1 tendo a segumte

H X-AnT-A- y o
R /1 : '
R2 N Y R
W

Y,Y, X, X,n,n, R1, R2, R, R2’, R, R, T sdo como na reivindi-

férmula (II)

cacdo 1 e W e W’ iguais ou diferentes séo independentemente selecionados
do grupo consistindo em OH, um éter tal como -OR, um éster (por exemplo
um acetato), tal como -OCOR, -COOR, um carbonato tal como -OCOOR, um
carbamato tal como ~OCONRR’, um carbamato ciclico, de modo que N10 e

C11 sejam uma parte do ciclo, uma uréia tal como ~NRCONRR', um tiocar-
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bamato tal como -OCSNHR, um tiocarbamato ciclico de modo que N10 e

- C11 sejam uma parte do ciclo, -SH, um sulfeto tal como -SR, um sulféxido tal

como -SOR, uma sulfona tal como -SOOR, um sulfonato tal como -SOs,
uma sulfonamida tal como -NRSOOR, uma amina tal como -NRR’, amina
opcionalmente ciclica de modo que N10 e C11 sejam uma parte do ciclo, um
derivado de hidroxilamina tal como -NROR'’, uma amida tal como —NRCOR, -
NRCONRR’, um azido tal como —Nz, um ciano, um halo, uma tnalqunla ou
triarilfosfénio, um grupo derivado de aminodcido. '

3. Compostos como deflmdos na relvnndrcagao 1 ou 2 de férmula:

em queX X, A A, Y Y’, T, n, n’ sdo definidos como na reivindicagao 1.

4. Compostos como definidos na reivindicagdo .1 ou 2 de formu-

H., —N X-An-T-AN"-X' ﬁ
0 o ’

emque X, X, A,AVY,Y,T,n, n sdo definidos como na reivindicagao 1.

5. Compostos como definidos em qualquer uma das reivindica-

la:

‘¢Bes precedentes, em que X=X

6. Compostos como definidos em qualquer uma das reivindica-

coes precedentes, em que X=X'=0.
7. Compostos como definidos em qualquer uma das reivindica-

. ¢oes precedentes em que A=A".

8. Compostos como defmldos em qualquer uma das relvmdlca-
<;oes precedentes em que A-A’-alqwla ndo-substituida linear.
9. Compostos como definidos em qualquer uma das renvund:ca-

¢oes precedentes, em que Y=Y'. _
10. Compostos como definidos em qualquer uma das reivindica-

Agoes precedentes, em que Y=Y'=OAlquila.

11. Compostos como definidos em qualquer uma das relvundlca-
¢Oes precedentes, em que T é uma heteroarila, heterociclica, cicloalquila, ou

arila de 4 a 10 membros, cada qual sendo opcionalmente substituida por um



10

15

20

25

30

ou mais Hal, CN, NRR’, CF3, R, OR, S(O)4R, Alquila, e/ou ligante(s). |

12. Compostos como deﬁnidos em qua|quef uma das reivindica-
¢Oes precedentes, em que T é uma fenila ou piridila, cada qual sendo opcio-
nalmente substituida por um ou mais Hal, CN, NRR’, CF3, R, OR, S(O)qR
e/ou hgante(s) |

13. Compostos como definidos em qualquer uma das reivindica-
¢Oes precedentes, em que O referido ligante € escolhido de grupos contendo
dissulfeto, grupos tioéter, grupos labeis ao &cido, grupos fotolabeis, grupos

labeis & peptidase e grupos labeis & ésterase.
14. Compostos como definidos em qualquer uma das reivindica-

' ¢Bes precedentes, em que o referido Ilgante compreende substatumtes con-

tendo tiol, sulfeto ou dnssulfeto :

1. Compostos de acordo com a reivindicagdo 14, em que o re-
ferido ligante é de férmula: - | |
-G-D-(2)p-S-Z7 .

~ ‘emque

G é uma ligagao s'imples ou dupla, -0-, -S- ou fNR-;
D é uma ligacdo simples ou —-E-, -E-NR-, -E-NR-F-, -E-O-, -E-0-
F-, -E-NR-CO-, -E-NR-CO-F-, -E-CO-, -CO-E-, -E-CO-F, -E-S-, -E-S-F-, -E-

NR-C-S-, -E-NR-CS-F-;

em que E e F sdo iguais ou diferentes e s&o independentemente
escolhidos de linear vou ramificada —(OCH.CHg)Alquil(OCHzCHg)j-, -
Alquil(OCH,CHy)-Alquil-,
-(OCH2CHpy);-, -(OCH2CH2)iCicIoalquiI(OCH20Hg)i-, _
-(OCH2CHy)iHeterociclica(OCH2CHz);-, '(OCHgCHz)iAr"(OCHQCHz)r,
(OCHQCHQ) Heteroanl(OCchHg),-, —Alquil-(OCH2CH_)iAlquil(OCH2CH2);-,
-Alqun (OCHZCHa)i-, -Alquil-(OCH.CHg)Cicloalquil OCH2CHz);-,
-Alquil(OCH2CHz)iHeterociclica(OCH2CHz);-, - -Alquil-
(OCH2CH_)Aril(OCH2CHg);-, -Alquil(OCHgCHg)iHeteroaril(OCHZCHg),--, -
Cicloalquil-Alquil-, -Alquil-Cicloalquil-, -Heterociclica-Alquil-, -Alquil-Hete-
rociclica-, -Alquil-Aril-, -Aril-Alquil-, -Alquil-Heteroaril-, -Heteroaril-Alquil-; |

em que i e j, idénticos ou diferentes sdo numeros inteiros e inde-
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Gé-O-.

pendentementé escolhidos de 0,1 a 2000;

Z é -Alquil- linear ou ramificado;

pélOoui, _

Z' representa H, um grupo de prote¢éo de tiol tal como COR, Rz
ou SRy, em que Rqo representa H, metila, Alquila, Cicloalquila opcionalmen-
te substituida, arila, heteroarila ou heterociclica, contanto que quando Z' for
H, o referido composto esteja em equilibrio com o composto correspondente
formado por ciclizagdo intramolecular resultando de adicdo do grupo tiol -SH.
na ligagcao de imina —NH= de uma das porgdes PBD _ |

16. Compostos de acordo com a reivindicagéo 15, em que G é

uma ligagao sumples ou —-O- ou —NR-.
17. Compostos de acordo com a reivindicacdo 15 ou 16, em que

18. Compostos de acordo com a reivindicagéo 15, 16 ou 17, em
que D é uma ligagédo s:mples ou —E-, -E-NR-, -E-CO-, -CO-E-, -E-NR-CO-.

19. Compostos de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
15a18 emqueDé- -E-NR-CO-. , '

20. Compostos de acordo com -qualquer uma das reivindicagoes
15 a 19, em que E é um —Alquil-, -(OCH2CHy);- ou —Alquil- Heteromclnco linear
ou ramificado. _ _ ' '

21. Compostos de acordo com qualquer uma das relvmdlcagoes
15a20,emqueZé —(CH2)2-C(CH3)2-.

22. Compostos de acordo com qualquer uma das reivindicagbes
15a21,em quepé 1.

23, Compostos de acordo com qualquer uma das relvmdlca(;oes
15 a 22, em que 2’ é H ou SR, em que Rz representa Alquna, arila, hete-
rociclica ou heteroarila. ' |

24. Compostos de acordo coma relvmdlcagao 14 ou 15, em que

o referido ligante é escolhido de:

'(CR13R14_)t(CR15R16)u(OCH2CH2)ySZ’,
-(CR13R1a){(CR17=CR18)(CR15R16)y(OCH2CH2),SZ’, -
-(CR13R14){(NR1gCO)(CR15R16)u(OCH2CH)y SZ',
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-(CR13R14){(OCO)(R15R16)u(OCH2CHz),SZ',
-(CR13R14)(CO)(CR15R16)u(OCH2CH2),SZ,
-(CR13R14)1(CONR19)(CR15R1e)g(OCHQCHz)ySZ’,
-(CR13R14)-fenil-CO(CR1sR16)SZ', - '-(CR13R14)t-fUri|-CO(CR15R1s)uSZ’,

) '(CR13R14)t;OXGZO|i|-CO(CR15R1s)uSZ’,-(CR13R14)rﬁaZO|i|- CO(CR15R16)USZ’,
. -(CR13R14),-tieniI-CO(CR15R16)USZ’, -(CR13R14)1-imidazoliI-CO(CR15R1G)USZ’,'

-(CR13R14)-morfolino-CO(CR1sR16)uSZ’, | <
-(CR43R14)-piperazino-CO(CR1sR16)uSZ’, -(CRy3R14)-N-metil-piperazi-

no-CO(CR15R16)uSZ’, -(CR1§ﬁ14)t-feniI-OSZ’, -(CR13R14)(-fUﬁ|-QSZ’, -

(CR13R14)t-oxazolil-QSZ’,'-(CR13R14)t-tiazoIiI-QSZ’, -(CR13R14)t-tieniI-QSZ", -

' (CR13R14)t-imidazolil-QSZ’, ' -(CR13R14)t-morfolino-QSZ’, -(CR13R14)t'

piperazino-QSZ’, -(CRisR14)-N-metilpiperazino-QSZ’, ou
‘O(CR13R14)t(CR15R16)u(OCH20H2)ySZ’,
-O(CR13R14)(NR19CO)(CR15R16)(OCH2CH2),SZ',
-O(CR13R14)t (CB17=CR18)(CR15R16)'t (OCH.CH>),SZ,

.O-fenil-QSZz’, -O-furil-QSZ, -O-oxazQIiI-QSZ’, -O-tiazoliI-QSZ’, -O-tienil-

QSZ, -O-imidazolil-QSZ’, -O-morfolino-QSZ’, -O-piperazino-QSZ, -O-N-me-
tini_perazino-OSZ’, |
-OCO(CRi5R14)(NR1gCO)(CR1sR16)s (OCH2CHz)y SZ',

-OCO-(CR13R14) (CR17=CR18)(CR15R16)u(OCH20H2)ySZ',
-OCONR;2(CRi3R14)(CR15R16)u (OCH2CH2),SZ,

-OCO-fenil-QSZ, -OCO;furil-QSZ’, -OCO-oxazolil-QSZ’, -OCO-tiazolil-QSZ,
-OCO-tienil-QSz2’, -OCO-imidazolil-QSZ, -OCO-morfolino-QSZ’, -OCO-
piperaziho-QSZ’, -OCO-N-metilpiperazino-QSZ’, ou
-CO(CRy3R14){(CR15R16)u (OCH2CH2)y SZ', |

'CO'(CR13F‘14)f (CR47=CRy3)(CR15R16)u(OCH2CH2),SZ,
-CONR12(CR15R14)(CRisRi6)y (OCH.CH2),SZ,

-CO-fenil-QSZ, | -CO-furiI-OSZ", -CO-dxazoliI-QSZ’, -CO-tiazolil-QSZ,
-CO-tienil-QSZ’, -CO-imidazoIiI-QSZ’, -CO-morfolino-QSZ, - -CO-
piperazino-QSZ’, -CO-piperidino-QSZ, -CO-N-metilpiperazino-QSZ,
-NR1g(CR13R14)((CR15R16)u(OCH2CH2),SZ’,

- NR1gCO(CR13R14)}{(CR15R16)l(OCH2CH,),SZ',
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-NR19(CR13R1a)t (CRi7=CR18)(CR15R16)t (OCHchz)ySZ',

- -NR1gCO(CR13R14)t (CR17=CRis)(CR15R16)t (OCH2CH),SZ,

-NR13CONR;2(CR13R14)(CR1sR16)u (OCH2CH2),SZ', '
‘NR1sCO NRy2 (CR13R1a) (CR17=CRig)(CRisRi6) (OCHCHz),SZ,
-NR1QCO-fen_iI-QSZ’, -NR49CO-furil-QSZ’, -NR;4CO-oxazolil-QSZ,
-NR;gCO-tiazolil-QSZ’, -NR@CO-‘tienil-QSZ’,' -NR;4CO-imidazolil-QSZ’,
-NR;gCO-morfolino-QSZ’, -NR1gCO-piperazino-QSZ’, -NR;9CO-piperi-
dino-QS‘Z’, -NR;5CO-N-metilpiperazino-QSZ,, -‘NR1g-feniI-QSZ’, -NRyg-furil-
QSsz, -NR;g:oxazoIii-QSZ’, -NRjo-tiazolil-QSZ’, -NRje-tienil-QSZ’, A-NR19-"
imidazoIiI-QSZ’, -NR1'g-morfoIino-QSZ’, -NR1g-piperazino-QSZ’,'-NR19-pipe¢ |
ridino-QSZ’, ,-NH1-9-_N—metilpipefazino-QSZ’, -NRwCO-NR{g-fenil-QSZ’; -
NR19CO-NRjg;oxazoli|_-QSZ’, -NR1gCO-NR;-tiazoli-QSZ, -NR19CO-NR2-
tienil-QSZ’, | ‘NR1sCO-NR2-piperidino-QSZ,
'S(O)q(cR13R14)t(CR15R1e)u(OCH20H2)ySZ' |
-5(0 )q(CR13R14)t(CR17—CR18)(CR15R16)t( CH2CHy),SZ’,

-SCONR12(CR13R14)((CR15R16)u (OCH.CH>),SZ’, A C
-SCO-morfolino-QSZ’, -SCO-biperazinb-QSZ’,‘- -SCO-piperidino—QSZ’, e
-SCO-N-metilpiperazino- QSZ’ em que:

- 2’ é H, um grupo protetor de tiol, Rz’ ou SRy’ em que Ry re-
presenta alquila, arila, heterocncllca ou heteroarila, -

em que Q é uma I|gagao direta ou uma alquila linear ou alquila

ramificada tendo de 1-10 &tomos de carbono ou um espagador de polietileno

~ glicol com 2 a 20 unidades etileno 6xi de repeti¢ao;

_ Ris € Ry Sd0 iguais ou diferentes e séo alquila linear, alquila
ramificada ou alquila ciclica tendo de 1 a 10 &tomos de carbono, ou he_te'ro-
ciclica ou arila substitu:’da ou simples, e Ry2 pode além disso ser H,

Rys, R4, Ris € Rye S80 iguais ou diferentes e sdo H ou Uma al-
quila linear ou ramificada tendo de 1 a 4 atomos de carbono,

R,; e Ryssdo H ou alquila, |

u é um nimero inteiro de 1 a 10 e pode também ser 0,

T é um numero inteiro de 1 a 10 e pode também ser 0,

y é um numero inteiro de 1 a 20 e pode também ser 0.



25. Compostos como definidos em qualquer uma das reivindica-
¢Oes precedentes escolhidos de:v ' -
8,8"-[1 .3-benzenodiilbis(metilenodxi)]-bis[(S)-2-et-(E)-ilideno-7-
metéxi-1,2,3,11a-tetraidro-5H-pirrol[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-ona] A
| 8,8'-[5-metdxi-1 ,3-benzenodiilbis(metileno()xi)]-bis[(S)-é-et-(E)—
ilideno-?-'metéxi-1 2,3,1 1a-tetiaidro-SH-pirrol[Z,1 -c][1_,4]benzodiazepin-5-ona] '
8,8-[1 ,5-pentanodiiIbis(éxi)]-bis[(S)-z—et-(E)-iIideno-?.—metc"ixi-
1,2,3,11a-tetraidro-5H-pirrol[2,1-c][1 _,4]benzodia2epin-5-ona]
8,81 ,4-butanodiiIbis(éxi)]-bis[(S)-2-et-(E)-ilideno-7-météxi-
1,2,3,1 1 a-tetraidro-5H-pirrol[2,1-c][1 ,4]benzodiézepin-5-ona]
8,8’-[3-metil-1 ,5-pentanodiilbis(xi)]-bis[(S)-2-et-(E)-ilideno-7-
metéxi-1,2,3,11 a-tetraidro-S_H-pirrol[2,1 -c][1,4]benzodiazepin-5-onaj
8;8’-[2,6-piridinadiilbis(éxi)]-bis[(S)—2-et-(E)~iIideno-?-metéxi-
1,2,3,1 1a-tetrai‘dro-5H-pirrol[2,1 -c][1 ,4]benzodiazepin-5-oné] '
, 8,8’-[4-(3-terc-butoxicarboniIaminopropiléxi)-2,6-piridina’diilbi$-
‘ (metilenoéxiv)]-bis[(S)-Z-et-(E)-ilideno-?-metéxi-1 ,2,3,11a-tetraidro-5H-
pirrol[2,1-c][1 ,4]benzodiazepin¥5-ona] _
8,8'-[5-(3-aminopropilxi)-1 ,3-benzenodiilbis(métilenoéxi)]-
'bis[(S)-2-et-_(E)-ilideno-?-metéxi-1 2,3,11a-tetraidro-5H-pirrol[2,1-
c][1,4]benzodiazepin-5-ona]j |
8,8*-[5-(N-meti|-3-terc-butoxicarbonilaminopropi|)41 ,3-
benzenodiilbis-(metiIenoéxi)]-bis[(S)-ZQet-(E)-ilideno-?-metéxi-_1 2,3,11a-
tetraidro-5H-pirroI[2,1 -c][1,4]benzodiazepin-5-ona]
8,8’-{5-[3-(4-meti|-4-metildiSsuIfanil-_pentanoilamino)propiléxi]—1 ,3-
benzenodiilbis(metiIenoéxi)}-bis[(S)-Z-et-(E)-ilideno-?-metéxi-1 2,3,11a-
tetraidro-5H-pirrol[2,1 -c][1 ,4]benzodiazepi.n-s-ona]
| 8,8’-[5-acetiitiometil-1 .3-benzenodiilbis(metilenodxi)]-bis[(S)-2-
metileno-7-metdxi-1,2,3,11 a-tetraidro-SH-pirrol[Z,1 -c][1,4]benzodiazepin-5-
onaj |
Ester terc-butilico de acido bis-{2-[(S)-2-metileno-7-metoxi-5-0xo-
1,2,3,11a-tetraidro-5H-pirrol[2,1-c][1 ,4]benzodiazepin-s-iIéxi]-etil}-carbémiCo
8,8"-[3-(2-acetiltioetil)-1 ,5-pentanodiilbis(6xi)]-bis[(S)-2-metileno-
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7-metéxi-1,2,3,11a-tetraidro-5H-pirrol[2,1-c][1 ,4]benzodiazepin-5-ona]

8,8-[5-(N-4-mercapto-4,4-dimetilbutanoil)amino-1, 3-
benzenodiilbis(metilenodxi)]-bis[7-metéxi-2-metileno-1,2,3,11a- tetraidro-5H-
pirrol[2,1-c][1, 4]benzod|azep|n -5-ona] '

8 8’-[5-(N-4-metilditio-4,4-dimetilbutanoil)-amino-1,3-
benzenodulbls(metllenoox1)] bIS[7 -metdxi-2-metileno-1,2,3, 11a-tetraidro-5H-
pirrol[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5- onaj _ '

8,8’-[5-(N-metiI-N-(2-mercapto-2,2-dimetiletil)amino-1',3-
benzenodiil(metilenodxi)]-bis[7-metéxi-2-metileno-1,2,3,1 1a-tetraidro-5H-
pirrol[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-ona] '

8,8'-[5- (N -metil-N-(2- -metilditio- 2,2- dlmetlletll)amlno 1,3- -

.benzenodu|(metﬂenoom)] -bis[7-metdxi-2- metileno-1,2,3,11a-tetraidro- 5H-

pirrol[2,1-c][1 ,4]be_nzod|azep|n -5- ona]
8,8’-[(4-(2-(4-mercapto-4-metil)-pentanamido'—etéxi)—piridin-2,6-'
dimetiI)-diéxi]-bis[(S)-2¥et-(E)-ilide no-7-dimetéxi-1,2,3,11 a-tetraidro-pirr_ol[2,1 -
c][1,4]benzodiazepin-5- ona] ' . '
8,8’- [(1 -(2-(4-metil- 4 metildissulfanil)- pentanamldo -etdxi)-
benzeno-3,5- dlmetll) dIOXI] -bis[(S)-2-et-(E)-ilideno-7-dimetoxi-1,2, 3 11a-

tetraidro-pirrol[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-ona]

8,8’-[(4-(3-(4-_metil-4-metildissuIfanil)-pentahamido-p'ropéxi)-
piridin-2,6-dimetil)-diéxil-bis[(S)-2-et-(E)-ilideno-7-dimetéxi-1,2,3,11a-
tetraidro-pirrol[2,1-c][1,4] benzodiazepin-s-ona] |

8,8’_-[(4-(4-(4-metil-4-metildiSsuIfanil)-pentanamido-butéxi)—piri_din-
2 6-dimetil)-dioxi]-bis[(S)-2-et-(E)-ilideno-7-dimetoxi-1 ,2,3,11a-tetraidro-
plrrol[2 1-c][1,4]benzodiazepin-5-onaj _ . '

8,8'- [(4 (3-[4-(4-metil-4-metildissulfanil-pentanoil)-piperazin- 1 -il-
propil)-piridin-2,6-dimetil)-didxi]-bis[(S )-2-et-(E)-ilideno-7-dimetoxi- -1,2,3,11a-
tetraidro-pirrol[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5- onaj o

8,8'-[(1-(3-[4-(4-metil-4-metildissulfanil- pentan0|l) plperazm -1- |I]
propil)-benzenov-3,5-d|metll)-d|OX|]-b|s[( )-2-et-(E)-ilideno-7-dimetoxi-
1,2,3,11a-tetraidro-pirrol[2,1-c][1 ,4]benzodiazepin-5-ona] '

8,8’-[(4-(2-{2-[2-(4-metil-4-metiIdissuIfanil-pentanoilamino)-etéxi]-
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etc’)xi}-etéxi)-piridin-z,6-dimetil)-diéxi]-bis[(S)-2-etf(E)-ilideno-?-dimetéxi-
1,2,3,11a-tetraidro-pirrol[2,1-c][1 ,’4]benzodiazepin-s-ona]‘

8,8"-[(1 -(2-{2-[2-(2-{2-[2-(4-metil-4-metildissulfanil-
pentanoilamino)-etéxi]-etéxi}-etéxi)-etéxi]-etéxi},-etéxi)-benzeno-3,5-dimétil)-
diéxi]-bis[(S)-Z—et-(E)-ilideno-?-dimetéxi-.1 ,2,3,11 a-tetraidro-pirrol[2,i -

~ ¢][1,4]benzodiazepin-5-ona]

8,8"-[(1-(2-{2-[2-(4-metil- 4- metlldlssulfaml pentanoilamino)-etoxi-
etoxn} etdxi)-benzeno-3,5- dlmetll) -dioxi]-bis[(S)- S)-2-et- -(E)-ilideno-7-dimetoxi-
1,2,3, 11a tetraidro-pirrol[2,1-c](1, 4]benzod|azep|n -5-onaj) '

8,8"-[(4-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(4- -metil-4-metildissulfanil-
pentanouamlno) -etoxi]-etdxi}-etoxi)-etdxi]-etdxi}-etoxi)-piridin-2,6- dlmetul)
diéxi)-bis[(S)-2-et-(E)-ilideno-7- dlmetox| 1,2,3,11a- tetraidro- plrrol[2 1-

c]i1, 4]benzod1azep|n -5- ona]
8,8’-[(1-(2-[metil-(2-metil-2- metlldlssulfanll propll) -amino)- etoxo

b_enze‘ho-3,5-d|metnI)-dlox1]-b|s[(S)-2-e_t-(E) -ilideno-7-dimetoxi- -1,2,3,11a-

‘ tetraidro-pirfol[Z,1'v'-c]['1 ,4]benzodiazepin75-ona]

8,8’-[(4-(3—[meti|—(4-metil-4-metildissuIf_anil-pentanoil)-amino]-
propil)-piridin-2,6-dimetil)-diéxi]-bis[(S)- 2 et-(E)-ilideno-7-dih1etéxi-1 ,2,3,11a- ﬁ
tetraidro-pirrol[2,1- -c][1,4]benzodiazepin- -5-ona)

8,8’-[(4-(3-[metil-(2-metil-2- metildissulfanil- propil)-amino]-propil)-
piridin-2,6-dimetil)-di6xi]- bls[(S) 2-et-(E)-ilideno-7-dimetdxi-1,2,3,11a-
tetraidro- plrrol[2 1-c][1 4]benzod|azepm -5-onaj

8,8'-[(1-(4-metil-4-metildissulfanil)- -pentanamido)-benzeno-3, 5-
dimetil)-dioxi]-bis[(S)-2-et-(E)-ilideno-7-dimetdxi-1,2,3,1 1a-tetraidro-pirrol[2,1-
cl[1,4lbenzodiazepin-5-onal ' ‘

bem como os derivados de mercapto correspondentes Ou seus
sais, hldratos ou sais hidratados farmaceuticamente aceitaveis, ou as estru-
turas cristalinas polimorficas destes compostos ou seus isdmeros éticos, ra-
cematos, diasteredmeros ou enantiémle‘ros.

26. Conjugado compreendendo um ou mais derivados de toma-
imicina quimicamente ligados a um agente de ligagdo celular através de um

ligante compreendendo um grupo de ligagao.
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27. Conjugado de acordo com a reivindicagdo 26, em que o deri-

- vado de tomaimicina é de férmula (I'):

w v v,ow
H, =N XANT-AN-X. .
KL B
fe’ N Y ’ M R,
e} (I )

---- representa uma ligagao S|mples opcuonal

— representa uma ligagdo simples ou uma ligagdo dupla

em que

“contanto que quando — representar uma ligagéo S|mples Ue U, iguais

ou diferentes, independentemente representem H, e We W', iguais ou dife-
rentes, sdo independentemente selecionados do grupo consistindo em OH,
um éter tal como -OR, um éster (por exemplo um acetato), tal como -OCOR,

um carbonato tal como -OCOOR, um carbamato tal como —OCONRR’, um

carbamato c'iclico, de modo que N10 e C11 s'ejam uma_parte do ciclo, uma
uréia tal como ~-NRCONRR’, um tiocarbaméto tal cbmo -O'CSN_HR, um tfo- '
carbamato ciclico de modo que N10 e C11 sejam uma p_arte'.do ciclo, '-SH,
um sulfeto tal como -SR, um sulféxido tal como_-SOR, uma sulfoné tal'como |
-SOOR, um sulfonato tal como —SO3z’, uma sulfonamida tal conio -NRSOOR,
uma amina tal como —NRR’ amina opcionalmente ciclica de modo que N10 -
e C11 sejam uma parte do ciclo, um derivado de hldromlamlna tal como -
NROR’, uma amida tal como —NRCOR, um azido tal como —Ns, um ciano,
um halo, uma trialquila ou triarilfosfénio, um grupo derivado de amunoacndo

e quando — representar uma ligagéo dupla, Ue U’ este;am

" ausentes e W e W’ representem H;

R1, R2, R1’, R2’ sdo iguais ou diferentes e independentemente
escolhidos de Haleto ou Alquila opcionalmente substituida por um ou mais
Hal, CN, NRR’, CF3, OR, Arila, Het, S(O)qR, ou R1 é R2 e R1’ e R2 fomiamv
juntos uma ligagdo dupla contendo grupo =B e =B’ reépectivamente.

| B e B’ sdo iguais ou diferentes e independentemente escolhidos de
Alquenila sendo opcionalmente substituida por um ou mais Hal, CN, NRR’, CF3,

OR, Arila, Het, S(O)4R ou B e B’ representam um atomo de oxigénio.
X, X' sdo iguais ou diferentes e independentemente escolhidos

de um ou mais —O-, -NR-, -(C=0)-, -S(O)q~-
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A, A’ sdo iguais- ou diferentes e independentemente escolhidos
de Alquila ou Algquenila opcionalmenté contendo um 4tomo de oxigénio, ni-
trogénio ou enxofre e cada qual sendo opcionalmente substituida por um ou
mais Hal, CN, NRR’, CF3, OR, S(O)4R, Arila, Het, Alquila, Alquenila. ‘

Y, Y’ sdo iguais ou diferentes e independentemente éscolhidos

" de H, OR;

T é —Alquil-, -NR-, -O-, -S(0)q., ou uma heteroarila, heterociclica,
cicloalquila, ou arila de 4 a 10 membros, cada qual sendo opcionalmente
substituida por um ou mais Hal, CN, NRR', CF3, R, OR, S(O)qR, f
e substituida por um ou mais dos referidos Iigahte(s),

n, n, iguais ou diferentes sdo O ou 1;

qé0,1ou2. .

R, R’ sdo iguais ou diferentes e independentemente escolhidos
de H, Alquila, Arila, cada qu'al sendo opcionalmente éub_stiiuida por Hal, CN

NRR’ CF3, R, OR S(0)4R, Arila, Het;
ou seus sais, hidratos, ou sais hldratados farmaceutlcamente

aceitaveis, ou as estruturas cristalinas polimérficas destes compostos ou
seus isc‘)méros 6ticos, racematos, diastereérheros ou enantidmeros,

~ o referido derivado sehdd covalentemente Ii'gado a um agente de
ligagdo celular através do referido ligante cbmpreendendo o referido grupo
de ligagdo. '

28. Conjugado de acordo com a reivindicagdo 26 ou 27, em que
o referido agente de ligagdo celular é escolhido de anticorpos ou um frag-
mento de um anticorpo que contém pelo menos um sitio de ligagao, linfoci-
nas, hormdnios, fatores de crescim'ento, moléculas de transporte de nutrien-
te, ou quanUer outra substancia ou molécula de ligagdo celular.

29. Conjugado de acordo com a reivindicagao 26, 27 ou 28, em
que o referido agente de Iigagéo' celular é escolhido de anticorpos monoclo-
nais; anticorpos quiméricos; anticorpds' humanizados; anticorpos totalmente
humanos; anticorpos de cadeia simples; fragmentos de anticorpos tal como
Fab, Fab', F(ab') 2 e F,, interferons; peptideos; linfocinas tal como IL - 2, IL - |
3, IL - 4, IL-6; horménios tal como insulina, TRH (hormonios de liberagédo de
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tirotropina), MSH (horménio de estimulag&o de melandcito), hormdnios este-
réides, tal como androgénios e estrogénios; fatores de crescimento e fatores
de estimulagdo de colénia tal como EGF, TGFa, fator de crescimento tipo:
insulina (IGF-1, IGF-Il) G-CSF, M-CSF 'e GM-CSF; vitaminas; tal como folato.
e transferrina. '

30. Conjugado de acordo com qualquer uma das relvmdlcagoes
26 a 29, em que U, U’, W, W', R1, R2, R1’, R2, Y, Y’, X, A A, X, n N, -

----

. T e o referido ligante sé@o definidos como em qualquer uma das rei-.
vindicagbes 2a 25. .
31. Conjugado de acordo com qualguer uma das reivindicagoes 26

a 30 em que o referido grupo de Ilgagao é um grupo tiol, sulfeto ou dissulfeto.
32. Processo de preparagao de um composto.como definido em

qualque'r uma das reivindicagdes 1 a 25, compreendendo a etapa de despro-
tecdo de um composto correspondente de formula (. .

4 v, v
CH, ‘...N X-AN-T-AN-X N
R17<:r‘ . ’ R’
R2 : A,
v .
°

em queY Y, X, X, A A, X, U U,W,W, -, — Rl R1’, R2, R2’ n,n
sao deflnldos como na formula (1) e T’ corresponde a T em que 0s grupo(s)

“funcionais foram protegidos, e opcionalmente isolamento do composto dese-

jado de férmula (1). |
33. Processo de acordo com a reivindicagdo 32, em que 0os

composto's de formula (1) séo obtidos de acoplamento de compostos cor-

* respondentes de formu|as (IV) (IV’ e(V

(IV) .
emque U, U, W,W', Y, Y’ A, A’ n,n, T, -, , R1, R2, R1’, R2' s@o
definidos como na férmula (lll), e Lg € um grupo de salda

34. Processo de preparagdo de um composto como definido em

qualquer uma das reivindicagbes 1 a 25, do composto correspondente de

férmula (I1F):
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H " .N"U X-An-T"-AYY v, :W H
emqueV,Y, X X,A A, X, U, U, W,W, -, — ,R1,R2, RT",R2, n, '

sdo definidos como na férmula (1) e T é um grupo precursor opcionalmente
protegido de T, e opcionalmente isolamento do composto desejado de for-

35. Processo de acordo com a reivindicagao 34, em que o com-
posto de férmula (III') pode ser obtido de 'acoplamento do composto corres-

pondente de férmulas (IV) (IV) e (V)

em que U, Q, W W,Y,Y, A A’, n, n,, -y , R1, R2, RT’, R2’ séo defi-
nidos como na férmula (1), T" € um grupo precursor opcnonalmente protegido

de T e Lg é um grupo de saida.
36. Processo de preparagao de um composto como defmldo em

qualquer uma das reivindicacBes 1 a 25 compreendendo a etapa de cicliza--

¢do do composto correspondente de formula (VIll):

\nD\/x -An-T-A'n'- xﬁ”/ D<
(Vi)

emqueV,Y, X A A, X’ nn,T, R1 R2, R1’, R2' sdo definidos como na
formula (I) ‘
37. Processo de acordo com a reivindicagéo 36, em que o0 com-

posto de formula (V1) pode ser obtido- do composto correspondente de for-

mula (IX):

HCOG XA S0LH,

’ D%
28 ﬁ E@Q .

emque Y, Y, A A, n ', R1, R2 RY, R2’, T sdo definidos como na férmula (1).
38. Processo de preparagéo de conjugado como definido em

qualquer uma das reivindicagdes 27 a 31 compreendendo e etapa em que
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um composto de férmula (1) como definido na reivindicagdo 1 em que T

~ compreende um grupo sulfeto, dissulfeto ou tiol, ou um precursor deste, é

reagido com um agente de ligagdo celular compreendendo uma fungéo rea--
tiva com respeito a dissulfeto ou tiol de modo que o composto e o agente déA
ligagdo celular sejam ligados juntos por meio de uma ligacdo de sulfeto ou
dissulfeto, | S | |

'39. Composigao fafmacéutica compreendendo uma molécula de
conjugado como definido em qualquer uma das reivindiéagées 26 a 31, ou
um composto de fc’;rmula (I) como definido em qualquer uma das reivindica- -
¢bes 1 a 25 juntamente com um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

40. Uso de uma quantidade eficaz de um molécula de con;ugado '
como definido em qualquer uma das reivindicagdes 26 a 31 ou um composto de_
férmula (I) como definido em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 25 para a
preparagao de um medicamento para matar ou inibir crescimento de células -

ompreendendo contatar celulas alvo ou tecido contendo células-alvo.

41. Uso de uma quantldade eficaz de um molécula de conjugado-
como definido em qualquer uma das relvmdlca(;oes 26 a 31 ou um composto
de férmula (1) como deflnldo em qualquer uma das renvmdlcagoes 1 a 25 pa-

raa preparaqao de um medicamento para o tratamento de cancer.
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- RESUMO
Patente de Invengio: "AGENTES CITOTOXICOS COMPREENDENDO

DERIVADOS DE TOMAIMICINA E SEU USO TERAPEUTICO".
A presente invengdo refere- -se a0s Novos derivados de tomaimi-

seu processo de preparagao e seus usos terapeutlcos

.cina de formula 1
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