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DESCRIPCION
Inhibidores de histona desacetilasa.

Antecedentes de lainvencién

Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a la inhibicion de histona desacetilasa. Mas particularmente, la invencion se refiere
a compuestos y procedimientos para inhibir la actividad enzimatica de la histona desacetilasa.

Sumario de la técnicarelacionada

En células eucariotas, el ADN nuclear se asocia con histonas para formar un complejo compacto denominado
cromatina. Las histonas constituyen una familia de proteinas basicas que generalmente estan muy conservadas a
través de las especies eucariotas. Las histonas centrales, denominadas H2A, H2B, H3, y H4, se asocian para formar
un nucleo de proteina. EI ADN se enrolla alrededor de este nucleo de proteina, interaccionando los aminoacidos
basicos de las histonas con los grupos fosfato cargados negativamente del ADN. Aproximadamente 146 pares de
bases de ADN se enrollan alrededor de un nucleo de histona para constituir una particula de nucleosoma, el motivo
estructural de repeticion de la cromatina.

Csordas, Biochem. J., 286: 23-38 (1990) ensefia que las histonas estdn sometidas a acetilacion post-traduccional de
los grupos €-amino de restos lisina N-terminales, una reaccion que esta catalizada por histona acetil transferasa
(HAT1). La acetilacion neutraliza la carga positiva de la cadena lateral de lisina, y se cree que afecta a la estructura
de la cromatina. De hecho, Taunton et al., Science, 272: 408-411 (1996), ensefian que el acceso de los factores de
transcripcion a los moldes de cromatina se ve potenciado por la hiperacetilacion de la histona. Taunton et al.
ensefan adicionalmente que se ha encontrado un enriquecimiento en la histona H4 subacetilada en regiones
transcripcionalmente mudas del genoma.

La acetilacion de histona es una modificacion reversible, estando la desacetilacién catalizada por una familia de
enzimas denominadas histona desacetilasas (HDAC). Grozinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU., 96: 4868-4873
(1999), ensefia que las HDAC pueden dividirse en dos clases, la primera representada por proteinas similares a la
levadura Rpd3, y la segunda representada por proteinas similares a la levadura Hda1. Grozinger et al. ensefia
también que las proteinas HDAC1, HDAC2, y HDAC3 humanas son miembros de la primera clase de HDAC, y
desvela nuevas proteinas, denominadas HDAC4, HDACS5, y HDAC6, que son miembros de la segunda clase de
HDAC. Kao et al., Genes & Dev., 14: 55-66 (2000), desvela HDAC7, un nuevo miembro de la segunda clase de
HDAC. Van den Wyngaert, FEBS, 478: 77-83 (2000) desvela HDACS8, un nuevo miembro de la primera clase de
HDAC.

Richon et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU., 95:3003-3007 (1998), desvela que la actividad de HDAC es inhibida por
tricostatina A (TSA), un producto natural aislado de Streptomyces hygroscopicus, y mediante un compuesto sintético,
acido suberoilanilida hidroxamico (SAHA). Yoshida y Beppu, Exper. Cell Res., 177:122-131 (1988), ensefia que TSA
provoca la detencién de los fibroblastos de rata en las fases G1 y G2 del ciclo celular, lo que implica a HDAC en la
regulacion del ciclo celular. De hecho, Finnin et al., Nature, 401:188-193 (1999), ensefia que TSA y SAHA inhiben el
crecimiento celular, inducen la diferenciacion terminal, y evitan la formacion de tumores en ratones.

Estos hallazgos sugieren que la inhibicion de la actividad de HDAC representa un nuevo procedimiento para
intervenir en la regulacion del ciclo celular y que los inhibidores de HDAC tienen un gran potencial terapéutico en el
tratamiento de enfermedades o afecciones proliferativas celulares. Hasta la fecha, solo se conocen unos pocos
inhibidores de histona desacetilasa en la técnica. De esta manera, hay una necesidad de identificar inhibidores de
HDAC adicionales y de identificar las caracteristicas estructurales requeridas para una potente actividad inhibidora
de HDAC. La técnica anterior pertinente incluye los documentos JP-11302173; J Med Chem 42(22), 199, 4669-79;
Beilstein Database, BRN 3436503, 4265970, 2813528, 7299261, m2890108, 2793974; Beilstein Database BRN
5634742, 6816677, 2852507, 2855506, 3454395: Beilstein Database BRN 6864971, 4446205; Beilstein Database
BRN 7655985, 3313150, 3313231; Beilstein Database BRN 3137042; Chem Abstr 91: 107818; Chem Abstr 131:
97120; WO 98/55449; Chem Abstr 131: 317417; EP 827742; WO 02/22577; WO 95/06554: WO 00/69819; WO
98/38859; WO 00/56704: JP 56051441; US 4013768; US 4173577; WO 93/12075; WO 02/30879; GB0023986D; y
JP10182583.

Breve sumario de lainvenciéon

De acuerdo con la presente invencion se proporciona un inhibidor de histona desacetilasa representado por la
férmula

Cy-L2-Ar-Y?-C(O)NH-Z
en la que

Cy es cicloalquilo, arilo, heteroarilo, o heterociclilo, cualquiera de los cuales puede estar opcionalmente sustituido
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con entre uno y cuatro sustituyentes seleccionados entre halo, hidroxi, nitro, haloalquilo, alquilo, alcarilo, arilo,
aralquilo, alcoxi, ariloxi, amino, acilamino, alquilcarbamoilo, arilcarbamoilo, aminoalquilo, alcoxicarbonilo, carboxi,
hidroxialquilo, alcanosulfonilo, arenosulfonilo, alcanosulfonamido, arenosulfonamido, aralquilsulfonamido,
alquilcarbonilo, aciloxi, ciano y ureido, y en el que dicho arilo, heterociclilo y heteroarilo también pueden estar
opcionalmente sustituidos con uno o mas grupos seleccionados entre alquil (C1.Cs) amino, di-alquil (C1.Cg) amino,
alcano (C1.Cg) acilamino y areno (Ce.C19) acilamino, y en la que dicho cicloalquilo y heterociclilo pueden estar
también opcionalmente sustituidos con oxo, y en el que dicho heterociclilo estar también opcionalmente
independientemente sustituido en el nitrdgeno con un grupo seleccionado entre alquilsulfonilo, arilcarbonilo,
arilsulfonilo y aralcoxi-carbonilo, con la condicion de que Cy no sea un (espirocicloalquil)heterociclilo;

L? es alquileno C1.Cg saturado o alquenileno C,.Cs, en la que el alquileno o alquenileno puede estar opcionalmente
sustituido con un grupo seleccionado entre oxo, halo, hidroxi, nitro, haloalquilo, alquilo, alcarilo, arilo, aralquilo,
alcoxi, ariloxi, amino, acilamino, alquilcarbamoilo, arilcarbamoilo, aminoalquilo, alcoxicarbonilo, carboxi,
hidroxialquilo, alcanosulfonilo, arenosulfonilo, alcanosulfonamido, arenosulfonamido, aralquilsulfonamido,
alquilcarbonilo, aciloxi, ciano y ureido, con la condiciéon de que L2 no sea -C(O)-, y en la que uno de los atomos de
carbono del alquileno opcionalmente puede estar reemplazado por un resto heteroatémico seleccionado entre el
grupo constituido por S; o S(O); o L% es -S(0)2-(CH2)1-4;

Ar es arileno, pudiendo estar dicho arileno opcionalmente condensado con un anillo de arilo o heteroarilo, o con un
anillo de cicloalquilo o heterociclico saturado o insaturado; y

Y% es un alquileno saturado de cadena lineal o ramificada; y

Z se selecciona entre el grupo constituido por anilinilo, piridilo, tiadiazolilo, y -O-M, siendo M H o un catién
farmacéuticamente aceptable, pudiendo estar dicho tiadiazolilo opcionalmente sustituido con un sustituyente
seleccionado entre el grupo constituido por tiol, trifluorometilo, amino y sulfonamido;

con la condicién de que cuando el dtomo de carbono al que esté fijado Cy esta sustituido con oxo, entonces Cy y Z
no sean ambos piridilo.

Preferentemente, L? es alquileno C1.Cg saturado o alquenileno C,.Cs, en los que el alquileno o alquenileno pueden
estar opcionalmente sustituidos con un grupo seleccionado entre oxo, halo, hidroxi, nitro, haloalquilo, alquilo, alcarilo,
arilo, aralquilo, alcoxi, ariloxi, amino, acilamino, alquilcarbamoilo, arilcarbamoilo, aminoalquilo, alcoxicarbonilo,
carboxi, hidroxialquilo, alcanosulfonilo, arenosulfonilo, alcanosulfonamido, arenosulfonamido, aralquilsulfonamido,
alquilcarbonilo, aciloxi, ciano y ureido, con la condicién de que L2 no sea -C(O)-, y en los que uno de los atomos de
carbono del alquileno opcionalmente pueden reemplazarse por un resto heteroatémico seleccionado entre el grupo
constituido por S; o S(O).

Preferentemente, Y? es alquileno C4.Cs. Preferentemente, Y2 es alquileno C4.Cs. Preferentemente, Y2 es alquileno
Ci.Ca.

Preferentemente, uno o dos carbonos saturados en L? estan sustituidos con un sustituyente seleccionado
independientemente entre el grupo constituido por alquilo C1.Ce, arilo Cs.C19, amino, oxo, hidroxi, alcoxi C1.C4, ¥y
ariloxi Cg-C1o.

Preferentemente, ningun atomo de carbono del alquileno L? esta reemplazado por un resto heteroatémico. Como
alternativa, preferentemente un atomo de carbono del alquileno L? esta reemplazado por un resto heteroatémico
seleccionado entre el grupo constituido por S; o S(O).

Preferentemente, L? se selecciona entre el grupo constituido por -S-(CHz)n, -S(O)-(CH2)n, y - S(O)2-(CHz)n-, en los
quenes1,2,3064.

Preferentemente, L es alquileno C1.Cs saturado. Preferentemente, L2es alquileno C1.C4 saturado.

Preferentemente, L% es alquileno C4.Cs saturado, sustituido con un grupo seleccionado entre oxo, halo, hidroxi, nitro,
haloalquilo, alquilo, alcarilo, arilo, aralquilo, alcoxi, ariloxi, amino, acilamino, alquilcarbamoilo, arilcarbamoilo,
aminoalquilo, alcoxicarbonilo, carboxi, hidroxialquilo, alcanosulfonilo, arenosulfonilo, alcanosulfonamido,
arenosulfonamido, aralquilsulfonamido, alquilcarbonilo, aciloxi, ciano y ureido, con la condicién de que L% no sea [
C(0)-.

Preferentemente, L%es alquileno C4.C4 saturado, sustituido con un grupo seleccionado entre oxo, halo, hidroxi, nitro,
haloalquilo, alquilo, alcarilo, arilo, aralquilo, alcoxi, ariloxi, amino, acilamino, alquilcarbamoilo, arilcarbamoilo,
aminoalquilo, alcoxicarbonilo, carboxi, hidroxialquilo, alcanosulfonilo, arenosulfonilo, alcanosulfonamido,
arenosulfonamido, aralquilsulfonamido, alquilcarbonilo, aciloxi, ciano y ureido, con la condicién de que L? no sea [
C(O)-.

Preferentemente, Z se selecciona entre el grupo constituido por 2-anilinilo, 2-piridilo, 1,3,4-tiadiazol-2-ilo, y -O-M,
siendo M H o un cation farmacéuticamente aceptable. Preferentemente, Z es -O-M, siendo M hidrégeno o cualquier
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cation farmacéuticamente aceptable. Preferentemente, Z es -O-M, siendo M hidrégeno.

Preferentemente, Ar es fenileno no sustituido, que puede estar opcionalmente condensado con un anillo de arilo o
heteroarilo, o con un anillo de cicloalquilo o heterociclico saturado o parcialmente insaturado. Preferentemente, el
fenileno es 4-fenileno.

5 Preferentemente, Cy se selecciona entre el grupo constituido por fenilo, naftilo, tienilo, benzotienilo, y quinolilo,
cualquiera de los cuales puede estar opcionalmente sustituido.

Preferentemente, el fenilo, naftilo, tienilo, benzotienilo, o quinolilo no esta sustituido o esta sustituido con uno o dos
sustituyentes seleccionados independientemente entre el grupo constituido por alquilo C1.C4, haloalquilo C1.Cy4, arilo
Ce.C1o, ar (Cs-C1p) alquilo (C1.Cg), halo, nitro, hidroxi, alcoxi C4.Cs, alcoxi C1.Cg carbonilo, carboxi, y amino.

10 Preferentemente, Cy es fenilo no sustituido.

Preferentemente, el inhibidor se selecciona entre el grupo constituido por

LOH

ZT

“OH

+OH

15

Preferentemente, el inhibidor se selecciona entre el grupo constituido por

QV“@WW, OO,

o O i NHCH y Q\%V\@JLNHOH .

Preferentemente, el inhibidor tiene la estructura

~OH

Preferentemente, el inhibidor tiene la estructura

H
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Preferentemente, el inhibidor tiene la estructura

0Ok
“OH
o]
Preferentemente, el inhibidor tiene la estructura
H.OH
Preferentemente, el inhibidor tiene la estructura
O
N_OH
H

También se proporciona de acuerdo con la presente invencion una composicion farmacéutica que comprende un
inhibidor de histona desacetilasa de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, y un vehiculo,
excipiente, o diluyente farmacéuticamente aceptable.

También se proporciona de acuerdo con la presente invencion un inhibidor de histona desacetilasa de acuerdo con
la presente invencion para su uso en la inhibicion de histona desacetilasa en una célula.

Preferentemente, la célula es una célula neoplasica. Preferentemente, la célula neoplasica estd en un animal.
Preferentemente, la célula neoplasica esta en un crecimiento neoplasico.

Preferentemente, el inhibidor es para su uso con un oligonucleétido antisentido que inhibe la expresién de una
histona desacetilasa.

Preferentemente, el inhibidor es para su uso en la inhibicién de la proliferaciéon celular. Preferentemente, el inhibidor
es para su uso en el tratamiento de una enfermedad o infeccidn fungica.

También se proporciona de acuerdo con la presente invencién el uso de un inhibidor de acuerdo con la presente
invencion en la preparacion de un medicamento para inhibir la proliferacion celular.

También se proporciona de acuerdo con la presente invencién el uso de un inhibidor de acuerdo con la presente
invencion en la preparacion de un medicamento para tratar una enfermedad o infeccidn fungica.

Descripcion detallada de las realizaciones preferidas

La invencién proporciona compuestos y procedimientos para inhibir la actividad enzimatica de histona desacetilasa.
La invencién proporciona también composiciones y procedimientos para tratar enfermedades y afecciones
proliferativas celulares. La patente y la bibliografia cientifica mencionada en el presente documento establecen el
conocimiento que esta disponible para los especialistas en la técnica. En caso de inconsistencias, prevalecera la
presente divulgacion.

Para los fines de la presente invencion, se usaran las siguientes definiciones:

Como se usa en el presente documento, los términos "histona desacetilasa" y "HDAC" pretenden referirse a
cualquiera de una familia de enzimas que retiran los grupos acetilo de los grupos g-amino de los restos lisina en el
extremo N de una histona. A menos que por el contexto se indique lo contrario, el término "histona" pretende
referirse a cualquier proteina tipo histona, incluyendo H1, H2A, H2B, H3, H4, y H5, de cualquier especie. Las histona
desacetilasas preferidas incluyen enzimas clase | y clase |l. Preferentemente, la histona desacetilasa es una HDAC
humana, incluyendo; aunque sin limitacion, HDAC-1, HDAC-2, HDAC-3, HDAC-4, HDAC-5, HDAC, HDAC-7, y
HDAC-8. En algunas otras realizaciones preferidas, la histona desacetilasa procede de una fuente protozoaria o
fungica.

La expresién "inhibidor de histona desacetilasa" se usa para identificar un compuesto que tiene una estructura como
se define en el presente documento, que es capaz de interactuar con una histona desacetilasa e inhibir su actividad
enzimatica. Inhibir la actividad enzimatica de la histona desacetilasa significa reducir la capacidad de una histona
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desacetilasa para retirar un grupo acetilo de una histona. En algunas realizaciones preferidas, dicha reduccion de la
actividad de histona desacetilasa es al menos aproximadamente el 50%, mas preferentemente al menos
aproximadamente el 75%, y aun mas preferentemente al menos aproximadamente el 90%. En otras realizaciones
preferidas, la actividad de la histona desacetilasa se reduce en al menos un 95% y, mas preferentemente, en al
menos un 99%.

Preferentemente, dicha inhibicion es especifica, es decir, el inhibidor de histona desacetilasa reduce la capacidad de
una histona desacetilasa para retirar un grupo acetilo de una histona a una concentracién que es menor que la
concentracion del inhibidor que se requiere para producir otro efecto biolégico no relacionado. Preferentemente, la
concentracion del inhibidor requerida para inhibir la actividad de histona desacetilasa es al menos 2 veces menor,
mas preferentemente al menos 5 veces menor, ain mas preferentemente al menos 10 veces menor, y lo mas
preferentemente al menos 20 veces menor que la concentracién requerida para producir un efecto biolédgico no
relacionado.

El término "alquilo", como se emplea en el presente documento, se refiere a grupos alifaticos de cadena lineal o
ramificada que tienen de 1 a 12 atomos de carbono, preferentemente 1-8 atomos de carbono, y mas
preferentemente, 1-6 atomos de carbono, que pueden estar opcionalmente sustituidos con uno, dos o tres
sustituyentes. A menos que a partir del contexto resulte evidente otra cosa, el término "alquilo" pretende incluir
grupos alifaticos saturados, insaturados y parcialmente insaturados. Cuando se requieren particularmente grupos
insaturados, se usaran los términos "alquenilo" o "alquinilo". Cuando solo se requieren grupos saturados, se usara el
término "alquilo saturado”. Los grupos alquilo saturado preferidos incluyen, sin limitacion, metilo, etilo, propilo,
isopropilo, butilo, isobutilo, sec-butilo, terc-butilo, pentilo, y hexilo.

Un grupo "alquileno” es un grupo alquilo, como se ha definido anteriormente en el presente documento, que esta
situado entre y que sirve para conectar otros dos grupos quimicos. Los grupos alquileno preferidos incluyen, sin
limitacion, metileno, etileno, propileno, y butileno.

El término "cicloalquilo”, como se emplea en el presente documento, incluye grupos hidrocarburo ciclicos, saturados
y parcialmente insaturados, que tienen de 3 a 12 carbonos, preferentemente de 3 a 8 carbonos y, mas
preferentemente, de 3 a 6 carbonos, en el que el grupo cicloalquilo puede estar adicionalmente opcionalmente
sustituido. Los grupos cicloalquilo preferidos incluyen, sin limitacion, ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo,
ciclopentenilo, ciclohexilo, ciclohexenilo, cicloheptilo, y ciclooctilo.

Un grupo "arilo" es un resto aromatico Ce-C14 que comprende de uno a tres anillos aromaticos, que puede estar
opcionalmente sustituido. Preferentemente, el grupo arilo es un grupo arilo Ce.C1o. Los grupos arilo preferidos
incluyen, sin limitacién, fenilo, naftilo, antracenilo, y fluorenilo. Un grupo "aralquilo" o "arilalquilo" comprende un grupo
arilo unido covalentemente a un grupo alquilo, que puede estar independientemente opcionalmente sustituido o no
sustituido. Preferentemente, el grupo aralquilo es alg (C4.Cs) arilo (Ce.C10), incluyendo, sin limitacién, bencilo,
fenetilo, y naftilmetilo. Un grupo "alcarilo" o "alquilarilo” es un grupo arilo que tiene uno o mas sustituyentes alquilo.
Los ejemplos de grupos alcarilo incluyen, sin limitacién, tolilo, xililo, mesitilo, etilfenilo, terc-butilfenilo, y metilnaftilo.

Un grupo "arileno" es un grupo arilo, como se ha definido anteriormente en el presente documento, que esta situado
entre, y que sirve para conectar otros dos grupos quimicos. Los grupos arileno preferidos incluyen, sin limitacion,
fenileno y naftileno. El término "arileno" pretende incluir también grupos de enlace por puente de heteroarilo,
incluyendo, aunque sin limitacion, benzotienilo, benzofurilo, quinolilo, isoquinalilo, e indolilo.

Un grupo "heterociclilo" o "heterociclico" es una estructura de anillo que tiene de aproximadamente 3 a
aproximadamente 8 atomos, en la que uno o mas atomos se seleccionan entre el grupo constituido por N, O, y S. El
grupo heterociclico puede estar opcionalmente sustituido sobre carbono en una o mas posiciones. El grupo
heterociclico puede estar también independientemente sustituido sobre nitrégeno con alquilo, arilo, aralquilo,
alquilcarbonilo, alquilsulfonilo, arilcarbonilo, arilsulfonilo, alcoxicarbonilo, aralcoxicarbonilo, o sobre azufre con oxo o
alquilo inferior. Los grupos heterociclicos preferidos incluyen, sin limitacion, epoxi, aziridinilo, tetrahidrofuranoilo,
pirrolidinilo, piperidinilo, piperazinilo, tiazolidinilo, oxazolidinilo, oxazolidinonilo, y morfolino. En ciertas realizaciones
preferidas, el grupo heterociclico esta condensado con un grupo arilo o heteroarilo. Los ejemplos de dichos
heterociclos condensados incluyen, sin limitacién, tetrahidroquinolina y dihidrobenzofurano.

Como se usa en el presente documento, el término "heteroarilo” se refiere a grupos que tienen de 5 a 14 atomos en
el anillo, preferentemente 5, 6, 9, o 10 atomos en el anillo; que tienen 6, 10, o 14 electrones © compartidos en una
disposicion ciclica; y que tienen, ademas de atomos de carbono, entre uno y aproximadamente tres heteroatomos
seleccionados entre el grupo constituido por N, O, y S. Los grupos heteroarilo preferidos incluyen, sin limitacion,
tienilo, benzotienilo, furilo, benzofurilo, dibenzofurilo, pirrolilo, imidazolilo, pirazolilo, piridilo, pirazinilo, pirimidinilo,
indolilo, quinolilo, isoquinolilo, quinoxalinilo, tetrazolilo, oxazolilo, tiazolilo, e isoxazolilo.

Como se emplea en el presente documento, un grupo alquilo, cicloalquilo, arilo, heteroarilo, o heterociclico
"sustituido" es uno que tiene entre uno y aproximadamente cuatro, preferentemente entre uno y aproximadamente
tres, mas preferentemente uno o dos, sustituyentes distintos de hidrégeno. Los sustituyentes adecuados incluyen,
sin limitacion, grupos halo, hidroxi, nitro, haloalquilo, alquilo, alcarilo, arilo, aralquilo, alcoxi, ariloxi; amino, acilamino,



10

15

20

25

ES 2368 033 T3

alquilcarbamoilo, arilcarbamoilo, aminoalquilo, alcoxicarbonilo, carboxi, hidroxialquilo, alcanosulfonilo, arenosulfonilo,
alcanosulfonamido, arenosulfanantido, aralquilsulfonamido, alquilcarbonilo, aciloxi, ciano, y ureido.

El término "halégeno” o "halo", como se emplea en el presente documento, se refiere a cloro, bromo, fltor, o yodo.

Como se emplea en el presente documento, el término "acilo" se refiere a un sustituyente alquilcarbonilo o
arilcarbonilo.

El término "acilamino" se refiere a un grupo amida fijado al atomo de nitrégeno. El término "carbamoilo” se refiere a
un grupo amida fijado al atomo de carbono del carbonilo. El atomo de nitrdgeno de un sustituyente acilamino o
carbamoilo puede estar adicionalmente sustituido. El término "sulfonamido" se refiere a un sustituyente sulfonamida
fijado a través de cualquiera del atomo de azufre o nitrdgeno. El término "amino" pretende incluir grupos NHa,
alquilamino, arilamino, y amino ciclico. El término "ureido", como se emplea en el presente documento, se refiere a
un resto urea, sustituido o no sustituido.

A continuacion se dan ejemplos especificos de compuestos y rutas sintéticas. Sin embargo, los compuestos que no
estan incluidos dentro de la férmula general detallada en la reivindicaciéon 1 no forman parte de la presente
invencion.

Sintesis
Esquema 3
(o] o] (@]
+ Base
/[L /u\ _CO3R - )j\/\ _COzR
Cy CH4 H Ar R<H. Me Cy Ar
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O 0]
COzMe /u\/\ C(O)NHOR;
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+
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o y/u\/\Ar/ cy Nl
XX XiX

Los compuestos de la férmula Cy-Lz-Ar-Yz-(O)-NH-O-M se preparan, preferentemente, de acuerdo con las rutas
sintéticas descrita en los Esquemas 3-5. Por consiguiente, en ciertas realizaciones preferidas, los compuestos de
férmulas XIX y XXI (L2 = -C(0)-CH=CH- o -C(0O)-CH2CH3-) se preparan, preferentemente, de acuerdo con la ruta
descrita en el Esquema 3. Por lo tanto, una aril acetofenona sustituida (XV) se trata con un aril aldehido (XVI) en un
disolvente proético, tal como metanol, en presencia de una base, tal como metdxido sédico, dando la enona XVII.

El sustituyente acido de XVII (R = H) se acopla con una hidroxilamina O-protegida, tal como O[]
tetrahidropiranilhidroxilamina (R1 = tetrahidropiranilo) dando la N-hidroxibenzamida O-protegida XVIII. La reaccion de
acoplamiento se realiza, preferentemente, tratando el acido y la hidroxilamina con diciclohexilcarbodiimida en un
disolvente, tal como cloruro de metileno o con 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida en presencia de NII
hidroxibenzotriazol en un disolvente, tal como dimetilformamida. Otros reactivos de acoplamiento se conocen en la
técnica, y pueden usarse también en esta reaccion. La O-desproteccion se consigue por tratamiento de XVIII con un
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acido, tal como acido alcanforsulfénico, en un disolvente, tal como metanol, dando el acido hidroxamico XIX (L2= O
C(0O)-CH=CH-).

Los compuestos saturados de formula XXI (L2= -C(0)-CH2CHg-) se preparan, preferentemente, por hidrogenacion de
XVIlI (R = Me) sobre un catalizador de paladio, tal como Pd al 10%/C, en un disolvente, tal como metanol(]

5 tetrahidrofurano. La hidrdlisis basica del producto resultante XIX con hidréxido de litio, seguida de formaciéon de N
hidroxi amida e hidrélisis acida, como se ha descrito anteriormente, da entonces el acido hidroxamico XXI.

Esquema 4
R2 R2
x Pd(ll) o Pd(0) . P
> e
cy 2 + "Sal Yoo o/ Al JCOH
o
p
XX XXIIN XXIV P
H,

1. NH,OR,,
reactivo de acoplamiento

C(O)NHOH - 002H
2. H*

XXVi

Los compuestos de férmula XXVI (L2 = -(CH2)o+2-) se preparan, preferentemente, por los procedimientos generales

10 descritos en los Esquemas 4 y 5. Por lo tanto, en algunas realizaciones, una olefina terminal (XXIl) se acopla con un
haluro de arilo (XXIIl) en presencia de una cantidad catalitica de una fuente de paladio, tal como acetato de paladio o
tris(dibencilidenoacetona)dipaladio (0), una fosfina, tal como trifenilfosfina, y una base, tal como ftrietilamina, en un
disolvente, tal como acetonitrilo, dando el producto acoplado XXIV. La hidrogenacion, seguida de formacion de N
hidroxiamida e hidrolisis acida, como se ha descrito anteriormente, da el acido hidroxamico XXVI.

15 Esquema 5

o
Br
+ + )k _COH Base _~__ COzH
Cy Ar

PPhg H Ar Cy
4] o

XXVl XXV XXiv

Ha
1. NH,0R;,,
_C(O)NHOH reactivo de acoplamiento _COzH

Cy o Ar - Cy R Ar

XXVI 2. H* XXV

Como alternativa, en algunas otras realizaciones, una sal de fosfonio de formula XXVII se trata con un aril aldehido

de férmula XXVIII, en presencia de base, tal como hexametildisilazida de litio, en un disolvente, tal como

tetrahidrofurano, para producir el compuesto XXIV. La hidrogenacién, seguida de formacion de N-hidroxiamida e
20 hidrélisis acida, da después los compuestos XXVI.
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Esquema 6
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Los compuestos de formula Cy-L-Ar-Y-C(O)-NH-Z, en la que L es L% Y es Y? y Z es anilinilo o piridilo, se preparan,
preferentemente, de acuerdo con las rutas sintéticas descritas en el Esquema 6. Un acido de férmula Cy-L-Ar-Y [

5 C(0O)-OH (XXIX), preparado por uno de los procedimientos mostrados en los Esquemas 3-5, se convierte en el
cloruro de adicion XXX correspondiente, de acuerdo con procedimientos convencionales, por ejemplo, por
tratamiento con hidruro sédico y cloruro de oxalilo. El tratamiento de XXX con 2-aminopiridina y una base terciaria,
tal como N-metilmorfolina, preferentemente en diclorometano a temperatura reducida, da entonces la piridil amida
XXXL. De una manera similar, el cloruro de acido XXX puede tratarse con 1,2-fenilenodiamina dando la anilinil

10 amida XXXII. Como alternativa, el cloruro de acido XXX puede tratarse con una 1,2-fenilenodiamina mono-protegida,
tal como 2-(t-BOC-amino)anilina, seguido de desproteccion, dando XXXII.

En otro procedimiento alternativo, el acido XXIX puede activarse por tratamiento con carbonildiimidazol (CDI),
seguido de tratamiento con 1,2-fenilenodiamina y acido trifluoroacético, dando la anilinil amida XXXII.
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Esquema 7
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Los compuestos de formula XXXVIII (L2 = -C(O)-alquileno-) se preparan, preferentemente, de acuerdo con el
procedimiento general descrito en el Esquema 7. Por lo tanto, la condensacién alddlica de la cetona XXXIIl (R1=H o
alquilo) con el aldehido XXXIV da el aducto XXXV. El aducto XXXV puede convertirse, directamente, en el acido
hidroxamico XXXVI correspondiente, o puede experimentar primero hidrogenaciéon, dando el compuesto saturado
XXVII y convirtiéndose después en el acido hidroxamico XXXVIII.
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Esquema 8
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Los compuestos de formula (2) en la que uno de los atomos de carbono en L? esta reemplazado con S, S(O), o
S(0), se preparan, preferentemente, de acuerdo con el procedimiento general descrito en el Esquema 8. Por lo
tanto, el tiol XXXIX se afade a la olefina XL para producir XLI. La reaccién se realiza, preferentemente, en presencia
de un iniciador por radicales, tal como 2,2'-azobisisobutironitrilo (AIBN) o 1,1'-azobis(ciclohexanocarbonitrilo)
(VAZO™). La oxidacion del sulfuro, preferentemente por tratamiento con acido m-cloroperbenzoico (mCPBA), da la
sulfona correspondiente, que se aisla convenientemente después de la conversién en el éster metilico por
tratamiento con diazometano. La hidrdlisis del éster da entonces el acido XLII, que se convierte en el acido
hidroxamico XLIlI de acuerdo con cualquiera de los procedimientos descritos anteriormente. El sulfuro XLI puede
convertirse también directamente en el acido hidroxamico XLIV correspondiente, que después puede oxidarse
selectivamente al sulféxido XLV, por ejemplo, por tratamiento con peréxido de hidrégeno y didxido de teluro.

Composiciones farmacéuticas

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion comprenden un inhibidor de histona desacetilasa como
se define en las reivindicaciones adjuntas, y un vehiculo, excipiente, o diluyente farmacéuticamente aceptable. Los
compuestos de la invencién pueden formularse por cualquier procedimiento bien conocido en la técnica, y pueden
prepararse para administracion por cualquier via, incluyendo, sin limitaciéon, parenteral, oral, sublingual,
transdérmica, tépica, intranasal, intratraqueal, o intrarectal. En ciertas realizaciones preferidas, los compuestos de la
invencién se administran por via intravenosa en un marco hospitalario. En ciertas otras realizaciones preferidas, la
administracion puede ser, preferentemente, por la via oral.

Las caracteristicas del vehiculo dependeran de la via de administracién. Como se usa en el presente documento, la
expresion "farmacéuticamente aceptable" significa un material no téxico, que es compatible con un sistema
bioldgico, tal como una célula, un cultivo celular, tejido, u organismo, y que no interfiere con la eficacia de la actividad
bioldgica del ingrediente o ingredientes activos. Por lo tanto, las composiciones de acuerdo con la invencion pueden
contener, ademas del inhibidor, diluyentes, cargas, sales, tampones, estabilizadores, solubilizadores, y otros
materiales bien conocidos en la técnica. La preparacion de formulaciones farmacéuticamente aceptables se
describe, por ejemplo, en Remington's Pharmaceutical Sciences, 182 Edicion, ed A. Gennaro, Mack Publishing Co.,
Easton, PA, 1990.
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Inhibicién de Histona Desacetilasa

La medicion de la actividad enzimatica de una histona desacetilasa puede conseguirse usando metodologias
conocidas. Por ejemplo, Yoshida et al., J. Biol. Chem., 265: 17174-17179 (1990), describe la evaluacién de la
actividad enzimatica de histona desacetilasa mediante la deteccion de histonas acetiladas en células tratadas con
tricostatina A. Taunton et al., Science, 272: 408-411 (1996), describe analogamente procedimientos para medir la
actividad enzimatica de histona desacetilasa usando HDAC-1 enddgeno y recombinante.

En algunas realizaciones preferidas, el inhibidor de histona desacetilasa interacciona con, y reduce la actividad de,
todas las histona desacetilasas en la célula. En algunas otras realizaciones preferidas de acuerdo con este aspecto
de la invencién, el inhibidor de histona desacetilasa interacciona con, y reduce la actividad de, menos que todas las
histona desacetilasas en la célula. En ciertas realizaciones preferidas, el inhibidor interacciona con, y reduce la
actividad de, una histona desacetilasa (por ejemplo, HDAC-1), pero no interacciona con o reduce las actividades de
otras histona desacetilasas (por ejemplo, HDAC-2, HDAC-3, HDAC-4, HDAC-5, HDAC-6, HDAC-7, y HDAC-8).
Como se analiza mas adelante, ciertos inhibidores de histona desacetilasa particularmente preferidos son aquellos
que interaccionan con y reducen la actividad enzimtica de una histona desacetilasa que esta implicada en
tumorigénesis. Ciertos otros inhibidores de histona desacetilasas preferidos interaccionan con y reducen la actividad
enzimatica de una histona desacetilasa fungica.

Preferentemente, la inhibicion de histona desacetilasa en una célula provoca una inhibicion de la proliferacion celular
de las células en contacto. La expresion "inhibicion de la proliferacion celular" se usa para denotar una capacidad de
un inhibidor de histona desacetilasa para retardar el crecimiento de células en contacto con el inhibidor, en
comparacién con las células con las que no ha habido contacto. Una evaluacion de la proliferacion celular puede
hacerse contando las células con las que se ha contactado y con las que no, usando un contador de células Coulter
(Coulter, Miami, FL) o un hema-citometro. Cuando las células estan en un crecimiento solido (por ejemplo, un tumor
sélido o un 6rgano), dicha evaluacién de la proliferaciéon celular puede hacerse midiendo el crecimiento con calibres
y comparando el tamafo del crecimiento de las células con las que se ha hecho contacto con el de las células con
las que no se ha hecho contacto.

Preferentemente, el crecimiento de las células que han entrado en contacto con el inhibidor se retarda al menos en
un 50%, en comparacién con el crecimiento de las células que no han entrado en contacto. Mas preferentemente, la
proliferacion celular se inhibe en un 100% (es decir, las células con las que se ha hecho contacto no aumentan de
numero). Mas preferentemente, la expresion "inhibicién de la proliferaciéon celular" incluye una reduccién en el
numero o tamafio de células con las que se ha hecho contacto, en comparacion con las células con las que no se ha
hecho contacto. Por lo tanto, un inhibidor de histona desacetilasa de acuerdo con la invencidon que inhibe la
proliferaciéon celular en una célula con la que se ha hecho contacto puede inducir que la célula con la que se ha
hecho contacto experimente retardo en el crecimiento, experimente una detencién del crecimiento, experimente una
muerte celular programada (es decir, apoptosis), 0 experimente una muerte celular necrotica.

La capacidad para inhibir la proliferacion celular de los inhibidores de histona desacetilasas de acuerdo con la
invencion permite la sincronizacion de una poblacion de células que crecen de forma no sincronizada. Por ejemplo,
los inhibidores de histona desacetilasas de la invenciéon pueden usarse para detener una poblacion de células no
neoplasicas que crece in vitro, en la fase G1 o G2 del ciclo celular. Dicha sincronizaciéon permite, por ejemplo, la
identificacion del gen y/o los productos génicos expresados durante la fase G1 o G2 del ciclo celular. Dicha
sincronizacion de células cultivadas podria ser util también para ensayar la eficacia de un nuevo protocolo de
transfeccion, en el que la eficacia de transfeccion varia y depende de la fase particular del ciclo celular de la célula a
transfectar. El uso de los inhibidores de histona desacetilasas de la invenciéon permite la sincronizacion de una
poblacién de células, ayudando de esta manera en la deteccién de una eficacia de transfeccion potenciada.

En algunas realizaciones preferidas, la célula con la que se pone en contacto es una célula neoplasica. El término
"célula neoplasica" se usa para denotar una célula que muestra crecimiento celular aberrante. Preferentemente, el
crecimiento celular aberrante de una célula neoplasica aumenta el crecimiento celular. Una célula neoplasica puede
ser una célula hiperplasica, una célula que muestra una ausencia de inhibicién de crecimiento por contacto, in vitro,
una célula de un tumor benigno que es incapaz de metastasis in vivo, o una célula cancerosa que es capaz de
metastasis in vivo, y que puede volver a aparecer después del intento de retirada. El término "tumorigénesis" se usa
para denotar la induccion de la proliferacion celular que conduce al desarrollo de un crecimiento neoplasico. En
algunas realizaciones, el inhibidor de histona desacetilasa induce la diferenciacién celular en la célula con la que ha
entrado en contacto. Por lo tanto, una célula neoplasica, cuando entra en contacto con un inhibidor de histona
desacetilasa, puede inducirse para que se diferencie, dando como resultado la produccion de una célula hija que es
filogenéticamente mas avanzada que la célula con la que se ha puesto en contacto.

En algunas realizaciones preferidas, la célula con la que entra en contacto esta en un animal. Por lo tanto, la
invencién proporciona el uso de un inhibidor de acuerdo con la presente invencién en la preparacion de un
medicamento para inhibir la proliferacion celular. Preferentemente, el animal es un mamifero, mas preferentemente
un mamifero domesticado. Mas preferentemente, el animal es un ser humano.

La expresion "enfermedad o afeccidon proliferativa celular" pretende hacer referencia a cualquier afeccion
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caracterizada por crecimiento celular aberrante, preferentemente proliferacion celular que aumenta anormalmente.
Los ejemplos de dichas enfermedades o afecciones proliferativas celulares incluyen, aunque sin limitacién, cancer,
reestenosis, y psoriasis. En realizaciones particularmente preferidas, la invencién proporciona un procedimiento para
inhibir la proliferacion celular neoplasica en un animal que comprende administrar a un animal, que tiene al menos
una célula neoplasica presente en su cuerpo, una cantidad terapéuticamente eficaz de un inhibidor de histona
desacetilasa de la invencién.

De esta manera, la invencion proporciona el uso de un inhibidor de acuerdo con la presente invencion en la
preparacion de un medicamento para tratar una enfermedad o infeccion fungica. Preferentemente, el animal es un
mamifero, mas preferentemente un ser humano. Preferentemente, el inhibidor de histona desacetilasa usado de
acuerdo con esta realizacion de la invencion inhibe una histona desacetilasa fungica en un mayor grado que inhibe
histona desacetilasas de mamifero, particularmente histona desacetilasas humanas.

La expresion "cantidad terapéuticamente eficaz" pretende denotar una dosificacién suficiente para provocar la
inhibicion de la actividad de la histona desacetilasa en las células del sujeto, o una dosificacion suficiente para inhibir
la proliferacién celular o inducir la diferenciacion celular en el sujeto. La administracion puede ser por cualquier via,
incluyendo, sin limitacion, parenteral, oral, sublingual, transdérmica, tépica, intranasal, intratraqueal, o intrarectal. En
ciertas realizaciones particularmente preferidas, los compuestos de la invencidon se administran por via intravenosa
en un marco hospitalario. En ciertas otras realizaciones preferidas, la administracion puede ser, preferentemente, por
la via oral.

Cuando se administra por via sistémica, el inhibidor de histona desacetilasa se administra, preferentemente, a una
dosificacion suficiente para conseguir un nivel en sangre del inhibidor de aproximadamente 0,01 M a
aproximadamente 100 M, mas preferentemente de aproximadamente 0,05 M a aproximadamente 50 M, aun mas
preferentemente de aproximadamente 0,1 M a aproximadamente 25 M, y lo mas preferentemente de
aproximadamente 0,5 M a aproximadamente 25 M. Para administracion localizada, pueden ser eficaces
concentraciones mucho menores que éstas, y pueden tolerarse concentraciones mucho mayores. Un especialista en
la técnica apreciara que la dosificacion de inhibidor de histona desacetilasa necesaria para producir un efecto
terapéutico puede variar considerablemente dependiendo del tejido, érgano, o el animal o paciente particular a tratar.

En ciertas realizaciones preferidas de la presente invencion, el inhibidor es para su uso con un oligonucleétido
antisentido que inhibe la expresién de una histona desacetilasa. El uso combinado de un inhibidor del nivel de acido
nucleico (es decir, oligonucledtido antisentido) y un inhibidor del nivel de proteina (es decir, inhibidor de la actividad
enzimatica de histona desacetilasa) da como resultado un efecto inhibidor mejorado, reduciendo de esta manera las
cantidades de los inhibidores requeridos, obteniendo un efecto inhibitorio dado, como comparacion con las
cantidades necesarias cuando se usa cualquiera de ellos individualmente. Los oligonucleétidos antisentido de
acuerdo con este aspecto de la invencién son complementarios a las regiones de ARN o ADN de doble hebra que
codifican HDAC-1, HDAC-2, HDAC-3, HDAC-4, HDAC-5, HDAC-6, HDAC-7, y/o HDAC-8.

Para los fines de la invencion, el término "oligonucleotido" incluye polimeros de dos o mas desoxirribonucledsidos,
ribonucledsidos, o restos ribonucledsido 2'-O-sustituidos, o cualquier combinacion de los mismos. Preferentemente,
dichos oligo-nucledtidos tienen de aproximadamente 6 a aproximadamente 100 restos nucleésido, mas
preferentemente de aproximadamente 8 a aproximadamente 50 restos nucledsido, y aun mas preferentemente de
aproximadamente 12 a aproximadamente 30 restos nucledsido. Los restos nucledsido pueden estar acoplados entre
si por cualquiera de las numerosas uniones internucledsido conocidas. Dichas uniones internucledsido incluyen, sin
limitacion, fosforotioato, fosforoditioato, alquilfosfonato, alquilfosfonotioato, fosfotriester, fosforamidato, siloxano,
carbonato, carboximetilester, acetamidato, carbamato, tioéter, fosforamidato enlazado por puente, metilen fosfonato
enlazado por puente, fosforotioato enlazado por puente y uniones internucledsido de sulfona. En ciertas
realizaciones preferidas, estas uniones internucleésido pueden ser uniones fosfodiester, fosfotriester, fosforotioato, o
fosforamidato, o combinaciones de las mismas. El término oligonucleétido también incluye polimeros tales que
tienen bases o azucares modificados quimicamente y/o que tienen sustituyentes adicionales incluyendo, sin
limitacion, grupos lipdfilos, agentes de intercalado, diaminas y adamantano. Para los fines de la invencién el término
"2'-O-sustituido" significa sustitucion de la posicion 2' del resto pentosa con un grupo -O-alquilo inferior que contiene
1-6 atomos de carbono saturados o insaturados, o con un grupo -O-arilo o alilo que tiene 2-6 atomos de carbono, en
el que dicho grupo alquilo, arilo o alilo puede estar no sustituido o puede estar sustituido, por ejemplo, con grupos
halo, hidroxi, trifluorometilo, ciano, nitro, acilo, aciloxi, alcoxi, carboxilo, carbalcoxilo, o amino; o dicha sustitucién en
2' puede ser con un grupo hidroxi (para producir un ribonucleésido), un grupo amino o halo, pero no con un grupo 2'(]
H. El término "oligonucledtido” también incluye acido nucleico unido y &cido nucleico peptidico.

Los oligonucledtidos antisentido particularmente preferidos utilizados en este aspecto de la invencién incluyen
oligonucleétidos quiméricos y oligonucledétidos hibridos.

Para los fines de la invencion, un "oligonucleétido quimérico" se refiere a un oligonucleétido que tiene mas de un tipo
de union internucledsido. Un ejemplo preferido de dicho oligonucleétido quimérico es un oligonucleétido quimérico
que comprende una regiéon de fosforotioato, fosfodiester o fosforoditioato, que preferentemente comprende de
aproximadamente 2 a aproximadamente 12 nucledétidos, y una region alquilfosfonato o alquilfosfonotioato (véase, por
ejemplo, Pederson et al. Patentes de Estados Unidos N° 5.635.377 y 5.366.878). Preferentemente, dichos
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oligonucledtidos quiméricos contienen al menos tres uniones internucledsido consecutivas, seleccionadas entre
uniones fosfodiester y fosforotioato, o combinaciones de las mismas.

Para los fines de la invencidn, un "oligonucleétido hibrido" se refiere a un oligonucleétido que tiene mas de un tipo de
nucledsido. Un ejemplo preferido de dicho oligonucleétido hibrido comprende un ribonucleétido o region de
ribonucleétido 2'-O-sustituido, que preferentemente comprende de aproximadamente 2 a aproximadamente 12
nucledtidos 2'-O-sustituidos, y una regién desoxirribonucleétido. Preferentemente, dicho oligonucleétido hibrido
contendra al menos tres desoxirribonucledsidos consecutivos y también contendran ribonucledsidos, ribonucledsidos
2'-O-sustituidos, o combinaciones de los mismos (véase, por ejemplo, Metelev y Agrawal, Patente de Estados
Unidos N° 5.652.355).

La secuencia nucleotidica y estructura quimica exactas de un oligonucleétido antisentido utilizado en la invencion
pueden variar, siempre y cuando el oligonucledtido mantenga su capacidad de inhibir la expresién del gen de interés.
Esto se determina facilmente ensayando si el oligonucleétido antisentido particular es activo, cuantificando el ARNm
que codifica un producto del gen, o en un ensayo de andlisis por transferencia de Western para el producto del gen,
0 en un ensayo de actividad para un producto génico enzimaticamente activo, o en un ensayo de crecimiento de
agar blando, o en un ensayo de construccién de gen informador, o un ensayo de crecimiento de tumor in vivo, todos
los cuales se describen en detalle en la presente memoria descriptiva, o en Ramchandani et al. (1997) Proc. Natl.
Acad. Sci. EE.UU. 94: 684-689.

Los oligonucleétidos antisentido utilizados en la invencién pueden sintetizarse, convenientemente, sobre un soporte
sélido adecuado, usando enfoques quimicos bien conocidos, incluyendo quimica de H-fosfonato, quimica de
fosforamidita, o una combinaciéon de quimica de H-fosfonato y quimica de fosforamidita (es decir, quimica de HU
fosfonato para algunos ciclos y quimica de fosforamidita para los otros ciclos). Los soportes soélidos adecuados
incluyen cualquiera de los soportes sdélidos convencionales usados para sintesis de oligonucleétidos en fase solida,
tales como vidrio con tamafio de poro controlado (CPG) (véase, por ejemplo, Pon, R.T. (1993) Methods in Molec.
Biol. 20: 465-496).

Particularmente, los oligonucleétidos preferidos tienen secuencias nucleotidicas de aproximadamente 13 a
aproximadamente 35 nucleotidos, que incluyen las secuencias nucleotidicas mostradas en las Tablas 1-3. Otros
oligonucledtidos adicionales particularmente preferidos tienen secuencias nucleotidicas de aproximadamente 15 a
aproximadamente 26 nucledtidos de las secuencias nucleotidicas mostradas en las Tablas 1-3.

Tabla 1
SEC ID N° SECUENCIA DIANA (**)
1 5'-GAG ACA GCA GCA CCA GCG GG -3' 17-36
2 5-ATG ACC GAG TGG GAG ACA GC-3' 21-49
3 5'-GGA TGA CCG AGT GGG AGA CA-3' 31-50
4 5'-CAG GAT GAC CGA GTG GGA GA -3' 33-52
5 5'-TGT GTT CTC AGG ATG ACC GA-3' 41-60
6 5'-GAG TGA CAG AGA CGC TCA GG-3' 62-81
7 5-TTC TGG CTT CTC CTC CTT GG-3' 1504-1523
8 5'-CTT GAC CTC CTC CTT GAC CC-3' 1531-1550
9 5'-GGA AGC CAG AGC TGG AGA GG-3' 1565-1584
10 5-GAA ACG TGA GGG ACT CAG CA-3' 1585-1604
11 5-CCG TCG TAG TAG TAA CAG ACT TT-3' 138-160
12 5-TGT CCATAATAG TAATTT CCA A-3' 166-187
13 5-CAGCAAATTATGAGTCATGCGGATTC-3' 211-236
(**) el numero de referencia de la diana esta de acuerdo con HDAC-1, Numero de
Referencia GenBank U50079.
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Tabla 2
SEC ID N° SECUENCIA DIANA (***)
14 5-CTC CTT GAC TGT ACG CCA TG-3' 1-20
15 5-TGC TGC TGC TGC TGC TGC CG-3' 121-141
16 5-CCT CCT GCT GCT GCT GCT GC-3' 132-152
17 5'-CCG TCG TAG TAG TAG CAG ACT TT-3' 138-160
18 5-TGT CCATAATAATAATTT CCA A-3' 166-187
19 5-CAG CAA GTTATG GGT CAT GCG GAT TC-3' 211-236
20 5-GGT TCC TTT GGT ATC TGT TT-3' 1605-1625
(***) el nUmero de referencia de la diana esta de acuerdo con HDAC-2, Numero de
Referencia GenBank U31814.

Tabla 3
SEC ID N° SECUENCIA DIANA (***)
21 5-GCTGCCTGCCGTGCCCACCC-3' 514-533

(***) el numero de referencia de la diana esta de acuerdo con HDAC-4

Los siguientes ejemplos pretenden ilustrar adicionalmente ciertas realizaciones preferidas de la invencion, y no
pretenden limitar el alcance de la invencion.

Ejemplo 21:

N-Hidroxi-4-(3-oxo-3-fenilpropenil)-benzamida (45) (un compuesto no reivindicado)

o (%% ] “ S
o
C8A
MeOH
NHOH
45 Q
Ejemplo 21

Etapa 1: 4-(3-oxo-3-fenilpropenil)-benzoico acido (43)

Se anadié metdxido sodico (1,8 g, 33,3 mmol) a una suspension agitada de 4-carboxibenzaldehido (2,5 g,16,6 mmol)
y acetofenona (20 g ul, 16,6 mmol) en metanol (50 ml) a temperatura ambiente. La mezcla se agité a temperatura
ambiente durante 16 horas, y la mitad del volumen de metanol se retir6 a presion reducida. La mezcla se vertié en
HCI 1 M (50 ml) (hasta pH = 2) y se afadi6é acetato de etilo. La fase acuosa separada se extrajo con acetato de etilo
(3 x 30 ml), se secd (MgSO, anh.), se filtré y se evapord. El residuo se trituré con diclorometano-hexanos (1:1) dando
3 g de 43 (rendimiento del 72%).

RMN de "H (300 MHz, CDCL,); § 7,50-7,87 (m, 7 H), 8,04 (d, 2 H, J = 8 Hz), 8,16 (d, 2 H, J = 8 Hz)

Etapa 2: 4-(3-Oxo-3-fenilpropenil)-N-(O-tetrahidropiranil)-benzamida (44)

El acido carboxilico 43 (260 mg, 1,0 mmol) se disolvié en CH2Cl, anhidro (10 ml) y se afiadieron DCC (256 mg, 1,2
mmol) seguido de NH,OTHP (145 mg, 1,2 mmol). La mezcla se dejé en agitacién a temperatura ambiente durante 2
h. Se afiadié NH4Cl sat, y se extrajo con EtOAc. La fase organica se secd sobre MgSQy, se filtré y el disolvente se
evapor6 al vacio. (La purificaciéon por cromatografia en columna usando MeOH al 1%/CH,Cl, dio el compuesto del
titulo, que se uso directamente en la siguiente etapa.
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Etapa 3: N-Hidroxi-4-(3-oxo-3-fenilpropenil)-benzamida (45)

El acido hidroxamico protegido 44 (234 mg, 0,67 mmol) se disolvio en MeOH (7 ml) y después se afiadio CSA (31
mg, 0,13 mmol). La mezcla se dejé en agitacion a reflujo durante 2 horas o hasta que la reacciéon se hubo
completado por CCF. Se afiadio HCI 1 N, se extrajo con EtOAc, la fase organica se seco sobre MgSO4 anhidro y se
filtr6. El disolvente se evaporé al vacio. La purificacion por cromatografia en columna usando MeOH al 5%/CHxCl,
dio el compuesto del titulo. RMN de "H (300 MHz, DMSO-ds), 6 7,53-8,20 (m, 11 H); 9,12 (s a, 1 H); 11,35 (s a, 1 H)

Ejemplo 22:

N-Hidroxi-4-(3-oxo-3-fenilpropil)-benzamida (50) (un compuesto no reivindicado)

m Pd al 10%/C s

° THF, MaGH

Lnene m _._immo
s mm

Ejemplo 22

Etapa 1: 4-(3-Oxo-fenilpropenil)-benzoato de metilo (46)

A 4-carbometoxibenzaldehido (79 mg, 0,48 mmol) y acetofenona (56 ml, 0,48 mmol) en metanol anhidro (1,6 ml), se
le afnadié metdxido sodico puro (26 mg, 0,48 mmol). La mezcla se agitd a temperatura ambiente durante una noche y
después se calentd a reflujo durante 1 hora, se enfridé a temperatura ambiente y se le afadié HCI 1 N y EtOAc. Las
fases se separaron y la fase organica se seco sobre MgSO4 anhidro y se filtré. El disolvente se evaporé al vacio
dando un sélido de color amarillo, que se recristalizé en acetonitrilo/agua dando un sdélido cristalino de color amarillo
palido.

RMN de "H (300 MHz, CDCls); § 3,95 (s, 3 H), 7,50-8,12 (m, 11 H)

Etapa 2: 4-(3-Oxo-3-fenilpropil)-benzoato de metilo (47)

La enona aromatica 46 (321 mg, 1,20 mmol) se disolvié en THF anhidro (6 ml) y MeOH anhidro (6 ml). Se afiadieron
2 cucharaditas de Pd al 10% sobre C activado, se puso en una atmésfera de hidrogeno y se dejo agitar durante 2
horas a temperatura ambiente. Se purgd con nitrégeno, se filir6 a través de Celite y el disolvente se retiré por
evaporacion al vacio. El alcohol bencilico se reoxida a la cetona mediante el siguiente procedimiento. El producto en
bruto se capté de nuevo en CH,Cl, anhidro (10 ml), con tamices moleculares 3 A, se afiadié TPAP (1 cucharadita)
seguido de NMO (212 mg, 1,8 mmol). Se agité a temperatura ambiente durante 30 minutos y se filtr6 a través de un
lecho de gel de silice. El disolvente se evaporé al vacio y se purificé por cromatografia en columna usando EtOAc al
10%/Hexano.

RMN de "H (300 MHz, CDCls); § 3,14 (t, 2 H), 3,34 (t, 2 H), 3,90 (s, 3 H), 7,30-7,60 (m, 6 H), 7,92-7,99 (m, 4 H).

Etapa 3: Acido 4-(3-oxo-3-fenilpropil}-benzoico (48)

A una solucion del éster metilico 47 (195 mg, 0,73 mmol) en agua/THF (1:1, 0,07 M) se afadié LiOH (46 mg, 1,1
mmol). La solucion resultante se agité durante una noche a temperatura ambiente o hasta que no se detecté material
de partida por CCF. Se afnadié HCI 1 N y la solucion se extrajo con EtOAc y la fase organica se secd sobre MgSO4
anhidro. La filtracién y evaporacion del disolvente al vacio seguido de purificacion por cromatografia en columna
usando MeOH al 10%/CHClI,, dio el compuesto del titulo. RMN de H (310 MHz, CDCly); 6 3,16 (t, 2 H), 3,36 (t, 2 H),
7,33-7,60 (m, 5 H), 7,93-806 (m, 4 H).

Etapa 4: N-hidroxil-4-(3-oxo-3-fenilpropil)-benzamida (50)

Siguiendo el procedimiento descrito en el Ejemplo 21, Etapas 2-3, pero sustituyendo el acido carboxilico 4 por el
compuesto 48, se obtuvo el compuesto del titulo.
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RMN de 'H (300 MHz, DMSO-de); 5 2,97 (t, 2 H), 3,38 (t, 2 H), 7,34 (d, 2 H, J = 8 Hz), 7,45-7,70 (m, 5 H), 7,96 (dd, 2
H,J=8Hz, 1Hz), 11,14 (s a, 1 H)

Ejemplo 23:

N-Hidroxi-4-(3-oxo-3-fenil-1-hidroxipropil)-benzamida (53) (un compuesto no reivindicado)

\ . “o d‘?m o OM
o REVEE e ag o W
oo, R
63 om

Ejemplo 23

Etapa 1: 4-Carboxi-N-(O-tetrahidropiranil)-benzamida (51)

Se afiadio hidroxilamina-O-THP (3,9 g, 33,2 mmol) a una suspension de acido 4-formilbenzoico (4,2 g, 27,7 mmol) y
DCC (6,8 g, 33,2 mmol) en diclorometano (200 ml). La mezcla se agité a temperatura ambiente durante una noche y
se inactivé con cloruro de amonio saturado. La fase acuosa separada se extrajo con acetato de etilo (3 x 100 ml) y
las fases organicas combinadas se lavaron con salmuera, se secaron (MgSO4 anh.), se filtraron y se evaporaron. La
cromatografia ultrarrapida del residuo (metanol al 10% en CHzCl.), dio (51).

RMN de "H (300 MHz, CDCL); 5 ppm. 10,04 (s, 1 H), 8,95 (s, 1 H), 7,99 (d, 2 H, J = 7,0 Hz), 7,93 (d, 2 H, J = 7,0 Hz),
5,1 (s, 1 H), 3,60 (m, 2 H), 1,60 (m, 6 H)

Etapa 2: 4-(3-Oxo0-3-fenil-1-hidroxipropil)-N-(O-tetrahidropiranil)-benzamida (52)

Se afiadié n-BulLi (1,4 M/hexano, 1,6 ml, 2,2 mmol) a una solucién a 0 °C de diisopropilamina (337 ml, 2,4 mmol) en
THF anhidro (15 ml). Se agité a 0 °C 10 minutos, después se enfrio a -78 °C. Se le afiadié acetofenona, después se
agité 30 minutos a -78 °C. Se canuld en una solucién a -78 °C del aldehido 9 (50 mg, 2,0 mmol) en THF anhidro (10
ml). Se agitd 3 horas a -78 °C y después se afiadid NH4Cl. Se calenté a temperatura ambiente, se extrajo con
EtOAc, se secd sobre MgSO4, se filtr6 y el disolvente se evaporé al vacio. La purificacion por HPLC
CH4CN:H>O:TFA 0,1%; 10-95% dio el compuesto del titulo 52.

Etapa 3: N-Hidroxi-4-(3-oxo0-3-fenil-1-hidroxipropil)-benzamida (53)

Siguiendo el mismo procedimiento como se describe en el Ejemplo 21, Etapa 3, pero sustituyendo el compuesto 44
por el compuesto 52, se obtuvo el compuesto del titulo.

RMN de "H (300 MHz, DMSO-dg); & 3,20 (dd, 1 H, J = 4 Hz, J = 16 Hz), 3,42 (dd, 1 H, J = 16 Hz, 8 Hz), 5,20 (m, 1
H), 7,44-8,18 (m, 9 H), 11,15 (s a, 1 H), 11,32 (s a, 1 H)

Ejemplo 24:

N-Hidroxi-4-(3-fenilpropil)-benzamida (56) (un compuesto no reivindicado)

She e OO,
—-—»
OH  pgal 10%/C

H’CN 54
EtN °
1. NH,OTHP
oAR® 5, (0
OH HCl > NHOH
o)
55 2. CSA 56 °
MeOH Ejemplo 24
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Etapa 1: Acido 4-(3-fenilpropenil)-benzoico / acido 4-(3-fenil-2-propenil)-benzoico (54)

Alilbenceno (255 ml,1,9 mmol), acido 4-bromobenzoico (523 mg, 2,6 mmol), EtsN (0,91 ml, 6,5 mmol), acetato de
paladio (II) (16 mg, 0,052 mmol), trifenilfosfina (60 mg, 0,21 mmol) y acetonitrilo (5 ml) se agitaron a reflujo durante
una noche en un matraz de fondo redondo. Se afiadio HCI 1 N, se extrajo con EtOAc, la fase organica se seco sobre
MgSO, anhidro, se filtrd, el disolvente se evapord al vacio. Se purificé por cromatografia en columna usando MeOH
al 10% / CHxCl, produjo 90 mg (14%) de una mezcla de dos regioisomeros 54. La mezcla se sometié después a
hidrogenacion sin caracterizacion adicional.

Etapa 2: Acido 4-(3-fenilpropil)-benzoico (55)

Una mezcla de olefinas regioisoméricas 54 (100 mg, 0,42 mmol) y Pd al 10% sobre C (10 mg) en metanol (4 ml) se
agité vigorosamente en atmaosfera de H; (96,5 kPa). La mezcla se agité durante 2 horas a temperatura ambiente, se
filiré a través de Celite y se evapord dando 55 en forma de un aceite. La cromatografia ultrarrapida del residuo dio 55
(88 mg, 88%).

RMN de "H (300 MHz, CDCls); § ppm 8,10 (d, 2 H, J = 8,0 Hz), 7,35 (m, 7 H), 2,73 (m, 4 H), 2,00 (m, 2 H)

Etapa 3: N-Hidroxi-4-(3-fenilpropil)-benzamida (56)

Siguiendo el mismo procedimiento como se describe en el Ejemplo 21, Etapas 2-3, pero sustituyendo el compuesto
43 por el compuesto 55, se obtuvo el compuesto del titulo en forma de un sdlido de color beige. (24 mg, rendimiento
del 26%)

RMN de 'H (300 MHz, CD30D); 6 (ppm) 7,63 (d, 2 H, J = 8,0 Hz); 7-38-7,05 (m, 7 H), 2,63 (m, 4 H), 1,91 (m, 2 H)
Ejemplo 25:

N-Hidroxi-4-(4-fenilbutil)-benzamida (61) (un compuesto no reivindicado)

COM

a
Pdx{dba)y "

O O o o,
P{o-Tol)s s7 Pd al 10%/C

i + O,co.n

68
Ejemplo 25

Etapa 1: Acido 4-(1-butenil-4-fenil)-benzoico / acido 4-(2-butenil-4-fenil)-benzoico (57/58)

En atmdsfera de nitrégeno, en un matraz de fondo redondo de 25 ml, se mezclaron: 4-fenil-1-buteno (568 ml, 3,8
mmol), acido 4-bromobenzoico (634 mg, 3,2 mmol), tris(dibencilidenoacetona)dipaladio (0) (87 mg, 0,1 mmol), tri-o[J
tolilfosfina (58 mg 0,2 mmol), trietilamina (1,1 ml, 7,9 mmol) en N,N-dimetilformamida (7 ml, 0,5 M solucién). La
mezcla se agité durante 22 horas a 100 °C. Después, la suspension resultante se enfrié a temperatura ambiente, se
filtré a través de Celite y se enjuagé con acetato de etilo. El filtrado se acidificé con HCI 1 N, las fases se separaron y
la fase acuosa se extrajo con acetato de etilo. Las fases organicas combinadas se lavaron con agua y salmuera, se
secaron sobre MgSQy, se filtraron y se concentraron. El sdlido resultante se tritur6 con hexano:diclorometano (9:1)
dando 367 mg (46%) de un solido beige 57/58. RMN de "H (300 MHz, (CD3),CO): & (ppm) 2,50-2,60 (m, 2 H), 2,80 (t,
2H,J=9,0Hz), 6,40-6,50 (m, 2 H), 7,12-7,35 (m, 5 H), 7,41 (d, 2 H, J = 9,0 Hz), 7,92 (d, 2 H, J = 9,0 Hz).

Etapa 2: 4-(4-fenilbutil)-benzoico acido (59)

Siguiendo el procedimiento descrito en el Ejemplo 24, Etapa 2, pero sustituyendo el compuesto 54 por los
compuestos 57/58, se obtuvo el compuesto del titulo en forma de un sélido de color blanco con un rendimiento del
92%.

RMN de "H (300 MHz, CD®0D); & (ppm) 1,60-1,75 (m, 4 H), 2,65 (t, 2 H, J = 9,0 Hz), 2,72 (t, 2 H, J = 9,0 Hz), 7,120
7,30 (m, 5 H), 7,33 (d, 2 H, J = 9,0 Hz), 7,96 (d, 2 H, J = 9,0 Hz)

Etapa 3: 4-(4-Fenilbutil)-N-(O-tetrahidropiranil)-benzamida (60)

En atmdsfera de nitrdgeno, en un matraz de fondo redondo de 25 ml, a acido 4-(4-fenilbutil)benzoico 59 (341 mg, 1,3
mmol) en 5 ml de N,N-dimetilformamida (0,3 M solucién) se le afiadio el clorhidrato de 1-(3-dimetilaminopropil)-3
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etilcarbodiimida (308 mg, 1,6 mmol) y el 1-hidroxibenzotriazol hidrato (272 mg, 2,0 mmol) a temperatura ambiente.
La mezcla se agité durante 30 minutos y después se anadié la 2-(tetrahidropiranil) hidroxilamina (235 mg, 2,0 mmol)
y la mezcla se agité durante 4 dias. La N,N-dimetilformamida se retir6 al vacio, el aceite resultante se disolvié en
acetato de etilo, se lavé con agua y salmuera, se secé sobre MgSQy, se filtré y se concentré dando un rendimiento
del 95% del compuesto del titulo 60 en bruto. RMN de 'H (300 MHz, CD3;0D); 6 (ppm) 1,50-1,75 (m, 10 H), 2,65 (t, 2
H,J=9,0Hz), 2,72 (t, 2 H, J = 9,0 Hz), 3,51 (d,1H, J = 15 Hz), 4,05 (t,1H, J = 15 Hz), 5,05 (s, 1 H), 7,10-7,35 (m, 7
H), 7,75 (d, 2 H, J = 9,0 Hz), 10,60 (s, 1 H)

Etapa 4: N-Hidroxi-4-(4-fenilbutil)-benzamida (61)

En atmésfera de nitrdgeno, al aceite en bruto en un matraz de fondo redondo de 25 ml, se le afiadieron 5 ml de
alcohol metilico (solucién 0,3 M) y acido alcanforsulfénico (333 mg, L4 mmol). La mezcla se agité durante 2 horas a
temperatura ambiente. El alcohol metilico se retir6 al vacio sin calentamiento y el aceite resultante se purificd por
cromatografia ultrarrapida eluyendo con alcohol metilico y diclorometano (1:19). El sdlido se eluyé con
hexano:dicloroametano (9:1) dando 212 mg (59%) de un sdélido de color beige 61.

RMN de 'H (300 MHz, (CD3).C0O): 6 1,66 (m, 4 H), 2,65 (t, 2 H, J = 7,2 Hz), 2,70 (t, 2 H, J =7,1 Hz), 7,15-7,31 (m, 7
H), 7,75 (d, 2 H, J = 7,8 Hz), 8,18 (s ancho, 1 H), 10,68 (s ancho, 1 H).

RMN de °C (75,46 MHz, (CD3).CO): & 31,6 (t), 31,8 (t), 36,1 (t), 36,2 (t), 2 X 126,4 (d), 127,8 (d), 2 X 129,1 (d), 2 X
129,2 (d), 2 X 129,3 (d), 130,6 (s), 143,3 (s), 147,3 (s), 165,9 (s).

Ejemplo 26:
N-Hidroxi-3-(3-fenilpropil)-benzamida (64) (un compuesto no reivindicado)

Etapa 1: Acido 3-(3-fenilpropenil)-benzoico (62)

Siguiendo el mismo procedimiento como se describe en el Ejemplo 24, etapa 1, pero sustituyendo el acido 3
bromobenzoico por acido 4-bromobenzoico, se obtuvo el compuesto del titulo como una mezcla de olefinas. La
mezcla se llevd a la siguiente etapa sin purificacion.

RMN de 'H (300 MHz, CDCl,); & (ppm); 3,6 (dd, 2 H, CHy); 6,4 (dd, 2 H. vinilico); 7,0-7,5 (m, 8 H, CHAr); 8,0 (s, 1H,
CHAr)

Etapa 2: Acido 3-(3-fenilpropil)-benzoico (63)

Siguiendo el mismo procedimiento como se describe en el Ejemplo 24, Etapa 2, pero sustituyendo el compuesto 54
por el compuesto 62, se obtuvo el compuesto con un rendimiento del 52% y se llevd a la siguiente etapa sin
purificacién adicional.

RMN de "H (300 MHz, CDCls); 8 (ppm); 2,0 (m, 2 H, CHy); 2,7 (m, 4 H, 2CHy); 7,0-7,4 (m, 8 H, CHAr); 8,0 (s, 1 H,
CHAr)

Etapa 3: N-Hidroxi-3-(3-fenilpropil)-benzamida (64)

Siguiendo el procedimiento descrito en el Ejemplo 25, Etapa 3-4, pero sustituyendo el compuesto 59 por el
compuesto 63, se obtuvo el compuesto del titulo. La purificacion por cromatografia ultrarrapida usando
CHCl2:MeOH (9,5:0,5) dio el compuesto 64 con un rendimiento del 20%.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-de); & 1,8 (m, 2 H, CHy); 2-8 (m, 4 H, CH,); 7,0-7,4 (m, 7 H, CHAr); 7,6 (s, CHAr); 9,0
(s, NH); 11,2 (s, OH)

Ejemplo 27:

N-Hidroxi-3-(2-feniletil)-benzamida (68) (un compuesto no reivindicado)

A@*"ww QV@"L @3\@1

Ejemplo 27
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Etapa 1: Acido 3-(2-feniletenil)-benzoico (65/66)

Una solucion 1,0 M de bis(trimetilsilil)amiduro de litio (3,3 ml, 3,3 mmol) en THF se afiadié a una suspension agitada
de bromuro de benciltrifenilfosfonio (1,44 g, 3,6 mmol) en THF (35 ml) a 0 °C. La solucién de color naranja resultante
se afiadio mediante una canula a una mezcla de 3-carboxibenzaldehido (500 mg, 3-3 mmol) y bis(trimetilsilillamiduro
de litio (3,3 ml, 3,3 mmol) en THF (10 ml). La mezcla se agité durante una noche a temperatura ambiente. Se
afadieron una solucion 1 N de HCI (75 ml) y acetato de etilo (75 ml) y la fase acuosa separada se extrajo con
acetato de etilo (3 x 50 ml), se sec6 (MgSO, anh.), se filtr6 y se evapord. El residuo se purific6 por HPLC
(CH3CN:H20 10:95, TFA 0,1%) dando 130 mg del compuesto del titulo (17%)

RMN de 'H (300 MHz, CDCls); § (ppm) mezcla E:Z (1:1) 8,22 (s, 1 H), 7,98 (s, 1 H), 7,90-7,10 (m, 16 H), 6,70 (d,1 H,
J = 15,0 Hz), 6,62 (d,1H, J = 15,0 Hz)

Etapa 2: Acido 3-(2-feniletil)-benzoico (67)

Siguiendo el mismo procedimiento como se describe en el Ejemplo 24, Etapa 2, pero sustituyendo el compuesto 54
por los compuestos 65/66, se obtuvo el compuesto del titulo de forma cuantitativa.

RMN de H (300 MHz, CDCl3); 6 (ppm) 2,98 (m, 4 H); 7,30 (m, 7 H); 7,99 (m, 2 H)
Etapa 3: N-Hidroxi-3-(2-feniletin-benzamida (68)

Siguiendo el mismo procedimiento como se describe en el Ejemplo 25, Etapa 3 y 4, pero sustituyendo el compuesto
59 por el compuesto 67, se obtuvo el compuesto del titulo con un rendimiento del 22%.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds); 6 (ppm) 2,82 (s, 4 H); 7,03-7,08 (m, 8 H); 7,62 (s, 1 H); 8,98 (sa, 1 H); 11,15 (s a
1 H)

Ejemplo 28:

N-Hidroxi-4-(2-tiofenil)-etil benzamida (70) (un compuesto no reivindicado)

[0}
(jﬁ" VAZO“' benceno
requlo 85% @
69
1. mCPBA/ DCM,

: 2. CHaiN, /B0, OCM
3. UOH.HZO, MeOH, THF
@s /\/@mmn : . 46 % global
o

10,2l 35% / HD 2
TeOa, MeOH, 83 % 8
[a]

NHOH EDC. HOBT
NHOHHCY
EN, DMF, 100°C

o n
O

Etapa 1: Acido 4-(2-tiofenil)-etil benzoico (69)

De acuerdo con el procedimiento publicado (Gareau et al., Tet. Lett., 1994, 1837), en atmdsfera de nitrégeno en un
matraz de fondo redondo de 50 ml, que contenia acido 4-vinil-benzoico (1,0 g, 6,75 mmoles), en 10 ml de benceno
(0,7 M) se afiadié bencenotiol (797 ml, 7,76 mmoles) seguido de VAZO™ (Aldrich Chemical Company, 495 mg, 2,02
mmoles). La mezcla se agité durante 12 horas a reflujo. La solucidon resultante se enfrié a temperatura ambiente y el
disolvente se evapor6 al vacio. El sélido se purificéd por trituracion usando hexano y diclorometano dando 1,94 g
(85%) de sdlido blanco.

RMN de "H (300 MHz, CDCls): § 3,01 (t, 2 H, J = 8,4 Hz), 3,28 (dd, 2 H, J = 7,2, 7,
(

J 8Hz), 7,21 (tt, 1H, J =12, 7,2
Hz), 7,34 (t, 2 H, J = 8,1 Hz), 7,38-7,43 (m, 1 H), 7,41 (d, 2 H, J = 8,4 Hz), 7,97 (d, 2 H, J

= 8,1 Hz).
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Etapa 2: N-Hidroxi-4-(2-tiofenil)-etil benzamida (70)

En atmodsfera de nitrégeno, en un matraz de fondo redondo de 50 ml que contenia acido 4-(2-tiofenil)-etil benzoico
(600 mg, 2,32 mmoles) en 12 ml de N,N-dimetilformamida (0,2 M) se le afiadio clorhidrato de 1-(3-dimetilaminopropil)
3-etilcarbodiimida (579 mg, 3,02 mmoles) y 1-hidroxibenzotriazol hidrato (377 mg, 2,79 mmoles) a temperatura
ambiente. La mezcla se agité 30 minutos, después se afiadieron clorhidrato de hidroxilamina (242 mg, 3,48 mmoles)
y tri-etilamina (971 ml, 6,97 mmoles) y la mezcla se agité durante 12 horas a 50 °C. La N,N-dimetilformamida se
retird al vacio y el aceite resultante se disolvi6 en acetato de etilo, se lavé con agua, solucién saturada de
hidrogenocarbonato sddico, agua y salmuera. La fase organica se secé sobre sulfato de magnesio anhidro, se filtr6 y
se concentro al vacio. El solido en bruto se purifico por trituracion usando hexano y diclorometano dando 450 mg
(71%) de un sdlido de color beige. RP-HPLC (Hewlett-Packard 1100, columna C18 HP 4,6 x 250 mm, flujo 1 ml/min,
CH3CN al 10-95% / H20 en 42 min con TFA al 0,1%); Pureza: 95,8% (220 nm), 93,2% (254 nm).

RMN de 'H (300,072 MHz, (CD3)2,C0): 62,98 (t,2 H, J = 7,2 Hz), 3,26 (dd, 2 H, J = 6,6, 8,4 Hz), 7,21 (tt, 1 H, J = 1,5,
6,9 Hz), 7,31-7,42 (m, 6 H), 7,77 (d, 2 H, J = 9,3 Hz), 8,08 (s ancho, 1 H), 10,69 (s ancho, 1 H).

RMN de C (75,46 MHz, (CD3),CO): & 34,8 (t), 35,9 (t), 126,7 (d), 127,9 (d), 2 X 129,6 (d), 2 X 129,7 (d), 2 X 129,9
(d), 131,3 (s), 137,3 (s), 145,0 (s).

Andlisis Elemental; Calc. para C1sH1502NS x 0,1 H20: % C =75,31, % H=7,14, % N = 5,17. Encontrado:% C = 75,2
+0,1,%H=7,41+0,07, % N=5,17 + 0,01.

N-Hidroxi-4-(2-bencenosulfonil)-etil benzamida (73)

Etapa 1: Acido 4-(2-bencenosulfonil)-etil benzoico (72)

En atmoésfera de nitrégeno en un matraz de fondo redondo de 100 ml que contenia acido 4-(2-tiofenil)-etil benzoico
(69) (600 mg, 2,32 mmoles) en 20 ml de diclorometano (0,1 M) a 0 °C se le afadié en porciones acido 3[]
cloroperbenzoico (Aldrich Chemical Co., sélido puro al 57-86%, 2 g, 6,97 mmoles), como se describe por Nicolaou et
al.,, J. Am. Chem. Soc., 114: 8897 (1992). Se dej6 que la mezcla alcanzara temperatura ambiente y se agité durante
1 hora. Se afiadié sulfuro de dimetilo (5 ml), la mezcla se diluyé en diclorometano y se lavé 3 veces con agua. La
fase organica se seco sobre sulfato de magnesio anhidro, se filtré y el disolvente se evaporé al vacio dando 3 g de
sdlido blanco. Esta mezcla de acido 3-clorobenzoico y el acido 4-(2-bencenosulfonil)-etil benzoico deseado se puso
en un matraz Erlenmeyer de 125 ml, disuelto en 30 ml de diclorometano y se traté con un exceso de solucion recién
preparada de diazometano en éter dietilico (0,35 M). Se burbujed nitrégeno para retirar el exceso de diazometano y
los disolventes se evaporaron al vacio. El sélido resultante se purificé por cromatografia ultrarrapida, eluyendo con
20% acetato de etilo : 80% hexano dando 341,6 mg (48%) del éster correspondiente. La saponificacion de este éster
se realizé usando el mismo procedimiento como se describe en el Ejemplo 1, etapa 2, dando 312,4 mg (96%) de
acido 4-(2-bencenosulfonil)-etil benzoico (72) RMN de H (300 MHz, CDCls): 6 3,06-3,11 (m, 2 H), 3,56-3,61 (m, 2 H),
7,37 (d,2 H,J =84 Hz), 7,67 (tt, 2H,J =1,5, 7,2 Hz), 7,76 (tt ,1H, J =1,2, 7,5 Hz), 7,93 (d, 2 H, J = 8,7 Hz), 7,97
(dd, 2 H, J =1,8, 6,9 Hz).

Etapa 2: N-Hidroxi-4-(2-bencenosulfonil)-etil benzamida (73)

Siguiendo el procedimiento descrito para N-hidroxi-4-(2-tiofenil)-etil benzamida, pero sustituyendo el acido 4-(2(1
bencenosulfonil)-etil benzoico por acido 4-(2-tiofenil)-etil benzoico, se obtuvo el compuesto del titulo en forma de un
sélido de color beige. RP-HPLC (Hewlett-Packard 1100, columna C18 HP 4,6 x 250 mm, flujo 1 ml/min, CH3CN al
10-95% / H2O en 42 min con TFA al 0,1%); Pureza: 98,8% (220 nm), 97,6% (254 nm).

RMN de "H (300,072 MHz, (CD3),CO): 5 2,98 (t, 2 H, J = 7,2 Hz), 3,26 (dd, 2 H, J = 6,8, 8,4 Hz), 7,21 (tt, 1 H, J = 1,5,
6,9 Hz), 7,31-7,42 (m, 6 H), 7,77 (d, 2 H, J = 9,3 Hz), 8,08 (s ancho, 1 H), 10,69 (s ancho, 1 H).

RMN de °C (75,46 MHz, (CD3).CO): 5 25,2 (t), 34,3 (t), 55,6 (t), 128,0 (d), 2 X 128,8 (d), 129,4 (d), 2 X 130,2 (d),
131,1 (s), 134,5 (d), 140,7 (s), 145,5 (s), 165,8 (s).

N-Hidroxi-4-(2-bencenosulféxido)-etil benzamida (71)

De acuerdo con el procedimiento descrito por Van Der Borght et al., J. Org. Chem., 65: 288 (2000), en una atmodsfera
de nitrégeno en un matraz de fondo redondo de 10 ml que contenia N-hidroxi-4-(2-tiofenil)-etil benzamida (70) (50
mg, 0,18 mmol) en 2 ml de metanol (0,1 M) se afiadié diéxido de teluro (3 mg, 0,018 mmol) seguido de una soluciéon
al 35% en agua de peroxido de hidrogeno (32 ml, 0,36 mmol). La mezcla se agité durante cinco dias y después se
afadio salmuera. La fase acuosa se extrajo 3 veces con acetato de etilo y las fases organicas combinadas se
secaron sobre sulfato de magnesio anhidro, se filtraron y el disolvente se evaporé al vacio. El sélido resultante (43,3
mg) se purificd por trituracion usando acetonitrilo, dando 10 mg (20%) de un solido de color beige.

RP-HPLC (Hewlett-Packard 1100, columna C18 HP 4,6 x 250 mm, flujo 1 ml/min, CH3CN al 10-95% / H,O en 42 min
con TFA al 0,1%); Pureza: 98,8% (220 nm), 97,9% (254 nm).
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RMN de H (300,072 MHz, (CD3),CO): & 2,76-2,91 (m, 1 H), 3,00-3,29 (m, 3 H), 7,34 (d, 2 H, J = 8,4 Hz), 7,55-7,62
(m, 3H), 7,70 (dd, 2 H, J = 1,5, 8,1 Hz), 7,76 (d, 2 H, J = 8,1 Hz), 8,08 (s ancho, 1 H), 10,70 (s ancho, 1 H).

RMN de "3C (75,46 MHz, (CD3),CO): & 28,3 (t), 57,8 (t), 2 X 124,8 (d), 128,0 (d), 2 X 129,6 (d), 2 X 130,0 (d), 131,5
(d), 144,1 (s), 1457 (s).

Ejemplo 29
N-Hidroxi-3-[4-(3-fenilpropil)-fenil]-propanamida (77)

EDC, HOBT
Br PhSO,NH,NH,, BF NH,OHHCI,  Br
o >
AP OMF, reflujo OH .\ N, DMF, NHOH
© 74 o 100°C 75 ©
alilbenceno,
Pd,(dba)s,
P(o-Tol)3,
EtsN, DMF
O SAA®
NHOH Pd al 10%IC NHOH
o 0

7 76

Etapa 1: Acido 3-(4-bromofenil)-propanoico (74)

En atmésfera de nitrégeno, en un matraz de fondo redondo de 250 ml, que contenia acido 4-bromocinnamico (5,0 g,
22 mmoles) en 45 ml de N,N-dimetilformamida (0,5 M) se afiadié bencenosulfonilhidrazida (7,6 g, 44 mmoles). La
mezcla se agitd a reflujo durante 12 horas. La solucion se enfrié a temperatura ambiente, se afiadié soluciéon acuosa
saturada cloruro de amonio y la fase acuosa se extrajo con acetato de etilo 3 veces. Las fases organicas
combinadas se lavaron con agua y salmuera, se secaron sobre sulfato de magnesio anhidro, se filtraron y se
concentraron al vacio. El solido resultante se purifico por cromatografia ultrarrapida eluyendo con 5% metanol : 95%
diclorometano dando 3,66 g (73%) de un sdlido de color beige.

RMN de "H (300 MHz, CDCls): § 2,66 (t, 2 H, J = 7,5 Hz), 2,91 (d, 2 H, J = 7,5 Hz), 7,08 (d, 2 H, J = 8,4 Hz), 7,41 (d,
2H,J =84 Hz).

Etapa 2: N-Hidroxi-3-(4-bromofenil)-propanamida (75)

Siguiendo un procedimiento analogo al descrito para la preparacion de 70, se obtuvieron 1,54 g (39%) del
compuesto del titulo.

RMN de 'H (300 MHz, CDCl3): 62,39 (t, 2H,J=7,8Hz),2,89 (d,2H,J=7,2Hz), 7,18 (d,2 H, J = 8,1 Hz), 7,42 (d,
2 H,J=8,7 Hz), 8,18 (s ancho, 1 H), 9,98 (s ancho, 1 H).

Etapa 3: N-Hidroxi-3-[4-(3-fenil-1-propenil)-fenil]-propanamida y N-Hidroxi-3-[4-(3-fenil-2-propenil)-fenil]-propanamida
(76)

Siguiendo un procedimiento analogo al descrito en el Ejemplo 25, etapa 1, pero sustituyendo acido 4-bromobenzoico
por N-hidroxi-3-(4-bromofenil)-propanamida (75) (250 mg, 1,02 mmol) y 4-fenil-1-buteno (163 ml, 1,2 mmol) por alil
benceno, produciendo 155,4 mg (54%) de los compuestos del titulo mezclados.

RMN de 'H (300 MHz, CDCl3): 8 2,39 (m, 2 H), 2,88 (t, 2 H, J = 8,4 Hz), 3,51 (t, 2 H, J = 8,1 Hz), 6,32-6,53 (m, 2 H),
7,14-7,44 (m, 9 H), 8,60 (s ancho, 1 H), 10,04 (s ancho, 1 H).

Etapa 4: N-Hidroxi-3[4-(3-fenilpropil)-fenil]-propanamida (77)

Siguiendo un procedimiento analogo al descrito en el Ejemplo 24, etapa 2, pero sustituyendo las olefinas 54 (155
mg, 0,55 mmol) por la mezcla de N-hidroxi-3-[4-(3-fenil-1-propenil)-fenil]-propanamida y N-hidroxi-3-[4-(3-fenil-2[]
propenil)-fenil]-propanamida, se obtuvieron 155,4 mg (99%) del compuesto del titulo.

RP-HPLC: (Hewlett-Packard 1100, columna C18 HP 4,6 x 250 mm, flujo 1 ml/min, CH3CN al 10-95% / H»,O en 42 min
con TFA al 0,1%); Pureza: 99,9% (220 nm) (2 picos pero el mismo compuesto, probado por CLEM, 99,9% (254 nm).
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RMN de 'H (300,072 MHz, (CD3).CO): & 1,91 (quintuplete, 2 H, J = 8,1 Hz), 2,38 (t, 2 H, J = 7,8 Hz), 2,61 (c, 4 H, J =
9,6 Hz), 2,87 (t, 2 H, J = 7,2 Hz), 7,12-7,29 (m, 9 H), 8,42 (s ancho, 1 H), 10,01 (s ancho, 1 H).

RMN de '*C (75,46 MHz, (CD3).CO): 5 26,3 (t), 28,7 (t), 29,8 (), 30,3 (t), 30,7 (t), 121,1 (d), 3 X 123,7 (d), 3 X 123,8
(d), 133,9 (s), 133,4 (s), 137,8 (s), 164,9 (s).

Analisis Elemental; Calc. para C1gH2102N x 0,1 H20: % C = 75,81, % H = 7,49, % N = 4,91. Encontrado: %C = 75,7 +
0,3, % H=7,54£0,02, % N = 4,85 + 0,03.

Ejemplo 36:

Los siguientes compuestos adicionales se prepararon por procedimientos analogos a aquellos descritos en los
Ejemplos anteriores:

154 H

RMN de H (300,072 MHz, (CD3)2,CO): 8 1,63 (m, 4 H, J = 45 Hz), 2,37 (t, 2 H, J = 7,8 Hz), 257-266 (m, 4 H), 2,86 (t,
2H,J=75Hz), 7,10-7,28 (m, 9 H), 8,01 (s ancho, 1 M, 9,98 (s ancho, 1 H).

RMN de °C (75,46 MHz, (CD3),CO): & 31,0 (), 2 X 3L9 (t), 35,1 (t), 35,8 (t), 36,2 (t), 126-4 (d), 2 X 129,0 (d), 2 X
129,1 (d), 2 X 129,1 (d), 129,2 (d), 138,8 (s), 141,2 (s), 143,4 (s), 164,1 (s).

H
RMN de 'H (300,072 MHz, (CD3),CO): 5 1,83-1,98 (m, 4 H), 2,08-2,14 (m, 2 H), 2,56-2,67 (m, 6 H), 7,12-7,30 (m, 9

H), 9,98 (s ancho, 1 H).

156
i
H

RMN de "H (300,072 MHz, (CD3),CO): & 1,60-1,68 (m, 4 H), 1,87 (quintuplete, 2 H, J = 7,5 Hz), 2,03-2,14 (m, 2 H),
2,55-2,67 (m, 6 H), 7,09-7,28 (m, 9 H).

e )
157 v

RMN de 'H (300,072 MHz, (CD3)2,CO): & 2,37 (t, 2M, J = 7,2 Hz), 2,78-2,89 (m, 6 H), 7,13-7,29 (m, 9 H), 7,84 (s
ancho, 1 H), 9,90 (s ancho, 1 H).

RMN de °C (75,46 MHz, (CD3),CO): 5 31,6 (t), 35,1(t), 38,2 (t), 38,6 (t), 2 X 126,6 (d), 2 X 129,1 (d), 2 X 129,2 (d), 2
X 129,3 (d), 139,4 (s), 140,4 (s), 142,8 (s), 170,1 (s).

158 Q

RMN de "H (300,072 MHy, (CD3),CO): & 1,96 (quintuplete, 2 H, J = 6,0 Hz), 2,69 (t, 2 H, J = 8,0 Hz), 3,19 (dd, 2 H, J
= 6,0, 9,0 Hz), 3,38 (s, 2 H), 7,09 (d, 2 H, J = 7,5 Hz), 7,21 (d, 2 H, J = 7,5 Hz), 7,66 (t, 2 H, J = 8,1 Hz), 7,747 (t, 1 H,
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J = 6,9 Hz), 7,90 (d, 2 H, J 6,6 Hz), 10,08 (s ancho, 1 H).

RMN de °C (75,46 MHz, (CD3),CO): § 25,5 (t), 34,1 (t). 39,9 (t), 55,7 (t), 2 X 128,8 (d), 130,0 (d), 2 X 130,2 (d),
134,4 (s), 139,9 (s), 140,7 (s), 168,5 ().

Ejemplo 40:
Inhibicién de la actividad enziméatica de histona desacetilasa

Los inhibidores de HDAC se seleccionaron frente a la enzima histona desacetilasa en extractos nucleares
preparados a partir de la linea cancerosa de células microciticas pulmonares humanas H446 (ATTC HTB-171) y
frente a una enzima HDAC-1 humana recombinante clonada, expresada y purificada a partir de un sistema de
expresion de células de insecto de Baculovirus.

Para ensayos de desacetilasa, se incubaron 20.000 cpm del sustrato de histona acetilada marcada metabdlicamente
con °H (M. Yoshida et al., J. Biol. Chem. 265(28):17174-17179 (1990)) con 30 mg de extracto nuclear H446 o una
cantidad equivalente del HDAC-1 recombinante clonado durante 10 minutos a 37 °C. La reaccidon se detuvo
afadiendo acido acético (0,04 M, concentracion final) y HCI (250 mM, concentracién final). La mezcla se extrajo con
acetato de etilo y el acido [3H]-acético liberado se cuantific6 mediante recuento por centelleo. Para estudios de
inhibicion, la enzima se pre-incubd con compuestos a 4 °C durante 30 minutos antes de iniciar el ensayo enzimatico.
Los valores de Clso para los inhibidores de enzima HDAC se determinaron realizando curvas de dosis a respuesta
con compuestos individuales, y determinando la concentracion de inhibidor que produce un cincuenta por ciento de
la inhibicion maxima.

Los datos representativos se presentan en la Tabla 4. En la primera columna se muestran los valores de Clsg
determinados frente a histona desacetilasa en extractos nucleares de células H446 (HDAC combinada). En la
segunda columna se presentan los valores de Clsp determinados frente a la enzima HDAC-1 humana recombinante
(HDAC-1r). Para compuestos menos activos, los datos se expresan como el porcentaje de inhibicion a la
concentracién especificada.

Tabla 4: Inhibicién de Histona Desacetilasa

Clso de HDAC

Ejemplo Compuesto Estructura combinada (uM)

Clso de HDAC-1r (uM)

Ej. 29 77 m/\(w 3 0,65

Ej. 36 154

0,
Ej. 36 155 mm 39%

a 20 uM
Ej. 36 156 Q/VM ° o
Ej. 36 157 6 2:4

'

aH

175 m,, >20
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Ejemplo 41:

Inhibicién de Histona Desacetilasa en Células Completas

1. Acetilacion de histona H4 en células completas por inmunotransferencias

Se incubaron células cancerosas de vejiga humana T24, que crecian en un cultivo, con inhibidores de HDAC durante
16 horas. Las histonas se extrajeron de las células después del periodo de cultivo, como se describe por M. Yoshida
et al. (J. Biol. Chem. 265(28): 17174-17179 (1990)). Se cargaron 20 mg de proteina histona total en SDS/PAGE y se
transfirieron a membranas de nitrocelulosa. Las membranas se sondaron con anticuerpos policlonales especificos
para acetilada histona H-4 (Bitotech Inc. anterior), seguido de anticuerpos secundarios conjugados de peroxidasa de
rabano rusticano (Sigma). La deteccion de quimioluminiscencia potenciada (ECL) (Amersham) se realizé6 usando
peliculas Kodak (Eastman Kodak). La sefal de H-4 acetilada se cuantificé por densitometria.

2. Andlisis con gel de Acido Urea Triton (AUT) de acetilacion de histona.

Se incubaron células cancerosas humanas (T24, 293T o células Jurkat), que crecian en un cultivo, con inhibidores
de HDAC durante 24 h. Las histonas se extraen de las células como se describe por M. Yoshida et al. (J. Biol. Chem.
265(28): 17174-17179 (1990)). Se usa electroforesis con gel de acido urea triton (AUT) para la deteccion de
moléculas de histona acetiladas. Las histonas (150 mg de proteina total) se someten a electroforesis a 80 V durante
16 h, a temperatura ambiente, como se describe por M. Yoshida et al., supra. Los geles se tifien con azul brillante de
Coomassie para visualizar las histonas, se secan y se exploran por densitometria para cuantificar la acetilacion de
las histonas.

Ejemplo 42:

Efecto Antineoplasico de los Inhibidores de Histona Desacetilasa sobre Células Tumorales In Vivo

A ratones BALB/c hembra, atimicos, de ocho a diez semanas de edad (Taconic Labs, Great Barrington, NY) se les
inyecta por via subcutdnea en el area del costado con 2 x 10° células de carcinoma pulmonar humano A549
preacondicionadas. El preacondicionamiento de estas células se realiza con un minimo de tres transplantes de
tumor consecutivos en la misma cepa de los ratones sin pelo. Posteriormente, se escinden fragmentos de tumor de
aproximadamente 30 mg y se implantan por via subcutanea en ratones, en el area del costado izquierdo, bajo
anestesia Forene (Abbott Labs, Geneve, Suiza). Cuando los tumores alcanzaron un volumen de 100 mm?®, los
ratones se trataron por via intravenosa, por via subcutanea, o por via intraperitoneal mediante inyeccion diaria, con
una solucion del inhibidor de histona desacetilasa en un vehiculo apropiado, tal como PBS, DMSO/agua, o Tween
80/agua, a una dosis inicial de 10 mg/kg. La dosis o6ptima del inhibidor de HDAC se establece mediante
experimentos de respuesta a dosis, de acuerdo con protocolos convencionales. El volumen del tumor se calcula
cada segundo dia después de la infusion, de acuerdo con procedimientos convencionales (por ejemplo, Meyer et al.,
Int. J. Cancer 43: 851-856 (1989)). El tratamiento con los inhibidores de HDAC de acuerdo con la invencion provoca
una reduccion significativa en el peso y volumen del tumor respecto a los controles tratados solo con solucién salina
(es decir, sin inhibidor de HDAC). Ademas, se espera que la actividad de histona desacetilasa, cuando se mide, se
reduzca significativamente respecto a los controles tratados con solucion salina.

Ejemplo 43:

Efecto Antineoplasico Sinérgico de los Inhibidores de Histona Desacetilasa y Oligonucle6tidos Antisentido
de Histona Desacetilasa sobre las Células Tumorales In Vivo

El fin de este ejemplo es ilustrar la capacidad del inhibidor de histona desacetilasa de la invencion y un
oligonucleétido antisentido de histona desacetilasa para inhibir sinérgicamente el crecimiento tumoral en un
mamifero. Preferentemente, el oligonucleétido antisentido y el inhibidor de HDAC inhiben la expresion y la actividad
de la propia histona desacetilasa.

Como se ha descrito en el Ejemplo 10, los ratones que llevaban tumores A549 implantados (volumen medio 100
mm3) se tratan diariamente con preparaciones salinas que contienen de aproximadamente 0,1 mg a
aproximadamente 30 mg por kg de peso corporal de oligonucleétido antisentido de histona desacetilasa. Un segundo
grupo de ratones se trata diariamente con preparaciones farmacéuticamente aceptables que contienen de
aproximadamente 0,01 mg a aproximadamente 5 mg por kg peso corporal de inhibidor de HDAC.

Algunos ratones recibieron tanto el oligonucleétido antisentido como el inhibidor de HDAC. De estos ratones, un
grupo puede recibir el oligonucleétido antisentido y el inhibidor de HDAC simultdneamente por via intravenosa a
través de la vena de la cola. Otro grupo puede recibir el oligonucledtido antisentido a través de la vena de la cola, y
el inhibidor de HDAC por via subcutanea. Otro grupo mas puede recibir tanto el oligonucleétido antisentido como el
inhibidor de HDAC por via subcutanea. Se establecen analogamente grupos de ratones de control, que no reciben
tratamiento (por ejemplo, solo soluciéon salina), un oligonucledtido antisentido desapareado Unicamente, un
compuesto de control que no inhibe la actividad de la histona desacetilasa, y un oligonucledtido antisentido
desapareado con un compuesto de control.
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El volumen del tumor se mide con calibres. El tratamiento con el oligonucleétido antisentido mas el inhibidor de la
proteina histona desacetilasa de acuerdo con la invencion causa una reduccion significativa en el peso y el volumen
del tumor respecto a los controles.
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REIVINDICACIONES
1. Un inhibidor de histona desacetilasa representado por la formula
Cy-L%-Ar-Y?-(O)NH-Z
en la que

Cy es cicloalquilo, arilo, heteroarilo, o heterociclilo, cualquiera de los cuales puede estar opcionalmente sustituido
con entre uno y cuatro sustituyentes seleccionados entre halo, hidroxi, nitro, haloalquilo, alquilo, alcarilo, arilo,
aralquilo, alcoxi, ariloxi, amino, acilamino, alquilcarbamoilo, arilcarbamoilo, aminoalquilo, alcoxicarbonilo, carboxi,
hidroxialquilo, alcanosulfonilo, arenosulfonilo, alcanosulfonamido, arenosulfonamido, aralquilsulfonamido,
alquilcarbonilo, aciloxi, ciano y ureido, y en el que dicho arilo, heterociclilo y heteroarilo también puede estar
opcionalmente sustituidos con uno o mas grupos seleccionados entre alquil (C1.Cg) amino, di-alquil (C1.Cs) amino,
alcano (C4.Cs) acilamino y areno (Ce.C10) acilamino, y en el que dicho cicloalquilo y heterociclilo pueden estar
también opcionalmente sustituidos con oxo, y en el que dicho heterociclilo puede estar también opcionalmente
independientemente sustituido en el nitrégeno con un grupo seleccionado entre alquilsulfonilo, arilcarbonilo,
arilsulfonilo y aralcoxicarbonilo, con la condicién de que Cy no sea un (espirocicloalquil)heterociclilo;

L? es alquileno C4.Cg saturado o alquenileno C,.Cg, pudiendo estar el alquileno o alquenileno opcionalmente
sustituidos con un grupo seleccionado entre oxo, halo, hidroxi, nitro, haloalquilo, alquilo, alcarilo, arilo, aralquilo,
alcoxi, ariloxi, amino, acilamino, alquilcarbamoilo, arilcarbamoilo, aminoalquilo, alcoxicarbonilo, carboxi,
hidroxialquilo, alcanosulfonilo, arenosulfonilo, alcanosulfonamido, arenosulfonamido, aralquilsulfonamido,
alquilcarbonilo, aciloxi, ciano y ureido con la condiciéon de que L? no sea -C(0O)-, y en el que uno de los atomos de
carbono del alquileno puede estar reemplazado opcionalmente por un resto heteroatémico seleccionado entre el
grupo constituido por S; 0 S(O): o L2 es S(0)2-(CHz)1-4:

Ar es arileno, pudiendo estar dicho arileno opcionalmente condensado con un anillo de arilo o heteroarilo, o con un
anillo de cicloalquilo o heterociclico saturado o insaturado; y

Y? es un alquileno saturado de cadena lineal o ramificada; y

Z se selecciona entre el grupo constituido por anilinilo, piridilo, tiadiazolilo, y -O-M, siendo M H o un cation
farmacéuticamente aceptable, pudiendo estar tiadiazolilo opcionalmente sustituido con un sustituyente seleccionado
entre el grupo constituido por tiol, trifluorometilo, amino y sulfonamido;

con la condicién de que cuando el atomo de carbono al que esta fijado Cy esta sustituido con oxo, entonces Cy y Z
no sean ambos piridilo.

2. El inhibidor de la reivindicaciéon 1, en el que L? es alquileno C1.Cg saturado o alquenileno C,.Cs, en el que el
alquileno o alquenileno puede estar opcionalmente sustituido con un grupo seleccionado entre oxo, halo, hidroxi,
nitro, haloalquilo, alquilo, alcarilo, arilo, aralquilo, alcoxi, ariloxi, amino, acilamino, alquilcarbamoilo, arilcarbamoilo,
aminoalquilo, alcoxicarbonilo, carboxi, hidroxialquilo, alcanosulfonilo, arenosulfonilo, alcanosulfonamido,
arenosulfonamido, aralquilsulfanamido, alquilcarbonilo, aciloxi, ciano y ureido con la condicién de que L? no sea ©
C(O)-, y en el que uno de los atomos de carbono del alquileno puede estar opcionalmente reemplazado por un resto
heteroatémico seleccionado entre el grupo constituido por S; o S(O).

3. Elinhibidor de la reivindicacién 1 6 2, en el que Y? es alquileno C1.Cs.
4. El inhibidor de la reivindicacion 1 6 2, en el que Y? es alquileno C1.Cs.
5. Elinhibidor de la reivindicacion 1 6 2, en el que Y? es alquileno C1.Co.

6. El inhibidor de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que uno o dos carbonos saturados en L2 estan
sustituidos con un sustituyente seleccionado independientemente entre el grupo constituido por alquilo C4.Cs, arilo
Ce.C10, amino, oxo, hidroxi, alcoxi C1.Cs, y ariloxi Cs.C1o.

7. Los inhibidores de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en los que ningun atomo de carbono del alquileno L2
esta reemplazado por un resto heteroatémico.

8. El inhibidor de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que un atomo de carbono del alquileno L? esta
reemplazado por un resto heteroatémico seleccionado entre el grupo constituido por S; o S(O).

9. El inhibidor de la reivindicacion 1, en el que L? se selecciona entre el grupo constituido por -S-(CHa)., -S(O)-(CHa)n,
y -S(0)2-(CH2)n, enlos que nes 1,2,3 6 4.

10. El inhibidor de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que L2es alquileno C1.Cg saturado.

11. El inhibidor de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que L2es alquileno C1.C4 saturado.
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12. El inhibidor de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que L2es alquileno C+.Cs saturado sustituido con un
grupo seleccionado entre oxo, halo, hidroxi, nitro, haloalquilo, alquilo, alcarilo, arilo, aralquilo, alcoxi, ariloxi, amino,
acilamino, alquilcarbamoilo, arilcarbamoilo, aminoalquilo, alcoxicarbonilo, carboxi, hidroxialquilo, alcanosulfonilo,
arenosulfonilo, alcanosulfonamido, arenosulfonamido, aralquilsulfonamido, alquilcarbonilo, aciloxi, ciano y ureido,
con la condicion de que L? no sea -C(O)-.

13. El inhibidor de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que L?es alquileno C1.C4 saturado sustituido con un
grupo seleccionado entre oxo, halo, hidroxi, nitro, haloalquilo, alquilo, alcarilo, arilo, aralquilo, alcoxi, ariloxi, amino,
acilamino, alquilcarbamoilo, arilcarbamoilo, aminoalquilo, alcoxicarbonilo, carboxi, hidroxialquilo, alcanosulfonilo,
arenosulfonilo, alcanosulfonamido, arenosulfonamido, aralquilsulfonamido, alquilcarbonilo, aciloxi, ciano y ureido,
con la condicién de que L? no sea -C(0)-.

14. El inhibidor de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en el que Z se selecciona entre el grupo constituido por
2-anilinilo, 2-piridilo, 1,3,4-tiadiazol-2-ilo, y -O-M, siendo M H o un catién farmacéuticamente aceptable.

15. El inhibidor de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en el que Z es -O-M, siendo M hidrégeno o cualquier
catién farmacéuticamente aceptable.

16. El inhibidor de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en el que Z es -O-M, siendo M hidrégeno.

17. El inhibidor de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16, en la que Ar es fenileno no sustituido, que puede estar
opcionalmente condensado con un anillo de arilo o heteroarilo, o con un anillo de cicloalquilo o heterociclico saturado
o parcialmente insaturado.

18. El inhibidor de la reivindicacion 17, en el que el fenileno es 4-fenileno.

19. El inhibidor de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 18, en el que Cy se selecciona entre el grupo constituido
por fenilo, naftilo, tienilo, benzotienilo, y quinolilo, cualquiera de los cuales puede estar opcionalmente sustituido.

20. El inhibidor de la reivindicacion 19, en el que el fenilo, naftilo, tienilo, benzotienilo, o quinolilo no esta sustituido o
esta sustituido con uno o dos sustituyentes seleccionados independientemente entre el grupo constituido por alquilo
C1.Cy4, haloalquilo C1.Cy4, arilo Ce.C+o, ar(Ces-C1o)alquilo (C1-Cg), halo, nitro, hidroxi, alcoxi C4.Cs, alcoxi C4.Cg carbonilo,
carboxi, y amino.

21. El inhibidor de la reivindicacion 19, en el que Cy es fenilo no sustituido.

22. El inhibidor de acuerdo con la reivindicacion 1 ¢ 2 seleccionado entre el grupo constituido por

@M@L,an, @AQ’J ¥

23. El inhibidor de acuerdo con la reivindicacion 1 seleccionado entre el grupo constituido por

OV\AQ’X“""“, S S US
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g , Qg

24. El inhibidor de acuerdo con la reivindicacion 22 que tiene la estructura

N'OH
H

25. El inhibidor de acuerdo con la reivindicacion 22 que tiene la estructura

OO, o

H

26. El inhibidor de acuerdo con la reivindicacion 22 que tiene la estructura

QM%“-DH

27. El inhibidor de acuerdo con la reivindicacién 22 que tiene la estructura

~OH

H

28. El inhibidor de acuerdo con la reivindicacién 22 que tiene la estructura

¢ Ty

N

H
29. Una composicion farmacéutica que comprende un inhibidor de histona desacetilasa de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones anteriores, y un vehiculo, excipiente, o diluyente farmacéuticamente aceptable.

30. Un inhibidor de histona desacetilasa de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 28 para su uso en la
inhibicién de histona desacetilasa en una célula.

31. El inhibidor de la reivindicacion 30, en el que la célula es una célula neoplasica.
32. El inhibidor de la reivindicacion 31, en el que la célula neoplasica esta en un animal.
33. El inhibidor de la reivindicacion 32, en el que la célula neoplasica esta en un crecimiento neoplasico.

34. El inhibidor de cualquiera de las reivindicaciones 30 a 33, para su uso con un oligonucleétido antisentido que
inhibe la expresién de una histona desacetilasa.

35. El inhibidor de cualquiera de las reivindicaciones 30 a 34, para su uso en la inhibicién de la proliferacién celular.

36. El inhibidor de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 28 para su uso en el tratamiento de una
enfermedad o infeccion fungica.

37. Uso de un inhibidor de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 28 en la preparacién de un
medicamento para inhibir la proliferacién celular.

38. Uso de un inhibidor de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 28 en la preparacién de un
medicamento para tratar una enfermedad o infeccion fungica.
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