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RESUMO

"DERIVADOS DE EPOTILONA"

Esta invencdo diz respeito a derivados de
epotilona com a férmula (I), na gqual os simbolos e o0s
substituintes sdo tais como se definem na especificacgao, a
processos para a preparacgao destes compostos, a composicgdes
farmacéuticas que incluam estes derivados, e a utilizacéo
de tais derivados, para a preparacao de composicdes
farmacéuticas para o tratamento, em especial de uma doenca

proliferativa, tal como um tumor.
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DESCRICAO

"DERIVADOS DE EPOTILONA"

Dominio Técnico:

A invencdo diz respeito a agentes antitumorais.
Mais especificamente a invencdo diz respeito a andlogos da
epotilona B, a trans-12,13-ciclopropilepotilona B, como

agentes antitumorais.

Sumario:

Esta invencao diz respeito a analogos de
epotilona B, a trans-12,13-ciclopropilepotilona B que tem
actividade citotdxica potente contra uma diversidade de
linhas de células, incluindo células tumorais que resistem
ao Taxol®, que tenham uma actividade citotéxica potente
contra uma diversidade de 1linhas de c¢élulas, incluindo
linhas de células resistentes ao Taxol®. 1Inclui-se nas
concretizacgdes exemplificativas da invencdao o composto 12,
tal como se ilustra na Figura 1. Outro aspecto da invencao
diz respeito a utilizacdo destes compostos como agentes

citotdxicos.

Um aspecto da invencdo diz respeito a um composto

representado pela Férmula I:



PE1546152 -2 -

ou a um sal de um composto com a Férmula I,

quando estiver presente um grupo formador de sal.

Quando se utilize a forma plural para compostos,
sals, e outros semelhantes, 1sto deve ser entendido como
significando também um Unico composto, sal, ou outro
semelhante (em que "um" seja tal como no artigo indefinido

ou como no numero significando 1).

Os sails sédo sobretudo os sailis aceitdaveis do ponto

de vista farmacéutico de compostos com a férmula 1.

Estes sais sao formados, por exemplo, sob a forma
de sais de adicao de 4acidos, preferivelmente com &acidos
orgédnicos ou i1norganicos, a partir de compostos com a
Férmula I que tenham um atomo de azoto basico, em especial
0S seus sals aceitdveis do ponto de vista farmacéutico. Séo
dcidos inorgénicos, por exemplo, os acidos halidricos, tais
como o acido cloridrico, o 4&acido sulfurico, ou o acido
fosférico. S&o &cidos orgadnicos aceitdveils, por exemplo, o0s
acidos carboxilicos, o &acidos fosfdénico, os acidos sulfd-

nicos ou os Aacidos sulfédmicos, por exemplo acido acético,
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dcido propidénico, 4&acido octandico, &acido decandico, acido
dodecandico, 4acido glicdlico, 4&acido 1léctico, 4&cido 2-
hidroxibutirico, glucdnico, 4&cido glucosemonocarboxilico,
dcido fumdarico, 4&cido succinico, &acido adipico, acido
pimélico, 4&cido subérico, &cido azelaico, 4&cido malico,
dcido tartdrico, 4&cido citrico, 4&cido glucéarico, 4&acido
galactarico, aminodcidos tais como o adcido glutémico, &acido
aspartico, N-metilglicina, &cido acetilaminoacético, N-
acetilasparagina ou N-acetilcisteina, &dcido piruvico, &cido
acetoacético, fosfoserina, &acido 2-, ou 3-glicerofosfdérico,
dcido maleico, 4&cido hidroximaleico, 4&cido metilmaleico,
acido ciclo-hexanocarboxilico, &acido benzdico, acido sali-
cilico, &cido 1-, ou 3-hidroxinaftil-2-carboxilico, acido
3,4,5-trimetoxibenzdico, 4&acido 2-fenoxibenzdico, &cido 2-
acetoxibenzdico, 4acido 4-aminosalicilico, 4acido ftéalico,
dcido fenilacético, &cido glucurdnico, 4acido galacturdnico,
dcido metanossulfdénico, 4&cido etanossulfénico, &cido 2-
hidroxietanossulfdénico, &dcido etano-1,2-dissulfdnico, acido
benzenossulfdénico, &cido 2-naftalenossulfénico, &cido 1,5-
naftaleno-dissulfdénico, acido N-ciclo-hexilsulfémico, &cido
N-metil—-, N-etil-, ou N-propil-sulfdmico, ou outros &acidos

protdédnicos, tais como o acido ascédrbico.

Podem preparar-se sails dos compostos com a
férmula I que possuam um grupo formador de sal, de um modo
que € conhecido por si pré+rio. Podem assim obter-se sais
dos compostos com a férmula I com acidos, por exemplo por
tratamento com um A&cido ou com um reagente de permuta

iénica adequados.
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Podem transformar-se os sais do modo habitual nos
compostos livres correspondentes, por exemplo tratando-os
com agentes basicos adequados, por exemplo com carbonatos,
hidrogenocarbonatos, ou hidrdéxidos de metais alcalinos,

tipicamente carbonato de potdssio ou hidrdéxido de sédio.

Para o seu isolamento e a sua purificacdo também
é possivel recorrer-se a sals gque nao sejam aceitédveis do
ponto de vista farmacéutico, por exemplo picratos ou
percloratos. S6 os aceitdveis do ponto de vista farma-
céutico ou os compostos livres (caso se apresente uma
ocasidao adequada, sob a forma de preparacgdes farmacéuticas)
conseguem atingir o estatuto de utilizacgdo terapéutica, e

estes sdo portanto preferidos.

Atenta a relacdo prdéxima entre o0s novos compostos
sob a sua forma livre e sob a forma dos seus sais,
incluindo aqueles sais que podem ser utilizados como
intermediéarios, por exemplo na purificacao ou na
identificacdo dos novos compostos, gqualquer referéncia
feita acima ou adiante neste documento aos compostos
livres, deve ser entendida como referindo-se também aos
sais correspondentes, tal como seja apropriado e

expediente.

Outro aspecto da invencdo diz respeito a um
processo para se sintetizar qualquer um dos compostos

descritos acima ou intermedidrios para a sua sintese, tal



PE1546152 -5 -

como se descreve na especificacao, em particular um
processo para a preparacgcao de um composto com a férmula I,
II, III, IV ou V, num primeiro passo do qual se condensa um

composto com a férmula VI

(V1)

e PG seja um grupo protector para a funcao

hidroxilo,

por uma reacgao de esterificagdo, opcionalmente

na presente de um catalisador,

e num segundo passo se retire o grupo protector

para se obter uma lactona com a férmula I.

A expressao "grupos protectores para um Jgrupo
hidroxilo", tal como se utilize neste documento, refere-se

a grupos protectores para o grupo hidroxilo que sdo lébeis
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em meio 4cido, grupos estes que sdo conhecidos por si
préprios. E uma caracteristica dos grupos protectores que
eles se prestam facilmente, isto é, sem reacgdes secun-—
ddrias indesejaveils, a ser removidos, tipicamente por
solvélise, reducao, fotdlise, ou também por actividade
enzimatica, por exemplo sob condicgdes andlogas as condicgdes
fisioldgicas, e que nao estejam presentes nos produtos
finais. O especialista sabe, ou pode estabelecer facil-
mente, quais os grupos funcionais que sdo adequados para as

reacgbes mencionadas acima e adiante neste documento.

A proteccdo dos grupos hidroxilo com grupos
protectores, 0s grupos protectores eles préprios, e as suas
reacgdes de clivagem, estdo descritos em trabalhos padrao
de referéncia, por exemplo por J. F. W. McOmie, em
"Protective Groups 1in Organic Chemistry", Plenum Press,
London e New York 1973, por T. W. Greene, em "Protective
Groups in Organic Synthesis", Wiley, New York 1981, em "The
Peptides"; Volume 3 (editores: E. Gross e J. Meienhofer),
Academic Press, London e New York 1981, em "Methoden der
organischen Chemie" (Métodos da Quimica Orgadnica), Houben
Weyl, 4@ edigdo, Volume 15/1, Georg Thieme Verlag,
Stuttgart 1974, em H.-D. Jakubke e H. Jescheit,
"Aminosauren, Peptide, Proteine" (Aminodcidos, péptidos,
proteinas), Verlag Chemie, Weinheim, Deerfield Beach, e
Basel 1982, e por Jochen Lehmann, em "Chemie der
Kohlenhydrate: Monosaccharide und Derivate" (Quimica dos
Hidratos de Carbono: monossacaridos e seus derivados),

Georg Thieme Verlag, Stuttgart 1974.
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Os grupos protectores preferidos sdo os éteres
sililicos que sejam labeis em meio &cido, por exemplo éter
terc-butil-dimetil-sililico (TBS), éter trietilsililico
(TES), éter tri-isopropilsililico (TIPS), éter dietiliso-
propilsililico (DEIPS), éter isopropildimetilsililico

(IPDMS) ou éter hexildimetilsililico (TDS).

Breve descricdo dos desenhos:

A Figura 1 ilustra as estruturas de epotilonas
naturails e concebidas. As caixas de fundo cinzento indicam

os compostos sintetizados neste trabalho.

A Figura 4 ilustra uma andlise retrossintética de

andlogos (12) da trans-ciclopropil-epotilona B.

A Figura 5 ilustra a construcgdo do aldeido 32.

A Figura 6 ilustra a construcdao dos iodetos de

vinilo 20e.

A Figura 7 ilustra a sintese do andlogo de

epotilona 12.

A Figura 8 ilustra uma tabela em que se descreve
a citotoxicidade das epotilonas 1, 2 e 12 bem como do
paclitaxel, contra células de carcinoma do ovario humano e
linhas de células mutante de P-tubulina, seleccionadas com

paclitaxel ou com epotilona A.
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A Figura 9 ilustra uma tabela em que se descreve
a poténcia de polimerizacdao da tubulina bem como a
citotoxicidade, das epotilonas 1-2 e 12, contra 1linhas

celulares de cancro epidermdéide de humanos.

A Figura 10 ilustra uma tabela em que se
descrevem as afinidades de ligacdo de andalogos da
epotilona, em relacadao ao local de ligacao de taxdides nos

micro tubulos.

Outros aspecto da invencdo diz respeito a uma
composicdo farmacéutica contendo uma dose terapéutica de um
composto que corresponda a qualquer uma das fdérmulas I, II,
ITI, IV ou a férmula V, representadas acima, para o
tratamento de uma doenca proliferativa num mamifero. Num

modo preferido, o mamifero € um ser humano.

Descricdo Pormenorizada

Descreve-se a construcgcao de uma série de epdxidos
e de ciclopropancepotilonas com cadeias laterais diferentes

por sintese gquimica, bem como a sua avaliacdo bioldgica.

A concepgao da biblioteca presente focada na
epotilona foil baseada nos conhecimentos actuais das rela-
¢bes entre a estrutura e a actividade (SAR), e especifi-
camente nos seguintes factos: (1) a epotilona B (2) &

consideravelmente mais potente do que a epotilona A (1);
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(2) uma substituicdo do grupo metilo por um grupo tiometilo
na espécie tiazole aumenta a poténcia (Nicolaou, K. C.; et
al. Angew. Chem. 1998, 110, 2120-2153; Angew. Chem. Int.
Ed. 1998, 37, 2014-2045; Nicolaou, K. C.; et al.
Tetrahedron 2002, 58, 6413-6432; Nicolaou, K. C.; et al.
Angew. Chem. 1998, 110, 89-92; Angew. Chem. Int Ed. 1998,
37, 84-87); (3) a substituicdao do anel de tiazole por um
heterociclo tal como a piridina (Nicolaou, K. C.; et al.
Chem. Biol. 2000, 7, 593-599) obriga a que se mantenha a
posicao adequada para o azoto para gque tenha actividade
bioldégica; e (4) um anel de ciclopropano pode substituir a
espécie epodxido sem perda de actividade (Nicolaou, K. C.;
et al. J. Am. Chem. Soc. 2001, 123, 9313-9323; Nicolaou, K.
C.; et al. ChemBioChem. 2001, 2, 69-75; Johnson, J. A.; et
al. Org. Lett. 2000, 2, 1537-1540). Partindo destes
considerandos, considerou-se a epotilona 12 (figura 1) como
um candidato especialmente importante para a sintese
quimica e avaliacédo bioldgica. A avaliacdo bioldgica destes
compostos levou a identificagdo da cadeia lateral de
tiazole como sendo um grupo desejavel fomentador de
propriedades farmacoldgicas e melhorando a actividade
bioldégica das epotilonas no que toca a sua citotoxicidade e
as suas propriedades de polimerizacao da tubulina.
Confirmou-se o aumento da actividade por trés ensaios
bioldgicos distintos nos quais se determinaram os efeitos

dos compostos testados tanto nas células como in vitro.

Concepgdo e sintese quimica de andlogos de

epotilona:
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A titulo de exploracao inicial, decidiu-se
confirmar o aumento de poténcia proporcionado ao esqueleto
de epotilona pelo grupo substituinte metiltio, em
comparacdo com o substituinte metilo na série da epotilona
B. Sintetizou-se assim a metiltiotiazole-epotilona B (3)
por acoplamento de Stille do estanano 16 (Nicolaou, K. C.;
et al. Bioorg. Med. Chem. 1999, 7, 665-697) com o iodeto de
vinilo 15 (Nicolaou, K. C.; et al. Chem. Eur. J. 2000, 6,
2783-2800) (rendimento de 80 %) tal como se 1ilustra na
Figura 3. A elevada poténcia observada para o andlogo 3
contra uma série de linhas de células tumorais (veja-se a
Tabela 1) encorajou os autores a prosseguir com a concepgao
e a sintese de uma familia inteira de andlogos metiltio,

bem como de diversas novas epotilonas contendo piridina.

A Figura 4 delineia, num formato retrossintético,
o caminho que se prosseguiu para a construcdo doa andlogos
da ciclopropilepotilona B. Com base na estratégia dos
autores qgque foi previamente descrita, a sequéncia adoptada
necessitava de uma reacgado de ciclopropanacao de Charette
(Nicolaou, K. C.; et al. J. Am. Chem. Soc. 2001, 123, 9313-
9323; Charette, A. B.; et al. J. Am. Chem. Soc. 1998, 120,
11943-11952) para se estabelecer cedo no percurso sintético
o local 12,13-ciclopropilo, de uma reaccdo alddlica de
acordo com o procedimento optimizado dos autores (Nicolaou,
K. C.; et al. Chem. Eur. J. 2000, 6, 2783-2800) para
construir a ligacadao C6-C7 com os seus dois centros quirais,

de um acoplamento de Nozaki-Hiyama-Kishi (Nicolaou, K. C.;
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et al. J. Am. Chem. Soc. 2001, 123, 9313-9323; Takai, K.;
et al. Tetrahedron Lett. 1983, 24, 5281-5284; Jin, H.; et
al. J. Am. Chem. Soc. 1986, 108, 5644-5646) para introduzir
a cadeia lateral, e de uma macrolactonizacgao de Yamaguchi
(Inanaga, J.; et al. Bull. Chem. Soc. Jpn. 1979, 52, 1989-
1993; Mulzer, J.; et al. Synthesis 1992,215-228; Nicolaou,
K. C.; et al. J. Am. Chem. Soc. 1997, 119, 7974-7991) para
completar a estrutura macrociclica. Definiram-se deste modo
os blocos de construgcao chave 18 ou 69 e 19, e 20 como
pontos de partida para estas construcgdes. Encarou-se a
construcdo dos andlogos de epotilona A correspondentes na
perspectiva de serem levadas a cabo de uma forma igual a
que o0s autores descreveram anteriormente (Nicolaou, K. C.;

et al. J. Am. Chem. Soc. 2001, 123, 9313-9323).

A Figura 5 e a Figura 14 delineiam a sintese do
aldeido necessario 32 ou 82 a partir do geraniol,
facilmente disponivel (18 ou 69). Desta forma, uma
ciclopropanacgao de Charette de 18 (Et.Zn-CH;Cl,, na presenca
do ligando quiral 21) (Charette, A. B.; et al. J. Am. Chem.
Soc. 1998, 120, 11943-11952) permitiu obter o 4&alcool
ciclopropilico 22 com um rendimento de 87 % e 93 % de ee,
ou 71 com um rendimento de 80 %, e 95 % de ee. Protegendo o
grupo hidroxilo em 22 ou em 71 (NaH-BnBr) (para encontrar
as abreviaturas dos reagentes e dos grupos protectores
vejam-se as legendas nos esquemas) e levando a cabo em
seguida uma ozondlise (03; NaBH4) da ligacgao dupla
remanescente, obteve-se o composto 23 ou 72 com rendimentos

globais de, respectivamente, 89 % ou de 83 %. Levou-se a
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cabo a transformacdo do &dlcool 23 ou 72 no 1iodeto
correspondente (24, com rendimento de 95 % ou 73 com 91 %)
por mesitilacdo e reaccao subsequente com NalI. A alquilacéao
da (-)-SAMP hidrazona do propionaldeido (25) (Nicolaou, K.
C.; et al. J. Am. Chem. Soc. 1997, 119, 7974-7991; Enders,
D. Asymmetric Synth. 1984, 3, 275-339; Enders, D.; Klatt,
M. Synthesis 1996, 1403-1418) com o iodeto 24 ou o 73 sob a
influéncia de LDA obteve-se o composto 26 ou 75 (com
rendimentos, respectivamente, de 84 % e de 87 %), cuja
clivagem (MeI; HCl ag.) permitiu obter o aldeido 17 com um
rendimento de 86 % ou o 76 com um rendimento de 91 %.
Determinou-se que a razao entre os epimeros em C-8
resultantes que se obteve era de cerca de 97:3, por andlise
de RMN de 'H dos ésteres com MTPA obtidos do aldeido 17
(Tsuda, M.; Endo, T.; Kobayashi, J., J. Org. Chem. 2000,
65, 1349-1352 e referéncias citadas neste documento). A
condensacao alddélica entre a cetona 19 e o aldeido 17 ou o
76 nas condicgdes definidas acima [LDA (2,4 equiv.), cetona
19 (2,3 equiv.), -78 a -40°C, 30 minutos; e depois aldeido
17 ou 76, -78°C, 5 minutos] (Nicolaou, K. C.; et al. Chem.
Fur. J. 2000, 6, 2783-2800) permite obter o produto
alddélico 27 ou 78 que se isolou sob  uma forma
diastereomericamente pura (81 % de rendimento). Uma
proteccdo subsequente do &alcool secundario no 27 ou no 78
sob a forma de um éter de TBS (TBSOTf, 2,6-lutidina),
seguida por uma clivagem selectiva do grupo TBS priméario
(HFepiridina) permitiu obter, com um rendimento global de

88 %, o alcool 28 ou com um rendimento global de 86 % o

dlcool 79. Oxidou-se o composto em ©passos ao acido
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carboxilico (DMP; depois NaClO;) que depois se protegeu sob
a forma de éster de TMSE 29 ou 80 (TMSE-OH, EDC, 4-DMAP),

ou 73 %. Por

o°

com rendimentos globais respectivos de 75
hidrogendélise do éter benzilico a 29 ou 80 seguida por uma
oxidagcado com DMP obteve-se o aldeido 30 ou 82 (rendimentos
de 84 % e de 87 %) cuja homologagdo (NaHMDS-MeOCH,P¢$5Cl; e
depois PPTS) ao aldeido superior desejado 32 ou 83
prosseguiu sem problemas, e através do éter vinilico 31

Q

(ca. 1:1 de razao E:7Z), com um rendimento global de 82 %.

Sintetizou-se a cadeia lateral (20e, no Esquema
4) a partir dos halogenetos correspondentes (33 (Ellingboe,
J. W.; et al. J. Med. Chem. 1994, 37, 542-550) 37) tal como
se ilustra no Esquema 4. Fez-se a protecgdo do brometo de
4-hidroximetil-2-piridilo 33 sob a forma de um éter
tritilico (TrCl, 4-DMAP, 100 %), seguida por um acoplamento
de Sonogashira (Arcadi, A.; et al. Tetrahedron 1994, 50,
437-452) do brometo de arilo resultante 34 com propino
[Pd (P¢5) ,C1,-Cul, 96 %] permitiu obter o composto
acetilénico 35 que serviu de precursor do iodeto de wvinilo
20c (n-BuLi; depois (n-BusSn),, CuCN, MeOH; depois Iy,
rendimento de 80 %). Permutando o grupo tritilo por um
grupo MOM no 35 [HCl1 (g), CHCls;; depois NaH, MOM-Cl, 34 %
de rendimento global] (Betzer, J.-F.; et al. Tetrahedron
Lett. 1997, 38, 2279-2282) permitiu aceder-se ao iodeto de
vinilo 20d (com um rendimento de 67 %) por exposicao do
intermedidrio resultante 36 a condigdes idénticas as
descritas acima para a transformacdo de 35 em 20c.

Empregou-se uma quimica semelhante para construir o iodeto
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de wvinilo 20e a partir de 37, tal como se ilustra no

Esquema 4.

Duas formacdes de ligacdo <cruciais e duas
desproteccgdes que as acompanharam permitem distinguir os
blocos de construcao chave 32 (preparado neste estudo para
analogos da epotilona B), 40 (preparado tal como
anteriormente descrito para andlogos de epotilona A)
(Nicolaou, K. C.; et al. J. Am. Chem. Soc. 2001, 123, 9313-
9323), e 20a-g (para as cadeias laterais) a partir dos
andlogos de epotilona alvo. A primeira operacdo foi o
acoplamento de Nozaki-Hiyama-Kishi (Takai, K.; et al.
Tetrahedron Lett. 1983, 24, 5281-5284; Jin, H.; et al. J.
Am. Chem. Soc. 1986, 108, 5644-5646) dos aldeidos 32 e 40
com o iodeto de vinilo 20e. Esta reaccdao de formacadao de uma
ligacao carbono-carbono deu neste caso Resultados notdveis
(CrCl,, ©NiCl,, 4-t-Bu-Piridina, DMSO), permitindo obter,
depois de se gerar o acido carboxilico gracas a uma inducao
por TBAF, produtos de acoplamento (4le) com os rendimentos
indicados no Esquema 5 (sob a forma de uma mistura a cerca
de 1:1 dos diasteredmeros em C-15). A mistura de diastere-
6meros de hidroxiacido (4le) foi entdo submetida a uma
macrociclizacdao de Yamaguchi (cloreto de 2,4,6-tricloro-
benzoilo, 4-DMAP) (Inanaga, J.; et al. Bull. Chem. Soc.
Jen. 1979, 52, 1989-1993; Mulzer, J.; et al. Synthesis
1992, 215-228) para se obter a lactona pretendida 15(S) com
os rendimentos indicados (nao optimizados) em conjunto com
o0 seu epimero 15(R). A separacao dos dois epimeros foi

facilitada pelos seus valores bastante drasticamente
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diferentes de R: sobre gel de silica. Uma desproteccgao
final dos derivados protegidos, feita com TFA a 20 % em
CH,C1, (43e), permitiu obter a epotilona 12 com o
rendimento indicado (ndao optimizado) (Esquema 5). Submete-
ram-se compostos puros do ponto de vista cromatogrdafico e
do espectroscdédpico as avaliacbes bioldgicas tal como se

descrevem adiante.

Biologia quimica:

Avaliaram-se as actividades biolégicas das
epotilonas sintetizadas através de ensaios para determinar
a sua citotoxicidade, o seu efeito na polimerizagdo in

vitro da tubulina, e a sua ligacgdo a tubulina.

Avaliou-se a citotoxicidade em primeiro lugar num
conjunto de 1linhas de células de carcinomas do ovario,
incluindo uma 1linha de células de origem (IA9) e trés
linhas de células resistentes a farmacos, nomeadamente as
estirpes resistentes ao paclitaxel (Giannakakou, P.; et al.
J. Biol. Chem. 1997, 272, 17118-17125) IA9/PTX10 e
IA9/PTX22, e a estirpe resistente a epotilona (Giannakakou,
P.; et al. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 2000, 97, 2904-
2909) 1A9/A8. Estas linhas de células resistentes contém
diferentes mutacdes de P-tubulina adquiridas que afectam as
interacg¢des dos farmacos com a tubulina e de que resulta um
impedimento a polimerizacdo da tubulina catalisada por
taxano e por epotilona. Os resultados destas investigacdes

bioldgicas estdao resumidos na Tabela 1 (Skehan, P.; et al.
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J. Natl. Cancer Inst. 1990, 82, 1107-1112). Levaram-se a
cabo mais estudos de citotoxicidade e de polimerizacdo de
tubulina in vitro utilizando um conjunto de linhas de
células de cancros epidermdéides humanos, incluindo uma
linha de células de origem (KB-31) e uma linha de células
resistente ao paclitaxel (devido a sobre-expressdo de Pgp)
(KB-8511). Resumem-se o0s resultados destes estudos na
Tabela 2 (Nicolaou, K. C.; et al. Chem. Biol. 2000, 7, 593-

599; Meyer, T.; et al. Int. J. Cancer 1989, 43, 851-856).

Em geral, existe uma boa concordéncia entre a
poténcia para a polimerizacao da tubulina in vitro e o
perfil de citotoxicidade dos compostos testados tanto
contra a linha de células 1A9 de carcinoma do ovario
humano, como contra a das células de carcinoma epidermdide
humano KB-31. De acordo com as observagdes originais
relativas as epotilonas A e B de ocorréncia natural, nenhum
dos andlogos das epotilonas A ou B testados neste documento
parece ser um bom substrato para a P-glicoproteina (Pgp) da
bomba de efluxo do farmaco. Isto €& evidente pela falta de
uma resisténcia cruzada de cada um destes andlogos em
relacdo a linha de células que expressam Pgp, KB-8511, em
contraste com o paclitaxel - que é um substrato conhecido
da Pgp - que é 214 vezes menos activo contra as células KB-
8511 (veja-se a figura 9 e a figura 17). E digno de nota
que todos o0s andlogos de epotilona parecem ser mais activos
contra estes mutantes de p-tubulina, em comparacdo com a
epotilona A (1) e com a epotilona B (2) (veja-se os valores

de RR na figura 8 e na figura 16). Este efeito é mais
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pronunciado com o composto 12 para o qual os valores de
resisténcia relativa (RR) sdao de entre 1,6 e 9,3 contra
células PTX10 (B270) e <contra células A8 (P274), em
comparagao com valores de RR de 9,4-24,9 para a Epo A (1) e
a Epo B (2) (figura 8). Para além disto, no estudo
corrente, e de acordo com publicacdes anteriores (Nicolaou,
K. C.; et al. ChemBioChem 2001, 2, 69-75; Giannakakou, P.;
et al. J. Biol. Chem. 1997, 272, 17118-17125; Giannakakou,
P.; et al. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 2000, 97, 2904-
2909), verificou-se que o0 mutante seleccionado com
paclitaxel PTX22 (fB364) retém a sua sensibilidade quase
integral as epotilonas, e em relacdo a todos os andlogos de
epotilona testados neste trabalho (valores de RR de cerca

de 3,3).

Existe uma concorddncia geral entre a poténcia
relativa dos andlogos substituidos de epotilona B contra as
células de carcinoma do ovadrio humano 1A9 e as células de
cancro epidermdéide humano KB-31. ©No seu conjunto, 0S
resultados destes testes de <citotoxicidade revelaram
informagdo interessante em termos das relagdes estrutura-
actividade adentro da familia da epotilona. Em primeiro
lugar, o0s compostos 4 e 6 nos guals a espécie epdxido em
Cl2-C13 é substituida por um anel de ciclopropano sao oS
dois compostos mais potentes entre todos o andlogos de
epotilona B que se apresentam neste documento. Este
resultado confirma que a espécie epdxido em Cl2-Cl3 nao é
indispensavel para se obter actividade bioldgica, tal como

se anotara anteriormente (Nicolaou, K. C.; et al. J. Am.
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Chem. Soc. 2001, 123, 9313-9323; Nicolaou, K. C.; et al.
ChemBioChem. 2001, 2, 69-75; Johnson, J. A.; et al. Org.
Lett. 2000, 2, 1537-1540). O composto 4 & 6 vezes mais
activo do que a epotilona B (2) de gue provém, contra
células de carcinoma de ovario humano 1A9 (Figura 8)
confirmando que a substituigcdo do grupo metilo na cadeia
lateral de tiazole por um grupo tiometilo leva a um aumento
da actividade. Este resultado concorda com dados
anteriormente obtidos para uma substituicdo semelhante na
epotilona B sem substituicao do epdxido em C12-C1l3 (isto &,
o composto 3) (Nicolaou, K. C.; et al. Tetrahedron 2002,
58, 6413-6432). Este ultimo composto (3) era cerca de 2
vezes mails activo do que a epotilona B parente, enquanto o
composto 4 é 6 vezes mals potente do que a epotilona B.
Este resultado faz com que o composto 4 seja o andalogo de
epotilona B mais potente contra a linha de células 1A9 ja
sintetizado até a data e sugere que a substituicdo do
epdxido com uma espécie ciclopropano em conjunto com a
substituicdo do substituinte metilo na espécie tiazole por
um grupo tiometilo actuam de forma sinérgica, levando ao
aumento da actividade bioldégica que foi observado. De forma
interessante, a substituicdo do grupo metilo do anel de
tiazole por espécies maiores (composto 12) levou a uma
actividade Dbioldégica menor, em comparagao com a da

epotilona B (Figuras 8 e 9).

Para além dos testes bioldgicos acima, mediu-se a
poténcia relativa de cada andlogo de epotilona em reaccgdes
de substituicdo de taxdides (Andreu, J. M.; Barasoain, I.

Biochemistry 2001, 40, 11975-11984). A razao de ser destas
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experiéncias foi comparar as constantes de equilibrio com
as quais se da a ligacdo ao local de ligacdo de taxano nos
microtubulos por parte dos andlogos de epotilona que se
investigaram. A inibicado da ligacdo do taxdide fluorescente
bem caracterizado Fluta-2 (Souto, A. A.; et al. Angew.
Chem. Int. Ed. Engl. 1995, 34, 2710-2712; Diaz, J. F.; et
al. J. Biol. Chem. 2000, 275, 26265-26276; Abal, M.; et al.
Cell. Motil. Cytoskeleton 2001, 49, 1-15) aos microtubulos,
por cada um dos andlogos de epotilona, foi medida a 37°C
(Figura 10). Listam-se as constantes de equilibrio para a
dissociagdao na Tabela 3, as quais indicam que a epotilona A
(1) possui a menor afinidade de 1ligacao entre todos os
andlogos de epotilona qgue se testaram (Kd = 34A4). O
ligando mais potente entre todos os ligandos medidos neste
teste & o composto 3, com um valor de Kd de 0,64A0,24 nM,
seguindo-se o composto 12, com um valor de Kd semelhante n
1,8 nM. As afinidades de 1ligacdo dos andlogos testados
espelham as suas actividades respectivas, tanto gquanto ao
crescimento de células como nos ensaios in vitro de

polimerizacao de tubulina.

E possivel obter-se um conjunto de conclusdes a
partir de todos os trés ensaios bioldgicos empregues neste
documento, em termos de relagdes estrutura-actividade
adentro da familia da epotilona. Em primeiro lugar, a
adigcdo do grupo metilo em Cl2 ndo aumenta a actividade na
série dos compostos trans-ciclopropilo (do composto 5 em
relagcao ao 6, do 7 em relacaoc ao 8, do 9 em relacgao ao 10),

ao contrario do resultado na série de epdxidos cis, na qual
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a epotilona B (2) € pelo menos 10 vezes mais active do que
a epotilona A (1). Isto pode ser devido a uma orientacéao
diferente do grupo metilo em Cl2 nos compostos cis e nos
trans, embora ainda seja necessario esclarecer o0s porme-
nores das diferencas conformacionais entre os compostos cis
e o0s trans. Em segundo lugar, a introducdao da cadeia
lateral de 2-tiometiltiazole aumenta a actividade, em
comparagao com a observada em presenga de uma cadeia
lateral de 2-metiltiazole (composto 2 em relacdo ao 3,
composto 5 em relacao ao 11, e composto 6 em relacao ao
12). Este efeito fol anteriormente observado para andlogos
da epotilona C e da D (Nicolaou, K. C.; et al. Angew. Chem.
1997, 109, 2181-2187; Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1997, 36,
2097-2103; veja-se também: Sinha, S. C.; et al. ChemBioChem
2001, 2, 656-665). Em terceiro, a substituigcado de um grupo
metilo por um grupo tiometilo na série gque tem uma cadeia
lateral de piridina (compostos 8 em relacao aos 13) diminui
a poténcia, ao contrdrio dos resultados obtidos para as
cadeias laterais de tiazole acima. Esta conclusadao baseava-
se na citotoxicidade para células e em dados de poli-
merizacdao in vitro da tubulina, enquanto que no ensaio em
que se leva a cabo a substituigao do taxdide fluorescente,
a substituicdo do grupo metilo por uma espécie tiometilo,
na cadeia lateral de piridina, ¢é indiferente em termos da
afinidade de ligacdo. Esta discrepéncia pode simplesmente
reflectir diferencas na absorcao das células e na
permeabilidade dos compostos testados ou em diferencas na
sensibilidade dos dois testes da tubulina. Apesar desta
discrepéncias, € claro a partir destes dados, que a

introducdo de um grupo tiometilo na cadeia lateral de
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tiazole ¢é uma modificacdo mais favoravel do que a
introducdao de um grupo tiometilo na cadeia lateral de
piridina, gque pode ser devida a diferentes necessidades
estereoquimicas por parte dos dois tipos de esqueletos de
cadeia lateral. De acordo com os dados anteriormente
obtidos para andlogos de cis-piridina-epotilona (Nicolaou,
K. C.; et al. Chem. Biol. 2000, 7, 593-599), a alteracao da
localizacdo do grupo tiometilo da cadeia lateral de
piridina a posicdo 5 (composto 13) para a posicao 6
(composto 14) resultou num significativa perda de
actividade. Em quarto lugar, obtiveram-se resultados mistos
quando se comparou o composto 7 com o 9 e o 8 com o 10, em
que a cadeia lateral S5-metilpiridina (compostos 7 e 8) é
substituida pela <cadeia lateral 5-hhidrozimetilpiridina
(compostos 9 e 10). Esta substituicdao parece ser indife-
rente nos ensaios de toxicidade <contra as células de
carcinoma do ovario humano 1A9 (Tabela 1), obtendo-se
valores de ICsy para cada par (por exemplo 0,6 e 0,7 nM,
respectivamente, para os compostos 7 e 9; 1,7 nM para os
compostos 8 e 10). Por outro lado, nas células de carcinoma
epidermdéide humano KB-31, o composto 10 & 2 vezes mais
activo do que o seu correspondente composto 8, com valores
de 1ICsy de, respectivamente, 0,44 e 0,9 nM. Atentas as
pequenas diferencas das taxas de crescimento das duas
linhas de células cancerosas humanas, as quais poderiam
explicar a diferenca dos resultados, foi possivel concluir
que a introducdo da cadeia lateral 5-hidroximetilpiridina
tem uma fraca probabilidade de aumentar a actividade, pelo
menos nos andlogos da familia das epotilonas gque contenham

trans-12,13-ciclopropilo.
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Devidos a estas propriedades, os compostos sao
adequados para o tratamento de doencgas proliferativas, em
especial de doencas tumorails, incluindo metdstases; por
exemplo tumores sdlidos tais como tumores do pulmao,
tumores do peito, tumores colo-rectais, tumores da proés-—
tata, melanomas, tumores cerebrais, tumores do pancreas,
tumores do pescog¢o, tumores da bexiga, neuroblastomas,
tumores da garganta, mas também doencas proliferativas das
células sanguineas, tal como a leucémia; e também para o
tratamento de outras doencas que respondam ao tratamento
com inibidores de despolimerizacdo dos microtubulos, tais

como a psoriase.

Pode administrar—-se um composto com a férmula I
por si sé6 ou em conjunto com um ou mais agentes tera-
péuticos, em que a terapia de combinacdo possivel pode
assumir a forma de combinacg¢des fixas ou em que a adminis-
tragcdao de um composto da invencado e a de um ou mais outros
agentes terapéuticos possam ser alternadas ou em que todos
estes possam ser administrados independentemente uns dos
outros, ou em que s eleva a cabo a administracdo combinada
de combinacdes bem determinadas e um ou mais agentes
terapéuticos adicionais. Para além disto ou adicionalmente
pode administrar-se um composto com a férmula I para a
terapia de tumores, em combinacdo com a quimioterapia, com
a radioterapia, <com a 1imunoterapia, com intervencdes
cirtrgicas, ou com uma combinacdo destes. E igualmente

possivel uma terapia a longo termo, tal como uma terapia
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adjuvante no contexto de outras estratégias de tratamento,
tal como se descrevem acima. Outros tratamentos possiveis
sdao uma terapia para se manter o estado do paciente apds a
regressao do tumor, mesmo uma terapia gquimiopreventiva, por

exemplo em paciente de alto risco.

Os agentes terapéuticos para combinacdes possi-
veis sdo em especial um ou mais compostos antiproli-
ferativos, citostdticos ou citotdxicos, por exemplo um ou
mais agentes quimioterapéuticos seleccionados de entre o
conjunto constituido pelos agentes quimioterapéuticos
cldssicos, um inibidor da sintese de ©poliaminas, um
inibidor de proteina quinase, em especial de proteina
quinase de serina/treonina, tal como a proteina quinase C,
ou de proteina quinase de tirosina, tal como a proteina
guinase de tirosina do receptor de factor de crescimento
epidérmico, uma citoquina, um regulador negativo do cres-
cimento, tal como o TGF-f ou o IFN-B, um inibidor de

aromatase, e um citostdtico classico.

Os compostos de acordo com a invengdao nao se
destinam apenas ao tratamento (profildtico e de preferéncia
terapéutico) de seres humanos, mas também ao tratamento de
outros animais com sangue quente, por exemplo de animais
comercialmente uteis, por exemplo roedores, tais como o0s
murganhos, os coelhos ou as ratazanas, ou ainda as cobaias.
Eles também podem ser usados como padrdes de referéncia nos
sistemas de teste que se descreveram acima, para permitir

uma comparagao com outros compostos.
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Pode também utilizar-se um composto com a fdérmula
I com finalidades de diagndstico, por exemplo de tumores
que tenham sido obtidos a partir de "hospedeiros"™ animais
de sangue quente, em especial de seres humanos, e implan-
tados em murganhos para os testar no que toca a diminuicgdes
do seu crescimento apdés tratamento com um tal composto,
para se investigar a sua sensibilidade ao composto referido
e portanto melhorar a deteccdo e a determinacao de métodos
terapéuticos possiveis para as doencas neopldsicas no

hospedeiro original.

As misturas de estereoisdmeros, por exemplo as
misturas de diasteredmeros, podem ser separadas nos seus
isdémeros correspondentes de um modo conhecido por si
préprio, por intermédio de métodos de separacao adequados.
Podem assim separar-se as misturas de diasteredmeros nos
diasteredmeros individuais, por intermédio de cristalizacao
fraccionada, de cromatografia, de distribuicao por solven-
tes, e de procedimentos semelhantes. Esta separacao pode
acontecer guer na altura em que existe um dos compostos de
que se parte, qguer num composto com a foérmula I ele
préprio. Podem separar—-se o0s enantidmeros pela formacao de
sals diastereoméricos, por exemplo por formagdo de sais com
um acido guiral enantiomericamente puro, ou por intermédio
de cromatografia, por exemplo  por HPLC, utilizando
substratos cromatogradficos com ligandos quirais. (Em geral
a separacdo dos enantidmeros ¢é feita num passo interme-

didrio).
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Preparacg¢des farmacéuticas, método e utilizacgdes

A invencdo presente também diz respeito a prepa-
racdes farmacéuticas que contenham um composto com a
féormula I a titulo de ingrediente activo e gque se possam
utilizar em especial no tratamento das doencgas mencionadas
acima. Sao especialmente preferidas as preparacdes para
administracao entérica tal como nasal, bucal, rectal ou, em
especial, a administracdao por via oral, e para adminis-
tracao parentérica, tal como endovenosa, i1intramuscular ou
subcuténea, a amimais com sangue quente, em especial seres
humanos. As preparacgdes contém o ingrediente activo por si
sbé ou, de preferéncia, em conjunto com um veiculo aceitédvel
do ponto de vista farmacéutico. A dosagem do ingrediente
activo depende da doenca gue se pretende tratar e da
espécie, da sua idade, massa corporal, e estado individual,
dos dados farmacocinéticos individuais, e do modo de

administracao.

A dosagem exacta de compostos com a fédrmula I que
se val empregar para se inibir uma doenga proliferativa,
preferivelmente tumores, depende de diversos factores
incluindo do héspede, da natureza e da severidade do estado
que se estiver a tratar, do modo de administracdo e do
composto especificamente utilizado. No entanto, em geral,
consegue—-se uma 1inibicdo satisfatdéria de tumores qguando se
administra um a composto com a fédrmula I por via paren-

térica, por exemplo intraperitoneal, endovenosa, intramus-—
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cular, subcuténea, intratumoral, ou rectal, ou por via
entérica, por exemplo oral, ©preferivelmente ©por via
endovenosa ou oral, mais preferivelmente por via endovenosa
a uma dosagem Unica de 1-300 mg/kg de massa corporal por
ciclo (ciclo = 3-6 semanas) ou, para o0s primatas de maiores
dimensdes, uma dose unica de 50-5.000 mg por ciclo de
tratamento. Uma dosagem Unica preferida por via endovenosa,
por ciclo de tratamento de 3-6 semanas, € de 1-75 mg/kg de
massa corporal ou, para a maior parte dos primatas maiores,
uma dosagem didria de 50-1.500 mg. Uma dosagem endovenosa

tipica é de 45 mg/kg, uma vez em cada trés semanas.

Em geral, administra-se inicialmente uma pequena
dose e depois a dosagem é gradualmente aumentada até se
determinar a dosagem Optima para o hospedeiro que estd a
ser tratado. O limite superior de dosagem é aquele que
resulta imposto pelos efeitos colaterais e que pode ser
determinado experimentalmente para o hospedeiro que estd a

ser tratado.

A invencdo também diz respeito a preparacgdes
farmacéuticas para utilizacdo num método para o tratamento
profildtico ou em especial terapéutico do corpo humano ou
do de um animal, a um processo para a sua preparacao (em
especial sob a forma de composicdes para o tratamento de
tumores) e a um método para se tratarem as doencas
mencionadas acima, sobretudo doencas neopldasicas, em

especial as que se mencionaram acima.
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A invencdo também diz respeito a processos e a
utilizacdao de compostos com a fdérmula I para a preparacao
de preparacdes farmacéuticas que contenham compostos com a
féormula I a titulo de componente activa (o ingrediente

activo).

Prefere-se uma composicao farmacéutica que seja
adequada para administracdo a um animal de sangue quente,
em especial um ser humano ou um mamifero com utilidade
comercial, que sofra de uma doenca a qgual responda a
inibicdo da despolimerizacado dos microttbulos, por exemplo
a psoriase ou em especial uma doenca neopldasica, contendo
uma quantidade correspondentemente eficaz de um composto
com a férmula I, ou de um seu aceitdvel do ponto de vista
farmacéutico no caso em que ele possua grupos formadores de
sal, em conjunto com pelo menos um veiculo aceitdvel do

ponto de vista farmacéutico.

Prefere-se de igual modo uma composicao farma-
céutica para o tratamento profildtico ou especialmente
terapéutico de doencas neopldsicas e outras doencas
proliferativas de um animal de sangue quente, em especial
de um ser humano ou de um mamifero util do ponto de vista
comercial gque necessite de um tal tratamento, em especial
os que sofram de wuma tal doenca, gque inclua um novo
composto com a fdérmula I, ou um seu sal aceitdvel do ponto
de vista farmacéutico, a titulo de ingrediente activo, numa
quantidade que seja activa a titulo profilatico ou em

especial terapéutico contra as doencas referidas.
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As preparagdes farmacéuticas contém entre cerca
de 0,000001 % e 95 % do ingrediente activo, sendo que as
formas de administracdo de dose unica contém de preferéncia
entre cerca de 0,00001 % e 90 %, e as formas de adminis-
tracdo de dose multipla contém de preferéncia entre cerca
de 00,0001 e 0,5 % no caso de preparacdes para administracao
por via parentérica ou entre 1 % e 20 % de ingrediente
activo no caso de preparacgdes para administracdo por via
entérica. As formas de unidade de dosagem sao, por exemplo,
comprimidos revestidos e nao revestidos, ampolas, frascos,
supositdérios ou cadpsulas. Sado outras formas de dosagem
ainda, por exemplo, 0S8 unguentos, 0s cremes, as pastas, as
espumas, as tinturas, os batons, as gotas, as aspersdes, as

dispersdes, etc. Sdo exemplos céapsulas contendo entre cerca

de 0,0002 g e cerca de 1,0 g de ingrediente activo.

As preparagdes farmacéuticas da invengdo sao
preparadas de um modo que € conhecido por si préprio, por
exemplo por intermédio das operacgdes convencionais
envolvendo processos de mistura, granulacdo, revestimento,

dissolugao ou liofilizacéo.

As formulacgdes adegquadas para a administragao por
via parentérica sdo em primeiro lugar as solucgdes agquosas
(por exemplo em soro salino fisioldgico, as gque se podem
obter diluindo solucgdes de um ingrediente activo sob uma
sua forma soluvel em &agua, por exemplo a de um sal soluvel

em &agua, em polietilenoglicol, tal como polietilenoglicol
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(PEG) 300 ou PEG 400), ou suspensdes injectdveis de base
aquosa contendo agentes que aumentam a viscosidade, por
exemplo carboximetilcelulose sdédica, sorbitol e/ou dextra-
no, e quando tal for apropriado, estabilizantes. O ingre-
diente activo, caso seja necessario em conjunto com exci-
pientes, também pode assumir a forma de um liofilizado e
pode ser transformado numa solucdo antes da sua adminis-

tragcdo parentérica, pela utilizacdo de solventes adequados.

Podem também utilizar-se solugdes tais como, as
que se utilizam para administracdo parentérica, como solu-

¢cbes para infusao.

A invencdo diz respeito de igual modo a um
processo ou a um método para o tratamento de um dos estados
patoldgicos mencionados acima, em especial uma doencga que
reage a 1inibicdo da despolimerizacdo dos microtubulos, e n
nomeadamente uma doenca neopldsica correspondente. Pode
administrar-se um composto com a férmula I tal e gqual ou
sob a forma de composicdes farmacéuticas, profilaticas ou
terapéuticas, preferivelmente numa quantidade eficaz contra
as doencas referidas, a um animal de sangue quente, por
exemplo um ser humano, que necessite de um tal tratamento,
sendo os compostos utilizados sobretudo sob a forma de
composigdes farmacéuticas. Para um individuo com uma massa
corporal de cerca de 70 kg, a dose administrada é de entre
cerca de 0,1 mg e cerca de 1 g, preferivelmente entre cerca
de 0,5 mg e cerca de 200 mg, de um composto da invencao

presente. Leva-se a cabo a administracédo, preferivelmente
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exemplo com 1 a 4 semanas de intervalo, por exemplo
semanalmente, quinzenalmente, de 3 em 3 semanas ou de 4 em

4 semanas.

A invencdo ©presente também diz respeito em
especial a utilizacdo de um composto com a férmula 1, ou de
um seu sal aceitdvel do ponto de vista farmacéutico, em
especial de um composto com a fdérmula I denominado como
sendo um composto preferido, ou de um seu sal aceitdvel do
ponto de vista farmacéutico, tal e qual ou sob a forma de
uma formulagao farmacéutica contendo pelo menos um veiculo
utilizdvel em farmacia, para o tratamento terapéutico e

também profildtico de uma ou mais das doencas acima.

A  invencdo ©presente também diz respeito em
particular a utilizacdo de um composto com a fédrmula 1, ou
de um seu sal aceitdvel do ponto de vista farmacéutico, em
especial de um composto com a fdédrmula I denominado como
sendo um composto preferido, ou de um seu sal aceitdavel do
ponto de vista farmacéutico, para a preparacao de uma
formulacdo farmacéutica para o tratamento terapéutico e

também profildtico de uma ou mais das doencas acima.

Experimental

Geral

Todas as reacgdes foram levadas a cabo sob uma

atmosfera de 4&rgon, com solventes secos e em condicgdes
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anidras, a ndo ser gquando se indique algo em contrario.
Obtiveram-se o0s solventes anidros passando-os através de
colunas de alumina activada que se pode obter comercial-
mente. Todos o0s reagentes foram adquiridos com o grau de
pureza mais elevado existente no comércio, e foram utili-
zados sem purificacdo adicional. Em geral monitorizaram-se
as reaccgdes por cromatografia em camada fina sobre placas
de gel de silica da E. Merck, com 0,25 mm de altura (60F-
254). Utilizou-se gel de silica da E. Merck (60, dimenséao
de particulas 0,040-0,063 mm) para a cromatografia rapida
em coluna. Levaram-se a cabo as separacgdes preparativas em
camada fina (PTLC) em placas de gel de silica da E. Merck
(60F-254) com alturas de 0,25, 050 ou 1 mm. Os pontos de
fusdo (pf) sado nao corrigidos e foram registados num
aparelho de determinacdao de pontos de fusdo em capilar,
Thomas—-Hoover Unimelt. Registaram-se as rotacdes Od&pticas
num polarimetro Perkin-Elmer 241. Registaram-se 0s
espectros de RMN em instrumentos Bruker DRX-600, DRX-500,
AMX-400 ou AC-250 e calibraram-se utilizando os residuos de
solventes nao deuterados a titulo de referéncia interna.
Toda a marcacdo de atomos de carbono, por exemplo com ct,
refere-se a numeracao da epotilona A (1) (veja-se a Figura
1) . Os espectros de IV foram registados num espectrdmetro
de IV-TF da série 1600 da Perkin-Elmer. Registaram-se
espectros de massa de alta resolucao num espectrdémetro de
massa IonSpec Voyager™ da PerSeptive Biosystems (MALDI-
EMTF) ou num espectrdémetro de massa API 100 da Perkin-Elmer

(IEA) .
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Sintese da Epotilona 3

Acoplamento de Stille do iodeto de vinilo 15 com

o estanano 16.

Adicionou-se uma solucao de Pd;(dba);(CHCl; (3,9
mg, 3,8 umol), As¢s (4,6 mg, 15 mol), e Cul (7,2 mg, 38
umol) em DMF (desgasificado, 0,5 mL), a 25°C, uma solugao
do iodeto 15 (10 mg, 19 mol) (Nicolaou, K. C., et al.,
Chem. Eur. J. 2000, 6, 2783-2800) e o estanano 16 (11 mg,
38 umol) (Nicolaou, K.C., et al., Bioorg. Med. Chem. 1999,
7, 665-697) em DMF (degasificado, 0,5 mL), e agitou-se a
solucao resultante durante 2 horas. Adicionou-se agua (10
mL), e extraiu-se a mistura com EtOAc (3 x 10 mL). Lavou-se
o conjunto das fases orgédnicas com 4&gua (30 mL), com
salmoura (30 mL), e secou-se (Nay;S0O4). Depois de se evapo-
rarem os voldateis, purificou-se o residuo por cromatografia
rdpida em coluna (silica, hexanos:EtOAc a 2:1 (1l:1) para se
obter a epotilona 3 sob a forma de um sélido branco (7,2
mg, 72 %); CCF Ref = 0,29 (silica, hexanos:EtOAc a 1:1);
[alpr?? -53° (¢ 0,51, CH,Cl,); IV (filme) Vmx 3472 (largo),
2967, 2920, 1731, 1684, 1461, 1420, 1378, 1249, 1143, 1032,
973, 879, 732, 667 cm'; MALDI-EMTIF m/z 562,2267 (MNa'),

calculado para C,;7H41NO¢S;Na 562,2267.

Construgdo do aldeido 32

Alcool 23. Adicionou-se a uma solucdo do dlcool

ciclopropilico 22 (4,08 g, 24 mmol) (Charette, A. B., et
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al. J. Am. Chem. Soc. 1998, 120, 11943-11952) em DMF (40
mL), hidreto de sdédio (1,45 g, 36 mmol, a 60 % em O&leo
mineral), em porc¢des, e com agitacdao, a 0°C. Depois de se
agitar a 25°C durante meia hora, arrefeceu-se a mistura até
0°C, e adicionou-se-lhe brometo de benzilo (4,3 mL, 36
mmol) ao longo de 2 minutos, e continuou a agitar-se
durante 12 horas a 25°C. Terminou-se a reacgao adicionando
solugdo saturada de NH4Cl a mistura (50 mL), e extraiu-se
com EtOAc (3 x 50 mL), lavando-se o conjunto dos extractos
com salmoura (2 x 100 mL), secou-se (NaySOs), e evaporou-
se. Dissolveu-se o residuo em CHyCl,:MeOCH a 4:1 (60 mL) e
ozonizou-se a solucgdo (100 L/h, a ca. 0,5 g 0s3/h) a -78°C
durante 21 minutos. (NOTA: Devem evitar-se periodos
reaccionais mais longos para evitar a oxidagdo do éter
benzilico ao benzoato correspondente). Removeu-se O €XCesso
de ozono Dborbulhando N, durante 1 minuto, e depois
adicionou-se NaBH,; em por¢des pequenas (2,75 g, 73 mmol)
(CUIDADO: Exotérmico), e em seguida metanol (20 mL).
Agueceu-se a mistura reaccional até 25°C ao longo de 1 hora
e depoils terminou-se a reaccdo adicionando a mistura uma
solucao saturada de NH,Cl (20 mL). Extraiu-se a mistura com
CH,Cl, (2 x 50 mL), e lavou-se o conjunto dos extractos com
salmoura (100 mL) , secou—se (Na,S04) e evaporou-se.
Purificou-se o residuo por cromatografia rdapida (silica,
hexanos:EtOAc a 5:2) para se obter 23 sob a forma de um
6leo amarelo (5,07 g, 89 %). CCF R = 0,20 (silica,
hexanos:EtOAc a 3:1); [aly” -7,5° (c 1,76, CHCls); IV
(filme) wvpax 3390 (largo, 2933, 2859, 1452, 1070, 739, 698
cm'; MALDI-EMTF m/z 257,1519 (MNa'), calculado para

C15H2202Na 257, 1512.
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Iodeto 24. Adicionou-se gota a gota, a uma
solucdo do alcool ciclopropilico 23 (10,08 g, 43,0 mmol) em
CH,Cl, seco (100 mL) a 0°C, cloreto de metanossulfonilo
(4,2 mL, 54 mmol) e em seguida trietilamina (9,0 mL, 65
mmol). Comecgou imediatamente a formar—-se um precipitado
branco. Agitou-se a mistura a 25°C durante 1 hora, e depois
adicionou-se-lhe NHy.Cl (saturada, 50 mL) e &gua (50 mL) e
separaram-se as fases. Extraiu-se a fase aquosa com EtOAc
(100 mL), e depois lavou-se o conjunto das fases organicas
com salmoura, secou-se (Na,S0O,) e evaporou-se. Dissolveu-se
o residuo em acetona seca (200 mL), e adicionou-se-lhe
iodeto de sdédio (19,3 g, 129 mmol). Aqueceu-se a solucgao
gue inicialmente estava quase limpida, ao refluxo durante
40 minutos, altura durante a qual se formou um precipitado

branco.

Adicionou-se agua (100 mL) e extraiu-se a mistura
com éter (500 + 250 mL). Secou-se o conjunto dos extractos
e evaporou-se, e purificou-se o residuo por cromatografia
rdapida (silica, hexanos:EtOAc a 5:1) para se obter 24 sob a
forma de um ¢éleo incolor (14,16 g, 95 %). CCF Ref = 0,66
(silica, hexanos:EtOAc a 5:1); [alp?? -16° (c 2,05, CHCls);
IV (filme) wvuax 2916, 2848, 1453, 1217, 1098, 1073, 735, 697

cm'; EM-IEA m/z 367 (MNa'), calculado para CisH;1IONa 367.

Hidrazona 26. Preparou-se uma solucdo de LDA
adicionando n-BulLi (13,1 mL, 21,0 mmol, 1,6 M em hexanos) a

di-isopropilamina (2,94 mL, 21,0 mmol) em THF (10 mL) a
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-78°C, aquecendo-se em seguida a solugao até 0°C, e
agitando-se durante 10 minutos. Adicionou-se a esta solugéo
de LDA hidrazona de SAMP-propionaldeido 25 (3,32 g, 19,5
mmol) (Nicolaou, K. C., et al., J. Am. Chem. Soc. 1997,
119, 7974-7991; Enders, D. Asymmetric Synth. 1984, 3, 275-
339; e Enders, D., et al., Synthesis 1996, 1403- 1418), e
agitou-se a mistura durante 6 h a 0°C, durante as quais se
formou um precipitado branco. Arrefeceu-se a mistura até -
98°C (banho de MeOH/N,(l)) e adicionou-se-lhe ao longo de
meia hora uma solucdo do iodeto 24 (5,16 g, 15,0 mmol) em
THF (20 mL). Deixou-se entdao aquecer a mistura reaccional
até -10°C ao 1longo de 14 horas, e depois terminou-se a
reaccdao adicionando a mistura NHyCl (saturada, 10 mL).
Extraiu-se a mistura com EtOAc (100 mL + 2 x 50 mL), secou-
se o conjunto dos extractos (Nay;S0,) e evaporou-se, e
purificou-se o residuo por cromatografia rdpida (silica,
hexanos:EtOAc a 6:1 (4:1) para se obter a hidrazona 26 sob
a forma de um &6leo amarelo (4,88 g, 84 %). CCF Rf = 0,38
(silica, hexanos:EtOAc a 5:1); [aly” -61° (c 1,45, CHCls);
IV (filme) wvpax 2926, 1454, 1097, 736, 697 cm{; MALDI-EMTF

m/z 387,3008 (MH"), calculado para C;;HssN;0, 387,3006.

Aldeido 17. Aqueceu-se uma solucdo da hidrazona
26 (3,82 g, 9,9 mmol) em iodometano (10 mL) a 60°C
(condensador de refluxo) durante 3 horas, e depois
arrefeceu-se até 25°C. Evaporou-se o0 excesso de iodometano
e retiraram-se o0s Ultimos vestigios utilizando vazio de uma
bomba de 6leo. Agitou-se vigorosamente o xarope amarelo

residual com HCl1 3 N (190 mL) e com pentano (190 mL)
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durante 3 horas a 25°C, separaram-se as fases e extraiu-se
a fase aquosa com pentano (100 mL). Secou-se o conjunto das
fases orgadnicas (Na;S0O,, NaHCO3;) e evaporou-se para se obter
o aldeido 17 sob a forma de um 6leo amarelo (2,38 g, 88 %).
[a]lp”” +2° (¢ 1,3, CHCls); IV (filme) vu.. 2931, 2856, 1724,
1454, 1095, 1074, 736, 698 cm'; MALDI-EMTF m/z 297,1830

(MNa“'), calculado para CigH;sONa 297,1825.

Devido a labilidade configuracional no C8
(numeracdo da epotilona), foli necessdario utilizar-se o
aldeido directamente no passo seguinte o aldeido. Estimou-
se o dr no C8 como se segue: Tratou-se uma amostra de 17
com um excesso de NaBH,; em metanol durante 10 minutos.
Terminou-se a reacgdo adicionando NH,C1 (saturada) a
mistura, que em seguida se extraiu por duas vezes com
EtOAC, secando—-se o extracto (Na;S04) e evaporando-se.
Tratou-se o residuo com (R)-(—-)-MTPACI (2-3 equiv.), com
excesso de trietilamina e com 4-DMAP em CH;Cl, durante 3
horas. Uma purificacdao por CCF preparativa permitiu obter-
se uma amostra do éster (S)-MTPA, que por andlise de RMN de
'H mostrou ter um dr = 97:3, com a estereoquimica absoluta
correcta no C8 no isdémeros principal (Tsuda, M., et al., J.
Org. Chem. 2000, 65, 1349-1352). Obtiveram-se resultados

andalogos utilizando (S)-(+)-MTPACI.

Produto alddélico 27. Preparou-se uma solucdo de
LDA adicionando n-BulLi (7,5 mL, 12 mmol, 1,6 M em hexanos)
a di-isopropilamina (1,68 mL, 12 mmol) em THF (12 mL) a

-78°C, aquecendo-se em seguida a solugdao brevemente até
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0°C, e voltando a arrefecer-se até -78°C. Adicionou-se gota
a gota ao longo de 2 minutos uma solucao de cetona 19 (4,63
g, 11,5 mmol) em THF (12 mL) (Nicolaou, K. C., et al., J.
Am. Chem. Soc. 1997, 119, 7974-7991), e agitou-se a mistura
durante 1 h a -78°C e depois durante meia hora a -40°C.
Voltou a arrefecer—-se até -78°C, e adicionou-se-lhe
utilizando uma cénula e ao longo de 1 minuto, uma solucdo
previamente arrefecida a -78°C de aldeido 17 (1,37 g, 5,0
mmol) em THF (25 mL), tomando cuidado para evitar tanto
quanto possivel o aquecimento durante a transferéncia.
Agitou-se a mistura durante 5 minutos, e depois terminou-se
a reacgao 1injectando rapidamente sobre a mistura uma
solucdao de AcOH (1,4 mL) em THF (4,2 mL). Ao fim de mais 5
minutos a —-78°C, aqueceu-se a mistura até 25°C e retomou-se
em NH;Cl (saturada, 50 mL) e éter (50 mL). Extraiu-se a
fase aquosa com éter (2 x 50 mL), secou-se o conjunto dos
extractos (Na,S0,) e evaporou-se, e purificou-se o residuo
por cromatografia répida (silica, hexanos:éter a 20:1
(6:1)) para se obter a cetona 19 recuperada (1,71 g, 4,25
mmol) e em seguida o produto alddlico 27 sob uma forma
diastereomericamente pura (2,73 g, 81 %). CCF Re¢ = 0,34
(silica, hexanos:EtOAc a 5:1); [alp”® -40° (c 1,0, CHCls);
IV (filme) Vwpax 3502 (largo), 2954, 2928, 2856, 1681, 1472,
1255, 1098, 836, 776 cm'; MALDI-EMTF m/z 699,4796 (MNa'),

calculado para CsoH7,05Si;Na 699,4816.

Alcool 28. Arrefeceu-se até -20°C uma solucdo de
produto aldélico 27 (2,71 g, 4,0 mmol) e de 2,6-lutidina

(1,40 mL, 12 mmol) em CH;Cl, (25 mL), e depois adicionou-
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se—-lhe gota a gota TBSOTf (1,84 mL, 8,0 mmol). Agitou-se a
mistura durante 1 h a -20°C e depois terminou-se a reaccgao
adicionando a mistura NH,Cl (saturada, 25 mL). Aqueceu-se a
mistura até 25°C, separaram-se as fases e extraiu-se a fase
aquosa com CH,Cl, (25 mL) e com éter (25 mL). Secou-se O
conjunto das fases orgénicas (Na;S0,) e evaporou-se, e
filtrou-se o residuo através de uma altura de silica
eluindo com hexano:éter a 10:1. Evaporou-se o filtrado e
dissolveu-se o éter sililico em bruto resultante (3,14 g,
4,0 mmol, 99 %) em THF (40 mL). Adicionou-se a esta solucgao
uma solugdo fria (0°C) de complexo de HF com piridina (6,4
mL) e piridina (18 mL) em THF (32 mL) a 0°C (esta solucéao
havia sido preparada adicionando lentamente o complexo de
HF com piridina a uma solugdao de piridina em THF a 0°C;
(CUIDADO!: O complexo de HF com piridina é fortemente
corrosivo. A adigcdo de HF-piridina a solugdo de piridina em
THF é fortemente exotérmica, e deve ser levada a cabo sob
agitacdo e arrefecimento sobre banho de gelo, para impedir
que ocorram respingos), e agitou-se a solugao resultante a
25°C durante 4 horas. Diluiu-se a mistura com EtOAc (100
mL), colocou-se num banho-maria, e terminou-se a reaccao
adicionando cuidadosamente a mistura NaHCO; (saturada, 100
mL) bem como a quantidade de NaHCO; sdélido que foi
necessaria para assegurar uma neutralizagdo completa
(CUIDADO! Formacdo de espuma!). Extraiu-se a mistura com
EtOAc (3 x 100 mL), e secou-se o conjunto dos extractos
(Na;S04) e evaporou-se, purificando-se em seguida o residuo
por cromatografia rdpida (silica, hexanos:EtOAc a 5:1) para

se obter 28 sob a forma de um &6leo incolor (2,40 g, 89 %).
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CCF Rf = 0,39 (silica, hexanos:EtOAc a 5:1); [a]p?%—26° (c
1,1, CHClz); IV (filme) WVumax 3458 (largo), 2929, 2856, 1693,
1472, 1462, 1255, 1093, 986, 836, 775 cm{; MALDI-EMTF m/z

699,4807 (MNa'), calculado para CzsH7,05Si,Na 699, 4816.

Ester 29. Misturou-se o &lcool 28 (2,40 g, 3,5
mmol), periodinano de Dess-Martin (3,75 g, 8,8 mmol),
NaHCOs; (0,74 g, 8,8 mmol) e agua (76 uL, 4,2 mmol) em CH,Cl,
(80 mL), e agitou-se a suspensao resultante durante 1 hora.
Diluiu-se a mistura com éter (200 mL), com agua (100 mL) e
com NaHCO; (saturada, 100 mL), e depois filtrou-se.
Separaram-se as fases e extraiu-se a fase aquosa com éter
(2 x 100 mL). Secou-se o conjunto dos extractos (Na;3S0,) e
evaporou-se, e filtrou-se o residuo através de uma altura
de silica, eluindo com hexano:EtOAc a 6:1. Evaporou-se o
filtrado e dissolveu-se o aldeido em bruto que se obteve
(2,15 g, 3,2 mmol, 90 %) numa mistura de THF (80 mL), t-
BuOH (145 mL) e 2-metil-2-buteno (25 mL). Adicionou-se a
esta solugcao uma solucao de NaH,PO, (0,95 g, 6,7 mmol) e
NaCl0O, (1,14 g, 10 mmol) em &gua (31 mL), e agitou-se
vigorosamente a mistura resultante durante 1  Thora.
Removeram—-se o8 voldteis por evaporacdo, e retomou-se o0
residuo em EtOAc (100 mL) e salmoura (100 mL). Separaram-se
as fases e extraiu-se a fase aquosa com EtOAc (3 x 100 mL).
Secou-se o conjunto dos extractos (Na;S0,) e evaporou-se, e
dissolveu-se o residuo em DMF (5 mL) e evaporou-se de novo
para se removerem vestigios de t-BuOH. Voltou a dissolver-
se o residuo que dessa forma se obteve (2,4 g, ca. 3,2 mmol

> 100 %) em DMF (10 mL), a adicionaram-se-lhe 2-(trime-
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tilsilil)etanol (1,83 mL, 12,7 mmol), EDC (0,92 g, 4,8
mmol), e 4-DMAP (40 mg, 0,33 mmol). Agitou-se a suspensao
resultante durante 14 horas, obtendo-se no final uma
solucdo limpida. Adicionou-se agua (10 mL) e extraiu-se a
mistura com éter (3 x 50 mL). Lavou-se o conjunto dos
extractos com uma mistura de &dgua com salmoura (100 + 100
mL) , secou-se (Na,S0y) e evaporou-se. Purificou-se o0
residuo por cromatografia rdpida (silica, hexanos:EtOAc a
10:1) para se obter o éster 29 sob a forma de um 6leo
viscoso, amarelo claro (2,08 g, 74 %). CCF Re = 0,57
(silica, hexanos:EtOAc a 10:1); [aly,”” -33° (c 1,2, CHCl:);
IV (filme) Vpax 2954, 2930, 2856, 1735, 1695, 1472, 1385,
1252, 1090, 988, 836, 776 cm'; MALDI-EMTF m/z 813,5315

(MNa“'), calculado para CisHg;0¢SisNa 813,5311.

Aldeido 30. Adicionou-se a uma solucdao do éter
benzilico 29 (2,08 g, 2,63 mmol) em EtOH:EtOAc a 1:1 (50
mL), Pd(OH), a 20 % sobre carbono (2,1 g, 60 % de
humidade), e hidrogenou-se a mistura durante 1 Thora.
Filtrou-se entdo através de celite para se separar o
catalisador, evaporou-se o filtrado, e co-evaporou-se O
residuo com benzeno para remover os vestigios de EtOH.
Dissolveu-se o &alcool em bruto resultante (1,89 g, ca. 2,6
mmol, > 100 %) em CH,Cl, (60 mL), adicionaram-se-lhe
periodinano de Dess-Martin (2,76 g, 6,5 mmol), NaHCOs; (0,55
g, 6,5 mmol) e 4&gua (56 uL, 3,1 mmol), e agitou-se a
suspensao resultante durante 1 hora. Diluiu-se a mistura
com éter (150 mL), A&gua (75 mL) e com NaHCOs; (saturada, 75

mL), e depois filtrou-se. Separaram-se as fases e extraiu-
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se a fase aquosa com éter (2 x 75 mL). Secou-se o conjunto
dos extractos (Na;S04,) e evaporou-se, e purificou-se o
residuo por cromatografia rapida (silica, hexanos:EtOAc a
15:1) para se obter o aldeido 30 sob a forma de um &leo
viscoso (1,55 g, 84 %). CCF Rf = 0,24 (silica, hexa-
nos:EtOAc a 15:1); [alp” -47° (c 1,3, CHCls); IV (filme)
Voax 2954, 2856, 1734, 1703, 1251, 1173, 1084, 988, 837, 776
cm'; MALDI-EMTF m/z 721,4671 (MNa’), calculado para

C37H7406S13Na 721, 4685.

Eter enélico 31. Adicionou-se gota a gota, a uma
suspensdo de MeOCH,P$:Cl (3,09 g, 9,0 mmol) em THF (20 mL)
a 0°C, NaHMDS (8,5 mL, 8,5 mmol, 1 M em THF). Desenvolveu-
se uma cor vermelha. Agitou-se a mistura a 0°C durante 0,5
h e depois arrefeceu-se até -40°C. Adicionou-se uma solugao
do aldeido 30 (2,12 g, 3,0 mmol) em THF (7 mL), e deixou-se
a mistura aquecer até -10°C ao longo de 2 horas. Terminou-
se a reaccdo adicionando a mistura NH4Cl (saturada, 15 mL),
separaram-se as fases, e extraiu-se a fase aquosa com EtOAc
(2 x 75 mL). Secou-se o conjunto dos extractos (NayS0,) e
evaporou-se, e purificou-se o residuo por cromatografia
radpida (silica, hexanos:EtOAc a 30:1) para se obter o éter
endlico 31 sob a forma de um 6leo incolor e viscoso (1,85
g, 84 %, olefina cis:trans ca. 1l:1 por RMN de H). CCF R: =
0,23 (silica, hexanos:EtOAc a 30:1); [alx? -36° (c 1,2,
CHC1l5); IV (filme) wvpax 2954, 2930, 2856, 1735, 1695, 1251,
1171, 1105, 988, 836, 776 cm '; MALDI-EMTF m/z 749,4996

(MNa"), calculado para CssH;:0¢SisNa 749,4998.
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Aldeido 32. Adicionou-se a uma solucdo do éter
endlico 31 (847 mg, 1,16 mmol) em dioxano:dgua a 9:1 (12
mL) para-toluenossulfonato de piridinio (2,34 g, 9,31 mmol)
e agitou-se a mistura a 70°C até uma CCF indicar que a
reacgdo se havia completado (6-10 h). A reaccao foi entao
terminada adicionando a mistura NaHCO; (saturada, 15 mL), e
extraiu-se a mistura com EtOAc (3 x 50 mL). Secou-se a
mistura de extractos (Na;S0,) e evaporou-se, e purificou-se
o residuo por cromatografia rdpida (silica, hexanos:EtOAc a

15:1) para se obter 32 sob a forma de um &6leo viscoso,

oe

incolor (681 mg, 82 ). CCF R = 0,29 (silica,
hexanos:EtOAc a 15:1); [alp?® -34° (¢ 1,0, CHCls); IV
(filme) Vuax 2954, 2856, 1731, 1695, 1251, 1086, 988, 836,
776 cm *; MALDI-EMTF m/z 735,4823 (MNa'), calculado para

C38H7606Si3Na 735, 4842,

Construcgdo dos iodetos de vinilo 20e

Acoplamento de Somogashira dos brometos de arilo

(38) com propino (procedimento geral)

Adicionou-se, a uma solucao desarejada borbu-
lhando ar do brometo de arilo 38 (3,5 mmol) em DMEF (3 mL) e
di-isopropilamina (2,5 mL), sob atmosfera de &argon, adici-
onaram-se Pd(P¢:).Cl; (25 mg, 36 umol) e Cul (13 mg, 70
umol), e depois substituiu-se a atmosfera inerte por
propino (1 atm, baldo). Agitou-se a mistura a 25°C durante
3 horas. Durante este periodo de tempo, formou-se um

precipitado, e a mistura reaccional virou a castanho escu-
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ro. Adicionou-se 4&gua (15 mL), extraiu-se a mistura com
EtOAc, e secou-se o conjunto dos extractos (NazS04) e
evaporou-se. Obteve-se o l-arilpropino puro por cromato-

grafia rédpida (silica, misturas de hexano:EtOAcC).

Produto de acoplamento de Sonogashira a partir de
38. Um 6leo castanho (97 %); CCF Rs = 0,21 (silica,
hexanos:EtOAc a 5:1); IV (filme) vmax 2908, 2226, 1567,
1531, 1461, 1431, 1361, 1108, 1008, 832 cm '; MALDI-EMTF

m/z 164,0527 (MH"), calculado para CsH(NS 164,0528.

Hidroestanilagdo-iodacgéao (procedimento geral).
Isto é uma adaptacdao do processo anteriormente descrito
(Betzer, J.-F., et al., Tetrahedron Lett. 1997, 38, 2279-
2282). Adicionou-se a uma solucdo de hexabutildiestanho
(10,1 mL, 20 mmol) em THF seco (40 mL) a -78°C, n-BulLi
(12,9 mL, 20 mmol, 1,55 M em hexanos), e agitou-se a
solugao limpida resultante a -40°C durante 30 minutos.
Transferiu-se entdo esta solucdao por intermédio de uma
cdnula para uma suspensao de CuCN (0,90 g, 10 mmol) em THF
(2 mL) a —-78°C. Formou-se entdao uma solugdo amarela limpida
que se agitou durante 5 minutos a -40°C antes de se voltar
a arrefecer até -78°C. Adicionou-se-lhe entdo metanol seco
(23 mL, 0,57 mol) para se obter uma solugao encarnada, que
se agitou a -40°C durante 15 minutos, passados os gquais se
adicionou a mistura uma solucdao do arilpropino (5,0 mmol)
em THF (5 mL). Agitou-se a solucdo laranja-avermelhada a
-10°C de um dia para o outro (precipita algum Cu e/o0 sais

de cCu®’"), e depois arrefeceu-se até -20°C, e em seguida
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adicionou-se-lhe metanol (10 mL). Passados 15 minutos a

-20°C, adicionou-se-lhe adgua (10 mL). e continuou a agitar-
se durante mais 15 minutos, engquanto se aqueceu até 25°C.
Extraiu-se a mistura com éter, e lavou-se a fase organica
com salmoura, secou-se (NaS0y4) e evaporou-se. Uma
cromatografia rdpida (silica, misturas de hexanos:EtOAc)
permitiu obter o vinilestanano intermedidrio, dque se
dissolveu em CHyCl, (5 mL). Adicionou-se entdo a esta
solucao, gota a gota, uma solucao de iodo (1,05 equiv.) em
CH.,Cl, (40 mL por g de I.), a 0°C. Depois das ultimas gotas,
a cor do I, persistia, e deixou-se a reacgado prolongar-—-se
mais 5 minutos a 0°C. Em seguida evaporou-se o0 solvente e
dissolveu-se o residuo em éter. Adicionaram-se entdao KF
(solugdo 1 M em &gua, 3 equiv.) e NazS$S;0s; (saturada, 10 mL
por mmol de substrato), e agitou-se a mistura durante 15
minutos a 25°C, periodo durante o qual se formou um
precipitado branco. Filtrou-se a mistura através de celite,
e secou-se a fase organica (Na;S0O,) gue em seguida se
evaporou. Purificou-se o residuo por cromatografia réapida
(silica, misturas de hexanos:EtOAc) para se obter o iodeto

de vinilo pretendido.

Iodeto de vinilo 20e. O vinilestanano interme-
didrio é facilmente protodesestanilado; por essa razao, uma
cromatografia rédpida deste intermedidrio tem que ser levada
a cabo com hexanos:EtOAc:EtsN a 50:1:1 como eluente, e o
vinilestanano que desta forma se obteve continha outros
compostos de butilestanho. Seguindo o procedimento geral,

fez—-se reagir a mistura com uma quantidade suficiente de I,
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para que a cor castanha perdurasse no fim da adicgcao (ca. 2
equiv. de I;). Apds uma cromatografia rédpida (hexanos:EtOAc
a 50:1), obteve-se o iodeto de vinilo 20e sob a forma de um
6leo amarelo (74 %). CCF Rf = 0,41 (silica, hexanos:EtOAc a
50:1); IV (filme) wvu.x 3102, 2923, 1620, 1423, 1300, 1065,
1035, 964, 863, 723, 562 cm'; MALDI-EMIF m/z 297,9215

(MH"), calculado para C;H¢INS, 297,9216.

Sintese dos andlogos de epotilona 8-144.

Acoplamento de Nozaki-Hiyama-Kishi dos aldeidos

(34, 40) com os vinilestananos (20a-g) (procedimento geral)

Adicionou-se, a uma solugdo contendo o aldeido 32
previamente desgasificada por breve exposicdo a vacuo (107
mg, 0,15 mmol), o iodeto de vinilo pretendido 20 (0,45
mmol), e 4-terc-butilpiridina (665 uL, 4,5 mmol) em DMSO (3
mL), CrCl, anidro (184 mg, 1,5 mmol) e NiCl, anidro (4 mg,
0,03 mmol). Agitou-se a mistura durante 3 horas a 25°C, e
nessa altura adicionou-se-lhe mais uma porcgado de iodeto de
vinilo (0,45 mmol), continuando a agitar—-se durante mais 3
horas. Repetiu-se este procedimento mais uma vez, e em
seguida continuou a agitar-se de um dia para o outro.
Terminou-se entdo a reacg¢do adicionando a mistura reac-
cional 4&gua (5 mL), e piridina (1 mL) para impedir due
fossem extraidos para a fase aquosa quaisquer complexos do
produto com Cr, e extraiu-se a mistura com EtOAc (3 x 25
mL) . Lavou-se o conjunto dos extractos com salmoura (2 X

100 mL), secou-se (Na,S0,) e evaporou-se. Uma cromatografia
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rdpida (silica, misturas de hexanos:EtOAc) permitiu obter o
produto de acoplamento, na maior parte dos casos nao sendo

possivel separd-lo do excesso de 4-terc-butilpiridina.

Produto de 20e e 32. Vidro amarelo (78 %, uma
mistura de epimeros em Cl5 a ca. 1:1). CCF Res = 0,40
(silica, hexanos:EtOAc a 5:1); [alp*® -28° (c 2,0, CHCls);
IV (filme) wvux 3416 (largo), 2929, 2856, 1732, 1694, 1472,
1251, 1037, 988, 836, 776 cm'; MALDI-EMIF m/z 906,5021

(MH"), calculado para CasHgsNO¢S;SisNa 906, 5018.

Desprotecgéo do TBAF (procedimento geral) .
Dissolveu-se a mistura de produtos do acoplamento de
Nozaki-Hiyama-Kishi em THF (1,5 mL), e adicionou-se-lhe
TBAF (1M em THF, 0,30 mL, 0,30 mmol) a 0°C. Ao fim de 1
hora a 0°C, adicionou-se-lhe mais uma porcao de TBAF (0,30
mL, 0,30 mmol), e agitou-se a mistura a 25°C durante 1
hora. Terminou-se a reaccdo adicionando a mistura reac-
cional NH4;Cl (saturada, 5 mL), e extraiu—-se a mistura com
EtOAc (4 x 20 mL). Secou-se o conjunto dos extractos
(NayS0,) e evaporou-se, e purificou-se o residuo por
cromatografia rapida (silica, misturas de hexanos:EtOAc)
para se obter o hidroxidcido pretendido sob a forma de uma
mistura a ca. 1:1 de epimeros em Cl5 (que neste estdgio néo

eram separdaveis).

Hidroxidcido 4le. S6lido amarelo (79 %, mistura
de epimeros em Cl15 a ca. 1:1). CCF R = 0,37 (silica,

hexanos:EtOAc a 2:1); [a]ly?? -23° (¢ 2,3, CHCls); IV (filme)
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Viax 3356 (largo), 2929, 2856, 1712, 1472, 1253, 1085, 1038,
988, 836, 776 cm'; MALDI-EMTF m/z 806,4282 (MNa'),

calculado para CyoH73N0gS2Si,Na 806,4315.

Macrolactonizagdo de  Yamaguchi (procedimento
geral). Adicionou-se a uma solucdo do hidroxidcido (95
umol) em THF seco (8 mL) a 0°C, trietilamina (79 uL, 0,57
mmol) e cloreto de 2,4,6-triclorobenzoilo (40 uL, 0,23
mmol). Depois de se agitar a 0°C durante 1 hora, adicionou-
se a solucao resultante ao longo de 2 horas a uma solugao
de 4-DMAP (26 mg, 0,21 mmol) em tolueno (20 mL) a 75°C
utilizando uma bomba de seringa. Continuou a agitar-se a
75°C durante mais 1 h passada a qual se evaporou o tolueno
sob pressdo reduzida. Submeteu-se directamente o residuo a
uma cromatografia réapida (silica, misturas de hexa-
nos:EtOAc) para se obter a macrolactona e o seu epimero
(15R), facilmente separdveis. Em todos o0s casos o epimero

(158) pretendido eluia depois do epimero (15R) menos polar.

Macrolactona 43e. Isolou-se este produto sob a
forma de uma mistura em bruto que se submeteu directamente
as condicgdes de des-sililacdo global (veja-se adiante) sem

qualquer purificacao adicional.

Des—-sililacgédo global (procedimento geral) .
Dissolveu—-se a macrolactona em TFA a 20 % em volume, em
CH,Cl,, e manteve-se a solugcao a 25°C durante 3 horas,
passadas as quals se evaporaram os volateis sem se aquecer.

Dissolveu-se o residuo em EtOAc, e lavou-se a solugdao com
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NaHCO3 (saturada), secou-se (Nay;S0;) e evaporou-se. Uma
cromatografia rdpida (silica, misturas de hexanos:EtOAc)

permitiu obter a epotilona pura.

Epotilona 12. Oleo viscoso (17 % a partir de
4le); CCF Rf = 0,38 (silica, hexanos:EtOAc a 2:1); [a]p?? -
52° (¢ 0,50, CHClsz); IV (filme) Vgx 3490 (largo), 2933,
1732, 1686, 1255, 1038, 756 cm'; MALDI-EMTIF m/z 538,2666

(MH"), calculado para CzsHsNOsS, 538,2655.

Exemplo: Cédpsulas moles

Preparam-se tal como se segue 5000 capsulas de
gelatina mole, contendo cada uma delas como ingrediente
activo 0,05 g de um dos compostos com a fédrmula I nomeados

nos exemplos anteriores:

Composicgao
ingrediente activo 250 g
Lauroglicol 2 litros

Processo de preparacao: Suspende-se o ingrediente
activo pulverizado em Lauroglykol® (laurato de propi-
lenoglicol, Gattefossé S.A., Saint Priest, Francga) e moeu-
se num pulverizador em humido até uma dimensdo de grao de
cerca de 1 a 3 um. Utilizam-se porg¢des contendo cada uma
0,419 g da mistura como enchimento de cépsulas gelatina
mole, por intermédio de wuma méquina de enchimento de

cadpsulas.
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Descrig¢ao Pormenorizada das Figuras

A Figura 1 mostra as estruturas de epotilonas
naturais e concebidas, seleccionadas. As cailxas com fundo

cinzento indicam compostos sintetizados neste trabalho.

A Figura 4 ilustra a andlise retro-sintética do

andlogo (12) a trans-ciclopropilepotilona B.

A Figura 5 ilustra a construgdao do aldeido 32.
Reagentes e condigbes: (a) Veja-se Nicolaou, K. C., et al.
ChemBioChem 2001, 2, 69-75; Charette, A. B.; et al. J. Am.
Chem. Soc. 1998, 120, 11943-11952; (b) NaH (1,5 equiv.),
BnBr (1,5 equiv.), DMF, 0 -> 25°C, 12 h; (c) 03, CHyCl;:
MeOH a 4:1, -78°C, 21 minutos; depois NaBH, (3,0 equiv.),
-78 —-> 25°C, 1 h, 89% para 2 passos; (d) MsCl (1,3 equiv.),
Et:N (1,5 equiv.), CHy;Cl,, 25°C, 1 h; (e) NaI (3,0 equiv.),
acetona, refluxo, 40 minutos, 95 % para 2 passos; (f) LDA
(1,4 equiv.), 25 (1,3 equiv.), THF, 0°C, 6 h; depois 24,
-98°C -> -10°C, 14 h, 84 %; (g) MeI, 60°C, 3 h; (h) HC1l 3
N:pentano a 1:1, 25°C, 3 h, 88 % para 2 passos; (i) LDA
(2,4 equiv.), 19 (2,3 equiv.), THF, -78°C, 1 h; depois
-40°C, 0,5 h; depois 17 a -78°C, 5 minutos, 81 %; Jj) TBSOTf
(2,0 equiv.), 2,6-lutidina (3,0 equiv.), CHyCl,, -20°C, 1
h; (k) HF-piridina, piridina, THF, 25°C, 4 h, 89 % para 2
passos; (k1 DMP (2,5 equiv.), NaHCOs; (2,5 equiv.), H0,
CH,Cl,, 25°C, 1 h; (m) NaClO; (3,1 equiv), NaH:PO, (2,1

equiv.), 2-metil-2-buteno (74 equiv.), t-BuOH, THF, H,0,
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25°C, 1 h; (n) 2-(trimetilsilil)etanol (4,0 equiv)., EDC
(1,5 equiv), 4-DMAP (0,1 equiv), DMF, 25°C, 14 h, 74 % para
3 passos; (o) Pd(OH),/C a 20 %, H; (1 atm.), EtOH:EtOAc a
1:1, 25°C, 1 h; (p) DMP (2,5 equiv.), NaHCO; (2,5 equiv.),
H,0, CH,Cl,, 25°C, 1 h, 84 % para 2 passos; (g) MeOCHP$-Cl
(3,0 equiv.), NaHMDS (2,8 equiv.), THF, -40 -> -10°C, 2 h,

84 %; (r) PPTS (8,0 equiv.), dioxano:H;0 a 9:1, 70°C, 6 h,

82 %. 4-DMAP = 4-(dimetilamino)piridina; DME = 1,2-
dimetoxi-etano; DMP = periodinano de Dess-Martin; EDC =

cloridrato de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodi-imida;
HF-piridina = complexo de &cido fluoridrico com piridina;
NaHMDS = hexametildissilazida de sdédio; PPTS = ©para-
toluenossulfonato de piridinio; TMSE = 2-trimetilsilil-

etilo.

A Figura 6 i1lustra a construgao do iodeto de
vinilo 20e. Reagentes e condi¢des: (b) Pd (P¢3).Cl, (0,01
equiv.), Cul (0,02 eguiv.), HC=CCH; (1 atm), DMF, 1i-Pr,;NEt,
25°C, 3 h, 35: 96 %; (c) (i) n-BuLi (4,0 equiv.), (n-BusSn):
(4,0 equiv.), CuCN (2,0 equiv.), MeOH, THF, -10°C, 12 h;

(ii) 12 (1,05 equiv), CHyCl,, 0°C, 5 minutos, 20e: 37 % a

o\

partir de 37. TrCl = cloreto de trifenilmetilo; 4-DMAP = 4-

(dimetilamino)piridina; MOMCl = éter metilclorometilico.

A Figura 7 é a sintese do andlogo de epotilona
12. Reagentes e condig¢gbes: (a) CrCl, (10 equiv.), NiCl,
(0,2 equiv), 4-t-butilpiridina (30 equiv.), 20 (3,0
equiv.), DMSO, 25°C, de um dia para o outro; (b) TBAF (4,0

equiv.), THF, 0°C, 1 h; e depois 25°C, 1 h; (c) Et:N (6,0
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equiv.), cloreto de 2,4,6-triclorobenzoilo (2,4 egquiv.), 41
ou 42, THF, 0°C, 1 h; e depois 4-DMAP (2,2 equiv.),
tolueno, 75°C, 3 h; (d) TFA a 20 % em volume, em CH,Cl,,
25°C, 3 h (excepto 43d); (e) Estimado por RMN de 'H; (f)
Desproteccdo de 43d: TMSBr (10 equiv.), PM de 4A, CH,Cl,,

-30°C, 1 h; e depois TFA a 20 % em volume, em CH,Cl,, 25°C,
3 h. TBAF = fluoreto de tetrabutilaménio; 4-DMAP =4-
(dimetilamino)piridina; TFA = &dcido trifluoroacético; TMSBr

= brometo de trimetilsililo; PM = peneiros moleculares.

A Figura 8 ilustra wuma tabela descrevendo a
citotoxicidade das epotilonas 1 a 14 e do paclitaxel contra
as linhas de células de carcinoma do ovario em humanos 1A9
e de células com P-tubulina mutante seleccionadas com
paclitaxel ou com epotilona A. Os efeitos anti-prolife-
rativos dos compostos testados contra a linha de origem 1A9
e contra os clones resistentes ao farmaco seleccionados com
epotilona (PTX10, PTX22 e A8, respectivamente) foram
avaliados num ensaio de inibicdo de crescimento com a
duracao de 72 h, utilizando o ensaio SRB (sulforrodamina-B)
(Skehan, P.; et al. J. Natl. Cancer Inst. 1990, 82, 1107-
1112). Os valores de ICsy para cada composto sao apresen-
tados em nM e representam a média de 3-9 experiéncias
independentes = erro padrao da média. Calcula-se a
resisténcia relativa (RR) sob a forma de um valor de ICsg
para a sub-linha resistente dividido pelo relativo a linha
de origem (1A9). CP = ciclopropilo; py = cadeia lateral de
5-metilpiridina; pyOH = cadeia lateral de 5-hidroximetil-

piridina; b5tmpy = cadeia lateral de 5-tiometilpiridina;



PE1546152 - 52 -

6tmpy = cadeia lateral de 6-tiometilpiridina; tmt = cadeia

lateral de 2-tiometiltiazole.

A Figura 9 ilustra uma tabela na qual se listam
os valores da poténcia de polimerizacdo da tubulina e a
citotoxicidade das epotilonas 1-8, 10-14, e do paclitaxel
contra linhas de células de cancro epidermdéide em humanos.
(a) A extensdo da polimerizacao da tubulina suina (TP) por
um composto 4 uM foi quantificada em relacao ao efeito de
epotilona B 25 uM (o qual foi definido como 100 %) tal como
foi descrito (Nicolaou, K. C.; et al. Chem. Biol. 2000, 7,
593-599). (b) Avaliou-se a concentracgcao de farmaco
necessaria para uma inibig¢do mdxima do crescimento de
células (valores de 1ICsyp apresentados em nM) apds um
periodo de 96 horas de exposicdo ao farmaco, quantificando
a massa de células por intermédio de um método de contras-
tacdo da proteina tal como havia sido descrito (Meyer, T.;
et al. Int. J. Cancer 1989, 43, 851-856). KB-31: células
epidermdides sensiveis ao Taxol®, KB-8511: células
epiderméides resistentes ao Taxol®, (devido a uma sobre-
expressao da Pgp). Calculou-se a resisténcia relativa (RR)
dividindo o wvalor de ICsy para a linha celular resistente
pelo valor correspondente relativo a linha celular
sensivel. (c) Dados da referéncia 3 (valores de % de TP
para o Taxol®; para a Epo A e para a Epo B eram respecti-
vamente de 49, 69 e 90). CP = ciclopropilo; py = cadeia
lateral de 5-metilpiridina; pyOH = cadeia lateral de 5-
hidroximetilpiridina; 5tmpy = cadeia lateral de 5-tiometil-
piridina; 6tmpy = cadeia lateral de 6-tiometilpiridina; tmt

= cadeila lateral de 2-tiometiltiazole.
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A Figura 10 ilustra uma tabela que 1lista as
afinidades de ligacdo de andlogos de epotilona para o local
de ligacado de taxdides nos microtubulos. (a) A ligacado dos
diferentes ligandos foi medida pela substituicdao do
derivado fluorescente de Taxol® (Flutax-2) do seu local de
ligacao (Figura 2) (Diaz, J. F.; et al. J. Biol. Chem.
2000, 275, 26265-26276). Mediu-se a isotérmica de substi-
tuicdo do Flutax-2 por cada ligando, pelo menos duas vezes,
com um leitor de polarizacao de fluorescéncia de micropla-
cas, num procedimento modificado a partir do da descricao
anterior (Andreu, J. M.; Barasoain, I. Biochemistry 2001,
40, 11975-11984). Empregaram-se microtubulos estabilizados,
com ligagdes cruzadas, gque haviam sido armazenados sob
azoto liquido. Mediu-se a constante de ligacdo do ligando
de referéncia Flutax-2 por centrifugacdo e por anisotropia
de fluorescéncia, a cada temperatura (Diaz, J. F.; et al.
J. Biol. Chem. 2000, 275, 26265-26276). O valor de
referéncia obtido foi de 2,2 x 10’ M' a 37°C. (b) As
constantes de equilibrio de dissociacdao (Kd) sao apresen-
tadas em nM. (c) As energias 1livres padrao de ligacao

(DGOq@) sdo apresentadas em kJ mol .

Lisboa, 29 de Fevereiro de 2008
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REIVINDICACOES

1. Um composto representado pela fédrmula I:

2. Uma composicao farmacéutica que contenha um
veiculo ou um diluente aceitdvel do ponto de vista farma-
céutico, bem como um composto de acordo com a reivindicacao
1, ou um seu sal de adicdo aceitdavel do ponto de vista
farmacéutico a um 4&acido ou a uma base, qguando tal seja

possivel.

3. A utilizacdo de um composto de acordo com a
reivindicacdo 1 para a preparagao de um medicamento para o

tratamento de uma doenca proliferativa.

4, Um processo para a preparacdo de um composto

de acordo com a reivindicacgao 1,

em gue num primeiro passo se condense por

esterificacao um composto com a fédrmula VI
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v

em que X seja CH; e R seja

/E}—*sm

e PG seja um grupo protector para a funcéo

hidroxilo,
opcionalmente na presenca de um catalisador,

e num segundo passo se retire o grupo protector

obtendo-se desta forma a lactona com a fédrmula I.

Lisboa, 29 de Fevereiro de 2008
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Figura 1
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Figura 4
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Figura 6
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Figura 8

Linha de Células
IA9 A8 (B274) PTX10 ($270) PTX22 (B364)

Composto ICso ICso RR ICso RR ICs RR

Epotilona

A (Epo A) 3,1%0,72 77,319,25 24,9 29,1+7,24 9,4 10,1+2,10 3,3

Epotilona

B (Epo B) 0,3+0,05 6,5+0,7 21,7 3,7+1,83 12,3 2,1+1,45 7

trans—Cp- 3,5tl1,64 28,918,01 8,3 5,7+1,96 1,6 11,5+3,86 3,3

tmt—epo B
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Figura 9

Composto $ de TP® KB-31° KB-8511° RR
Epotilona A

(Epo A) 1 78 2,15° 1,91° 0,88°
Epotilona B

(Epo B) 2 93 0,19° 0,18° 0,95
trans—-CP-tmt- 91 0,67 0,45 0,67

epo B 12
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Figura 10
Composto Kd(37°C)” AGY.. (37°C)"
Epotilona A (Epo A) 1 3444 -44,5%0, 3
Epotilona B (Epo B) 2 1,6x0,1 -52,6x0,5

trans-CP—-tmt-epo B 12 1,8%0,2 -51,8%0,3
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