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JCENSON MATTHEY INC.

"PROCESSO PARA A PREPARACAO DE HIDRAZINA BIFUNCIONAL OU
DE DERIVADOS DE HIDRAZIDA DE CONJUGADOS QUE OS CONTEM

E DE MACROMOLECULAS MARCADAS COM IDES METALICOS"

Pedidos de patente de invenc3o relacionados

O presente pedido de patente de inveng3o

»
constitul uma continuag3o, em parte, de o pedido de paten
te de inveng3o norte-americano série n? 07/315.270 reque-

rido em 24 de Fevereiro de 1989,

Antecedentes da invencio

A presente invengdo refere-se a compostos
bifuncionals capazes de ligarem i8es metdlicos, particular
mente o tecnécio e o rénio, a moléculas dteis sob o ponto

de vista bioldgico.

Devido a sua grande especificidade biolégi
ca, certas macromoléculas (por exemplo, anticorpos mono-
clonais) te&m sido utilizados para dirigir radioisdtopos
para sitlos especificos in vivo com o fim de criagio de
imagem e/ou rins terap®uticos. O uso do isétopo metastéivel
d ’ . 99mT ’ . .

e tecnécio, C, para o céiagnostico em medicina nuclear

esti confirmado e podem ser utilizados os isbétopos de



emiss30 beta de rénio 186 Re, 188 Re e 189 Re com fins

terap8uticos. Est3c descritos diversos métodos de ligagdo
do tecnécio a macromoléculas. Alguns destes métodos envol-
vem a redug3o de grupos di-sulfureto nas macromoléculas
(usualmente uma imunoglobulina) para tiéis e a subsequente
utiliza¢c3o destes grupos para ligar o tecnécio reduzido
(por exemplo, Mckenzie et al., International Publication
ne WO 87/04164; e Brener et al., EPO 271 802 A2). Os mé-
todos deste tipo conté&m virias desvantagens potenciais.

A redugdo das unidades de di-sulfureto pode conduzir a
uma desnatura¢3do da proteina e a uma subsequente perda da
especificidade bioldgica., Também, o método pode n3Io ser
utilizado para marcag3o de macromoléculas a que faltam os
grupos di-sulfureto. 4%Alternativamente, o tecnécio 99m
pode ligar-se a macromoléculas através de quelatos bifun-
cionais como a DTPA (D. Lanteigne e D.J. Hnatowich; "Int.

J. Appl. Radiat. Isot.", 35 (7), (1984) p. 617, chelamting

thiosemicarbazones (Y. Arano et al., "“Int. J. Nucl. Med.

Biol%, 12, (1985) p. 425, e diamidedithiol ligands ( A.
Fritzberg, pedido de patente de invengdo europeia 188 256
2dA) . Os problemas associados com estes métodos incluem a
ligag3do n3o especi{fica significativa do tecnécio (que se
liga & proteina em sitios diferentes dos grupos de quelag3o)

e a baixas cinéticas lentas do marcador de Tc.

Deste modo, constitul um objectivo da pre-
sente inveng3o proporcionar novas moléculas bifuncionais

contendo hidrazina ou grupos hidraz{dicos e grupos de



proteinas reactivos que podem ser utilizados para a liga-

99m

¢30 de ides metalicos, tais como Tc a macromoléculas.

Um outro objectivo da presente inveng3o é
proporcionar um método para a marcag3c de macromoléculas
com ides metdlicos em que a ligag%o'de um metal em sitios
diferentes dos grupos de quela¢3o é minima e em que ocorre
a marcagao com uma relativa rapidez (menos do que uma hora

3 temperatura ambiente).

Sumario da invencdo

De acordo com a presente invengdo, propor-
cionam-se novas hidrazinas e sais de hidrazida bifuncionais,
assim como seus conjugados. Também se proporcionam os méto

dos de marcac3do dos conjugados com os i8es metalicos.

Grossomodo, 08 compostos de hidrazina e de
hidrazida aqui descritos como hidrazinas ou hidrazidas arp
maticas bifuncionais, cont&m um substituinte reactivo de
proteina e um contra-i3oc negativo. Também se proporciona
uma modificag3o da presente invengdo em que a fung3do hidra
zina ou hidrazida est& protegida sob a forma de uma alquil-

-(inferior)-hidrazona.

Num outro aspecto desta inveng3o, os conju-
gados formam-se mediante reacg3do da hidrazina ou hidrazida
bifuncional da presente inveng¢3c com macromoléculas tais
como proteinas, polipéptidos ou glicoprotef{nas. Os compos-
tos bifuncionais reagem com grupos nucleofilicos nas macro

moléculas (por exemplo resi{iduos de lisina) para proporcio-
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narem conjugados que conté&m grupos hidrazina/hidrazida
livres.

Num terceiro aspecto, formam-se macromolé-
culas marcadas constituidas por conjugados e por iBes metd
licos.

Num quarto aspecto, proporciona-se um méto-

do para a marcag3o de macromoléculas mediante reac¢g3o de

um conjugado desta invengdo com uma espécie metdlica.

Descricd@do detalhada da presente invenc3o

Os novos compostos hidrazinicos ou hidrazi-
dicos desta invengdo representam-se por uma das f&rmulas

gerais seguintes

R

|

D-N-NH, HX
2 3
F-E }<<;\ // 4 (1)
\A_B

(11)




em que

A e B representam cada um, um atomo de carpono

ou de azoto;

representa uma ligag¢3c directa, (nas posig¢des
27, 37 ou 4~ do micleo) ou um grupo CH,,

C =D ou HN =~ g;

representa um grupo C = 0O ou forma, conside-
rado conjuntamente com F, um grupo maleimi-
dilo;

representa um grupo facilmente supstituivel
por uma amina primaria em meio aquoso alcali
no ou neutro quando E representa um grupo

C = O ou forma, considerado conjuntamente
com E, um grupo maleimidilo;

representa um §tomo de hidrogénio ou um gru-

po algquilo inferior;

e R", iguais ou diferentes, representam, cada

um, um atomo de hidrogénio ou um grupo alqui
lo inferior; e

representa um contra-i3o negativo

Um outro aspecto da presente invengdo inclui

os compostos de férmula geral



-N=C (111)

na qual

R, R'", R", E e F t&m os significados definidos

anteriormente.

Quando E representa um grupo carbonilo
C = 0, F representa um qualquer grupo que, em associagdo
com o grupo carbonilo ligado, forma um éster activo ou
uma amida activa. Exemplos de espécies apropriadas repre-
sentadas por F incluem diversos grupos como N-oxissuccini-
midilo, tetrafluorofenolato, N-oxibenzotriazol e imidazo-
lato. Estes exemplos n3o se entendem como limitativos do

ambito da presente inveng3o.

Grupos apropriados para R, R' e R" incluem,
mas n3o se limitam, aos seguintes: um Atomo de hidrogénio,

um grupo metilo, etilo e propilo.

Exemplos de iJes representados por X utili-
zaveis, s3o os halogenetos, nitratos, trifluorocacetatos,
tetrafluoroborato e sulfato. Estes exemplos n3o se enten-

dem como limitativos do &mbito dos contra-ides apropriados.



Os compostos descritos anteriormente s3o
estiveis, derivados isoléveis de moléculas que conté&m dois
grupos com reac¢3o cruzada: um grupo hidrazina /hidrazida
e um grupo de proteina reactivo tal como o éster activo,

amida activa ou o grupo maleimido.

Na sintese destes derivados estiveis, um
grupo de protecgdo acido labil tal como o t-butoxicarboni-
lo (t- BOC) é eliminado da hidrazina /hidrazida, em condi-
¢8es acidas anidras, deixando o grupo da proteina reactiva
inalterado e o grupo hidrazina /hidrazida numa forma proto

nada n3o reactiva. Alternativamente, o grupo hidrazina/hi-

drazida pode proteger-se sob a forma de um alquil-(inferion-

-hidrazona.

Quando um composto bifuncional contendo uma
fung3o hidrazina /hidrazido (ou hidrazona protegida) proto
nada é associado com uma macromolécula tal como uma protei
na, um polipéptido ou uma glicoprote{na em meio neutro ou
ligeiramente basico, de prefer&ncia a um pi de cerca de
7-8,5, a parte proteinica reactiva do composto reagiri com
grupos nucleofflicos da proteina, polipéptido ou da glico-
proteina (por exemplo grupos amina como res{duos de lisina
para fornecer um conjugado contendo grupos hidrazina /hi-
drazida livres. No caso dos conjugados de hidrazona, forma
-se a hidrazina /hidrazida livre por didlise em tamp3o
fcido (pH 5,6). Devido a este tipo de conjugado incluir
uma hidrazina ou uma hidrazida poder& em sequida fazer-se

reagir rapidamente um grupo de liga¢3o de metal forte



quando misturado com uma espécie metdlica apropriada, em
meio &cido, para se obter uma proteina marcada, polipép-

tido ou glicoprote{na.

A espécie metdalica pode ser, por exemplo,
uma espécie de tecnécio reduzido formado por reacgdo de
Tc O-4 com um agente de redugdo, por exemplo, um i3o esta
noso na presenga de um ligando de oxigénio de quelag3o
(por exemplo, gluco-heptonato). Exemplos de espécies de
tecnécio reduzido incluem Tc-gluco-heptonato, Tc-gluconato,
Tc-2-hidroxi-isobutirato, Tc-lactato e Tc-4,5-di-hidroxi-
-1,3-benzeno-di-sulfonato. Outros metais e ligandos sao

também abrangidos pela presente inveng3o.

Pode realizar-se de um modo conveniente um
processo de marcag3o com Tc em tampdo aquoso, de preferén
cia a um pH de cerca de 4,5- 6,5 em uma hora ou menos.

A reacg3o com outras espécies metdlicas apropriadas ocorre

de forma idéntica, em condigBes idénticas.

O rendimento radioquimico, determinado de
acordo cdom a cromatografia ligquida de alta resolugdo
(CLAR) e cromatografia em camada fina (CCF) utilizando
Tc é > a 90%. O tratamento da proteina com anélogos ndo
ligaveis, (isto &, compostos com um grupo carbonilo reac-
tivo da proteina, tal como o &cido 4-hidrazinobenzdico
ou o &cido 6-hidrazinopiridino-3-carboxf{lico) n3o fornece
proteina capaz de ligag¢3c de Tc significativa, portanto

demonstrando a grande especificidade desta técnica.



Pensa-se que os Aatomos de tecnécio se ligam

ao conjugado através de pontes hidrazido ou diazenido:

+
PROTEIN-LINKER-N=N=TcCL,

R

PROTEIN-LINKER-N-N=TCL2

em que
L representa um ligando de dioxigénio subordina

do.

Exemplos deste tipo de ligag3oc foram descri

tos para Mo e Re (Comprehensive Coordination Chemistry,

vol. 2, G. Wilkinson, ed., Pergamon (Oxford)p. 130-151

29 Tc té&m sido pre

1987) e diversos complexos an&logos de
parados por reacgd@o de um derivado de uma organo-hidrazina

com uma espécie Tc (V)-oxo.

0 esquema de marcagdo citado anteriormente
tem sido utilizado para marcar IgG humano e policlonal e
a regido Fc de IgG humano. Os Tc- conjugados tém sido
utilizados para a imagem de sitios focais de infecgdao num
modelo murino. O esquema da marcagdo também tem sido utili
zado para a marca¢ido do fragmento E, (ver L.C. Knight et

al; “J. Clin. Invest."; 72; 1983; p. 2007- 2013; que tem

sido utilizado para a-imagem de trombos numa experi&ncia

com o coelho relativamente 4 trombose das veias profundas



€ ao anticorpo monoclonal 5ES8.

Exemplos
Os dados provenientes da ressonancia magné-
tica nuclear e do infravermelho fornecidos nos exemplos

obtiveram~se do seguinte modo:

Registaram-se os espectros de RMN protdnica
em um espectrémetro 80 MHz IBM AF-80. Todos os resultados
dos espectros de RMN do protﬁo foram registados em DMSO—d6
a menos que indicado de outro modo. Os espectros de IV

foram registados num espectrédmetro de infravermelho

Perkin-Elmer 598. Os espectros do RMN e IV foram coerentes

com a estrutura designada.

Os nomes dos compostos em aspas, em seguida,
no titulo dos compostos dos diversos exemplos est3o con-
formes com a nomenclatura do Chemical Abstracts. Os esque
mas reaccionais sd@8o ilustrados de acordo com os esquemas

de 1 a 8 em anexo.

Exemplo 1

Preparagado de cloridrato do cloridrato de 4-hidrazinoben-

zoato de succinimidilo

monocloridrato de 1-/ (4-hidrazinobenzoil)-oxi /-2,5-pir-

rolidinodiona

Obteve-se acido 4-hidrazinobenzdico, 2-(t-
-butoxicarboniloxi-imino)-2-fehilacetonitrilo (BOC-0ON) ,

diciclo-hexilcarbodi-imiaa e N=hidroxissuccinimida da



Aldrich Chemicals (Milwaukee, WI).

sintese do &cido 4-BOC-hidrazinobenzdico- A uma solugdo

agitada de (1 equivalente) de 4cido 4-hidrazinobenzébico

e (3 equivalentes) de trietilamina em (5 mg/l) de dimetil-
formamida adicionou-se, gota a gota, uma solugdo de 1 equi
valente de BOC-ON em dimetilformamida. Agitou-~-se a mistura
reaccional 3 temperatura ambiente durante 3 horas. Em se-
guida, adicionou—se dcido cloridrico aquoso a 10% e subse
quentementeAa soluc3do tornou-se turva. Extrafu-se a solu-
Gao com acetato de etilo e os extractos organicos rednidos
lavaram-se com agua, secaram-se com sulfato de magnésio,
filtraram-se e concentraram-se a pressdo reduzida para se
obter um sélido castanho. Recristalizou-se o sélido no
seio de clorofdérmio para se obter o produto pretendido

sob a forma de um sélido castanho claro, rendimento 69%.

Analise: calculada para C12 H16 N2 04:

c -57,13; H - 6,39; N - 11,10.
Determ,: c - 57,02; H -6,13; N-- 11,61,

4 rRMN 4 1,45(s,9H),6,77(d,J_, =8,6kz,2H) ,7,85(d,J_ =8,

b ab

6Hz, 2H)

Sintese de 4-BOC-hidrazinobenzoato de succinimidilo

éster 2-/ 4-/ (2,5-dioxo-1-pirrolidinil)-oxilcarbonil /-

. =fenil-/-1,1-dimetilet{lico do &cido hidrazinocarboxf{lico.

A uma solugdo de (1 equivalente) do &cido

4-BOC-hidrazinobenzdico e (1 equivalente) de N-hidroxis-
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succinimida em dioxano (10 ml/g do &cido) adicionou-se,
gota a gota, uma solug8o de (1 equivalente) de diciclo-
~hexilcarbodi-imida em dioxano (5 ml/g). Agitou-se a mis-
tura reaccional i temperatura ambiente durante 16 horas.
Em seguida adiciénaram-se (0,5 ml) de &cido acético e
continuou-se a agitag3o durante 1 hora. Filtrou-se a mis-
tura reaccional para eliminar a ureia que constitufa um
produto éecundério. Concentrou-se o filtrado a press@o
reduzida para se obter um sdlido castanho que se tratou
com éter diet{lico, isolaram-se os produtos sélidos por
filtrag3o para se obter um sélido castanho claro, rendi-

mento 86%.

Analise: calculada para C16 ng N3 06:

C - 55,01; H - 5,48; N - 12,03.
Determ: C - 55,17; H - 5,84; N - 11,86,

L RMN g 1,47(s,94),2,88(s,4H) ,6,85(d,J_, =8, 9Hz, 2H)

b

8,04(d,Ja =8,9Hz, 2H)

b

Sintese do cloridrato de 4-hidrazinobenzoato de succinimi-

dilo - A uma solugdo de cloreto de hidrogénio em dioxano
(50 ml/g de éster, preparada fazendo borbulhar cloreto de
hidrogénio em dioxano aproximadamente durante cinco minu-
tos) adicionou-se 4-BOC-hidrazinobenzoato de succinimidilo
(1 equivalente). Agitou-se a mistura reaccional % tempera-
tura ambiente. A mistura reaccional n3o se apreséntou homo

génea, contudo a cor inicialmente castanho clara nas duas



horas seguintes transformou-se em cor de laranja. Filtrou-
-se a mistura reaccional e lavou-se com éter dietilico
para se obter um s8lido amarelo claro, rendimento 72%;

P.F. 203,5° - 205° c.

Anilise: calculada para C,, Hy, CINy Oy:

C - 46,25; H - 4,23; Cl - 12,40; N - 14,71;

Determ: C - 46,74; H - 4,38; Cl - 12,24; N - 14,26,

1l

H RMNJ : 2,87(s,4H),7,05(d4,2H,J =8,9Hz)7,9'7(d,2H,Ja s

ab b

=8,9Hz)

Exemplo 2

Preparac3o de cloridrato de 6-hidrazinopiridino~3-carboxi-

lato de succinimidilo

1-/ [/ (6-hidrazino-3-piridinil)-carbonil/-oxi/-monoclo-

ridrato de 2,5-pirrolidinodiona

Adquiriram-se em Aldrich Chemicals
(Milwaukee, WI) o &cido 6-cloronicotinico, o dicarbonato

de di-t-butilo e hidrato de hidrazina a 85%.

Sintese do acido 6-hidrazinopiridino-3-carboxilico

Adicionaram-se (8,0g) de &cido 6-cloronico-
tinico a (35 ml) de hidrato de hidrazina a 85%. Colocou-
-se a mistura reaccional num banho de dleoc 3 temperatura
de 100° C durante 4 horas. A mistura reaccional homogénea

concentrou-se até 4 secagem para se obter um sélido branco



que se dissolveu em igua e apés acidificag3do para pH 5,5
com &cido cloridrico concentrado formou um precipitado.
Isolou-se o precipitado por filtrag3o e lavou-se o sélido
com etanol a 95% e com éter dietf{lico para se obter 6,0 g

de um sdlido castanho claro, rendimento 77% P.F. 292°-293°%,

Analise: calculada para C6 H7 N3 02:

C - 47,06; H - 4,61; N - 27,44;
Determ: C - 46,83; H - 4,38; N - 27,27.
Li RN 6§ : 6,69(d,J=8,8Hz,1H),7,84(dd,J=2,4,8,8Hz, 1H) ,

8,51(d,J=2,4Hz, 1H)

Sintese do acido 6-BOC-hidrazinopiridino-3-carbox{lico

A uma solugdo de 1,4 g (9,8 mmole) do &cido
6-hidrazinopiridino-3-carbox{lico em 1,2 ml (11,8 mmole)
de trietilamina em (10 ml) de dimetilformamida adicionou-
-se 2,13 g (9,8 mmole) de dicarbonato de di-t-butilo. Apds
1 hora de agitac30 a mistura reaccional tornou-se homogénea
continuando-se a agitag¢3o durante 16 horas i temperatura
ambiente. Concentrou-se a mistura reaccional até 3 secagem
a press3o reduzida para se obter um sdlido castanho. Dissol
veu-se o residuo numa quantidade minima de acetato de etilo
e filtrou-se através de gel de sfilica 60 (230 - 400 malhas)
utilizando acetato de etilo como eluente. Concentrou-se o
eluente até a secagem. Utilizou-se o produto sem mais puri

ficagdo.
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14 RMN& : 1,40(s,9H),6,52(d,J=8,8Hz,1H)7,97(dd,J=2,4,

8,8Hz,1H) ,8,58(4,J=2,4Hz, 1H)

Sintese de 6-BOC-hidrazinopiridino-3-carboxilato de succi-

nimidilo

&ster 2-/ 5-/ / (2,5-dioxo-l-pirrolidinil)-oxicarbonil/-

-2-piridinil/-1,1-dimetiletilico/ do &cido hidrazino-

carboxilico

A uma solugdo de 1,45 g (5,75 mmole) de &aci-
do 6-BOC-hidrazinopiridino-3-carboxilico e 0,66 g (5,75
mmole) de N-hidroxissuccinimida em (15 ml) de dimetilror-
mamida, adicionou-se (5 ml) de uma solug3o de 1,18 g
(5,75 mmole) de diciclo-~hexilcarbodi-imida em dimetilforma
mida. A mistura reaccional turvou apds 1 nora e continuou-
-se a agltag3o durante 16 horas & temperatura ambiente,
Filtrou-se a mistura reaccional e concentrou-se o filtra-
do até 3 secagem para se obter um res{duo sélido castanho,
Dissolveu-se o residuo em uma quantidade minima de acetato
de etilo e filtrou-se através de gel de sflica 60 (230-
~400 malhas) utilizando acetato de etilo como eluente.
Concentrou-se o eluente até & secagem para se obter um
sélido amarelo claro que recfistalizou no seio de acetato

de etilo/hexano; rendimento 60% P.F. 169,5% 172° c.
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Andlise: calculada para C,g Hyg Ny Ogs

C -51,43; H - 5,18; N - 15,99

Determ: C - 51,81; H - 5,26; N - 15,60,
lg rMN S ¢ 1,41(s,9H),2,87(s,4H)6,64(d,J=8,8Hz, 1H) 8,08

(ad,J=2,4,8,8H2)8,73(4,3=2,4H=z, 1H)

Si{intese do cloridrato de 6-hidrazinopiridino-3-carboxilato

de succinimidilo - Preparou-se uma solug3o de cloreto de

hidrogénio em dioxano fazendo borbulhar cloreto de hidro-
génio anidro em (20 ml) de dioxano a uma velocidade mode-
rada durante 10 minutos. Dissolveram-se (100 mg) de 6-BOC-
-hidrazinopiridino-3-carboxilato de succinimidilo em (2ml)
de dioxano e adicionaram-se (2 ml) de HCl/dioxano agitando
—8e a mistura reaccional i temperatura ambiente. Apds 5
min., a solug3o turvou fofmando-se um precipitado. Agitou-
—se continuadamente durante 4 horas. Filtrou-se a mistura
reaccional turva para se obter 55 mg de um sélido branco;

rendimento 67%.

Andlise: calculada para o Hll CIN, O,;

cC -41,87; H - 3,87; Cl1 - 12,37; N - 19,53;
Determ: C - 41,92; H - 3,90; Cl - 12,30; N - 19,47;
4 RMNg¢ : 2,88(s,4H),7 ,01(d,J=8,8Hz,1H)8,19(dd, J=2,4,

8,8Hz,1H)8,83(4d, J—2 4Hz 1H)
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Exemplo 3

Preparac3o do cloridrato de 4-hidraziodotereftalato de

succinimidilo

monocloridrato da hidrazida 4-/ / (2,5-dioxo-l-pirrolidi-

nil)-oxi/-carbonil/ do 4cido benzdico.

Mono-metil tereftalato, cloreto de oxalilo,
carbazato de t-butilo, diciclo-hexilcarbodi-imida (DCC) e
N-hidroxissuccinimida (NHS) adquiridos de Aldrich Chemicals

(Milwaukee, WI).

Si{ntese do cloreto de tereftalato de metilo - A uma solu¢3o

agitada de tereftalato de mono-metilo (1 equivalente),
tolueno (30 ml/g de éster) e 3 gotas de dimetilformamida
(DMF), adicionou-se, gota a gota, (2 equivalentes) de clo-
reto de oxalilo. Agitou-se a mistura reaccional i tempera-
tura de 45° C durante 16 horas. Concentrou-se a éolug%o a
pressdo reduzida para se obter o produto desejado sob a
forma de um sélido amarelo claro. Utilizou-se o produto

o]

sem mais purificag3o; rendimento 82% P.F., 50° - 52° c.

IV (em pelicula fina); 2970, 1775, 1720, 1430, 1400, 1280,

1105, 880 cm L.

i RMNd: 3,97(s,3H),8,14(s,4H).

sintese da 2-/ 1-(1,l-dimetiletoxi)-carbonil/-hidrazida/

do éster monometilico do 4-BOC-hidrazidotereftalato metf{li-

co do acido 1,4-benzenodicarboxf{lico - A uma mistura agita
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da fortemente de carbazato de t-butilo (1 equivalente),
cloreto de metileno (20 ml/g) e (2,0 equivalentes) de
carbonato de hidrogénio e sédio a 25%, adicionou-se, gota
a gota, uma solugdo de cloreto de tereftalato de metilo
(1 equivalente) em (40 ml/g) de cloreto de metileno. Agi-
tou-se a mistura reaccional % temperatura de 20° C duran-
te 30 minutos. Separaram-se és fases e extrajiu-se a fase
aquosa com cloreto de metileno. As fases organicas reuni-
das lavaram-se com 4cido clorfdrico a 10% e uma solug3o
saturada de cloreto de sédio. Secou-se a fase organica
com sulfato de magnésio, filtrou-se e concentrou-se para
se obter um sdlido branco; rendimento 91,7% P.F. 197° -

- 199° c. 1Iv (KBr): 30l0, 1720, 1670, 1430, 1270, 1220,
1130, 1100, 1030, 870, 750 cm .

1

H RMN(CDClB):J 1,49(s,9H),3,93(s,3H),7,83(d,J, _=BHz,2H),

AB
8,07(d,JAB=8Hz,2H).

Sintese do 4cido 4-BOC-hidrazidotereftilico - A uma solu-

¢3o de 4-BOC-hidrazidotereftalato de metilo (1 equivalen-
te) em (50 ml/g) de metanol, adicionou-se (10,0 equivalen
tes) de hidréxido de sdédio. Agitou-se a reacc3o i tempera-
tura ambiente durante 156 horas. Concentrou-se a mistura
reaccional a press3do reduzida para se eliminar o metanol.
Adicionou-se agua e acidificou-se cuidadosamente a solucg3o
para um pH de 1,0. Extrafu-se a soluc3o 4cida com acetato
de etilo e secaram-se os extractos orglnicos com sulfato

de magnésio, filtraram-se até 3 secagem a press3o reduzi-
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da para se obter um sélido branco; rendimento 87,5% P.F.

208° - 210° c.

ln RMNdJ : 1,41(s,9H),7,97(4,3=2,4Hz,4H) ,8,90(m,1H)

10,3{(m,1H) .

Sintese do éster 1,l-dimetiletilico de 2-/ 4-/ / (2,5-di-

oxo-l-pirrolidinil) -oxi/-carbonil/-benzoil/ do &cido succi-

nimidil-4-BoC~-hidrazidotereftalato-hidrazinocarboxflico-

A uma solug3o do 4cido 4-BOC-hidrazidotereftalico (1 equi-
valente) e de N-hidroxissuccinimida (1 equivalente) em
dimetil formamida (10 ml/g) adicionou-se, gota a gota, uma
solug3o de DCC (1 equivalente) em DMF (5 ml/g). Agitou-se
a mistura reaccional & temperatura de 20° ¢ durante 16
horas. Adicionaram-se.em seguida (0,5 ml) de 4cido acético
e manteve-se a aglta¢3o durante 1 hora. Filtrou-se a mistu
ra reaccional para eliminar a ureia gue constituia o pro-
duto secundirio. Concentrou-se o filtrado a press3o redu-
zida para se obter um dleo castanho amarelado. Utilizou-
-se uma cromatografia rdpida no vacuo para isolar o produ-
to com (hexano/acetato de etilo a (7:3)); rendimento 47,8%
p.F. 182° - 185° ¢c. IV (xBr): 3330, 3230, 2990, 1770, 1740,
1660, 1530, 1500, 1370, 1280, 1200, 1150, 1070, 1000, 870,

790, 640 cm T,

14 RrMN (cpclj) S = 1,50(s,9H),2,91(s,4K),6,70(m,1H) ,
7,91(4,3,,=8,8Hz,2H) ,8,20(4,J, =8, 8Hz,

2H) .
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Analise: calculada para C17 ng N3 07=

C - 54,11; H - 5,07; N - 11,13;

Determ: C - 53,66; H - 5,15; N - 11,09.

Sintese do cloridrato de succinimidil-4-hidrazidoterefta-

lato - A uma solug3o de cloreto de hidrogénio em tetra-
~-hidrofurano (50 ml/g, preparada fazendo borbulhar clore-
to de hidrogénio em tetra-hidrofurano durante cerca de
10 minutos) adicionou-se 4-BOC-hidrazidotereftalato de
succinimidilo (1 equivalente). Apds 1 hora, a mistura
reaccional tornou-se homogénea e, apds 4 horas, formou-se
um precipitado branco. Filtrou-se a mistura reaccional e
lavou-se com éter diet{lico para se obter o produto pre-
tendido sob a forma de um sélido branco; rendimento 37, 7%
P.F. 278° - 280° c., IV (KBr): 3400, 3200, 2800, 2600,
1770, 1730, 1690, 1530, 1490, 1290, 1240, 1070, 1000,

870, 730, 640, 610 cm™ L,

14 RMN S ; 2,91(s,4H),8,11(d,J, =8, 6Kz, 2H) ,8,25(d,J, . =8, BHz,

2H) .

An4lise: calculada para C12 le ClN3 Og:

C - 45,95; H - 3,86; Cl - 11,30; N - 13,40;

Determ: C - 45,84; H - 3,91; Cl1 - 11,37; N - 13,33,



Exemplo 4

Preparaci3o de monocloridrato de cloridrato de éflﬁégirrolo-

-2,5-diona, 1-6(hidrazino-3-piridinil) de S5-maleimidil-

-2=-hidrazinopiridina

Adquiriu-se a Aldrich Chemicals (Milwaukee,
WI), 2-cloro-5-nitropiridina, hidrato de hidrazina, dicar
bonato de di-terc-butilo, palédio sobre carvdo a 10%, ani

drido maleico, acetato de cobalto e anidrido acético.

sintese de 2-hidrazino-5-nitropiridina - A uma solugdo

agitada de hidrato de hidrazina (30,0 equivalentes), agua
(4 ml/g de piridina) e etanol (2 ml/ g de piridina), adi-
cionou-se 2-cloro-5-nitropiridina (1 eguivalente). Agitou-
-se a mistura reacciohal 2 temperatura de 20° ¢ durante

16 horas (formando uma pasta verde muito espessa). Isolou-
-se o precipitado por filtragao, lavou-se o sélido com
metanol e a seguir com éter dietf{lico para se obter um
s61ido verde. Utilizou-se o produto sem outra purificag3do;
rendimento 77,3%. P.F. 205° - 207° c. IV (KBr): 3340,3200,
2980, 1670, 1605, 1580, 1485, 1420, 1330, 1300, 1120, 980,

830, 770 em~ 1.

li RMN S : 4,64(s,largo 2H),6,76(d,J=8,8Hz,1H),8,15(dd,J=2,

4,8,8Hz,1H),8,86(4,J=2,4H=z,1H),9,12,(m,1H).
Analise: calculada para C5 H6 N4 02:

Cc - 39,21; H - 3,39; N - 36,51;

Determ: C - 38,96 H - 3,92; N - 36,35,



Sintese de 2-(BOC-hidrazino)-5-nitropiridina - A uma so-

lugc3o agitada de 2-hidrazino-5-nitropiridina (1 equivalen
te), dimetilformamida (15 ml/g de piridina) e trietilamina
(1,1 equivalentes), adicionou-se, gota a gota, uma solug3o
de dicarbonato de di-terc-butil (1,0 equivalente) em dime-
tilformamida (4 ml/g de dicarbonato). Agitou-se a mistura
reaccional 4 temperatura de 20° C durante 48 horas. Concen
trou-se a mistura reaccional a pressdo reduzida para se
obter um 8leo castanho amarelado. Utilizou-se uma croma-
tografia ripida no vacuo (hexano/acetato de etilo a (8:2))
para isolar o produto que recristalizou no seio de acetato
de etilo/hexano; rendimento 63,4%. P.F. 135° - 137° ¢, W
(KBr): 3280, 2980, 1710, 1600, 1500, 1330, 1290, 1270,
1250, 1150, 1120, 1010, 830, 760, 650, 500,cm T,

1y RMN d 1,41(s,9H),6,60(d,J,,=8,8Hz,1H) ,8,28(dd,J=2,4,

8,8Hz,lH),8,93(d,JAB=2,4Hz,lH),9,14(m,lH),

9,56(m,1H) .

Analise: calculada para Clo Hl4 N4 04:

C - 47,24; H - 5,55; N - 22,03;

Determ: C - 46,99; H - 5,50; N - 21,93,

sintese de 2-(BOC-hidrazino)-5-amino-piridina - Num apa-

relho de hidrogenag3do de Parr, adicionou-se 2-BOC-hidrazi-
no-5-nitropiridina (1 equivalente), a palédio sobre carvdo
a 10% (0,39 Pd/g de piridina) e etanol (100 ml/g de piri-

dina). Hidrogenou-se a mistura reaccional a 50 psi H2



durante 2 horas a temperatura ambiente num hidrogenador
de Parr. Filtrou;se a mistura reaccional através de um
filtro e lavou-se com etanol. Concentrou-se a solug¢3o
verde amarelada a pressdo reduzida para se obter um séli-

do amarelo claro., Recristalizou-se o produto no seio de

o

etanol; rendimento 81,64%. P.F. 140~ = 142° C. IV (KBr):

3360, 3200, 2980, 1650, 1635, 1580, 1490, 1390, 1360,
1300, 1260, 1160, 1020, 880, 860, 830, 750, 590, 530 cm 1.

1y RMN 6 : 1,37(s,9H),6,34(d,J=8,8Hz,1H),6,89(dd,J=2,4,8,

8Hz,1H), 7,14(m,1H),7,49(4,J=2,4Hz,1H),8,50(m, 1H)

Analise: calculada para Clo H16 N4 02:

C - 53,55; H-7,19; N - 24,98;

Determ: C - 53,73; H - 7,21; N - 25,05,

Sintese do éster 2-/ 5-(2,5-di-hidro-2,5-dioxo-1H-pirrol-

—l-il)—2-piridinil7-l,l—dimetiletilico do &cido 2-BOC-hi-

drazino-5-maleimidilpiridino-/ hidrazina-carboxflico/- a

uma solugdoc agitada de 2-BOC-hidrazino-5-amino piridina

(1 equivalente) em 50 ml/g de acetona adicionou-se anidri
do maleico (1,1 equivalentes). Agitou-se a mistura reac-
cional i temperatura de 25° C durante 2 horas, adicionou-
-se aniarido acético (1,2 equivalentes), acetato de cobal-
to (0,007 equivalente) e trietilamina (0,3 equivalentes).

Agitou-se a mistura reaccional a temperatura de 60° ¢



durante 2 horas. A reacgdo modificou-se para cor amarela
clara, que se tornou amarelo escuro. Concentrou-se a mis-
tura reaccional a press3o reduzida para se obter um dleo
castanho amarelado. Aplicou-se cromatografia ripida em
vacuo com hexano/acetato de etilo a (8:2) para se isolar
o produto que recristalizou no seio de éter/hexano; rendi-
mento 28,3%. P.F. 182° - 184° c. IV (KBr): 3400, 3300,
3100, 2990, 1700, 1610, 1500, 1410, 1360, 1320, 1270,

1210, 1150, 1050, 830, 750, 690 cm .

4 RMNS : 1,39(s,9H),6,58(d,J=8,8Hz,1H),7,14(s,2H),7,45

(ad,J=2,4,8,8Hz,1H),7,94(4,3=2,4Hz,1H) ,8,37(m, 1H)

Analise: calculada para C14 H16 N4 Oy

C - 55,26; H - 5,30; N - 18,41;

Determ: C - 55,14; H - 5,30; N - 18,33,

Sintese do cloridrato de S5-maleimidil-2-hidrazinopiridina-

Preparou-se uma solug3o de cloreto de hidrogénio em dioxa-
no fazendo borbulhar cloreto de hidrogénio anidro em (50ml)
de dioxano a uma velocidade moderada durante 10 minutos.
Adicionou-se 200 mg de 2-(BOC-hidrazino)-5-maleimidilpiri-
dina dissolvidos em (5 ml) de dioxano e de (10 ml) de
HCl/dioxano, agitando-se a mistura reaccional i temperatu-
ra ambiente. Apds 30 min. observou-se uma turVAgéo da so-
lug3o e formou-se um precipitado. Agitou-se a mistura reac
cional 3 temperatura de 25° C durante um total de 5 horas.

A pasta obtida filtrou-se e lavou-se com éter diet{lico



para se obterem 50 mg de um sdlido branco; rendimento
31,6%. P.F. 280° - 290° c. (com decomposig¢ao; de amarelo
para castanho). IV (KBr): 3440, 3100, 2580, 1720, 1610,
1560, 1480, 1390, 1200, 1150, 830, 690, cm L.

lH RMN d: 7,0(4,J=8,8H2z,1H),7,19(s,2H),7,63(d4,J=2,4,
8,8Hz,1H),8,15(4,J=2,4Hz,1H).

Espectro de massa: m/z = 204 (M-HC1l)T.

Exemplo 5

Preparagio de / propanal,/ 5-/ / (2,5-dioxo-l-pirrolidi-

nil)-oxi/-carbonil/-2-piridinil/-hidrazona/ de 2-(2prope-

nil-hidrazona)-nicotinato de succinimidilo.

Preparou-se o Aacido 6-hidrazinonicotinico
como descrito anteriormente e adquiriu-se aldeido propid-

nico na Aldrich Chemicals (Milwaukee, WI).

Sintese de 2-(2-propenil-hidrazona)-nicotinato de succini-

midilo - A uma susperis3o de Acido 6-hidrazinonicoti{nico

(1 equivalente) em dimetilformamida (40 ml/g) adicionou-
-gse aldeifdo propidnico (3 equivalentes). Agitou-se a mis-
tura reaccional a temperatura ambiente durante 1 hora.

Se n3o se obteve-homogeneidade, aqueceu-se cuidadosamente
a mistura reaccional até i obteng3c de uma mistura homo-
génea. Arrefeceu-se a misfura reaccional para a tempera-
tura ambiente e adicionou-se uma solug3o de N-hidroxissuc

cinimida (1 equivalente) em dimetilformamida. Em seguida



adicionou-se, gota a gota, uma solug3do de DCC (1 equiva-
lente) em DMF, Agitou-se a mistura reaccional durante 16
horas & temperatura ambiente. Formou=-se um precipitado
que se eliminou por filtragdo por sucgdo e concentraram-
-se os liquidos m3e até 4 secagem. Suspendeu-se o residuo
sélido castanho em acetafo de etilo, agitou-se durante
uma hora e filtrou-se. Formou um precipitado sélido cas-
tanho claro a partir da solugdo de acetato de etilo e
isolou-se por filtrag3o para se obter o produto desejado;
rendimento 65%. N

Iy RMN §: 1,06(t,3H),2,34(m,2H),2,86(s,4H),7,11(4,J=9,4Hz,

1H),7,54(t,1H,J=4,9Hz),8,10(d44,J=9,44,2,33Hz,1H),

8,72(4,3=2,33Hz,1H)

Andlise: calculada para C,3 Hy, N, Oy

C - 53,79; H - 4,86; N - 19,30;

Determ: C - 53,66; H - 4,89; N - 19,12,

Exemplo 6

Preparagdo de / propanal,/ 4-/ / (2,5-dioxo-l-pirrolidinil)-

-oxi/-carbonil/-2-tiazolil/-hidrazona/ de 2-(2-(l-propenil) -

~hidrazona)-tiazol-4-carboxilato de succinimidilo

Adquiriram-se a tiosemicarbazida e o &cido

bromoldctico & Aldrich Chemicals (Milwaukee, WI),.
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Sintese da tiosemicarbazona do aldeidopropidédnico - A uma

solugd3o de tiosemicarbazida (1 equivalente) e de aldeido
propiénico (1,5 equivalentes) em metanol, adicionou-se
algumas gotas de &cido acético glacial. Aqueceu-se a mis-
tura a temperatura de refluxo durante 45 minutos. Concen-
trou-ée a mistura reaccional num vaporizador rotativo
formando-se um precipitado. Isolaram-se os sélidos por
filtragdo, lavaram-se com étér dietflico e secaram-ee no

vicuo; rendimento 71%.

Sintese do bromidrato do 4cido 2-(2-(l-propenil-hidrazo-

na))-tiazol-4-carboxflico - A uma solug3o da tiosemicarba

zona do aldeido propidnico (1 equivalente) em metanol,
adicionou-se &cido bromolictico (1 equivalente). Agqueceu-
-se a mistura reaccional 3 temperatura refluxo durante:l
hora, em seguida arrefeceﬁ-se para a temperatura ambiente
e eliminou-se o dissolvente num vaporizador rotativo.
Triturou-se o sélido amarelo resultante no seio de meta-
nol/éter dietflico isolando-se um sélido amarelo claro

que se lavou com éter diet{lico e se secou no vécuo.
lH RMNJ :1,00(t,J=7,9H2z,3H),2,15(m,2H) ,7,44(t,J=4,9Hz) .

Sintese de 2-(2-(l-propenil)-hidrazona)-tiazol-4-carboxi-

lato de succinimidilo - A uma solug¢3o de 4cido (1 equiva-

lente), N-~hidroxissuccinimida (1 equivalente) e trietil-
amina (1,5 equivalentes) em dimetilformamida, adicionou-
-se, gota a gota, uma sélug%o de DCC (1 equivalente) em

DMF. Agitou-se a mistura reaccional durante 16 horas %

LS
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temperatura ambiente. O precipitado formado retirou-se

por filtra¢3o e concentraram-se os liquidos m3e até 3
secagem, Adicionou-se acetato de etilo ao residuo e agitou
-se durante 1 hora. Eliminaram-se os produtos insol@veis
por filtrac3c e concentrou-se o liquido-m3e até 3 secagem.
Fez-se uma cromatografia rapida do produto utilizando
hexano/acetato de etilo (1:2) como eluente, obtendo-se o
produto pretendido sob a forma de um s6lido quase branco;

rendimento 35%.

1 RMN g :1,08(t,J=7,9Hz,3H),2,24(m,2H),7,40(t,J=4,9Hz, 1H),
8,11(s,1H) .

Exemplo 7

Preparagaoc de 2-(2-metiletenil-hidrazona)-tiazol-4-carbo-

xilato de succinimidilo

Sintese do 2-(2-metiletenil-hidrazona)-tiazol-4-carboxila-

to de succinimidilo - Dissolveu-se bromidrato do &cido 2-

~-(metiletienil-hidrazona)-4-tiazolcarboxilico (1 equiva-
lente) (preparado de acordo com o método de H. Johne, D,
Seifert, S. Johne e E, Bulka; "Pharmazie"; 33; 1978; p.
259) em (20 ml/g) de dimetilformamida. Adicionaram-se N-
-hidroxissuccinimida (1 equivalente) e trietilamina (1,5
equivalentes). A mistura homogénea adicionou-se uma solu-
¢3o de DCC (1 eéuivalente), gota a gota, durante 15 minu-
tos. Agitou-se a mistura feaccional durante 16 horas &
temperatura ambiente. Formou-se um precipitado que se‘

eliminou por filtrag3o e concentrou-se o liquido-m3e até
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Y secagem para se obter um sélido castanho alaranjado.
Suspendeu-se o resf{iduo em acetato de etilo e agitou-se &
temperatura ambiente durante 1 hora. Eliminaram-se os ‘
produtos insoldveis por filtrag3dao e concentrou-se o 1{qui-
do m3e para se obter um sélido castanho. Trituraram-se os
sélidos no seio de.éter dietflico e re-isolaram-se por
filtrac30 para se obter um sélido castanho amarelado; ren-
dimento 40%. Filtrou-se uma amostra do produto através de
uma camada fina de gel de sf{lica utilizando acetato de eti-
lo/hexano a 2:1 como eluente, Concentrou-se o elufdo para
se obter o produto desejado sob a forma de um sélido amare

© - 205° ¢ (com decomposigdo).

lo claro. P.F. 202
L RMN 4:1,92(s,3H),1,96(s,3H),2,86(s,4H),8,11(s,1H).

Espectro de massa: m/z = 297 Mm+1) ¥

Exemplo 8

Preparac3o de hemicloridrato de [~hidrazinocarbotioamida,

N-/ 4-/"/ (2,5-dioxo-l-pirrolidinil)-oxi/-carbonil/-fenilo/

de hemicloridrato de 4-tiosemicarbazidobenzoato de succini-

midilo

Obteve-se o Acido 4-aminocarboxilico da

Aldrich Chemicals (Milwaukee, WI).

Sintese do éster 2-[11—(4-carboxifenil)-aming7—tioxometi;7-

-1-(1,l-dimetiletflico) do &cido / hidrazinocarbox{lico-

-4cido BOC-4-tiosemicarbazidobenzdico/- A uma solugdo do
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dcido 4-isotiocianatobenzoico (1 equivalente) (preparado
de acordo com o método de D. W. Browne e G, M, Dyson; "“J,
Chem, Soc."; 178 (1934)) e trietilamina (1,2 equivalentes)
em dimetilformamida adicionou-se uma solug3do de carbazato
de t-butil (1 equivalente). Agitou-se a mistura reaccional
a temperatura ambiente durante 3 horas e em seguida concen
frou-se até 3 secagem, Dissolveu-se o residuo em acetato
de etilo e lévou-se com Acido citrico a 10% e uma solug3ao
saturada de cloreto de sddio. Secou-se a fase organica
com sulfato de sédio, filtrou-se e concentrou-se para se
obter o produto pretendido Sob a forma de um sélido quase
branco; rendimento 70%. P.F. 131° - 133° c (com decomposi-
¢do).

1i rRuN §:1,42(s,9H),7,67(4,3,,=8,9Hz, 2H) ,

7,87(d,JAB=8,9Hz,2H).

Sintese do / hidrazinocarboxilico, éster 2-/ / / 4-// (2,5~

-dioxo-1-pirrolidinil) -oxil/-carbonil/-fenil/-amino/-tioxo-

metil/-1,1-dimetilet{lico/ do &cido hidrazinocarbox{lico do

BOC-4~-tiosemicarbazidobenzoato de succinimidilo - A uma

solugdo de &cido (1 equivalente) e de N-metilmorfolina (1,1
equivalentes) em acetonitrilo adicionou-se uma solug3do de
carbonato de suécinimidilo e tetracloroetilo (1 equivalen-
te) em acetonitrilo. Agitou-se a mistura reaccional & tem-
peratura ambiente durante 16 horas. Adicionou-se aceﬁato
de etilo a mistura reaccional e lavou-se a solug3o homogé-

nea com acido citrico a 5% arrefecido, 4&gua arrefecida,
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solu¢3o aquosa saturada arrefecida, agua arrefeciaa e
solugcdo saturada de cloreto de sbédio arrefecida. Secou-se
a fase organica com sulfato de magnésio, filtrou-se e
concentrou~-se para se obter um éleo amarelo claro. Subme-
teu-se o éleo a cromatografia ripida em gel de sflica uti-
lizando como eluente hexano/acetato de etilo. Isolpu-se o
produto sob a forma de um dleo amarelo que solidificou
apdés adic3o de éter etf{lico. Retiraram-se os produtos sé-
lidos por filtrag3o para se obter o produto pretendido;
rendimento 25%. P.F. 161° - 163° C,

L RMN £ :1,52(s,9H),2,88(s,4H),7,74(d,J,,=10,0Hz, 2H) ,

8,05(4,J..=10,0Hz,2H) .

AB

Analise: calculada para C17 Hzo N, S04:

C -49,99; H - 4,94; N - 13,72; s - 7,85;

Determ: C - 50,05; H - 4,95; N - 13,64; s - 7,95,

S{intese de hemicloridrato de 4-tiosemicarbazidobenzoato de

succinimidilo - A uma suspens3o de éster BOC-succinimidi-

lico em éter diet{lico adicionou-se uma soluc3o de &acido
clor{drico anidro (g) em éter dietilico (preparado fazen-
do borbulhar &cido cloridrico gasoso em éter dietilico
anidro) . Agitou-se a suspens3o & temperatura ambiente du-
rante 16 horas. A mistura reaccional apresentou-se hetero-
génea durante todo o desenvolvimento da reacgdo. Isolaram-
-se os produtos sbélidos por filtragao para se obtér o sal
de cloridrato do produto pretendido; rendimento 80%. P.F.

155° -~ 160° cC.



lH RMNJd : 2,88(s,4H),8,01(s,4H).

Analise: calculada para C12 Hl3 N4 S0, .0,5 HC1l:

C - 44,00; H - 4,15; N - 17,10 S - 9,79;

Determ: C - 44,56; H - 3,88; N - 17,04 S - 9,74,

Exemplo 9

Conjugagdo de IgG

A uma solugdo de 10 mg de IgG (peso molecu-
lar = 155.000), em 2 ml de tamp3o de fosfato de sédio 0,1M
(pH 7,8), adicionaram-se 17,2 ﬂi de cloridrato de 4-hidra-
zinobenzoato de succinimidilo 30 mM em dimetilformamida.
Apés agitac3do durante 5 horas, & temperatura ambiente,
dialisou-se a mistura reaccional contra tamp3o de acetato
de sédio 0,1 M (pH 5,2). Determinou-se o nimero de grupos
hidrazino conjugados com a protef{na pelo método de T. P,

King et al ("Biochemistry"; 25; 1986; p. 5774). Resumida-

mente, o conjugado hidrazino- proteina reagiu com o aldei-
do 4-nitrobenzilico para converter os grupos hidrazino em
hidrazonas. O nimero de moléculas hidrazona/proteina deter
minou~se por espectrofotometria utilizando a hidrazona do
p-nitrofenilbenzaldeido e a fenil-hidrazina como padrdo
(A Lax™ 412, €=2,41 x 10%). Obteve-se na modificagdo um

rendimento entre 25 a 35%.

Exemplo 1O

Marcac3do de IgG conjugada com gngc

Reconstituiu-se um Kit Dulont Tc-glucoscano



com 3 ml de Agua contendo 10 m Ci de 99m

TcO,-. Misturaram
-se 2so‘ﬂa desta solugdao com 250/#1 de 1-5 mg/ml de IgG
conjugada em tamp3o de acetato de sbédio 0,1 M (pH 5,2).
Apds incubag3o durante 1 hora i temperatura ambiente foil
associada com a protefna uma aétividade > 95% como se de-

minou por CLAR radiométrica (coluna TSK 3.000) e cromato-

grafia répida em camada fina (CRCF).

Injectaram-se 800 uCi de IgG marcada com Tc
em ratos portadores de abcessos num membro posterior. As
24 horas sacrificaram-se os ratos. Determinou-se a distri-

buigd3o da radioactividade:

Orgao Dose injectada
em %/g de tecido

Sangue 1,36

Rim 1,11

Mdsculo infectado 0,76

M@sculo normal 0,12

F{gado 0,81
Relagdo misculo infectado/misculo normal = 6,3

Exemplo 11

Conjugac3o do fragmento El

Concentrou-se a proteina (DD) E entre 5 a
10 mg/ml e modificou-se com 20 vezes um excesso molar de

cloridrato de 6~hidrazinopiridina-3~carboxilato de succi-

nimidilo em tamp3o de borato a 12,5 mM pH 8,5. Apds incu-
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bagdo durante 5 horas, (sob agita¢3o suave), a temperatu-
ra de 4° C, dialisou-se a amostra durante aproximadamente

12 horas versus 4gua n3o pura desgaseificada.

Separou~-se o fragmento El do complexo DD(E)
modificado ajustando a amostra para 0,55 M em &cido acé-
tico e diluindo-se a 1:1 v/v com ureia 6M. Corrigiu-se o
pH da amostra para 5,5 com hidréxido de sédio 10 N e dia-
lisou~se a amostra contra tamp3oc de citrato 10 mM de
(pH 5,7) para eliminar o excesso de reagentes., Durante a
diflise, a protef{na DD precipitou deixando o fragmento

modificado E, em solug3do. O precipitado de DD foi facil-

1
mente removido por centrifugacg3o.

o E, modificado foi marcado com Tc - 99m atra
vés da reacc3o com gluco-heptonato de Tc-99m como descri-
to anteriormente, 0O El marcado com Tc 99m foi utiliaado
para visualizar um trombo numa experi®ncia com um coelho
(ver D. Collen et al.; "J. Clin, Invest."; 71; 1983; p.

Exemplo 12

Conjugagdo _do anticorpo monoclonal 5EB8 (ver E.A. Chen et

al; “Cancer Research"; 49; 1989; p. 3642 - 35649,

Modificou-se o anticorpo monoclonal 5E8 (a
uma concentrag3do entre 5 e 10 mg/ml) com um excesso de 14
vezes o cloridrato de 6-hidrazinopiridina-3-carboxilato
de succinimidilo em tamp3o de borato 12,5 mM a pH 8,5,

(durante 5 horas & temperatura ambiente). Dialisou-se o



anticorpo conjugado contra tampdo de citrato 20 mM de
(pH 5,2 100mM em cloreto de sédio). Apds centrifugagdo
para eliminar uma pequena quantidade de turvagdo, o grau
de modificag3o, (determinado por espetrofotometria como
descrito anteriormente), verificou-se ser de 6,5 grupos
de hidrazina por molécula de protefna. A andlise por
ELISA e a imunocitoaderé&ncia ndo mostraram perda de imuno
reactividade,

Os compostos especificos e os pormenores do
método descrito anteriormente s3o exemplificativos e n3o
se podem congiderar como limite do ambito da presente

inveng3o.
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1.

REIVINDICACOTES

Processo para a preparagao de compostos

(I)

(I1)

de formula ge-



em gue
A e B representam, cada um, um atomo de carbono ou de azoto,

D representa uma ligagao directa ou um grupo CH2,

]

C=0 ou HN-C,

E representa um grupo C=0 ou forma, considerado conjunta-
mente com F, um grupo maleimidilo,

F representa um grupo facilmente substituivel por uma amina
primaria em meio aquoso alcalino ou neutro guando E re-
presenta um grupo C=0 ou forma, considerado conjuntamente
com E, um grupo maleimidilo,

R representa um atomo de hidrogénio ou um grupo alquilo in-

ferior,

R' e R", iguais ou diferentes, representam, cada um, um ato-
mo de hidrogénio ou um grupo alquilo inferior, e
X representa um iao positivo,
caracterizado pelo facto de se preparar um composto gue contém
um grupo hidrazino/hidrazido protegido por um grupo protector la-
bil acido como, por exemplo, um grupo t-butoxicarbonilo ou, even-

tualmente, um grupo hidrazino/hidrazido protegido sob a forma de

uma alquil (inferior)-hidrazona e um grupo capaz de reagir com
proteinas como, por exemplo, um éster activo, uma amida activa

ou um grupo maleimido e de se eliminar, depois, o grupo protector,
citado antes, em meio acido anidro para se obter um composto em

gue o grupo capaz de reagir com as proteinas mantém-se inalterado
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e o grupo hidrazino/hidrazido, que ainda nao reagiu, mantem-se

sob a forma protonada.

2.~ Processo de acordo com a reivindicagao 1, para a prepa-
ragao de compostos de formula geral I ou II em que D representa
uma ligagao directa a posigao 4 do niicleo, caracterizado pelo fac
to de se utilizar compostos iniciais correspondentemente substi-

tuidos.

3.- Processo de acordo com a reivindicagao 1, para a prepa-
ragao de compostos de fdormula geral I ou II em que E representa
um grupo carbonilo, F representa um grupo N-oxisuccinimidilo,
tetrafluorofenolato, N-oxibenzotriazol e imidazolato e X represen
ta um halogeneto, nitrato, trifluorocacetato, tetrafluoroborato e
sulfato, caracterizado pelo facto de se utilizar compostos ini-

ciais correspondentemente substituidos.

4.- Processo de acordo com a reivindicagao 2, para a pre-
paracao de compostos de fdrmula geral I ou II em que R representa
um atomo de hidrogénio ou um grupo metilo, E representa um grupo
carbonilo, F representa um grupo N-oxisuccinimidilo e X repre-
senta um atomo de cloro, caracterizado pelo facto de se utilizar

compostos iniciais correspondentemente substituidos.

5.- Processo de acordo com a reivindicagao 4, para a prepa-



ragao de compostos de formula geral I ou II em que A e B repre-
sentam, cada um, um atomo de carbono ou um dos simbolos A e B re-
presenta um atomo de carbono e o outro representa um atomo de azo
to, caracterizado pelo facto de se utilizar compostos iniciais

correspondentemente substituidos.

6.- Processo de acordo com a reivindicagao 4, para a prepa-
racao de compostos de formula geral I ou II em gue A representa
um atomo de carbono, B representa um atomo de azoto e R represen-
ta um atomo de hidrogénio, caracterizado pelo facto de se utili-

zar compostos iniciails correspondentemente substituldos.

7.- Processo de acordo com a reivindicagao 4, para a prepa-

ragao de compostos de férmula geral I ou II em que A e B represen
tam, cada um, um atomo de azoto e R representa um atomo de hidro-

génio, caracterizado pelo facto de se utilizar compostos iniciais

correspondentemente substituidos.

8.~ Processo de acordo com a reivindicagao 1, para a prepa-
ragao de compostos de formula geral I ou II em que D, ligado a
S
- - f
posicao 4 do nucleo, representa um grupo C=0, CH2 ou NH-C-,

isto &, tioamida, caracterizado pelo facto de se utilizar compos-

tos iniciais correspondentemente substituidos.

9.- Processo de acordo com a reivindicag¢ao 8, para a prepa-
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ragao de compostos de fdrmula geral I ou II em que D representa
um grupo C=0 ou tioamida, caracterizado pelo facto de se utilizar

compostos iniciais correspondentemente substituidos.

10.- Processo de acordo com a reivindicagao 9, para a prepa-
ragao de compostos de formula geral I ou II em que E representa
um grupo C=0 F representa um grupo N-oxisuccinimidilo, tetra-
fluorofenolato, N-oxibenzotriazol e imidazolato e X representa um

halogeneto, nitrato, trifluoroacetato, tetrafluoroborato e sulfa-

to, caracterizado pelo facto de se utilizar compostos iniciais

correspondentemente substituidos.

11l.- Processo de acordo com a reivindica;éo 8, para a pre-
paragao de compostos de formula geral I ou II em que D e E repre-
sentam, cada um, um grupo carbonilo, F representa um grupo
N-oxisuccinimidilo e X representa um atomo de cloro, caracterizado
pelo facto de se utilizar compostos iniciais correspondentemente

substituidos.

12.- Processo de acordo com a reivindicagao 8, para a prepa-
ragao de compostos de formula geral I ou II em que D representa
um grupo tioamida, E representa um grupo carbonilo, F representa
um grupo N-oxisuccinimidilo e X representa um atomo de cloro, ca-
racterizado pelo facto de se utilizar compostos iniciais corres-

pondentemente substituidos.



13.- Processo de acordo com a reivindicagao 2, para a pre-
paracao de compostos de formula geral I ou II em que E representa
um grupo carbonilo, F representa um grupo N-oxisuccinimidilo,

A representa um atomo de carbono, B representa um atomo de azoto,
R e R' representam, cada um, um atomo de hidrogénio e R" repre-
senta um grupo etilo, caracterizado pelo facto de se utilizar com

postos iniciais correspondentemente substituidos.

l4.- Processo para a preparagao de compostos de formula ge-
ral
N R R! ( )
A J/ 111
F-E N— N-NeC
\ q"
S

na qual

F, E, R, R' e R" téem os significados definidos antes na
reivindicagao 1,
caracterizado pelo facto de se fazer reagir um acido

2-/ alquil(inferior)-hidrazona _/-4-tiazolcarboxilico dissolvido
em dimetilformamida com N-hidroxisuccinimida na presenca de trie-

tilamina e diciclo-hexilcarbodiimida.

15.- Processo de acordo com a reivindicaqéo 14, para a pre-
paragao de compostos de formula geral III na gual E representa um

grupo carbonilo, F representa um grupo N-oxisuccinimidilo, R' re-
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presenta um atomo de hidrogénio e R" representa um grupo etilo,
caracterizado pelo facto de se utilizar compostos iniciais cor-

respondentemente substituidos.

16.- Processo de acordo com a reivindicagao 15, para a pre-
paracao de compostos de formula geral III na gual E representa
um grupo carbonilo, F representa um grupo N-oxisuccinimidilo e
R' e R" representam, cada um, um grupo metilo, caracterizado pelo
facto de se utilizar compostos iniciais correspondentemente subs-

tituidos.

17.- Processo para a preparagao de conjugados contendo gru-
pos hidrazino/hidrazido livres, caracterizado pelo facto de se
fazer reagir, em meio neutro ou ligeiramente alcalino, de prefe-
réncia a um pH compreendido entre aproximadamente 7 e 8,5, os
grupos necleofilicos de uma macromolécula como, por exemplo, uma

proteina, um polipeptido ou uma glicoproteina com um composto bi-

funcional preparado de acordo com © processo descrito na reivin-
dicagao 1 e comportando uma funcao capaz de reagir com essa macro
molecula, isto &, uma fungao (a) hidrazino/hidrazida protonada

ou (b) hidrazona e de se formar, neste Ultimo caso, o grupo hidra
zino/hidrazido livre por dialise no seio de um tampaoc acido de

pPH 5,6.

18.- Processo de acordo com a reivindicagao 17, caracteri-



zado pelo facto de se utilizar como macromolécula uma imunoglo-

bulina ou um seu fragmento.

13.- Processo para a preparacao de macromoléculas marcadas
constituidas por um ido metidlico e por um conjugado preparado de
acordo com o processo descrito na reivindicagao 17, caracterizédo
pelo facto de se fazer reagir um metal apropriado com um conjuga-
do constituido por, pelo menos, uma macromolécula e um composto

comportando, pelo menos, um grupo hidrazino ou hidrazido livre,

em condigoes suficientes para induzir a marcagao.

20.- Processo de acordo com a reivindicagao 19, caracteri-
zado pelo facto de se utilizar como ido metidlico um ido de tecne-

sio ou um iao de rénio.

2l.- Processo de acordo com a reivindicagao 19, caracteri-
zado pelo facto de se utilizar como macromolécula uma imunoglo-

bulina ou um seu fragmento.

22.- Processo de acordo com a reivindicagao 19, caracteri-
zado pelo facto de se utilizar um conjugado que se obtém fazendo
reagir, pelo menos, uma macromolécula e um composto com, pelo

menos, um grupo hidrazino ou hidrazido livre em condigoes sufi-

cientes para induzir a reaccgao.

23.-



23.- Processo de acordo com a reivindicaqéo 19, caracteri-
zado pelo facto de se utilizar como iao metalico um iao de tec-

nésio reduzido.

24.~- Processo de acordo com a reivindicagao 23, caracteri-
zado pelo facto de se utilizar um ido de tecnésio reduzido gque se

obtém fazendo reagir um iao TcO4 com um agente redutor na pre-

senga de um ligando de oxigénio que actua como quelante.

25.- Processo de acordo com a reivindicagéo 24, caracteri-
zado pelo facto de se utilizar um ligando de oxigénio que actua
como guelante escolhido de entre um grupo gluco-heptonato, glu-
conato, 2-hidroxiisobutirato, lactato e 4,5-di-hidroxi-1,3-

-benzenodissulfonato.

26.- Processo de acordo com a reivindicagao 24, caracteri-
zado pelo facto de se utilizar como agente redutor um iao esta-

noeso.

27.- Processo de acordo com a reivindicagao 22, caracteri-
zado pelo facto de se utilizar como macromolécula uma imunoglo-
bulina e como composto que contém, pelo menos, um grupo hidrazino
ou hidrazido um composto escolhido de entre cloridrato de 4-
-hidrazinobenzoato de succinimidilo, cloridrato de 6-hidrazino-

piridino-3-carboxilato de succinimidilo, 2-(2-propenil-hidrazona)-



-nicotinato de succinimidilo e hemicloridrato de 4-tiosemicarba-

zidobenzoato de succinimidilo.

28.- Processo de acordo com a reivindicagao 19, caracteri-
zado pelo facto de se utilizar como iao metdlico um ido de rénio

reduzido.

29.~ Processo para a preparagao de macromoléculas marcadas
com ioes metdlicos caracterizado pelo facto de se fazer reagir
um metal apropriado com um conjugado preparado pelo processo de

acordo com a reivindicagao 18, em condigdes suficientes para in-

duzir a marcagao,

Lisboa, 23 de Fevereiro de 1990

O Agzate 7L al ia Do o inaustnal
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"PROCESSO PARA A PREPARACAO DE COMPOSTOS AROMATICOS
BIFUNCIONAIS, DE CONJUGADOS QUE OS CONTEM E DE MA-

CROMOLECULAS MARCADAS COM IJES METALICOS"

Descreve-se um processo para a preparagao de compostos

de formula geral

D-N-NH; HX
ou

(1) (11

gue consiste em preparar um composto gue contém um grupo hidra-
zino/hidrazido protegido e um grupo capaz de reagir com proteinas
e em eliminar, depois, o grupo protector em meio acido anidro
para se obter um composto em que o grupo capaz de reagir com as
proteinas mantém-se inalterado e o grupo hidrazino/hidrazido, que
ainda nao reagiu, mantém-se sob a forma protonada.

Descreve-se também um processo para a preparagao de con-

jugados dos compostos bifuncionais, citados antes, com macromolé-



culas gque consiste em fazer reagir, em meio neutro ou ligeira-
mente alcalino, os grupos nucleofilicos de uma macromolécula com
um desses compostos bifuncionais.

Descreve~se finalmente um processo para a preparagao de
macromoléculas marcadas constituidas por um iao metadlico e por
um conjugado, citado antes, gque consiste em fazer reagir um metal
apropriado com um desses conjugados, em condig¢oes suficientes
para induzir a marcagao.

Estas macromoléculas marcadas, que sdo particularmente
dteis em bioclogia e em medicina, ufilizam-se em radiologia e/ou

terapéutica.

Lisboa, 23'd? Feverger‘ﬁgéL99O
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