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A invencédo relaciona-se com andlogos de epotilona
representado pela férmula (I) onde (i) R, estd ausente ou
oxigénio; "a" pode ser ou uma ligacdo simples ou uma
ligacédo dupla, "b" pode ou estar ausente ou ser uma ligacéo
simples; e "c" pode estar ausente ou ser uma ligacéo
simples, com a condicdo de que se Ry é€ oxigénio entdo "b" e
"c" g&do ambas uma ligacdo simples e "a" é uma ligacédo
simples; se R, estd ausente entdo "b" e "c" estdo ausentes
e "a" é uma ligacdo dupla; e se "a" é uma ligacdo dupla,
entdo Ry, "b" e "c" estdo ausentes; R; é um radical
seleccionado de um grupo consistindo de hidrogénio; alquilo
inferior-CH=CH,; -C=CH; CHyF; -CHxCl; CH,-OH; CH;-0-(Ci-
Cealquilo); e -CHyS-(Ci-Cgalquilo); Ry e R5 sdo independen-
temente seleccionados de hidrogénio; metilo ou um grupo
protector; e Rl é& como definido na especificacdo, ou um sal
de um composto de fdérmula (I)onde o grupo que forma o sal
estd presente. Uma aspecto adicional da invencdo esté
relacionado com a sintese de epotilona E. Estes compostos
tem actividade de inibicdo de despolimerizacdo de microtubo

inter ali e sdo e.g. Uteis contra doencas proliferativas.
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DESCRICAO

"DERIVADOS DE EPOTILONA E SUA SINTESE E UTILIZAQAO"

Sumério da invencéo

A presente invencdo relaciona-se com analogos da
epotilona com modificacdes na cadeia lateral e com métodos
para producdo desses compostos, sua utilizacdo na terapia
de doencas ou para a manufactura de preparacdes farma-
céuticas para o tratamento de doencas, assim como COm nNovos
intermedidrios utilizados na sintese de tais anédlogos e

novos métodos de sintese.

Direitos do Governo

Esta invencdo foi efectuada com o suporte do
governo com uma Bolsa CA 46446 ganha pelo 1Instituto
Nacional de Satde. O governo dos U.S. tem certos direitos

nesta invencéo.

Antecedentes da invencéo

As epotilonas (1-5) sé&do substédncias naturais que
exibem citotoxicidade mesmo contra células de tumores
resistentes a paclitaxel através da promocdo da polime-

rizacdo de sub-unidades o- e B-tubulina e estabilizando as
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ligacdes de microtubos resultantes. As epotilonas deslocam
o paclitaxel (o principio activo do TAXOL™) dos seus
sitios de ligacdo ao microtubo e sdo referidos como sendo
mais potentes do gue o paclitaxel no que respeita &

estabilizacdo dos microtubos.

1:R=H,R'=Me: epotilona A

2:R=Me,R'=Me:epotilona B 4: R=H: epotilona C

3:R=H,R1=CH20H:epotilona E 5: R=Me:epotilona D

O gque é necessédrio sdo andlogos da epotilona A e
B que exibe propriedades farmacoldbgicas superiores,
especialmente uma ou mais das seguintes propriedades: um
aumento do index terapéutico (e.g. um maior intervalo de
doses citotdxicas contra e.g. doencas proliferativas sem
toxicidade para as células normais), melhores propriedades
farmaco-cinéticas, melhores propriedades farmacodinédmicas,
melhor solubilidade em &gua, melhor eficiéncia contra tipo
de tumores que sdo ou se tornam resistentes a elementos de
formulacdes e.g. melhor solubilidade em solventes polares,
especialmente aqueles compreendendo A&gua, aumento de
estabilidade, manufactura conveniente desses compostos,

inibicdo melhorada da proliferacdo ao nivel celular,
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elevados niveis de efeitos de estabilizacdo de microtubos,

e/ou perfil farmacoldégico especifico.

WO98/25929A descreve andlogos de epotilona e
biblioteca de andlogos de epotilona e suas sinteses.
Demonstrou-se que varios dos anadlogos tém uma actividade
citotdéxica superior para induzir a polimerizacdo e esta-

bilizacdo de microtubos.

Descricdo detalhada da invencéo:

A  presente invencdo relaciona-se com novos
compostos que surpreendentemente tem uma ou mais das

vantagens acima mencionadas.

Um aspecto maior da invencdo relaciona-se com um

composto andlogo de epotilona representada pela fédrmula I

ih

onde

a ligacdo ondulada indica que a ligacdo "a" estd repre-
sentada pela forma cis ou trans; (i) Ry estd ausente ou é
oxigénio; "a" pode ser ou uma ligacdo simples ou dupla; "b"
pode estar ausente ou € uma ligacdo simples; e "e" pode

estar ausente ou ser uma ligacdo simples, com a condicédo de
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que quando Ry, é oxigénio entdo "b" e "¢" s&do ambos uma
ligacdo simples e "a" é uma ligacdo simples; se Ry esté
ausente entdo "b" e "¢" estdo ausentes e "a" é uma ligacéo
dupla; e se "a" é uma ligacdo dupla, entdo Rz, "b" e "c"

estdo ausentes;

R; ¢ um radical seleccionado de um grupo consis-
tindo de hidrogénio; algquilo inferior, especialmente meti-
lo, etilo, n-propilo, iso-propilo, n-butilo, iso-butilo,
terc-butilo, n-pentilo, n-hexilo; -CH=CH,; -C=CH; -CHyF;
-CH,C1; -CH,-0OH; -CH,-0-(C;-C¢-alquilo), especialmente -CH,-

0-CH3; e —-CHy;-S(Ci-Cgalquilo), especialmente -CH,-S-CHs;
Ry e Rs sdo independentemente seleccionados de
hidrogénio, metilo ou um grupo protector, preferencialmente

hidrogénio, e

Ri ¢ um vradical seleccionado das seguintes

B
| §h~&ﬁm ;

ou um sal de um composto de formula I onde um grupo que

estruturas:

forma sal estéd presente.

Os termos gerais utilizados anteriormente prefe-
rencialmente tem dentro do contexto desta descricdo os

seguintes significados, salvo indicacdo em contrario:
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O termo "inferior" significa que o radical
respectivo preferencialmente tem até e incluindo 7, mais

preferencialmente até e incluindo 4 &tomos de carbono.

O alquilo inferior pode ser linear ou ramificado
uma ou mais vezes e tem preferencialmente até e incluindo 7
dtomos de carbono, mais preferencialmente até e incluindo 4
dtomos de carbono. Preferencialmente, o algquilo inferior é
metilo, etilo, n-propilo, isso-propilo, n-butilo, iso-

butilo, terc-butilo ou ainda n-pentilo ou n-hexilo.

Um grupo protector é preferencialmente um grupo
protector padrdo. Se existir um ou mais grupos funcionais,
por exemplo carboxilo, hidroxilo, amino, ou mercapto ou
necessitar de ser protegido num composto de formula I,
porque estes ndo devem tomar parte da reaccdo, estes sdo
grupos gque sdo normalmente utilizados na sintese de
compostos de péptidos, e também de cefalosporinas e
penicilinas, assim como derivados de &cidos nucleicos e

acucares.

0Os grupos protectores podem estar J& presentes
nos percursores e devem proteger os grupos funcionais no
que respeita a reaccdes secundidrias indesejadas, tais como
acilacdo, eterificacdo, esterificacdo, oxidacdes, solvd-
lise, e reaccdes similares. Uma caracteristica dos grupos
protectores ¢é a destes se adaptarem prontamente, i.e. sem
reaccdes secundadrias indesejadas, para remover, tipicamente

por solvdlise, reducdo, fotdlise ou também por actividade
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enzimadtica, por exemplo sob condig¢des anédlogas as condicdes
fisioldgicas, e que estes ndo estdo presentes nos produtos
finais. Os especialistas sabem, ou podem estabelecer
facilmente, qual os grupos protectores que s&o adequados
com as reacc¢des mencionadas aqui anteriormente e dagqui em

diante.

A proteccdo de tais grupos funcionais por grupos
protectores, o0s grupos protectores eles mesmos, € as
reaccdes de remocdo destes estdo descritas por exemplo em
trabalhos de referéncia, tais como J. F. W. McOmie,
"Protective Groups 1n Organic Chemistry", Plenum Press,
London e New York 1973, em T.W. Greene "Protective Groups
in Organic Synthesis", Wiley, New York 1981, em "The
peptides"; Volume 3 (editors: E. Gross e J. Meienhofer);,
Academic press, London e New York 1981, em "Methoden der
Organischen Chemie" (Methods of organic chemistry), Houben
Weyl, 42 edicdo, Volumel5/I, Georg Thieme Verlag, Stuttgart
1974, em H. D. Jakubke e H. Jescheit, "Aminosauren,
peptide, Protein" (Amino acids, peptides, proteins), Verlag
Chemie, Weinheim, Deerfield Beach, e Basel 1982, e em
Jochen Lehmann, "Chemie der Kohlenhydrate; Monosaccharide
und Derivate" (Chemistry of carbohydrates: monosaccharides
and derivatives), Georg Thieme Verlag, Stuttgard 1974. Os
grupos protectores especialmente preferidos s&do grupos
protectores de hidroxilo, tais como terc-butildimetilsililo

ou tritilo.

Ry e Rs sdo preferencialmente hidrogénio.
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A ligacdo ondulada gue comeca no carbono gue
suporta Rz significa que uma ligacdo "a" estd presente na

forma trans ou preferencialmente na forma cis.

Os sais sdo especialmente os sais farmaceu-

ticamente aceitdveis de compostos de férmula I.

Tais sais sdo formados, por exemplo, como sais de
adicdo de 4cidos, preferencialmente com adcidos orgédnicos ou
inorgdnicos, de compostos de férmula I com um &atomo de
azoto béasico, especialmente os sais farmaceuticamente acei-
tadveis. Os A&acidos inorgédnicos adequados sdo, por exemplo,
dcidos de halogéneos, tais como &acido cloridrico, é&cido
sulfarico, ou éacido fosfoérico. Os dcidos orgénicos
adequados sdo por exemplo, acidos carboxilicos, fosfdénicos,
sulfénicos ou &cidos sulfimicos, por exemplo &cido acético,
dcido propidbnico, &cido octandico, é&cido decandico, é&acido
dodecanoico, acido lactico, adcido fumérico, adcido
succinico, &cido adipico, &cido pimelico, &cido suberico,
dcido azelaico, dcido mélico, dcido tartérico, adcido
citrico, aminoédcidos, tais como &cido glutédmico ou é&cido
aspartico, &acido maleico, &cido hidroxi-maleico, &cido me-
tilmaleico, &cido ciclo-hexanocarboxilico, &cido adamanta-
nocarboxilico, &cido benzdéico, &cido salicilico, 4-amino-
salicilico, &cido ftélico, &cido fenilacético, &cido man-
délico, é&cido cindmico, é&cido metano- ou etanossulfénico,
dcido etano-1,2-dissulfdénico, 2-, 3- ou 4-metilbenzenos-

sulfdénico, &cido metil-sulfurico, &cido etil-sulftrico,
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dcido dodecilsulfirico, N-ciclo-hexilsulfédmico, &cido N-
metil-, N-etil- ou N-propil-sulfédmico, ou outros &cidos

orgadnicos protdénicos tais como acido ascdrbico.

Com o objectivo de isolamento ou purificacdo é
também possivel utilizar sais farmaceuticamente né&o
aceitaveis, por exemplo picratos ou percloratos. Para uti-
lizacdo terapéutica, apenas sdo empregues sais farmaceuti-
camente aceitdveis ou compostos livres (quando aplicéveis
na forma de preparacdes farmacéuticas), e estes sdo por

isso preferidos.

No que respeita a prdéxima relacdo entre o0s novos
compostos na forma livre e aqueles na forma de seus sais,
incluindo aqueles sais que podem ser utilizados como
intermedidrios, por exemplo na purificacdo ou identificacéo
de novos compostos, qualquer referéncia aos compostos
livres anteriormente referidos e daqui em diante, deve ser
entendido como referindo-se também aos sais correspon-

dentes, como apropriado e conveniente.

O termo "cerca" em ligacdo com valores numéricos,
e.g. cerca de 2 vezes de excesso molar"™ ou semelhante, é
preferencialmente entendido como significando que o valor
numérico dado pode desviar do numero dado por até 10%, mais
preferencialmente por até + 3%; malis preferencialmente, o

valo numérico é exactamente o valor dado.

Especialmente preferido ¢é ou um composto de

férmula na forma livre I, ou um seu sal.
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Bicactividade: Os composto(s) da invencdo podem

ser utilizados para o) tratamento de uma doenca
proliferativa, especialmente cancro, como cancro dos
pulmdes, especialmente carcinoma de pulmdo de células de
pulmdo qgque néo sdo pequenas, ou da ©prdstata, dos
intestinos, e.g. cancros colorectais, tumores epidermdides,
tais como tumores na cabeca e/ou pescoco, ou cancro da
mama, ou outros cancros como cancros da bexiga, pédncreas ou
cérebro ou melanoma, incluindo especialmente o tratamento
de cancros que sdo multiresistentes a drogas (e.g. devido a
expressdo de p-glicoproteina =P-gp) e/ou reprimidas no

tratamento com paclitaxel (e.g. na forma de TAXOL).

Avaliacdo Bioldgica:

A capacidade dos compostos da presente invencéo
para bloquear a despolimerizacdo de microtubos pode ser

mostrada pelo seguinte ensaio:

Os ensaios de microtubos foram efectuados seguin-
do os procedimentos da literatura e os compostos sinte-
tizados foram avaliados quanto a sua capacidade de formar
microtubos estédveis. Os estudos citotdxicos foram também

efectuados.

Os compostos de férmula I sdo testados para a sua
accdo no ensaio de tubulina utilizando tubulina purificada

com um ensaio desenvolvido para amplificar as diferencas
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entre o0s compostos mais activos do que o Taxol. Verificou-
se que os compostos de férmula I mostraram um nivel elevado
de citotoxicidade e actividade de polimerizacdo de
tubulina, quando comparados com Epotilonas A e B. (Lin et.
al. Cancer Chemother. Pharmacol. 38, 136-140 (1996); Rogan

et. al. Science 244, 994-996c (1984)

Ensaio Colorimétrico de Filtracéao

A proteina tubulina (0,25 mL de 1 mg/mL) ¢é&
colocada num tubo de -ensaio e adiciona-se 2,5 ulL de
composto teste. A amostra é misturada e incubada a 37°C
durante 30 minutos. A amostra (150 ulL) ¢é transferida para
uma placa de filtracdo com tamanho de poro de 0,22 um
hidrofilica Dupore Multiscreen Millipore de 96 pocos que
foi previamente lavado com 200 uL de tampdo MEM sob vacuo.
0O poco é em seguida lavado com 200 ulL de tampdo MEM. Para
corar a proteina retida na placa, adiciona-se 50 uL de
solucdo negra de amido [0,1% naftol azul escuro (Sigma) /45
% metanol/10% &cido acético] ao filtro durante 2 minutos;
em seguida ¢ aplicado novamente o véacuo. Adiciona-se por
duas vezes 200 pL de solucdo que descora o negra de amido
(90% metanol/2% &cido acético) para remover O corante ndo
ligado. O sinal é quantificado pelo método de Schaffner and
Weissmann et. al. Anal. Biochem., 56: 502-514, 1973 como
segue: adiciona-se 200 uL de solucdo eluente (25 mM NaOH-
0,05 mm EDTA-50% etanol) ao poco e a solucdo é misturada
com uma pipeta apds 5 minutos. Seguindo um periodo de 10

minutos de incubacdo a temperatura ambiente, 150 uL da
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solucédo eluente sdo transferidos para o poco da placa de 96
pocos e a absorvancia é medida num Dispositivo Molecular de

Leitor de Microplaca.

As experiéncias de citotoxicidade com linhas de
células 1A9, 1A9PTX10 (o-tubulina mutante), e 1A9PTX22 (-
tubulina mutante) revelaram actividade citotoxica dos
composto de fédrmula I. Tal como as epotilonas de origem
natural 1 e 2, os composto de fédrmula I mostraram uma
actividade significante contra a alterada o-tubulina-
expressa em linhas de células 1A9PTX10 e 1A9PTX22. Para os
compostos de fédrmula I, aos valores preferidos de CI50
(concentracdo onde metade das células do tumor sofre
inibicdo de crescimento em comparacdo com um controlo sem
adicdo de inibidor de férmula I) podem estar no intervalo

de 1 a 1000 nM, preferencialmente desde 1 a 200 nM.

A capacidade dos compostos da presente invencédo

para inibir o crescimento do tumor pode ser mostrada pelos

seguintes ensaios com as seguintes linhas de células:

Ensaio Colorimétrico de Citotoxicidade para filtrar as

Drogas Anti-cancerisnas

Ensaio Colorimétrico de Citotoxicidade utilizado
¢ adaptado de Skehan et.al. (Journal of National Cancer
Inst 82: 1107-1112, 19901). O procedimento proporciona um
método rapido, sensivel, e econdmico para medir o contetdo

de proteina celular de culturas de adesdo e suspensdo em
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placas de microtitulo de 96 pocos. O método é adequado para
as doencas do Instituto Nacional do Cancro orientado para

filtrar a descoberta de drogas anti-cancro.

Em particular, as culturas fixas com acido
tricloroacético s&o coradas durante 30 minutos com 0,4%
(p/v) sulforodamina B (SRB) dissolvida em 1% de &cido
acético. O corante nédo ligado ¢é removido ©por dquatro
lavagens com acido acético a 1%, e o corante ligado a
proteina ¢é extraido com base Tris né&o tamponada 10mM
[Tris (hidroximetil)aminometano] para determinacéo da
densidade éptica num computador com interface, leitor de
placa de microtitulo de 96 pocos. 0Os resultados do ensaio
SRB sdo ndo lineares com o numero de células e com o0s
valores para as medidas de proteina celular pelos ensaios
de Lowry e Bradford com densidades em intervalos desde
escasso subconfluente até multicamada supraconfluente. A
razdo sinal-ruido a 564 nm é aproximadamente 1,5 com 1,000

células por pocgo.

0 ensaio SRB  proporciona um  ponto final
calorimétrico que ¢ ndo destrutivo, estavel indefini-
damente, e visivel a olho nu. Este proporciona uma medicéo
sensivel da citotoxicidade induzida pela droga. A SRB é&
fortemente fluorescente com excitacdo no laser a 488 nm e
pode ser medida quantitativamente no nivel de célula-tnica
por citometria de fluorescéncia estatica (Skehan et. al.

(Journal of National Cancer Inst 82:1107-1112, 19901)).
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Alternativamente, a eficiéncia dos compostos de
férmula I como inibidores de despolimerizacdo de microtubos

pode ser demostrada como se segue:

Sdo preparadas solucdes de estoque dos compostos
teste e guardadas a -20°C. A proteina-microtubule é obtida
a partir do cérebro do porco por dois ciclos de temperatura
dependente despolimerizacdo/polimerizacdo, como descrito
(ver (Weingarten et. al., Biochemistry 1974; 13: 5539-37).
As solucdes de trabalho guardadas de proteina microtubule
(significa tubulina mais microtubuli-proteinas associadas)
sdo guardadas a -70°C. O grau de polimerizacdo de proteina
microtubuli induzida por um composto teste ¢é medida
essencialmente como conhecido na literatura (ver Lin et.
al.; Céncer Chem. Pharm. 1996; 38: 136-140). Rapidamente,
5uL de solucdo estoque de composto teste sdo pré-misturados
na concentracdo 20 vezes a concentracdo final desejada com
45 uL de &gua a temperatura ambiente, e a mistura ¢é em
seguida colocada em gelo. Uma aliquota de solucdo de
trabalho de proteina microtubuli de cérebro de porco é
descongelada rapidamente e em seguida diluida a 2 mg/mL com
gelo 2 x tampdo MEM (200 mL MES, 2mM EGTA, 2mM MgCl2, pH
6,7) (MES = A4cido 2-morfolinocetanosulfdénico , EGTA =
etilenoglicol-bis-2 (2-aminoetil)-tetra-acético). A reaccgéo
de polimerizacdo é em seguida iniciada pela adicdo de 50 uL
de cada vez de proteina microtubuli no composto teste,
seguido de incubacdo da amostra num banho de &gua com
temperatura ambiente. Em seguida as misturas reaccionais

sdo colocadas numa micro-centrifuga Eppendorf e incubadas
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mais 15 minutos a temperatura ambiente. As amostras sdo em
seguida centrifugadas durante 20 minutos a 14000 rpm a
temperatura ambiente para separacdo da proteina microtubuli
polimerizada da né&o polimerizada. Como medida indirecta
para polimerizacdo-tubulina a concentracdo do sobrenadante
(que contém o resto de proteina de microtubo soltvel néo
polimerizada,) ¢é determinada de acordo com o método Lowry
(DC Assay Kit, Bio-Rad Laboratories, hércules, CA), e a
densidade o¢ptica (OD) da reaccdo de cor é determinada a 750
nm num espectrdédmetro (SpectraMax 340, Molecular Devices,
Sunnyvale, CA). As diferencas nos OD entre amostras
tratadas com um composto teste e os controlos tratados com
veiculo sdo comparados com aqueles dos testes de incubacédo
que contém Epotilona B 25 uM (controlos positivos). O grau
de polimerizacdo que ¢é induzido pelo composto teste &
expresso relativamente aos controlos positivos (100%). Por
comparacdo com varias concentragdes pode ser determinada a
EC50 (concentracdo para a dqual se obtém 50% da polime-
rizacdo maxima) para os compostos de formula I o EC50 fica
preferencialmente no intervalo de 1 até 200, preferencial-
mente 1 a 50 uM. A inducdo da polimerizacdo de tubulina do
composto teste de formula I numa concentracdo 5 uM como
percentagem em comparacdo com epotilona B 25 uM fica
preferencialmente no intervalo de 50 a 100%, especialmente

80 a 100%.

A eficiéncia contra células de tumores pode ser

também mostrada da seguinte maneira:
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As solucbdes de estoque de compostos teste de
férmula I (10 mM em DMSO) sdo preparadas e guardadas a -
z20°cC. Células de carcinoma epidermbéide humano KB-31
(multiresistente a drogas, expressdo excessiva Pgp 170) KB-
8511 sdo do Dr M. Baker, Roswell Park Memorial Institute
(Buffalo, NY, USA) (para descricdo ver também Akiyama et.
al., Somat. Cell. Mol. Genetics 11, 117-126 (1985) e Fojo
A. Et. al., Cancer Res. 45, 3002-3007 (1985) - KB-31 e KB-
8511 ambos s&do derivados de linhas de células KB (América
Type Culture Collection) e s&o células de carcinomas
epiderméides humanos as células. As células KB-31 podem ser
cultivadas em monocamadas utilizando soro de bovino (M. A.
Bio-products), L-glutamina (Flow), penicilina (50 unida-
des/mL) e esteptomicina (50 pg/mL (Flow); estas em seguida
crescem com uma taxa duas vezes superior em cerca de 22
horas, e a eficiéncia relativa do seu plagqueamento fica em
cerca de 60%. As células KB-8511 s&do uma variante derivada
de uma linha de células KB-31 que foi obtida por tratamento
em ciclos com colchicina, e apresenta uma resisténcia 40
vezes superior contra a colchicina em comparacdo com as
células KB-31). As células sdo incubadas a 37°C numa
incubadora com 5% de CO; v/v e a 80% de humidade atmosféri-
ca relativa em meios MEM alfa gque contém ribonucledsidos e
desoxiribonucledsidos (Gibco BRL), complementado com 10 IU
de penicilina, 10 upg/mL streptomicina e 5% de soro fetal de
bovino. As células sdo espalhadas numa quantidade de 1,5 x
10° células/poco em placas de microtitulo de 96 pocos e
incubadas de um dia para o outro. Véarias diluicdes dos

compostos teste no meio de cultura sdo adicionadas no dia
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1. As placas sdo em seguida incubadas por um periodo de
mais quatro dias, ao fim dos quais as células sdo fixadas
utilizando glutaraldeido 3,3% lavadas com &gua e finamente
coradas com 0,05 % p/v de azul de metileno. Apds mais uma
lavagem, o corante ¢é eluido com HCl1 a 3% e a densidade
bptica a 665 nm é medida com um SpectaMax 340 (Molecular
Devices, Sunnyvale, CA). os valores de CI50 s&do deter-
minados por ajuste matemdtico dos dados as curvas utili-
zando o programa SoftPro2.0 (Molecular Devices, Sunnyvale,

CA) e a férmula

[ (OD tratado)-(OD de partida)]/[(OD controlo)- (0D partida) ]1x100.

A CI50 ¢é definida como a concentracdo de um
composto teste no fim do periodo de incubacdo gque conduz a
50% do numero de células em comparacdo com controlos sem
composto teste (concentracdo a metade da inibicdo de
crescimento méaxima das células). Os compostos de fédrmula I
apresentam preferencialmente aqui CI50 no intervalo desde
0,1 x 10-9 até 500 x 1077 M, preferencialmente entre 0,1 e

60 nM.

Os testes comparédveis podem também ser efectuados
com outras linhas de c¢élulas tumorais, tais como A459
(plumdo; ATCC CCL 185), NCIlH40 (plumido), Colo 205; ATCC N°
CCL 222) (HCT-15 (colon; ATCCCCL 225 - ATCC = American Type
Culture Collection (Rockville, MD, USA)), HCT-116 (cdélon),
Duld45 (prostata; ATCC No. HTB 81; ver também Cancer Res.

37, 4049-58 [1978]), PC-3M (derivados insensiveis a
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hormona-prostata do Dr. I. J. Fidler (MD Anderson Cancer
Center, Houston, TX, USA) e derivados de PC-3 que ¢é uma
linha de c¢élulas disponivel a partir de ATCC (ATCC CRL
1435), MCF-7 (mama; ATCC HTB 22) ou MCF-7/ADR (mama, multi-
resistente a drogas; para descricdo ver Blobe G. C. et.
al., J. Biol. Chem. (1983), 658-664; a linha de células ¢
altamente resistente (360- a 3400 vezes) a doxorubicina e
alcaldéides Vinca comparadas com células MDR-7 "tipo
desordenado") para as quais foram obtidos resultados
semelhantes como células KB-31 e KB-8511. os compostos de
formula I apresentam preferencialmente agqui CI50 num
intervalo desde 0,1 x 1077 até 500 x 107°M, preferen-

cialmente entre 0,1 e 60 nM.

Com base nestas propriedades, os compostos de
formula I (também os seus sais) s&do apropriados para o
tratamento de doencas proliferativas, tais como doencas
tumorais, incluindo também metdstases quando presentes, por
exemplo em tumores sdélidos, tais como tumor dos plumdes,
cancro da mama, cancro colo-rectal, cancro da prostata,
melanoma, tumor cerebral, tumor do péncreas, tumor da
cabeca e pescocgo, cancro da bexiga, neuroblastoma, tumor da
faringe, ou também de doencas proliferativas de células do
sangue, tais como leucemia, ou ainda para o tratamento de
outras doencas que respondem ao tratamento com inibidores
de despolimerizacdo de microtubos, tais como psoriase. Os
compostos de férmula I, ou seus sais, sdo também apropria-
dos para cobertura de implantes médicos (Gteis na
profilaxia de restenosis) (ver WO 99/16416, prioridade 29
Setembro de 1997).
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A actividade in vivo de um composto da invencédo

pode ser demonstrada com o seguinte modelo animal:

Ratinhos fémea ou macho BALB nu/nu (atimicos) sé&o
mantidos em condig¢des esterilizadas (10 a 20 ratinhos por
gaiola Tipo III) com livre acesso a comida e &agua. O peso
do ratinho estd entre 20 e 25 g na altura do implante do
tumor. Os tumores sdo estabelecidos por injeccdo subcutéanea
de células (minimo 2 x 10° células em 100 uL PBS ou meio)
num ratinho veiculo (4-8 ratinhos por linha de células). Os
tumores resultantes sdo passados em série num minimo de
trés implantes consecutivos antes de se iniciar o trata-
mento. 0Os fragmentos do tumor (aproximadamente 25 mg) séo
implantados s.c. no flanco esquerdo dos animais com uma
agulha trocanter calibre-13 enquanto o ratinho é exposto a

anestesia com Forene (Abbot, Switzerland).

O crescimento do tumor e o peso corporal é moni-
torizado uma a duas vezes por semana. Todos os tratamentos
sdo administrados intravenosamente (i.v.) e sdo iniciados
quando um volume médio de tumor se aproxima de 100 a 250
mm®, dependendo do tipo de tumor. Os volumes do tumor s&o
determinados utilizando a férmula (L x D x m) /6 (ver Cancer
Chemother. Pharmacol. 24: 184-154, [1989]. 0Os tratamentos
com epotilonas de férmula I variam a dose e a frequéncia de
administracdo. 0Os agentes de comparacdo sdo administrados

de acordo com o regimen de tratamento optimos previamente

determinados. Adicionalmente as alteracdes presentes nos
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volumes de tumor no decorrer do tratamento, actividade
anti-tumor é expressa como T/C% (aumento do volume médio do
tumor doas animais tratados dividido pelo aumento do volume
médio de tumor nos animais de controlo multiplicado por
100). A regressdo do tumor (%) representa o volume médio

mais pequeno do tumor no inicio do tratamento, de acordo

com a férmula de regressdo (%) = (1-Vfim/Vinicio)x100 (Vfim
= média do volume final de tumor), Vinicio = volume médio

do tumor no inicio do tratamento.

Com este modelo, o efeito inibitdério de um
composto da 1invencdo no crescimento e.g. dos tumores
derivam da seguinte linha de células que podem ser tes-

tadas:

Linha de células HCT-15 de adenocarcinona colo-
rectal humano (ATCC CCL 225) é da coleccdo de culturas tipo
americana (Rockville, MD, USA), e as células sdo cultivadas
in vitro como recomendado pelo fornecedor. HCT-15 & uma
linha de células semelhante a epiteliais (Cancer Res. 39:
1020-25 [1979]) que é multi-resistente a drogas devido a
expressdo excessiva de P-glicoproteina (P-gp, gpl70, MDR-1;
Anticancer Res. 11: 1309-12 [1991]; J. Biol. Chem. 264:
18031-40 [1989]; Int. J. Céncer 1991; 49: 696-703 [1991]) e
mecanismos de resisténcia dependente de glutationa (Int. J.
Cancer 1991; 49: 688-95 [1991]). A linha de células Colo
205 é também uma linha de células de carcinoma do cdélon
humano (ATCC N° CCL 222; ver também Cancer Res. 38, 1345-55

[1978] qgque foi isolada do fluido ascitico de um paciente,
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apresenta morfologia semelhante a células epiteliais e é
geralmente considerada como sendo sensivel a drogas. A
linha de células humanas de cancro da prostata independente
de androgénio ¢é utilizada para estabelecer modelos
subcutadneos e ortotdépicos em ratinhos. O carcinoma da
prostata metastdtico humano PC-3M é obtido a partir do Dr
I. J. Fidler (MD Anderson Céancer Center, Houston, TX, USA)
e é cultivado em meio Ham F12K suplementado com 7% v/v FBS.
A linha de células PC-3M é o resultado do isolamento de
metastases do figado produzidas num ratinho atimico
subsequente a uma injeccdo intrasplénica de células PC-3
[ATCC CRL 1435; American Type Culture Collection
(ROckville, MD, USA)], e estas podem crescer em meio Eagle
MEN suplementado com 10% de soro fetal de bovino, piruvato
de sdédio, aminocdcidos ndo essenciais, L-glutamina, uma

solucdo dupla de vitamina (Gibco Laboratories, Long Island,

N. Y.) e penicilina- estreptomicina (Flow Laboratories,
Rockville, Md.). A linha de células PC-3M & insensivel a
hormonas (isto ¢, presumivelmente deriva da linha de

células PC-3M). A PC-3M é uma linha de células disponivel a
partir de ATCC (ATCC CRL 1435) e corresponde a um
adenocarcinoma prostatico de grau IV isolado de um homem de
raca caucasiana de 62 anos de idade; as células exibem
baixa actividade de 4&acido fosfatase e testoterona-5-a-
redutase. As células sdo guase tripldéides com um numero
nodal de 62 cromossomas. Ndo podem ser detectados cromosso-
mas normais Y pela andlise de banda-Q. O acenocarcinoma do
plumdo A549 (ATCC CCL) 185; isolado como cultura extraida
do tecido do carcinoma do plumdo de uma mulher de raca

caucasiana de 58 anos); mostra morfologia epitelial e pode
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sintetizar lecitina com uma percentagem de &cidos gordos
insaturados utilizando o mecanismo de citidina difosfoco-
lina; um cromossoma marcador subtelocéntrico envolvendo o
cromossoma 6 € o braco longo do cromossoma 1 € encontrado
em todas as metafases. O carcinoma humano da mama ZR-75-1
(ATCC CRL 1500; isolado de um efusdo ascitica maligna de
uma mulher de raca caucasiana de 63 anos de idade com
carcinoma de infiltracdo ductal); é de origem epitelial
maméria; as células possuem receptores de estrogeneo e
outras hormonas esteroides e tem um numero de cromossoma
hiper-tripldéide. Uma linha de células KB-8511 de carcinoma
(boca) epidermal humano (uma linha de células de expresséao
excessiva P-gp derivado de linha de células carcinoma KB-31
(boca) epidermdéide I é obtida pelo Dr. R. M. Baker, Roswell
Park Memorial Institute (Buffalo, N. Y., USA) (para
descricédo ver Akiyama et. al.; Somat cell. Mol. Genetics
11, 117-126 (1985) e Fojo A., et. al. Cancer Res. 45, 3002-
3007 (1985))e é cultivada como descrito previamente (Meyer,
T., et. al. Int. J. Cancer 43, 851-856 (1989)). As células
KB-8511, como KB-30, sdo derivadas da linha de células KB
(ATCC) e sdo células de carcinoma epidermal humanas; as
células KB-31 podem crescer em monocamada utilizando um
meio de Dulbecco Eagle modificado (D-MEM) com 10% de soro
fetal de bovino (M.A. Bioproducts), L-glutamina (Flow),
penicilina (50 wunidades/mL) e esteptomicina (50 mg/mL
(Flow); estas podem em seguida crescer com o dobro do tempo
de 22h, e a sua eficiéncia de plagueamento relativa €& de
aproximadamente 60%. As células KB-8511 s&o uma linha de
células derivadas da 1linha de células KB-31 através da

utilizacdo de ciclos de tratamento com colchicina; mostra
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cerca de 40 vezes de resisténcia relativamente & resis-
téncia contra colchicina quando comparadas com células KB-

31; podem crescer nas mesmas condicdes das KB-31."

Solubilidade: A solubilidade em &agua ¢é deter-

minada como se segue; por exemplo: os compostos de férmula
I, ou o0s seus sais, s&do agitados com &gua a temperatura
ambiente até ndo se dissolver mais composto (cerca de 1 h).
As solubilidades encontradas s&do preferencialmente entre

0,01 e 1% em peso.

Dentro dos grupos dos compostos preferidos de
formula I anteriormente mencionados, as definicgdes dos
substituintes a partir das definic¢cdes gerais mencionadas
anteriormente podem ser utilizadas <razoavelmente, por
exemplo, para substituir definicdes gerais com mais
definicdes especificas ou especialmente com definicdes

caracterizadas como sendo preferidas.

A invencdo também se relaciona preferencialmente
com um composto de férmula I onde R, estd ausente ou é
oxigénio; "a" pode ser ou uma ligacdo simples ou uma
ligacdo dupla; "b" pode ser ou ausente ou ser uma ligacéo
simples; e "e¢" pode ser ou estar ausente ou ser uma ligacéo
simples, com a condicdo de se Ry é oxigénio entdo "b" e "c"
sdo ambos uma ligacdo simples e "a" ¢ uma ligacdo simples;
se Ry estd ausente entdo "b" e "e¢" estdo ausentes e "a" é
uma ligacdo dupla; e se "a" é uma ligacdo dupla, entdo Ry,

"b" e "e" estdo ausentes,
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R; & um radical seleccionado de um grupo consis-
tindo de algquilo inferior, especialmente metilo, etilo, n-
propilo, iso-propilo, n-butilo, isobutilo, terc-butilo, n-
pentilo, n-hexilo; -CH=CH,; -C=CH; -CHyF; -CH,Cl; CH,-OH;
-CH,-0-(C1-Cg-algquilo), especialmente -CH,-0O-CH;; e -CHy-S-

(C1-Cg—alquilo); especialmente -CH,-S-CHs;

Ry e Rs sdo independentemente seleccionados de
hidrogénio, metilo ou um grupo protector, preferencialmente

hidrogénio, e

Ri é um radical seleccionado das estruturas

Es}w SCH

TN

seguintes

ou um seu sal onde um ou mais grupos que formam sais estéo

presentes.

A invencé&o mais especificamente também  se

relaciona com um composto de fdérmula Id

{ic}
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onde A ¢é etilo, fluorometilo, metoxilo, metiltio ou etenilo
(-CH=CH;) e D ¢ hidrogénio, fluoro, hidroxilo ou metilo,

especialmente hidrogénio.

A invencdo mais especificamente também  se

relaciona com um composto de fédrmula Te

onde A ¢ etilo, fluorometilo, metoxilo, metiltio ou etenilo

(-CH=CH;) e D é hidrogénio, fluoro, hidroxilo ou metilo.

A invencdo mais especificamente relaciona-se com
os compostos de fédrmula I dado nos exemplos, ou seus sais
farmaceuticamente aceitédveis onde um ou mais grupos que

formam sais estdo presentes.

Mais preferencialmente, a invencdo relaciona-se
com um composto seleccionado de um grupo consistindo de
composto 18b (ver Exemplo 2), composto 19b (ver Exemplo 2),
ou um seu sal farmaceuticamente aceitdvel se um ou mais

grupos que formam sais estiverem presentes.

Os compostos da invencdo podem ser sintetizados
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utilizando métodos em analogia com métodos conhecidos na

técnica, preferencialmente por um método caracterizado por:

a) reaccdo de um iodeto de férmula II,

{1}

onde Ry, Rs, Rs;, Rs, a, b e ¢ e a ligacdo ondulada tem os
significados dados para a formula I, com um composto de

estanho de férmula III,

Ri-5Sn(R)3 (III)

onde R; tem o significado dado para a formula I e R ¢

alquilo inferior, especialmente metilo ou n-butilo, ou

b) reaccdo de um composto de estanho de fér-

mula IV

onde Ry, Rs, Rys, Rs, a, b e ¢ e a ligacdo ondulada tém os
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significados dados para a formula I, com um iodeto de
férmula V

R:-1I (V)

onde Ry tem o significado dado para a formula I;

e, se desejavel, um produto resultante de férmula I &
convertido num composto diferente de fédrmula I, um composto
livre de férmula I ¢é convertido num sal do composto de
férmula I, e/ou um sal resultante de um composto de férmula
I é convertido num composto de férmula I livre ou num sal
diferente de um composto de férmula I, e/ou uma mistura
estereoquimica de compostos de fédrmula I € separado nos

isbébmeros correspondentes.

Descricdo detalhada das condicdes dos processos preferidos

Em todos os materiais de partida, sempre gue
requerido, grupos funcionais que nédo devem participar na
reacgao estdo protegidos por grupos protectores,
especialmente grupos protectores padréo. Os grupos
protectores, a sua introducdo e clivagem sdo conhecidas na
técnica, por exemplo, eles estdo descritos em referéncias

padrdo acima mencionadas.

Reaccédo a): A reaccdo (um acoplamento de Stille
(melhorado preferencialmente)) tem preferencialmente lugar
em condicdes padrdo; mais preferencialmente, a reaccdo tem

lugar (1) num solvente apropriado, e.qg. tolueno, a
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temperaturas elevadas, especialmente cerca de 90 até cerca
de 100°C, preferencialmente com um excesso de um composto
de estanho de férmula III, preferencialmente em 1,1 até 3-,
e.g. 1,5- até 2- vezes de excesso molar; e uma quantidade
catalitica, preferencialmente de cerca de 1 até 30%,

preferencialmente 5 até 10%, de Pd(PPhs),; ou

ii) num solvente apropriado, e.g. dimetilformamida (DMF), a
temperaturas desde 10 até 40°C, especialmente a 25°C,
preferencialmente com um excesso de um composto de estanho
de férmula III, preferencialmente num excesso molar de 1,1
até 3-, e.g. o excesso molar de 1,5- até 2,3; na presenca
de uma quantidade catalitica, preferencialmente de 10 até
50 %, especialmente 20 até 30%, de Pd(MeCN),Cl,. As
condicdes alternativas para este acoplamento também
compreende a utilizacdo dos seguintes reagentes e/ou

condicbes:

(iii) 2-tiofenocarboxilato de cobre, N-metil-2-pirrolidina.

(iv) PdCl,; (MeCN), (cat.), DMF, 50-150°C (com ou sem adicéo

de uma base terceéaria).

(v) Pd(PPhz),/Cul (cat), DMF, 50-150°C (com ou sem adicdo

de uma base terceéaria).

Reaccdo b): a reaccdo (um acoplamento de Stille
melhorado) preferencialmente tem lugar em condicdes padréo;

mais preferencialmente, a reaccdo tem lugar num solvente
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apropriado, especialmente DMF, a temperaturas desde 50 até
100°C, preferencialmente desde 85 até 85°C, preferencial-
mente com um excesso de iodeto de fédrmula V, na presenca de
uma quantidade catalitica de AsPhs;, preferencialmente cerca
de 0,4 equivalentes, Cul, preferencialmente cerca de0,1
equivalentes, e PdCl,(MeCN),, preferencialmente cerca de

0,2 equivalentes.

Especialmente preferidas sédo as condicdes

reaccionais mencionadas nos exemplos.

Conversdo de compostos/sais

Compostos de férmula I podem ser convertidos em
diferentes compostos de férmula I por métodos padrdo ou

métodos novos.

Por exemplo, um composto de férmula I onde R,
estd ausente, b e ¢ estdo ausentes e a é uma ligacédo dupla,
e outras unidades sdo descritas para compostos de férmula
I, podem ser convertidos no correspondente epdxido onde Ry
¢ 0O e b e ¢ estdo presentes enquanto a é uma ligacédo
simples. Preferencialmente, a epoxidacdo tem lugar na pre-
senca de (+)-D-tartarato de dietilo ((+)-DET) (preferen-
cialmente cerca de 0,5 equivalentes), Ti(i-Pr0Q), (preferen-
cialmente cerca de 0,5 equivalentes), hidroxiperdxido de
terc-butilo (preferencialmente cerca de 2,2 egquivalentes) e
peneiros moleculares, especialmente peneiros moleculares de

4 A, num solvente apropriado, e.g. diclorometano e opcio-
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nalmente um alcano, tal como decano, a baixa temperatura,
preferencialmente -78 até 0°C, especialmente cerca de

-40°C;

Ou na presenca de perdxido de hidrogénio (prefe-
rencialmente cerca de 30 equivalentes), acetonitrilo (pre-
ferencialmente cerca de 60 equivalentes), uma base, espe-
cialmente KHCOs; (preferencialmente cerca de 10 equiva-
lentes) num solvente apropriado, e.g. um alcool, preferen-
cialmente metanol, a temperaturas preferidas entre 10 e

40°C, e.g. a cerca de 25°C.

Um composto de férmula I onde Rz € hidroximetilo
pode ser convertido num composto de fdérmula I onde Ry é
fluorometilo, e.g. tratamento com DAST (preferencialmente
1,05 até 1,4 equivalentes) num solvente apropriado, e.g.
diclorometano, a baixa temperatura, preferencialmente de
-95°C até 0°C, especialmente a cerca de -78°C. DAST ¢é de

dimetilamino-sulfurotrifluoreto

Um composto de fédrmula I onde R; é iodometilo
pode ser convertido num composto de férmula I onde R; é
metilo, e.g. por tratamento com cianoboro-hidreto (prefe-
rencialmente cerca de 10 equivalentes) em HMPA (triamida-
hexametilfosfdérico) a temperaturas elevadas, e.g. a 40 até

45°C.

Outras conversdes podem ser efectuadas de acordo

com procedimentos conhecidos, e.g. aqueles dados no Pedido
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de Patente PCT WO 98/25929, o qual é aqui incorporado por

referéncia.

Os sais de um composto de fédrmula I com um grupo
que forma um sal pode ser preparado numa maneira conhecida
per se. 0s sails de adicdo éacida de compostos de férmula I
podem assim ser obtidos por tratamento com um &cido ou com

um reagente adequado de troca de aniédo.

Os sais podem ser convertidos em compostos
livres, e.g. por tratamento com agentes béasicos adequados,
por exemplo com carbonatos de metais alcalinos, hidro-
genocarbonatos de metais alcalinos, ou hidrdéxidos de metais
alcalinos, tipicamente carbonato de potédssio ou hidréxido

de sédio.

Os compostos livres resultantes podem entdo, se
desejavel, ser convertidos em diferentes sais como descrito

para a formacdo de sais a partir de compostos livres.

As misturas esterioisoméricas, e.g. misturas de
diastereoisdmeros, podem ser separadas nos seus 1isdmeros
correspondentes de um modo conhecido per se através de
métodos de separacéo adequados. As misturas
diastereoisoméricas por exemplo podem ser separadas nos
seus diastereoisomeros individuais por cristalizacéo
fraccionada, cromatografia, distribuicdo de solventes, e
procedimentos semelhantes. Esta separacédo pode ter lugar ou

ao nivel do material de partida ou mesmo num composto de
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férmula I. Os enantidmeros podem também ser separados
através da formacdo de sais diastereoisoméricos, por
exemplo por formacdo de sais com um enantidmero &acido
quiral - puro, ou através de cromatografia, por exemplo por

HPLC, utilizando substratos com ligandos quirais.

Materiais de partida

Os materiais de partida e intermedidrios séo
conhecidos na técnica, comercialmente disponivel, e/ou
preparado de acordo com métodos conhecidos na técnica ou em

seus analogos.

Os compostos de fdérmula II e férmula IITI podem,
por exemplo, ser sintetizados como descrito no pedido de
patente PCT WO 98/25929, que ¢ agui incorporada por
referéncia, ou como descrito ou em analogia com os métodos

nos exemplos.

Os compostos de formula IV sdo acessiveis por
reaccdo dos regpectivos compostos de formula II, por
exemplo por reaccdo de um composto de férmula II com
(Rg) Sny, onde R é alquilo inferior, especialmente metilo ou
n-butilo, na presenca de uma base de azoto, e.g. base
Hinig, e na presenca de quantidades cataliticas (preferen-
cialmente <cerca de 0,1 equivalentes) de Pd(PPhs); num
solvente apropriado, e.g. tolueno, a temperaturas elevadas,

e.g. 30 até 90°C, especialmente 80 até 85°C.
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Os iodetos de férmula V gdo conhecidos e podem
ser obtidos de acordo com procedimentos da literatura, ou
podem estar disponiveis comercialmente. Por exemplo, 2-
iodo-6-metil-piridina pode ser obtido de acordo com Klei,
E.; Teuben, J. H., J. Organomet. Chem. 1981, 214, 53-064; 2-
iodo-5-metilpiridina de acordo com Talik, T.; Talik, Z.
Rocz. Chem. 1968, 42, 2061-76, Yamamoto, Y.; Yanagi, A.
Heterocycles 1981, 16, 1161-4 ou Katritzky, A. R.; eweiss,
N. F.; Nie, P.-L. JCS, perkin Trans I 1979, 433-5. Os
compostos hidroxi-substituidos de férmula V correspondentes
estdo disponiveis por exemplo por oxidacdo do metilo dos
grupos 1odeto mencionados acima com Se0, e reducgédo
subsequente, e.g. com NaBH, ou DIBALH) de um aldeido ou por
oxidacdo do grupo metilo para formar o &cido (por exemplo

KMnO,4) e reducdo subsequente do éster e.g. com DIBAL.

Preferencialmente, materiais de partida novos ou
conhecidos e intermedidrios podem ser preparados de acordo
com ou por analogia com os métodos descritos nos exemplos,
onde as quantidades, temperatura e as resgspectivas reaccdes
semelhantes podem ser modificadas, e.g. por variacdo num
intervalo de +99%, preferencialmente +25%, e podem ser

utilizados outros solventes e reagentes apropriados.

A invencdo também se relaciona com todos os
intermediérios, especialmente aqueles mencionados nos

Exemplos.
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Preparacdes Farmacéuticas

A presente invencdo também se relaciona com a
utilizacdo de um composto de férmula I para manufactura de
uma formulacdo farmacéutica para utilizar contra doencas
proliferativas como definido acima; ou com uma formulacéo
farmacéutica para o tratamento da referida doenca prolife-
rativa compreendendo um composto da invencdo e um veiculo

farmaceuticamente aceitéavel.

Os compostos de férmula I sédo daqui em diante

chamados de principio activo.

A invencdo relaciona-se também com uma composicéo
farmacéutica que ¢ adegquada para administracdo num animal
de sangue quente, especialmente em humanos, para o trata-
mento de uma doenca proliferativa como definido anterior-
mente, compreendendo uma quantidade de um principio activo,
que ¢ eficaz para o tratamento da referida doenca prolife-
rativa, Jjuntamente com pelo menos um veiculo farmaceu-
ticamente aceitavel. As composicdes farmacéuticas de acordo
com a invencdo sdo agquelas para administracdo parentérica,
tal como nasal, rectal ou oral, preferencialmente parenté-
rica, tal como administracdo intramuscular ou intravenosa,
administracdo a um animal de sangue guente (humano ou
animal) que compreende uma dose eficaz de um principio
activo farmacologicamente, sozinho ou juntamente com uma
quantidade significante de um veiculo farmaceuticamente
aceitavel. A dose do principio activo depende das espécies

de animal de sangue guente, do peso corporal, da idade e do
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estado de saude do individuo, dados farmaco-cinéticos do
individuo, da doenca a ser tratada e do modo de
administracdo; preferencialmente, a dose é uma ou as doses
preferidas como definido abaixo, sendo ajustadas apropria-

damente quando se pretende tratamento pedidtrico

As composicdes farmacéuticas compreendem cerca de
0,00002 até cerca de 95%, especialmente (e.g. no caso de
diluicdes de infusdo que estdo prontas a utilizar) de
0,0000 até 0,02%, ou (por exemplo no caso de infusdes con-
centradas) desde cerca de 0,1% até cerca de 95%, prefe-
rencialmente desde cerca de 20% até cerca de 90%, principio
activo (peso por peso, em cada caso). As composicdes farma-
céuticas de acordo com a invencdo podem ser, por exemplo,
na forma de dose Unica, tal como em formas de ampolas,

frascos, supositérios, drageias, comprimidos ou capsulas.

As composicdes farmacéuticas da presente invencéo
sd0 preparadas numa maneira conhecida per se, por exemplo
por meio de processos de dissolucdo convencional, liofi-

lizacdo, mistura, granulacdo ou processos de confeccédo.

As solucdes do principio activo, e também
suspensdes, e especialmente solucdes aguosas isotdnicas ou
suspensdes, sdo preferencialmente wutilizadas, sendo se
possivel, por exemplo no caso de composicdes liofilizadas
que compreendem o principio activo sozinho ou Jjuntamente
com um veiculo farmaceuticamente aceitével, por exemplo
manitol, para as solucdes ou suspensdes a serem preparadas

antes de ser utilizadas. As composicdes farmacéuticas podem
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ser esterilizadas e/ou podem compreender excipientes, por
exemplo preservativos, estabilizantes, molhantes e/ou
agentes emulsionantes, solubilizantes, sais para regulacéo
da pressdo osmbética e/ou tampdes, e sdo preparadas de uma
maneira per se, por exemplo através de processos de
dissolucdo convencional ou liofilizacdo. As referidas
solucdes ou suspensdes podem compreender substidncias para
aumentar a viscosidade, tais como carboximetilcelulose de
sédio, carboximetilcelulose, dextran, polivinilpirrolidinba

ou gelatina.

As suspensdes em 6leo compreendem como componente
6leo o0s Oleos vegetais, sintéticos ou semi-sintéticos
habituais para fins de injecc¢do. Podem ser mencionados como
tal especialmente esteres de &4cidos gordos 1liquidos gue
contem como componente acido um acido gordo de cadeia longa
com desde 8 até 22, especialmente desde 12 até 22, atomos
de carbono, por exemplo acido laurico, acido trideciclico,
4dcido miristico, &cido pentadeciclico, é&cido palmitico,
dcido marggarico, é&cido esteédrico, &cido araquidico, é&cido
beénico ou o0s correspondentes 4cidos insaturados, por
exemplo &cido oleico, é&cido elaidico, &cido erucico, é&cido
brasidico ou &cido 1linoleico, se desejavel com adicdo de
antioxidantes, por exemplo vitamina E, betacaroteno ou 3,5-
di-terc-butil-4-hidroxitolueno. O componente &lcool dos
esteres daqueles acidos gordos tem um maximo de 6 atomos de
carbono e é um mono- ou pli-hidroxilo, por exemplo um
mono-, di- ou tri-hidroxilo, &lcool, por exemplo metanol,
etanol, propanol, butanol ou pentanol ou o0s seus isdmeros,

mas especialmente glicol e glicerol.
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A injeccdo ou composicdes de infusdo compreendem
um principio activo e um solvente orgadnico farmaceu-

ticamente aceitével.

Preferida ¢ uma formulacdo de infusdo compreen-
dendo um componente activo e um solvente orgdnico farma-

ceuticamente aceitéavel

O solvente farmaceuticamente aceitéavel utilizado
na formulacdo de acordo com a invencdo pode ser escolhido
de qualguer solvente orgédnico conhecido na técnica. Prefe-
rencialmente o solvente é seleccionado de um &lcool, e.qg.
etanol absoluto ou etanol/&gua, mais preferencialmente 70%
etanol, polietilenoglicol 300, polietilenoglicol 400,
polipropilenoglicol ou N-metilpirrolidina, mais preferen-
cialmente polipropilenoglicol ou 70% etanol ou polietileno-

glicol 300.

O componente activo pode preferencialmente estar
presente na formulacdo numa concentracdo de cerca de 0,01
até cerca de 100 mg/mL, mais preferencialmente cerca de 0,1
até cerca de 100 mg/ml, ainda mais preferencialmente cerca
de 1 até cerca de 10 mg/mL (especialmente em concentrados

de infusé&o)

O componente activo pode ser utilizado como
substdncia pura ou como uma mistura com outro componente

activo. Quando utilizado como substancia pura é preferen-
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cialmente empregar uma concentracdo de componente activo de
0,01 até 100, mais preferencialmente 0,05 até 50, mais
preferencialmente ainda 1 até 10 mg/mL (este numero é
referéncia especialmente para um concentrado de infuséo
que, antes do tratamento, é diluido de modo adequado, ver

abaixo) .

Tais formulacdes sdo convenientemente guardadas
em frascos ou ampolas. Tipicamente os frascos ou ampolas
sdo feitos de vidro, e.g. vidro borosilicato ou cal sodada.
Os frascos ou ampolas podem ter qualquer volume convencio-
nal na técnica, preferencialmente eles tem um tamanho
suficiente para acomodar 0,5 até 5 mL de formulacdo. A
formulacdo é estavel por periodos de armazenamento de 12

até 24 meses a temperaturas de pelo menos 2 a 8°C.

As formulacdes podem ser diluidas num meio agquoso
adequado para administracdo intravenosa antes da formulacédo

do componente activo ser administrada ao paciente.

A solucédo de infusdo preferencialmente deve ter
a mesma ou essencialmente a mesma pressdo osmdética do
fluido do <corpo. Deste modo, o meio aquoso contém
preferencialmente um agente isotdénico que tem o efeito de
manter a pressdo osmbdética da solucdo de infusdo na mesma ou

essencialmente a mesma do fluido do corpo.

O agente isotdénico pode ser seleccionado que
qualgquer um dos conhecidos na técnica, e.g. manitol, dex-

trose, glucose e cloreto de sdé6dio. Preferencialmente o
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agente isotdénico é glucose ou cloreto de sddio. Os agentes
isoténicos podem ser utilizados em quantidades que
transmitem a uma solucédo de infuséao a mesma ou
essencialmente a mesma pressdo osmética como fluido do
corpo. As quantidades precisas necessarias podem ser
determinadas por experimentacdo de rotina e dependerd da
composicdo da solucdo de infusdo e da natureza do agente
isoténico. A seleccdo de um agente isotdnico particular é

efectuada tendo em conta as propriedades do agente activo.

A concentracdo do agente isotdénico no meio aquoso
depende da natureza do agente isotédénico particular. Quando
a glucose é utilizada é preferencialmente utilizado numa
concentracdo de desde 1 até 5% m/v, mais particularmente 5%
m/v. Quando o agente isotdénico ¢é cloreto de sdbdbdio ¢é

o

preferencialmente empregue em quantidades até 1% m/v, em

particular 0, 9% m/v.

A formulacdo de infusédo pode ser diluida com meio
aquoso. A quantidade de meio aquoso empregue como diluente
¢ escolhida de acordo com a concentracdo desejada do
componente activo na solucdo de infusédo. Preferencialmente
a solucdo de infusdo ¢é efectuada por mistura num frasco ou
ampola de concentrado de infusdo anteriormente mencionado
com um meio aquoso, perfazendo o volume entre 20 mL até 200
mL, preferencialmente entre cerca de 50 até cerca de 100

mL, com meio aquoso.

As solucgbes de infusdo podem conter outros
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excipientes vulgarmente empregues em formulagdes a serem
administradas intravenosamente. O0s excipientes incluem
antioxidantes. As solucdes de infusdo podem ser preparadas
por mistura de uma ampola ou frasco da formulacdo com um
meio aquoso, e.g. uma solucdo a 5% m/v de glucose em WFI ou
especialmente 0,9% de solucdo de cloreto de sbédio num
contentor adequado, e.g. um saco de infusdo ou garrafa. A
solucdo de infusdo, uma vez formada, ¢é preferencialmente
utilizada imediatamente ou dentro de um curto periodo de
tempo de se formada, e.g. dentro de 6 horas. Os contentores
para guardar as solucdes de infusdo devem ser escolhidos de
qualquer contentor convencional que € n&do reactivo com a
solucdo de infusdo. Os contentores de vidro feitos daqueles
vidros anteriormente mencionados sdo adequados apesar de
serem preferivel a utilizacdo de recipientes de pléastico,

e.g. sacos pléasticos de infuséo.

A invencdo também se relaciona com um método de
tratamento de um animal de sangue dJguente, especialmente
humanos, que estd com necessidade de tal tratamento,
especialmente de tratamento de uma doenca proliferativa,
compreendendo a administracdo de um composto de férmula I,
ou um seu sal farmaceuticamente aceitdvel, ao referido
animal de sangue guente, especialmente humano, numa
quantidade que ¢é suficiente para o referido tratamento,

especialmente eficaz contra doencas proliferativas.

As formas de dosagem podem ser convenientemente
administradas intravenosamente numa dosagem de desde 0,01

mg até 100g/m?’ de componente activo, preferencialmente
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desde 0,1 até 20 mg/n@ de componente activo. A dosagem
exacta requerida e a duracdo da administracdo dependem da
gravidade do estado do doente e da taxa de administracédo. A
dose pode ser administrada diariamente ou preferencialmente
com intervalos de alguns dias ou semanas, por exemplo todas
as semanas ou de trés em trés semanas. Como a dose pode ser
libertada intravenosamente, a dose recebida e a
concentracdo no sangue podem ser determinadas com exactiddo

com base nos conhecimento de técnicas in vivo e in vitro.

As composicdes farmacéuticas para administracédo
oral podem ser obtidas por combinacdo do componente activo
com veiculos sé6lidos, se desejavel a mistura resultante, e
o0 processamento da mistura, apds a adicdo de excipientes
apropriados, em comprimidos, drageias cores ou cépsulas. E
possivel para estes serem incorporados em veiculos pléas-
ticos que permitem gue os componentes activos se difundam

ou sejam libertados em guantidades medidas.

Os compostos da invencdo podem ser utilizados
sozinhos ou em combinacdo com outros as substincias
farmaceuticamente activas, e.g. com outros quimio-tera-
péuticos, tais como citostdticos <cléssicos. No caso de
combinacdes com outro gquimioterapeutico, uma combinacdo
fixa de dois ou mais componentes ou dois ou mais for-
mulacdes independentes (e.g. num conjunto de partes) séo
preparados como descrito acima, ou os outros guimiotera-
péuticos sdo wutilizados em formulacdes padrdo gue séo

comercializadas e conhecidas pelos especialistas na
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técnica, e o composto da presente invencdo e qualquer outro
quimioterapeutico sdo administrados em intervalos que
permitem para um vulgar, adicional ou preferencial efeito

sinergético para o tratamento de tumores.

Os seguintes exemplos ©pretendem ilustrar a

presente invencdo sem sSe pretender limitar o Aambito da

invencéo.

Materiais de partida:

Exemplo 1. Sintese total de Epotilona E e anéa-

logos relacionados de cadeia lateral via estratégia baseada

no acoplamento de Stille

A primeira sintese total de epotilona E (3) ¢é
acompanhada de uma estratégia na qual a chave do passo &
acoplamento de Stille (Stille et. al. Angew. Chem. Int. Ed.
Engl. 1986, 25, 508-524; Farina et. Al. J. Org. React.
1997, 50, 1-65) entre idodeto de wvinilo 7 e a unidade
tiazole (8h, Esquema 2a). O fragmento do nucleo da
macrolactona 7, que ¢é preparado via metédtese do fecho do
anel da olefina (RCM), e subsegquentemente utilizado para
proporcionar acesso conveniente e flexivel a uma variedade
de andlogos modificados na cadeia lateral (9) para avalia-
cdo bioldbgica (Esquema 2b). A reaccdo de RCM utilizada para
aceder a 7 também proporciona trans-macrolactona (11, Es-
quema 2b) que serve como modelo alternativo pata o acopla-
mento de Stille e proporciona uma lista adicional de

andlogos 10.
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———Esquema 2:

a) Andlise retrossintética e estratégia para a

sintese total de epotilona E.
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A sintese gquimica dos iodetos de vinilo 7 neces-
sdrios e 11 ¢é delineada no Pedido de Patente PCT WO

98/25929.

Os parceiros de acoplamento a estanano utilizados

na reaccgdo de Stille sdo apresentados no Esquema 3.

——-Esquema 3:

14

7

i&c@plmntm da
S’-t_.’illn

Acoplamento de
&+ Swilis

180

R,8n

Bh: X = Sife, B = Me

Acoplamento de Stille: Procedimento A: 2,0 equiv.
de 8, 5-10% em moles de Pd(PPhsz)4, tolueno, 90-100°C, 15-40
min, 39-88%; procedimento B: 2,0 - 2,2 equiv. de 8, 20-30%

em moles de Pd(MeCN),Cl,, DMF, 25°C, 12-13h, 49-94%.

Os parceiros do acoplamento 8b acessiveis a
partir de 2,4-dibromotiazole (20) wvia monobrometos (21)

como delineado no Esquema 4 e 5.
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———Esquema 4:
b: 210 f: Me,SnSnMe, s
-8 -, FaiPEh), 7N
Lpv — Jop= ™2
. : B N
g N B N R S
20 2¥b: X = Sk 8 X = SMa
coacasaxxaoiie
g =Bl
B, SnC
Preparacdo de A) estananos 8b. Reagentes e

condicdes: (b) 3,0 equiv. de NaSMe, EtOH, 25°C, 2h, 92%;
(d) 13 equiv. de NaOH, EtOH, 25°C, 30 h, 91%; (e) 13 equiv.
de NaOH, MeOH, 25°C, 16h, 82%; (f) 5-10 equiv. de
Mes;SnSnMes, 5-10% em moles de Pd(PPhs)s tolueno, 80-100°C,
0,5-3h, 81-100%; (g) 1,1 equiv. de n-BulLi, 1,2 equiv. de

nBusSnCl, -78 a 25°C, 30 min., 98%;

O sulfureto 21b é obtido com rendimento de 92%
por substituicdo do substituinte 2-bromo de 20 com a
unidade tiometilo utilizando tiometdéxido de sddio (EtOH,
25°C). O Dbrometo (21b) ¢é entdo transformado no tri-
etilestanano desejado com hexametildiestanho em condicdes

catalisadas por palddio [Pd(PPhs),4, tolueno, 80-100°C]

Com os componentes necessarios na mido, sdo inves-
tigados os acoplamentos criticos de Stille. Dois conjuntos
de condic¢des alternativas provaram ser adequadas (Esquema
3). O procedimento A envolve o aquecimento de uma solucédo
do desejado iodeto de vinilo (7 ou 11) em tolueno com o
estanano 8 apropriado na presenca de quantidades catali-
ticas de Pd(PPhs)s4, a 80-100°C durante 15 e 40 minutos. O

protocolo é utilizado para acoplar o estanano 8b.
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A sintese total é completada pela epoxidacdo com
dcido metilperoxicarboximidico gerado in situ (Hy0,; KHCOs,
MeCN, MeOH, 25°C; Chaudhuri et. Al. J. J. Org. Chem. 1982,
47, 5196-5198) dando a epotilona E (3) (66% com base em 50%
de conversido), que exibe caracteristicas fisicas idénticas

(*H RMN, [a]p) aos publicados na técnica.

A abordagem do acoplamento de Stille é entéo
extendida para proporcionar um acesso facil a uma variedade
de anédlogos de epotilona B de cadeia lateral modificada
(2), tanto em C-26 como na cadeia lateral. A analise
retrossintética dos anédlogos da epotilona possuindo estas
duplas modificacdes é apresentada no Esquema 6b e requer a
preparacdo crucial de um fragmento do nlUcleo de iodeto de
vinilo 24. Pensa-se gue a estratégia similar de macro-
lactonizacdo para essa utilizacdo na nossa sintese de
epotilona B e de uma variedade de andlogos de epotilona € a

mais adequada para esta tarefa.

——-Esquema 6b:
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Ilustracdo de uma andlise retrossintética
andlogos de epotilona possuindo modificacgdes em C2

unidades de cadeia lateral

6

de

e

A sintese comeca a partir do iodeto de wvinilo 13

(Esquema 7) utilizado na preparacdo de epotilona

andlogos relacionados (Esquema 3).

———Esquema 7:
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Sintese estereosselectiva do aldeido 35.
Reagentes e condicdes: (a) 1,7 equiv. de TBSC1l, 2,8 equiv.
de imidazole, DMF, 0 a 25°C, 7 h, 84%; (b) 1. 1,0% em moles
de 0s04, 1,1 equiv. NMO, THF: t-BuOH:H,O (5:%:1), 0 a 25°C,
13 h, 89%; ii. 6,0 equiv. de NalIO4, MeOH: H,0O (2:1), 0°C,
30 min, 92%; (c) 2,4 equiv. de 27, benzeno, refluxo, 1,2 h,
98%; (d) 3,0 equiv. de DIBAL, THF, -78°C, 2,5 h, 100%. (e)
1,4 equiv. de TrCl, 1,7 equiv. de 4-DMAP, DMF, 80°C, 21h,
95%; (f) 1,4 equiv. de 9-BBN, THF, 0°C, 9h; entdo NaOH
aquoso 3N e 30% Hy0,, 0°C, 1h, 95%; (g) 2,6 equiv. de Iy,
5,0 equiv. imidazole, 2,5 equiv. de PhsP, Et,0: MeCN (3:1),
0°c, 45 min, 97%; (h) 1,3 equiv. de SMAP hidrazona do
propionaldeido, 1,4 equivalente de LDA, THF, 0°C, 16 h;
entdo -100 °C e adiciona-se 1,0 equiv. de 32 em THF, -100
até -20°c , 71%, (i) 2,5 equiv. de MMPP, MeOH: tampdo

fosfato pH 7 (1:1), 0°C, 3,5 h, 89%; (3j) 3,0 equiv. de

DIBAL, tolueno, -78°C, 1 h, 88%. 9-BBN = 9-borabiciclo-
[3.3.1]lnonano; DIBAL = hidreto de diisobutilaluminio; 4-

DMAP = 4-dimetilaminoipiridina; LDA = diisopropilamideto de
litio; NMO = N- 6xido de 4-metilmorfolina; SAMO = (S)-(-)-
l-amino-2- (metoximetil)pirrolidina; MMPP = &cido monopero-

xidiftédlico, sal de magnésio.

A proteccdo do grupo hidroxilo alilico (TBSC1,
imidazole, DMF, 0 a 25°C) d& o éter sililico 25 (84%) que é
transformado no aldeido 26 por uma sequéncia de clivagem de
glicol por di-hidroxilacdo em dois passos (0s0,, NMO,
THF/t-BuOH/H,0, 0 a 25°C; entdo NalIQ4, MeOH/H,0, 0°C, 82%

para os dois passos). Numa reaccdo de Wittig estereo-
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selectiva com o intermedidrio 27 estabilizado (benzeno,
refluxo; Marshall et. al. J. Org. Chem., 1986, 51, 1735-
1741; Bestmann et. al. Angew. Chem. Imt. Ed. Engl. 1965, 4,
645-660) da& o éster 28 como um isdmero geométrico simples
com rendimento de 98%. A reducdo do Ultimo composto (DIBAL,
THEF, -78°C) d& o &lcool 29, gue ¢é protegido como derivado

trifenilmetilo (tritilo) 30 (TrCl, 4-DMAP, DMF, 70°C, 95%).

A elaboracdo da olefina terminal é entdo conse-
guida por hidroboracédo-oxidacdo selectiva para dar o alcool
31 (9-BBN, THF, 0°C; entdo NaOH, H,0, 0°C) que &
transformado adicionalmente num di-iodeto 32 (Io,
imidazole, PhsP, 0°C) com um rendimento total de 92%. A
introducdo do estereocentro Cg é entdo conseguida utili-
zando um protocolo de alquilacdo de Ender (SAMP hidrazona
do propionaldeido, LDA, THF, 0°C; entdo -100°C e adiciona-
se 32 em THF; Enders et. al. Asymmetric Synthesis 1984;
Morrison, J. D.; Ed.; Academic Press, Orlando, Vol 3, p.
275-339; nbés agradecemos ao Prof. Enders pelo seu generoso
contributo de SAMP) resultando na formacdo da hidrazona
SAMP 33 com rendimento de 71%). A conversdo em nitrilo 34
(MMPP, MeOH/tampdo fosfato pH 7, 0°C, 89%) e -ensuing
reducdo (DIBAL, tolueno, -78°C) d& o aldeido desejado 35

com rendimento de 88%.

A transformacdo do aldeido 35 no nlcleo macro-

ciclico da epotilona desejada 24 ¢ sumariada no Esquema 8.
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———Esquema 8
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Sintese estereo-selectiva do iodeto de vinilo 24.

Reagentes e condicdes: (a) 1,45 equiv. de LDA, THF, -78°C,

entdo 1,4 equiv. de 36 em THF, -78°C, 1,5 h entédo; -40°C,
0,5h; entdo 1,0 equiv. de 35 em THF a -78°C (66% rendimento
razdo 1,5:1 de 37:38); (b) 3,2 equiv. de

CH,Cl,, -20°C a 0°C, 2,5

combinado, ca.

TBSOT¢, 4,3 equiv. de 2,6-lutidina,
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h, 90%); (c) HFepir., THF, 0°C, 3h, 84%; (d) 2,0 equiv. de
(COCl),, 4,0 equiv. de DMSO, 6,0 de EtsN, CHyCl,, -78 a 0°C,
1,5 h, 98%; € 5,0 equiv. de NaClO;, 75 equiv. de 2-mwtil-2-
buteno, 2,5 equiv. de NaH,P04, t-BuOH: H,O (4,5:1), 25°C,
40 min, 100%; (f) 6,0 equiv. de TBAF, THF, 0 a 25°C, 19 h,
95%; (g) 6,0 equiv. de EtsN 2,4 equiv. de cloreto de 2,4,6-
triclorobenzoilo, THF, 0°C, 1,5 h; entdo adiciona-se a uma
solucdo de 2,2 equiv. de 4-DMAO em tolueno (0,005M baseado
em 43), 75°C, 2,5 h, 84%; (h) HFepir. 25% v/v em THF 0 a

25°C, 15 h, 86%. TBAF = fluoreto de tetra n-butilamdénio.---

A reaccdo alddlica de cetona 36, previamente
utilizada na nossa sintese de epotilona B e analogos (LDA,
THE, -78°C a -40°C) e aldeido 35, d& os &lcoois 37 e 38 com
66% de rendimento total, com a selectividade modesta para o
desejado diastereoisdédmero 6R,7S (37) . A separacdo e
sililacdo (TBSOTf, 2,6-lutidina, CHyCl,, -20 a 0°C) do
produto aldol 37 correcto proporciona o tris-éter sililico
39 com 90% de rendimento. A remocdo selectiva do grupo
protector éter sililico primdrio (HFepir. em piridina/THF,
0°C) da& o &lcool 40 (84%), que ¢é oxidado a é&acido 42 via
aldeido 41 por um procedimento de dois passos (Swern; entédo
NaClO,, 2-metil-2-buteno, NaH,P0O,, t-BuOH/H,O, 25°C, 98%
para os dois passos). A remocdo do grupo protector silicico
em C15 (TBAF, THF, 0 a 25°C) proporciona o hidroxi-acido 43
(95%) e ©prepara a base para o processo de macrolac-
tonizacdo. Este passo chave é conseguido sob condicdes de
Yamaguchi (cloreto de 2,4,6-triclorobenzoilo, EtsN, THF; em
seguida adicionado a uma solucdo de 4-DMAP em tolueno,

0,005M, 75 °C, Inanaga et. al. Bull. Chem. Soc. Jpn. 1979,
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52, 1989; Mulzer et. al. Synthesis 1992, 215-228, Nicolaou
et. al. Chem Eur. J. 1996, 2, 847-868) para dar o nucleo de
epotilona protegida 44 com 88% de rendimento. A
desproteccido global (HFepir., THF, 0 a 25°C, 86%) completa

a sintese do intermedidrio chave iodeto de vinilo 24.

Com o intermedidrio 24 na mdo, o protocolo de
Stille ¢é entdo empregue para ligar a desejada unidade

heterociclica.

A quimica descrita neste exemplo assenta numa
estratégia de acoplamento de Stille para construir uma
série de andlogos de epotilona com diversidade na cadeia
lateral ou em ambas as cadeias laterais e C-26 a partir de

um intermedidrio macrociclico comum.

Exemplo 2: Formulacdo de compostos de acordo com a

invencédo:

Tabela: Férmulas de compostos de acordo com a invencéo

Entrada Composto

4




PE1089998 - 52 -

Exemplo 3: resultados bioldgicos

De acordo com ogs métodos descritos acima
(inibicdo da despolimerizacdo da tubulina por um composto
de férmula I é medida utilizando microtubos de cérebro de
porco, comparando com epotilona B 25uM; o0s ensaios em
células s&o anadlogos aos descritos acima para as células

KB-31.

Exemplo 4: Mais compostos de fédrmula I

Em métodos andlogos dos métodos descritos acima e
abaixo, os compostos que caiem dentro da férmula I sé&o

preparados para ter a seguinte formula.

Exemplo 4 (i)

Exemplo 4 (ii)
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Exemplo 4

Protocolos de sintese.

Geral: todas as reaccdes sdo efectuadas sobre atmosfera de
drgon com solventes secos destilados de fresco sob
condicdes anidras, salvo indicacdo em contrédrio. O tetra-
hidrofurano (THF) e éter dietilico (éter) s&do destilados
com sdédio-benzofenona, e o diclorometano (CH,Cl,), benzeno
(phH), e tolueno a partir de hidreto de calcio. Os
solventes anidros s&o também obtidos passando através de
colunas de alumina activadas disponiveis comercialmente. Os
rendimentos referem-se a materiais homogéneos cromatogra-
ficamente e espectroscopicamente (*H RMN), salvo indicacéao
em contrario. Todas as solucdes utilizadas no processamento
da reaccdo sdo saturadas salvo indicacdo em contrario.
Todos o0s reagentes sdo comprados com elevada qualidade
comercial e wutilizados sem purificacdo adicional salvo
indicacdo adicional. Todas as reaccdes sdo monotorizadas
por cromatografia em camada fina em placas de silica gel de
0,25 mm d E. Merck (60F-254) utilizando 1luz ultravileta
como agente de visualizacdo e de solucdo de Acido

molibdénico em etanol a 7% ou solucdo de p-anisaldeido e
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aquecidas como agentes reveladores. A silica gel E. Merck
(60, tamanho de particula 0,040-0,063 mm) ¢é utilizada para
cromatografia em coluna "flash™. As separacdes por
cromatografia de camada fina preparativa sdo efectuadas em
placas de silica gel E. Merck com 0,25, 0,50 ou 1 mm. Os
espectros de RMN sdo efectuados num aparelho Bruker DRX-
600, AMX-500, AMX-400 ou AC-250 e calibrados wutilizando
solvente ndo deuterado residual como referéncia interna. As
abreviaturas seguintes sdo utilizadas para explicar as
multiplicidades: s, singeleto; d, dupleto; t, tripleto, g.,
quarteto, m, multipleto; banda, varios sinais sobrepostos;
b, largo, 0os espectros de IV foram efectuados num
espectrémetro da Perkin-Elmer 1600 da série FT-IR. AS
rotacdes oépticas foram registadas num polarimetro Perkin-
Elmer 241. Os espectros de massa de alta resolucdo (HRMS)
sdo registados num espectrédmetro de massa VG ZAB-ZSE em

condicdes de bombardeamento de &dtomos réapidos (FAB).

cis-Macrolactona diol 7 como ilustrado no Esquema
3. A uma solucdo de iodo 16 (305 mg, 0,491 mmol) em THF
(8,2 mL, 0,06 M) a 25°C é adicionado HFepir. (2,7 mL) e a
solucédo resultante é agitada a mesma temperatura durante 27
h. A reaccdo ¢é entdo desactivada através da adicéo
cuidadosa de uma mistura de uma solucdo agquosa saturada de
NaHCOs; (100 mL) e EtOAc (100 mL), e a mistura de duas fases
resultantes é agitada a 25°C durante 2 h. Os extractos sé&o
entdo separados e a fase orgédnica ¢ lavada com solucéo
aquosa saturada de NaHCO; (100 mL) e solucdo saturada de

cloreto de sédio (100 mL), e em seguida seca (MgSQO4). A
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purificacdo por cromatografia em coluna "flash" (silica
gel, 20 a 50% EtOAc em hexano), da o diol 7 (208 mg, 84%).
Rs = 0,21 (silica gel, 25% EtOAc em hexano); [al?’; -53,1 (c
1,37, CHClsz); IV (filme fino) Vmax 3499 (br), 2930, 1732,
1688, 1469, 1379, 1259, 1149, 1093, 1048, 1006, 732 cm';
"H-RMN (500 MHz, CDCls) & 6,43 (s, 1H, (CH=C(CHj3)), 5,44
(ddd, J = 10,5, 10,5, 4,5 Hz, 1H, CH=CHCHy;), 5,34 (dd, J=
9,5, 2,0 Hz, 1H, CHOCO), 5,32 (ddd, J= 10,5, 10,5, 5,5 Hz,
1H, CH=CHCHy), 4,07 (ddd, J= 11,0, 6,0, 3,0 Hz, 1H,
(CH3) ,CCH(CH) , 3,73 (ddd, J=2,5, 2,5, 2,5 Hz, 1H,
CHO(CHCH3)), 3,10 (gd, J= 7,0, 2,5 Hz, 1H, CHsCH(C=0)),
2,84 (d, J= 2,5 Hz, 1H, CH(CH3)CHOHCH(CH3)), 2,66 (ddd, J =
15,0, 9,5, 9,5 Hz, 1H, =CHCH,CHO), 2,51 (dd, J = 15,5,
11,0Hz, 1H, CH,C0OO), 2,42 (dd, J = 15,5, 3,0 Hz, 1H,
CH,C00), 2,35 (d, J = 6,0 Hz, 1H, (CHs),CHOH), 2,21-2,12 (m,
2H), 2,05-1,%97 (m, 1H), 1,88 (s, 3H, ICH=CCHs), 1,76-
1,70 (m, 1H), 1,70-1,62 (m, 1H), 1,32 (s, 3H, C(CHsz),), 1,18
(d, 0 = 7,0 Hz, 3H, CH;CH(C=0)), 1,10 (s, 3H C(CH3)2),
1,35-1,05 (m, 3H), 0,99 (d, J = 7,0 Hz, 3H, CHs;CHCH,); HRMS
(FAB), calculado para CyyH35I05 (M+Cs™) 639,0584, encontrado

639,0557.

trans-Macrolactona diol 11 como ilustrado no
Esquema 3. Uma solucdo de iodo 17 (194 mg, 0,313 mmol) em
THF (5,2 mL, 0,06 M) ¢é ratada com HF.pir. (1,7 mL) de
acordo com o procedimento descrito para a preparacdo do
diol 7 para dar, apds cromatografia em coluna "flash"
(silica gel, 20 a 50% EtOAc em hexano), diol 11 (134 mg,

85%), Rf = 0,16 (silica gel, 25% EtOAc em hexano); [a]?’p -
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20,0 (c 1,15, CHCls); IV (filme fino) wvnmax 3478, 2930, 1732,
1693 cm'; 'H-RMN (500 MHz, CDCls) & 6,37 (d, J = 1,5 Hz,
1H, ICH=C(CHs3)), 5,24 (ddd, J = 14,5, 7,0, 7,0 Hz, 1H,
CH=CHCH,), 5,17 (d4dd, J= 6,5, 3,5 Hz, 1lH, CHOCO), 4,41 (ddd,
J= 8,0, 3,5 Hz, 1H, CH5CCH(OTBS) ), 3,85 (bs, 1H,
(CHOH (CHCHs)), 3,38 (bs, 1H, CHOH(CHCHs)), 3,18 (gd, J=
7,0, 6,5 Hz, 1H, CHsCH(C=0)), 2,68-2,34 (m, 4H), 2,44 (s,
3H, CHsAr), 2,19-2,11 (m, 1H), 1, 96 (s, 3H, CHsC=CH),
1,99-1,93 (m, 1H), 1,67-1,52 (m, 2H), 1,48-1,42 (m, 1H),
1,31-0,99 (m, 2H), 1,22 (4, J= 7,0 Hz, 3H, CH3CH(C=0)),
1,44 (s, 3H, C(CHs3),), 1,09 (s, 3H, C(CH3)y), 1,02 (4, J =
7,0 Hz, 3H, CHsCHCHy), 0,84 (s, 9H, SiC(CHs)s/CHs3),), 0,08
(s, 3H, SiC(CHs3)3(CHs)2), -0,01 (s, 3H, SiC(CHs) (CHs)p); HRMS
(FAB) calculado para C,,H35I0s (M+Cs’) 639,0584, encontrado

639,0606.

2-tiometil-4-bromotiazole 21b como ilustrado no
Esquema 4. O 2,4-dibromotiazole 20 (82 mg, 0,34 mmol, 1,0
equiv.) é dissolvido em etanol (2,3 mL, 0,15 M) e tratado
com tio-metdxido de sdédio (75 mg, 1,02 mmol, 3,0 equiv.). A
reaccdo é agitada a 25°C durante 2 h, ao fim deste tempo é
estabelecida por 'H RMN a altura em gque reaccdo esté
completa e a mistura é vertida em &agua (85 mL) e extraida
com éter (2 x 5 mL). As fraccgdes organicas combinadas sé&o
secas (MgS04), os solventes evaporados e o residuo puri-
ficado por cromatografia em coluna "flash" (silica gel, 5%
EtOAc em hexano) para dar 2-tiometil-4-bromotiocazole 21b
(77 mg, 92%. R~ 0,58 (silica gel, 10% EtOAc em hexano); IV

(filme) wvnax 3118, 2928, 1459, 1430, 1388, 1242, 1040, 966,
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876, 818 cm-1; 'H-RMN (500 MHz, CDCls) & 7,07 (s, 1H, ArH),
2,69 (s, 3H, SCHs); GC/MS (EI) calculado para CsHsBrNS, (M")

209/211, encontrado 209/211.

2-tiometil-4-trimetilestaniltiazole 8b como
ilustrado no Esquema 3. a uma solugdo de bromotiazole 21b
(51 mg, 0,24 mmol, 1,0 equiv.) em tolueno desarejado (4,9
mL, 0,1M) adiciona-se hexametildiestanho (498 L, 2,4 mmol,
10 equiv.) e Pd(PPhs3)s (14 mg, 0,012 mmol, 0,05 equiv.) e a
mistura reacional ¢é aquecida a 80°C durante 3 horas. Em
seguida a reaccdo ¢é arrefecida a 25°C e dé&, apds
cromatografia em coluna "flash" (silica gel, 5% EtsN em
hexano), estanano 8b (71 mg, 100%). Rf = 0,67 (silica gel;
pré-tratamento com Et3N, 10% EtOAc); IV (filme) wvnax 2981,
2924, 1382, 1030, 772 cm '; 'H-RMN (500 MHz, CDCls) 7,25 (s,
1H, ArH), 2,70 (s, 3H, SCHs), 0,32 (s, 9H, Sn(CHs)s)s3; HRMS
(FAB), calculado para C;H;5NS,Sn (M+H") 295, 9588 encontrado

295,9576.

Epotilona E (3) como ilustrado nos Esquemas 2 e
3. A uma solucdo de lactona 18h (10,0 mg, 0,002 mmol, 1,0
equiv.) em metanol (600 uL, 0,03 M) ¢ adicionado
acetonitrilo (32 uL, 0,606 mmol, 30 equiv), KHCO3 (10 mg,
0,102 mmol, 5 equiv.) e perdxido de hidrogénio (27 uL, 35%
p/p em &gua, 0, 303 mmol, 15 equiv.) e a mistura reaccional
é agitada a 25°C durante 3h. Adiciona-se mais acetonitrilo
(32 puL, 0,606 mmol, 30 equiv), KHCOs; (10 mg, 0,102 mmol, 5
equiv.) e perdéxido de hidrogénio (27 uL, 35% p/p em &agua,

0,0303 mmol, 15 equiv.) e a agitacdo continua durante mais
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3 h. A mistura reaccional ¢é entdo passada directamente
através de um pequeno leito de silica gel, eluindo com
éter, e o filtrado é concentrado sob pressdo reduzida. Por
cromatografia fina em camada preparativa (placas de 250 mm
silica gel, 50% EtOAc em hexano) d& o material de partida
que ndo reagiu 18b (5,0 mg, 50%) e epotilona E (3) (3,4 mg,
33%). Rr = 0,56 (silica gel, 60% EtOAc em hexano); [a]?%p= -
27,5 (c 0,20 , CHCls); IV (filme) wvuax 3413, 2928, 2867,
1731, 1689, 1462, 1375, 1257, 1152, 1061, 978, 756 cm™*; 'H-
RMN (600 MHz, cCDCls) & 7,13 (s, 1H, ArH), 6,01 (s, 1H,
CH=CCHs), 5,46 (dd, J= 8,1, 2,4, 1H, CHOCO), 4,94 (d, J =
5,2 Hz, 2H, CHOH), 4,16-4,12 (m, 1H, (CH3),CCH(CH)), 3,82-
3,78 (m, 1H, CHOH(CHCHs)), 3,66 (bs, 1H, OH), 3,23 (gd, J=
6,8, 5,2 Hz, 1H, CHsCH(C=0)), 3,04 (ddd, J=8,1, 4,5, 4,5
Hz, 1H, CH,CH(O)CHCH;), 2,91 (ddd, J=7,3, 4,5, 4,1 Hz, 1H,
CH,CH(O)CHCHy), 2,61 (t, J= 5,2 Hz, 1H, CHOH), 2,55 (dd, J=
14,7, 10,4 Hz, 1H, CH,C0O), 2,48 (bs, 1H, OH), 2,45 (dd, J
= 14,7, 3,2 Hz, 1H, CH3COO0) , 2,14-2,07 (m, 1H,
CH,CH (O) CHCHy), 2,11 (s, 3H, CH=CCHs), 1,91 (ddd, J = 15,1,
8,1 8,1 Hz, 1H, CH,CH (O) CHCH;) , 1,78-1-66 (m, 2H,
CH,CH(O)CHCHy), 1,52-1,38 (m, 5H), 1,36 (s, 3H, C(CHs)2),
1,18 (4, 3H, J= 6,8 Hz, CH3CH(C=0)), 1,10 (s, 3H, C(CHs)»),
1,01 (4, J=7,0 H=z, 3H, CH3CHCH,); HRMS (FAB), calculado

C,sH5oNO;S (M+H") 510,2525, encontrado 510,25309.

Macrolactona cis 18b como ilustrado no Esquema 3.
Uma solucdo de iodeto de vinilo 7 (9,2 mg, 0,018 mmol, 1,0
equiv.), estanhato 8b (10,7 mg, 0,036 mmol, 2,0 equiv.) e

Pd (PPh3), (2,1 mg, 0,0018 mmol, 0,1 equiv.) em tolueno
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desarejado (180 L, 0,1 M) ¢é aqgquecida a 100°C durante 40
min., de acordo com o procedimento descrito para a sintese
da lactona 18h, para dar, apds cromatografia em camada fina
preparativa (placas de 250 mm silica gel , 75% éter em
hexano), macrolactona 18b (4,1 mg, 44%). Rf = 0,50 (silica
gel, 50% EtOAc em hexano); [al??, -38,6 (c 0,21, CHCls); IV
(filme fino) wvnax 3444, 2925, 1732, 1682, 1259, 1037, 756
cm-1; 'H-RMN (500 MHz, CDCls) & 6,99 (s, 1H, CH=C(CH3)),
6,52 (bs, 1H, ArH), 5,45 (ddd, J = 10,5, 10,5, 4,0 Hz, 2H,
CH=CHCH;), 5,39 (ddd, J = 10,5, 10,5, 4,0 Hz, 1H,
CH=CHCH;), 5,29 (d, J= 8,0 Hz, 1H, CHOCO), 4,20 (ddd, J=
8,0 HZ, 1H, CHOH(CHCH:)), 3,13 (gd, J = 6,5, 2,0 Hz, 1H,
CHs;CH(C=0)), 2,98 (d, J = 2,0 Hz, 1H, CHOH(CHCHs)), 2,93
(d, J= 6,5, 2,0 Hz, 1H, (CHs),CCH(OH)), 2,71 (ddd, J 15,0,
10,0, 10,0 Hz, 1H,CH=CHCH;), 2,70 (s, 3H, SCHs), 2,51 (dd,
J 15,5, 11,5 Hz, 1H, CH,co0), 2,30 (dd, J= 15,0, 2,5 Hz,
1H, CH,co0), 2,28-2,16 (m, 2H), 2,13 (d, J 1,0 Hz, 3H,
CH=CCH3), 2,06-1,98 (m, 1H), 1,79-1,60 (m, 3H), 1,33 (s,
3H, C(CHs)2), 1,19 (1,19 (d, J 7,0 Hz, 3H, CHsCH(C=0)), 1,09
(s, 3H, C(CH3)2), 1,00 (d, J = 7,0 Hz, 3H, CH3CHCH,); HRMS
(FAB) calculado CysH50NOsS, (M+Cs’) 642,1324, encontrado

642,1345.

trans-Macrolactona 19b como ilustrado no Esquema
3. Uma solucdo de iodeto de wvinilo 11 (6,9 mg, 0,014 mmol,
1,0 equiv.), estanhato 8b (8,2 mg, 0,028 mmol, 2,0 equiv.)
e Pd(PPhs), (1,6 mg, 0,0014 mmol, 0,1 eguiv.) em tolueno
desarejado (140 uL, 0,1 M) é aquecida a 100°C durante 40

min., de acordo com o procedimento descrito para a sintese
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da lactona 18h, para dar, apds cromatografia em camada fina
preparativa (placas de 250 mm silica gel , 75% éter em
hexano), macrolactona 18b (4,1 mg, 44%). R = 0,47 (silica
gel, 50% EtOAc em hexano); [a]®; -32,9 (c 0,35, CHCls); IV
(filme fino) wvnax 3488, 2928, 1728, 1692, 1259, 1036, 757
cm™; 'H-RMN (500 MHz, CDCls) & 7,00 (s, 1H, ArH), 6,48 (s,
1H, CH=CCH3), 5,53 (ddd, J = 15,0, 7,5, 7,5 Hz, H,
CH=CHCH;), 5,40 (d, J = 8,0, Hz, 1H, CHOCO), 5,39 (ddd, J=
15,0, 7,5, 7,5 Hz, 1H, CH=CHCHy), 4,12 (ddd, J= 11,0 HZ,
2,5, 2,5 Hz, 1H, (CH3) CCHOH) , 3,77-3,74 (m, 1H,
CHOH (CHCHs) , 3,24 (m, 1H, CH=CHCH,;), 3,07 (m, 1H,
(CH3)CH(C=0)), 2,70 (s, 3H, SCHs), 2,61 (d, J 3,5, Hz, 1H,
CHOH(CHCH3))),2,59-2,44 (m, bH), 2,19-2,12 (m, 1H), 2,13
(s, 3H, CH=CCH;), 2,01-1,94 (m, 1H), 1,70-1,55 (m, 2H),
1,48-1,41 (m, 1H), 1,29 (s, 3H, C(CH3)2), 1,18 (d, J = 7,0
Hz, 3H, CHs;CH(C=0)), 1,08 (s, 3H, C(CHs)y), 0,99 (4, J = 17,0
Hz, 3H, CHsCHCH,); HRMS (FAB) calculado C,zH30NOsS, (M+Cs™)

042,1324, encontrado 642,1298.

Eter sililico 25 como ilustrado no Esquema 7. A
uma solucdo de é&lcool 13 (12,96 g, 54,4 mmol, 1,0 equiv.,
em DMF (180 mL, 0,3M) a 0°C, ¢é adicionado imidazole (10,2
g, 150 mmol, 2,8 equiv.) seguido de terc-butildimetilcloro-
silano (13,5 g, 89,8 mmol, 1,7 equiv.). Apds aquecimento a
25°C durante 7 h, o solvente foi removido sob presséao
reduzida e o 6leo resultante foi partilhado entre éter (200
mL) e solucdo aquosa saturada de NH,C1 (200 mL). A fase
aquosa foi extraida com éter (200 mL) e os extractos

combinados foram lavados com solucdo saturada de cloreto de
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sédio (500 mL), seca (MgSO4) e concentrada sob presséo
reduzida. A cromatografia em coluna "flash"™ (silica gel, 0
a 50% EtOAc em hexano) deu o éter sililico 25 como um 6leo

(16,03 g, 84%). Rf = 0,48 (hexano); [al?%y -17,5 (c 1,65,

o\

CHCls); IV (filme fino) wvpax 2954, 2928, 2857, 1472, 1361,
1278, 1252, 1082, 914, 836, 776, 677 cm*; 1H-RMN (500 MHz,
cbcls) 6,15 (s, 1H, CH=CCHs), 5,74-5,66 (m, 1H, CH=CH;),
5,03 (bm, 1H, CH=CH;), 5,01 (s, 1H, CH=CH;), 4,16 (dd, J =
6,5, 6,5 Hz, 1H, CHOH), 2,25 (m, 1H, CH,=CHCH;), 1,77 (s,
3H, CH=CCHs), 0,88 (s, 9H, SiC(CHs)3), 0,04 (s, 3H,

Sl(CH3)2)I _OIOl (Sr 3Hr Sl(CH3)2);

Aldeido 26 como ilustrado no Esquema 7. A uma
solucédo de olefina 25 (16,0 g, 45,3 mmol, 1,0 equiv.) numa
mistura de THF (206 mL), ¢t-BuOH (206 mL) e H,O (41 mL) a
0°C é adicionou-se a N-6xido de metilmorfolina (NMO) (5,84
g, 49,8 mmol, 1,1 equiv.) seguido de 0s0Os (5,2 mL, 2,5 %
p/v em t-BuOH, 0,453 mmol, 0,01 equiv.). A mistura foi
agitada vigorosamente 13 h a 25°C e em seguida ¢é desac-
tivada com solucdo aquosa saturada de Na,SO; (125 mL). A
solucdo resultante ¢é agitada durante 2 h e em seguida
partilhada entre EtOAc (150 mL) e é&gua (150 mL). A fase
orgadnica é separada e a fase aquosa é extraida com EtOAc (2
x 200 mL). Os extractos orgédnicos combinados foram secos
(MgSQ4), filtrado, e o0s solventes removidos sob pressédo
reduzida. A cromatografia em coluna "flash" (silica gel, 50
a 90 % éter em hexano) proporciona o material de partida
que ndo reagiu (1,0 g, 6%) e os O6leos desejados como uma

mistura de diastereoisomeros ca 1:1 (15,5 g, 89%). Rf =
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0,44 (silica gel, 50% EtOAc em hexano); IV (filme fino) vnpax
3387, 2952, 2928, 1252, 1080, 837, 777 cm'; 1H-RMN (500
MHz, CDCls), 6,28 e 6,26 (singletos, 1H total, CH=CCHjs),
4,47-4,42 (m, 1H, CHOSi), 3,86-3,76 (m, 1H, CHOH), 3,61-
3,55 e 3,49-3,39 (m, 2H, total, CH;OH), 3,33 e 3,15 (2
dupletos, J= 2,0 e 3,5 Hz, 1H total, CHOH), 2,46 e 2,45
(tripletos, J = 5,5 e 5,5 Hz, CH0H), 1,78 e 1,76
(singletos, 3H total), 1,63-1,60 e 1,58-1,53 (m, 2H total,
CH;), 0,88 e 0,87 (singletos, 9H total, SiC(CHs)s3), 0,08 e
0,07 (singletos, 3H total, Si (CHsz)»), 0,01 e 0,00
(singletos, 3H total, Si(CHsz),); HRMS (FABR), calculado

C15H,7I10581 (M+Na®) 409,0672 encontrado 409,0662.

Os didis (obtidos como descrito acima) (23,3 g,
60,2 mmol, 1,0 equiv.) s&o dissolvidos numa mistura de MeOH
(400 mL) e agua (200 mL) e a solucdo é arrefecida a 0°C. Em
seguida adiciona-se NaIO4 (77,2 g, 361,1 mmol, 6,0 eqgquiv.)
em pequenas porcdes durante 5 minutos, e a mistura
resultante é agitada vigorosamente durante 30 minutos a 25
°C. Uma vez completa a reaccdo, a mistura ¢é partilhada
entre CHyCl, (500 mL) e &gua (500 mL) e a fase orgénica
separada. A fase aquosa ¢ extraida com CHyCl, (500 mL) e os
extractos orgdnicos combinados sdo lavados com solucéo
saturada de cloreto de sédio (1L), seca (MgS0O4) e concen-
trado sob pressdo reduzida. A cromatografia em coluna
"flash" (silica gel, 17 a 50% éter em hexano) proporciona o
aldeido 26 como um d6leo (19,6 g, 92%). Rf = 0,35 (silica
gel, 20% éter em hexano); [a] %%, -34,1 (¢ 2,8, CHCls); IV

(filme fino) wvnax 2954, 2928, 2885, 2856, 1728, 1471, 1279,



PE1089998 - 63 -

1254, 1091, 838, 777, 677 cm™'; 1H-RMN (500 MHz, CDCls) 9,73
(dd, 3§ = 2,5, 2,5 Hz, 1H, CHO), 6,34 (s, 1H, CH=CCHs), 4,70
(dd, J= 8,0, 4,0 Hz, 1H, CHOSi), 2,68 (ddd, J= 16,0, 8,3,
2,5 Hz, 1H, (CHO)CH;), 2,44 (ddd, J= 16,0, 4,0, 2,5 Hz, 1H,
(CHO)CH,), 1,80 (s, 3H, CH=CCH;), 0,85 (s, 9H, SiC(CHs)js),
0,05 (s, 3H, Si(CH3),), 0,01 (s, 3H, Si(CHs),; HRMS (FAB)
calculado para C12H,310,51 (M+Na+) 377,0410 encontrado

377,0402.

Ester metilico 28 como ilustrado Esquema 7. Uma
mistura de aldeido 26 (19,6 g, 55,2 mmol, 1,0 equiv.) e
intermedidrio estabilizado 27 (50,2 g, 134,0 mmol, 2,4
equiv.) [preparado a partir de 4-bromo-l-buteno por (i)
formacdo do sal fosfénio; (ii) formacdo do anido com KHMDS;
e (i1ii) desactivacdo com MeOC(OCl)] (ver Marshall, J. A.
et. al. J. Org. Chem. 51, 1735-1741 (1986) e Bestmann, H.
J., Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1965, 645-060) em benzeno
(550 mL, 0,1 M) é aquecida a refluxo durante 1,5h. Apds
arrefecimento a 25°C, a mistura é filtrada e o solvente é
removido sob pressdo. A cromatografia em coluna "flash"
(silica gel, 9 a 17% éter em hexano) d& éster metilico 28
(24,5 g, 98%). Rf = 0,37 (silica gel, 20% éter em hexano);
[a]??, -=7,25 (c 1,6, CHCls); IV (filme fino) vu.x 3078, 2952,
2920, 2856, 1720, 1462, 1434, 1276, 1253, 1208, 1084, 830,
776, 672 cm’'; 'H-RMN (600 MHz, CDCls) 6,81 (dd, J = 7,4,
7,4 Hz, 1H, CH=CCOOCHs), 6,22 (s, 1H, CH=CCHs), 5,83-5,75
(m, 1H, CH=CH;), 4,99-4,98 (m, 1H, CH=CHy), 4,96 (m, 1H,
CH=CH,), 4,22 (dd, J = 7,5, 5,1 Hz, 1H, CHOSi), 3,72 (s,

3H, COOCHs), 3,05 (d, J = 6,0 Hz, 2H, CH,C(COMe)), 2,40
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(ddd, J = 15,0, 7,5, 7,5 Hz, 1H, CH;CHOSi), 2,33 (ddd, J =
15,0, 7,5, 5,1 Hz, CH,CHOSi), 1,77 (s, 3H, CH=CCHz), 0,85
(s, 9H, SiC(CHs)s), 0,02 (s, 3H, Si(CHs)2), -0,02 (s, 3H,
Si (CHs),); HRMS (FAB) calculado para CigH5:I038i (M+Cs™),

583,0142 encontrado 583,0159.

Alcool alilico 29 como ilustrado no Esquema 7. O
éster metilico 28 (24,5 g, 54,3 mmol, 1,0 equiv.) &
dissolvido em THF (280 mL) e a solucdo ¢é arrefecida até -
78°C. Adiciona-se DIBAL (163,0 mL, 1M em CHyCl,, 163 mmol,
3,0 equiv.) gota a gota a -78°C durante 50 minutos, e a
mistura reaccional ¢é agitada durante mais 80 minutos. A
mistura reaccional é desactivada com solucdo aquosa
saturada de tartarato de potédssio-sédio (150 mL) e a
mistura resultante é deixada a aquecer até 25°C durante 16
h. A fase orgdnica foi separada e a fase aquosa ¢é extraida
com éter (3 x 250 mL). Os extractos orgédnicos combinados

foram lavados com solucdo saturada de cloreto de sdédio (650

mL), secos (MgS04) e concentrados sob presséao. A
cromatografia em coluna "flash" (silica gel, 17 a 50% éter

em hexano) d& &lcool 29 (22,9 g, 100%). Rf = 0,11 (silica
gel, 20% éter em hexano); [o] %%, -7,25 (¢ 1,6, CHClz), IV
(filme fino) wvunax 3346, 3078, 2954, 2928, 2857, 1637, 1471,
1361, 1276, 1252, 1078, 1005, 836, 775, 674, 558 cm™‘; 1H-
RMN (500 MHz, CDC1l3) 6,16 (s, 1H, CH=CCHs), 5,81-5,73 (m,
1H, CH=CHp), 5,45 (dd, J = 6,5, 6,5 Hz, 1H, CH=CCH,OH),
5,03 (m, 2H, CH=CH;), 4,16 (dd, J = 6,5, 6,5 Hz, 1H,
CH5i0), 4,02 (4, J = 4,5 Hz, 2H, CH)CH), 2,85 (dd, J =

15,0, 5,1 Hz, 1H, CH,CH=CH,), 2,85 (dd, J = 15,0, 5,0 Hz,
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1H, CH,CH=CH;), 2,27 (ddd, J = 15,0, 6,5, 6,5 Hz, 1H,
CH,CHOSi), 2,25 (ddd, J = 15,0, o¢,5, 6,5 Hz, 1H, CHyCHOSi),
1,78 (s, 3H, CH=CCHs), 0,88 (s, 88 (s, 9H, SiC(CHs)s;, 0,02
(s, 3H, Si(CHs);), -0,02 (s, 3H, Si(CHs),);HRMS (FAB) ,
calculado para C;7H3:10,51i (M+Cs’) 555,0192 encontrado 555,

0177.

Trifenilmetiléter 30 como ilustrado no Esquema 7.
O alcool 29 (23,5 g, 55,7 mmol, 1,0 equiv.) é dissolvido em
DMF (300 mL, 0,15M) e adiciona-se 4.DMAP (11,3g 92,5 mmol,
1,7 equiv.) e cloreto de tritilo (22,1 g, 79,3 mmol, 1,4
equiv.). A mistura reaccional é agitada a 80°C durante 21h,
arrefecida a temperatura ambiente e o solvente é removido
sob pressédo reduzida. O residuo resultante é purificado por
cromatografia em coluna "flash" para dar o éter requerido
30 como um &6leo (35,3g, 95%). Rf = 0,88 (silica gel, 20%
éter em hexano); [al?’y - 0,74 (c 0,3, CHCls); IV (filme
fino) wvnax 3058, 2927, 2854, 1488, 1470, 1448, 1250, 1082,
836, 702, 632 cm-1; 'H-RMN (600 MHz, CDCls) 7,45-7,43 (m,
5H, Ph), 7,32-7,21 (m, 10H, Ph), 6,19 (s, 1H, CH=CCHjy),
5,61 (m, 2H, CH=CH,, CH=CH;), 4,87 (m, 2H, CH=CH,,
CH(C)CH,OTr), 4,19 (dd, J = 6,8, 6,8 Hz, 1H, CHOSi), 3,46
(s, 2H, CH,OTr), 2,78 (dd, J = 15,4, 6,7 Hz, 1H, CH,CH=CH,),
2,73 (dd, J = 15,4, 6,3 Hz, 1H, CH,CH=CH,), 2,33 (ddd, J=
14,5, 6,8, 6,8 Hz1lH, CH,CHOSi), 2,31 (ddd, J=14,5, 6,8, 6,8
Hz;1H, CHy,CHOSi), 1,80 (s, 3H, CH=CCHs), 0,87 (s, O9H,
SiC(CH3)s), 0,04 (s, 3H, Si(CHsz)2), 0,00 (s, 3H, Si(CHs)z):
HRMS (FAB) calculado para CssHssI0,S81i (M+Cs™), 797,1288

encontrado 797,1309.
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Alcool 31 como ilustrado no Esquema 7. A olefina
30 (35,3 g, 53,1 mmol, 1,0 equiv.) é dissolvida em THF (53
mL, 1,0 M) e a solucdo é arrefecida a 0°C. O 9-BBN (149 mL,
0,5 M em THF, 74,5 mmol, 1,4 equiv.) é adicionado gota a
gota durante 1,5 h e a mistura resultante é agitada durante
9h a 0°C. A solucdo NaOH aquosa (106 mL de uma solucdo 3N,
319,0 mmol, 6,0 equiv.) ¢é adicionada, seguida de H;0, (32
mL, 30% p/p em &gua, 319 mmol, 6,0 equiv.). A agitacdo ¢é
continuada durante 1 h a 0°C, apdés o qgue a mistura
reaccional é diluida com éter (500 mL) e (4&gua (500mL). A
fase orgédnica é separada e a fase aquosa ¢ extraida com
éter (2 x 500 mL). Os extractos orgédnicos combinados foram
lavados com solucdo saturada de cloreto de sdédio (1L),
secos (MgSQ4) e concentrado sob pressdo reduzida. A croma-
tografia em coluna "flash" (silica gel, 60% éter em
hexano); [a]?’y -3,5 (c 0,2, CHC13); IV (filme f£ino) Vyux
3380, 3032, 2926, 2855, 1489, 1449, 1278, 1251, 1078, 835,
706, 632 cm‘; 1H-RMN (500 MHz, CDCls) 7,47-7,45 (m, GH,
ph), 7,32-7,22 (m, 10H, Ph), o,22 (s, 1H, CH=CCHs), 5,58
(dd, 0 = 7,1 7,1 Hz, 1H, C=CHCHy), 4,22 (dd, J = 6,8 6,0
Hz, 1H, CHOSi), 3,52 (bm, 2H, CH;OH), 3,50 (s, 2H, CH,OTr),
2,33 (dd, J = 14,5, 6,8, 6,8 Hz, 1H, CHCHOSi), 2,28 (ddd,
J= 14,5, 6,8, 6,8 Hz, 1H, CH,CHOS1), 2,14 (m, 2H,
CH,CH,CH,0OH), 1,82 (s, 3H, CH=CCHs), 1,46 (m, 2H, CH,CH;OH),
0,90 (s, 9H, SiC(CHs)s), 0,06 (s, 3H, Si(CHs)2), 0,02 (s,
3H, Si(CHs),); HRMS (FAB) calculado para CsgHs7I05Si (M+Cs™)

815,1394 encontrado 815,1430.
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Iodeto 32 como ilustrado no Esquema 7. Uma
solucdo do &lcool 31 (34,6g, 50,73 mmol, 1,0 equiv.) numa
mistura de éter (380 mL) e MeCN (127 mL) ¢é arrefecida a
0°C. Adiciona-se imidazole (17,3g, 253,7 mmol, 5,0 equiv.)
e PPhs (33,3 g, 126,8 mmol, 2,5 equiv.) e a mistura &
agitada até os sdélidos se dissolverem. Em seguida adiciona-
se iodo (33,5 g, 131,9 mmol, 2,6 equiv.) e a mistura ¢
agitada durante 45 minutos durante a 0°C. A reacgédo ¢é
desactivada por adicdo de solucdo aquosa saturada de NayS,03
(150 mL) e as camadas foram separadas. A fase aquosa ¢é
entdo extraida com éter (2 x 250 mL) e os extractos
organicos combinados foram lavados com solucdo saturada de
cloreto de sdédio (750 mL), secos (MgS0O4) e concentrados sob
pressdo reduzida. A cromatografia em coluna "flash" (silica

Q.

gel, 5 a 9% éter em hexano) d& o iodeto 32 (39,2 g, 97%).
R = 0,88 (silica gel, 60% éter em hexano);[«]’’s -2,9 (c
2,6, CHCls); IV (filme fino) wvg.x 3057, 2926, 2855, 1481,
1448, 1251, 1083, 939, 836, 774, 706, 632 cm*; 'H-RMN (500
MHz, CDCls) & 7,49-7,45 (m, 5H, Ph), 7,33-7,23 (m, 10, Ph),
6,23 (s, 1H, CH=CCHs), 5,67 (dd, J= 7,2, 7,1 Hz, 1H,
CH,C=CH), 4,22 (dd, J = 6,8, 6,8 Hz, 1H, CHOSi), 3,51 (s,
2H, CH,OTr), 3,07 (dd, J= 7,1, 7,0 Hz, 2H, CHxI), 2,34
(ddd, J=14,5, 6,8, 6,8 Hz; 1H, CH,CHOSi), 2,25 (ddd, J=
14,5, 6,8, 6,8 Hz, CH,CHOSi), 2,13 (m, 2H, CH,CH,CH,I), 1,84
(s, 3H, CH=CCHs), 1,75 (m, 2H, CHyCH,CH;I), 0,90 (s, O9H,
SiC(CHsz)s), 0,07 (s, 3H, Si(CHs),), 0,02 (s, 3H, Si(CHs)j);
HRMS (FAB) calculado ara C36H46T10,51 (M+Cs™) 925,0411

encontrado 925,0450.
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Hidrazona 33 como ilustrado no Esquema 7.
Adiciona-se diisopropilamina (5,= mL, 35,28 mmol, 1,4
equiv.) a uma solucdo de n-BRuli (22,0 mL, 1,6M em hexano,
35,28 mmol, 1,4 equiv.) em 32 mL de THF a 0°C e agitada
durante 1h. A hidrazona SAMP do propionaldeido (5,6 g,
32,76 mmol, 1,3 equiv.) em THF (16 mL), é adicionada a uma
solucdo preparada de fresco de LDA a 0°C. Apds agitacéao
aquela temperatura durante 16 h, a soluco amarela
resultante é arrefecida a -100°C, e a solucdo de iodeto 32
(20,0g, 25,23 mmol, 1,0 equiv.) em THF (32 mL) ¢ adicionada
gota a gota durante 2h. A mistura é deixada aquecer até -
20°C durante 20h e em seguida vertida numa solucdo aquosa
saturada de NH.Cl (50 mL) e extraida com éter (3 x 100 mL).
0O extracto combinado ¢ seco (MgS04), filtrado e evaporado.
A purificacédo por cromatografia em coluna flash de silica
gel (5 a 50% éter em hexano) proporciona a hidrazona 33
(15,0 g, 71%) como um &6leo amarelo. Rf = 0,63 (silica gel,
40% éter em hexano);[a]l?, -22,7 (c 0,2, CHCly); IV (filme
fino) vnax 3057, 2927, 2854, 1489, 1448, 1251, 1078, 940,
836, 775, 706, 668, 632 cm'; 'H-RMN (500 MHz, CDCls) &
7,46-7,44 (m, 5H, Ph), 7,31-7,21 (m, 10H, Ph), 6,40 (d, J =
6,5Hz, 1H, N=CH), 6,21 (s, 1H, CH=CCHs), 5,50 (dd, J = 7,0,
7,0 H=z, 1H, CH,C=CH), 4,20 (dd, J = 6,0, 6,0 Hz, 1H,
CHOSi), 3,54 (dd, J = 9,2, 3,5 Hz, 1H, CH,OCHs), 3,45 (s,
2H, CH,OTr), 3,41 (dd, J = 9,5 7,0 Hz, 1H, CHy;OCHs), 3,37
(s, 3H, CHyOCHs;), 3,32-3,30 (m, 2H, CHy)N), 2,60-2,55 (m,
1H), 2,34-2,20 (m, 3H), 2,04-1,95 (m, 1H), 1,98-1,73 (m,
5H), 1,82 (s, 3H, CH=CCH;), 1,38-1,21 (m, 4H), 0,96 (d, J =

6,9 Hz, 3H, CHCH;), 0,89 (s, 9H, SiC(CHs);, 0,06 (s, 3H,
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Si(CHs)2), 0,01 (s, 3H, Si(CHs3):2); HRMS (FAB) calculado para

CusHg3IN,0551 (M+Cs™) 967,2707 encontrado 967,2740.

Nitrilo 34 como ilustrado no Esquema 7. O sal de
magnésio do &cido monoperoxiftédlico (MMPP.6H,O, 80%, 52,4
g, 84,8 mmol, 2,5 equiv.) ¢é adicionado em peguenas porcdes
durante 10 minutos a uma solucdo de hidrazona 33 (28, 3q,
33,9 mmol, 1,0 equiv.) agitada rapidamente numa mistura de
MeOH (283 mL), THF (100 mL) e tampdo fosfato a pH 7 (283
mL) a 0°C. A mistura é agitada a 0°C durante 1,5h e entéo
mais THF (120 mL) ¢é adicionado em duas porc¢des durante 30
minutos para ajudar a dissolver o material de partida. Apds
agitacdo durante mais 1,5h a mistura reaccional é vertida
numa solucdo aquosa saturada de NaHCO3 /550 mL) e o produto
é extraido com éter (750 mL) e em seguida EtOAc (2 x 750
mL). Os extractos orgédnicos combinados foram lavados com
solucdo saturada de cloreto de sdédio (1L), seco (MgSO,) e
concentrado a pressdo reduzida. A cromatografia em coluna
"flash" (silica gel, 9 a 20% éter em hexano) da o nitrilo
34 como um o6leo incolor (21,8 g, 89%). Rf = 0,44 (silica
gel, 20% éter em hexano); [a] %%, +2,9 (¢ 1,2, CHCl3); IV
(filme fino) wvmax 3057, 2928, 2855, 2238, 1489, 1490, 1448,
1252, 1081, 836, 775, 707, 632 cm‘; 'H-RMN (500 MHz, CDCls)
5 7,47-7,45 (m, 5H, Ph), 7,33-7,23 (m, 10H, Ph), 6,22 (s,
1H, CH=CCHs), 5,56 (dd, J= ¢,8, 6,8 Hz, 1H, CH,C=CH), 4,21
(dd, J= 6,8, 6,8 Hz, 1H, CHOSi), 3,49 (s, 2H, CH,OTr), 2,48
(m, 1H, CH(CH3)), 2,29 (ddd, J = 14,5, 6,8, 6,8 Hz, 1H,
CH,CHOSi), 2,24 (ddd, J = 14,5, &,8, 6,8 Hz, 1H, CH,CHOSi),

2,07 (m, 2H, CH(C)H,OTr)), 1,82 (s, 3H, CH=CCH;), 1,58-1,23
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(m, 4H), 1,24 (4, J= 7,0 Hz, 3H, CHCH;), 0,90 (s, O9H,
SiC(CHs)s), 0,07 (s, 3H, Si(CHs3)2), 0,0 (s, 3H, Si(CHz)z);
HRMS (FAB) calculado ©para CsoHsqINO,Si (M+Cs’), 852,1710

encontrado 852,1783.

Aldeido 35 como ilustrado no Esquema 7. O nitrilo
34 (7,01 g, 9,74 mmol, 1,0 equiv.) ¢é dissolvido em tolueno
(195 mL, 0,005 M) e arrefecido a -78°C. Adiciona-se DIBAL
(29,2 mL, 1,0 M em tolueno, 29,2 mmol, 3,0 equiv.) gota a
gota a -78°C durante 10 minutos. A mistura reaccional &
agitada a -78°C até se verificar que estd completa por TLC
(1 h). o metanol (10 mL) e HCl (10 mL, 1,0N e, &gua) sé&o
sequencialmente adicionados e a mistura resultante ¢é
deixada até atingir os 0°C durante 1h. em seguida séo
adicionados éter (250 mL) e &4gua (250 mL) e as fases séo
separadas. A fase orgénica é extraida com éter (2 x 250 mL)
e 0s extractos combinados sdo lavados com solucdo saturada
de cloreto de sdédio (500 mL), seco (MgSQO,) e concentrado
sob pressdo reduzida. A cromatografia em coluna "flash"
(silica gel, 17 a 33% éter em hexano) did o aldeido 35 como
um 6leo (6,18 g, 88%). Rf = 0,51 (silica gel, 20% éter em
hexano); [al?’y 42,0 (c 0,3, CHCls); IV (filme fino) Vuux
3057, 2927, 2855, 1726, 1490, 1448, 1251, 1081, 836, 775,
707, 632 cm™'; 'H-RMN (500 MHz, CDCls) & 9,51 (d, J= 1,9 Hz,
1H, CHO), 7,46-7,45 (m, 5H, Ph), 7,32-7,22 (m, 10H, Ph),
6,20 (s, 1H, CH=CCHs), 5,54 (dd4, J= 7,0, 7,0 Hz, 1H,
CH,C=CH), 4,20 (dd, J= 6,5, 6,0 Hz, 1H, CHOSi), 3,47 (s,
2H, CH,OTr), 2,34-2,20 (m, 3H, CH,CHOSi e CH(CH3)), 2,04 (m,

2H, CH,(C)CH,0Tr), 1,82 (s, 3H, CH=CCHs), 1,66 (m, 1H),
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1,30-1,19 (m, 3H), 1,02 (4, J=7,0 Hz, 3 H, CHCHs), 0,89 (S,
9h, SiC(CHs)s), 0,06 (S, 3H, Si(CHs2), 0,00 (s, 3H,Si(CHs):);
HRMS (FAB),calculado Cs39Hs1I05Si (M+Cs™) 855,1707 encontrado

855,1672.

Tris— (éteres sililicos) 37 e 38 ilustrados no
Esquema 8. Uma solucdo de cetona 36 (ver Nicolau, K. C. et.
al. , J. Am. Chem. Soc. 119, 7974-91 (1997) (1,20 g, 2,99
mmol, 1,4 equiv.) em THF (4,3 mL) ¢ adicionada gota a gota
durante 5 minutos a uma solucdo de LDA preparada de fresco
[diisopropilamina (424 uL, 3,03 mmol, 1,45 equiv.) &
adicionada a n-Buli (2,00 mL, 1,52 M em hexano, 3,04 mmol,
1,45 equiv.) a 0°C e apdés 5 min em THF (4,3 mL) &
adicionada] a -78°C. Apdbds agitacdo durante 1,5h a -78°C, a
solucdo ¢ deixada agquecer até -40°C durante um periodo de
tempo de 30 min. A mistura reaccional é entdo arrefecida a
-78°C e a solucdo do aldeido 35 (1,51 g, 2,09 mmol, 1,0
equiv.) em THF (12,5 mL) ¢é adicionada gota a gota durante
15 minutos. A mistura reaccional resultante ¢é agitada
durante 1 h a -78°C, e em seguida desactivada por adicéo
gota a gota de uma solucdo aquosa saturada de AcOH (3,1 mL
de solucdo 1M em THF, 3,10 mmol, 1,5 equiv.). A mistura é
em seguida agquecida a 25°C e partilhada entre éter (25 mL)
e solucdo aquosa saturada de NH,Cl (25 mL). A fase aquosa é
extraida com éter (3 x 25 mL) e os extractos orgénicos
combinados sdo secos (MgSO,) e concentrados a presséo
reduzida. A cromatografia em coluna "flash" (silica gel, 4
a 20% éter em hexano) proporciona cetona qgue ndo reagiu

(502 mg, 42%), produto aldol indesejado 38 (705 mg, 27%) e
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a mistura do desejado produto aldol 37 e aldeido gue néo
reagiu 35 [1,136 g, (razdo 37:35 ca 9:1 por 'H-RMN)] (i.e.
39% de rendimento do 37). A mistura ¢é utilizada
directamente no préximo passo. 37: (maioritdrio) (obtido
como um 6leo incolor a partir da mistura contendo 35, por
cromatografia em coluna flash de silica gel, (10 a 17%
EtOAc em hexano. Rf = 0,22 (silica gel, 10% éter em
hexano) ; [a]*’, -20,0 (c 0,3, CHCls); IV (filme f£ino) Vpax
3486, 2954, 2828, 2856, 1682, 1472, 1448, 1253, 1090, 994,
836, 775, 706, 668, 632 cm'; 'H-RMN (600 MHz, CDCls) &
7,75-7,43 (m, 5H, Ph), 7,30-7,19 (m, 10H, Ph), 6,19 (s, 1H,
CH=CCHs), 5,51 (dd, J=7,0, 6,9 Hz, 1H, C=CHCH,), 4,18 (dd,
J= 6,3, 6,2 Hz, 1lH, CHOSi), 3,88 (dd, J= 7,5, 2,6 Hz, 1H,
CHOSi), 3,65 (m, 1H, CH,0Si), 3,59 (m, 1H, CHy0Si), 3,46
(d, J= 11,2 Hz, 1H, CHy0OTr), 3,43 (d, J= 11,2 Hz, 1H,
CH,OTr), 3,27 (m, 1H, CHsCH(C=0)), 3,22 (4, J= 9,3 Hz, 1H,
CHOH), 2,32-2,18 (m, 2H, C=CHCH,CHOSi), 2,00 (m, 2H,
CH,(C)CH,0Tr), 1,80 (s, 3H, CH=C(CHs)), 1,66 (m, 2H), 1,46
(m, 2H), 1,27 (m, 1H, CH(CHs), 1,19 (s, 3H, C(CH3z),), 1,07
(s, 3H, C(CHs)), 0,99 (d, J= 6,8 Hz, 3H, CH(CH)s)), 0,89
(s, 9H, SiC(CHs)s), 0,87 (s, 9H, SiC(CHs)s), 0,86 (s, 9H,
SiCc(CHs)s), 0,71 (d, J= 6,7 Hz, 3H, CH(CHs3)), 0,10 (s, 3H,
Si(CHs),), 0,07 (s, 3H, Si(CHs),), 0,04 (s, 3H, Si(CHs),,
0,03 (s, 6H, Si(CHs),), -0,01 (s, 3H, Si(CHs),); HRMS (FAB)
calculado para CgoHe7I0sSis (M+Cs™) 1257,4639 encontrado
1257,4639. 38: (minoritédrio) &leo incolor; R = 0,38
(silica gel, 20% éter em hexano);[al?, -11,9 (c 2,9,
CHCls3); IV (filme fino) wvnpax 3501, 2954, 2930, 2856, 1682,

1469, 1254, 1088, 836, 776, 705, 670 cm'; 'H-RMN (500 MHz,
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CcDCls) & 7,46-7,44 (m, 5H, Ph), 7,31-7,21 (m, 10H, Ph),
6,21 (s, 1H, CH=CCH3), 5,52 (dd, J= 7,0, 6,9 Hz, 1H,
C=CHCHjy), 4,20 (dd, J= 6,5, 6,5 Hz, 1H, CHOSi), 3,88 (dd,
Jj= 7,5, 2,5 Hz, 1H, CHOSi), 3,67 (m, 1H, CHy0Si), 3,60 (m,
1H, CH,0Si), 3,46 (s, 2H, CH,0Tr), 3,30-3,21 (m, 2H, CHOH,
CHsCH(C=0)), 2,30-2,25 (m, 2H, C=CHCH,CHOSi), 2,05-1,93 (m,
2H, CH,C(CH,OTr)=CH, 1,81 (s, 3H, CH=C(CHs)), 1,63 (m, 1H,
CH(CHs), 1,45 (m, 2H), 1,24 (,2H), (s, 3H, C(CHs),), 1,05
(s, 3H, C(CHs3)z), 1,01 (d, J= 6,9 Hz, 3H, CH(CHs)), 0,92 (s,
18H, $SiC(CHs)s), 0,89 (s, 9H, SiC(CHs)s), 0,88 (dupleto
pouco definido, 3H, CH(CH3)), 0,88 (s, 18H, SiC(CH3)3), 0,01
(s, 3H, Si(CHs),), 0,07 (s, 3H, Si(CH;)2), 0,06 (s, 3H,
Si(CHs)2), 0,04 (s, ©6H, Si(CHs)z), 0,01 (s, 3H, Si(Ch3)2):
HRMS (FAB) calculado para CsHesIOsSis (M+Cs™), 1257,4692

encontrado 1257,4749.

Tetra-éter sililico 39 como ilustrado no Esquema
8. O &lcool 37 (1,136 g de uma mistura 9:1 com aldeido 35,
0,933 mmol) é dissolvido em CH,Cl, (5,0 mL), arrefecido a -
20°C e tratado com 2,6-lutidina (470 uL, 4,04 mmol, 4,3
equiv.) e terc-butildimetilsililtrifluorometanossulfonato
(695 pL, 3,03 mmol, 3,2 equiv.). A mistura é entdo agitada
durante 2,5 h com aquecimento lento a 0°C. A reaccdo é
desactivada com solucdo aquosa saturada de NaHCOs; (25mL) e
a fase aquosa é extraida com éter (3 x 25 mL). Os extractos
organicos combinados foram lavados com solugdo saturada de
cloreto de sdédio (250 mL), seca (MgS0O,) e concentrada a
pressdo reduzida. A cromatografia em coluna "flash" (silica

gel, 4 a 9% de éter em hexano) da o tetra-sililéster 39
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Q

como um 6leo incolor (1,04 g, 90%). Rf = 0,91 (silica gel,
20% éter em hexano); [al??, -16,8 (c 0,7, CHCls); IV (filme
fino) wvmax 3058, 2951, 2856, 1693, 1471, 1253, 1079, 1004,
836, 706 cm’'; 'H-RMN (600 MHz, CDCls) & 7,46-7,43 (m, 5H,
Ph), 0,29-7,19 (m, 10H, Ph), 6,19 (s, 1H, CH=CCHs), 5,49
(dd, Jg= 7,0, 7,0 Hz, 1H, C=CH(CH;), 4,18 (dd, J= 6,3, 6,1
Hz, 1H, CHOSi), 3,85 (dd, J= 7,6, 2,5 Hz, 1H, CHOSi), 3,70
(dd, J= 6,7, 2,0 Hz, 1H, CHOSi), 3,67 (ddd, J= 9,6, 4,8 hz,
1H, CHy0S8i), 3,59 (ddd, J= 9,7, 7,9, 7,9 Hz, 1H, CHy0Si),
3,45 (4, J= 11,2 Hz, 1H, CHyOTr), 3,42 (d, J= 11,2 Hz, 1H,
CH,0Tr), 3,08 (gd, J= 6,8, 6,8 Hz, 1H, CHsCH(C=0)), 2,27
(ddd, J= 14,4, 7,2, 7,2 Hz, 1H, C=CHCH,CHOSi), 2,23 (ddd,
J= 14,5, 6,2, 6,2 hz, 1H, C=CHCH,CHOSi), 1,97 (m, 2H,
CH,C (CH,OTr)=CH), 1,79 (s, 3H, CH=C(CHs)), 1,57 (m, 1H),
1,46 (m, 1H), 1,25 (m, 3H), 1,17 (s, 3H, C(CHs3),), 1,01 (d,
J= 6,8 Hz, 3H, CH(CHs)), 0,95 (s, 3H, C(CHs)z), 0,87 (s,
18H, SiC(CHs)s), 0,86 (s, 18H, SiC(CHs)s, 0,09-0,03 (m, 24Hm
Si(CHs),); HRMS (FAB), calculado para CgsH11110s5i4 (M+Cs™),

1371,5557 encontrado 1371,5523

Alcool 40 como ilustrado no Esquema 8. A uma
solucdo de tetra-siliéter 39 (180 mg, 0,145 mmol) em THF
(1,5 mL) a 0°C ¢é adicionado HFepir. numa mistura de
piridina/THF (preparada a partir de uma solucdo contendo
420 puL HFepir., 1,14 mL e 2,00 mL THF) (1,5 mL) e a solucéo
resultante ¢é agitada durante 2h a 0°C. Mais HFepir. em
mistura de piridina/THF (0,5 mL) ¢é em seguida adicionada e
a agitacdo continuada por mais 1lh a 0°C. A reaccédo ¢é

desactivada com a adicdo cuidadosa de uma solucdo aquosa
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saturada de NaHCO3; e o produto é extraido com EtOAc (3 x 25
mL) . Os extractos orgédnicos combinados s&o em seguida secos
(MgS04) e concentrado a pressdo reduzida. A cromatografia
em coluna "flash" (silica gel 30% de éter em hexano) deu o
dlcool 40 como um &6leo amarelo claro (137 mg, 84%). Rf =
0,36 (silica gel, 40% éter em hexano);[al?’;, -26,0 (c 0,3,
CHCls); IV (filme fino) wvmax 3422, 2928, 2855, 1690, 1490,
1471, 1448, 1360, 1252, 1086, 1004, 986, 836, 774, 706 cm
'; 'H-RMN (600 MHz, CDCls) & 7,44-7,42 (m, 5H, Ph), 7,29-
7,20 (m, 10H, Ph), 6,19 (s, 1H, CH=CCHj3), 5,49 (dd, J= 7,1,
7,1 Hz, 1H, C=CHCH,), 4,17 (dd, J= 6,2, 6,0 Hz, 1H, CHOSi),
4,03 (dd, J= 6,6, 3,7 Hz, 1H, CHOSi), 3,73 (dd, J= 7,2, 1,7
Hz, 1H, CHOSi), 3,65 (m, 2H, CH,OH), 3,45 (d, J= 11,7 Hz,
1H, CH,OTr), 3,42 (d, J= 11,7 Hz, 1H, CH,OTr), 3,06 (gd, J=
6,9, 6,9 Hz, 1H, CHs;CH(C=0)), 2,28 (ddd, J= 14,7, 7,3, ,3
Hz, 1H, C=CHCH,CHOSi), 2,22 (ddd, J= 14,7, 6,3, 6,3 Hz, 1H,
C=CHCH,CHOSi), 1,98 (m, 2H, CH,C(CH,OTr)=CH, 1,79 (s, 3H,
CH=C(CH3)), 1,56 (m, 2H), 1,24 (m, 3H), 1,18 (s, 3H,
C(CHs)2), 1,03 (4, J= 6,9 Hz, 3H, CH(CHs)), 0,97 (s, 3H,
C(CHs)2), 0,87 (3 singletos, 27H, SiC(CHs)s3), 0,81 (d, J=
6,7 Hz, 3H, CH(CHs)), 0,10 (s, 3H, Si(CHs):), 0,04 (s, O9H,
Si(CHs),), 0,03 (s, 3H, Si(CHs),), 0,00 (s, 3H, Si(CHs)z):
HRMS (FAB) calculado para CsHo;I0sSis (M+Cs™) 1257,4692

encontrado 1257,4780.

Aldeido 41 como ilustrado no Esquema 8. A uma
solucédo de cloreto de oxalilo (150 wuL, 1,72 mmol, 2,0
equiv.) em CHyCl, (10 mL) a -78°C é adicionado gota a gota

DMSO (247 uL, 3,48 mmol, 4,0 equiv.). Apds agitacdo durante
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10 minutos a -78°C, uma solucédo de &lcool 40 (960 mg, 0,853
mmol, 1,0 equiv.) em CH;Cl, (810 mL) ¢é adicionada gota a
gota. A solucdo resultante é agitada a -78°C durante 1lh, e
em seguida adiciona-se EtsN (714 uL, 5,12 mmol, 6,0 equiv.)
e a mistura reaccional ¢ deixada a agquecer até aos 25°C
durante 30 minutos. Adiciona-se agua (30 mL), e o produto é
extraido com éter (3 x 40 mL). Os extractos orgénicos
combinados s&o secos (MgSQOs) e em seguida concentrado sob
pressdo reduzida. A cromatografia em coluna "flash" (silica
gel, 17 a 50 % éter em hexano) did o aldeido 41 como um éleo
incolor (943 mg, 98%). Rr = 0,74 (silica gel, 40% éter em
hexano); [a]l®p -10,8(c 0,1, CHCls);IV (filme fino)vu., 2928,
2855,1728, 16%90,1471, 1448, 1260, 1252,1085, 987, 836, 774,
706 cm'; 'H NMR (600 MHz, CDCls) & 9,74 (dd, J=2,4, 1,5Hz,
1H, CHO), 7,44-7,42 (m, 5H,Ph), 7,29-7,20 (m, 10H, Ph),
6,19 (s, 1H, CH=CCH3), 5,49 (dd4, J=7,0, 6,8Hz, 1H,
C=CHCH;), 4,44 (dd, J=6,3, 5,0Hz, 1H, CHOSi), 4,18 (dd,
J=6,9, 6,4Hz, 1H, CHOSi), 3,70 (dd, J=7,2, 1,8Hz, 1H,
CHOSi), 3,45 (d, J=11,4H=z, 1H, CH,OTr), 3,42 (d, J=11,4Hz,
1H, CH,OTr), 3,05 (gd, J=7,0, 7,0Hz,1H, CH3CH(C=0)), 2,49
(ddd, J=17,0, 4,5, 1,4Hz, CH,CHO), 2,38 (ddd, J=17,0, 5,4,
2,8Hz, 1H, CHRCHO), 2.27 (dda, Jg=14,0, 7,1,7,1Hz, 1H,
C=CHCH,CHOS1), 2,23 (ddd, J=14,5, 6,5, 6,5Hz, 1H,
C=CHCH,CHOSi), 1,98 (m, 2H, CH,C(CH,OTr)=CH), 1,79 (s, 3H,
CH=C(CH3)), 1,27 (m, 4H), 1,19 (s, 3H, C(CH3)z), 1,12 (m,
1H), 1,00 (d, J=6,8HZ, 3H, CH(CHs)), 0,98 (s, 3H, C(CHs3)2),
0,87 (s, 27H, Si(CHs)s), 0,80 (d, J=6,7Hz, 3H, CH(CHs)),
0,07 (s,3H, Si(CHs),), 0,03 (s, 3H, Si(CHs),), 0,03 (s, 3H,

Si (CH3)2)I OI 02 (sl 3HI Sl(CH3)2)I OI 00 (SI 3HI Sl(CH3)2);
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HRMS (FAB), Calculado para CeHos10sSis (M+Cs'), 1255,4536

encontrado 1255,45¢61.

Acido carboxilico 43 como ilustrado no Esquema 8.
A uma solucdo de aldeido 41 (943 mg, 0,839 mmol, 1,0
equiv.) em t-BuOH (38,5 mL) e H,O (8,4 mL) e adiciona-se 2-
metil-2-buteno (31,5 mL, 2M em THF, 63 mmol, 75 equiv.) e
NaH,PO; (250 mg, 2,08 mmol, 2,5 equiv.) seguida por NaClO;
(380 mg, 4,20 mmol, 5,0 equiv.) e a mistura resultante é
agitada a 25°C durante 40 minutos. Os volateis s&o entéo
removidos sob pressdo reduzida e o residuo é partilhado
entre EtOAc (40 mL) e solucdo saturada de cloreto de sdédio
(40 mL) e as fases s&o separadas. A fase aguosa é entéo
extraida com EtOAc (3 x 40 mL), e os extractos combinados
sdo secos (MgS0O4) e em seguida concentrados sob presséo
reduzida. A coluna de cromatografia "flash" (silica gel,
60% éter em hexano) dé& o acido carboxilico 42 como um 6leo
(956 mg, 100%). Rr = 0,47 (silica gel, 40% éter em hexano);
[a]??y -19,6(c 0,2, CHCls);IV (filme f£ino)vw.x 3389, 2856,
1711, 1469, 1254, 1085, 988, 835, 775, 705 cm*, 'H NMR (600
MHz, CDCls) & 7,44-7,43 (m, 5H, Ph), 7,29-7,20 (m, 10, Ph),
6,19 (s, 1H, CH=CCH;), 5,49 (dd, J= 7,3, 7,1 Hz, 1H,
C=CHCH,), 4,34 (dd, J = 6,4, 3,3 Hz, 1H, CHOSi), 4,18 (dd,
J= 6,2, 6,2 Hz, 1H, CHOSi), 3,72 (dd, J= 7,2, 1,7 Hz, 1H,
CHOSi), 3,45 (d, J= 11,4 Hz, 1H, CH;OTr), 3,41 (d, J= 11,4
Hz, 1H, CH,OTr), 3,07 (gd, J = 17,0, 7,0 Hz, 1H,
CH;CH(C=0)), 2,46 (dd, J= 16,3, 3,1 Hz, 1H, CH,COyH), 2,32-
2,18 (m, 3H, CH,CO;H e C=CHCH,CHOSi), 1,97 (m, 2H,

CH,C (CH,O0Tr)=CH), 1,80 (s, 3H, CH=C(CH3)), 1,31-1,19 (m,
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5H), 1,19 (s, 3H, C(CHs)2), 1,02 (d, J= 6,9 Hz, 3H,
CH(CHs)), 0,99 (s, 3H, C(CHs)y), 0,87 (s, 27H, Si(CHs)s),
0,80 (d, J = 6,8 Hz, 3H, CH(CHs)), 0,07 (s, 3H, Si(CHs)),
0,04 (s, 3H, Si(CH3),), 0,04 (s, 3H, Si(CH3)2), 0,03 (s, 3H,
Si(CHs),), 0,02 (s, 3H, Si(CHs),, 0,00 (s, 3H, Si(CHs),; HRMS
(FAB) calculado para CeoHosI0,S14 (M+Cs™), 1271,4485

encontrado 1271,4550

Hidroxi-acido 43 como ilustrado no Esquema 8. Uma
solucdo de &cido carboxilico 42 (956 mg, 0,839 mmol, 1,0
equiv.) em THF (17 mL) a 0°C é tratada com TBAF (5,0 mL,
1,0 M em THF, 5,00 mmol, 6,0 equiv.) e a mistura é deixada
aquecer até 25 °C durante 19 h. A reaccdo ¢é entéo
desactivada por adicdo de solucdo aquosa saturada de NHyCl
(40 mL) e o produto é extraido com EtOAc (3 x 40 mL). Os
extractos organicos combinados sdo secos (MgSQy4) e
concentrado sob pressdo reduzida. A cromatografia em coluna
"flash" (silica gel, 5% MeOH em CH,Cl,) d& o hidroxi-é&cido
43 como um 6leo amarelo (817 mg, 95%). R = 0,27 (silica
gel, 5% MeOH em CH,Cl,); [a]?’p -11,4(c 0,2, CHCls);IV (filme
fino) vmax 3364, 3057, 2938, 2856, 1712, 1694, 1469, 1254,
1086, 1053, 988, 836, 776, 734, 705 cm™', 'H NMR (600 MHz,
cbcls) o 7,43-7,42 (m, bH, Ph), 7,30-7,21 (m, 10H, Ph),
6,32 (s, 1H, CH=CCH;), 5,46 (dd, J= 7,2, 7,2 hz, 1H,
C=CHCHjy), 4,35 (dd, J= ¢,3, 3,2 Hz, 1H, CHOH), 4,21 (dd, J=
6,4 6,3 Hz, 1H, CHOSi), 3,73 (dd, J= 7,3, 1,2 Hz, 1H,
CHOSi), 3,52 (d, J= 12,1, 1H, CH,OTr), 3,48 (d, J= 12,1 Hz,
1H, CH,0Tr), 3,06 (m, 2H, CHsCH(C=0) e OH), 2,45 (dd, J=

16,4, 3,0 Hz, 1H, CH,CO,H,), 2,35 (m, 2H, C=CHCH,CHOH), 2,29
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(dd, J= 16,4, 6,5 Hz, 1H, CHyCOxH), 2,07-1,97 (m, 2H,
CH,C (CH,0Tr)=CH), 1,85 (s, 3H, CH=C(CHs)), 1,71 (m, 1H),
1,39 (m, 1H, CH(CHs)), 1,27 (m, 3H), 1,18 (s, 3H, C(CHs)z),
1,02 (dupleto mal definido, 3H, CH(CHs)), 1,02 (s, 3H,
C(CHs),), 0,87 (s, 18H, Si(CHs)s), 0,81 (d, J= 6,8 Hz, 3H,
CH(CHs)), 0,09 (s, 3H, Si(CHs),), 0,07 (s, 3H, Si(CHs)j),
0,04 (s, 3H, Si(CHz)2), 0,02 (s, 3H, Si(CHs),); HRMS (FAB)
calculado para CsgHg1I07Si, (M+Cs+), 1157,3620 encontrado

1157,3669.

Macrolactona 44 como ilustrado no Esquema 8. A
uma solucdo de hidroxi-acido 43 (1,06 g, 1,04 mmol, 1,0
equiv.) em THF (15 mL; 0,07 M) é adicionado EtsN (870 uL,
0,24 mmol, 6,0 equiv.) e cloreto de 2,4,6-triclorobenzoilo
(390 L, 2,50 mmol, 2,4 equiv.). A mistura reaccional &
agitada a 0°C durante 1,5h, e em seguida ¢é adicionada
lentamente durante um periodo de 2 h wvia uma seringa para
puxar uma solucdo de 4-DMAP (280 mg, 2,29 mmol, 2,2 equiv.)
em tolueno (208 mL, 0,005 M baseado em 43) a 75°C. A
mistura é agitada aquela temperatura por mais 0,5h e & em
seguida concentrada sob pressdo reduzida. O residuo
resultante ¢é filtrado através de um leito de silica gel
eluindo com 50% éter em hexano. A cromatografia de coluna
"flash" (silica gel, 17% éter em hexano) d& macrolactona 44
como uma espuma incolor (877 mg, 84%). Rf = 0,19 (silica
gel, 10% éter em hexano); [o] %) 7,4 (¢ 0,2, CHCls);IV
(filme fino) wpax 2929, 2855, 1742, 1695, 1468, 1381, 1253,
1156, 1065, 985, 834, 774, 733, 706 cm, 'H NMR (600 MHz,

cbCls) o 7,44-7,42 (m, 5H, Ph), 7,29-7,20 (m, 10H, Ph),
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6,39 (s, 1H, CH=CCH3), 5,51 (dd, J= 9,5, 6,8 Hz, 1H,
C=CHCHy), 5,07 (d, J= 9,3 Hz, 1H, CHOCO), 4,02 (d, J= 9,2
Hz, 1H, CHOSi), 3,82 (d, J= 8,9 Hz, 1H, CHOSi), 3,46 (d, J=
11,5 Hz, 1H, CHyOTr), 3,42 (d, J= 11,5 Hz, 1H, CH,0Tr),
2,95 (dg, J= 8,7, 7,0 Hz, 1H, CHsCH(C=0)), 2,72 (m, 2H,
C=CHCH,CHO e CHyC00O), 2,54 (dd, J= 16,2, 9,7 Hz, 1H,
CH,C00), 2,29 (m, 1H, C=CHCH,CHO), 2,12 (dd, J= 14,3, 5,1
Hz, 1H, CH;C(CH;OTr)=CH), 1,98 (m, CH;C(CH,OTr)=CH), 1,88
(s, 3H, CH=C(CH3)), 1,44-1,23 (m, D5H), 1,18 (s, 3H,
C(CHs)2), 1,10 (s, 3H, C(CHs)p), 1,07 (d, J= 6,8 Hz, 3H,
CH(CHs)), 0,92 ((s, 9H, Si(CHs)s), 0,82 (4, J, = 6,9 Hz, 3H,
CH(CHs3)), 0,72 (s, 9H, Si(CHs3)), 0,08 (s, 3H, Si(CHz)z, 0,05
(s, 3H, Si(CHsz)2), 0,05 (s, 3H, Si(CHs)2), -0,32 (s, 3H,
Si(CHs),); HRMS (FAB) calculado para CsqH79I106S1i, (M+Cs+),

1139,3514 encontrado 1139, 3459.

Triol 24 como ilustrado no Esquema 8. A uma
solucédo de macrolactona 44 (608 mg, 0,604 mmol, 1,0 equiv.)
em THF (45 mL) a 0°C e adicionado HFepir. (15 mL). A
mistura resultante é deixada aquecer até 25°C durante 15h e
é entdo arrefecida a 0°C e desactivada por adicdo cuidadosa
de solucdo agquosa saturada de NaHCOs; (50 mL). O produto é
entdo extraido com EtOAc (3 x 50 mL), e em seguida os
extractos combinados foram secos (MgSO4), e concentrados
sob pressdo reduzida. A cromatografia em coluna "flash"
(silica gel, 60% EtOAc em hexanos) da o triol 24 como uma
espuma incolor (280 mg, 86%). Rf = 0,32 (silica gel, 60%
EtOAc em hexano); [oal?’y -32,1(c 0,2, CHCls);IV (filme

fino) vnax 3413, 2923, 2857, 1731, 1686, 1461, 1259, 1148,
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1046, 737 cm*, 'H NMR (600 MHz, CDCls) & 6,43 (s, 1H,
CH=CCHs), 5,38 (dd, J= 9,7, 5,4 Hz, 1H, C=CHCH;), 5,29 (dd,
J = 8,8, 1,9 Hz, 1H, CHOCO), 4,08 (m, 1H, CHOH), 4,06 (d,
J= 13,0 Hz, 1H, CH,OH), 4,00 (d, J= 13,0 Hz, 1H, CH;0OH),
3,69 (dd, J= 3,5, 3,4 Hz, 1H, CHOH), 3,12 (qd, J= 6,9, 3,1
Hz, 1H, CHs;CH(C=0)), 2,76 (bs, 1H, OH), 2,67 (ddd, J= 15,0,
9,7, 9,7 Hz, 1H, C=CHCH,CHO), 2,45 (dd, J= 15,4, 10,6 Hz,
1H, CH,C00), 2,38 (bs, 1H, OH), 2,33 (dd, J= 15,4, 3,0 Hz,
1H, CH,Cco0), 2,21 (m, 2H, CHC(CH,OH)=CH), 2,06 (m, 1H,
C=CHCH,CHO), 1,87 (s, 3H, CH=C(CHs)), 1,71 (m, 1H), 1,66
(m, 1H), 1,32 (s, 3H, C(CHs),), 1,29-1,24 (m, 3H), 1,17 (d,
J= 6,9 Hz, 3H, CH(CH:s)), 1,08 (s, 3H, C(CHs),), 0,99 (d,
J=7,0 Hz, 3H, CH(CHs)); HRMS (FAB) calculado para Cy3H3,104

(M+Cs®) 669,0689 encontrado 669,0711.

Polimerizacgdo de tubulina e ensaios de citotoxicidade.

A polimerizacdo de tubulina ¢é determinada pelo
método colorimétrico-filtracdo, desenvolvido por Bollag et
Cancer Res. 1995, 55, 2325-2333. A tubulina purificada (1
mg/mL) ¢ incubada a 37°C durante 30 minutos na presenca de
cada um dos compostos (20 mM) em tampdo MEM [ (100mM &cido
2- (N-morfolino)etanossulfénico, pH 6,75, 1ImM etilenoglicol
bis(B-aminoetiléter), &cido N,N,N',N'-tetraacético, e 1 mM
de MgCl;]; a mistura é em seguida filtrada para remover a
tubulina que ndo polimerizou utilizando uma placa de fil-
tracdo de tamanho de poro 0,22 um hidrofilica de 96 pocos
Durapore Multiscreen Millipore; a tubulina polimerizada

recolhida ¢é corada com solucdo de amido negra e quanti-
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ficada pela medicdo da absorvédncia da solucdo do corante
num Leitor de Microplacas Molecular Devices. O crescimento
de todas as linhas de células é avaliado pela quantificacéo
da proteina nas placas de 96 pocos como descrito
anteriormente. Rapidamente, sgs&do semeadas 500 células em
cada poco das placas e incubadas com varias concentracdes
de epotilonas a 37°C e numa atmosfera humida com 5% CO;
durante quatro dias. Apds fixacdo da célula com 50% de
acido tricloroacético, a densidade o6ptica correspondente a
quantidade de proteinas é medida em solucdo de NaOH 25mM
(50% metanol: 50% &gua) num comprimento de onda de 564 nm.
A CI50 é definida como a dose de principio activo requerida

para inibir o crescimento das células em 50%.

Lisboa, 4 de Janeiro de 2007
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REIVINDICACOES

1. Composto representado pela formula I

By

em que

a ligacdo ondulada indica que a ligacdo "a" é representada
pela forma cis ou trans; (i) Rz estd ausente ou € oxigénio;
"a" pode ser ou uma ligacdo simples ou dupla; "b" pode
estar ausente ou ser uma ligacdo simples; e "e" pode estar
ausente ou ser uma ligacdo simples, com a condicdo de que
quando Ry é oxigénio entdo "b" e "¢" sdo ambos uma ligacédo
simples e "a" é uma ligacdo simples; se R, estd ausente
entdo "b" e "¢" estdo ausentes e "a" é uma ligacdo dupla; e
se "a" é uma ligacdo dupla, entdo Rz, "b" e "e" estédo

ausentes;

R; é um radical seleccionado de um grupo
consistindo de hidrogénio; alguilo inferior, especialmente
metilo, etilo, n-propilo, iso-propilo, n-butilo, iso-
butilo, terc-butilo, n-pentilo, n-hexilo; -CH=CH;; -C=CH; -
CH,F; -CHyCl; -CH,-OH; -CHy-0-(Ci-Cg-alguilo), especialmente

-CH,-0-CH3; e —-CHy;-S(Ci;-Cgsalquilo), especialmente -CH,-S-CHjy;
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R, e Rs sdo independentemente seleccionados de
hidrogénio, metilo ou um grupo protector, preferencialmente

hidrogénio, e

Ri ¢é& um radical seleccionado das seguintes

.
X}L}—-S-ﬁﬁﬁ_ ‘
Ay

ou um sal de um composto de formula I onde um grupo que

estruturas:

forma sal estd presente.

2. Composto de formula I de acordo com a

reivindicacdo 1, em que

R, estd ausente ou oxigénio; "a" pode ser ou uma ligacéo
simples ou dupla; "b" pode estar ausente ou ser uma ligacéo
simples; e "¢" pode estar ausente ou ser uma ligacéo
simples, com a condicdo de gue quando Ry é oxigénio entéo
"b" e "e¢" sdo ambos uma ligacdo simples e "a" é& uma ligacéo
simples; se Ry estd ausente entdo "b" e "¢" estdo ausentes
e "a" é uma ligacdo dupla; e se "a" é uma ligacdo dupla,

entdo Ry, "b" e "¢" estdo ausentes;

Ry é um radical seleccionado de um grupo
consistindo de hidrogénio; alquilo inferior, especialmente
metilo, etilo, n-propilo, iso-propilo, n-butilo, iso-

butilo, terc-butilo, n-pentilo, n-hexilo; -CH=CH;; -C=CH; -
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CH,F; -CHyCl; -CH,-OH; -CHy-0-(C;-Cg-alguilo), especialmente

-CH,-0-CH3; e —-CHy;-S(Ci-Cgalquilo), especialmente —-CH,-S-CHj;

Ry e Rs sdo independentemente seleccionados de
hidrogénio, metilo ou um grupo protector, preferencialmente

hidrogénio, e

Ry é& um radical seleccionado das seguintes

estruturas:

ou um sal de um composto de formula I onde um grupo que

forma sal estd presente.

3. Composto de acordo com a reivindicacdo 1 de

formula Id

8
N /{:r»f}“ {id)

em que A é metiltio e D é hidrogénio, fluoro, hidroxilo ou

metilo.

4, Composto de acordo com a reivindicacdo 1 de

férmula Ie
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(e

onde A é metiltio e D é hidrogénio, fluoro, hidroxilo ou

metilo.

5. Composto de acordo com a reivindicacdo 1,
seleccionado de um grupo consistindo de compostos com as

seguintes férmulas:

i}

fo)
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ou um seu sal farmaceuticamente aceitédvel onde o grupo gue

forma o sal estéd presente.

6. Formulacdo farmacéutica compreendendo um
composto de acordo com qualguer uma das reivindicacdes de 1

a 5 e um veiculo farmaceuticamente aceitével.

7. Composto de acordo com qualgquer uma das
reivindicacdes de 1 a 5 para utilizacdo no tratamento de

uma doenca proliferativa.

8. Utilizacdo de um composto de férmula I de
acordo com gqualgquer uma das reivindicacdes 1 a 5 para a
manufactura de um medicamento para o tratamento de uma

doenca proliferativa.

9. Utilizacdo de uma composicdo farmacéutica
que ¢é adequada para administracdo a um animal de sangue
quente para o tratamento de uma doenca proliferativa,
compreendendo uma quantidade de um componente activo de
férmula I de acordo com a reivindicacdo 1, que é eficiente
para o tratamento da referida doenca proliferativa,
juntamente com pelo menos um veiculo farmaceuticamente

aceitéavel.

10. Método para a sintese de um composto de

férmula I de acordo com a reivindicacdo 1, compreendendo
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a) acoplamento de um iodeto de férmula IT,

{#)

em que Rz, Ry, Rs, a, b e ¢ e a ligacdo ondulada tem o
significado da férmula I na reivindicacdo 1, com um
composto de estanho de fédrmula III,

Ri-Sn (R) 3 (II1)

em que R; tem o significado dado na férmula I e R é algquilo

C,-C;7, especialmente metilo e n-butilo, ou

b) acoplamento de um composto de estanho de

férmula IV,

{v}

em que R;, R4, Rs, a, b e c¢c e a ligacdo ondulada tem o

significado da férmula I, com um iodeto de fédrmula V,
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R.-I (V)

em que R; tem o significado dado para a férmula I na

reivindicacido 1;

e, se desejéavel, se converter um composto de fé6rmula I num
composto diferente de fédrmula I, se converter um composto
livre resultante de férmula I num sal de um composto de
férmula I, e/ou se converter um sal resultante de um
composto de férmula I num composto livre de férmula I ou
num sal diferente do composto de férmula I, e/ou se separar
uma mistura estereoisomérica de compostos de férmula I nos

isbébmeros correspondentes.

Lisboa, 4 de Janeiro de 2007
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