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DESCRIPCION
Derivados del acido escuarico como inhibidores de la histona desacetilasa

Esta invencion se refiere a compuestos que tienen actividad enzimatica de inhibicion de la histona desacetilasa
(HDAC). También se refiere a procesos para su preparacion, a composiciones que los comprenden, asi como a su
uso, tanto in vitro como in vivo, para inhibir la HDAC y como un medicamento, por ejemplo como un medicamento
para inhibir enfermedades proliferativas, como el cancer y la psoriasis.

Se sabe que las histonas nucleares son componentes integrales y dindmicos de la maquinaria responsable de la
regulacion de la transcripcion genética y otros procesos que utilizan el ADN molde, como la replicacion, la
reparacion, la recombinacion, y la segregacion de cromosomas. Estan sujetas a modificaciones post traduccionales
que incluyen acetilacion, fosforilacion, metilacion, ubiquitinacion y ADP-ribosilacion.

Las histona desacetilasas, a las que se alude en este documento como "HDAC", son enzimas que catalizan la
eliminacion de la modificacidon acetilo en los residuos lisina de las proteinas, incluidas las histonas del nucleo del
nucleosoma H2A, H2B, H3 y H4. Junto con las histona acetiltransferasas, a las que se alude en este documento
como "HAT", las HDAC regulan el nivel de acetilacion de las histonas. El equilibrio de acetilacién de las histonas
nucleosémicas juega un papel importante en la transcripciéon de muchos genes. La hipoacetilacion de las histonas se
asocia con una estructura de cromatina condensada que produce la represion de la transcripcién genética, en tanto
las histonas acetiladas se asocian con una estructura de cromatina mas abierta y la activacion de la transcripcion.

Se han descrito varias HDAC relacionadas estructuralmente y estan comprendidas en dos clases. La clase | de
HDAC consiste en HDAC 1, 2, 3 y 8 en tanto la clase || de HDAC consiste en HDAC 4, 5, 6, 7, 9 y 10. Las
integrantes de la tercer clase de HDAC no estan relacionadas estructuralmente con la clase | ni con la clase Il de
HDAC. Las HDAC de las clases I/ll actian mediante mecanismos dependientes del zinc, en tanto las HDAC de la
clase lll son dependientes de NAD.

Ademas de las histonas, otras proteinas también han sido el sustrato de la acetilacidn, en particular factores de
transcripcion como p53, GATA-1 y E2F; receptores nucleares como el receptor de glucocorticoides, los receptores
de hormonas tiroideas, los receptores de estrogeno; y proteinas que regulan el ciclo celular como pRb. La
acetilacion de proteinas se ha vinculado a la estabilizacion de las proteinas, como la estabilizacion de p53, el
reclutamiento de cofactores y mayor unién al ADN. p53 es un supresor tumoral que puede inducir detencién del ciclo
celular o apoptosis en respuesta a una serie de sefiales de estrés, como el dafio del ADN. El principal blanco para la
detencion del ciclo celular inducida por p53 parece ser el gen p21. A continuacién de su activacion por p53, p21 ha
sido identificado en virtud de su asociacion con complejos ciclina/cinasa dependiente de ciclina que producen la
detencion del ciclo celular tanto en la fase G1 como en la G2, su aumento regulado durante la senescencia y su
interaccion con el antigeno nuclear de proliferacion celular.

El estudio de los inhibidores de las HDAC indica que éstas desempefian un papel importante en la detencion del
ciclo celular, la diferenciacion celular, la apoptosis y la reversién de los fenotipos transformados.

El inhibidor Tricostatina A (TSA), por ejemplo, causa detencion del ciclo celular tanto en la fase G1 como en la G2,
revierte el fenotipo transformado de diferentes lineas celulares e induce la diferenciacion de las células en la
leucemia de Friend y otras. Se ha informado que TSA (y el acido hidroxamico suberoilanilida SAHA) inhiben la
proliferacion celular, inducen la diferenciacién terminal y evitan la formacién de tumores en ratones (Finnin et al.,
Nature, 401: 188-193, 1999).

Se ha informado que la tricostatina A también es Util en el tratamiento de la fibrosis, por ejemplo fibrosis hepatica y
cirrosis hepatica. (Geerts et al., Solicitud de patente europea EP 0 827 742, publicada el 11 de marzo de 1998).

El farmacoforo para los inhibidores de la HDAC consta de un dominio de union a metal, que interactua con el sitio
activo que contiene zinc de las HDAC, un dominio enlazador y un dominio de reconocimiento de superficie o region
capping, el cual interactua con los residuos que estan en el borde del sitio activo.

Se ha informado que los inhibidores de las HDAC también inducen la expresion del gen p21. La activacion
transcripcional del gen p21 por esos inhibidores es promovida por la remodelacién de la cromatina, después de la
acetilacion de las histonas H3 y H4 en la regién promotora de p21. Esté activacion de p21 se produce de manera
independiente de p53 y por consiguiente los inhibidores de las HDAC son funcionales en células con genes p53
mutados, una marca distintiva de numerosos tumores.

Ademas los inhibidores de las HDAC pueden tener actividades indirectas como un aumento de la respuesta
inmunitaria del huésped y la inhibicién de la angiogénesis tumoral y por lo tanto pueden suprimir el crecimiento de
los tumores primarios e impedir metastasis (Mai et al., Medicinal Research Reviews, 25: 261-309).

En vista de lo anterior, los inhibidores de las HDAC pueden tener un gran potencial en el tratamiento de
enfermedades o procesos celulares proliferativos, incluidos los tumores con genes p53 mutados.
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La solicitud de patente EP1472216 publicada el 14 de agosto de 2003 da a conocer hidroxamatos biciclicos como
inhibidores de la histona desacetilasa.

Las solicitudes de patentes EP1485099, EP1485348, EP1485353, EP1485354, EP1485364, EP1485365,
EP1485370 y EP1485378 publicadas el 18 de septiembre de 2003, entre otras, dan a conocer acidos
piperazinilpirimidinilhidroxamicos sustituidos como inhibidores de la histona desacetilasa ademas EP1485365 da a
conocer a R306465.

La solicitud de patente EP1492534 publicada el 9 de octubre de 2003, da a conocer compuestos de acido carbamico
que comprenden una union piperazina, como inhibidores de la HDAC.

La solicitud de patente EP 1495002 publicada el 23 de octubre de 2003, da a conocer compuestos piperazinil fenil
benzamida sustituidos, como inhibidores de la histona desacetilasa.

La solicitud de patente EP 1523470 publicada el 29 de enero de 2004, da a conocer derivados que contienen un
enlazador alquilo entre el grupo arilo y el hidroxamato, como inhibidores de la histona desacetilasa.

La solicitud de patente EP1525199 publicada el 12 de febrero de 2004, da a conocer hidroxamatos biciclicos
sustituidos con (hetero)arilalquenilo, como inhibidores de la histona desacetilasa.

La solicitud de patente EP1581484 publicada el 29 de julio de 2004, da a conocer derivados de N-hidroxibenzamida
con actividad antiinflamatoria y antitumoral.

La solicitud de patente EP 1585735 publicada el 29 de julio de 2004, da a conocer derivados de arilhidroxamato
sustituidos, como inhibidores de la histona desacetilasa.

La solicitud de patente EP1583736 publicada el 12 de octubre de 2005, da a conocer compuestos de acido
carbamico que comprenden un enlazador éster o cetona, como inhibidores de la histona desacetilasa.

La solicitud de patente WO04/072047 publicada el 26 agosto de 2004, da a conocer indoles, bencimidazoles y
naftimidazoles, como inhibidores de la histona desacetilasa.

La solicitud de patente EP 1608628 publicada el 30 de septiembre de 2004, da a conocer hidroxamatos unidos a
sistemas heterociclicos no aromaticos, como inhibidores de la histona desacetilasa.

La solicitud de patente EP 1611088 publicada el 28 octubre de 2004, da a conocer derivados de hidroxamato como
inhibidores de la histona desacetilasa.

La solicitud de patente EP 1673349 publicada el 31 de marzo de 2005, da a conocer bencimidazoles como
inhibidores de la histona desacetilasa.

Las solicitudes de patentes WO05/030704 y EP1663953 publicadas el 7 de abril de 2005, dan a conocer
benzamidas como inhibidores de la histona desacetilasa.

La solicitud de patente EP1685094 publicada el 6 mayo de 2005, da a conocer hidroxamatos conectados a acilurea
y conectados a sulfonilurea, como inhibidores de la histona desacetilasa.

La solicitud de patente EP 1682538 publicada el 6 de mayo de 2005, da a conocer hidroxamatos unidos a biarilo
como inhibidores de la histona desacetilasa.

La solicitud de patente WO05/086898 publicada el 22 de septiembre de 2005, da a conocer hidroxamatos unidos a
sistemas pentaheterociclicos como inhibidores de la histona desacetilasa.

Los compuestos de la presente invencion difieren del estado anterior de la técnica en la estructura, en su actividad
farmacoldgica y/o en su potencia farmacoldgica.

El problema a solucionar es proporcionar inhibidores de la histona desacetilasa con elevada actividad enzimatica.

Los nuevos compuestos de la presente invencion solucionan el problema descrito antes. Los compuestos de la
presente invencidn tienen una excelente actividad enzimatica de inhibicion de la histona desacetilasa. Pueden tener
un perfil farmacocinético deseable y una buena solubilidad.

Esta invencion se refiere a compuestos de férmula (1)
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sus formas N-oxido, sus sales de adicion farmacéuticamente aceptables y sus formas estereoquimicamente
isoméricas, donde

cada X es independientemente N o CH;

R'y R? se seleccionan independientemente entre hidrégeno, C1salquilo, mono o di(C1.salquil)amino, C1salquiloxiCy
salquilo, fenilo, fenilC-salquilo, fenil(ciclopropil)C1.salquilo, heterociclilC4.salquilo, feniloxiC1.salquilo,
tetrahidronaftalenilo o fenilaminoC1.salquilo;

cada fenilo o heterociclilo esta opcionalmente sustituido con uno, dos o tres sustituyentes, cada uno seleccionado
independientemente entre halo, polihaloC4.salquilo, C1.salquilo, C1salquiloxi, fenilo o fenilalquilo;

heterociclilo en lo anterior es furanilo, tienilo, pirrolilo, pirrolinilo, pirrolidinilo, oxopirrolidinilo, dioxolilo, oxazolilo,
tiazolilo, imidazolilo, imidazolinilo, imidazolidinilo, pirazolilo, pirazolinilo, pirazolidinilo, isoxazolilo, isotiazolilo,
oxadiazolilo, triazolilo, tiadiazolilo, piranilo, piridinilo, piperidinilo, dioxanilo, morfolinilo, ditianilo, tiomorfolinilo,
piridazinilo, pirimidinilo, pirazinilo, piperazinilo, triazinilo, ftritianilo, indolizinilo, indolilo, indolinilo, benzofuranilo,
benzotiofenilo, indazolilo, bencimidazolilo, benzotiazolilo, purinilo, quinolizinilo, quinolinilo, cinolinilo, ftalazinilo,
quinazolinilo, quinoxalinilo o naftiridinilo.

La expresion "inhibidor de la histona desacetilasa" se usa para identificar a un compuesto que es capaz de
interactuar con una histona desacetilasa e inhibir su actividad, mas particularmente su actividad enzimatica. Inhibir la
actividad enzimatica de la histona desacetilasa significa reducir la capacidad de la histona desacetilasa para eliminar
un grupo acetilo de una histona. Preferentemente, dicha inhibicion es especifica, es decir el inhibidor de la histona
desacetilasa reduce la capacidad de una histona desacetilasa para eliminar un grupo acetilo de una histona a una
concentraciéon que es inferior a la concentracion del inhibidor necesaria para producir algun otro efecto bioldgico que
no esté relacionado.

Segun se usa en las definiciones anteriores y de aqui en adelante, halo es genérico para fluor, cloro, bromo y yodo;
Ciealquilo define radicales hidrocarburo saturados de cadena lineal y ramificada que tienen de 1 a 6 atomos de
carbono como, por ejemplo, metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo, hexilo, 1-metiletilo, 2-metilpropilo, 2-metilbutilo, 2
metilpentilo y analogos; polihaloCi.salquilo define un Cisalquilo que contiene tres sustituyentes halo idénticos o
diferentes, por ejemplo trifluorometilo.

Las sales de adicion farmacéuticamente aceptables abarcan las sales de adicion de acido farmacéuticamente
aceptables y las sales de adicion de base farmacéuticamente aceptables. Las sales de adicion de acido
farmacéuticamente aceptables segin se menciona antes tienen la intencion de incluir las sales de adicién de acido
atodxicas terapéuticamente activas, que los compuestos de férmula (1) sean capaces de formar. Los compuestos de
formula (1) que tienen propiedades bésicas se pueden convertir en sus sales de adicién de acido farmacéuticamente
aceptables tratando dicha forma basica con un acido adecuado. Los &cidos adecuados comprenden, acidos
inorganicos como los hidracidos, por ejemplo acido clorhidrico o bromhidrico; sulfdrico; nitrico; fosférico y acidos
similares; o acidos organicos como acético, trifluoroacético, propanoico, hidroxiacético, lactico, pirtvico, oxalico,
maldnico, succinico (es decir acido butanodioico), maleico, fumarico, malico, tartarico, citrico, metanosulfénico,
etanosulfénico, bencenosulféonico, p-toluenosulfénico, ciclamico, salicilico, p-amino-salicilico, pamoico y acidos
similares.

Los compuestos de formula (I) que tienen propiedades acidas se pueden convertir en sus sales de adicién de base
farmacéuticamente aceptables tratando dicha forma acida con una base organica o inorganica adecuada. Las sales
bésicas adecuadas comprenden, por ejemplo, la sales de amonio, las sales de metales alcalinos y alcalinotérreos,
por ejemplo las sales de litio, sodio, potasio, magnesio y calcio, las sales con bases organicas, por ejemplo las sales
de benzatina, N-metil-D-glutamina e hidrabamina, y las sales con aminoacidos como, por ejemplo, arginina y lisina.

La expresion "sales de adicién de acido o base" también comprende los hidratos y las formas de adiciéon de solvente
que los compuestos de formula (l) sean capaces de formar. Los ejemplos de dichas formas son p. ej. Hidratos y
alcoholatos.

La expresion "formas estereoquimicamente isoméricas de los compuestos de férmula (I)", como se usa en este
documento, define todos los posibles compuestos que contienen los mismos atomos unidos por la misma secuencia
de enlaces pero con diferentes estructuras tridimensionales, que no son intercambiables, que los compuestos de
formula () puedan poseer. A menos que se mencione o se indique algo diferente, la designaciéon quimica de un
compuesto abarca la mezcla de todas las posibles formas estereoquimicamente isoméricas, que dichos compuestos
puedan poseer. Dicha mezcla puede contener todos los diastereoisdémeros y/ enantiomeros de la estructura
molecular basica de dicho compuesto. Se tiene la intencién de incluir todas las formas estereoquimicamente
isoméricas de los compuestos de férmula (1), tanto en forma pura como mezcladas entre si, en el alcance de la
presente invencion.

Se pretende que las formas N-6xido de los compuestos de férmula (I) comprenda aquellos compuestos de férmula
() en los que uno o varios 4tomos de nitrégeno se oxidan para dar el denominado N-6xido, particularmente aquellos
N-6xidos en los cuales uno o mas de los nitrégenos de la piperidina, piperazina o piridazinilo estan N- oxidados.
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Algunos de los compuestos de formula (1) también pueden existir en sus formas tautoméricas. Se tiene la intencion
de que dichas formas aunque no estén explicitamente indicadas en la férmula anterior estén incluidas en el alcance
de la presente invencion.

Cada vez que se use de aqui en adelante la expresiéon "compuestos de férmula ()" se pretende incluir también las
sales de adicion farmacéuticamente aceptables y todas las formas estereoisoméricas.

Segun se usa en este documento, las expresiones "histona desacetilasa" y "HDAC" tiene la intencion de referirse a
cualquier integrante de una familia de enzimas que elimina grupos acetilo de los grupos €-amino de los residuos de
lisina en el extremo N-terminal de una histona. A menos que el contexto indique algo diferente, el término "histona"
se refiere a cualquier proteina histona, incluidas H1, H2A, H2B, H3, H4, y H5, de cualquier especie. Las proteinas
HDAC o productos genéticos humanos, incluyen, pero no exclusivamente, HDAC-1, HDAC-2, HDAC-3, HDAC-4,
HDAC-5, HDAC-6, HDAC-7, HDAC-8, HDAC-9, HDAC-10 y HDAC-11. La histona desacetilasa también puede
provenir de un protozoario o un hongo.

Un primer grupo de compuestos interesantes consiste en aquellos compuestos de férmula (I) en los que se aplica
una o mas de las restricciones siguientes:

a) cada X es N;

b) cada fenilo o heterociclilo esta opcionalmente sustituido con uno, dos o tres sustituyentes cada uno seleccionado
independientemente entre halo, polihaloC1.salquilo, C1.salquiloxi, fenilo o fenilalquilo;

¢) heterociclilo es furanilo, pirrolidinilo, oxopirrolidinilo o piridinilo.

Un segundo grupo de compuestos interesantes consiste en aquellos compuestos de férmula (1) en los que se aplica
una o mas de las restricciones siguientes:

a) cada Xes N;

b) R’ y R? se seleccionan independientemente entre hidrégeno, Cy.salquilo o fenilo;
c) cada fenilo o heterociclilo esta opcionalmente sustituido con fenilo o fenilalquilo;
d) heterociclilo es pirrolidinilo.

Un grupo de compuestos preferidos consiste en aquellos compuestos de formula (1) en los que cada X es N; cada
fenilo o heterociclilo esta opcionalmente sustituido con uno, dos o ftres sustituyentes seleccionados
independientemente entre halo, polihaloCqsalquilo, Ci.salquiloxi, fenilo o fenilalquilo; y heterociclilo es furanilo,
pirrolidinilo, oxopirrolidinilo o piridinilo.

%rupo de compuestos mas preferidos consiste en aquellos compuestos de férmula (1) en los que cada X es N; R'
y R® se seleccionan independientemente entre hidrégeno, Cisalquilo o fenilo; cada fenilo o heterociclilo esta
opcionalmente sustituido con fenilo o fenilalquilo; y heterociclilo es pirrolidinilo.

Los compuestos mas preferidos son el compuesto N° 1, el compuesto N° 2 y el compuesto N° 3.

uf
l"}\"f\rlI “ o N “\)
AT N g

Co. No. 1 Co. No. 2

Co.No. 3

Los compuestos de formula (l), sus sales farmacéuticamente aceptables, sus N-Oxidos y sus formas
estereoquimicamente isoméricas se pueden preparar de manera convencional. Los materiales de partida y algunos
de los productos intermedios son compuestos conocidos y se pueden obtener en el comercio o se pueden preparar
de acuerdo con procedimientos de reaccién convencionales generalmente conocidos en el area.
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Algunos métodos de preparacion se describiran mas detalladamente de aqui en adelante. Otros métodos para
obtener los compuestos finales de férmula (l) se describen en los ejemplos.

a) Los acidos hidroxamicos de férmula () se pueden preparar haciendo reaccionar un producto intermedio de
férmula (II) con un acido adecuado, como por ejemplo, acido trifluoroacético. Dicha reaccién se lleva a cabo en un
5 solvente adecuado como, por ejemplo, metanol o diclorometano.

R 1 i
o Ny CF,C00H R R
N
Eﬂ/\rm N,U\C ) 0 — HO, Nj{”}__”f_\ .
H X i N/
@ M ©

b) Los productos intermedios de férmula (II) se pueden preparar haciendo reaccionar un producto intermedio de

férmula (l11) con un producto intermedio de formula (IV) en presencia de reactivos adecuados como monoclorhidrato

de N’-(etilcarbonimidoil)-N,N-dimetil-1,3-propanodiamina (EDC) y 1-hidroxi-1H-benzotriazol (HOBT). La reaccién se

puede llevar a cabo en presencia de una base como trietilamina, en un solvente adecuado como una mezcla de
10 diclorometano y tetrahidrofurano.

R\/E

O
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c) Alternativamente, los productos intermedios de férmula (II) se pueden preparar haciendo reaccionar un producto
intermedio de formula (IX) con un producto intermedio de férmula (VII) y un producto intermedio de formula (VIII) en
presencia de un solvente adecuado como etanol.

N P 2
0o R
N
A O m;%ﬂ
1x)
. RI\N/R2
=N
. OO j\{ 7\ o
O
8]

15 d) Los productos intermedios de formula (lll) se pueden preparar haciendo reaccionar un producto intermedio de
formula (V) con una solucion &cida adecuada, por ejemplo &cido clorhidrico, o una solucién bésica, por ejemplo
bromuro de hidrogeno o hidréxido de sodio, en un solvente adecuado como un alcohol, por ejemplo etanol o
propanol.
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e) Los productos intermedios de férmula (V) se pueden preparar haciendo reaccionar un producto intermedio de
férmula (V1) con el producto intermedio de férmula (VII) y un producto intermedio de férmula (VIIl) en presencia de
un solvente adecuado como etanol.

)

VD (VL)
2
Rl\ ,R_
-
~ A O
VAR NEVAR
(8]

Los compuestos de formula (I) y algunos de los productos intermedios pueden tener al menos un centro
estereogénico en su estructura. Este centro estereogénico puede estar presente en una configuracién R o S.

Los compuestos de formula (1) preparados segun los procesos descritos antes son generalmente mezclas racémica
de enantiémeros, los cuales se pueden separar uno de otro siguiendo procedimientos de resolucién conocidos en el
area. Los compuestos racémicos de formula () se pueden convertir en las sales diastereoisoméricas
correspondientes mediante reaccién con un acido quiral adecuado. Dichas sales diastereoisoméricas se separan a
continuacién, por ejemplo, mediante cristalizacion selectiva o fraccionaria y los enantiémeros se liberan de alli
mediante un alcali. Una manera alternativa de separar los enantiomeros de los compuestos de férmula (l) implica
cromatografia liquida usando una fase estacionaria quiral. Dichas formas estereoquimicamente isoméricas puras
también se pueden derivar de las correspondientes formas estereoquimicamente isoméricas puras de los materiales
de partida adecuados, siempre que la reaccion ocurra estereoespecificamente. Preferentemente si se desea un
estereoisémero especifico, dicho compuesto se sintetizaria mediante métodos de preparacion estereoespecificos.
Esos métodos emplearan ventajosamente materiales de partida enantioméricamente puros.

Los compuestos de férmula (I), sus sales de adicion de acido farmacéuticamente aceptables y sus formas
estereoisoméricas tienen propiedades farmacoldgicas valiosas en cuanto a que tienen un efecto inhibitorio de la
histona desacetilasa (HDAC).

Esta divulgacion proporciona un método para inhibir la proliferacion anormal de células, incluso células
transformadas, mediante administracion de una cantidad eficaz de un compuesto de la invencién. La proliferacion
anormal de células se refiere a la proliferacion celular independiente de los mecanismos reguladores normales (por
ejemplo perdida de la inhibicion por contacto). Esto incluye la inhibicion del crecimiento del tumor tanto directamente
por causar la detencion del crecimiento, la diferenciaciéon terminal y/o la apoptosis de células cancerosas, como
indirectamente por inhibir la neovascularizacion de los tumores.

Esta divulgacion también proporciona un método para inhibir el crecimiento de un tumor mediante administracion de
una cantidad eficaz de un compuesto de la presente invencion a un sujeto, por ejemplo un mamifero (y mas
particularmente un humano), que necesita dicho tratamiento. En particular, esta divulgacién proporciona un método
para inhibir el crecimiento de tumores mediante administracién de una cantidad eficaz de los compuestos de la
presente invenciéon. Los ejemplos de tumores que pueden ser inhibidos son cancer de pulmén (p. ej.
adenocarcinoma e inclusive carcinoma pulmonar no microcitico), canceres pancreaticos (p. e€j. carcinoma
pancreatico como, por ejemplo, carcinoma pancreatico exocrino), canceres de colon (p. ej. carcinomas colorrectales,
como, por ejemplo, adenocarcinoma de colon y adenoma de colon), cancer de préstata inclusive la enfermedad
avanzada, tumores hematopoyéticos de linaje linfoide (p. ej. leucemia linfocitica aguda, linfoma de linfocitos B,
linfoma de Burkitt), leucemias mieloides (por ejemplo, leucemia mielégena aguda (AML)), cancer folicular de tiroides,
sindrome mielodisplasico (MDS), tumores de origen mesenquimatoso (p. ej. fibrosarcomas y rabdomiosarcomas),
melanomas, teratocarcinomas, neuroblastomas, gliomas, tumores benignos de piel (p. ej. queratoacantomas),
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carcinoma de mama (p. ej. cancer de mama avanzado), carcinoma de rifidn, carcinoma de ovario, carcinoma de
vejiga y carcinoma epidérmico.

Los compuestos de acuerdo con la invencion se pueden usar para otros fines terapéuticos, por ejemplo:

a) la sensibilizacién de tumores a la radioterapia mediante administracion del compuesto de acuerdo con la
invencion antes, durante o después de la irradiacion del tumor para tratar el cancer;

b) tratar artropatias y afecciones osteopatologicas como artritis reumatoide, osteoartritis, artritis juvenil, gota,
poliartritis, artritis psoriasica, espondilitis anquilosante y lupus eritematoso sistémico;

c) inhibir la proliferacion de células del musculo liso inclusive trastornos vasculares proliferativos,
ateroesclerosis y restenosis;

d) ftratar afecciones inflamatorias y dérmicas como colitis ulcerosa, enfermedad de Crohn, rinitis alérgica,
enfermedad de injerto contra huésped, conjuntivitis, asma, ARDS, enfermedad de Behcet, rechazo de
trasplante, urticaria, dermatitis alérgica, alopecia areata, esclerodermia, exantema, eccema,
dermatomiositis, acné, diabetes, lupus eritematoso sistémico, enfermedad de Kawasaki, esclerosis multiple,
enfisema, fibrosis quistica y bronquitis crénica;

e) tratar la endometriosis, los fibromas uterinos, la hemorragia uterina disfuncional y la hiperplasia del
endometrio;

f) tratar la vascularizacion ocular inclusive la vasculopatia que afecta los vasos de la retina y la coroides;
g) tratar la disfuncién cardiaca;

h) inhibir las afecciones inmunosupresoras como el tratamiento de las infecciones por VIH;

i) tratar la disfuncion renal;

j) suprimir los trastornos endocrinos;

k) inhibir la disfuncién de la gluconeogénesis;

I) tratar una neuropatologia por ejemplo la enfermedad de Parkinson o una neuropatologia que produzca un
trastorno cognitivo, por ejemplo, la enfermedad de Alzheimer o enfermedades neuronales relacionadas con
la poliglutamina;

m) tratar trastornos psiquiatricos por ejemplo esquizofrenia, trastorno bipolar, depresion, ansiedad y psicosis;
n) inhibir una patologia neuromuscular, por ejemplo, esclerosis lateral amiotrofica;

o) tratar la atrofia muscular espinal;

p) tratar otras afecciones patoldgicas tratables mediante potenciacion de la expresion de un gen;

q) potenciar la genoterapia;

r) inhibir la adipogénesis;

s) tratar parasitosis como la malaria.

Por consiguiente, la presente invencion da a conocer los compuestos de férmula (1) para usar como un medicamento
asi como el uso de esos compuestos de formula (I) para la fabricacién de un medicamento para tratar una o mas de
las enfermedades mencionadas antes.

Los compuestos de férmula (I), sus sales de adicion de acido farmacéuticamente aceptables y sus formas
estereoisoméricas pueden tener valiosas propiedades diagndsticas en cuanto a que se pueden usar para detectar o
identificar una HDAC en una muestra biolégica que comprende detectar o medir la formacién de un complejo entre
un compuesto marcado y una HDAC.

Los métodos de deteccion o identificacion pueden usar compuestos que estén marcados con marcadores como
radioisotopos, enzimas, sustancias fluorescentes, sustancias luminosas, etc. Los ejemplos de radioisétopos incluyen
128 131) 34 y "C. Las enzimas se tornan generalmente detectables mediante conjugacion de un sustrato adecuado
el cual a su vez cataliza una reaccién detectable. Los ejemplos de estas incluyen, por ejemplo, beta-galactosidasa,
beta-glucosidasa, fosfatasa alcalina, peroxidasa y malato deshidrogenasa, preferentemente peroxidasa de rabano.
Las sustancias luminosas incluyen, por ejemplo, luminol, derivados de luminol, luciferina, aecuorina y luciferasa.
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Las muestras bioldgicas pueden ser definidas como tejidos corporales o liquidos corporales. Los ejemplos de
liquidos corporales son liquido cefalorraquideo, sangre, plasma, suero, orina, esputo, saliva y analogos.

A la vista de sus utiles propiedades farmacolégicas, los compuestos del titulo se pueden formular en diversas formas
farmaceéuticas a los efectos de su administracion.

Para preparar las composiciones farmacéuticas de esta invencion, una cantidad eficaz de un compuesto particular, en forma
de sal de adicion de base o de acido, como principio activo, se combina en mezcla intima con un excipiente
farmacéuticamente aceptable, el cual puede adoptar una amplia gama de formas dependiendo del modo de preparacién
deseado para la administracién. Es aconsejable que estas composiciones farmacéuticas estén en una forma
farmacéutica adecuada, preferentemente, para administracion oral, rectal, percutanea o por inyeccion parenteral. Por
ejemplo, al preparar las composiciones en formas farmacéuticas orales, se pueden emplear cualquiera de los medios
farmacéuticos habituales, como por ejemplo, agua, glicoles, aceites, alcoholes y similares en el caso de preparaciones
liquidas orales como suspensiones, jarabes, elixires y soluciones; o excipientes sélidos como almidones, azlcares, caolin,
lubricantes, aglutinantes, desintegrantes y similares en el caso de polvos, pildoras, capsulas y comprimidos.

Debido a la facilidad de su administracion, los comprimidos y las capsulas representan las formas de dosificacion
oral mas ventajosas, en cuyo caso se emplean obviamente excipientes farmacéuticos sdlidos. Para las
composiciones parenterales, el excipiente incluira generalmente agua estéril, al menos en gran parte, aunque se
pueden incluir otros ingredientes, por ejemplo, para facilitar la solubilidad. Se pueden preparar, por ejemplo,
soluciones inyectables cuyo excipiente incluya solucion salina, solucion de glucosa o una mezcla de soluciones
salina y de glucosa. También se pueden preparar suspensiones inyectables en cuyo caso se pueden emplear
excipientes liquidos, suspendentes y analogos, adecuados. En las composiciones adecuadas para administracion
percutanea, el excipiente comprende opcionalmente un agente para mejorar la penetracion y/o un humectante
adecuado, combinados opcionalmente con menores proporciones de aditivos adecuados de cualquier naturaleza,
que no causen un efecto perjudicial importante en la piel. Dichos aditivos pueden facilitar la administracion cutanea y/o
ser de ayuda en la elaboracion de las composiciones deseadas. Estas composiciones se pueden administrar de
diversas maneras, p. €j., como un parche transdérmico, como un tratamiento cutaneo localizado o como un
unglento.

Es especialmente ventajoso formular las composiciones farmacéuticas mencionadas antes en formas farmacéuticas
que faciliten la administracion y la uniformidad de dosis. La expresion formas farmacéuticas como se usa en esta
especificacion y las reivindicaciones, se refiere a las unidades fisicamente diferenciadas adecuadas como dosis
Unicas, cada unidad de las cuales contiene una cantidad predeterminada de principio activo calculada para producir
el efecto terapéutico deseado, en asociacion con el excipiente farmacéutico necesario. Son ejemplos de dichas
formas farmacéuticas los comprimidos (incluidos los comprimidos ranurados o recubiertos), las capsulas, las
pildoras, las bolsitas de polvo, las obleas, las soluciones o suspensiones inyectables, las cucharaditas, las
cucharadas y analogos, y los multiplos separados de éstos.

Los expertos podran determinar faciimente la cantidad eficaz a partir de los resultados de las pruebas que se
presentan mas adelante. En general se considera que una cantidad terapéuticamente eficaz seria de 0.005 mg/kg a
100 mg/kg de peso corporal, y en particular de 0.005 mg/kg a 10 mg/kg de peso corporal. Puede ser adecuado
administrar la dosis necesaria como dos, tres, cuatro o mas subdosis, a intervalos adecuados a lo largo del dia.
Dichas subdosis se pueden formular como formas farmacéuticas, por ejemplo, que contengan de 0.5 a 500 mg, y en
particular, de 10 mg a 500 mg de principio activo por unidad de forma farmacéutica.

Como otro aspecto de la presente invencién, se concibe una combinacion de un inhibidor de HDAC con otro
antineoplasico, especialmente para usar como un medicamento, mas especificamente en el tratamiento del cancer o
enfermedades relacionadas.

Para el tratamiento de las enfermedades anteriores, los compuestos de la invencién se pueden emplear
ventajosamente en combinacién con uno o mas de otros medicamentos, mas particularmente, con otros
antineoplasicos. Los ejemplos de antineoplasicos son:

compuestos de coordinacion de platino por ejemplo cisplatino, carboplatino u oxaliplatino;

compuestos de taxano por ejemplo paclitaxel o docetaxel;

inhibidores de la topoisomerasa | como compuestos de camptotecina por ejemplo irinotecan o topotecan;

inhibidores de la topoisomerasa |l como derivados de podofilotoxina antitumorales por ejemplo etopoésido o
tenipésido;

- alcaloides de la vinca antitumorales por ejemplo vinblastina, vincristina o vinorelbina;

- derivados de nucledsidos antitumorales por ejemplo 5-fluorouracilo, gemcitabina o capecitabina;
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- agentes alquilantes como mostaza de nitrégeno o nitrosourea por ejemplo ciclofosfamida, clorambucilo,
carmustina o lomustina;

derivados de antraciclina antitumorales por ejemplo daunorubicina, doxorubicina, idarubicina o mitoxantrona;

anticuerpos HERZ2 por ejemplo trastuzumab;

antagonistas del receptor de estrogeno o moduladores selectivos del receptor de estrogeno por ejemplo
tamoxifeno, toremifeno, droloxifeno, faslodex o raloxifeno;

inhibidores de la aromatasa como exemestano, anastrozol, letrazol y vorozol;

agentes diferenciadores como retinoides, vitamina D y agentes bloqueadores del metabolismo del acido
retinoico (RAMBA) por ejemplo acutano;

inhibidores de la ADN metiltransferasa por ejemplo azacitidina y decitabina;

inhibidores de la cinasa por ejemplo flavoperidol, mesilato de imatinib o gefitinib;

inhibidores de la farnesiltransferasa;

otros inhibidores de la HDAC

inhibidores de la ruta ubiquitina-proteasoma por ejemplo Velcade; o

Yondelis.

La expresion "compuesto de coordinacion de platino" se usa en este documento para indicar cualquier compuesto de
coordinacion de platino que inhibe la proliferacién de células tumorales, que proporciona platino en forma de ion.

La expresién "compuestos de taxano" indica una clase de compuestos que tienen el sistema ciclico taxano y que
estan relacionados con o derivan de extractos de ciertas especies de arboles coniferos (Taxus).

La expresién "inhibidores de la topoisomerasa" se usa para indicar enzimas que son capaces de alterar la topologia
de ADN en células eucariotas. Son fundamentales para importantes funciones celulares y para la proliferacion
celular. Existen dos clases de topoisomerasas en las células eucariotas, denominadas tipo | y tipo Il. La
topoisomerasa | es una enzima monomeérica de aproximadamente 100 000 de peso molecular. La enzima se une al
ADN e introduce un corte transitorio en una sola hebra, desenrolla la doble hélice (o permite que se desenrolle) y
luego vuelve a cerrar el corte antes de disociarse de la hebra de ADN. La topoisomerasa Il tiene un mecanismo de
accion similar que implica la induccion de cortes de la hebra de ADN o la formacién de radicales libres.

La expresion "compuestos de camptotecina" se usa para indicar compuestos que estan relacionados con o derivan
del compuesto de camptotecina original que es un alcaloide insoluble en agua procedente del arbol chino
Camptothecin acuminata y del arbol indio Nothapodytes foetida.

La expresiéon "compuestos de podofilotoxina" se usa para indicar compuestos que estan relacionados con o derivan
de la podofilotoxina original, que se extrae de la planta mandrake.

La expresién "alcaloides de la vinca antitumorales" se usa para indicar compuestos que estan relacionados con o
derivan de extractos de la planta vincapervinca o hierba doncella (Vinca rosea).

La expresién "agentes alquilantes" abarca un grupo diverso de productos quimicos que tienen la caracteristica
comun de tener la capacidad de aportar, en condiciones fisioldgicas, grupos alquilo a macromoléculas
biolégicamente vitales como el ADN. En la mayoria de los agentes mas importantes como las mostazas de nitrégeno
y las nitrosoureas, las porciones alquilantes activas se generan in vivo después de reacciones de degradacién
complejas, algunas de las cuales son enzimaticas. Las acciones farmacologicas mas importantes de los agentes
alquilantes son las que desestabilizan los mecanismos fundamentales relacionados con la proliferacion celular en
particular la sintesis de ADN vy la division celular. La capacidad de los agentes alquilantes para interferir con la
funciéon y la integridad del ADN en tejidos que estan proliferando rapidamente, proporciona la base para sus
aplicaciones terapéuticas y para muchas de sus propiedades téxicas.

La expresion "derivados de antraciclina antitumorales" comprende los antibiéticos obtenidos a partir del hongo Strep.
peuticus var. caesius y sus derivados, que se caracterizan por tener una estructura ciclica de tetraciclina con un
azucar inusual, daunosamina, unida mediante un enlace glucosidico.

La amplificacién de la proteina (HER 2) receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano en los carcinomas
de mama primarios ha demostrado correlacionarse con una mala prognosis clinica en ciertos pacientes.
Trastuzumab es un anticuerpo monoclonal humanizado del tipo IgG1 kappa, muy purificado, derivado de ADN
recombinante, que se une con elevada afinidad y especificidad al dominio extracelular del receptor HER2.

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2366 132 T3

Muchos canceres de mama tienen receptores de estrogeno y el crecimiento de esos tumores puede ser estimulado
por estrogeno. Las expresiones "antagonistas del receptor de estrégeno” y "moduladores selectivos del receptor de
estrégeno” se usan para indicar inhibidores competitivos de la unién del estradiol al receptor de estrégeno (ER). Los
moduladores selectivos del receptor de estrégeno, cuando se unen al ER, inducen un cambio en la forma
tridimensional del receptor, modulando su unién al elemento de respuesta a estrégeno (ERE) en el ADN.

En las mujeres posmenopausicas, la principal fuente de estrégeno circulante proviene de la conversion de
andrégenos suprarrenales y ovaricos (androstenediona y testosterona) en estrégenos (estrona y estradiol) mediante
la enzima aromatasa, en tejidos periféricos. La privacion de estrogeno a través de la inhibicion o inactivacion de la
aromatasa es un tratamiento eficaz y selectivo para algunas pacientes posmenopausicas con cancer de mama
dependiente de hormonas.

La expresion "agente antiestrogeno” se usa en este documento para incluir no sélo a los antagonistas del receptor
de estrogeno y a los moduladores selectivos del receptor de estrégeno sino también a los inhibidores de la
aromatasa segun se trato antes.

La expresion "agentes diferenciadores" abarca compuestos que pueden, de diversas maneras, inhibir la proliferacion
celular e inducir la diferenciacion. Se sabe que la vitamina D y los retinoides desempefian un papel fundamental en
la regulacion de la proliferacién y la diferenciacion de una gran variedad de tipos de células normales y malignas.
Los bloqueadores del metabolismo del acido retinoico (RAMBA) aumentan los niveles de acidos retinoicos
enddgenos inhibiendo el catabolismo, mediado por el citocromo P450, de los acidos retinoicos.

Los cambios en la metilacion del ADN se encuentran entre las anomalias mas comunes en neoplasias humanas. La
hipermetilacién en los promotores de genes elegidos se asocia habitualmente con la inactivacion de los genes
involucrados. La expresion "inhibidores de la ADN metiltransferasa" se usa para indicar compuestos que actian a
través de la inhibicion farmacolégica de la ADN metiltransferasa y la reactivacion de la expresion del gen supresor
tumoral.

La expresion "inhibidores de la cinasa" comprende potentes inhibidores de la cinasa que participan en el avance del
ciclo celular y en la muerte celular programada (apoptosis).

La expresion "inhibidores de la farnesiltransferasa" se usa para indicar compuestos que fueron disefiados para evitar
la farnesilacion de Ras y otras proteinas intracelulares. Han demostrado tener efectos sobre la proliferaciéon y la
supervivencia de células malignas.

La expresion "otros inhibidores de la HDAC" comprende:
- carboxilatos por ejemplo butirato, acido cinamico, 4-fenilbutirato o acido valproico;

- acidos hidroxamicos, por ejemplo acido hidroxamico suberoilanilida (SAHA), analogos de SAHA que
contienen piperazina, biaril hidroxamato A-161906 y sus analogos carbozoliléter-, tetrahidropiridina- y
tetralona-, aril-N-hidroxicarboxamidas biciclicas, piroxamida, CG-1521, PXD-101, acido
sulfonamidahidroxamico, LAQ-824, LBH-589, tricostatina A (TSA), oxamflatina, scriptaid, moléculas triciclicas
relacionadas con scriptaid, acido m-carboxicinamico, acido bishidroxamico (CBHA), acidos hidroxamicos
semejantes a CBHA, trapoxina-analogo del acido hidroxamico, CRA-024781, R306465 y acidos benzoilo- y
heteroarilo- hidroxamicos relacionados, aminosuberatos y malonildiamidas;

- tetrapéptidos ciclicos por ejemplo trapoxina, apidicina, depsipéptido, compuestos relacionados a
espirucostatina-, RedFK-228, tetrapéptidos ciclicos que contienen sulfihidrilo (SCOP), tetrapéptidos ciclicos
que contienen acido hidroxamico (CHAP), TAN-174s y azumamidas;

- benzamidas por ejemplo MS-275 o CI-994, o

- depudecina.

La expresion "inhibidores de la ruta ubiquitina-proteasoma" se usa para identificar compuestos que inhiben la
destruccion dirigida de proteinas celulares en el proteasoma, inclusive proteinas reguladoras del ciclo celular.

Para el tratamiento del cancer los compuestos de acuerdo con la presente invencion se pueden administrar un
paciente como se describe antes, conjuntamente con irradiacion. La irradiacion significa radiacién ionizante y en
particular radiacién gamma, especialmente la emitida por aceleradores lineales o por radionuclidos que son de uso
comun hoy en dia. La irradiacién del tumor por radionuclidos puede ser externa o interna.

La presente invencion también se refiere a una combinacion de acuerdo con la invencion de un antineoplasico y un
inhibidor de la HDAC de acuerdo con la invencion.

La presente invencion también se refiere a una combinacion de acuerdo con la invencidn para usar terapia médica
por ejemplo para inhibir la proliferacion de células tumorales.
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La presente invencion también se refiere a una combinacion de acuerdo con la invencion para inhibir la proliferacion
de células tumorales.

La presente divulgacion también se refiere a un método para inhibir la proliferacion de células tumorales en un sujeto
humano, que comprende administrar el sujeto una cantidad eficaz de una combinacion de acuerdo con la invencion.

La divulgaciéon proporciona ademas un método para inhibir la proliferacién anormal de células, incluso células
transformadas, mediante administracién de una cantidad eficaz de una combinacién de acuerdo con la invencion.

El otro medicamento y el inhibidor de la HDAC se pueden administrar simultaneamente (por ejemplo en una Unica
composicion o en composiciones separadas) o consecutivamente en cualquier orden. En el ultimo caso, los dos
compuestos se administraran dentro de un periodo y en una cantidad y de una manera que permitan asegurar que
se logra un efecto ventajoso o sinérgico. Se entendera que el método preferido, el orden de administracion y las
cantidades y regimenes de dosificacion respectivos para cada componente de la combinacién dependeran del otro
medicamento particular y del inhibidor de la HDAC que estan siendo administrados, de su via de administracion, del
tumor particular que esta siendo tratado y del huésped particular que esta siendo tratado. El método, el orden de
administracion, y las cantidades y regimenes de dosificacion éptimos, pueden ser determinados facilmente por los
expertos usando métodos convencionales y a la vista de la informacion proporcionada en este documento.

El compuesto de coordinacion de platino se administra ventajosamente en una dosis de 1 a 500 mg por metro
cuadrado (mg/m ) de superficie corgoral por ejemplo de 50 a 400 mg/m partlcularmente para cisplatino en una
dosis de aproximadamente 75 mg/m” y para carboplatino en aproximadamente 300 mg/m por tanda de tratamiento.

El compuesto de taxano se administra ventajosamente en una dosis de 50 a 400 mg por metro cuadrado (mg/m ) de
superficie corporal, por eJempIo de 75 a 250 mg/m particularmente para paclltaxel en una dosis de
aproximadamente 175 a 250 mg/m y para docetaxel en aproximadamente 75 a 150 mg/m por tanda de tratamiento.

El compuesto de camptotecina se administra ventajosamente en una dosis de 0.1 a 400 mg por metro cuadrado
(mg/m ) de superficie corporal, por ejemplo de 1 a 300 mg/m particularmente para irinotecan en una dosis de
aproximadamente 100 a 350 mg/m y para topotecan en aproximadamente 1 a 2 mg/m por tanda de tratamiento.

El derivado de podofllotoxma antitumoral se administra ventajosamente en una dosis de 30 a 300 mg por metro
cuadrado (mg/m ) de superficie corporal, por ejemplo de 50 a 250 mg/m particularmente para etog)o&do en una
dosis de aproximadamente 35 a 100 mg/m y para tenipésido en aproximadamente 50 a 250 mg/m” por tanda de
tratamiento.

El aIcaI0|de de la vinca antitumoral se administra ventajosamente en una dosis de 2 a 30 mg por metro cuadrado
(mg/m ) de superficie corporal, particularmente para vmblastlna en una dosis de aproximadamente 3 a 12 mg/m
para vmcrlstlna en una dosis de aproximadamente 1 a 2 mg/m y para vinorelbina en una dosis de aproximadamente
10a 30 mg/m por tanda de tratamiento.

El derivado de nucle05|do antitumoral se administra ventajosamente en una dosis de 200 a 2500 mg por metro
cuadrado (mg/m ) de superficie corporal, por ejemplo de 700 a 1500 mg/m partlcularmentezpara 5-FU en una dosis
de 200 a 500 mg/m para gemC|tab|na en una dosis de aproximadamente 800 a 1200 mg/m* y para capecitabina en
aproximadamente 1000 a 2.500 mg/m por tanda de tratamiento.

Los agentes alquilantes como mostaza de nitrégeno o nitrosourea se administran ventajosamente en una dosis de
100 a 500 mg por metro cuadrado (mg/m?) de superficie corporal, por ejemplo de 120 a 200 mg/m?, particularmente
para ciclofosfamida en una dosis de aproximadamente 100 a 500 mg/m para clorambucilo en una d05|s de
aproximadamente 0.1 a 0.2 mg/kg, para carmustina en una dosis de aproximadamente 150 a 200 mg/m y para
lomustina en una dosis de aproximadamente 100 a 150 mg/m por tanda de tratamiento.

El derivado de antramchna antitumoral se administra ventajosamente en una dosis de 10 a 75 mg por metro
cuadrado (mg/m ) de superf|C|e corporal, por ejemplo de 15 a 60 mg/m particularmente para doxorubicina en una
dosis de 40 a 75 mg/m para daunorubicina en una dosis de aproximadamente 25 a 45 mg/m y para idarubicina en
una dosis de aproximadamente 10 a 15 mg/m por tanda de tratamiento.

El trastuzumab se administra ventajosamente en una dosis de 1 a 5 mg por metro cuadrado (mg/m ) de superficie
corporal, particularmente 2 a 4 mg/m por tanda de tratamiento.

El antiestrogeno se administra ventajosamente en una dosis de aproximadamente 1 a 100 mg por dia dependiendo
del antiestrogeno particular y de la afeccion que esta siendo tratada. El tamoxifeno se administra ventajosamente por
via oral en una dosis de 5 a 50 mg, preferentemente de 10 a 20 mg dos veces al dia, continuando el tratamiento
durante un tiempo suficiente para lograr y mantener un efecto terapéutico. El toremifeno se administra
ventajosamente por via oral en una dosis de aproximadamente 60 mg una vez al dia, continuando el tratamiento
durante un tiempo suficiente para lograr y mantener un efecto terapéutico. El anastrozol se administra
ventajosamente por via oral en una dosis de aproximadamente 1 mg una vez al dia. El droloxifeno se administra
ventajosamente por via oral en una dosis de aproximadamente 20 - 100 mg una vez al dia. El raloxifeno se
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administra ventajosamente por via oral en una dosis de aproximadamente 60 mg una vez al dia. El exemestano se
administra ventajosamente por via oral en una dosis de aproximadamente 25 mg una vez al dia.

Esas dosis se pueden administrar por ejemplo una vez, dos veces 0 mas veces por tanda de tratamiento, las cuales
se pueden repetir por ejemplo cada 7, 14, 21 o 28 dias.

En vista de sus utiles propiedades farmacolégicas, los componentes de las combinaciones de acuerdo con la
invencién, es decir el otro medicamento y el inhibidor de la HDAC se pueden formular en diversas formas
farmacéuticas a efectos de la administracion. Los componentes se pueden formular por separado en composiciones
farmacéuticas individuales o en una Unica composicién farmacéutica que contenga ambos componentes.

Por consiguiente, la presente invencion se refiere también a una composicion farmacéutica que comprende el otro
medicamento y el inhibidor de la HDAC junto con uno o mas excipientes farmacéuticos.

La presente invencién también se refiere a una combinaciéon de acuerdo con la invencién en forma de una
composicion farmacéutica que comprende un antineoplasico y un inhibidor de la HDAC de acuerdo con la invencion
junto con uno o mas excipientes farmacéuticos.

La presente invencion se refiere ademas al uso de una combinacion de acuerdo con la invencioén en la fabricacion de
una composicion farmacéutica para inhibir la proliferacién de células tumorales.

La presente invencion se refiere ademas a un producto, que contiene como primer principio activo un inhibidor de la
HDAC de acuerdo con la invencién y como segundo principio un antineoplasico, como una preparacion combinada
para el uso simultaneo, por separado o consecutivo en el tratamiento de pacientes que sufren de cancer.

Parte experimental

Los ejemplos siguientes se proporcionan con fines ilustrativos. De aqui en adelante, "EDC" se define como
monoclorhidrato de N’-(etilcarbonimidoil)-N,N-dimetil-1,3-propanodiamina, "DCM" se define como diclorometano,
"DMF" se define como N,N-dimetilformamida, "EtOH" se define como etanol, "HOBT" se define como 1-hidroxi-1HC
benzotriazol, "MeOH" se define como metanol, "TFA" se define como acido trifluoroacético y "THF" se define como
tetrahidrofurano.

A. Preparacion de los compuestos intermedios
Ejemplo A1

a) Preparacion del producto intermedio 1

Una mezcla de 3,4-dietoxi-3-ciclobuteno-1.2-diona (0.00035 mol) y [1,1'-bifenil]-3-amina (0.00035 mol) en EtOH (5
ml) se agitd durante 3 dias a 80 °C y después se le agregd éster etilico del acido 2-(1-piperazinil)-50]
pirimidincarboxilico (0.0030 mol). La mezcla de reaccion se agitd durante 2 dias a 80 °C y después se enfrié. El
precipitado resultante se separ6 por filtracion, se lavé con una pequeia cantidad de EtOH y se secd, produciéndose
0.085 g (50%) del producto intermedio 1.

b) Preparacion del producto intermedio 2
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Una mezcla de producto intermedio 1 (0.000096 mol) en hidroxido de sodio 1 N (4 ml), THF (15 ml) y MeOH (5 ml)
se agité durante 20 horas a temperatura ambiente y después la mezcla de reaccién se neutralizé con HCI 1 N (4 ml).
La mezcla se diluyé con DCM (5 ml) se filtré a través de Extrelut® y después el filtrado se evapord, produciéndose

0.033 g (75%) del producto intermedio 2.
£nvfi\q/ﬁ:‘
CH B
Q

o

c) Preparacion del producto intermedio 3

Una mezcla de producto intermedio 2 (0.000072 mol), O-(tetrahidro-2H-piran-2-il)-hidroxilamina (0.00026 mol), EDC
(0.00023 mol) y HOBT (0.00022 mol) en trietilamina (0.2 ml) y THF/DCM (10 ml) se agit6 durante 2 dias a
temperatura ambiente, después la mezcla de reaccién se diluyé con agua (2 ml) y se filir6 a través de Extrelut®. El
filtrado se evapord y el residuo resultante se purificé por cromatografia liquida de alto rendimiento en fase reversa
(Hypercil C 18) (gradiente estandar). Se recogieron las fracciones del producto y se evapord el solvente,
produciéndose 0.011 g del producto intermedio 3.

Ejemplo A2

a) Preparacion del producto intermedio 4

Una mezcla de éster etilico del acido 2-(1-piperazinil)-5-pirimidincarboxilico (0.059 mol) en THF (0 ml) e hidréxido de
sodio 1 N (300 ml) se dej6é en reposo durante toda la noche a temperatura ambiente y después se agitd. Se agregd
acido clorhidrico 1 N (300 ml) y la mezcla se agité durante 10 minutos. Se agregd carbonato de sodio (0.178 mol) y
la mezcla resultante se agité durante 10 minutos a temperatura ambiente, después se le agregd 1-[[(9H-fluoren-90]
ilmetoxi)carbonil]oxi]-2,5-pirrolidindiona (0.059 mol) en pequefias porciones y la mezcla de reaccion se agité a
temperatura ambiente durante 15 horas. La mezcla se acidificé con acido clorhidrico concentrado y el precipitado
resultante se separ6 por filtracion y se seco (vacio), produciéndose 22.5 g (94%) del producto intermedio 4, punto de
fusiéon 218.5-221.2 °C.

b) Preparacion del producto intermedio 5

SRR eI
LVN\E/O

Se agregaron trietilamina (0.069 mol), después EDC (0.0303 mol) y HOBT (0.0303 mol) seguidos de O-(tetrahidro[
2H-piran-2-il)-hidroxilamina (0.0303 mol) a una mezcla de producto intermedio 4 (0.0233 mol) en DCM/THF (500 ml)
y la mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 18 horas. La mezcla se diluyé con DCM y se lavd
con agua. La capa organica se separd y se lavo con una solucién de carbonato de sodio al 10%. La capa organica
separada se sec6 (MgSQO,), se filtrd y se evaporo el solvente. El residuo se purificé por cromatografia en gel de silice
(eluyente: DCM/MeOH 100/0 a 97.5/2.5). Se recogieron las fracciones del producto y se evapord el solvente,
produciéndose 8.4 g (68%) del producto intermedio 5.
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c¢) Preparacion del producto intermedio 6

@gﬁi@m

Se agité una mezcla de producto intermedio 5 (0.016 mol) en piperidina (0.040 mol) y DCM (200 ml) durante toda la
noche a temperatura ambiente y la mezcla de reaccidn se extrajo con agua, después la capa acuosa se concentré y
se evaporo conjuntamente con acetonitrilo. El residuo (3.5) se purificé por cromatografia en gel de silice (eluyente:

DCM/(MeOH/NH3) 95/5). Se recogieron las fracciones del producto y se evaporé el solvente, produciéndose 2.5 g
(50%) del producto intermedio 6, punto de fusion 70.8-93.9 °C.

d) Preparacion del producto intermedio 7 ‘%]
&N\i
H
O*
o

Se agité una mezcla de producto intermedio 6 (0.0032 mol), 3,4-dietoxi-3-ciclobuteno-1,2-diona (0.00294 mol) y
trietilamina (0.0032 mol) en EtOH (20 ml) durante 30 min a temperatura ambiente y después la mezcla de reaccion
se diluyé con DCM (50 ml). La capa organica se separo, se lavd con agua, se seco (MgSO,), se separo por filtracion
y se evaporo el solvente. El residuo se suspendié en acetonitrilo, después el precipitado resultante se separd por
filtracién, se lavé con una pequefia cantidad de acetonitrilo y se seco (vacio), produciéndose 0.516 g (40.9%) del
producto intermedio 7.

e) Preparacion del producto intermedio 8

o

Se agité una mezcla de producto intermedio 7 (0.000058 mol), 1-(fenilmetil)-3-pirrolidinmetanamina (0.000115 mol) y
trietilamina (0.00035 mol) en EtOH (10 ml), se calenté a reflujo durante 3 dias y se evaporo6 el solvente. El residuo se
disolvi6 en DCM/DMF (4/1) (10 ml) y después se le agregaron Tris-(2-aminometil)-amina poliestireno HL (200-400
mesh), 1% de DVB (Novabiochem 01-64-0170) (0.100 g) y metilisocianato poliestireno HL (200-400 mesh), 2% de
DVB (Novabiochem 01-64-0169) (0.100 g). La mezcla resultante se agité durante 20 horas a temperatura ambiente y
las resinas se separaron por filtracion. El filtrado se evapord y el residuo obtenido se usdé como tal en el paso de
reaccion siguiente, produciéndose 0.050 g del producto intermedio 8.

517
(RS)
B. Preparacién de los compuestos finales

Ejemplo B1

Preparacion del compuesto 1
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Se agité una mezcla de producto intermedio 3 (0.0000198 mol) en TFA (0.2 ml) y DCM/MeOH (4 ml) durante 2 dias
a temperatura ambiente y después el producto deseado se secd con secador de mano en atmodsfera de Ny,
produciéndose 0.010 g (100%) del compuesto 1.

Ejemplo B2

Preparacion del compuesto 2

Se agité una mezcla de producto intermedio 8 (0.000018 mol) en TFA (0.5 ml) y DCM/MeOH (50/50) (10 ml) durante

3 dias a temperatura ambiente y después la mezcla de reaccion se secd con secador de mano en atmdsfera de Ny,
produciéndose 0.010 g del compuesto 2.

La tabla F-1 lista los compuestos que se prepararon de acuerdo con uno de los ejemplos anteriores.

Tabla F-1 (compuestos finales)

lzj\fn\im 3 Q\EO “"-b
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Co. No. 1; Ex. [B1] Co. No. 2; Ex. [B2]
OH
Beg
Sen s ¥etass
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Co. No. 3; Ex. [B2] Co. No. 4; Ex. [B2]

oY fen
r/\N)%N I/.\ N
o 2

Co. No. 5; Ex. [B2] - Co. No. 6; Ex. [B2)
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Co. No, 15; Ex. [B2] Co. No. 16; Ex. [B2]

C. Ejemplo farmacoldgico:

El ensayo in vitro de inhibicion de la histona desacetilasa (véase el ejemplo C.1) mide la inhibicién de la actividad
enzimatica de la HDAC obtenida con los compuestos de formula (1).

La solubilidad de un compuesto mide la capacidad de un compuesto para permanecer en solucién. Las soluciones
madre en DMSO se diluyen con un unico solvente tamponado acuoso en 3 pasos consecutivos. Para cada dilucion
se mide la turbidez con un nefelémetro (véase el ejemplo C.2).

Ejemplo C.1: Ensayo in vitro de inhibicion de la histona desacetilasa:
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Se us6 el Ensayo de actividad fluorescente de HDAC con el Drug Kiscovery Kit de Biomol (N° de catalogo: AK-5001(]
0001). El ensayo de actividad fluorescente de HDAC se basa en la combinacién de sustrato y desarrollador Fluor de
Lys (Fluorogenic Histone deacetilase Lysyl). El sustrato Fluor de Lys comprende una cadena lateral de lisina
acetilada. La desacetilacion del sustrato sensibiliza al sustrato de modo que, en el segundo paso, el tratamiento con
el desarrollador Fluor de Lys produce un fluoréforo.

Se incubaron extractos nucleares Hela (proveedor: Biomol) a una concentracion de 60 pg/ml con 75 uM de sustrato.
El sustrato Fluor de Lys se agregd a un tampén que contenia Tris 25 mM, NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM y MgCl,.6H,0O
1 mM a pH 7.4. Después de 30 min, se agregd 1 volumen del desarrollador. El fluoréforo se excité con luz de 355
nm y se detectd la luz emitida (450 nm) en un lector de placas fluorométrico. Para cada experimento, se corrieron en
paralelo controles (que contenian extracto nuclear HeLa y tampén), un blanco de incubacién (que contenia tampon
pero no extracto nuclear HelLa) y muestras (que contenian el compuesto disuelto en DMSO y ademas diluido en
tampon y extracto nuclear HeLa). En una primera instancia, los compuestos se ensayaron a una concentracion de
10 M. Cuando los compuestos mostraron actividad a 10" M, se hizo una curva de concentracion-respuesta donde
los compuestos se ensayaron a concentraciones entre 10°M y 10 M. Todas las muestra se ensayaron 4 veces. En
cada ensayo se sustrajo el valor del blanco tanto del valor del control como del de la muestra. La muestra de control
representaba 100% de desacetilacion del sustrato. Para cada muestra la fluorescencia se expres6 como porcentaje
del valor medio de los controles. Cuando correspondié se calcularon los valores de Clsg (concentracion del farmaco,
necesaria para reducir la cantidad de metabolitos a 50% del control) usando analisis de datos por el método probit.
En este documento los efectos de los compuestos de prueba se expresan como pClsp (valor del logaritmo negativo
del valor de Clsp) (véase la Tabla F-2).

Ejemplo C.2. Cinética de la solubilidad en medio acuoso

En el primer paso de dilucién, se agregaron 10 pl de una solucién madre concentrada del compuesto activo,
solubilizado en DMSO (5 mM), a 100 ul de tampén de fosfato citrato de pH 7.4 y se mezclé. En el segundo paso de
dilucién, se dispenso una alicuota (20 pl) del primer paso de dilucion en 100 pl de tampdn de citrato-fosfato de pH
7.4 y se mezcld. Finalmente, en el tercer paso de dilucion, se diluyé ain mas una muestra (20 pl) del segundo paso
de diluciéon en 100 ul de tampoén de citrato-fosfato de pH 7.4 y se mezcld. Todas las diluciones se realizaron en
placas de 96 pocillos. Inmediatamente después del Ultimo paso de dilucion se midié la turbidez de los tres pasos de
dilucién consecutivos con un nefeldémetro. Se hizo la dilucién por triplicado para cada compuesto para excluir errores
ocasionales. Basandose en las mediciones de turbidez se realizé una clasificacion en 3 clases. Los compuestos con
alta solubilidad obtuvieron un puntaje de 3 y para esos compuestos la primera dilucién es transparente. Los
compuestos con solubilidad media obtuvieron un puntaje de 2 y para esos compuestos la primera dilucién no es
transparente y la segunda dilucion es transparente. Los compuestos con baja solubilidad obtuvieron un puntaje de 1
y para esos compuestos ni la primera ni la segunda dilucién son transparentes (véase la Tabla F-2).

La Tabla F-2: lista los resultados de los compuestos que fueron ensayados de acuerdo con los ejemplos C.1y C.2.

Actrndad Rolubilidad
Numero de| enzimatica
compuesto | pCI50 0'2',
C.1. puntaje
1 7.7
2 6.9
3 7.6
4 7.2
3 7.4
-] 7.2
7 7.2 3
a 7.2
8 7.0
10 7.1
11 7.0
12 7.2 3
13 7.4
14 8.9
15 6.8
16 73

D. Ejemplo de composicion: comprimidos recubiertos con pelicula
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Preparacion del nucleo del comprimido

Se mezclé bien una mezcla de 100 g de un compuesto de féormula (l), 570 g de lactosa y 200 g de almidén y
después de eso se humedecié con una soluciéon de 5 g de dodecilsulfato de sodio y 10 g de polivinilpirrolidona en
aproximadamente 200 ml de agua. La mezcla en polvo humeda se tamizd, se seco y se volvié a tamizar. Después
se le agregaron 100 g de celulosa microcristalina y 15 g de aceite vegetal hidrogenado. Se mezclé bien todo y se
comprimid, obteniéndose 10 000 comprimidos que cada uno contenia 10 mg de compuesto de férmula ().

Recubrimiento

Se agregd a una solucion de 10 g de metilcelulosa en 75 ml de etanol desnaturalizado una solucion de 5 g de
etilcelulosa en 150 ml de diclorometano. Después se le agregaron 75 ml de diclorometano y 2.5 ml de 1,2,3[]
propanotriol. Se fundieron 10 gramos de polietilenglicol y se disolvieron en 75 ml de diclorometano. La ultima
solucion se agregd a la anterior y después se le agregaron 2.5 g de octadecanoato de magnesio, 5 g de
polivinilpirrolidona y 30 ml de suspension de color concentrada y se homogeneizd todo. Los nucleos de los
comprimidos se recubrieron con la mezcla obtenida de este modo en un equipo para recubrimiento.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de formula (1),

SN
. N
HO =N FARRN
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sus formas N-oxido, sus sales de adicion farmacéuticamente aceptables y sus formas estereoquimicamente
isoméricas, donde

5 cada X es independientemente N o CH;

R’ y R? se seleccionan independientemente entre hidrégeno, C4alquilo, mono o di(Ci-salquil)amino, C1.salquiloxiC+
salquilo, fenilo, fenilCiealquilo, fenil(ciclopropil)Ci.salquilo, heterociclilCiealquilo,  feniloxiCi.salquilo,
tetrahidronaftalenilo o fenilaminoC1.salquilo;

cada fenilo o heterociclilo esta opcionalmente sustituido con uno, dos o tres sustituyentes, cada uno seleccionado
10 independientemente entre halo, polihaloC4ealquilo, C1.salquilo, C1.salquiloxi, fenilo o fenilalquilo;

heterociclilo en lo anterior es furanilo, tienilo, pirrolilo, pirrolinilo, pirrolidinilo, oxopirrolidinilo, dioxolilo, oxazolilo,
tiazolilo, imidazolilo, imidazolinilo, imidazolidinilo, pirazolilo, pirazolinilo, pirazolidinilo, isoxazolilo, isotiazolilo,
oxadiazolilo, triazolilo, tiadiazolilo, piranilo, piridinilo, piperidinilo, dioxanilo, morfolinilo, ditianilo, tiomorfolinilo,
piridazinilo, pirimidinilo, pirazinilo, piperazinilo, triazinilo, tritianilo, indolizinilo, indolilo, indolinilo, benzofuranilo,

15 benzotiofenilo, indazolilo, bencimidazolilo, benzotiazolilo, purinilo, quinolizinilo, quinolinilo, cinolinilo, ftalazinilo,
quinazolinilo, quinoxalinilo o naftiridinilo.

2. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1 donde cada X es N; cada fenilo o heterociclilo esta
opcionalmente sustituido con uno, dos o tres sustituyentes seleccionados independientemente entre halo, polihaloC4
salquilo, C4_ealquiloxi, fenilo o fenilalquilo; y heterociclilo es furanilo, pirrolidinilo, oxopirrolidinilo o piridinilo.

20 3. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1 y 2 donde cada X es N; R’ y R? se seleccionan
independientemente entre hidrégeno, Cisalquilo o fenilo; cada fenilo o heterociclilo estéd opcionalmente sustituido
con fenilo o fenilalquilo; y heterociclilo es pirrolidinilo.

4. Un compuesto de acuerdo con las reivindicaciones 1, 2 y 3 donde dicho compuesto es el compuesto N° 1, el
compuesto N° 2 y el compuesto N° 3.

25 5. Una composicion farmacéutica que contiene excipientes farmacéuticamente aceptables y como principio activo,
una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto como el que se reivindica en las reivindicaciones 1 a 4.
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6. Un proceso para preparar una composicion farmacéutica como la reivindicada en la reivindicacion 5 donde los
excipientes farmacéuticamente aceptables y un compuesto como el que se reivindica en las reivindicaciones 1 a 4,
se mezclan intimamente.

7. Un compuesto como el que se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 para ser utilizado como un
medicamento.

8. El uso de un compuesto como el que se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 para la fabricacion
de un medicamento para el tratamiento de enfermedades proliferativas.

9. Una combinacion de un antineoplasico y un inhibidor de la HDAC como el que se reivindica en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4.

10. Un proceso para preparar un compuesto como el que se reivindica en la reivindicacion 1, caracterizado por hacer

reaccionar un producto intermedio de formula (I) con un acido adecuado, produciéndose un acido hidroxamico de
férmula (1).
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