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COMPOSTO PARA INIBICAO DE ATIVIDADE DESUBIQUITINADO RA,
COMPOSICAO FARMACEUTICA CONTENDO-O E USO DO MESMO.
CAMPO DA INVENCAO

[001] A invencdo refere-se a um método de tratamento do

cancer em um paciente inibindo a atividade
desubiquitinadora. Mais particularmente, a invengao refere-
se a um método de tratamento de um cancer em um pac iente
que provou ser resistente ao tratamento de pelo men 0S um
medicamento anticancer. Mais particularmente, a inv encao

refere-se a um composto para uso no método e a uma
composicao farmacéutica que compreende 0 composto.
FUNDAMENTO DA INVENCAO

[002] Células tumorais exibem maior sensibilidade a

perturbacdes no sistema ubiquitina-proteassoma (UPS ),
tornando esse um alvo atraente para o desenvolvimen to de
terapias anticancer (1). Substratos de ubiquitina m arcada
sdo degradados pelo proteossoma 26S, um complexo de multi-
subunidades que compreende um nucleo proteolitico 2 0S (20S
CP) capeado por particulas reguladoras 19S (19S RP) (2,3).

O 20S CP evoluu como um alvo importante para o
desenvolvimento de farmaco anticancer, resultando n a
aprovacao de bortezomibe (Velcade®) para o tratamen to da

leucemia mieldica (4).

~

Bortezomibe
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[003] O composto b-AP15 (NSC687852) é conhecido por
induzir apoptose p53-independente e catepsina-D-dep endente

(5,6).

b-AP15 (NSC687852)
OBJETOS DA INVENCAO

[004] E um objeto da invencg&o fornecer um composto para

uso em um método de tratamento do cancer em um paci ente
inibindo a atividade desubiquitinadora, em particul ar, um
cancer refratario a quimioterapia do estado da técn ica.

[005] Em particular, € um objeto da invencéo fornecer
tal um composto para tratar o cancer em um paciente
refratario ao tratamento com pelo menos bortezomibe ou um
agente que compartilha o mecanismo de inibicdo da a tividade
desubiquitinadora de bortezomibe.

[006] Um outro objeto da invencdo € fornecer um
composto do tipo acima mencionado, que tem uma solu bilidade
melhorada em um pH fisiolégico em relacdo a compost 0s
funcionalmente equivalentes conhecidos na técnica.

[007] Um objeto adicional da invencdo é fornecer um
método correspondente.

[008] Um outro objeto da invencdo é fornecer uma
composicao farmacéutica que compreende 0 composto.

[009] Ainda outros objetos da invencado irdo tornar-se
evidentes através do estudo do sumario da invencgao a
seguir, um numero de modalidades preferidas ilustra das em

um desenho e as reivindicagbes anexas.
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SUMARIO DA INVENCAO
[010] De acordo com a presente invencdo é revelado um

composto de estrutura geral S:

R R
R4 g R
N'R‘
S-1
capaz de anular a atividade desubiquitinadora (DUB) dos 19S

RP DUBs.

[011]] O composto da invengcdo € reconhecido como
pertencente a uma nova classe de inibidores de prot eassoma
da qual o composto conhecido b-AP15 é um representa nte.

[012] Em patrticular, de acordo com a presente invengao,

0 composto da invencdo inibe a atividade de dois 19 S RP
DUBs, UCHL5 e USP14 enquanto nao afeta DUBs nao-
proteossomal. Mais particularmente, o composto da i nvencao
tem um efeito no tratamento de um tumor de cancer

refratario a quimioterapia do estado da técnica, de vido a
super-expressao do inibidor de apoptose intrinseca Bcl-2.

[013] Mais particularmente, de acordo com a presente
invencdo, o composto da invencéo é eficaz no tratam ento de
um cancer refratario ao tratamento com bortezomibe ou um

agente que compartiha o mecanismo de inibicdo

desubiquitinadora de bortezomibe. Em outra modalida de
preferida, o composto é eficaz no tratamento de um cancer
refratario a qualquer farmaco anticancer conhecido na

técnica.
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[014] Nesse pedido, ‘'refratario ao tratamento"
significa que o tratamento de um cancer com uma dos

de um medicamento anticancer ndo reduz substancialm
taxa de crescimento do cancer observado imediatamen

do tratamento, tal como a reducdo da taxa de cresci

por més em nao mais do que 25 por cento ou 10 por ¢
mesmo 5 por cento ou menos. Em particular, o método
invencao é eficaz no tratamento de um cancer em um

gue, depois de ter recebido uma ou mais, em particu
duas ou trés doses padrédo de bortezomibe ou um agen
compartilha a atividade geradora de apoptose de bor

ou qualquer outro farmaco anticancer, apresenta uma
crescimento do cancer por més reduzido em ndo mais

25 por cento ou 10 por cento, ou mesmo 5 por cento
menos, tal como qualquer taxa de crescimento positi
comparacdo com a taxa de crescimento do cancer obse
imediatamente antes de um Unico tratamento ou os Ul
dois ou trés ou mais tratamentos, respectivamente.
medida aceita do crescimento do tumor é a mudanca d

de um cancer ndo-disseminado.

[015]
pelo método da invencdo € o mieloma multiplo. Outro
exemplos de canceres passiveis de tratamento inclue
de pulméo, cancer de prostata, cancer de colon, can
ovario, cancer de pancreas, cancer de mama, cancer
cabeca e pescoco.

[016]

[017]

No composto da invengéo da estrutura geral S-1,

R, R ? em ligacdo dupla d1 e R 3
ligacdo d2 podem, independente um do outro,

configuracéo oposta aquela da féormula S-1,

Um exemplo de um cancer passivel ao tratamento

tem uma

e Unica
ente a
te antes
mento
ento ou
da
paciente
lar,
te que
tezomibe
taxa de
do que
ou
Vo, em
rvado
timos
Uma

e volume

S
m cancer
cer de

de

, R * em dupla
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[018] X é CO, CS, CH ,, CHC ig-alquila, NH ou NC 16 -
alquila;

[019] R! e R 3 sdo, independentemente um do outro, H ou
Ci6 -alquila; R 2 e R “ sdo, independentemente um do outro, H,
Cis-alquila, C 15 -alquilCO, fenila ou heteroarila de 6
membros opcionalmente substituida por 1-3 de: C 1.6 -alquila,
Ci6 -alcoxi, CN, - COOC 1-6 -alquila, COOH, NO 2, F, Cl, Br, I,
CFs, NH », NHC 16 -alquila, N(C 1.6-alquila) ,, CONR’RE, com a
condicdo de que um ou mais de H em alquila e alcoxi podem

ser substituidos por fluor;

[020] R é qualquer um de H, C 2.6 -alquila, C 2.6 -
alquenila, C 1.3 -alcoxi-C  ,4 -alquila-, aril-C 0-6 -alquila-,
heteroarila-C 0-6 -alquila-, heterociclila-C 0-6 -alquila-,
cicloalquila-C 0-6 -alquila-, -C 1-6 -alquila-COOalquilaC 1-6 -

alquila, -C ».6 -alquila-arioxi, COR 6

[021] R® é selecionado de: C 1.6 -alquila, C 2-6 -alquenila,
C1.6 -alcoxi, C 1.3 -alcoxi-C 14 -alquila-, C 13-alcoxi-C  16-
alquenila-, aril-C o0-6 -alquila-, heteroarila-C 0-6 -alquila-,
heterociclila-C 0-6 - alquila-, cicloalquil-C 0-6 -alquila-, -C 1

g-alquila-COOC ,¢-alquila, NH 2, -NHC i¢-alquila, -N(C 16 -
alquila) , -C ¢ -alquila-arioxi;

[022] R’, R ® sdo, independentemente um do outro, H ou
Cy-3 -alquila.

[023] E preferivel que ambos de R leR 3sejamou C ;-3-
alquila.

2e R%sejam H, C 16-

[024] E preferivel que ambos R
alquila, C 15 -alquilCO, fenila ou heteroarila de 6 membros
opcionalmente substituida por 1-3 de: C 16 -alquila, C 1-6 -
alcoxi, CN, -COOC  j¢-alquila, COOH, NO 2, F, Cl, Br, I, CF 3

NH, NHC 1 -alquila, N(C 1.6-alquila)  ,, CONR’RE, com a condicéo
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de que um ou mais de H em alquila e alcoxi podem se r
substituidos por fldor, e que a substituicdo de fen ila é

preferivelmente em uma ou mais posic¢oes 3,4,5.

[025] E particularmente preferido para ambos R 2eR*
sejam fenila em uma ou mais de posi¢cdes 3,4,5 por 1 -3,
preferivelmente por 1 ou 2, de: C 16 -alquila, C 1.6 -alcoxi,
CN, -COOC5 -alquila, COOH, NO 2, F, Cl, Br, I, CF 3, NH 2,

NHG. -alquila, N(C 16-alquila) 2, CONR’'R?, com a condicdo de

gue um ou mais de H em alquila e alcoxi podem ser

substituidos por atomos de flior. Mais preferidos s ao
substituintes removedores de elétrons, em particula r, F,
Cl, trifluorometila, NO 2, CN.

[026] E preferivel para R 5

seja selecionado do grupo
gue consiste em H, metil, acetil, COCH=CH 2, 2- acetoxietil.
[027] De acordo com um aspecto preferido da invencao, X
= CO. De acordo com um outro aspecto preferido da i nvencao,

R' e R ® sdo ambos H. De acordo com um terceiro aspecto

preferido da invencéo, R 2 e R “ sdo, independentemente um do
outro, fenila ou heteroarila de 6 membros opcionalm ente
substituida por 1-3 de: C 1.6 -alquila, C 1-6 -alcoxi, CN, -
COOgs -alquila, COOH, NO 2, F, Cl, Br, I, CF 3, NH 2, NHC 156-

alquila, N(C  1g-alquila) », CONR'RE, fenila sendo preferida e
substituicdo de fenila, se houver, sendo preferida uma ou
mais posicoes 3,4,5.

[028] De acordo com um aspecto preferido da invencéo,
R, R 2 em ligacdo dupla d1 e R 3 R % em ligacdo dupla d2 tem
a configuragcdo da férmula S-1; X € CO, CS, CH 2, CHC 156-
alquila, NH ou NC 16 -alquila; R 1 e R * sdo, independentemente
2

um do outrob H ou C 16-alquila; R e R % sao,

independentemente um do outro, H, C 16 -alquila; C 1.5 -



7/53

alquilCO, fenila ou heteroarila de 6 membros opcion almente
substituida com 1-3 de: CN, NO 2, F, Cl, Br, I, CF 3, NH 2,
NHG.s -alquila, N(C 1.6-alquila) 5, COCig-alquila; R °éH; C .-
alquila, C 2.6 -alquenila, C 13 -alcoxi-C g -alquila-, C 13-
alcoxi-C 16 -alquenila-; arila, heteroarila, heterociclila,
Ci—salquila-heteroarila, C 1.6 -alquila-heterociclila, C 16 -
alquila-cicloalquila, C 1.6 -alquila-arila, CO-C 1-6 -alquila,

CO-vinila, CO-alila, CO-arila, CO-cicloalquila. E

preferido, independentemente um do outro, para X se r CO,
paraR 2e R 4 ser fenila substituida, para R ® ser selecionado
de COR®, em particular de CO-C 1.6 -alquila, CO-cicloalquuila,

CO-vinila, CO-alila.

[029] "Arila" refere-se a um hidrocarboneto monociclico
ou biciclico de 6 a 10 &tomos de carbono compreende ndo pelo
menos um anel aromatico. "Ariloxi" refere-se a um g rupo
arila ligado a um atomo de oxigénio. "Heteroarila"
representa um sistema de anel monociclico tendo 5 o ueob
atomos de anel, dos quais um ou mais sédo selecionad oS
independentemente de  oxigénio, nitrogénio, enxofre.

"Alquila” refere-se a alquila de cadeia linear ou

ramificada. "Alquenila" refere-se a alquenila de ca deia
linear ou ramificada. "Alcoxi" refere-se ao alcoxi de
cadeia linear ou ramificada. "Cicloalquila” refere- se a um
hidrocarboneto monocliclico saturado de 3 a 7 atomo s de
carbono.

[030] Compostos preferidos da invengcdo da estrutura
geral S-1 estdo descritos nas Tabelas 1 e 2.
Tabela 1. Compostos preferidos da invencéo

X=CO,R '=R 3=H,R °éHoualquila

# R?2 R R HCT116, | Menor




8/53

FMCA, conc.,
IC50 eficaz
(uM) MeJuSo-
UB,
IncuCyte
(uM)
1516 ffenil fen 1,2
1517 |4 -metoxifenil 4 -metoxifenil H
1518 4 -clorfenil 4 -clorofenil H 1,6
1533 |3 -acetilfenil 3 -acetilfenil H
1535 (3 -nitrofenil 3 -nitrofenil H 5,9
1536 |2 -nitrofenil 2 -nitrofenil H 6,9
1537 4 -nitrofenil 4 -nitrofenil H 4,1
1560 4 -nitrofenil* H** 1,0
1561 |4 -fluorofenil 4 -fluorofenil H 1,0 1
1562 |4 -fluoro -3- 4-fluoro  -3- H 0,5 0,25
nitrofenil nitrofenil
1563 |4 -nitrofenil 4 -nitrofenil meti 1,5 0,5
1564 |4 -fluorofenil 4 -fluorofenil meti 0,9 16
1565 @4 -fluoro -3- 4-fluoro  -3- metil 15 0,5
nitrofenil nitrofenil
1566 (3 -nitrofenil 3 -nitrofenil meti 2,3 0,5
1574 |4 -fluorofenil 4 -fluorofenil propil 2,8 0,5
1575 4 -nitrofenil 4 -metoxifenil H 2,1 1
1576 |4 -fluorofenil 4 -metoxifenil H 1,6 8
1577 |4 -fluorofenil 4 -metoxifenil metil 4,9 8
1582 |4 -fluorofenil 4 -clorofenil H 1,7 2
1583 |4 -clorofenil 4 -nitrofenil meti 3,3 2
1584 |4 -clorofenil 4 -nitrofenil H 1,8 2
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1585 |4 -fluorofenil 4 -nitrofenil H 1,5 2
1586 4 -clorofenil 4 -fluorofenil H 1,1 0,5
1587 4 -fluorofenil 4 -nitrofenil meti 3,0 1
1588 4 -nitrofenil 4 -metoxifenil metil 3,1 1
1589 4 -clorofenil 4 -fluorofenil meti 2,5 1
1590 @4 -clorofenil 4 -metoxifenil metil 2,0 1
1591 4 -nitrofenil 4 -clorofenil H 0,9 0,5
1592 |4 -clorofenil 4 -nitrofenil H 12 4
1593 |4 -nitrofenil 4 -fluorofenil meti 2,9 1
1594 |4 -nitrofenil 4 -clorofenil metjl 2,6 1
1595 |4 -fluorofenil 4 -clorofenil metjl 2,3 1
1596 |4 -nitrofenil 4 -fluorofenil H 2,6 2
1608 3 -cloro -4-fluoro - 3-cloro -4-fluoro - metil 1,8 1
fenil fenil
1609 @4 -fluoro -3- 4-fluoro  -3- metil 14 1
trifluoro - trifluoro -
metil -fenil metil -fenil
1610 (3,4 -difluorofenil 3,4 -difluorofenil  metil 1,7 1
1611 {3 -fluoro -5- 3-fluoro  -5- H 1,1 0,5
trifluoro - trifluoro -
metil -fenil metil -fenil
1612 3 -fluoro -5- 3-fluoro  -5- metil 0,7 0,25
trifluoro - trifluoro -
metil -fenil metil -fenil
1613 |4 -nitrofenil 4 -nitrofenil H 25 32
1614 |4 -nitrofenil 4 -nitrofenil meti 7,4 8
1615 |4 -cloro -3- 4-cloro -3- metil 0,9 0,5
trifluoro - trifluoro -
metilfenil metilfenil
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1616 3,45 - 345 - metil 14 0,5
trifluorometil trifluorometil
fenil fenil

1617 @4 -trifluorometil 4-trifluorometil - | metil 1,6 1
fenil fenil

1618 3 -ciano -4-fluoro - 3-ciano -4-fluoro - metil 1,5 0,5
fenil fenil

1619 3 -carbonilamino - 3-carbonilamino - H 30 32
fenil fenil

1620 (3 -nitrofenil 3 -nitrofenil meti >32 Nenhum

efeito

1621 4 -cianofenil -cianofenil metil 4,5 2

1622 4 -fluoro -3- 4-fluoro  -3- H 0,8 0,5
trifluoro - trifluoro -
metil -fenil metil -fenil

1623 3 -ciano -4-fluoro - 3-ciano -4-fluoro - H 1,0 0,5
fenil fenil

1624 3 -fluoro -4- 3-fluoro  -4- metil 1,8 1
trifluoro - trifluoro -
metil -fenil metil -fenil

1625 |4 -cianofenil -cianofenil H 0,9 0,5

1626 3 -fluoro -4- 3-fluoro  -4- H 0,8 8
trifluoro - trifluoro -
metil -fenil metil -fenil

*ou H ou uma mistura de H e 4-nitrofenila

**ou 4-nitrofenil ou uma mistura de H e 4-nitrolfen

solubilidade em meio aquoso de compostos azepanona
invencdo dos quais R

piperidin-4-onas correspondentemente substituidas a

[031]

5

Devido a protonacdo de seu grupo amino a

nao é grupo acil assim como de

da

umenta
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com a diminuicdo do pH. No entanto, de acordo com u m
importante aspecto compostos azepanona da invengao dos
quais R ° ndo é acil (isto é, ndo-COR ®) tem solubilidade
superior em meio aquoso em pH fisiolégico em compar acao com
piperidin-4-onas correspondentemente substituidas. Enquanto
a solubilidade destas azepanonas e piperidin-4-ones aumenta
de um pH alto para um pH baixo, 0 aumento inicia em valores
de pH mais altos para azepanonas do que para piperi din-4-
onas correspondentes. Nesse pedido, "pH fisiol6gico " é um
pH de cerca de 6 a cerca de 8, em particular, de 7, 0Oa75.
Tabela 2. Compostos preferidos da invencéo
X=CO,R '=R ®*=H,R °=COR°
# R R R HCT116, Menor
FMCA, conc.
IC50 eficaz
(uM) MeJuSo-UB,
(uM)
1505 4-nitrofenil 4-nitrofenil 2-pirrolidinil 5,2 16
1507 4-nitrofenil 4-nitrofenil 2-(1 -carboxietil -etil) 4,4 8
1520 fenil fenil vinil
1521 fenil fenil ciclobutil
1525 4-metoxifenil 4-metoxifenil ciclobutil
1526 4-metoxifenil 4-metoxifenil ciclopropil
1527 4-clorofenil 4-clorofenil ciclobutil 2
1546 4-nitrofenil 4-nitrofenil vinil 1,2 2
1567 4-nitrofenil 4-nitrofenil metil 0,6 0,5
1568 4-fluorofenil 4-fluorofenil vinil 1,5 2
1569 4-fluorofenil 4-fluorofenil vinil 2,0 4
1570 4-fluoro  -3- 4-fluoro  -3- vinil 0,5 0,25
nitrofenil nitrofenil
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1571 4-fluoro  -3- 4-fluoro  -3- metil 0,9 0,25
nitrofenil nitrofenil
1572 3-nitrofenil 3-nitrofenil vinil 2,5 0,5
1578 4-fluorofenil 4-metoxifenil metil 7,0 8
1579 4-fluorofenil 4-metoxifenil metil 5,9 8
1580 4-nitrofenil 4-metoxifenil vinil 15 8
1581 4-nitrofenil 4-metoxifenil metil 7,2 8
1597 4-nitrofenil 4-clorofenil metil 1,3 1
1627 4-trifluorometil 4- metil 0,7 1
fenil trifluorometil
-fenil
1628 3,4 -difluorofenil 34 - metil 2,3 1
difluorofienil
1629 345 - 345 - metil 0,6 1
trifluorofenil trifluorofenil
1630 4-cloro -3-fluoro - 4-cloro -3- metil 0,9 0,5
fenil fluoro -
fenil
1631 3-cloro -4-fluoro - 3-cloro -4- metil 1,0 32
fenil fluoro -
fenil
1633 4-clorofenil 4-clorofenil 2-acetoxietil 2,2 4
1635 4-clorofenil 4-clorofenil benzil 14 2
1636 4-clorofenil 4-clorofenil 1-(3 -fenil  -2-propenil) 2,0 1
1637 4-clorofenil 4-clorofenil 3-piridil 2,1 2
1638 4-clorofenil 4-clorofenil 2-tiofenil 2,0 2
1639 4-clorofenil 4-clorofenil 4-hidroxi  -3- 1,2 1
etoxibenzil
1640 4-clorofenil 4-clorofenil metil -(2 -metoxi - 1,9 1
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carboxil)fenil
1641 4-trifluorometil 4- metil -3-piridil 2,7 2
fenil trifluorometil
-fenil
1642 4-trifluorometil 4- 2-0xo -acetoxietil 1,2 1
fenil trifluorometil
-fenil
1643 4-trifluorometil 4- 3-(3 -oxo -propanoiloxi 0,9 1
fenil trifluorometil metil)
-fenil
1644 4-trifluorometil 4- 1-oxo0 -2-(2 -piridil)etil 1,4 1
fenil trifluorometil
-fenil
1645 4-cloro -3-fluoro 4-cloro -3- 2-oxo0 -acetoxietil 2,5 2
fenil fluoro fenil
1646 4-fluoro  -3-nitro 4-fluoro  -3- 2-oxo0 -acetoximetil 11 1
fenil nitro  -fenil
1647 4-fluoro  -3-nitro 4-fluoro  -3- 3-(3 -oxo -propanoiloxi 0,7 0,25
fenil nitro  -fenil metil)
1648 4-fluoro  -3-nitro 4-fluoro  -3- 1-oxo0 -2-(2 -piridil)etil 0,8 0,5
fenil nitro  -fenil
1649 3,4,5 -trifluoro 345 - metil -(2 -metoxi - 0,9 0,5
fenil trifluoro - carboxil)fenil
fenil
1650 3,4,5 -trifluoro 34,5 - metil -3-piridil 1,9 1
fenil trifluoro -
fenil
1651 3,4,5 -trifluoro 345 - 2-0x0 -acetoxietil 0,8 0,5
fenil trifluoro -

fenil
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1652 3,4,5 -trifluoro - 345 - 3-(3 -oxo -propanoiloxi - 0,6 0,5
fenil trifluoro - metil
fenil
1653 3,4,5 -trifluoro - 345 - 1-oxo0 -2-(2 -piridil)etil 0,71 1
fenil trifluoro -
fenil
1654 4-cloro -3- 4-cloro -3- metil -(2 -metoxi - 1,2 1
trifluoro metil fluoro -metil - carboxil)fenil
fenil fenil
1655 4-cloro -3- 4-cloro -3- metil -3-piridil 1,0 1
trifluoro metil trifluoro -
fenil metil -fenil
1656 4-cloro -3- 4-cloro -3- 2-oxo0 -acetoxietil 0,7 0,5
trifluoro -metil - trifluoro -
fenil metil -fenil
1657 4-cloro -3- 4-cloro -3- acetil 0,6 0,5
trifluoro -metil - trifluoro -
fenil metil -fenil
1658 4-cloro -3- 4-cloro -3- 1-oxo0 -2-(2 -piridil)etil 0,8 0,5
trifluoro -metil - trifluoro -
fenil metil -fenil
1659 4-trifluorometil 4- 2-acetoxietil 2,4 2
fenil trifluorometil
-fenil
1660 4-cloro -3-fluoro - 4-cloro -3- 2-acetoxietil 2,4 2
fenil fluoro  -fenil
1661 4-cloro -3-fluoro - 4-cloro -3- metilcarboxil 24 32
fenil fluoro  -fenil
1662 4-fluoro -3-nitro - 4-fluoro  -3- 2-acetoxietil 2,1 1
fenil nitro  -fenil




15/53

1663 4-fluoro  -3-nitro - 4-fluoro  -3- metilcarboxil 3,1 4
fenil nitro  -fenil
1664 3,4,5 -trifluoro - 345 - 2-acetoxiletil 2,8 4
fenil trifluoro
fenil
1665 3,4,5 -trifluoro - 345 - metilcarboxil 5,0 8
fenil trifluoro
fenil
1666 4-cloro -3- 4-cloro -3- 2-acetoxietil 1,3 1
trifluorometil - trifluorometil
fenil -fenil

[032] A solubilidade em meio aquoso de compostos da
invencdo dos quais R °® ¢é acil (sto é -COR 6 é
substancialmente independente do pH.

[033] Os compostos particularmente preferidos da

invencgéo sao os compostos n° 1561, 1562, 1567, 157 0, 1571,
1586, 1591, 1600, 1612, 1618, 1622, 1625, 1643, 164 4, 1647,
1648, 1649, 1652, 1653, 1656, 1657, 1658, 1662. Com postos
mais preferidos da invencdo sdo os compostos n°s 15 70,

1571, 1625, 1662.

[034] Ja& que o composto da presente invencdo compreende

uma porcao 1,4-penteno-3-ona 1,5-di-substituida, el e pode
existir em quatro isbmeros cis/trans EE, ZE, ES, ZZ . Na
definicho do composto da invengdo, esse isomerismo é
definido na parte anterior como "R ! R 2 em ligacéo dupla d1

e R3 R % em dupla ligacdo d2 podem, independentemente um do
outro, ter uma configuracéo oposta aquela da férmul asSl". 0
composto da invencdo compreende qualquer tal isGmer o e

gualguer mistura de tais isdmeros.
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[035] Em sintese, o composto da invencao € obtido como

uma mistura de isbmero, mas, algumas vezes, também sob a
forma do isdbmero com a solubilidade mais baixa no s olvente
particular, a partir do qual ele precipita ou crist aliza.

Enquanto os isbmeros puros, assim, podem ser obtido S sob
condi¢des controladas, o efeito farmacologico do co mposto é
exibido por todos os isbmeros. A razdo para isso é 0 seu
equilibrio na presenca de agua ou outro agente ou s olvente

hidroxilico ou sulfidriico, que €& acelerado por
catalisadores basicos ou acidos.

[036] Por conseguinte, o termo "composto da invencgao"

como usado aqui compreende um isémero puro do tipo acima
mencionado assim como uma mistura de dois ou mais d e tais
isdbmeros. A taxa de equilibrio do composto da inven ¢cao no

fluido corporal aquoso é suficiente para fornecer
equilibrio substancial dentro de um Unico periodo d e
tratamento.

[037] O composto da invengcdo compreende uma porgédo de

azepano, de preferéncia, uma porcédo azepano-4-na. D e acordo

com um aspecto importante da invencdo, o composto d a
invencdo exibe uma atividade citotéxica superior a de um
composto estruturalmente correspondente compreenden do uma

porcdo de piperidina, tal como uma por¢cdao de 4-
piperidinona.
[038] De acordo com um outro aspecto importante da

invencdo, o composto da invencdo compreendendo uma porcao
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de azepano, em particular, uma porcao de azepan-4-o0 na exibe
uma solubilidade em um veiculo liqguido adequado par a
administracdo a um paciente, tal como dimetil sulfo xido,

superior aguela  de um composto estruturalmente
correspondente compreendendo uma porcao de piperidi na, tal
como uma porcao de 4-piperidinona.

[039] Um "Unico periodo de tratamento" é o periodo de

tempo decorrido entre a administragéo e consumo do composto
da invencdo, isto €, o ponto no tempo em que a conc entracéo
do composto da invencédo no sitio de acao, tal como em um
tumor, foi reduzida em 90% ou 95% ou 99% e mais. Em uma
composicdo farmacéutica, um isdmero ou uma mistura de
isbmeros do composto da invencdo é estabilizado con tra a

Isomerizagao por excluséo cuidadosa de umidade.

[040] O método da invencdo compreende a administracao

ao paciente com necessidade de uma dose farmacologi camente
eficaz do composto da invencdo em um veiculo farmac éutico
adequado, tal como, por exemplo, dissolvido ou susp enso em
um veiculo aquoso ou em um veiculo compreendendo di metil
sulféxido ou N,N-dimetilacetamida. A administragéo pode ser
por qualquer rota adequada, tais como por injecao o u
infusdo intravenosa, intramuscular, intraperitoneal ou
subcutanea. Outros métodos de administracdo, em par ticular

per os (administracdo oral), também s&o contemplados, tal
como na forma de comprimidos ou capsulas de gelatin a dura
ou mole.

[041] A pessoa versada na técnica sabe como determinar
uma dose farmacologicamente eficaz. Tal dose pode s er de
0,0001 g/kg a 0,1 g/kg de peso corporal, em particu lar, de
0,001 g/kg a 0,01 g/kg de peso corporal, considerac ao sendo
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7

dada se o0 agente € administrado sistemicamente ou
localmente.
[042] Consistente com a inibicdo de DUB, tratamento com

0 composto da invencdo causa 0 acumulo de proteinas

poliubiquitinadas de peso molecular mais alto em co mparacao
com o tratamento com bortezomibe, e resulta em uma resposta
mais forte da proteina ndo enovelada. De acordo com a
invencdo, foi também revelado que a indugdo da apop tose
pelo composto da invengéo difere daquela de bortezo mibe por
ser insensivel a interrupcdo do supressor de tumor p53 e
insensivel a super-expresséao do inibidor de apoptos e Bcl-2.

[043] De acordo com a presente invencao, o tratamento

com o composto da invencao inibe a progressao do tu mor em
humanos e tumor em camundongo em modelos in vivo de
carcinoma de mama, pulméo, célon, cabeca e pescoco e inibe

a infiltracdo em um modelo de leucemia mieldide agu da
(LMA). Em consequéncia, a inibicdo da atividade DUB do 19S
RP pelo composto da invencdo é revelada ser uma op¢ ao
viavel para o tratamento de cancer em humanos e ani mais.
Assim, mais especificamente, é revelado um método d e
tratamento de uma pessoa com um tumor de cancer ref ratario

a quimioterapia do estado da técnica que compreende a
administracdo, em um veiculo farmaceuticamente acei tavel,
de uma dose farmacologicamente eficaz do composto d a
invencdo. O meétodo da invengdo é particularmente Ut il no
tratamento de um paciente com um tumor cujas célula S sao
refratarias ao tratamento devido a super-expressao do

inibidor de apoptose intrinseca Bcl-2.
[044] De acordo com um aspecto preferido da invencao,

0s 19S RP DUBs compreendem UCHL5 e USP14. De acordo com um
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outro aspecto preferido da invencdo, a atividade
desubiquitinadora (DUB) de DUBs nao-proteossomal na o é
afetada pelo composto da invengdo. O composto da in vencao
pode ser administrado dissolvido ou suspenso em um veiculo
liguido por qualgquer rota adequada, tal como pela
administracdo intravenosa, intramuscular e subcutan ea.
Alternativamente ou adicionalmente, o composto da i nvencao
pode ser administrado peroralmente, tal como na for ma de um
comprimido ou capsula. Uma dose eficaz farmacologic amente
atil do composto da presente invencao é de 0,0001g/ kgaO,1
g/kg de peso corporal, em particular, de 0,001 g/kg a 0,01
g/kg de peso corporal, sendo considerada dada se o composto
€ administrado sistemicamente ou localmente. O méto do pode
compreender selecionar uma pessoa a ser tratada por meio da
determinacao da taxa de crescimento do cancer, ante s e apos
a administracdo de bortezomibe ou dito principio at ivo que
compartiha o mecanismo de inibicio da atividade
desubiquitinadora de bortezomibe ou dito outro farm aco
anticancer, uma taxa de crescimento positivo, em pa rticular
uma taxa de crescimento de mais de 5% ou mais que 1 0% ou
mais que 25% por més constituindo um marcador de se lecéo.
[045] O composto da invencdo bloqueia a funcdo do
proteassoma celular, como confirmado pelo uso de um a
linhagem de células repdrter, que expressa a ubiqui tina
marcada com a proteina fluorescente amarela (UbG76V -YFP)
constitutivamente alvo da degradagdo proteossomal ( 12).
Immunoblotting e citometria de fluxo revelaram um a cumulo
dose-dependente do Ub-YFP reporter (IC 50 = 0,8 uM)
sugerindo um comprometimento da funcéo do proteasso ma. Uma
vez que a inibicdo da funcéo do proteassoma € carac terizada
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por defeitos no turnover de ubiquitina (13) células HCT-116
de carcinoma do célon foram tratadas com o composto da
invencdo e o nivel de conjugacdo de ubiquitina anal isado
por immunoblotting. O tratamento causou rapido acum ulo
dependente do tempo de proteinas poliubiquitinadas de um
peso molecular mais alto em comparac¢do com o inibid or 20S
CP de bortezomibe, sugerindo que o composto da inve ngéo
inibbe  uma parte alternativa do UPS. O aumento em
poliubiquitina esta associado com uma resposta fort e
proteotdxica caracterizada pela indugcédo de HSPAG6 (H sp70B"),
HSPA1B e DNAJB1 (Hsp40).

[046] O turnover de muitas proteinas reguladoras do
ciclo celular é controlado pelo UPS incluindo inibi dores da
quinase dependente de ciclina p21 Cirl n27 KPPl e o supressor
de tumor p53 (4). Tratamento com o0 composto da inve ncao
aumenta o0s niveis em uma maneira dose-dependente, s em
alterar os niveis de ornitina descarboxilase 1 (ODC 1), um
substrato de proteassoma independente de ubiquitina (8). O
aumento nos reguladores do ciclo celular foi concom itante
com a parada do crescimento no limite da fase G2/M e um
aumento do conteudo de sub G1 DNA. A parada do cicl o]
celular observada ndo estd associada com o aumento dos
niveis de marcadores de lesdo do DNA, tal como p53
fosforilado (em Ser 15) (9) ou H2AX (em Ser 139) (1 0),
sugerindo que b-AP15 ndo é um agente genotoxico.

[047] O aumento em sub G1 DNA, ativacao de caspase-3 e
clivagem de poli-ADP ribose polimerase (PARP) e
citoqueratina esta associado com uma diminuicao glo bal na
viabilidade das células em concentracbes de farmaco que

induzem o acumulo de poliubiquitina conectando inib

icdo e
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apoptose de UPS. A inducdo da apoptose por bortezom
sensivel ao estado do supressor do tumor p53 e supe
expressdo da oncoproteina anti-apoptoética Bcl-2 (11
Usando clones isogénicos de células de cancer do cé

116 foi demonstrado que apoptose induzida por b-AP1

insensivel a super-expressdo de Bcl-2 e interrupcao

reguladores de apoptose p52, BAX ou PUMA. Medicao d

atividade citotoxica mostra que o composto da inven
mais toxico para a linhagem celular do carcinoma do
HTC-116 do que para células epiteliais de pigmento
imortalizadas (hTERT-RPE1) e células mononucleares
sangue periférico. O composto da presente invencéo

grau mais alto de atividade citotdxica para células

do que para os tipos de células normais.

[048]
celular ndo pode ser explicada pela inibicdo das at
proteoliticas das subunidades 3 do 20S CP. Experime
vitro usando substratos atividade-especifica ndo mostram
inibicAo em qualquer uma das atividades proteolitic
proteassoma 20S CP ou 26S, dissociacdo do 19S RP e
ou inibicdo da ligacao do proteassoma a poliubiquit

[049]
3 dienona com dois carbonos 3 estericamente acessiv
semelhante foi  descrito

farmacoforo  estruturalmente

anteriormente por ser constituido por uma classe de
inibidores de ubiquitina isopeptidase (13). No enta

guando a atividade de DUB celular foi testada usand
ubiquitina 7-amido-4-metilcumarina (Ub-AMC) em célu
tratadas tratado com o composto da invencdo, nenhum

reducao na clivagem de Ub-AMC foi observada. Isso d

A reducgéo observada na atividade do proteassoma

O composto da invencdo compreende uma entidade

ibe é

r-
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que o composto da invencdo ndo é um inibidor de DUB em
geral. Embora ndo desejando ser limitado pela teori a, as

semelhancas na estrutura do farmacoforo e os dados que
mostram que o0 composto da invencdo inibe a atividad e do
proteassoma independente do 20S CP indicam que 0 co mposto
da invencdo inibe o proteassoma bloqueando a ativid ade

desubiquitinadora do 19S RP.

[050] Nos ensaios  in vitro usando Ub-AMC e proteassomas

19S RP ou 26S purificadas confirmou que o composto da
invencdo inibe a atividade desubiquitinadora de amb oS
proteassomas 19S RP e 26S. Ubiquitina-GFP recombina nte € um
substrato para a atividade de19S RP DUB (15). Trata mento de
19S RP com b-AP15 eficientemente inibiu a clivagem de Ub-
GFP e HDM2 ubiquitinado. O tipo de ligagbes de ubiq uitina
presentes na cadeia de poliubiquitina determina o d estino

de um substrato de ubiquitina modificada.

[051] Cadeias de poliubiquitina ligadas a K48

geralmente proteinas alvos co-unidas para a degrada cao
(14), enquanto que cadeias ligadas a K63 estdo envo lvidas
em fungbes ndo proteoliticas incluindo a reparacéo do DNA
(15) e segregacdo cromossO6mica mitdtica (16). As re acOes de
desligamento da cadeia de ubiquitina revelaram que o]
composto da invencado inibe o processamento de 19s R P de

ambos tetrameros de ubiquitina ligada a K48 e K6. A
inibicdo do desligamento da cadeia de ubiquitina ob servada
pode ser responsavel pelo acumulo de conjugados de
ubiquitina de alto peso molecular em células tratad as com o
composto da invencao.

[052] A atividade desubiquitinadora do proteassoma €

atribuida a acéao de trés DUBs, UCHL5, USP14 e POH1, todos
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localizados dentro do 19S RP (17-19). Ambos UCHLS5 e USP14
sdo sensiveis a N-etilmaleimida (NEM), um inibidor geral de
proteases de cisteina, enquanto que POH1l é insensiv el a
inibicdo por NEM, mas sensivel aos agentes quelante s de
metal, tais como N,N,N,N-tetraquis-(2-
piridilmetil)etilenodiamina (TPEN) (20). Experiment os de
inibicAo demonstraram que a atividade de DUB residu al esta
presente mesmo apos o co-tratamento de 19S RP com N EMeo
composto da invencdo. Essa atividade de DUB residua | foi
abolida ap6s o co-tratamento de RP 19S com o compos to da
invencdo e TPEN, sugerindo que o composto da inveng ao inibe
principalmente um ou ambos dos DUBs de cisteina sen siveis
ao NEM. Os 3-carbonos do composto da invencdo podem servir
como porgcOes aceptoras de Michael, resultando em i gagao
covalente aos residuos de cisteina nas proteinas al vo. Os
ensaios in vitro mostraram, no entanto, que o composto da

invencao é um inibidor reversivel e que a glutation a nao se

opde a atividade inibidora do composto.
[053] Para identificar especificamente que DUBs foram

inibidos pelo tratamento com o0 composto da invencéo :

experimentos de marcagdo competitivos foram realiza dos
usando ubiquitina vinilsulfonona marcada com hemagl utinina

(HA-UbVS), uma sonda direcionada a um sitio ativo q ue
irreversivelmente reage com DUBs da classe da ciste ina

(17). Incubacdo de proteassomas 19S RP ou 26S com o

composto da invencao aboliu a marcacdo de Ub-VS de dois
DUBSs de pesos moleculares correspondentes ao UCHL5 e USP14.
Um resultado similar foi obtido usando UbVs em lisa tos
derivados de células tratadas com farmaco. A analis e por

immunoblotting mostrou uma mudanca para baixo no pe SO



24/53

molecular de ambos USP14 e UCHL5 devido a perda de

atividade e diminuiu a marcacao de UbVs. Isso é con sistente
com os proteossomas purificados por afinidade do co mposto
da invencédo, células tratadas exibindo atividade de DUB
reduzida confinada ao proteassoma e ndo evidentes e m
lisatos celulares. Ensaios in vitro adicionais mostraram
inibicdo minima do composto da invencdo em DUB de ¢ isteina
nao-proteossomal recombinante, consistente com a no céo de
que a inibicdo ndo se deve a reatividade da cistein a em
geral. O composto da inveng¢do nao diminui substanci almente
e até mesmo para o0 crescimento do tumor in vivo , como
demonstrado pela sua administragdo a camundongos po rtadores
do tumor ou tumor em humano ou xenotransplantados e m
camundongos. Quando o composto da invencdo é admini strado

diariamente a camundongos SCID portadores de

xenotransplante de carcinoma de cabeca e pescoco Fa Du, a
inibicdo significativa do crescimento do tumor FaDu e
observada ap0s o tratamento diario com o composto d a
invencédo (volume de tumor tratado/ controle, T/C = 04,p=

< 0,001). A morte de células do tumor foi analisada medindo
o xenotransplante derivado de citoqueratina (CK18) em
circulacao. Citoqueratina-18 € um biomarcador para apoptose
(21,22); um aumento significativo nos niveis plasma ticos de
CK18 humano total (p = 0,01) foi observado. Os nive is de

caspase clivada de CK18 (CK18-Asp396) aumentaram
moderadamente em compara¢do com os niveis totais, s ugerindo
que o0 composto da invencao tem atividade contra cél ulas do
tumor invivo . O composto dainvencdo também mostrou inibir

0 aparecimento de xenotransplantes de carcinoma do colon

HCT-11682* em camundongos nus, como demonstrado pelo
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atraso significativo no aparecimento do tumor em co mparacao
com os controles tratados com veiculo. Do mesmo mod 0, O
composto da invengdo inibe o crescimento do tumor e m
modelos de camundongos singénicos que utilizam esqu emas de
administracdo menos frequente.

[054] Hidrolases C-terminais de ubiquitina (UCH) e
proteases especificas de ubiquitina (USP) sdo os
importantes  subgrupos de aproximadamente cem DUBs
codificados pelo genoma humano (23). O mecanismo de
especificidade do composto da invencdo para UCHLS e USP14
no 19S RP pode ser relacionado com conformacdes ori ginais
destas enzimas no 19S RP ou devido a alteracdes ind uzidas
pelo farmaco da estrutura de 19S RP. As presentes
revelagbes sdo consistentes com relatos na técnica
indicando que a perda de ambos UCHLS5 e USP14, ao co ntrario,
da perda de qualquer um dos dois sozinhos, leva ao acumulo
de proteinas poliubiquitinadas e inibicdo da degrad acdo da
proteina celular (24).

[055] A observacgéo que a inibicdo de DUB esta associada
com o0s complexos de substrato-ubiquitina de alto pe SO
molecular parece ser de particular relevancia. Fort e
expressdo dos genes chaperones foi observada em cél ulas
tratadas com o composto da presente invencao, indic ando a
inducdo de uma resposta proteotoxica. Os complexos de
substrato-ubiquitina de alto peso molecular que acu mulam
como resultado da inibicdo de DUB pelo composto da invencéao
parecem gerar forte citotoxicidade.

[056] Em seguida, a invencdo sera descrita em maior
detalhe por referéncia as suas modalidades preferid as
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ilustradas por um desenho que compreende um numero de
figuras.
DESCRICAO DAS FIGURAS

[057] As figuras 1la a 1o sdo diagramas que ilustram a
inducdo de citotoxicidade dose-dependente depois de 72
horas de exposicdo continua do composto a linhagem de
células repérter HCT-116 por modalidades do compost 0 da
invengéao, como medido por FMCA (Ensaio de citotoxic idade de
microcultura fluorométrico), assim como a auséncia de tal
inducdo por compostos estruturalmente relacionados nao
compreendidos pela invencdo. As células tratadas fo ram
comparadas com controles néo tratados (indice de
sobrevivéncia).

[058] As figuras De 2a a 2e sdo diagramas que ilustram
a solubilidade superior dos compostos da invencdo e m um
meio aquoso em pH fisioldgico.

[059] As figuras 3a a 3f sdo diagramas ilustrando, pelo
meétodo das figuras la a 1o, a citotoxicidade superi or dos
compostos de azepanona da invengao em relacao aos ¢ ompostos
de piperidin-4-ona estruturalmente correspondentes nao
compreendidos pela invengéo.
DESCRIQAO DAS MODALIDADES PREFERIDAS
Métodos

[060] Os ensaios in vitro da atividade de proteassoma
sao realizados em placas de microtitulacdo 96 pogos pretas
usando um proteassoma 20S humano (Boston Biochem) e m tampao
para reacéo (25 mM de HEPES, 0,5 mM de EDTA, 0,03% de SDS)
com Suc-LLVY-AMC, Z-LLE-AMC ou Boc- LRRAMC usados c omo
substratos para a atividade do proteassoma. Ensaios da
atividade de desubiquitinase séo realizados com 19S RP
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humano (Boston Biochem) com ubiquitina-AMC como sub
Para os estudos de xenotransplante FaDu uma suspens
100 pl de células contendo 1x10
subcutanea no flanco de SCID. Sob tumor os camundon
distribuidos aleatoriamente em grupos de controle o
tratamento e administrados com 5 mgkg =
invencdo ou veiculo. Niveis in vivo
celular sdo determinados a partir da detecgcédo de ca
clivada e os niveis totais de citoqueratina-18 no p
usando M30 Apoptosense® e ensaios ELISA® M65 (Peviv
métodos sdo descritos abaixo em mais detalhe.

[061] Reagentes.
seguintes fontes: proteassoma 20S (E-360), proteass
(E-365), proteassoma 19S (E-366), Suc-LLVY-AMC (S-2
LLE-AMC (S-230), Boc-LRR-AMC (S-300), ubiquitina-AM
550), tetra-ubiquitina K63 (UC-310), tetra-ubiquiti
(UC-210), conjunto de enzima desconjugadora (KE10),
Ubiquitina Vinil Sulfona (U-212) (Boston Biochem),
actina (CA-15), ODC-1 (HPA001536) (Sigma Aldrich),
3(2775), anti-GAPDH (2118), anti-p44/42 MAPK (4695)
fosfo-p44/42 MAPK (9101) (Cell Signaling), N-etilma
(34115) (Merck), K48  (Apu2),
ubiquitina (MAB1510) (Millipore), anti-p53 (DO1), a
UCHL5 (H-110), HDM2 (SMP14) (Santa Cruz), anti-PARP
10), anti-p27 (G173-524), caspase anti-ativa 3 (C92
(BD (A300-919A)

anti-HA (12CA5)(Roche).

anti-ubiquitina anti-

Biosciences), anti-USP14 (Bethyl

Laboratories), Bortezomibe
obtido do Departamento de Oncologia do Hospital de

Karolinska, na Suécia.
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[062] Cultura de células. As células MCF-7 sdo mantidas

em soro fetal de vitelo MEM/10%. Células HCT-116 p5 3+/+,
p53-/-, Bcl-2+/+, PUMA-/- e BAX-/- sdo mantidas em Soro
fetal de vitelo a 10%/meio modificado McCoy 5A. HCT -116
p53+/+, p53-/-, PUMA-/- e BAX-/- sdo gerados como d escrito
(25). A linhagem de células HCT-116 Bcl-2+/+ foi ge rada por
transfeccdo de células HCT-116 p53+/+ parentais com pCEP4
Bcl-2 (plasmideo Addgene 16461)(26) e isolamento de clones
de alta expressao. Células FaDu e LLC3 sdo mantidas em meio
de alto teor de glucose DMEM suplementado com soro fetal de
vitelo a 10%, piruvato de Na, HEPES e aminoacidos n ao
essenciais. Células de carcinoma 4T1.12B sdo mantid as em
meio RPMI suplementado com soro fetal de vitelo a 1 0%. A
linhagem de células repodrter do proteassoma MelJuSo Ub-YFP
foi gerada como descrito (12). As células foram man tidas em
soro fetal de vitelo a 10%/meio Eagle modificado po r
Dulbecco. A linhagem de células do epitélio retinal foi
gerada como descrito (12). Todas as células sdo man tidas em
soro fetal de vitelo a 10%/meio Eagle modificado po r
Dulbecco. A linhagem de células do epitélio retinal foi
gerada como descrito (28). Todas as células sdo man tidas a

37°C em 5% de CO ».

[063] Proteassoma e ensaios de inibicdo de DUB. Ensaios
de atividade in vitro usando proteassoma 20S CP (2 nM)
(Boston Biochem) sé&o realizados a 37°C em tampéo de reacao
de 100 pl (25 mM de Hepes, 0,5 mM de EDTA, 0,03% de SDS).
As amostras sao incubadas durante 10 minutos com o composto
indicado seguida pela adicdo de 10 uM de Suc-LLVY-A MC, Z-
LLE - AMC ou Boc-LRR-AMC para a deteccdo da ativida de

semelhante a quimotripsina, semelhante a caspase e
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semelhante a tripsina, respectivamente. Para os ens aios de
inibicdo de DUB 19S RP (5 nM), 26S (5 nM), UCH-L1 ( 5 nM),
UCH-L3 (0,3 nM), USP2CD (5 nM), USP7CD (5 nM), USP8 CD (5
nM) e BAP1 (5 nM) séo incubados com o composto da i nvencao

seguida pela adicdo de ubiquitina-AMC (1000 nM). A
fluorescéncia & monitorada usando contador Wallac
Multilabel ou Tecan Infinito M1000 equipado com exc itacao
de 360 nm e filtros de emisséo de 460 nm.

[064] Ensaios de sobreposicao de substrato.
Eletroforese em gel nativa é realizada como descrit 0 (29).
Em resumo 4 pg de proteassoma purificado 26S (Bosto n

Biochem) é misturado com 10 ou 50 pM do composto da

invengao e incubado a 37°C durante 10 minutos. As a mostras
sao resolvidas em PAGE nao desnaturante a 4%. Os gé is sao
submersos em tampé&o do ensaio (20 mM de Tris-HCI, 5 mM de

MgCl,, 1 mM de ATP, 0,1 mM de Suc-LLVY-AMC) e os
proteossomas sao visualizados sob iluminacao ultrav ioleta.
Ensaio de clivagem de ubiquitina

[065] O plasmideo Ub-GFP pET19b Ub-M-GFP recombinante é

gerado como descrito (30). Em resumo Ub-GFP recombi nante é
purificado a de células de E.coli BL21 pela purific acgao por
afinidade His. Para os ensaios de clivagem 19S RP ( 25 nM) é
incubado com 10 mM NEM, 250 uM de TPEN ou 50 uM do composto
da invencao por 10 minutos seguido pela adicdo de U b-GFP
recombinante (200 nM). Reacdes de desligamento de ¢ adeia de
ubiquitina sao realizadas essencialmente como acima , exceto
tetrameros de ubiquitina ligada a K48 ou K63 (50 ng ) séo
substituidos por Ub-GFP. O nivel de clivagem de Ub- GFP ou
desligamento de ubiquitina € determinado por immuno blotting

com anticorpos  anti-ubiquitina. O  substrato HDM2
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ubiquitinado é gerado de acordo com o protocolo de Boston
Biochem (K-200). Para o ensaio de clivagem 19S RP ( 25 nM) é
incubado com 50 puM do composto da invengdo ou DMSO por 10
minutos seguida da adicdo de substrato HDMZ2 ubiquit inado
(100 nM). A clivagem do substrato HDM2 ubiquitinado e HDM2

ubiquitinado é determinada por immunoblotting com

anticorpos anti-HDM2.

[066] Isolamento de proteassoma. Células HCT-116 séao
tratadas com bortezomibe (100 nM) ou o0 composto da invencéao
(1 uM) por 3 horas. Apés estimulacdo, as células fo ram
lisadas em 50 mM de HEPES em pH 7,4, 250 mM de saca rose, 10

mM de MgCl,, 2 mM de ATP, 1 mM de DTT e 0,025% de
digitonina. As amostras Ss&o sonicadas brevemente e

incubadas por 15 minutos em gelo. Proteassomas dest as
amostras sao isoladas de acordo com o protocolo do

fabricante.

[067] Marcacdo UbVS de DUBs. Para a marcacao de DUBs em

lisados celulares células sub-confluentes séo colhi das por
tripsinizacgao, lavadas trés vezes com PBS, e centri fugadas
a 1500 RPM por 5 minutos. As pelotas de células sdo lisadas

com tampéao (50 mM de HEPES em pH 7,4, 250 mM de sac arose,

10 mM de MgCl ,, 2 mM de ATP, 1 mM de DTT) em gelo por 15
minutos. Os residuos sédo removidos por centrifugaca oe 25
Hg de proteina € marcada com 1 uM de HA-UbVS por 30 minutos
a 37°C. As amostras sao resolvidas por SDS-PAGE e
analisadas por immunoblotting com anticorpos indica dos.
[068] Determinacdo de apoptose e viabilidade celular
Para determinacdo de apoptose células HCT-116 p53+/ +
parentais sao tratadas com doses crescentes do comp osto da

invencado por 24 horas. As doses de tratamento basei am-se na
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concentracdo do farmaco que resultou em apoptose ma xima ao
longo de um periodo de 24 horas. Células HCT-116 sa o]
semeadas em placas de microtitulagdo de 96 pocos em 10.000
células por poco e incubadas durante a noite. As cé lulas
sao tratadas com o farmaco indicado por 24 horas. N o final

do periodo de incubacdo, NP40 é adicionado ao meio de
cultura de tecido a 0,1% e 25 pul do contetdo de cad a poco
foi determinado usando o M30-Apoptosense ELISA® com 0
anteriormente descrito (31). A Vviabilidade celular e
determinada medindo a atividade de fosfatase acida ou
utilizando o método FMCA (32). Para as células de a tividade
de fosfatase acida sdo semeadas em 5000 células por poco em
placas de cultura de 96 pocos e incubadas por 12 ho ras a
37°C. Os compostos sao adicionados as células em me io de
crescimento e incubadas por 72 horas a 37°C. As cél ulas sao
lavadas com 200 pl de PBS aquecido. 100 ul de fosfa to de
para-nitrofenila (pNPP, 2mg/ml) em tampéao acetato d e Na em
pH 5 (NaAc 0,1 M, 0,1% de Triton-X-100) s&o adicion ados por
poco. As células sdo incubadas durante 2 horas apos oque a
reacao foi parada para adicdo de NaOH a 1N. A absor bancia é
medida a 405 nm. A citotoxicidade dose-dependente d e uma
série de modalidades do composto da invencao é ilus trada

nas figuras l1a-1o.
[069] Para o ensaio FMCA células sdo semeadas nas
placas de 384 pocos preparas com farmaco utilizando a

pipetagem de precisdo 2000 (Bio-Tek Instruments Inc y

Winooski, VT). As placas sao incubadas por 72 horas e, em
seguida, transferidas para um sistema central integ rado HTS
SAIGAN consistindo de um rob6 ORCA (Beckman Coulter ) com

incubadora de CO  , (Cytomat 2C, Kendro, Sollentuna, Suécia),
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moédulo  de  distribuicdo  (Multidrop 384,  Titertek,
Huntsville, AL), modulo de lavar (ELX 405, Bio-Tek

Instruments Inc), estacao de destamponamento, plate hotels,
leitor de codigo de barras(Beckman Coulter), manipu lador de
liquido (Biomek 2000, Beckman Coulter) e um leitor de

multipropésitos  (Fluostar Optima, BMG Labtech GmbH,

Offenburg, Alemanha) para FMCA automatico. indice d e
sobrevivéncia (IS) é definido como a fluorescéncia de pogos
de teste em percentagem de controles com os valores em

branco subtraidos.
[070] Andlise do ciclo celular. Para a determinacdo do
ciclo celular células HCT-116 séo tratadas com 0 co mposto

da invencdo ou células de DMSO séo colhidas por

tripsinizacao, lavadas e fixadas em gelo e resfriad as a70%
EtOH por 12 h. As células sdo re-suspensas em solu¢ ao de
colorida contendo iodeto de propidio (50 ug/ml) e R NAse A
(0,5 ug/ml) em PBS. As amostras sao executadas em B D
FACScalibur. A percentagem de células em cada fase do ciclo

celular é determinada usando Software ModFit.
EXEMPLO 1. Exemplo de sintese de modalidades prefer idas

para o composto da invencgao

[071] Informacdes gerais. Todos os solventes utilizados
eram de grau de HPLC ou melhor. Quando condi¢cdes an idras
foram necessarias, um excesso de moleculares molecu lar de 3
A foram adicionadas ao solvente pelo menos 24 horas antes
do uso para assegurar a secura. Ressonancia magnéti ca

nuclear 'H RMN (RMN) foi registrada em um espectrémetro
Bruker Advance DPX 400 em 400,1 MHz. Os espectros d e massa
por ionizacdo por eletrospray de baixa resolucdo fo ram

obtidos usando um espectrometro de massa Agilent em modo de
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ilonizagao positiva. A cromatografia flash foi reali zada em
silica gel 60 Merck (230-400 mesh). Dados analitico s de
LCMS foram obtidos com um espectrometro de massa Ag ilent;
sistema Agilent 1100; A: coluna ACE C8 (50x3,0 mm, 5uM);
gradiente: 10 a 97% de acetonitrila em agua/0,1% de TFA, em
3 minutos 1,0 ml/min, ou B: coluna C18 XBridge (3,5 MM,
50x3,0 mm), gradiente de 10% a 97% de acetonitrila em 10 mM

de NH4HCQ (pH 10) em 3 minutos, 1 mil/min). Nomes de

estruturas quimicas foram determinados usando Marvi n Scech

5.2.6, ChemAXxon.

(3E,5E)-3,5-bis(fenilmetilideno)azepan-4-ona(#1516) e (3E,

5E)-3,5-bis(4-metoxifenilmetilideno)-azepan-4-ona ( # 1517)
[072] Hexahidro-4H-azepin-4-ona (0,45 g, 3,0 mmol),

junto com ou benzaldeido (0,70 g, 7,0 mmol), 4-

metoxibenzaldeido (0,90 g, 7,0 mmol) ou 4-clorobenz aldeido
(0,92 g, 7,0 mmol) foi dissolvido em acido acético (20 ml).

Em seguida, o acido sulfdrico (conc. 1 ml) foi adic ionado
gota a gota, e as reacOes foram agitadas por 24 hor as a
temperatura ambiente. Agua (30 ml) foi adicionada e 0
precipitado foi filtrado e seco a vacuo durante a n oite.
Nenhuma purificacdo adicional foi realizada. Compos to #
1516 foi obtido com 99% de pureza determinada por L CMS

(Sistema A) MS ESI " m/z 290 [M+H] *. Composto # 1517 foi
também obtido com 99% de pureza determinada por LCM S
(Sistema A), MS ESI *'m/z 350 [M+H] *. Composto # 1518 foi
obtido em 91% de pureza; LCMS (Sistema A). MS ESI " m/z 358
[M] *, 360 [M+2] ™.

(3E,5E)-3,5-bis(fenilmetilideno)-1-(prop-2-enoil)-a zepan-4-
ona (# 1520)
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[073] (3E,5E)-3,5-Bix(fenilmetilideno)azepan-4-ona  (#
1516) (50,0 mg, 0,182 mmol) e &cido acrilico (14,4
mmol), HBTU (58,4 mg, 0,182 mmol), trietilamina (36
0,364 mmol) foram dissolvidos em DMF (2 ml) e agita
durante a noite. Acetato de etila e soro fisiologic
adicionados e os produtos foram extraidos. As camad
organicas combinadas foram secas e evaporadas. O pr
bruto foi diluido com metanol e purificado por HPLC
preparativa. Composto # 1520 foi obtido em 96% de p
MS-ESI* m/z 344 [M+H]  *.
(2R)-[(3E,5E) -3,5 -Bis(4-nitrofenilmetilideno)

(pirrolidin 24l -carbonil)

[074] N-Boc-azepanona (100 mg, 0,47 mmol) e 4

nitrobenzaldeido (156 mg, 1,03 mmol) foram dissolvi
acido acético (10 ml). Em seguida, o &cido sulfaric

1 ml) foi adicionado gota a gota, e as reacles fora
agitadas a temperatura ambiente por trés dias. Em s

mais aldeido e acido sulfarico foram adicionados e

foi agitada mais 24 horas, mais &cido foi adicionad

vezes em 24 horas de intervalo. A reacgéo foi temper

adicdo de &gua e os intermediarios brutos precipita
foram separados por filtracdo e lavados com agua. A
secagem do produto sob vacuo durante a noite 2 x 35
(0,09 mmol) do intermediario bruto foi pesado para
frascos e dissolvido junto com o succinato de monoe
(14,8 mg, 0,10 mmol) em DCM/DMF (2 ml, 4:1). Trieti
(19,3 ml, 0,24 mmol) foi adicionada e a mistura agi

5 minutos antes da adicdo de HATU (38,6 mg, 0,210 mm
Apos agitacdo continua durante 12 horas mais trieti

HATU foram adicionados e a agitacao continuou por 4

-azepan trifluoroacetato (# 1505)
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Os solventes foram evaporados e o residuo purificad 0 por

HPLC  preparativa. O residuo foi dissolvido em

diclorometano/acido trifluoroacético (5 ml, 4:1), a gitado
por 40 minutos e concentrado novamente. Composto # 1505 foi
obtido em 93% de pureza por LCMS (Sistema A). MS ES | * m/z
477 [M+H] *.

EXEMPLO 2. Outros exemplos de sinteses de modalidades
preferidas do composto da invengao
(2R)-2-{[(3E,5E)-3,5-bis[(4-nitrofenil)-metilideno] -4-
oxoazepan-1-carbonil}pirrolidinio trifluoroacetato
(composto # 1505).

[075] N-boc azepan-4-ona (0,10 g, 0,47 mmol) e 4-

nitrobenzaldeido (156 mg, 1,0 mmol) foram dissolvid 0S em
acido acético (10 ml), conc. H 2SQ, (1 ml) foi adicionado

gota a gota e a reacao foi agitada a temperatura am biente
durante o fim de semana. Mais aldeido (156 mg) e H 2 S04 (1
ml) foram adicionados e a agita¢do continuou a temp eratura
ambiente durante a noite. Outro H 2SQ, concentrado em ml foi

adicionado e a reacao foi agitada durante a noite

novamente. H >SQ, concentrado foi adicionado mais uma vez e

a reacdo foi agitada até estar completa (duas seman as). Sob
adicdo de agua um precipitado marrom foi separado p or
filtracdo, lavado com agua, e seco sob vacuo para f ornecer
339,5 mg de intermediario 1 solido marrom, o qual f oi
utilizado sem purificagdo adicional. Intermediario 1 (35
mg, 0,09 mmol) e N-Boc (22 mg, 0,10 mmol) foram dis solvidos

em DCM/DMF (4:1, 2 ml). TEA (19 ml, 0,14 mmol) foi
adicionado e a mistura foi agitada durante 5 minuto S, em
seguida HATU (38,6 mg, 0,10 mmol) foi adicionado e a reacao

agitada a temperatura ambiente durante a noite. Mai s TEA
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(19 ml, 0,24 mmol) e HATU (38,6 mg, 0,10 mmol) fora
adicionados, e a reacgdo foi agitada por mais 4 hora
mistura de reacao foi concentrada e, em seguida, pu

por LC preparativa (40 a 70 % de ACN em 0,1% de TFA
fornecer o produto como um so6lido amarelo. O solido
dissolvido em DCM/TFA (4:1, 5 ml) e a solucéao foi a
temperatura ambiente durante 20 minutos para remove
grupo de protecdo Boc. O sal de TFA do produto foi
recuperado como um soélido amarelo com 93% de pureza

A: Rt 1,94/1,99, m/z [M+H]
(3E,5E)

" 477,1, B: Rt 2,28.

-14(4 -etoxi -4-oxobutanoil) 3,5 -bis[(4 -

nitrofenil)metilideno] -4 -oxoazepan -1-0
(composto # 1507).

[076] Intermediario 1 (35 mg, 0,09 mmol) e N-Boc
prolina (22 mg, 0,210 mmol) foram dissolvidos em DCM
(4:1, 2 ml). TEA (19 ml, 0,14 mmol) foi adicionado
mistura agitada por 5 minutos, em seguida HATU (38,
0,10 mmol) foi adicionado e a reacdo agitada a temp
ambiente durante a noite. Mais TEA (19 ml, 0,14 mmo
HATU (38,6 mg, 0,10 mmol) foram adicionados e a rea
agitada por mais 4 horas. A mistura de reacdo foi
concentrada e depois purificada em LC preparativa (
de ACN em 0,1% de TFA) para fornecer o sal de TFA d
produto como um sdlido amarelo com 95% de pureza. L
Rt 2,48/2,50 m/z [M+H] * 508,1. B: Rt 2,48/2,52.
(3E,5E)-3,5-bis[(4-clorofenil)metilideno]-azepan-4-
(composto # 1518).

[077] Azepan-4-ona (045 g, 3,0
clorobenzaldeido (0,92 g, 6,6 mmol) foram dissolvid

acido acético (10 ml), H
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adicionado gota a gota e a reacao foi agitada a tem
ambiente por 24 horas. Apés a adicdo de agua (30 ml
precipitado foi formado, filtrado, e seco em vacuo
fornecer o produto em 91% de pureza como um solido
LCMS A: Rt 2,04 m/z [M] *358,1.
(3E, 5E)-3,5-bis(fenilmetilideno)-1-(prop-2-enoil)a
ona (composto # 1520)

[078] Azepan-4-ona (50 mg, 0,182 mmol), acido acrilico
(24 ml, 0,20 mmol), TBTU (58 mg, 0,182 mmol) e TEA
0,364 mmol) foram dissolvidos em DMF (2 ml) e agita
temperatura ambiente durante a noite. Soro fisiolog
acetato de etila foram adicionados e as fases separ
fase organica foi seca e o0s solventes evaporados ap
filtragdo. O produto bruto foi dissolvido em acido
@2ml)eH ,SQ (0,2 ml). Benzaldeido (50 ml) foi adicionado
e a reacao foi agitada por 24 horas. Metanol e agua
adicionados a mistura, que foi purificada por LC
preparativa. O composto titulado foi isolado com 96
pureza como um soélido amarelo. LCMS A: Rt 2,68 m/z
344,1.
(3E,5E)-3,5-bis(fenilmetilideno)-1-

ciclobutanocarbonilazepan-4-ona (Composto # 1521).
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[079] Azepan-4-ona (50 mg, 0,182 mmol), &cido

ciclobutirico (14 ml, 0,20 mmol), TBTU (58 mg, 0,18

e TEA (37 mg, 0,364 mmol) foram dissolvidos em DMF
agitados a temperatura ambiente durante a noite. So
fisiologico e acetato de etila foram adicionados e

separadas. A fase organica foi seca e 0s solventes

evaporados apos filtracdo. O produto bruto foi diss

2 mmol)
2mle
ro

as fases

olvido

em acido acético (2 ml) e H 2SQ, (0,2 ml). Benzaldeido (50
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ml) foi adicionado e a reacado foi agitada por 24 ho ras.
Metanol e &agua foram adicionados a mistura, que foi

purificada por LC preparativa. O composto titulado foi
isolado com 96% de pureza como um solido amarelo. L CMS A:
Rt 2,68 miz[M+H]  *372,1.

(3E,5E)-1-(2-ciclopropilacetil)-3,5-bis[(4-

metoxifenil)metilideno]azepan-4-ona (Composto # 152 6)

[080] Azepan-4-ona (0,45 g, 30 mmol) e 4-
metoxibenzaldeido (0,90 g, 6,6 mmol) foram dissolvi dos em
acido acético (10 ml), H 2SQ, concentrado (1 ml) foi
adicionado gota a gota, e a reacdo foi agitada a

temperatura ambiente por 24 horas. Agua (30 ml) foi

adicionada. O precipitado foi filtrado e seco a vac uo
durante a noite. O material bruto (30 mg, 0,107 mmo ),

acido ciclopropilacético (12 mg, 0,12 mmol), TBTU ( 41 mq,
0,13 mmol) e TEA (26 mg, 0,26 mmol) foram dissolvid 0S em
DMF (2 ml) e agitados a temperatura ambiente durant e a
noite. Metanol (1,5 ml) e agua (0,5 ml) foram adici onados e
o produto foi purificado por LC preparativa, para s e obter

o produto sélido em 95% de pureza. LCMS A: Rt 2,51 m/z

[M+H] * 432,2.
(3E,5E)-5-[(3-nitrofenil)metilideno]-3-
(fenilmetilideno)azepan-4-ona (composto # 1560)

[081] N-boc-azepan-4-ona (0,10 g, 0,47 mmol) e 3-
nitrobenzaldeido (156 mg, 1,0 mmol) foram dissolvid 0S em
acido aceético (5 ml), H 2SQ, concentrado (0,5 ml) foi
adicionado gota a gota e a reagdo agitada a tempera tura
ambiente durante 4 dias. Em seguida, mais H 2SQ, concentrado
(0,5 ml) e aldeido (156 mg, 1,0 mmol) foram adicion ados e a

agitacdo continuou a temperatura ambiente durante t rés
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semanas. Uma mistura dos produtos mono- e di- da

condensacao foi obtida. A mistura foi purificada po r
cromatografia em coluna (DCM/metanol) para fornecer 0
intermediario amina intermediario 2 como um 6leo ma rrom (19
mg). Intermediario 2 foi dissolvido em acido acétic o (1,5
ml) em conjunto com benzaldeido. H 2SQ, concentrado (0,05

ml) foi adicionado e a reacdo foi agitada a tempera tura
ambiente durante a noite. Em seguida, mais H 2SO, foi
adicionado e a agitagao continuou durante uma seman a. Mais
aldeido (156 mg, 1,0 mmol) e H 2SQ, foram adicionados e a
agitacao continuou durante um adicional 4 dias. A m istura
de reacao foi concentrada e purificada por LC prepa rativa
para fornecer sal-TFA do produto como um sélido ama relo em
98% de pureza. Sistema de LCMS A: Rt 1,78 m/z [M+H] " 335,1,

Sistema B: Rt 2,43/2,28.
(3E,5E)-1-metil-3,5-bis[(4-nitrofenil)-metilideno]- azepan-
4-ona (composto # 1563)

[082] N-metilazepan-4-ona -HCI (50 mg, 0,30 mmol) e 4-
nitrobenzaldeido foram dissolvidos em acido acético (5 ml)
e agitados por 10 minutos, em seguida, H 2SO, concentrado
(50 ml) foi adicionado lentamente e a mistura foi a gitada a
temperatura ambiente durante a noite. Mais H 2SQ
concentrado (100 ml) foi adicionado e a agitacao co ntinuou
a temperatura ambiente durante 6 horas. 500 pl adic ionais

de H,SQ concentrado foram adicionados e a reagdo foi

agitada durante a noite. Mais 350 pl de H 2SQ, concentrado
foi adicionado e a agitagcdo continuou por mais 5 ho ras,
durante as quais mais H 2SQ, foi adicionado em duas por¢des

(500 pl e 250 pl). Em seguida, agua (3 x volume de reacao)

foi adicionada e a mistura foi agitada até a temper atura



40/53

ambiente ser atingida. A mistura de reagé&o foi extr
acetato de etila (3 x volume de reacdo). As fases f
separadas e a fase organica foi concentrada para pr
um O6leo viscoso amarelo escuro. O produto bruto foi
purificado por HPLC preparativa (coluna XBridge; el
tampéo de carbonato de aménio 50 mM em pH 10 e meta
fornecendo o produto titulado como um soélido amarel
mg). Sistema de LCMS A: Rt 1,87 m/z [M+H]
B: Rt 2,57.
(3E,5E)-3,5-bis[(4-fluorofenil)metilideno]-1-propil
4-ona (composto # 1574)

[083] Azepan-4-ona (0,25 g, 168 mmol) e
fluorobenzaldeido (0,416 g, 3,36 mmol) foram dissol
acido acético (20 ml) e a solucdo foi agitada por 1
minutos, em seguida, H
adicionado lentamente e a solucéo foi agitada a tem
ambiente durante a noite. Mais H
adicionado e a agitacdo continuou a temperatura amb
Outro ml de H
horas, e a reacado foi agitada de novo durante a noi

dia seguinte, outros 800 ul de H

»SQ, concentrado (200 ml)

2SO, concentrado foi adicionado depois de 6

aida com
oram

oduzir

uentes
nol)

0 (26,3

*394,1, Sistema

azepan-

vidos em

0

foi

peratura

»SQ, concentrado (1 ml) foi

iente.

te. No

»SQ, concentrado foram

adicionados e a agitacdo continuou durante um perio do de
cinco dias, durante o qual duas por¢cbes de H 2SQ, (1 ml e
0,5 ml) foram adicionadas a mistura de reacdo. Em s eguida,
agua (3 x volume de reacdo) foi adicionada e a mist ura
agitada até temperatura ambiente ser atingida. A mi stura de
reacdo foi extraida com acetato de etila (10 x volu me de
reacdo). A fase organica foi concentrada por evapor acao.
Agua foi adicionada ao residuo. Um precipitado foi formado
e filtrado. O sdlido foi lavado com agua e seco sob Vacuo
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para fornecer o intermediario 3 como um sélido amar elo. Uma
porcao (15 mg, 0,05 mmol) do mesmo foi dissolvido e m DCE-
propanal (4 pl, 0,06 mmol) adicionado, e a mistura foi
agitada durante 15 minutos a temperatura ambiente. Em

seguida, NaBH(OAc) 3 (15,7 mg 0,07 mmol) e acido acético

(2,6 ml, 0,05 mmol) foram adicionados e a reacdo fo i

agitada a temperatura ambiente durante a noite. A r eacao
foi concentrada e o produto bruto foi purificado po r LC
preparativa, fornecendo o produto (7,2 mg) em 90% d e
pureza. Sistema de LCMS A: Rt 2,02 m/z [M+H] * 368,1,

Sistema B: Rt 3,21.
(3E,5E)-3-[(4-metoxifenil)metilideno]-5-[(4-nitrofe nil)-
metilideno]-azepan-4-ona (composto #1575)

[084] Azepan-4-ona (0,25 g, 1,68 mmol) e 4-
nitrobenzaldeido (253 mg, 1,68 mmol) foram dissolvi dos em
acido acético (20 ml) e agitados durante 10 minutos , em

seguida, H ,SQ, concentrado (1 ml) foi adicionado lentamente

e a mistura agitada a temperatura ambiente durante 8 dias.
em dias. Nos dias 1 a 3, uma porcdo de H 2SQ concentrado
por dia foi adicionada (0,5 ml, 0,75 ml e 0,5 ml). Agua (2
x volume de reacao) foi adicionado e a mistura foi extraida

com acetato de etila (2 x volume de reacédo). A fase

organica foi concentrada por evaporacdo e seca para

produzir o intermediario bruto 4. Uma porcdo do
intermediario 4 (100 mg, 0,41 mmol) foi dissolvida em acido
acético (6 ml) e agitada durante 10 minutos, em seg uida,
H,SQ, concentrado (0,6 ml) foi adicionado lentamente e a

reacao foi agitada a temperatura ambiente durante 6 dias.
Apo6s a adicdo de agua, o produto precipitou como um sélido

amarelo. O precipitado foi filtrado, lavado com agu a e seco



42/53

sob vacuo para fornecer o composto titulado como um sélido
amarelo com 98% de pureza. Sistema de LCMS A: Rt 1, 82 m/z
[M+H] * 365,1, Sistema B: Rt 2,41. 'H-RMN (400 MHz, CDCI 3)
[ppm] = 2,97-2,99 (m, 2H), 3,41-3,44 (m, 2H), 3,83 (bs,
3H), 4,28 (s, 2H), 7,06-7,08 (d, 2H), 7,47 (s, 1H), 7,59-
7,62 (d, 2H), 7,76 (s, 1H), 7,78-7,80 (d, 2H), 8,27 -8,29
(d, 2H).

(3E,5E)-5-[(4-fluorofenil)metilideno]-3-[(4
metoxifenil)metilideno]-1-metilazepan-4-ona  (compos to #
1577)

[085] N-metilazepan-4-ona (75 mg, 0,46 mmol) e 4-

fluorobenzaldeido foi dissolvido em acido acético ( 7ml) e
agitada durante 10 minutos, em seguida, H 2SQ, concentrado
(350 ml) foi adicionado lentamente e a mistura foi agitada
a temperatura ambiente durante 8 dias. Mais H 2SQ
concentrado foi adicionado durante os dias 2 a 4 (O ,175 ml,
0,35 ml, 0,25 ml, respectivamente). Agua foi adicio nada e a
solucéo foi extraida com acetato de etila (duas vez es o

volume da mistura de reagdo). A fase organica foi

concentrada para produzir o intermediario 5. Uma po rcao
desse intermediario (35 mg, 0,15 mmol) e 4-
metoxibenzaldeido (17 ul, 0,15 mmol) foram dissolvi dos em
acido acético (2,5 ml) e agitada durante 10 minutos , em
seguida, H ,SQ concentrado (0,20 ml) foi adicionado
lentamente e a reacgédo foi agitada durante cinco dia s. Agua
(2 x o volume de reacgao) foi adicionada e a mistura de
reacdo extraida com acetato de etila (2 x volume de

reacdo). A camada organica foi concentrada e agua f o]
adicionada. Um precipitado foi formado e filtrado p ara

fornecer o produto titulado (11,2 mg) em 91% de pur eza como
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um solido amarelo. Sistema de LCMS A: Rt 1,86 m/z | M+H]"
352,1, Sistema B: Rt 2,79.
(3E,5E) -l-acetil -5{(4 -luorofenil)metilideno] 3{(4
etoxifenil)metilidenojazepan -4 -ona (composto # 1579)

[086] Azepan-4-ona (025 g, 168 mmol) e 4-
fluorobenzaldeido (179 pl, 1,68 mmol) foram dissolv idos em
acido acético (20 ml) e agitados durante 10 minutos , em

seguida, H ,SQ, concentrado (1 ml) foi adicionado lentamente

e a mistura foi agitada a temperatura ambiente dura nte 8
dias com a adicédo de H 2SQ, concentrado durante os primeiros

trés dias (0,5 ml, 0,75 ml e 0,5 ml, respectivament e). Agua
(2 x o volume de reacéo) foi adicionada e a mistura foi
extraida com acetato de etila (2 x volume de mistur a). A
fase organica foi concentrada e seca para fornecer 0
intermediario bruto 6. Uma porgédo desse intermediar io (100
mg, 0,46 mmol) foi dissolvida em acido acético (6 m ) e
agitada durante 10 minutos, em seguida, H 2SQ, concentrado
(0,6 ml) foi adicionado lentamente e a reacdo agita da a
temperatura ambiente durante 7 dias. Agua foi adici onada (1
x volume) e a mistura foi neutralizada com NaHCO 3 agquoso
saturado. O precipitado formado foi filtrado, lavad 0 com
agua e seco sob vacuo para obter o intermediario 7 (31,5
mg) como um solido amarelo com 91% de pureza. Siste ma de
LCMS A: Rt 1,85 m/z [M+H] * 338. Intermediario 7 (10 mg) foi

dissolvido em DCM (1 ml) e TEA (5,0 ml, 0,04 mmol) foi
adicionado. A mistura foi agitada durante 10 minuto S, em

seguida, cloreto de acetila (2,3 ul, 0,03 mmol) foi
adicionado e a reacdo foi agitada a temperatura amb iente
durante 30 minutos. A reacado foi lavada com agua, N aHCQ

aguoso saturado e soro fisiologico. A fase organica foi
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concentrada para fornecer o composto titulado (6,4 mg) como
um solido amarelo com 90% de pureza. Sistema de LCM S A Rt
2,35 m/z [M+H]  * 380,1, Sistema B: Rt 2,37. 'H-RMN (400 MHz,
CDCls): [ppm] = 1,70, 1,90, 1,98 € 1,99 (4 x s, 3H, CH 3-CO-
, 0S sinais provenientes dos dois regioisbmeros e s eus
rotameros de etila), 2,89-3,01 (m, 2H), 3,68-3,77 ( m, 2H),

3,79, 3,79, 3,79, 3,08 (4 x s, 3H, -OMe, os sinais

provenientes dos dois regioisbmeros e seus rotamero s de
acetato), 4,65-4,68 (m, 2H), 7,0-7,04 e 7,098-7,103 (2xm,
2H), 7,22-7,30 (m, 3H), 7,48 -7,62 (m, 5H).
(3E,5E)-5-[(4-clorofenil)metilideno]-3-[(4-nitrofen il)-

metilideno]-azepan-4-ona (composto # 1583)

[087] N-metilazepan-4-ona (75 mg, 0,46 mmol) e 4-
clorobenzaldeido (64 mg, 0,46 mmol) foram dissolvid 0S em
acido acético (7 ml) e agitados durante 10 minutos, em
seguida, H ,SQ concentrado (350 ml) foi adicionado
lentamente e a mistura foi agitada a temperatura am biente
durante 8 dias. Mais H »SQ concentrado foi adicionado
durante os dias 2 a 4 (0,175 ml, 0,35 ml, 0,25 ml,

respectivamente). Agua (2 x volume de reacdo) foi

adicionado e a solucéo foi extraida com acetato de etila (2

x volume de reacéo). A fase organica foi concentrad a para
fornecer o intermediario 8. Uma porcéo do intermedi ario (35
mg, 0,14 mmol) e 4-nitrobenzaldeido (69,5 mg, 0,46 mmol)
foram dissolvidos em acido acético (2,5 ml) e agita dos
durante 10 minutos, em seguida, H 2SO, concentrado (200 ul)

foi adicionado lentamente e a mistura foi agitada a
temperatura ambiente durante 5 dias. Mais H 2SQ, concentrado
(0,2 ml) foi adicionado, e a agitacao continuou por 5 dias.

Agua (2 x volume de reac&o) foi adicionada e a solu cao foi
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extraida com acetato de etila (2 x volume de reacgéo ). A
fase orgéanica foi concentrada e o residuo foi purif icado
por LC preparativa para fornecer o composto titulad o (1,8
mg) como um solido amarelo com 94% de pureza. LCMS Sistema
A: Rt 1,98/2,04 m/z [M+H] * 383,1, Sistema B: Rt 2,82/2,98.
Abreviaturas

Boc terc-butiloxicarbonil

ACN acetonitrila

DCM diclorometano

TFA acido trifluoroaceético

DMF dimetilformamida

TEA trietilamina

Rt tempo de retencao

TBTU O-(benzotriazol-1-il)-N,N,N',N'-tetrametilurd nio)
Rt Temperatura ambiente

LC Cromatografia liquida

EDC 1-etil-3-[3-dimetilaminopropillcarbodiimida

HATU 2-(1H-7-Azabenzotriazol-1-il)-1,1,3,3-

tetrametilurénio
DCE 1,2-dicloroetano
[088] EXEMPLO 3. Composi¢ao farmacéutica A (suspensao

aquosa ). O composto da invencgao (25 mg) é dissolvido em 1

ml de dimetil sulfoxido. A solucao € adicionada got a a gota

a 10 ml de solucao soro fisiologico agitada vigoros amente.
A suspensao formada, que pode ser estabilizada por adicao
de 1% em peso de PVP, pode ser usada para a adminis tracéo

intramuscular, intravenosa ou subcutanea.
[089] EXEMPLO 4, Composicéao farmacéutica B
(comprimido). Os comprimidos para administracdo ora | sdo

produzidos misturando 2,0 g do composto da presente
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invencdo (pd, < 10 my, 90%) com celulose microcrist alina
(1,30 g), amido de milho (0,50) g, silica (0,20) g,

estearato de Mg (0,12 mg). A mistura € comprimida a seco em
comprimidos de 400 mg que sao revestidos com acgucar

[090] EXEMPLO 5. Composicéo farmacéutica C (solugcéo). O

composto da invencdo (10 mg) € dissolvido em 0,5 ml de
Cremophor EL (BASF Corp) e etanol absoluto foi adic ionado a
1,0 ml. A solugdo transparente é vertida em frascos de

vidro para injecéo.

[091] EXEMPLO 6. Composicao farmacéutica D (solucéo).

Para a administracéo intraperitoneal em estudos em animais
uma composi¢cado aguosa de uma solucdo estoque foi pr eparada
por dissolugdo do composto da invengdo a uma concen tracéo
de 2 mg/ml em Chremaphor EL/ polietilenoglicol 400 a 1:1.
(v/v), a temperatura ambiente ou por aquecimento at é cerca
de 80°C assistida por ultrassonicacdo. Uma aliquota da
solucéo estoque foi diluida 1:10 com soro fisioldgi co 0,9%

e usada imediatamente para a injecao IP.

[092] EXEMPLO 7. Composi¢ao farmacéutica E (solug&o).

Para administracdo intraperitoneal uma solucdo esto que
Kolliphor HS15 25% em peso foi preparada por fusao de um
recipiente inteiro de Kolliphor HS15 (Sigma 42966) por
aguecimento a 60°C e diluicAo com agua deionizada a té 25%
p/p. Ao composto # 1570 (18,0 mg) em um tubo de ens aio 10
ml foram adicionados 10,0 ml da solucdo estoque e o tubo
vortificado, tratado com ultrassom em cerca de 50°C durante
cerca 2 horas, e, ocasionalmente, aquecida a cerca de 83°C.

A solucdo transparente obtida foi filtrada  por
esterilizacdo através de um filtro de seringa de ce lulose

de 0,2 um antes da injecdo. Pelo mesmo procedimento
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solugbes de compostos # 1546 e # 1571 foram prepara das;
estes compostos nao foram, contudo, totalmente diss olvidos.
O residuo nao dissolvido foi pesado, e o peso deduz ido do
peso inicial do composto (18 mg). Verificou-se que as
solugcbes preparadas (10 ml) continham 8,5 mg e 11,0 mg,

respectivamente, dos compostos # 1546 e # 1571.

[093] EXEMPLO 8. Composi¢cao farmacéutica F (solucao).
Para administragdo intraperitoneal uma solugcéo esto gue de
2-hidroxipropil- B-ciclodextrina  (Aldrich  332593) foi
preparada por dissolucdo da ciclodextrina em agua
deionizada a uma concentracdo de 30 % p/p. Ao compo sto #
1649 (15,0 mg) em um tubo de ensaio de 10 ml foram
adicionados 10,0 ml de solucdo estoque. O tubo foi
submetido ao vortice, tratado com ultrassom em cerc a de
50°C durante cerca de 2 horas, e, ocasionalmente, a guecida

a cerca de 83°C. A solucdo obtida foi filtrada por

esterilizacdo através de um filtro de seringa de ce lulose
de 0,2 um antes da injecdo. O peso residual compost 0 # 1659
nao dissolvido foi determinado e usado para corrigi ra
concentracéo da solucéo filtrada para 82,5% da conc entracéo
tentada. Pelo mesmo processo uma solugao do compost 0 # 1546

foi preparada.

[094] EXEMPLO 9. Composto da invencéo induz a inibicao

do proteassoma. A linhagem de células repérter MelJuSo Ub-

YFP, que é desenhada para acumular proteina fluores cente
amarela (YFP) sobre a inibicdo do proteassoma (12), foi
utilizada para a avaliagdo do composto. O acumulo d e YFP
foi medido durante 48 horas em um sistema IncuCyte- FLR

(Essen Bioscience, Essen, Reino Unido), que €& um

microscopio de fluorescéncia automatico. NUmeros de células
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positivas por campo foram usados como uma medida da
inibicdo de proteassoma.

[095] EXEMPLO 10. Determinacdo da solubilidade de

compostos da presente invencdo em meio aquoso. Nos
diagramas das Figuras 2a a 2e solubilidade é expres sa como
log S (mmol/ml; software ACD/Labs Inc.). Solubilida de é
determinada em tampdo aquoso em varios valores de p H e
previstos por agua pura a 25°C. O algoritmo utiliza um

conjunto de > 6.800 compostos como referéncias. Os

diagramas mostram que azepanonas da invencao podem ter uma
solubilidade substancialmente aumentada, por exempl 0, por
um fator de 2 ou mais, em meio aquoso com um pH
fisiol6gico, tal como em um pH de 6 a 8, em particu lar de
70 a 7,5, em comparagdo com  piperidin-4-onas
correspondentemente substituidas.

Exemplo 11. Azepanos/azepanonas da invencdo exibem maior
citotoxicidade do que piperidinas/piperidin-4-ones

estruturalmente correspondentes.

[096] As Figuras 3b, 3d, 3f sdo diagramas que ilustram

a citotoxicidade dos compostos de acordo com a inve Nnc¢ao n°s
1546, 1547, e 1570 com uma porc¢éo de anel de 7 memb ros, em
comparacdo com compostos estruturalmente correspond entes
nao abrangidos pela invencdo, com uma porgcao de ane | de 6
membros. A sua inducdo de citotoxicidade, dose-depe ndente
foi determinada ap6s 72 horas de exposicdo do compo sto
continua a linhagem de células reporteres HCT-116. As

células tratadas foram comparadas com controles nao
tratados. A citotoxicidade é visualizada como indic e de
sobrevivéncia (IS) sobre faixa de cerca de 90% de | S a

cerca de 0% IS, em dependéncia da concentracéo do ¢ omposto.
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Depreende-se das figuras que os compostos da inveng ao sao
mais citotoxicos que os compostos de referéncia, um a vez
que eles estdo produzindo o mesmo nivel de citotoxi cidade

com menor concentragéo.
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REIVINDICACOES

1. Composto caracterizado pelo fato de que apresenta a

estrutura geral S-1 capaz de inibir a

desubiquitinadora (DUB) do 19SS RP Dubs

S-1
em que R!, R? em ligacdo dupla dl e R3, R?
ligacdo d2 podem, independente um do outro,
configuracdo oposta aquela da férmula S1,
X é& CO ou CS;
R! e R3 s&ao H,

R? e R? sdo, independentemente um do outro,

atividade

em dupla

ter uma

H, Ci-6-

alquila; Ci-s—alquil-CO; fenila ou hetercarila de 6 membros

opcionalmente substituida por 1-3 de: Ci_¢—algquila, Ci_g—

alcoxi, CN, -COOC;-g-algquila, COOH, NO,, F, C1,

CFs, NHgz,

NHC;-g—alquila, N(Ci_¢-alguila),, CONR’R8, com a condicdo de

que um ou mais de H em alquila e alcoxi podem ser

substituidos por fltor;

R> é qualquer de H, Ci¢—-alguila, Ci-¢—alguenila, Ci-3-

alcoxi-Cy_¢—alquila-, Ci-z3—alcoxi-C,_¢g—alquenila-,

aril—Co_6—

alquila-, heteroarila-Cyo-g—alquila-, heterociclila-Cp-¢—

alquila-, <cicloalgquila-Cg-¢—alquila-, -Ci-¢—alquila-COOCi_g—

alquila, -Cs-g—alquila-ariloxi, CORS®;
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R® é qualquer de Ci-¢-alquila, Cr_g—alquenila, Ci_¢—
alcoxi, Ci_3—alcoxi-Cj_¢g—alquila-, Ci-3—alcoxi-Cj_g—alquenila-,
aril-Cyp-¢—alquila-, heteroarila-Cp-¢—alquila-, heterociclila-
Co-g—alquila-, cicloalquil-Cyp_g-alquila-, -Ci_¢—alquila-COOC;-
¢—alquila, NH», -NHC;-¢-alquila, -N(Ci-¢—alquila) ., —Co-6—
alquila-ariloxi;

R’7, R® sdo, independentemente um do outro, H ou Ci_3-
alquila.

2. Composto, de acordo com a reivindicacéo 1,

caracterizado pelo fato de que X = CO.

3. Composto, de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2,

caracterizado pelo fato de que R? e R* sdo fenil

substituido em uma ou mais das posicdes 3, 4, 5.
4. Composto, de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 1 a 3, caracterizado pelo fato de gque R> é

COR® e R® é Cj_¢—algquila ou Cy-¢—alguenila.
5. Composto, de acordo com a reivindicacéo 4,

caracterizado pelo fato de que R® é Cy¢-alquenila.

6. Composto, de acordo com a reivindicacéo 4,

caracterizado pelo fato de que R® é Ci_g-alquila.

7. Composto, de acordo com a reivindicacédo 1,

caracterizado pelo fato de que R!, R?Z em ligacdo dupla dl e

R3, R? em ligacdo dupla d2 tem a configuracdo da férmula S-
1,

X é CO ou CS;

R! e R3® s&do, independentemente um do outro, H;

R? e R? sdo, independentemente um do outro, H, Ci_g-
alquila, Ci-s—alquil-CO, fenila ou hetercarila de 6 membros
substituida com 1-3 de: CN, NO,, F, Cl, NH,, NHCi_-¢-alqguila,

N (Ci-¢—algquila),, COCi_g—alquila;
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R> é H, Cig-alquila, Cir¢g-alquenila, Ci-z—alcoxi-Ci_g-
alquila, Ci-z3—alcoxi-Ci-¢—alquenila-, arila, heteroarila,
heterociclila, -Ci-¢—alguila-heterocarila, Ci-g—alquila-
heterociclila, Ci-¢—alquila-cicloalquila, Ci-g—alquila-arila,
CO-Ci-¢—alquila, CO-vinila, CO-alila, CO-arila, CO-
cicloalquila.

8. Composto, de acordo com a reivindicacéo 7,

caracterizado pelo fato de que X é CO.

9. Composto, de acordo com a reivindicagdo 7 ou 8,

caracterizado pelo fato de que R? e R? sdo fenila

substituida.
10. Composto, de acordo com qualquer uma das

reivindicagcdes 7 a 9, caracterizado pelo fato de gque R> é

selecionado dentre CO-Ci_¢g-algquila, CO-cicloalquila, CO-
vinila, CO-alila.
11. Composto, de acordo com a reivindicacdo 10,

caracterizado pelo fato de que R®> é CO-vinila.

12. Composto, de acordo com a reivindicacdo 10,

caracterizado pelo fato de que R> é CO-Ci¢-alquila.

13. Composicdo farmacéutica, caracterizada pelo fato de

compreender o composto, como definido em qualgquer uma das
reivindicagdées 1 a 12 e um veiculo farmaceuticamente
aceitavel.

14. Composicéo farmacéutica, de acordo com a

reivindicacdo 13, caracterizada pelo fato de ser na forma

de um comprimido ou cépsula, ou outra preparacdo de dose
Uunica para administracdo peroral.
15. Composicéo farmacéutica, de acordo com a

reivindicacdo 13, caracterizada pelo fato de ser na forma
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de uma solugdo ou suspensdo em um veiculo liquido
farmaceuticamente aceitédvel para injecdo ou infuséo.
16. Composicdo farmacéutica, de acordo com a

reivindicac&o 15, <caracterizada pelo fato de ser para

administracd&o intravenosa, intramuscular, intraperitoneal
ou injecdo subcutdnea ou infusdo.

17. Uso de um composto, como definido em qualquer das
reivindicagdes 1 a 12, ou de uma composicdo farmacéutica,
como definida em qualquer uma das reivindicagdes 13 a 16,

caracterizado pelo fato de ser para a preparagdo de um

medicamento para o tratamento de um tumor cancerigeno em um
paciente.
18. Uso, de acordo com a reivindicacédo 17,

caracterizado pelo fato de que o céncer é selecionado a

partir de mieloma multiplo, cédncer da mama, céncer de
ovadrio, céncer de pulm&o, cancer de cbélon, céncer de
prbéstata, céncer de péncreas.

109. Uso, de acordo com a reivindicacéo 18,

caracterizado pelo fato de que a dose farmaceuticamente

eficaz é de 0,0001g/kg a 0,1 g/kg de peso corporal, em
particular a partir de 0,001g/kg a 0,0lg/kg de peso

corporal, sendo administrado sistemicamente ou localmente.
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