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DESCRIPCION
Nuevos inhibidores de histona deacetilasas.
Campo de la invencion

[0001] La presente invencién se relaciona al campo de compuestos antitumorales. Se describen en la presente
nuevos inhibidores de histona deacetilasas con estructura cinamoilamidica, Gtiles en el tratamiento de enfermedades
enlazadas a la desregulacion de actividad de histona deacetilasa, tales como en terapia antitumoral.

Antecedentes de la invencion

[0002] La acetilacion reversible de histona la cual toma lugar en el grupo e-amino del residuo de lisina en la seccion
N-terminal de histona media las modificaciones conformacionales importantes dentro de los nucleosomas. Estas
modificaciones afectan la capacidad del ADN para acceder factores de transcripcién asi como también expresién
génica (Curr. Opin. Genet. Dev. 1998, 8, 173-178). Dos clases de enzimas estan implicadas en la acetilacion de
histona: las histona acetiltransferasas (HAT por sus siglas en inglés), las cuales catalizan la acetilacion de histona
por actuar como co-activadores de transcripcion, e histona deacetilasas (HDAC por sus siglas en inglés); las ultimas
enzimas son reclutadas en el nivel de regiones promotoras por represores y co-represores de transcripcion tales
como Sin3, SMRT y N-CoR, llevando a la formacién de histonas hipoacetiladas y silenciaciéon de transcripcion
(Trends Biochem. Sci 2000, 25, 619-623). La reclutacion aberrante de histona deacetilasas a través de proteinas
oncogénicas, o el equilibrio perturbado de actividades de histona acetiltransferasas e histona deacetilasas en células
normales estan implicados en un nimero de patologias:

1- Antes que nada, en enfermedades tumorales (Oncogene 2001, 20, 7204-7215, 7186-7203, 3116-3127;
Natue 1998, 391, 815-818; Mol. Cell. Biol., 1998, 18, 7176-7184).
2- En varias enfermedades severas no tumorales:

Sistema Nervioso:

Enfermedad de Huntington (J Neurosci 23, 9418-27 (2003); Proc Natl Acad Sci USA 100, 2041-6
(2003)), enfermedades provocadas por amplificaciones de triplete (Curr. Med. Chem. 10, 2577-87
(2003); Curr Biol. 12, R141-3 (2002)), neuroproteccién contra enfermedades degenerativas (FEBS Lett
542, 74-8 (2003); isquemia (J Neurochem 89, 1358-67 (2004), tension oxidativa (Proc Natl Acad Sci
USA 100, 4281-6 (2003)), respuestas inflamatorias del sistema nervioso (J Neurochem 87, 407-16
(2003)), epilepsia (Epilepsia 45, 737-44 (2004), J Neurosci 22, 8422-8 (2002)), enfermedades
provocadas por agregados de proteina (Curr Biol. 14, 488-92 (2004)).

Infeccion:
HIV (Mol Cell Biol. 23, 6200-9 (2003), Embo J 15, 1112-20 (1996), Biochem Pharmacol 68, 1231-8
2004), Aids 18, 1101-8 (2004)), malaria, leishmaniosis, infecciones provocadas por protozoarios,
hongos, agentes fitotoxicos, virus, parasitos.

Sistema inmune:

Enfermedades autoinmunes (Blood 101, 1430-8 (2003)), reaccién inmune dirigida a huésped crénica
(Proc Natl Acad Sci USA 101, 3921-6 (2004)).

Corazén:

Desordenes de hipertrofia y cardiacos (J. Clin Invest 112, 863-71 (2003), Novartis Found Symp 259,
132-41, discusion 141-5, 163-9 (2004), J Clin Invest 112, 824-6 (2003)).

Aparato muscular:

Enfermedad fibrética de la piel (Exp Cell Res 278, 184-97 (2002)), fibrosis (Hepatology 29, 858-67
(1999)), atrofia espinal y muscular vulvar (Hum Mol Genet 13, 1183-92 (2004)).

Sistema fisico:

Desérdenes bipolares (Nature 417, 292-5 (2002)), desordenes siquiatricos (Crit Rev Neurobiol 15, 121-
42 (2003)), sindrome X fragil (BMC Mol Biol. 4, 3 (2003), Hum Mol Gent 8, 2317-23 (1999)).

Otros:
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Artritis (Mol Ther 8, 707-17 (2003)), enfermedades renales (J Clin Invest 111, 539-52 (2003)), psoriasis
(Curr Drug Targets Inflamm Allergy 3, 213-9 (2004)), enfermedades intestinales, colitis (Wien Klin
Wochenschr 114, 289-300 (2002)), beta talasemia (Expert Opin Investig Drugs 10, 925-34 (2001)),
enfermedades respiratorias (Am J Respir Crit Care Med 167, 813-8 (2003)), sindrome de Rubinstein-
Taybi (Neuron 42, 947-59 (2004)).

Los inhibidores de histona deacetilasas, tales como los productos naturales tricostatin A (TSA),
trapoxina (TPX) y depsipeptido FK-228, acidos grasos de cadena corta, butirato de sodio, fenilbutirato y
valproato, acido hidroxamico, hidroxamatos tales como el &cido hidroxamico suberoilanilida (SAHA por
sus siglas en inglés), piroxamida, scriptaid, oxamflatina, NVP-LAQ824, péptidos ciclicos los cuales
contienen &cido hidroxamico (CHAP) y la benzamida Ms-275 promueven fuertemente la interrupcion del
crecimiento, diferenciacién y apoptosis en un nimero de células transformadas en cultivo y en modelos
animales (Curr. Opin. Oncol. 2001, 13, 477-843). Entre los mismos, el fenilbutirato de sodio (solo o en
combinacion), depsipéptido, SAHA, piroxamida, NVP-LAQ824, Ms-275, estan en la fase clinica | y/o Il
para el tratamiento de varias enfermedades cancerosas (Nat. Rev. Drug Discov. 2002, 1, 287-299). Sin
embargo su utilidad clinica es restringida por problemas de toxicidad (TSA, CHAP, Ms-275), baja
estabilidad (TSA, trapoxina) baja solubilidad (TSA), baja potencia y carencia de selectividad (butiratos y
andlogos) (Anti-cancer Drugs 2001, 13, 1-13).

[0003] La solicitud WO 04/063169 describe los derivados de acido hidroxamico como inhibidores de HDAC con la
siguiente formula general:

Ra

con R es un anillo heterociclico el cual contiene N opcionalmente substituido con uno o mas grupos adecuados, R
es hidroxilamino, R® es hidréogeno o un substituyente adecuado, L' es —(CH2)n- con n que es un entero de 0 a 6,
opcionalmente substituido con uno o mas substituyentes adecuados y en donde uno o mas metilenos pueden ser
reemplazados con heteroatomos adecuados; L2 es una cadena de alquileno inferior.

[0004] La solicitud WO 03/087066 describe derivados de acido hidroxamico y su uso como inhibidores de histona
deacetilasa con la siguiente formula:

4 O

en donde A es un grupo heterociclico aromatico o fenilo opcionalmente substituido; m y n son independientemente
un entero de 0 a 4; y X es una porcion la cual tiene una estructura seleccionada de

e
? ¥ g

0 0

donde R2 es hidrégeno o un alquilo de C1-C4 opcionalmente sustituido.
La solicitud WO 02/22577 describe los siguientes derivados de acido hidroxamico como inhibidores de deacetilasa
de la férmula general

HO.. = X

Sl
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donde R' es hidrogeno, halégeno o una cadena alquilo de C+-Cs, Rz se selecciona de H, alquilo de Ci-Cyo,
cicloalquilo de C4-Co, heterocicloalquilo, cicloalquilalquilo, arilo, heteroarilo, etc.; Rs y R4 son seleccionados
independientemente de hidrégeno, alquilo de C+-Csg, acilo o acilamino.
Rs se selecciona de hidrégeno, alquilo de C1-Ce y otros; n1, n2 y n3 son un entero de 0 a 6, X e Y son seleccionados
de hidrégeno, halégeno, alquilo de C+-C4 etc.
La solicitud WO 01/38322 describe inhibidores de histona deacetilasa de la férmula general

Cy-L'-Ar-Y'-C(O)-NH-Z
donde Cy es un cicloalquilo opcionalmente substituido, anillo arilo, heteroarilo o heterociclilo; L' es —(CHz)m-W con m
un entero de 0 a 4, W se selecciona entre otros de C(O)NH-, S(O)2-NH-; Ar es un anillo de arileno opcionalmente
substituido, en donde el arileno puede ser fusionado opcionalmente a un anillo arilo o heteroarilo, Y' es un enlace o
una cadena de alquileno saturada; Z es entre otros grupos O-M, en donde M es hidrégeno o un i6n cation
farmacéutico adecuado.
La solicitud WO 95/13264 describe derivados de &cido hidroxamico de la férmula general

en donde R’ representa entre otros grupos fenilo o ariloxifenilo; L es un alquileno de Cs-Cg, alquenileno de Cz-Cs,
(CH2)m-O- (en donde m es un entero de 0 a 4), 0 CO; nes 0 6 1; R® es hidrégeno, alquilo o arilalquilo de C1-C4; M es
hidrégeno, alcoilo, alcoxicarbonilo; y su uso como medicina la cual tiene el efecto de suprimir crecimiento de
musculo liso y que es usable como un preventivo de espesamiento de pared vascular, un preventivo de retenosis
post PTCA e incluso un agente antiarterosclerético.

[0005] Mai et al. describen en J. Med. Chem. 2001, 44, 2069-2072, J. Med. Chem. 2002, 45, 1778-1784, J. Med.
Chem. 20083, 46, 512-524, J. Med. Chem. 2003, 46, 4826-4829, J. Med. Chem 2004, 47, 1098-1109, J. Med. Chem.
2004, 47, 1351-1359 y J. Med. Chem. 2005, 48, 3344-3353 derivados de pirrolil hidroxamida como inhibidores de
HDAC selectivos.

[0006] En particular, Mai et al. describen en J. Med. Chem. 2003, 46, 4826-4829 derivados de pirrolil hidroxamida
como inhibidores de HDAC selectivos, en la que la parte de acido hidroxamico de la molécula esta relacionada con
una parte ariloxipropenilo por un anillo de pirrolilo.

[0007] Se discuten inhibidores de HDAC adicionales en Expert Opin. Ther. Patents 2004, 14(6), 791-804). Los
inhibidores de histona deacetilasas son también identificados con diferentes afinidades con respecto a subclases
especificas de histona deacetilasas (HD2, HD1-A, HD1-B): la capacidad discriminante entre las varias subclases de
histona deacetilasas lleva a importantes consecuencias: es decir, la eliminacién de efectos laterales y/o la actividad
hacia formas especificas de tumores.

[0008] Sin embargo, ninguno de los compuestos mencionados anteriormente han mostrado hasta ahora un perfil
totalmente satisfactorio. Es de esta forma todavia deseado encontrar nuevos inhibidores de histonas deacetilasas
los cuales tienen propiedades antitumorales Utiles, selectividad adecuada y estabilidad de accién; también, la
blusqueda esta abierta para nuevos inhibidores los cuales tienen alta actividad en histona deacetilasas, posiblemente
mostrando una mayor actividad con respecto a subclases especificas de los mismos.

Sumario de la invencion

[0009] Se ha encontrado ahora un nuevo grupo de inhibidores de histona deacetilasa con alta actividad antitumoral y
estable. Estos inhibidores son descritos por la siguiente formula general (1)

en donde:

R1 se elige entre las siguientes estructuras:

(2)
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en donde Y representa O, S, NOH; CH», NOH o NORs donde Rs es alquilo el cual tiene de 1 a 4 atomos de carbono.
R3 es elegido entre hidrogeno, alcoxialquilo;

Ar es un grupo arilo o heteroarilo opcionalmente sustituido.

A es elegido entre:

\_/ \_¢

en donde R: se elige entre hidrégeno, alquilo, cicloalquilo, arilo, arilalquilo, heterociclilo, heterociclilalquilo, halégeno,
haloalquilo, hidroxi, hidroxialquilo, alcoxi, haloalcoxi, amino, aminoalquilo, alquilamino, (tio)carbonilamino,
(tio)aminocarbonilo, sulfonilamino, aminosulfonilo (tio)acilo, (tio)aciloxi, (tio)alcoxicarbonilo, nitro y nitrilo;

[0010] Los compuestos de la formula (I) pueden ser sintetizados por tratar un compuesto de la férmula (ll) donde Ay
Rz tienen los significados mencionados anteriormente y R4 es un grupo saliente adecuado, por ejemplo un halégeno
como bromo o yodo:

cH Ry 18]

3

(i) con un compuesto de la formula Ar-W, en donde Ar tiene los significados mencionados anteriormente, y W es un
grupo capaz de formar, por reaccion con el grupo CHO de (ll), el grupo Ry como se define anteriormente, 0 un
intermediario de sintesis del mismo,

(ii) y ademas con un compuesto de la férmula (l11)

o amy

Zz

donde Z representa el grupo NHOR3 como se define anteriormente o un precursor del mismo, y donde las etapas (i)
y (ii) pueden tomar lugar en cualquier orden.

[0011] Los compuestos de la férmula (1) son fuertes inhibidores de histona deacetilasas, con ICso en el orden de 1
MM o menos. Estos compuestos presentan espectro amplio y actividad estable al paso del tiempo: ambas
caracteristicas son ideales a partir del punto de vista de aplicacion terapéutica. Adicionalmente, los compuestos de
la férmula (l) promueven fuertemente la apoptosis e inhiben la proliferacién celular en un panel de células tumorales.

[0012] La invencion incluye el uso de los compuestos de la formula (I) en el tratamiento y/o prevencion de
enfermedades asociadas con la desregulacion de actividades de histona deacetilasas y las composiciones
farmacéuticas relevantes para administracion de los compuestos.

Breve descripcion de las figuras.

[0013]

La Figura 1 resulta del tratamiento de células U937 con los compuestos indicados (200 nM, 1 uM) por 4 horas y 24
horas.

La Figura 2 es el tratamiento de células U937 con los compuestos de la invencién: efecto en el crecimiento celular y
apoptosis.

La Figura 3 es el tratamiento de células K562 y HT29 con los compuestos de la invencion: Efectos en el ciclo
celular, crecimiento celular y apoptosis.

La Figura 4 son los efectos de la nueva administracion HDACi en cutis normal (inmunohistoquimica para deteccion
de histonas acetiladas)

La Figura 5: Es el efecto de la nueva administracion HDACi en cutis después de la induccidén y ocurrencia de
papilomas (histoquimica para deteccion de histonas acetiladas)

La Figura 6 es el efecto de tratamientos con la nueva HDACi en el nimero de papilomas.

Descripcion detallada de la invencion.
[0014] En la férmula mencionada anteriormente (1) los grupos alquilo, ya sea solos o comprendidos dentro de

estructuras superiores (por ejemplo, alcoxi, arilalquilo, etc.), contienen preferentemente de 1 a 8, (mas
preferentemente de 1 a 4) atomos de carbono y pueden ser lineales o ramificados, y posiblemente substituidos.
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[0015] Los grupos acilo, ya sea solos o comprendidos dentro de estructuras superiores (por ejemplo, aciloxi),
contienen preferentemente de 1 a 8, mas preferentemente de 1 a 4 a&tomos de carbono y pueden ser lineales o
ramificados, saturados o insaturados, y posiblemente substituidos.

[0016] El grupo cicloalquilo contiene preferentemente de 3 a 8, mas preferentemente de 3 a 6 atomos de carbono y
pueden ser saturados o insaturados, y posiblemente substituidos

[0017] Los grupos arilo, ya sea solos o comprendidos dentro de estructuras superiores (por ejemplo arilalquilo), son
anillos monociclicos o policiclicos aromaticos, preferentemente los cuales contienen de 6 a 10 atomos de carbono
por anillo, posiblemente substituidos; un ejemplo preferido de arilo es el grupo fenilo.

[0018] Los grupos heterociclilo, ya sea solos o comprendidos dentro de estructuras superiores (por ejemplo
heterocicloalquilo), ya sea monociclicos o policiclicos, contienen preferentemente de 4 a 8 miembros por anillo, 1 a 3
miembros o los mismos que son heteroatomos tales como N, O, S y pueden ser saturados o insaturados y
posiblemente substituidos.

[0019] En todos los grupos posiblemente substituidos, los posibles substituyentes pueden ser elegidos por ejemplo
entre otros de la funcion hidroxi, alcoxi, haloalcoxi, amino, aminocarbonilo, carbonilamino, carbonilamida, amida,
carboxilo, alcoxicarbonilo, aminoalquilo, alquilamino, dialquilamino, piridilo, piperazinilo, morfolilo, halégeno, nitro y
nitrilo.

[0020] A Ia definicibn mencionada anteriormente de R1 pertenecen cualquier de las funciones a,3 insaturados,que
tienen una estructura (a), (b) o (c); incluyendo aquellas donde la insaturacion a, implica atomos no de carbono, por
ejemplo oxigeno, nitrogeno o atomos de azufre. De esta forma R1 puede ser una cadena de atomo de carbono, o
a=cadena de atomos de carbono substituida con Y en donde Y representa el atomo no de carbono implicado en la
saturacion a,f.

[0021] Los significados preferidos para el grupo Ar son: fenilo, naftilo, piridilo, piranilo, pirrolilo, tienilo, furanilo,
benzofurilo, benzotienilo, indililo.

[0022] En cualquier parte que esté presente, el substituyente opcional del grupo Ar es elegido preferentemente de
entre halégeno, hidroxi, alquilo, alcoxi, trifluoroalquilo, trifluoroalcoxi, dialquilamino, morfolilo, piperazinilo,
metoxicarbonilo.

[0023] Las conexiones del anillo A al Ry y al residuo que contiene Rz son preferentemente en relacién para entre si
en el anillo A. El substituyente R> puede ser unido en cualquier posicion disponible del anillo A: los significados
preferidos para Rz son hidrégeno, halégeno, alquilo, alcoxi. El significado preferido para Rs es hidrégeno.

[0024] Las subestructuras preferidas de la férmula (l) son las siguientes formulas (la), (Ib), (Ic) y (Id):

0 0
Ar e | X ~ NH-OH
/\ F
W X
(la) (1b)
0
0 0
AN AN
A

I A ~ X N NH-OH

/\ NP NH-OH |

Rz X Rz\x/

donde Ar y Ra tienen los significados mencionados anteriormente, y X es un atomo de carbono o nitrégeno. La
invencion ademas incluye un proceso para la preparacion de los compuestos de la formula (I). En su significado mas
general el proceso incluye el tratamiento de un compuesto de la férmula (l1)
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CHO Ry m

Rz

en donde Ay Ro tienen los significados mencionados anteriormente y R4 es un grupo saliente adecuado, por ejemplo
un haldégeno tal como bromo y yodo.

(i) con un compuesto de la férmula Ar-W, donde Ar tiene los significados mencionados anteriormente, y W es un
grupo capaz de formar, por reaccién con el grupo CHO de (ll), el grupo R1, o un intermediario sintético del mismo,

(ii) y ademas con un compuesto de la férmula (l11)

s am

en donde Z representa NHOR3; como se define anteriormente o un precursor del mismo.

[0025] La reaccion de adicién del compuesto Ar-W toma lugar generalmente en ambiente alcalino; preferentemente
el compuesto Ar-W es una acetofenona opcionalmente substituida en el anillo fenilo.

[0026] Preferentemente el grupo de la férmula (lll) es un acrilato de alquilo, mas preferentemente un acrilato de n-
butilo. La adicion del compuesto de la formula (lll) generalmente toma lugar en la presencia de fosfato de potasio y
acetato de paladio; en el caso de los acrilatos de alquilo de la formula (Ill) el grupo O-alquilo trabaja como un
precursor del grupo NHOH; su conversion a NHOH toma lugar de acuerdo a técnicas conocidas, como se ejemplifica
posteriormente.

[0027] En particular, los compuestos preferidos de la formula (la) pueden ser obtenidos por desproteccion de
compuestos de la formula (IV) o (IVa) de acuerdo a la siguiente ruta sintética:

Esquema de reaccion 1.

2o h) o8

(V) o (IVa)

[0028] En todas las férmulas presentadas en la presente, el anillo marcado con “Het” representa el anillo de piridina:.

H
[0029] Los grupos protectores PGy, elegidos de acuerdo con la practica quimica normal, son removidos por métodos
estandar. Cuando PGy es residuo tetrahidropiranilo o 2-metoxi-2-propilo, las condiciones acidas son usadas tales
como acido clorhidrico en solventes apréticos (por ejemplo, dietil éter, dioxano o THF).

[0030] Los compuestos de la férmula (IV) son obtenidos por reaccién de compuestos de la férmula (V) con
hidroxilamina protegida (NH-OPGj)

Lt OH
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[0031] La reaccion de copulacién puede ser promovida por copular agentes conocidos en la técnica de sintesis
organica tales como EDC (1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida), DCC (N,N’-diciclohexil-carbodiimida) o por
agentes de copulacion soportados por polimeros tales como carbodiimida soportada por polimero (PS-DCC, ex
Argonaut Technologies), en la presencia de una base adecuada tal como trietilamina, diisopropiletilamina, en un
solvente adecuado (por ejemplo tetrahidrofurano, diclorometano, N,N-dimetilformamida). Tipicamente, un co-
catalizador tal como HOBT (1-hidroxi-benzotriazol), HOAT (1-hidroxi-7-azabenzotriazol) y similares pueden también
estar presentes en la mezcla de reaccién. La reaccion procede tipicamente en temperatura ambiente por un tiempo
en el intervalo de aproximadamente 2 horas hasta 12 horas.

[0032] Los compuestos de la férmula (V) pueden ser obtenidos por reaccion de compuestos de la férmula (VI)

OH

OH

i 0 Vi)

con compuestos de la férmula (VII)
A/ﬁ\ (Vi

en la presencia de una base inorgéanica tal como KOH o NaOH en solvente protico, tal como etanol, metanol o agua.
La reaccion procede tipicamente de 0°C a temperatura ambiente por un tiempo en el intervalo de aproximadamente
2 horas hasta 12 horas.

[0033] Los compuestos de la férmula (VII) son conocidos compuestos comercialmente disponibles o pueden ser
preparados de compuestos conocidos por métodos conocidos, 0 métodos analogos o aquellos usados para preparar
compuestos conocidos.

[0034] Los compuestos de la formula (VI) son comercialmente disponibles o pueden ser preparados por reaccién de
compuestos de la formula (VIIl), mientras que B es hal6geno, en particular bromo o yodo,

oH

oI

con acrilato de tert-butilo usando condiciones de reaccién Heck clasicas como se describen por Larhed, M.; Hallberg,
A. en Handbook of Organopallodium Chemistry for Organic Synthesis; Negishi, E, Ed.; Wiley-Interscience: New York,
2002. La reaccion toma lugar en presencia de sales de paladio, tales como acetato de paladio, bases organicas e
inorganicas (trietilamina, 1,4-diazabiciclo[2.2.2]octano y bicarbonato de sodio o bicarbonato de potasio) vy,
eventualmente, derivados de fosfina, tales como ftrifenilfosfina en DMF. La reaccion procede tipicamente de
temperatura ambiente a reflujo, usualmente en 100°C, por un tiempo en el intervalo de aproximadamente 2 horas
hasta 12 horas. Los métodos de desproteccién adecuados para conversion de éster de tert-butilo al acido carboxilico
correspondiente seran aquellos usados convencionalmente en la técnica con referencia a textos estandares tales
como Greene, T.W. y Wuts, P.G.M. Protective Groups in Organic Synthesis, John Wiley & Sons Inc. New York, 1991
(Segunda edicion) o en Kocienski, P. J. Protecting groups. George Thieme Verlag, New York, 1994.

[0035] Los compuestos de la formula (VIIl) son compuestos conocidos disponibles comercialmente o pueden ser
preparados de compuestos conocidos por métodos conocidos, 0 métodos anélogos a aquellos usados para preparar
compuestos conocidos.

[0036] Alternativamente los compuestos de la férmula (V) pueden ser obtenidos por reaccién de compuestos de la
formula (1X)

(iX)
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Con compuestos de la formula (VII) en presencia de una base inorganica tal como KOH o NaOH en solvente prético,
tal como etanol, metanol o agua. La reaccion procede tipicamente de 0°C a temperatura ambiente por un tiempo en
el intervalo de aproximadamente 2 horas hasta 12 horas. Los métodos de desproteccion adecuados para conversion
de éster de tert-butilo en el acido carboxilico correspondiente seran aquellos usados convencionalmente en la
técnica.

[0037] Los compuestos de la férmula (IX) pueden ser preparados por reaccion de compuestos de la formula (VIII),
mientras que B es haldégeno en particular bromo o yodo, con acrilato de tert-butilo usando condiciones Heck clasicas
similares a aquellas descritas para la sintesis de compuestos de la formula (VI).

[0038] Alternativamente los compuestos de la férmula (V) pueden se obtenidos por reaccion de compuestos de la
formula (X)

o}

R CHO
: X)
Con tert-butildietilfosfonoacetato en la presencia de una base inorganica tal como hidruro de sodio en un solvente
aprotico tal como THF. La reaccion procede tipicamente de 0°C a temperatura ambiente por un tiempo en el
intervalo de aproximadamente 1 hora hasta 12 horas. Los métodos de desproteccion adecuados para conversiéon de
éster de tert-butilo en el &cido carboxilico correspondiente seran aquellos usados convencionalmente en la técnica.

[0039] Los compuestos de la férmula (X) pueden ser preparados por compuestos de reaccion de la formula (XI)
OHC

R;

™ (X1)

con compuestos de la férmula (VII) en la presencia de una base inorganica tal como KOH o NaOH en solventes
proticos tales como etanol, metanol o agua. La reaccién procede tipicamente de 0°C a temperatura ambiente por un
tiempo en el intervalo de aproximadamente 1 hora hasta 12 horas. Los métodos de desproteccion adecuados para
conversion de dimetilacetal en el aldehido correspondiente seran aquellos usados convencionalmente en la técnica
con referencia a textos estandar tales como Greene, T.W. y Wuts, P.G.M. Protective Groups in Organic Synthesis,
John Wiley & Sons Inc. New York, 1991 (Segunda edicion) o en Kocienski, P.J. Protecting Groups. George Thieme
Verlag, New York, 1994. Compuestos de la formula (XI) pueden ser preparados por reaccion de compuestos de la
formula (XII).

B
0\

o~ (X1

mientras que B es halégeno, en particular bromo o yodo, con un alquil litio, tal como n-butil litio, seguido por la
adicion de DMF en solvente aprético tal como THF. La reaccion procede tipicamente de -78°C a temperatura
ambiente por un tiempo en el intervalo de aproximadamente 1 hasta 3 horas.

2

[0040] Los compuestos de la formula (XIl) pueden ser obtenidos a partir de compuestos de la formula (VII) por
conversion de aldehido en el acetato de dimetilo correspondiente usando métodos de proteccién adecuados que
seran aquellos usados convencionalmente en la técnica.

[0041] Alternativamente los compuestos de la férmula (V) pueden ser obtenidos por reaccién de compuestos de la
formula (XIIl) mientras que B es halégeno, en particular bromo o yodo,

o]

R B(xm)

Con acrilato de tert-butilo usando condiciones de Heck clasicas similares a aquellas descritas para la sintesis de
compuestos de la formula (VI). La desproteccion del éster tert-butilo es llevada a cabo de acuerdo a procedimientos
estandar conocidos.



10

15

20

25

30

35

ES 2428 539 T3

[0042] Los compuestos de la férmula (XIIl) pueden ser preparados por reaccion de compuestos de la férmula (VIII)
con compuestos de la férmula (VII) en la presencia de una base organica o inorganica tal como KOH o NaOH en
solvente aprético, tal como etanol, metanol o agua. La reaccién procede tipicamente de 0°C a reflujo, por un tiempo
en el intervalo de aproximadamente 1 hora a 36 horas.

[0043] Cuando A es un heteroarilo, los compuestos de la férmula (IVa) son obtenidos por reaccion de compuestos
de la férmula (XIV) con hidroxilamina protegida (NH2OPGj).
0]

A =
P OH

© (XIV)

[0044] La reaccion de copulacién puede ser promovida por agentes de copulacién conocidos en la técnica de
sintesis orgéanica tal como EDC (1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida), DCC (N,N’-diciclohexil-carbodiimida) o
por agentes de copulacién soportados por polimeros tales como carbodiimida soportada por polimero (PS-DCC, ex
Argonaut Technologies), en la presencia de una base adecuada tal como ftrietilamina, diisopropiletilamina, en un
solvente adecuado (por ejemplo, tetrahidrofurano, diclorometano, N,N-dimetilformamida). Tipicamente, un co-
catalizador tal como HOBT (1-hidroxi-benzotriazol), HOAT (1-hidroxi-7-azabenzotriazol) y similares pueden también
estar presentes en la mezcla de reaccién. La reaccién procede tipicamente en temperatura ambiente por un tiempo
en el intervalo de aproximadamente 2 horas hasta 12 horas.

[0045] Los compuestos de la férmula (XIV) pueden ser preparados por reaccion de compuestos de la férmula (XV)

OHC
@ P OtBu

° (XV)

Con compuestos de la formula (VII) usando las mismas condiciones experimentales descritas anteriormente. La
desproteccion del éster ter-butilo es llevada a cabo de acuerdo a los procedimientos estandar conocidos.

[0046] Los compuestos de la férmula (XV) pueden ser preparados por reaccién de compuestos de la férmula (XVI)

CHO (XVI)

con dietilfosfonoacetato de tert-butilo en la presencia de base inorganica tal como hidruro de sodio en solvente
aprotico tal como THF. La reaccion procede tipicamente de 0°C a temperatura ambiente por un tiempo en el
intervalo de 1 hora hasta 12 horas. Los métodos adecuados para conversion del dimetilacetal en el aldehido
correspondiente seran aquellos usados convencionalmente en la técnica.

[0047] Los compuestos de la férmula (XVI) pueden ser preparados utilizando los mismos procedimientos descritos
para la sintesis de compuestos de formula (XI).

[0048] Los compuestos preferidos de la formula (Ib) pueden ser obtenidos de acuerdo a la siguiente ruta sintética:

Esquema de reaccion 2

OH
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[0049] La etapa a puede ser realizada en la presencia de fosfato de potasio y acetato de paladio. La etapa b puede
ser realizada por agregar la acetofenona adecuada a n-butil-3-formilcinamato, en ambiente basico alcohdlico. La
etapa ¢ puede ser realizada por tratar el derivado de acido carboxilico en el esquema de reacciéon 2 con una
hidroxilamina protegida bajo condiciones de copulaciéon peptidicas estandar conocidas en la técnica. Para
compuestos de la férmula (Ic) es posible usar la siguiente ruta sintética:

Esquema de reaccion 3

o CHO

d

Y =NHCH )

[0050] Las etapas a y ¢ pueden ser realizadas en ambiente basico alcohdlico. La etapa b puede ser realizada en
presencia de fosfato de potasio y acetato de paladio. La etapa d puede ser realizada por reaccion con cloroformiato
de etilo y trietilamina, seguido por tratamiento con O-(2-metoxi-2-propil)hidroxilamina y elucién en resina de
intercambio de iones.

[0051] Los compuestos de la férmula (Id) pueden ser obtenidos por reacciones analogas.

[0052] Debido a la interposicién de Ry entre los grupos Ar y cinamoilamida, los compuestos de la formula (I) son
caracterizados por un area extendida de conjugacion de electrones, un papel especial es jugado por el grupo
aromatico o heteroaromatico central representado en la férmula (1) la cual, debido a su caracter aromatico intrinseco,
permite un grado ideal de resonancia entre el eje longitudinal total de la molécula, extendiéndose desde Ar al grupo
NHOR:s.

[0053] Todos los compuestos de la férmula (I) son coronados en el extremo con propiedades farmacoldgicas
interesantes. De hecho muestran una alta actividad inhibidora de histona deacetilasas, con ICsg en el orden de 1 uM
o menos. Con respecto a una variedad de lineas celulares, esta actividad es de espectro amplio y es estable en todo
momento; ambas caracteristicas son ideales desde el punto de vista de la aplicacién terapéutica. Los compuestos
de la formula (I) también muestran una actividad poderosa para promover la apoptosis e inhibir la proliferacion
celular en un panel de células tumorales, los cuales ademas soportan la eficacia antitumoral.

[0054] La presente invencion incluye los compuestos de la férmula (), para uso en terapia, en particular en el
tratamiento de enfermedades asociadas a desregulacion de histona deacetilasa.

[0055] Un objeto adicional de la invencion son composiciones farmacéuticas para tratamiento y prevenciéon de
enfermedades asociadas a desregulacién de actividad de histona deacetilasas, caracterizadas porque contienen uno
0 mas principios activos de la férmula (1), en asociacion con excipientes y diluyentes aceptables farmacéuticamente.

[0056] Los compuestos de la invencidn tienen una accion sinergistica con farmacos antitumorales conocidos: las
composiciones farmacéuticas mencionadas anteriormente pueden de esta forma incluir ademas agentes
antitumorales conocidos y/o cualquier farmaco adicional Util para co-administracion con agentes antitumorales (ad
es., compuestos inmunoestimulantes, promotores de diferenciaciéon de células, etc.).
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[0057] Los compuestos de esta invencion pueden ser administrados en forma convencional, por ejemplo, oral,
intravenosamente, subcutanea, transmucosalmente (incluyendo bucal, sublingual, transuretralmente y rectalmente),
topicamente, transdérmicamente, por inhalacién o usando cualquier otra ruta de administracion.

[0058] Los compuestos de la férmula (I) pueden ser formulados farmacéuticamente de acuerdo a métodos
conocidos. Las composiciones farmacéuticas pueden ser elegidas en funciéon del tratamiento. Las composiciones
son preparadas por mezclado adecuado de sus ingredientes y son adaptados adecuadamente para administracion
oral o parenteral; pueden ser formuladas como tabletas, capsulas, preparaciones orales, polvos, granulos, pastillas,
polvos regenerables, soluciones inyectables liquidas o infusibles, suspensiones o supositorios.

[0059] Las tabletas y capsulas para administracién oral son presentadas normalmente como forma de dosis unitaria,
y pueden contener excipientes convencionales tales como aglutinantes, agentes de relleno, diluyentes, agentes de
tableteado, lubricantes, detergentes, desintegrantes, tintes, saborizantes y agentes de humectacién. Las tabletas
pueden ser recubiertas de acuerdo a métodos bien conocidos en la técnica. Los agentes de relleno adecuados
incluyen celulosa, manitol, lactosa y agentes similares adicionales. Los desintegrantes incluyen almidon,
polivinilpirrolidona y derivados de almidén tales como glicolato de sodio y almidén. Lubricantes adecuados incluyen,
por ejemplo estearato de magnesio. Los agentes de humectacion adecuados incluyen laurilsulfato de sodio.

[0060] Las composiciones orales solidas pueden ser preparadas por mezclado, rellenado y compresion
convencionales. Es posible repetir las operaciones de mezclado con el fin de dispersar el agente activo en
composiciones que contienen altas cantidades de agentes de relleno. Estas operaciones son convencionales.

[0061] Las preparaciones orales liquidas pueden ser formuladas por ejemplo como suspensiones acuosas o
aceitosas o soluciones, emulsiones, jarabes o elixir, o pueden ser presentadas como producto secado por
congelamiento para ser regenerado por adicion de agua o un vehiculo adecuado antes de uso. Las preparaciones
liquidas pueden contener aditivos convencionales tales como agentes de suspension, por ejemplo, sorbitol, jarabe,
metilcelulosa, gelatina, hidroxietilcelulosa, carboximetilcelulosa, gel de estearato de aluminio o grasas comestibles
hidrogenadas, agentes emulsificantes, por ejemplo lecitina, monooleato de sorbitan, o acacia; vehiculos no acuosos
(los cuales pueden incluir aceites comestibles), por ejemplo aceite de almendras, aceite de coco fraccionado,
ésteres aceitosos tales como ésteres de glicerina, propilenglicol, o alcohol etilico; conservadores, por ejemplo p-
hidroxibenzoato de metilo o propilo o acido sérbico y, si se desea, saborizantes y tintes convencionales.

[0062] Las formulaciones orales incluyen formas de liberacion sostenida convencionales, tales como tabletas
recubiertas entéricas o granulos.

[0063] Para administracién parenteral, es posible preparar unidades de dosis de fluido, las cuales contienen el
compuesto y un vehiculo estéril. El compuesto, dependiendo del vehiculo elegido y concentracion, puede ser
suspendido o disuelto. Las soluciones parenterales son preparadas normalmente por disolver el compuesto en un
vehiculo, esterilizar por filtracion, rellenar en viales adecuados y sellado. Ventajosamente es también posible disolver
en el vehiculo, los adyuvantes adecuados tales como anestésicos locales, conservadores y agentes de amortiguado.
Con el fin de incrementar la estabilidad, la composicion puede ser congelada después de llenar el vial y remover el
agua bajo vacio. Las suspensiones parenterales son preparadas substancialmente en la misma forma, con la
diferencia que el compuesto puede ser suspendido mas que ser disuelto en el vehiculo, y pueden ser esterilizadas
por tratamiento con oxido de etileno antes de ser suspendido en el vehiculo estéril. Ventajosamente, es posible
incluir un tensioactivo o un agente de humectacion en la composicién con el objetivo de uniformar la distribucion del
compuesto de la invencion.

[0064] Los compuestos de la invencion pueden ser administrados también topicamente. Las formulaciones tdpicas
pueden comprender, por ejemplo, un unglento, crema, gel, locion, solucién, pasta o similares, y/o pueden ser
preparadas como para contener liposomas, micelas, y microesferas. Los unglientos, como es bien conocido en la
técnica de la formulacion farmacéutica, son preparaciones semisoélidas que son tipicamente basadas en petrolato u
otros derivados de petréleo. Ejemplos de unguentos incluyen bases de ungiiento oleoginosos, por ejemplo, aceites
vegetales, grasas obtenidas de animales, e hidrocarburos semisélidos obtenidos de petréleo, bases de unglento
emulsificable, por ejemplo, sulfato de hidroxiestearina, lanolina anhidra y petrolato hidrofilico, bases de ungiiento de
emulsién, por ejemplo, alcohol cetilico, monoestearato de glicerilo, lanolina y acido estearico y bases de unglento
solubles en agua preparadas de polietilenglicoles de variado peso molecular (Ver, por ejemplo Remington: The
Science and Practice of Pharmacy, Twentieth Ed., Lippincott Williams & Willcins: Philadelphia, 2000) Cremas, como
también son bien conocidas para aquellos expertos en la técnica, son liquidos viscosos o emulsiones semisélidas, y
contienen una fase de aceite, un emulsificador y una fase acuosa. La fase de aceite es generalmente comprendida
de petrolato y un alcohol graso tal como cetilo o alcohol estearilico. La fase acuosa usualmente contiene un
humectante. El emulsificador en una formulaciéon de crema es elegido entre los tensioactivos no iénicos, anionicos,
cationicos o anfotéricos. Los geles de fase sencilla contienen macromoléculas organicas distribuidas
substancialmente en forma uniforme en todo el liquido portador, el cual es tipicamente acuoso, pero también,
preferentemente, contiene un alcohol y, opcionalmente, un aceite. Los agentes de gelificacion preferidos son
polimeros de acido acrilico reticulados (tales como polimeros de “carbémero”, por ejemplo carboxipolialquilenos que
pueden ser obtenidos comercialmente bajo la marca Carbopol. También son preferidos los polimeros hidrofélicos
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tales como 6xidos de polietileno, copolimeros de polioxietileno-polioxipropileno y alcohol polivinilico; polimeros
celuldsicos tales como hidroxipropilcelulosa, hidroxietilcelulosa, hidroxipropil metilcelulosa, ftalato de hidroxipropil
metilcelulosa, y metilcelulosa; gomas tales como tragacanto y goma de xantano; alginato de sodio; y gelatina. Para
la preparacion de geles uniformes, agentes de dispersion tales como alcohol o glicerina pueden ser agregados, o €l
agente de gelificacion puede ser dispersado por trituracion, mezclado mecanico y/o agitacion.

[0065] Los compuestos de la invencion pueden también ser administrados por medio de liberacién transdérmica. Las
formulaciones transdérmicas tipicas incluyen vectores acuosos y no acuosos convencionales, tales como cremas,
aceites, lociones, o pastas o pueden ser proporcionadas como membranas o yesos medicados. En una modalidad,
un compuesto de la invencion se dispersa en un yeso sensible a presion el cual se adhiere a la piel. Esta
formulacion permite al compuesto ser dispersado a partir del yeso al paciente a través de la piel. Con el fin de
obtener una liberacion sostenida del farmaco a través del cutis, la goma natural y el silicio pueden ser usados como
adhesivos sensibles a presién.

[0066] Como es practica comun, las composiciones son normalmente asociadas con instrucciones escritas o
impresas para uso en los tratamientos relevantes.

[0067] La invencién también incluye el uso de los compuestos de la formula (1) en la preparacién de un medicamento
para prevencién y/o tratamiento de enfermedades asociadas a desregulacion de la actividad de histonas
deacetilasas. Ejemplos de tales enfermedades son enfermedades tumorales, enfermedades de Huntington
provocadas por amplificacion de triplete, enfermedades degenerativas, isquemia, tension de oxidacion, respuestas
inflamatorias del sistema nervioso, epilepsia, enfermedades provocadas por agregados de proteina, infecciones de
VIH, malaria, leismaniosis, infecciones provocadas por protozoarios, hongos, agentes fitotoxicos, virus, parasitos,
enfermedades autoinmunes, reaccién inmune dirigida a huésped crénica, hipertrofia y desérdenes cardiacos,
enfermedad fibrética de la piel, atrofia espinal o bulbar muscular, des6rdenes bipolares, desérdenes psiquiatricos,
sindrome de X fragil, artritis, enfermedades renales, psoriasis, enfermedades intestinales-colitis, beta talasemia,
enfermedades respiratorias, sindrome de Rubinstein-Taybi.

[0068] Ejemplos de tumores sensibles a la presente terapia son: leucemias y linfomas mieloides y linfoides,
sindromes mielodisplasticos agudos y cronicos, mieloma mdltiple, tumores mamarios, tumores del pulmén y
mesoteliomas pléuricos, tumores cutaneos, incluyendo carcinomas basales (basaliomas), melanomas,
osteosarcomas, fibrosarcomas, rabdomiosarcomas, neuroblastomas, glioblastomas, tumores cerebrales, tumores
testiculares y ovaricos, tumores endometriales y prostaticos, carcinomas de la tiroides, tumores colo-rectales,
tumores gastricos y adenocarcinomas gastrointestinales, carcinomas hepaticos, carcinomas pancreaticos, tumores
renales, teratocarcinomas y embriocarcinomas.

[0069] Los compuestos de la invencién pueden usarse como un método para prevencién y/o tratamiento de tumores
caracterizado por administrar cantidades farmacolégicamente Utiles de un compuesto de la féormula (I) a un paciente
en necesidad del mismo. Tal uso y método puede incluir la co-administracion, simultanea o diferida con respecto a la
administracion del compuesto de la férmula (1), de posibles agentes adicionales con actividad conocida, y cualquier
farmaco adicional Utiles para la administracion en terapia de articulaciones con los agentes.

[0070] La dosis de los compuestos de la formula (l) es ampliamente variables en funcion del paciente y su estado, el
grado de progresién de la enfermedad, la forma elegida de administracién, el niUmero elegido de administraciones
diarias, etc. Como una referencia pueden ser administrados en un intervalo de dosis comprendido entre 0.001 y
1000 mg/kg/dia.

[0071] La invencién es descrita en la presente por los siguientes ejemplos que no tienen funcion limitante.

Parte experimental

1. Quimica
Métodos

[0072] A menos que se indique otra cosa, todos los materiales de partida son obtenidos de proveedores comerciales
y usados sin purificacion adicional.

[00731 Especificamente. la siauiente abreviacion puede ser usada en los eiemplos v en toda la especificacion.

g (gramos) RMN (Resonancia Magnética Nuclear)

mg (miligramos) 1H (protdn)

ml (mililitros) MHz (megahertz)

M (molar) Hz (Hertz)

pl (microlitros) LC-MS (espectro de masa de cromatografia
liquida)
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mmol (milimoles) RT (tiempo de retencién, minutos)
THF (tetrahidrofurano) (trietilamina)

EtOAc (acetato de etilo) NaH (hidruro de sodio)

(MeOH (metanol) Na>SO4 (sulfato de sodio)

EtOH (alcohol etilico) K2COj3 (carbonato de potasio)
DCM (diclorometano) Pd(OAc); (acetato de paladio)
DMF (dimetilformamida) KOH (hidréxido de potasio)

EDC (clorhidrato de 1-3 (dimetilaminopropil)-3- | HCI (acido clorhidrico
etilcarbodiimida)
PPh3 (trifenilfosfina) n-BuLi (n-butil-litio)

HOBT (1-hidroxibenzotriazol) DMSO-ds (dimetilsulféxido deuterizado)
DMA (dimetilacetamida)

[0074] Todas las referencias a salmuera se refieren a una solucién acuosa saturada de NaCl. A menos que se
indique otra cosa, todas las temperaturas son expresadas en 0°C (grados centigrados). Espectros RMN-"H son
registrados en un Brucker 300 MHz. Los cambios quimicos son expresados en partes por millén (ppm, unidades 0).
Las constantes de acoplamiento son en unidades de Hertz (Hz). Los patrones de division describen aparentes
multiplicidades y son designados como un s (singulete), d (doblete), t (triplete), q (cuartete), quint (quintete), m
(multiplete). B antes de los varios simbolos significa amplio.

[0075] Los puntos de fusion son determinados en un medidor Blichi 530. Los espectros infrarrojo (KBr) en un
instrumento Perkin-Elmer Spectrum One. Los espectros de masa (MS por sus siglas en inglés) son obtenidos en un
espectrometro JEOL JMS-HX 100.

[0076] LCMS son registrados bajo las siguientes condiciones:

METODO A: Bomba 1525, 2777 Sample Manager, PDA 996, cuadropolo Micromass ZQ Single (Waters).
Columna Sunfire C18 (50 x 2.1 mm, 3.5 um);

Velocidad de flujo: 0.25 ml/minutos proporcién de divisiéon Ms:desecho/1:4;

Fase movil: Fase A=agua/CH3CH 95/5 + 0.1% de TFA; fase B=agua/CH3CN 5/95 + 0.1% de TFA. 0-1.0 minutos
(A:98%, B:2%), 1.0-5.0 minutos (A: 0%, B:100%), 5.0-9.0 minutos (A:0%, B:100%), 9.1.0-12 minutos (A:98%,
B:2%); longitud de onda de deteccién de UV 254 nm o BPI; volumen de inyeccién: 5 pl.

METODO B: Bomba 1525, 2777 Sample Manager, Pda 996, cuadrupolo Micromass ZQ Single (Waters).
Columna luna C18 (30x 2.1 mm, 3 um);

Velocidad de flujo: 0.25 ml/minutos proporcién de division MS:desecho/1:4;

Fase movil: Fase A=agua/CH3CN 95/5 + 0.1% de TFA, Fase B=agua/CH3CN 5/95 + TFA al 0.1%. 0-1.0 minutos
(A:98%, B:2%), 1.05-5.0 minutos (A:0%, B:100%), 5.0-9.0 minutos (A:0%, B:100%), 9.1.0-12 minutos (A:98%,
B:2%); longitud de onda de deteccion de UV 254 nm o BPI; volumen de inyeccién: 5 pl.

METODO C: Bomba 1525, 2777 Sample Manager, Pda 996, cuadrupolo Micromass ZQ Single (Waters).
Columna Xterra C18 (50 x 2.1 mm, 2.5 pum); velocidad de flujo: 0.25 ml/minutos proporcion de division
MS:desecho/1:4;

Fase movil: Fase A=agua/CH3CN 95/5 + 0.1% de TFA, Fase B=agua/CH3CN 5/95 + 0.1% de TFA. 0-1.0 minutos
(A:98%, B:2%), 1.0-5.0 minutos (A: 0%, B:100%), 5.0-9.0 minutos (A:0%, B:100%), 9.1.-12 minutos (A:98%,
B:2%); longitud de onda de deteccion de UV 254 nm o BPI; volumen de inyeccién: 5 pl.

METODO D: Bomba 1525, 2777 Sample Manager, PDA 996, cuadrupolo Micromass ZQ Single (Waters).
Columna Atlantis dC18 (100 x 2.1 mm, 3 pm); velocidad de flujo: 0.25 ml/minutos proporcion de division
MS:desecho/1:4;

Fase movil: Fase A=agua/CH3CN 95/5 + 0.1% de TFA, Fase B=agua/CH3CN 5/95 + 0.1% de TFA. 0-1.0 minutos
(A: 98%, B:2%), 1.0-5.0 minutos (A:0%, B:100%), 5.0-9.0 minutos (A:0%, B:100%), 9.1.-12 minutos (A:98%,
B:2%); longitud de onda de deteccién de UV 254 nm o BPI; volumen de inyeccién: 5 pl.

METODO E: Bomba 1525, 2777 Sample Manager, PDA 996, cuadrupolo Micromass ZQ Single (Waters).
Columna Disc. HSF5 C18 (50 x 2.1 mm, 3 um); velocidad de flujo: 0.25 ml/minutos proporcién de division
MS:desecho/1:4;

Fase movil: Fase A=agua/CH3CN 95/5 + 0.1% de TFA, Fase B=agua/CH3CN 5/95 + 0.1% de TFA. 0-1.0 minutos
(A: 98%, B: 2%), 1.0-5.0 minutos (A: 0%, B: 100%), 5.0-9.0 minutos (A: 0%, B: 100%), 9.1.-12 minutos (A: 98%,
B: 2%); longitud de onda de deteccion de UV 254 nm o BPI; volumen de inyeccién: 5 pl.

METODO F: Bomba 1525, 2777 Sample Manager, PDA 996, cuadrupolo Micromass ZQ Single (Waters). SunFire
C18 (50 x 2.1 mm, 3.5 pm); velocidad de flujo: 0.25 ml/minutos proporcion de division MS:desecho/1:4;

Fase movil: Fase A=HCOO-NH*4 pH=8/MeOH/CH3CN 85/10/05; Fase B=HCOO-NH+4 pH=8/MeOH/CH3CN
5/10/85. 0-1.0 minutos (A:98%, B:2%), 1.0-5.0 minutos (A:0%, B:100%), 5.0-9.0 minutos (A:0%, B:100%), 9.1-12
minutos (A:98%, B:2%); longitud de onda de deteccion de UV 254 nm o BPI; volumen de inyeccién: 5 pl.

[0077] Todos los espectros de masa son tomados bajo métodos de ionizacién de electroaspersion (ESI por sus
siglas en inglés).
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[0078] La mayoria de las reacciones son monitoreadas por cromatografia de capa fina en placas de geles de silice
0.2 mm Merck (60F-254), visualizados con luz UV. La cromatografia de columna réapida es realizada en gel de silice
60 (0.04-0.063 mm) Merck.

Sintesis de 4-formilcinamato de etilo
[0079] Se realiza la sintesis de acuerdo a Saigo et al., Bull. Chem. Soc. Jpn. 1995, 68, 2355-2362.
Sintesis de 3-formilcinamato de n-butilo

[0080] Se seca un tubo de 10 ml de Schenk en un horno y se carga bajo N2 con K3PO4 (2.37 g, 11.16 mmoles) y
DMA (2.0 ml). 3-Yodobenzaldehido (1.85 g, 7.97 mmol) y n-butilacrilato (2.28 ml, 15.94 mmol) son entonces
agregados por jeringa. Una solucién de Pd(OAc) (0.18 g, 0.797 mmol) en DMA (0.5 ml) es ademas agregada por
jeringa. El tubo Schlenk es entonces sellado bajo nitrégeno y se coloca en un bafio de aceite precalentado en 140°C,
y se agita la mezcla de reacciéon por 24 horas. Después de enfriar a temperatura ambiente, se vacia la mezcla de
reaccion en agua (50 ml) y se extrae con acetato de etilo (3 x 50 ml). Se lavan los extractos organicos combinados
con salmuera, se secan (Na:S0O.) y se concentraron bajo vacio a sequedad. Se purifica el producto sin purificar por
columna cromatografica en gel de silice, eluyendo con n-hexano/acetato de etilo/metanol 12/3/1 (rendimiento 47%).
RMN-'H (CDCl3) & 0.91-0.96 (t, 3H, OCH2CH2CH>CHj3), 1.39-1.42 (m, 2H, OCH>CH>CH>CHs), 1.65-1.68 (m, 2H,
OCH2CH2CH>CHs), 4.17-4.21 (m, 2H, OCH>CH>CH>CH3), 6.48-6.53 (d, 1H, ArCH=CHCO), 7.52-7.54 (m, 1H,
benceno, H-5), 7.53-7.75 (m, 2H, ArCH=CHCO y benceno H-6), 7.84-7.86 (m, 1H, benceno H-4), 7.99 (m, 1H,
benceno H2), 10.01 (s, 1H, CHO).

[0081] 4-cinamoilcinamato de n-butilo mostrado en el Esquema 3 es preparado usando un procedimiento similar.
Procedimiento General para la sintesis de acidos cinamicos 3- y 4-susbtituidos
Ejemplo: sintesis de acido 3-[3-[3-(3-fluorofenil)-3-oxopropen-1-ilJoencenpropenoico.

[0082] Una mezcla de cinamato de n-butil-4-formilo (6.0 mmoles, 1.40 g), 3-fluoroacetofenona (6.0 mmoles, 0.93 @),
y KOH 2 N (24.0 mmol, 12.4 ml) en etanol (15 ml)/agua (15 ml) se agita en temperatura ambiente por 24 horas.
Después de esto, se vacia la soluciéon con agua (100 ml) y se acidifica con HCI 2N. El precipitado de esta forma
obtenido es filtrado y recristalizado obteniendo el &cido puro. Rendimiento: 72%; punto de fusién 157-159°C,
solvente de recristalizacion: acetonitrilo. RMN-'H (DMSO-dg) 6 6.69-6.73 (d, TH, CH=CHCOOQOH), 7.48-7.54 (m, 2H,
benceno H), 7.61-7.65 (m, 2H, benceno H y COCH=CH), 7.74-7.80 (m, 2H, benceno H y COCH=CH), 7.88-7.90 (m,
1H, benceno H), 8.02-8.06 (m, 3H, benceno H y CH=CHCOOH), 8.32 (s, 1H, benceno H), 12.50 (bs, 1H, OH).

[0083] La 4-bromofenil-2-fenilvinilcetona mostrada en el Esquema 3 es preparada usando un procedimiento similar.
Procedimiento General para la sintesis de amidas de N-hidroxicinamicas 3- y 4-substituidas
Ejemplos: Sintesis de N-hidroxi-3-[3-[3-(3-fluorofenil)-3-oxopropen-1-ilJoencen]propenamida.

[0084] Se agrega una solucién enfriada (0°C) de acido 3-[3-[3-(3-fluorofenil)-3-oxopropen-1-iljoencenpropenoico (4.2
mmol, 1.2 g) en THF seco (10 ml) a cloroformiato de etilo (5.0 mmol, 0.5 ml) y trietilamina (5.4 mmol, 0.8 ml), y se
agita la mezcla por 10 minutos. Se filira la mezcla de reacciéon, y se agrega el filtrado a 0-(2-metoxi-2-
propil)hidroxilamina (4.71 mmol, 0.35 ml) (Tetrahedron 1988, 44, 6013-20). Se agita la solucidon por 15 minutos en
0°C, después se evapora bajo presion reducida, y se diluye el residuo en metanol (10 ml). Se agrega la solucién del
hidroxamato O protegido a una resina de Amberlyst® 15 de intercambio de iones (0.3 g), y se agita la mezcla
resultante en 45°C por 1 hora. Después de esto, se filtra la mezcla de reaccion y se concentra el filtrado bajo vacio
obteniendo la N-hidroxiamida sin purificar, la cual es entonces purificada por cristalizaciéon. Rendimiento: 74%; punto
de fusion 166-168°C, solvente de recristalizacion:acetonitrilo. RMN-"H (DMSO-dg) & 6.54-6.58 (d, 1H,
CH=CHCOOH), 7.48-7.56 (m, 3H, benceno H), 7.62-7.66 (m, 2H, benceno H), 7.76-7.80 (m, 1H, COCH=CH), 7.87-
7.89 (m, 1H, benceno H), 7.96-8.03 (m, 3H, benceno H, COCH=CH y CH=CHCOOQH), 8.15 (s, 1H, benceno H), 9.07
(s, TH, NH), 10.80 (s, 1H, OH).

[0085] Por seguir los procedimientos generales mencionados anteriormente, se sintetizan un nimero de
compuestos, cuyas estructuras y datos de sintesis son reportados en la Tabla 1.
Tabla 1

MNHOI
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Compuesto Ar Rendimiento X Pf °C

(%)
MC1632 Ph 62 C6H6/CH3CN 180-181
MC1645 2-Cl-Ph 53 CH3CN 158-160
MC1622 3-Cl-Ph 60 MeOH 205-206
MC1624 2-F-Ph 51 C6H6/CH3CN 155-156
MC1610 3-F-Ph 67 C6H12/C6H6 175-176
MC1625 4-F-Ph 74 MeOH 208-209
MC1644 2-Me-Ph 48 CH3CN 140-142
MC1623 3-Me-Ph 56 MeOH 210-212
MC1639 4-Me-Ph 65 MeOH 226-228
MC1652 1-naftilo 65 CH3CN 134-136
MC1671 5- dihidrohidro

benzofurano 76 CH3CN 179-181 dec.
Ar MEOH

Compuesto Ar Rendimiento X Pf °C

(%)
MC1646 Ph 64 C6H6/CH3CN 108-110
MC1670 2-Cl-Ph 61 CH2Cl2/éter 104-106

petr.
MC1672 3-Cl-Ph 68 THF/éter 177-179
petr.
MC1661 2-F-Ph 58 C6H12/C6H6 98-100
MC1653 3-F-Ph 74 CH3CN 166-168
0
H\..
= NHOH
o

Compuesto Ar Rendimiento X Pf °C

(%)
MC1631 - 57 C6H/CH3CN 147-149

Ejemplo 1: 3-[3-fluoro-4-(3-oxo-3-fenil-propenil)-fenil]-N-hidroxi-acrilamida

a
=
LS o
"JLDH
Q

Etapa A

[0086] Se desgasa una solucién de 4-bromo-2-fluoro-benzaldehido (2 g, 9.9 mmol) en DMF (50 ml) y trietilamina
(6 ml) haciendo fluir N> por 30 minutos. Se agregan PPhs (130 mg, 0.459 mmol), Pd(OAc): (44.3 mg, 0.20 mmol),
NaHCOs (1.6 g, 18.6 mmol) y acrilato de tert-butilo (1.27 g, 9.9 mmol) y se calienta la mezcla resultante llevando a
reflujo por 4 horas. Se agregan acrilato de tert-butilo adicional (633 mg) y Pd(OAc)2 (20 mg) y se agita la mezcla en
100°C por 3 horas después se diluye la solucion con H>O y se extrae con Et-O. Se seca la capa organica en NaxSO4
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y se evapora el solvente bajo vacio para dar el producto sin purificar que se purifica por cromatografia de gel de
silice (éter de petr6leo/EtOAc 95:5). Las fracciones recolectadas dan 2 g de éter tert-butilo del acido 3-(3-fluoro-4-
formil-fenil)-acrilico.

Rendimiento: 80%

Etapa B

[0087] Se disuelve el éster tert-butilo del acido 3-(3-fluoro-4-formil-fenil)-acrilico (2 g, 8 mmol) en DCM (23 ml) y
acido trifluoroacético (6 ml). Se agita la mezcla en temperatura ambiente por 6 horas entonces se evapora el
solvente bajo vacio el cual es 1.62 g de acido 3-(3-fluoro-4-formil-fenil)-acrilico.

Rendimiento: cuantitativo

Etapa C

[0088] Se disuelve el &cido 3-(3-fluoro-4-formil-fenil)-acrilico (500 mg, 2.57 mmol) en etanol/agua (1:1, 10 ml) y KOH
1.7 M (3 ml). Se agrega a la solucién resultante acetofenona (0.3 ml, 2.57 mmol). Se agita la mezcla en temperatura
ambiente durante la noche después se acidifica con HCI al 10% y se extrae con EtOAc. Se seca la capa organica en
Na>SO4 y se evapora el solvente bajo vacio. Se tritura el producto sin purificar en EtOAc y se filtra para dar 560 mg
de &cido 3-[3-fluoro-4-(3-oxo-3-fenil-propenil)-fenil]-acrilico.

Rendimiento: 73%

Etapa D

[0089] Se disuelve el acido 3-[3-fluoro-4-(3-oxo-fenil-propenil)-fenil]-acrilico (450 mg, 1.52 mmol) en THF (10 ml) y
DMF (1 ml). Se agregan a la solucion resultante, HOBT (413 mg, 3.04 mmol), EDC (580 mg, 3.04 mmol), TEA (0.423
ml, 3.04 mmol) y NH.OTHP (213 mg, 1.82 mmol). Se agita la mezcla durante la noche en RT después se fracciona
entre agua y EtOAc. Se lava el extracto organico con agua después se seca en Na,SO, y se evapora bajo vacio.

[0090] Se purifica el producto sin purificar por cromatografia de gel de silice (éter de petroleo/EtOAc 1:1) y se
disuelve el aceite resultante en DCM y se trata con HCI/Et2O por 1 hora. Se filira el precipitado en embudo de
Buckner y se lava con DCM/MeOH para dar 200 mg de 3-[3-fluoro-4-(3-oxo-3-fenil-propenil)-fenil]-N-hidroxi-
acrilamida.

Método LC-MS= B RT=6.01; (ES+) da MH+: 312.2

RMN-1H (DMSO-d6): 10.84 (s br, 1H), 9.07 (s br, 1H), 8.00 (m, 3H); 8.00 (d, 1H); 7.81 (d, 1H); 7.69 (ddd, 1H); 7.63-
7.52 (M, 4H); 7.48 (d, 1H); 6.60 (d, 1H).

[0091] Los compuestos en la Tabla 2 son preparados de acuerdo al procedimiento descrito anteriormente (etapas A-
D o C-D cuando el intermediario es disponible comercialmente).
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Tabla 2
Ej. Estructura Nombre del Método MH+ RMN-1H
no compuesto LC-MS (DMSO-ds) 5:
RT min.
2 3-[3-cloro-4-(3- B, 6.33 328.1 8.26 (d, 1H); 8.17 (d,
oxo-3-fenil- 2H); 8.02 (s, 2H); 7.78
“,11.0“ propenil)-fenil]-N- (s, 1H); 7.73-7.55 (m,
& hidroxi-acrilamida 4H); 7.47 (d, 1H); 6.63
(d, 1H)
3 3-[3-cloro-4-(3- A, 6.92 342.0 8.13 (d, 1H); 7.77 (d,
oxo-3-o-tolil- 1H); 7.77-7.67 (m, 2H);
H propenil)-fenil]-N- 7.61 (d, 1H); 7.51 (d,
hidroxi-acrilamida 1H); 7.50-7.41 (m, 2H);
7.36 (m, 2H); 6.62 (d,
1H); 2.41 (s, 3H)
4 3-[3-cloro-4-[3-(2- | A, 6.72 358.0 8.01 (d, 1H), 7.78 (d,
metoxi-fenil)-3- 1H), 7.76 (s, 1H), 7.63-
it oxo-propenil)- 7-49 (m, 4H); 7.45 (d,
a fenil]-N-hidroxi- 1H); 7.21 (d, 1H); 7.08
acrilamida (dd, 1H); 6.61 (d, 1H);
3.88 (s, 3H)
5 3-[3-cloro-4-[3-(2- | B, 6.30 346.2 10.75 (s, br, 1H); 9.13
fluoro-fenil)-3- (s br, 1H); 8.04 (d, 1H);
. Heou | oxo-propenil)- 7.90 (d, 1H); 7.83 (ddd.
o fenil]-N-hidroxi- 1H); 7.78 (s, 1H); 7.74-
acrilamida 7.65 (m, 1H); 7.63 (d,
1H); 7.58 (dd, 1H); 7.46
(d, 1H); 7.41 (dd, 1H);
7.38 (d, 1H); 6.60 (d,
1H).
6 3-[3-cloro-4-[3-(2- | A, 6.89 362.0 8.09 (d, 1H); 7.76 (s,
: cloro-fenil)-3-oxo- br, 1H); 7.70 (d, 1H);
e an | propenil)-fenil]-N- 7.67-7.47 (m, 5H); 7.45
o hidroxi-acrilamida (d, 1H); 7.39 (d, 1H);
6.62 (d, 1H)
7 3-[3-cloro-4-(3- B, 6.54 342.2 10.74 (s br, 1H); 9.08
oxo0-3-m-tolil- (s br, 1H); 8.26 (d, 1H);
u | propenil)-fenil]-N- 8.02 (s, 2H); 7.97 (m,
hidroxi-acrilamida 2H); 7.79 (s, 1H); 7.75
(d, 1H); 7.54-7.41 (m,
3H); 6.62 (d, 1H); 2.43
(s, 3H)
8 3-[3-cloro-4-[3-(3- | A, 7.01 358.0 8.28 (d, 1H); 8.03 y
metoxi-fenil)-3- 7.98 (ABqg, 2H); 7.78
t o th oxo-propenil)- (m, 2H); 7.64 (m, 2H);
e @ fenil]-N-hidroxi- 7.51 (dd, 1H); 7.47 (d,
acrilamida 1H); 7.26 (ddd, 1H);
6.62 (d, 1H); 3.86 (s,
3H)
9 3-[3-cloro-4-[3-(3- | B, 6.49 346.1 10.80 (s br, 1H); 9.08
fluoro-fenil)-3- (s br, 1H); 8.30 (d, 1H);
~on | OXO-propenil)- 8.05 (s, 2H); 8.02 (dd,

fenil]-N-hidroxi-
acrilamida

1H); 7.99 (ddd, 1H):
7.79 (s, 1H); 7.70-7.61
(m, 2H); 7.55 (ddd,
1H); 7.48 (d, 1H); 6.63
(d, 1H)
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Ej. Estructura Nombre del Método MH+ RMN-1H
no compuesto LC-MS (DMSO-d6) &:
RT min.
10 3-[3-cloro-4-[3-(3- | A, 7.33 362.0 10.78 (s br, 1H); 9.23
cloro-fenil)-3-oxo- (s br, 1H); 8.31 (d,
FL.;H propenil)-fenil]-N- 1H); 8.22 (dd, 1H);
el o hidroxi-acrilamida 8.13 (ddd, 1H); 8.05
(s, 1H); 7.79 (d, 1H);
7.76 (ddd, 1H); 7.66
(m, 1H); 7.63 (dd,
1H); 7.47 (d, 1H);
6.63 (d, 1H)
11 3-[3-cloro-4-(3- A 712 342.0 8.26 (d, 1H); 8.09 (d,
oxo-3-p-tolil- 2H); 8.01 (s, 2H);
o ﬁ‘un propenil)-fenil)-N- 7.78 (s, 1H); 7.64 (d,
o hidroxi-acrilamida 1H); 7.47; (d, 1H);
7.40 (d, 2H); 6.63 (d,
1H); 2.42 (s, 3H)
12 3-[3-cloro-4-[3-(4- | B, 6.28 358.1 10.78 (s br, 1H); 9.08
metoxi-fenil)-3- (s br, 1H); 8.25 (d,
e .o | oxo-propenil)- 1H); 819 (d, 2H);
o fenil]-N-hidroxi- 8.03 y 7.99 (ABq,
acrilamida 2H); 7.77 (s, 1H);
7.64 (d, 1H); 7.47 (d,
1H); 7.10 (d, 2H);
6.61 (d, 1H); 3.88 (s,
3H)
13 3-[3-cloro-4-[3-(4- | A, 7.01 346.1 8.28 (dd, 2H); 8.26
fluoro-fenil)-3- (d, 1H); 8.03 (s, 2H);
g“m-: oxo-propenil)- 7.78 (s, 1H); 7.64 (d,
fenil]-N-hidroxi- 1H); 7.46 (d, 1H);
acrilamida 7.41 (dd, 2H); 6.65
(d, 1H)
14 3-[3-cloro-4-[3-(4- | A, 7.33 362.0 8.27 (d, 1H); 8.20 (d,
cloro-fenil)-3-oxo- 2H); 8.083 (s, 2H);
o o propenil)-fenil]-N- 7.77 (s, 1H); 7.65 (d,
hidroxi-acrilamida 2H); 7.65 (d, 1H);
7.46 (d, 1H); 6.65 (d,
1H)
15 3-[3-cloro-4-[3- B, 6.28 334.1 10.73 (s br; 1H); 7.36
oxo-3-tiofen-2-il- (dd, 1H); 8.25 (d,
g - propenil)-fenil]-N- 1H); 8.10 (dd, 1H);
o hidroxi-acrilamida 8.01 (d, 1H); 7.96 (d,
1H); 7.79 (d, 1H);
7.66 (dd, 1H; 7.47 (d,
1H); 7.34 (dd, 1H);
6.23 (d, 1H)
16 3-[3-fluoro-4-[3- A, 6.81 326.1 8.02 (dd, 1H); 7.66
E:g\ oxo-3-o-tolil- (dd, 1H); 7.59-7.42
mm propenil)-fenil]-N- (m, 6H); 7.6 (m, 2H);
hidroxi-acrilamida 6.60 (d, 1H); 2.40 (s,
3H)
17 3-[3-fluoro-4-[3- F, 6.55 342.1 8.91 (dd, 1H); 7.61-
(2-metoxi-fenil]- 7.42 (m, 7H); 7.21 (d,
o 3-oxo-propenil]- 1H); 7.07 (ddd, 1H);
? o fenil-N-hidroxi- 6.58 (d, 1H); 3.88 (s,
acrilamida 3H)
18 3-[3-fluoro-4-[3- A, 6.82 330.0 7.98 (dd, 1H); 7.82

(2-fluoro-fenil)-3-
oxo-propenil]-
fenil-N-hidroxi-
acrilamida

(ddd, 1H); 7.74-7.64
(m, 2H); 7.62-7.47
(m, 4H); 7.46-7.35
(m, 2H); 6.61 (d, 1H)
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Ej. Estructura Nombre del Método MH+ RMN-1H
no compuesto LC-MS (DMSO-d6) 6:
RT min.
19 3-(4-[3-(2-cloro- C, 5.99 345.9 7.98 (dd, 1H); 7.64-
fenil)-3-oxo- 7.34 (m, 9H); 6.61 (d,
R propenil]-3- 1H)
o fluoro-fenil)-N-
hidroxi-acrilamida

20 3-[3-fluoro-4-[3- A, 6.97 326.1 8.16 (dd, 1H); 7.99

o0x0-3-m-tolil- (d, 1H); 7.94 (m, 2H);

" propenil]-fenil-N- 7.80 (d, 1H); 7.59-

o hidroxi-acrilamida 7.43 (m, 5H); 6.61 (d,
1H); 2.43 (s, 3H)

21 3-[3-fluoro-4-[3- A, 6.70 342.1 8.17 (dd, 1H); 7.98
[3-metoxi-fenil)-3- (d, 1H); 7.81 (d, 1H);

- £ 0x0-3-propenil]- 7.76 (ddd, 1H); 7.61
- @ fenil-N-hidroxi- (dd, 1H); 7.58-7.43
acrilamida (m, 4H); 7.26 (ddd,
1H); 6.62 (d, 1H);
3.86 (s, 3H)
22 3-[3-fluoro-4-[3- B, 7.38 330.2 8.19 (dd, 1H); 8.01
(3-fluoro-fenil)-3- (d, 1H); 8.00 (d, 1H);
I:Lw oxo-propenil]- 7.95 (ddd, 1H); 7.84
P 2 i fenil]-N-hidroxi- (d, 1H); 7.70-7.51 (m,
acrilamida 4H); 7.49 (d, 1H);
6.62 (d, 1H)
23 3-[4-[3-(3-cloro- A 717 346.0 8.20 (dd, 1H); 8.18
fenil)-3-oxo- (m, 1H); 8.10 (ddd,
e propenil]-3- 1H); 8.01 (d, 1H);
& fluoro-fenil]-N- 7.84 (d, 1H); 7.76
hidroxi-acrilamida (ddd, 1H); 7.62 (dd,
1H); 7.54 (m, 2H);
7.48 (d, 1H); 6.63 (d,
1H)

24 3-[3-fluoro-4-(3- B, 6.43 326.1 10.82 (s br, 1H); 9.18

oxo-3-p-tolil- (s br, 1H), 8.15 (dd,
im propenil]-fenil]-N- 1H); 8.06 (d, 2H);
hidroxi-acrilamida 8.00 (d, 1H); 7.79 (d,
1H); 7.54 (m, 2H);
7.48 (d, 1H); 7.40 (d,
2H); 6.59 (d, 1H);
2.42 (s, 3H)

25 3-[3-fluoro-4-[3- A, 6.60 342.1 8.16 (d, 2H); 8.15
(4-metoxi-fenil)- (dd, 1H); 8.01 (d,
3-oxo-propenil]- 1H); 7.78 (d, 1H);
fenil]-N-hidroxi- 7.53 (m, 2H); 7.47 (d,
acrilamida 1H); 7.10 (d, 2H);

6.51 (d, 1H); 3.88 (s,
3H)

26 3-[3-fluoro-4-[3- A 6.78 330.1 8.25 (dd, 2H); 8.16

(4-fluoro-fenil)-3-
oxo-propenil]-
fenil]-N-hidroxi-
acrilamida

(dd, 1H); 8.01 (d,
1H); 7.81 (d, 1H);
7.53 (m, 2H); 7.43
(m, 1H); 7.41 (dd,
2H); 6.62 (d, 1H)
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Ej. Estructura Nombre del Método MH+ RMN-1H

no compuesto LC-MS (DMSO-d6) &:
RT min.
27 3-[4-[3-(4-cloro- A 715 346.0 8.18 (d, 2H); 8.16
fenil)-3-oxo- (dd, 1H); 8.01 (d,
~aH propenil]-3- 1H); 7.82 (d, 1H);
fluoro-fenil]-N- 7.66 (d, 2H); 7.54
hidroxi- (m, 2H); 7.48 (d,
acrilamida 1H); 6.62 (d, 1H)

28 3-[3-fluoro-4-[3- B, 6.14 318.1 10.85 (s br, 1H);

oxo-3-tiofen-2-il- 8.32 (dd, 1H); 8.15
H propenil]-fenil]-N- (dd, 1H); 8.09 (dd,
] hidroxi- 1H); 7.94 (d, 1H);
acrilamida 7.79 (d, 1H); 7.53
(m, 2H); 7.48 (d,
1H); 7.33 (dd, 1H);
6.65 (d, 1H)
29 3-[3-fluoro-4-[3- B, 6.09 397.1 10.79 (s br, 1H);
(4-morfolin-4-il- 8.14 (dd, 1H); 8.06
Hega | fenil)-3-oxo- (d, 2H): 7.98 (d, 1H):
AA propenil]-fenil]-N- 7.75 (d, 1H); 7.59-
hidroxi- 7.39 (m, 3H); 7.04
acrilamida (d, 2H); 6.59 (d, 1H);
3.75 (m, 4H); 3.40
(m, 4H)

30 N-hidroxi-3-[4-[3- | B, 6.08 324.1 7.76 (d, 2H); 7.61 (d,
(2-metoxi-fenil)- 2H); 7.59-7.40 (m,
3-oxo-propenil]- 5H); 7.20 (d, 1H);
fenil]-acrilamida 7.06 (ddd, 1H); 6.55

(d, 1H); 3.87 (s, 3H)
31 N-hidroxi-3-[4-[3- | E, 6.53 361.8 7.89 (d, 1H); 7.82
0x0-3-(2-trifluoro- (dd, 1H); 7.79 (d,
ot metoxi-fenil)- 2H); 7.76 (dd, 1H);
B o propenil]-fenil]- 7.68 (d, 1H); 7.61
acrilamida (dd, 2H); 7.46 (d,
1H); 7.35 (d, 1H);
7.30 (d, 1H); 6.56 (d,
1H)

32 N-hidroxi-3-[4-[3- | A, 6.65 377.8 7.81 (d, 2H); 7.78
oxo0-3-(2-trifluoro- (dd, 1H); 7.73 (ddd,

ﬂ-u,.. metoxi-fenil)- 1H); 7.62 (d, 2H);

o propenil]-fenil]- 7.60-7.50 (m, 3H);

F acrilamida 7.47 (d, 1H); 7.39 (d,
1H); 6.57 (d, 1H)

33 3-[4-[3-(2-bromo- | D, 7.42 371.7 7.80 (d, 2H); 7.76 (d,
fenil)-3-oxo- 1H); 7.62 (d, 2H);

i aH propenil]-fenil]-N- 7.57-7.42 (m, 4H);

hidroxi-
acrilamida

7.38 (d, 1H); 7.28 (d,
1H); 6.56 (d, 1H)
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Ej. Estructura Nombre del Método MH+ RMN-1H
no compuesto LC-MS (DMSO-d6) 5:
RT min.
34 N-hidroxi-3-[4-[3- | A, 6.41 324.0 11.59 (s br, 1H);
(3-metoxi-fenil)- 10.76 (s br, 1H);
- 3-oxo-propenil]- 8.95 (d, 1H); 7.94 (d,
o fenil]-acrilamida 1H); 7.92 (s, 1H);
7.77 (ddd, 1H); 7.74
(d, 1H); 7.68-7.58
(m, 3H), 7.50 (dd,
1H); 7.49 (d, 1H);
7.25 (ddd, 1H); 6.56
(d, 1H); 3.86 (s, 3H)
35 3-[4-[3-(3-bromo- | A, 6.85 371.7 10.77 (s br, 1H);
: fenil)-3-oxo- 9.05 (s br, 1H); 8.33
ﬁ-{m propenil]-fenil]-N- (dd, 1H); 8.16 (ddd,
Br o hidroxi- 1H); 7.98 (d, 1H);
acrilamida 7.96 (d, 2H); 7.88
(ddd, 1H); 7.77 (d,
1H); 7.66 (d, 2H);
7.55 (dd, 1H); 7.50
(d, 1H); 6.57 (d, 1H)
36 N-hidroxi-3-[4-[3- | A, 6.33 324.0 8.17 (d, 2H); 7.96 (d,
(4-metoxi-fenil)- 1H); 7.91 (d, 2H);
i A 3-oxo-propenil]- 7.70 (d, 1H); 7.64 (d,
- LY fenil]-acrilamida 2H); 7.49 (d, 1H);
7.03 (d, 2H); 6.56 (d,
1H); 3.88 (s, 3H)
37 N-hidroxi-3-[4-[3- | A, 6.95 361.6 10.73 (s br, 1H);
0X0-3-(4-trifluoro- 8.33 (d, 2H); 7.97 (d,
ELQH metil-fenil)- 1H); 7.94 (d, 2H);
| & propenil]-fenil]- 7.79 (d, 1H); 7.66 (d,
acrilamida 2H); 7.49 (d, 1H);
6.59 (d, 1H)
38 N-hidroxi-3-[4-[3- | A, 7.01 378.0 8.29 (d, 2H); 7.97 (d,
¥ 0X0-3-(4-trifluoro- 1H); 7.93 (d, 2H);
:,:-'L, n‘nH metoxi-fenil)- 7.76 (d, 1H); 7.65 (d,
o propenil]-fenil]- 2H); 7.54 (d, 2H);
acrilamida 7.49 (d, 1H); 6.59 (d,
1H)
39 3-[4-[3-(4-bromo- | A, 6.88 371.7 8.10 (d, 2H); 7.94 (d,
fenil)-3-oxo- 1H); 7.92 (d, 2H);
" propenil]-fenil]-N- 7.79 (d, 2H); 7.75 (d,
& hidroxi- 1H); 7.65 (d, 2H);
acrilamida 7.48 (d, 1H); 6.57 (d,
1H)
40 3-[4-[3-(4- A, 6.36 365.1 10.76 (s br, 1H);
dietilamino-fenil)- 9.04 (s br, 1H), 8.02
o - 3-oxo-propenil]- (d, 2H); 7.91 (d, 1H);
fenil]-N-hidroxi- 7.88 (d, 2H); 7.63 (d,
acrilamida 2H); 7.62 (d, 1H);
7.49 (d, 1H); 6.73 (d,
2H); 6.53 (d, 1H);
3.46 (q, 4H); 1.14 (1,
6H)
41 N-hidroxi-3-[4-[3- | B, 5.78 379.2 8.08 (d, 2H); 7.95 (d,

(4-morfolin-4-il-
fenil)-dietilamino-
fenil)-3-oxo-
propenil]-fenil]-
acrilamida

1H); 7.90 (d, 2H);
7.66 (d, 1H); 7.63 (d,
2H); 7.48 (d, 1H);
7.03 (d, 2H); 6.56 (d,
1H); 3.75 (m, 4H);
3.34 (m, 4H)
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Ej. Estructura Nombre del Método MH+ RMN-1H
no compuesto LC-MS (DMSO-d6) &:
RT min.
42 3-[4-[3-furan-2-il- | A, 6.25 2841 8.07 (dd, 1H); 7.89
3-oxo-propenil]- (d, 2H); 7.83 (dd,
r“~»ﬂn fenil]-N-hidroxi- 1H); 7.73 (s, 2H);
a acrilamida 7.65 (d, 2H); 7.48 (d,
1H); 6.80 (dd, 1H);
6.58 (d, 1H)
43 N-hidroxi-3-[4-[3- | B, 6.11 300.1 8.33 (dd, 1H); 8.06
oxo-3-tiofen-2-il- (dd, 1H); 7.92 (d,
it propenil)-fenil]- 2H); 7.90 (d, 1H);
a acrilamida 7.73 (d, 1H); 7.65 (d,
2H); 7.48 (d, 1H);
7.32 (dd, 1H); 6.58
(d, 1H)
44 N-hidroxi-3-[4-[3- | A, 6.05 283.1 11.96 (s, 1H); 10.76
0x0-3-(1H-pirrol- (s br, 1H); 9.05 s br,
B 2-il)-propenil)- 1H); 7.87 (d, 2H);
fenil]-acrilamida 7.72 (d, 1H); 7.64 (d,
1H); 7.63 (d, 2H);
7.48 (d, 1H); 7.37
(m, 1H); 717 (m,
1H); 6.54 (s, 1H);
6.28 (m, 1H)
45 3-[4-[3- B, 6.21 334.2 8.31 (s, 1H); 7.94 (d,
benzofuran-2-il- 2H); 7.92 (d, 1H);
FL‘H 3-oxo-propenil]- 7.89 (d, 1H); 7.82 (d,
& fenil]-N-hidroxi- 1H); 7.75 (s, 1H);
acrilamida 7.67 (d, 2H); 7.57
(ddd, 1H); 7.49 (d,
1H); 7.40 (ddd, 1H);
6.59 (d, 1H)
46 3-[4-[3-benzo[b]- | B, 6.49 350.1 10.76 (s br, 1H);
tiofen-2-il-3-oxo- 9.05 (s br, 1H); 8.77
£ aH propenil]-fenil]- (s, 1H); 8.07 (d, 1H);
o N-hidroxi- 8.05 (d, 2H); 7.97 (d,
acrilamida 2H); 7.79 (d, 1H);
7.68 (d, 2H); 7.60-
7.46 (m, 2H); 7.52
(d, 1H); 6.58 (d, 1H)
47 N-hidroxi-3-[4- B, 6.0 300.1 (1HDMSO): 8.82
(3-oxo-3-tiofen- (dd, 1H); 7.90 (m
FLQH 3-il-propenil]- 2H);, 7.87 (d, 1H);
& fenil]-acrilamida 7.70 (d, 1H); 7.70-
7.61 (m, 4H); 7.47
(d, 1H); 7.57 (d, 1H)
48 N-hidroxi-3-[4- B, 5.11 423.2 10.88 (s br, 1H);
(3-(3-metoxi-4- 9.11 (s br, 1H); 8.54
morfolin-4- (s, 1H); 8.28 (dd,
ilmetil-fenil)-3- 1H); 8.04 (d, 1H);

oxo-propenil]-
fenil]-acrilamida

7.96 (d, 2H); 7.74 (d,
1H); 7.64 (d, 2H);
7.48 (d, 1H); 7.29 (d,
1H); 6.57 (d, 1H);
4.40 (s, 2H); 3.98 (s,
3H); 3.94 (m, 2H);
3.82 (m, 2H); 3.32
(m, 2H); 3.17 (m,
2H)
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Ejemplo 49:3-{4-[3-(3,4-difluoro-fenil)-3-oxo-propenil]-fenil}-N-hidroxi-acrilamida

[0092]

Etapa A

[0093] Una solucién de 4-bromo benzaldehido (2 g, 10.8 mmol) en DMF (50 ml) y trietilamina (3.4 ml, 27 mmol) se
desgasa haciendo fluir N2 por 30 minutos. Se agregan PPhs (141 mg, 0.54 mmol), Pd (OAc). (48.4 mg, 0.21 mmol),
NaHCOs (1.84 g, 21.6 mmol) y acrilato de tert-butilo (1.58 ml, 10.8 mmol) y se calienta la mezcla resultante llevando
a reflujo por 3 horas. Se agrega el Pd(OAc) adicional (24 mg) y se calienta la mezcla a 100°C por 1 hora. Se diluye
la solucién con HxO y se extrae con Et2O. Se seca la capa organica en NaxSO, y se evapora el solvente bajo vacio
para dar el producto sin purificar que se tritura en éter isopropilico para dar 1.6 g de éster tert-butilo del acido 3-(4-
formil-fenil)-acrilico.

Rendimiento: 70%

Etapa B

[0094] Se disuelve el éster de tert-butilo del &cido 3-(4-formil-fenol)-acrilico (150 mg, 0.64 mmol) y KOH (72 mg,
1.28 mmol) en etanol/agua (1:1, 5 ml) y 3,4-difluoroacetofenona (83.2 pl, 0.64 mmol) a la solucién resultante. Se
agita la mezcla resultante en temperatura ambiente durante la noche y se diluye entonces con H2O. Se filtra el
precipitado y se seca bajo vacio para dar 210 mg de éster tert-butilo del acido {4-[3-(3,4-difluoro-fenil)-3-oxo-
propenil]-fenil}acrilico

Rendimiento: 88%

Etapa C

[0095] Se disuelve el éster tert-butilo de acido 3-{4-[3-(3,4-difluoro-fenil)-3-oxo-propenil]-fenil}-acrilico (210 mg, 0.56
mmol) en DCM (5 ml) y se agrega &cido trifluoroacético (2 ml). Se agita la reaccion en temperatura ambiente por 12
horas. Se evapora el solvente bajo vacio para dar 200 mg de acido 3-{4-[3-(3,4-difluoro-fenil)-3-oxo-propenil]-fenil}-
acrilico.

Rendimiento: cuantitativo

Etapa D

[0096] Se disuelve el acido 3-{4-[3-(3,4-difluoro-fenil)-3-oxo-propenil]-fenil}-acrilico (100 mg, 0.32 mmol) en DCM (10
ml). Se agregan HOBT (72 mg, 0.44 mmol), EDC (91 mg, 0.44 mmol), TEA (129 pl, 0.96 mmol) y NH.OTHP (55 mg,
0.32 mmol) a la solucién resultante. Se agita la mezcla durante la noche en temperatura ambiente después se
fracciona entre agua y EtOAc. Se lava el extracto organico con agua después se seca en Na SO, y se evapora bajo
vacio.

Se purifica el producto sin purificar en cromatografia de gel de silice (éter de petréleo/EtOAc 8:2) y se disuelve el
aceite resultante en DCM y se trata con HCI/Et2O por 1 hora. Se filtra el precipitado en embudo de Buckner y se
seca bajo vacio para dar 40 mg de 3-{4-[3-(3,4-difluoro-fenil)-3-oxo-propenil]-fenil}-N-hidroxi-acrilamida.

Rendimiento: 40%

Método LC-Ms= B RT= 6.29; (ES+) dan MH+: 330.1

RMN-1H (DMSO-d6) &: 10.72 (s br, 1H); 9.16 (s br, 1H), 8.25 (ddd, 1H); 8.08 (m, 1H); 7.98 (d, 1H); 7.95 (d, 2H); 7.77
(d, 1H); 7.70-7.60 (m, 3H); 7.49 (d, 1H); 6.57 (d, 1H)

[0097] Los compuestos reportados en la Tabla 3 son preparados de acuerdo al procedimiento descrito anteriormente
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Tabla 3
Ej. Estructura Nombre del Método MH+ RMN-1H
no compuesto LC-MS (DMSO-d6) &:
RT min.
50 3-{4-[3-(3,5- A, 6.64 330.1 10.80 (s br, 2H);
A i difluoro-fenil)-3- 7.98 (d, 1H); 7.97 (d,
e oxo-propenil]- 2H); 7.93-7.84 (m,
F a fenil}-N-hidroxi- 2H); 7.80 (d, 1H);
acrilamida 7.66 (d, 2H); 7.60
(ddd, 1H); 7.49 (d,
1H); 6.58 (d, 1H)
51 3-{4-[3-(2,5- A, 6.52 330.1 10.77 (s br, 1H);
difluoro-fenil)-3- 9.03 (s br, 1H), 7.84
- oxo-propenil]- (d, 2H); 7.71-7.59
o fenil}-N-hidroxi- (m, 4H); 7.57-7.41
acrilamida (m, 4H); 6.65 (d, 1H)
52 1 3-{4-[3-(2,6- A, 6.45 330.1 10.80 (s br, 2H);
difluoro-fenil)-3- 7.82 (d, 2H); 7.70-
ﬁ"au oxo-propenil]- 7.58 (m, 3H); 7.52
o fenil}-N-hidroxi- (d, 1H); 7.47 (d, 1H);
acrilamida 7.33-7.22 (m, 3H);
6.56 (d, 1H)
53 ! N-hidroxi-3-[3- B, 5.97 330.2 10.73 (s br, 1H);
metoxi-4-(3-o0xo- 8.27 (d, 1H); 8.06 (d,
I o tiofen-2-il- 1H); 8.01 (d, 1H;
o propenil)-fenil]- 8.00 (d, 1H); 7.85 (d,
acrilamida 1H); 7.49 (d, 1H);
7.34-7.22 (m, 3H);
6.60 (d, 1H); 3.95 (s,
3H)
54 N-hidroxi-3-[3- B, 5.97 314.2 10.75 (s br, 1H);
metil-4-(3-oxo- 8.33 (dd, 1H); 8.07
L. tiofen-2-il- (dd, 1H): 8.04 (d,
propenil)-fenil]- 1H); 7.94 (d, 1H);
acrilamida 7.81 (d, 1H); 7.53-
7.39 (m, 3H); 7.32
(dd, 1H); 6.54 (d,
1H); 2.47 (s, 3H)
55 g Ester metilo del | A, 6.5 352.1 10.77 (s, 1H); 9.04
mﬂ‘ acido  4-{3-[4-(2- (s br, 1H); 8.27 (d,
o =k | hidroxi- 2H); 8.12 (d, 2H);
-5 ﬂ carbamoil-vinil)- 7.97 (d, 1H); 8.94 (d,
fenil]-acriloil- 2H); 7.78 (d, 1H);
fenil}-benzoico 7.66 (d, 2H); 7.49 (d,
1H); 6.57 (d, 1H);
3.91 (s, 3H)
56 Ester metilo del | A, 6.78 352.1 8.60 (dd, 1H); 8.46

acido 3-{3-[4-(2-
hidroxi-
carbamoil-vinil)-
fenil]-acriloil}-
benzoico

(ddd, 1H), 8.23 (ddd,
1H); 7.99 (d, 1H);
7.95 (d, 2H); 7.79 (d,
1H); 7.75 (dd, 1H);
7.65 (d, 2H); 7.49 (d,
1H); 6.58 (d, 1H);
3.92 (s, 3H)
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Ej. Estructura Nombre del Método MH+ RMN-1H
no compuesto LC-MS (DMSO-d6) 6:
RT min.
57 3-{4-[3-(5-cloro- | A, 6.79 334. (1H DMSO): 10.78
tiofen-2-il)-3-oxo- (s br, 1H); 9.05 (s
o propenil]-fenil}N- br, 1H); 8.27 (d,
hidroxi- 1H); 7.92 (d, 2H);
acrilamida 7.89 (d, 1H); 7.73

(d, 1H); 7.66 (d,
2H); 7.49 (d, 1H);
7.39 (d, 1H); 6.56

(d, 1H).
58 N-hidroxi-3-{4-[3- | A, 5.85 310.1 (1H DMSO): 10.74
: (3-hidroxi-fenil)- (s br, 1H); 9.77 (s
! ol 3-oxo0-propenil]- br, 1H); 7.95-7.83
o fenil}-acrilamida (m, 3H); 7.70 (d,

1H); 7.63 (m, 3H);
7.48 (d, 1H); 7.45
(dd, 1H); 7.37 (dd,
1H); 7.06 (dd, 1H);

6.56 (d, 1H).
59 N-hidroxi-3-(4-{3- | A, 5.11 392.2 (1H DMSO): 10.78
i, [4-(4-metil- (s br, 1H); 10.53 (s
s oi | piperazin-1-il)- br, 1H); 9.04 (s br,
M fenil]-3-oxo- 1H); 8.10 (d, 2H);
propenil}-fenil)- 7.95 (d, 1H); 7.91
acrilamida (d, 2H); 7.68 (d,

1H); 7.63 (d, 2H);
7.48 (d, 1H); 7.11
(d, 2H); 6.57 (d,
1H); 4.13 (m, 2H);
2.51 (m, 2H); 3.33-
3.04 (m, 4H); 2.83
(s br, 3H)

Ejemplo 60: N-hidroxi-3-[2-metoxi-4-(3-0x0-3-fenil-propenil)-fenil]-acrilamida

[0098]

OH

Etapa A

[0099] Se disuelve el 4-bromo-2-metoxibenzaldehido (1 g, 4.67 mmol) en MeOH (20 ml) y ortoformiato de trimetilo
(562 pl, 5.139 mmol) y se agrega acido p-toluensulfénico monohidratado (89 mg, 0.467 mmol) a la solucion
resultante. Se agita la mezcla durante la noche en temperatura ambiente y después se remueve el solvente bajo
vacio. Se toma el residuo con Et;O y se lava con 5% de Na,COj3 y con agua. Se seca la fase organica en Na SO, y
se evapora para dar 1.22 g de 4-bromo-1-dimetoximetil-2-metoxi-benceno como un aceite incoloro.

Rendimiento= 99%

Etapa B

[0100] Se disuelve el 4-bromo-1-dimetoximetil-2-metoxi-benceno (1.22 g, 4.67 mmol) en THF seco (16 ml) y se
enfria la solucién resultante a -78°C bajo atmésfera de No. Se agrega n-BuLi en hexano (2.24 ml de una solucién 2.5
M) en gotas y se agita la mezcla en -78°C por 20 minutos y después se trata con DMF (457 pl, 6.07 mmol) y se agita
en temperatura ambiente por 0.5 h.

[0101] Se fracciona la solucion entre Et,O y agua y se lava el extracto organico con agua y salmuera después se

seca en Na;SO. y se evapora bajo vacio. Se aislan 716 mg de 4-dimetoximetil-3-metoxi-benzaldehido por
cromatografia de columna rapida en gel de silice (EtOAc/éter de petréleo 1:6).

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2428 539 T3

Rendimiento=72%
Etapa C

[0102] Se disuelven 4-dimetoximetil-3-metoxi-benzaldehido (716 mg, 3.41 mmol) en EtOH/HO (1:1, 20 ml) y se
agrega a la solucién resultante acetofenona (409 mg, 3.41 mmol) y 1.7 M de KOH (3 ml).

[0103] Se agita la mezcla por 5 horas a temperatura ambiente, después se diluye con EtOAc y se lava dos veces
con agua. Se seca la fase organica con NaSO, y se evapora bajo vacio. Se disuelve el aceite resultante en THF (0
ml) y se trata con HCI 1N (10 ml). Se agita la solucién por 0.5 h en temperatura ambiente y después se diluye con
EtOAc y se lava con agua. Se seca la fase organica en Na>SO4 y se concentra bajo vacio. Se tritura el sélido
resultante con EtOAc y se filtra en un embudo de Buckner para dar 550 mg de 2-metoxi-4-(3-oxo-3-fenilpropenil)-
benzaldehido como un polvo amarillo.

Rendimiento= 61%

Etapa D

[0104] Se disuelve 2-metoxi-4-(3-oxo-3-fenil-propenil)-benzaldehido (550 mg, 2.07 mmol) en THF (5 ml) y se agrega
la solucion resultante a una mezcla agitada de dietilfosfonoacetato de tert-butilo (603 mg, 2.27 mmol) y NaH (107
mg, 2.69 mmol, 60% de dispersion de aceite) en THF (5 ml). Después de 15 minutos, se detiene la reaccién por la
adicion de agua y se fracciona entre agua y EtOAc. Se seca el extracto organico en Na,SO4 y se evapora bajo vacio
para dar un producto sin purificar que se purifica por cromatografia de gel de silice (EtOAc/éter de petréleo 1:6). La
fraccion recolectada da 635 mg de éster tert-butilo del acido 3-[2-metoxi-4-(3-o0xo0-3-fenil-propenil)-fenil]-acrilico como
un aceite amarillo.

Rendimiento= 84%

Etapa E

[0105] Se disuelve el éster tert-butilo del acido 3-[2-metoxi-4-(3-o0xo-3-fenil-propenil)-fenil]-acrilico (635 mg, 1.74
mmol) en DCM (12 ml) y TFA (3 ml) a la solucién resultante. Después de agitar por 2 horas en temperatura ambiente
se remueve el solvente bajo vacio para dar 541 mg de acido 3-[2-metoxi-4-(3-0x0-3-fenil-propenil)-fenil]-acrilico
como un polvo amarillo.

Rendimiento= 99%

Etapa F

[0106] Se disuelve el acido 3-[2-metoxi-4-(3-ox0-3-fenil-propenil)-fenil]-acrilico (200 mg, 0.65 mmol) en THF (6 ml) y
HBOT (196 mg, 1.30 mmol), EDC (248 mg, 1.30 mmol), TEA (182 pl, 1.30 mmol) y NH,OTHP (91 mg, 0.78 mmol) a
la solucion resultante. Se agita la mezcla durante la noche en temperatura ambiente y después se fracciona entre
agua y EtOAc. Se lava el extracto organico 3 veces con agua, se seca en NaSO4 y se evapora bajo vacio. Se
purifica el producto sin purificar por cromatografia de gel de silice (EtOAc/éter de petréleo 1:1) y se disuelve el sélido
resultante en DCM y se trata con HCI/Et2O por 15 minutos. Se filtra el precipitado en embudo de Buckner lo cual da
118 mg de N-hidroxi-3-[2-metoxi-4-(3-0x0-3-fenil-propenil)-fenil]-acrilamida.

Rendimiento: 56%

Método LC-MS= A RT= 7.42; (ES+) da MH+: 324.1

RMN-1H (DMSO-d6) & 8.16 (d, 2H); 7.98 (d, 1H); 7.74 (d, 1H); 7.68 (m, 2H); 7.63-7.54 (m, 4H); 7.49 (d, 1H); 7.60 (d,
1H); 3.97 (s, 3H).

[0107] Los compuestos reportados en la Tabla 4 son preparados de acuerdo al procedimiento descrito
anteriormente.
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Tabla 4
Ej. Estructura Nombre del LC-MS MH+ RMN-1H
no compuesto (DMSO-d6) 6:
61 o 3-[2-fluoro-4-(3- B, 6.20 312.1 10.87 (s br, 1H), 9.07 (s

' 0ox0-3-fenil- br, 1H); 8.18 (d, 2H),
| Propenil)-fenil]-N- 8.04 (d, 1H); 7.93 (d,
hidroxi-acrilamida 1H); 7.78-7.65 (m, 4H);

7.58 (m, 2H); 7.52 (d,
1H); 6.66 (d, 1H)

62 o 3-[2-cloro-4-(3- A, 6.62 328.1 8.18 (d, 2H); 8.15 (d,
oxo-3-fenil- 1H); 8.05 (d, 1H); 7.89
H‘D,_r propenil)-fenil]-N- (dd, 1H); 7.78 (dd, 1H);
ol hidroxi-acrilamida 7.58 (dd, 2H); 6.63 (d,
1H)

Ejemplo 63: N-hidroxi-3-[4-(3-ox0-3-piridin-3-il-propenil)-fenil]acrilamida

[0108]

Etapa A

[0109] Se disuelve el 4-bromo-benzaldehido (1 g, 5.40 mmol) en MeOH (26 ml) y NaOH 2M (5.4 ml). Se enfria la
solucion resultante a 0°C y se agrega en gotas 3-acetilpiridina (592 pl, 5.40 mmol). Se agita la mezcla por 1 hen 0°C
después se filtra el sélido resultante y se lava con MeOH lo cual da 832 mg de 3-(4-bromo-fenil)-1-piridin-3-il-
propenona como un polvo blanco.

Rendimiento: 53%

Etapa B

[0110] Se disuelve 3-(4-bromo-fenil)-1-piridin-3-il-propenona (823 mg, 2.87 mmol) en DMF (18 ml) y TEA (1.9 ml) y
se desgasa la solucidn resultante haciendo fluir N2 por 20 minutos.

[0111] Se agregan a la mezcla NaHCO3 (481 mg, 5.73 mmol), PPhs (37.5 mg, 0.14 mmol), Pd(OAc)2 (13 mg, 0.06
mmol), acrilato de tert-butilo (420 pl, 2.87 mmol) y se calienta la reaccion a 100°C por 5 horas. Se fracciona la
solucion café resultante entre agua y Et,O y se lava el extracto organico con agua, se seca en NaxSO, y se evapora
bajo vacio para dar el producto sin purificar que se purifica por cromatografia de gel de silice (éter de petréleo/EtOAc
1:1). La fraccién recolectada de 680 mg de éster tert-butilo del acido 3-[4-(3-o0x0-3-piridin-3-il-propenil)-fenil]-acrilico.
Rendimiento = 70%

Etapa C

[0112] Se disuelve el éster tert-butilo del acido 3-[4-(3-ox0-3-piridin-3-il-propenil)-fenil]-acrilico (680 mg, 2.03 mmol)
en DCM (15 ml) y TFA (5 ml). Se agita la solucién resultante en temperatura ambiente por 4 horas después se
remueve el solvente bajo vacio lo cual da 600 mg de acido 3-[4-(3-oxo-3-piridin-3-il-propenil)-fenil]-acrilico como sal
de trifluoroacetato.
Rendimiento= 75%

Etapa D

[0113] Se disuelve la sal de trifluoroacetato de &cido 3-[4-(3-ox0-3-piridin-3-il-propenil)-fenil]-acrilico (550 mg, 1.4
mmol) en THF/DMF (1:1, 20 ml) y a la solucién resultante se agrega HOBT (536 mg, 3.94 mmol), EDC (752 mg, 3.94
mmol), TEA (822 ul, 3.94 mmol) y NH.OTHP (276 mg, 2.36 mmol). Se agita la mezcla durante la noche en
temperatura ambiente después se fracciona entre agua y EtOAc. Se lava el extracto organico con agua y salmuera
después se seca en NaxSO, y se evapora bajo vacio.

[0114] Se purifica el producto sin purificar por cromatografia de gel de silice (EtOAc) y el aceite resultante se
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disuelve en DCM y se trata con HCI/Et2O por 1 hora. Se filtra el precipitado en embudo Buckner y se tritura en EtOH
caliente para dar 380 mg de N-hidroxi-3-[4-(3-0x0-3-piridin-3-il-propenil)-fenil]-acrilamida como sal clorhidrica.

Rendimiento= 82%

Método LC-MS = B RT=4.99 (ES+) da MH+: 295.1

RMN-1H (DMSO-d6) &: 9.43

(
1H); 7.67 (d, 2H); 7.49 (d, 1H); 6.59 (d, 1H).

d, 1H); 8.93 (dd, 1H); 8.69 (ddd, 1H); 8.01 (d, 1H); 7.96 (d, 2H); 7.82 (d, 1H); 7.81 (m,

[0115] Los compuestos reportados en la Tabla 5 son preparados de acuerdo al procedimiento descrito anteriormente

Tabla 5
Ej. Estructura Nombre del LC-MS MH+ RMN-1H
no compuesto (DMSO-d6) 6:
64 N-hidroxi-3-[4-(3- A, 576 | 2951 8.81 (m, 1H); 8.29 (d,
0x0-3-piridin-2-il- 1H); 8.12 (dd, 1H); 8.07
H-.EH propenil)-fenil]- (ddd, 1H); 7.87 (d, 2H);
acrilamida 7.86 (d, 1H); 7.71 (ddd,
1H); 7.66 (d, 2H); 6.48
(d, 1H); 6.56 (d, 1H)
65 N-hidroxi-3-[4-(3- B,4.98 | 295.1 8.92 (m, 2H); 8.12 (m,
0x0-3-piridin-4-il- 2H); 7.95 (d, 2H); 7.92
H-.DH propenil)-fenil]- (d, 1H); 7.80 (d, 1H);
acrilamida 7.67 (d, 2H); 7.49 (d,
1H); 6.58 (d, 1H)
66 N-hidroxi-3-[3- A, 534 | 308.1 10.74 (s br, 1H); 9.06 (s
metil-4-(3-ox0-3- br, 1H); 8.16 (d, 2H);
n-‘ﬂH fenil-propenil)- 8.05 (d, 1H); 7.97 (d,
fenil]-acrilamida 1H); 7.86 (d, 1H); 7.68
(dd, 1H); 7.58 (dd, 2H);
7.47 (m, 2H); 7.43 (d,
1H); 7.54 (d, 1H); 2.47
(s, 3H)
67 N-hidroxi-3-[3- A, 6.47 | 324 10.72 (s br, 1H); 9.07 (s
metoxi-4-(3-0x0-3- br, 1H); 8.12 (d, 2H);
-~ ﬂwﬂ fenil-propenil)- 8.03 (d, 1H); 8.01 (d,
fenil]-acrilamida 1H); 7.90 (d, 1H); 7.67
(dd, 1H); 7.57 (dd, 2H);
7.49 (d, 1H); 7.31 (s,
1H); 7.25 (d, 1H); 6.59
(d, 1H); 3.95 (s, 3H)

Ejemplo 68: 3-[3-fluoro-4-(3-oxo-3-piridin-3-il-propenil)-fenil]-N-hidroxacrilamida

[0116]

CH

Etapa A

[0117] Se disuelven el 4-bromo-2-fluoro-benzaldehido (988 mg, 4.86 mmol) y 3-acetil-piridina (533 pl, 4.86 mmol) en
EtOH (10 ml) y TEA (10.8 ml). Se calienta la solucién resultante llevando a reflujo por 16 horas después se agrega
una cantidad adicional de TEA (5 ml). Se calienta la mezcla llevando a reflujo por 16 horas después se remueve el
solvente bajo vacio y se toma el residuo con agua y EtOAc. Se seca el extracto organico en Na SO, y se evapora.
Se ftritura el solido resultante con éter isopropilico y se filira en un embudo de Buckner para dar 680 mg de 3-(4-
bromo-2-fluoro-fenil)-1-piridin-3-il-propenona como un polvo amarillo.

Rendimiento=45%
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Etapa B

[0118] Se disuelven 3-(4-bromo-fenil)-1-piridin-3-il-propenona (668 mg, 2.18 mmol) en DMF (11 ml) y TEA (1.3 ml) y
se desgasa la solucion resultante haciendo fluir N2 por 20 minutos.

[0119] Se agrega a la mezcla NaHCOs (366 mg, 4.37 mmol), PPHs (28.5 mg, 0.11 mmol), Pd(OAc). (10 mg, 0.044
mmol), acrilato de tert-butilo (352 pl, 2.40 mmol) y se calienta la reaccion a 100°C por 5 horas. Se fracciona la
solucion café resultante entre agua y Et.O y se lava el extracto organico con agua, se seca en Na SO, y se evapora
bajo vacio lo cual da el producto sin purificar que se purifica en cromatografia de gel de silice (éter de
petréleo/EtOAc 7:3). Las fracciones recolectadas dan 550 mg de éster tert-butilo del acido 3-[3-fluoro-4-(3-oxo-3-
piridin-3-il-propenil)-fenil]-acrilico.

Rendimiento= 71%

Etapa C

[0120] Se disuelve el éster tert-butilo del acido 3-[3-fluoro-4-(3-oxo-3-piridin-3-il-propenil)-fenil]-acrilico (550 mg, 1.55
mmol) en DCM (15 ml) y TFA (5 ml). Se agita la solucion resultante en RT por 4 h después se remueve el solvente
bajo vacio lo cual da 636 mg de acido 3-[3-fluoro-4-(3-oxo-piridin-3-il-propenil)-fenil]-acrilico como la sal
trifluoroacetato.

Rendimiento= cuantitativo

Etapa D

[0121] La sal de trifluoroacetato del acido 3-[3-fluoro-4-(3-oxo-3-piridin-3-il-propenil)-fenillacrilico (300 mg, 0.64
mmol) se disuelve en THF (5 ml) y DMF (2 ml). Se agrega a la solucién resultante HOBT (174 mg, 1.28 mmol), EDC
(245 mg, 1.28 mmol), TEA (178 pl, 1.28 mmol) y NHOTHP (90 mg, 0.77 mmol). Se agita la mezcla por 6 horas a
temperatura ambiente y después se fracciona entre agua y EtOAc. Se lava el extracto organico con agua, salmuera,
se seca en NaxSO4 y se evapora bajo vacio.

[0122] Se tritura el producto sin purificar en EtOAc, se filtra en un embudo de Buckner y se disuelve el sélido
resultante en DCM y se trata con HCI/Et2O por 3 horas. Se filtra el precipitado lo cual da 150 mg de 3-[3-fluoro-4-(3-
0xo0-3-piridin-3-il-propenil)-fenil]-N-hidroxi-acrilamida como sal clorhidrica.

Rendimiento:67%

Método LC-MS = A RT= 5.23; (ES+) da MH+: 313.1

RMN-1H (DMSO-d6) 5: 9.40 (d, 1H); 8.92 (dd, 1H); 8.63 (ddd, 1H); 8.20 (dd, 1H); 8.05 (d, 1H); 7.87 (d, 1H); 7.77 (dd,
1H); 7.55 (m, 2H); 7.48 (d, 1H); 6.63 (d, 1H).

Ejemplo 69: N-hidroxi-3-[4-(3-oxo0-3-fenil-propenil)-piridin-2-il]-acrilamida

[0123]

Etapa A

[0124] Se agregan el orotoformiato de trimetilo (643 pl, 5.9 mmol) y acido p-toluensulfénico monohidratado (102 mg,
0.54 mmol) a 6-bromo-piridina-3-carbaldehido (1 g, 5.37 mmol) disuelto en MeOH (40 ml). Se agita la mezcla por 24
horas a temperatura ambiente y después se fracciona entre agua y Et>O. Se lava el extracto organico con agua,
Na>COs al 5%, se seca en Na,SO4 y se evapora bajo vacio para dar 1.2 g de 2-bromo-5-dimetoximetil-piridina como
un aceite café.

Rendimiento= 99%

Etapa B

[0125] Se disuelve la 2-bromo-5-dimetoximetil-piridina (503 mg, 2.13 mmol) en THF seco (20 ml) y se enfria la
solucion resultante a -70°C bajo atmésfera de No. Se agrega en gotas la solucién 2.5 M de n-BuLi en hexano (0.94
ml) y se agita la mezcla en -70°C por 15 minutos después se trata con DMF (245 pul, 3.19 mmol). Después de 30
minutos se permite que la temperatura alcance la RT y se fracciona la mezcla entre agua y Et>O. Se seca el extracto
organico en Na SO, y se evapora bajo vacio. Se purifica el producto sin purificar por columna cromatografica (éter
de petrdleo/EtOAc 7:3) para dar 206 mg de 5-dimetoximetil-piridina-2-carbaldehido.

Rendimiento= 44%
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Etapa C

[0126] Se disuelve el 5-dimetoximetil-piridina-2-carbaldehido (355 mg, 1.97 mmol) en THF (10 ml) y se agrega la
solucioén resultante a una mezcla de agitacion de dietilfosfonoacetato de tert-butilo (547 mg, 2.169 mmol) y NaH (102
mg, 2.56 mmol, dispersion de aceite al 60%) en THF (5 ml). Después de 15 minutos se detiene la reaccion por
adicion de agua y se extrae la suspension resultante con Et2O. Se seca la fase organica en Na SO, y se evapora
bajo vacio. Se purifica el producto sin purificar por cromatografia de gel de silice (éter de petréleo/EtOAc 95:5) para
dar 491 mg de éster tert-butilo del acido 3-(5-dimetoximetil-piridin-2-il)-acrilico.

Rendimiento: 89%

Etapa D

[0127] Se disuelven (491 mg, 1.76 mmol) de tert-butilo del acido 3-(5-dimetoximetil-piridin-2-il)-acrilico en THF (20
ml) y HCI 1N (7 ml).

[0128] Se agita la solucion resultante por 4 horas. Se agrega agua (1 ml) y HCl al 10% (1 ml). Se agita la mezcla
durante la noche después se basifica a pH=10 con NaOH al 20% y se extrae con EtOAc. Se seca la fase organica
en NaxSO4 y se evapora bajo vacio para dar éster tert-butilo del acido 3-(5-formil-piridin-2-il)-acrilico como un sélido.
Rendimiento = 88%

Etapa E

[0129] Se disuelve el éster tert-butilo del &cido 3-(5-formil-piridin-2-il)-acrilico (364 mg, 1.56 mmol) en MeOH (10 ml)
y se enfria la solucién a 0°C. Se agrega la acetofenona (188 mg, 1.56 mmol) y KOH 1.7 M (1.8 ml). Se agita la
reaccion en 0°C por 3 horas. Se filtra el s6lido resultante en un embudo Buckner para dar 130 mg de éster tert-butilo
del acido 3-[5-(3-ox0-3-fenil-propenil)-piridin-2-il]-acrilico como un polvo amarillo.

Rendimiento= 25%

Etapa F

[0130] Se disuelve el éster tert-butilo del acido 3-[5-(3-0x0-3-fenil-propenil)-piridin-2-il]-acrilico (130 mg, 0.38 mmol)
en DCM (4 ml) y TFA (1 ml). Se agita la solucién resultante por 4 horas en temperatura ambiente y después se
remueve el solvente bajo vacio. Se cristaliza el aceite resultante a partir de Et:O para dar 165 mg de sal
trifluoroacetato de acido 3-[5-(3-o0xo-3-fenil-propenil)-piridin-2-il]-acrilico.

Rendimiento= cuantitativo

Etapa G

[0131] HOBT (133 mg, 0.98 mmol), EDC (187 mg, 0.98 mmol), TEA (148 mg, 1.47 mmol) y NH20THP (68.8 mg,

0.59 mmol) se anadi6 a la sal de trifuoroacetato del acido 3-[5-(3-o0xo-3-fenil-propenil)-piridin-2-il]-acrilico (193 mg,
0.49 mmol) disuelto en THF/DMF (1:1, 10 ml). Se agita la mezcla por 6 horas en temperatura ambiente y después se
fracciona entre agua y Et>O. Se lava el extracto organico con salmuera, se seca en Na>SO. y se evapora bajo vacio.

[0132] Se purifica el producto sin purificar por cromatografia de gel de silice (éter de petroleo/EtOAc 4:6) y se
disuelve el aceite resultante en DCM y se trata con HCI/Et;O por 1.5 horas. Se filtra el precipitado en un embudo
Buckner lavando con DCM y Et,O para dar 55 mg de N-hidroxi-3-[5-(3-0x0-3-fenil-propenil)-piridin-2-ilJacrilamida
como sal clorhidrica.

Rendimiento=33%

Método LC-MS= B RT= 5.58; (ES+) da MH+ : 295.2

RMN-1H (DMSO-d6), : 9.06 (d, 1H); 8.45 (dd, 1H), 8.18 (d, 2H); 8.11 (d, 1H); 7.78 (d, 1H); 7.76-7.66 (m, 2H); 7.59
(dd, 2H); 7.53 (d, 1H); 7.04 (d, 1H)

[0133] Los compuestos reportados en la Tabla 6 son preparados deacuerdo aprocedimiento descrito anteriormente.
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Tabla 6
Ej. Estructura Nombre del LC-MS MH+ RMN-1H
no compuesto (DMSO-db) d:
70 N-hidroxi-3-{5-[3- A, 5.71 325.2 8.93 (d, 1H); 8.27 (dd,
(2-metoxi-fenil)-3- 1H); 7.69 (d, 1H); 7.63-
H oxo-propenil]- 7.47 (m, 5H); 7.21 (d,
piridin-2-il}- 1H); 7.07 (ddd, 1H); 7.01
acrilamida (d, 1H), 3.87 (s, 3H)
71 N-hidroxi-3-[5-(3- A, 558 | 301.2 9.05 (d, 1H); 8.40 (dd,
i oxo-3-tiofen-2-il- 1H); 8.35 (dd, 1H); 8.09
i J"“un propenil)-piridin-2- (dd, 1H); 8.03 (d, 1H);
o il]-acrilamida 7.77 (d, 1H); 7.71 (d,
1H); 7.51 (d, 1H); 7.34
(dd, 1H); 7.02 (d, 1H);
72 3-{5-[3-(3,4- A /533 | 3311 10.90 (s br, 1H); 9.04 (d,
difluoro-fenil)-3- 1H); 8.42 (dd, 1H); 8.26
Hm oxo-propenil]- (ddd, 1H); 8.10 (d, 1H);
o piridin-2-il}-N- 8.10 (m, 1H); 7.81 (d,
hidroxi-acrilamida 1H); 7.70 (d, 1H); 7.66
(dd, 1H); 7.52 (d, 1H);
7.02 (d, 1H).

2. Bioquimica y Farmacologia

[0134] La acetilacién y deacetilacion de histonas nucleosomales juegan un papel importante en la modulacion de la
estructura de cromatina, funcién de cromatina y en la regulacién de expresion de genes. Un nimero de clases
estructuralmente distintas de compuestos ha sido identificado como inhibidores de HDAC; estos compuestos llevan
a una acumulacion de proteina de histona acetiladas tanto en células tumorales y en tejidos normales. Los
inhibidores de HDAC son capaces de activar la diferenciacién para detener el ciclo celular en G1 y/o G2, y para
inducir la apoptosis en células transformadas o cancerosas.

Grupo 1 del experimento
1. Acetilacion de histonas

[0135] Se trata la linea celular hematopoyética U937 con varios compuestos en un intervalo de concentracion
comparable con aquel de la tricostina A, un compuesto conocido entre los inhibidores conocidos mas poderosos de
histona deacetilasas (concentraciones micromolares). Los niveles de acetilacién de la histona son medidos por
citofluorimetria, usando un anticuerpo el cual reconoce histonas acetiladas H3 y H4. Se obtienen resultados
similares con una técnica diferente (Western Blotting) y en otras lineas celulares.

[0136] Como se muestra en la Figura 1. Los compuestos de prueba muestran una fuerte actividad inhibidora, con un
espectro de potencia y estabilidad de inhibicion (por comparar datos obtenidos después de 4 horas de tratamiento)
lo cual se correlaciona con la estabilidad de los compuestos y/o grado de inhibicién de histona deacetilasas.

2. Crecimiento celular/apoptosis/ciclo celular

[0137] La respuesta biolégica de células U937 a los compuestos de la formula (I) es estudiada. Como una
referencia, un tratamiento de 24 horas con tricostatin A induce fuerte apoptosis en células U937 (aproximadamente
60% de muerte celular), junto con un nimero creciente de células en fase G2/M, como se describe previamente (Qiu
et al., Mol. Biol. Cell, 2000, 11(6), 2069-83).

[0138] Se estudian dos compuestos (MC1610 y MC1645) primero: como se muestra en la Figura 2, ambos
compuestos (concentracién 1 pM) interrumpen el crecimiento celular completamente, inducen apoptosis y bloque
estimulado en fase G2/M.

[0139] De acuerdo a los procedimientos mencionados anteriormente, los compuestos presentes son de esta forma
probados para su actividad inhibidora hacia HD2, HD1-B y HD1-A, los cuales son enzimas mais con actividad
deacetilasa. En particular, HD1-B y HD1-A son homologos de la clase | y Il de deacetilasas mamiferos
respectivamente. Los resultados obtenidos son mostrados en la Tabla 7.
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Tabla 7
NHOH
O
Compuesto Ar HD2, HD1-B, HD1-A,
|Cso nM |Cso nM |Cso nM
MC1632 Ph 107 92 108
MC1645 2.CI-Ph 40 22 39
MC1622 3-Cl-Ph 118 91 120
MC1624 2-F-Ph 86 18 67
MC1610 3-F-Ph 144 85 117
MC1625 4-F-Ph 92 86 107
MC1644 2-Me-Ph 81 14 15
MC1623 3-Me-Ph 462 273 109
MC1639 4-Me-Ph 216 225 310
MC1652 1-naftilo 202 57 14
MC1671 5-dihidro- benzofurano 51 28 15
OH
Compuesto Ar HD2, HD1-B, HD1-A,
IC50 NnM IC50 nM IC50 NnM
MC1646 Ph 32 23 45
MC1670 2-Cl-Ph 65 29 40
MC1672 3-Cl-Ph 78 20 27
MC1661 2-F-Ph 38 16 17
MC1653 3-F-Ph 135 50 33
Compuesto Rendimiento X Pf °C
(%)
MC1631 144 152 213

[0140] Los datos en la Tabla 7 muestran que todos los compuestos probados tienen una actividad inhibidora

poderosa de histona deacetilasas.

Experimento del Grupo 2
METODOS

Estudios in vitro

2.1 Ensayo de acetilacion de histona
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[0141] Se formatea el ensayo de acetilacion de histona para deteccion convencional de niveles relativos de histonas
acetiladas en cultivos celulares. Las células de suspension (U937 o K562, derivadas respectivamente de una linfoma
histiocitico y una leucemia mielogenosa) se exponen a dosis incrementadas de inhibidores de HDAC (HDACI) para
inducir la acetilacion de histona. Después de 3 horas, se fijan las células (1% de paraformaldehido en PBS) y se
permeabiliza (Triton X-100, 0.1% en PBS, RT). Después de lavar (PBS con la BSA), se preincuban las células en
PBS de suero de cabra al 10% (30’ en 4°). Las células son entonces incubadas con un anticuerpo monoclonal (en
PBS- BSA al 1%; RT 1 hora) dirigido contra las histonas acetiladas y después con un anticuerpo conjugado de FITC
anti ratén (en PBS-BSA al 1%; RT 1 hora). Después del lavado final, se analizan las células con FACS.

2.2 Ensayo de Inhibicion de HDAC

[0142] Se realiza el ensayo de actividad de HDAC en extracto nuclear usando un equipo de ensayo de actividad
fluorescente HDAC (Biomol Inc.), de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. Se realiza el ensayo en dos
etapas: primero, 5 pg de extracto nuclear HELA (actividad HDAC) se agregan a una solucion de inhibidor de HDAC
y substrato (cadena lateral de lisina acetilada, 116 uM) y se incuba entonces la mezcla por 10 minutos en
temperatura ambiente (25°C). En la segunda etapa se detiene la reaccion por la adicién de un revelador (15 minutos
en temperatura ambiente). En esta etapa se produce un fluoréforo.

[0143] Se analiza la fluorescencia usando un fluorimetro de Vector 3 (Perkin-Elmer) con una longitud de onda de
excitacion 355 nm y deteccion de luz emitida en 460 nm.

2.3 Ensayo MTT

[0144] Se basa el ensayo MTT (por sus siglas en inglés) [bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio] en
la capacidad de una enzima mitocondrial deshidrogenasa a partir de células viables para escindir los anillos de
tetrazolio de MTT amarillo palido y formar cristales de formazan azul oscuro los cuales son bastantes impermeables
a membranas celulares, de esta forma resultando en su acumulacién dentro de células saludables. La solubilizacién
de las células por la adicibn de un detergente resulta en la liberacion de los cristales los cuales son
solubilizados. El nimero de células sobrevivientes es directamente proporcional al nivel del producto formazan
creado. El color puede entonces ser cuantificado usando un ensayo colorimétrico simple. Los resultados pueden
ser leidos en un espectrofotémetro de barrido multipozos (lector ELISA).

[0145] Se incuban las lineas celulares tumorales (HT29, MCF-7, PC3, U937) (24, 48 y 72 horas) con diferentes
concentraciones de compuestos de prueba. Se agrega MTT (5 mg/ml en PBS) en puntos de tiempo diferentes y se
incuba por 3-4 horas en 37°C. Después de la incubacién, se remueve el medio el cual contiene solucion
MTT y se solubilizan los cristales de formazan con un solvente organico (DMSO/etanol absoluto 1:1) antes de
leer en espectrofotometro de barrido multipozos (550-570 nm). El porcentaje de células sobrevivientes es
expresado como: (absorbancia de pozos tratados/absorbancia de pozos de control) x 100.

2.4 Crecimiento celular/apoptosis/ciclo celular

[0146] Se expone la suspension o células adherentes (HT29 o K562) a dosis incrementadas de compuestos HDACi
para evaluar su respuesta bioldgica. Para el ciclo celular, y las células de analisis de apoptosis, después de
recolectar, se fijan en etanol al 70% por 30 minutos. Después de lavar, las células se vuelven a suspender en yoduro
de propidio (PI:50 pl/ml adicional a RNasa (250 pg/ml)) y se incuba por 3 horas en temperatura ambiente. Se
procesan las muestras por analisis citométrico de flujo (FC). Se realiza FC por Citdmetro FACScan (Becton
Dickinson). Como se muestra en la Figura 3, los compuestos probados son capaces de detener completamente el
crecimiento celular, inducir la apoptosis y estimular el bloqueo de G0/G1.

Estudios in vivo
Estudios de actividad antitumoral
25 Estudio de carciginogénesisyadministracion de HDACi

[0147] Se tratan inicialmente 129 ratones hembra de seis semanas de edad con 25 ug de DMBA (disuelto en 200 pl
de acetona) pintados en la piel del lomo rasurado. A partir de 2 semanas después de esto, se tratan los ratones con
3 ug de TPA (disuelto en 200 pl de acetona) dos veces a la semana para las siguientes 13 semanas. Son evidentes
tumores de piel visibles (papilomas) después de seis semanas de aplicacion de TPA. En la ocurrencia de papilomas
visibles, se inicia la administracion de HDACi. Se disuelven los inhibidores de HDAC en glicerol/HO/DMSO (7:2:1).
Se administran HDACi a grupos de tanto animales normales o DMBA-TPA, un grupo que se considera sham
(solamente administracion de vehiculo). Se pinta con HDACi (o vehiculo) en la piel del lomo rasurado (2x3 cm).
Todos los grupos son tratados dos veces por semana por las siguientes 6-7 semanas. Todos los tumores visibles
son contados semanalmente y diseccionados en el sacrificio (inhalacion de CO;) seis semanas mas tarde.
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2.6 Analisis histologico e inmunohistoquimico

[0148] Se fijan las muestras tumorales en formalina amortiguada al 10%, procesadas por embeberlas en parafina y
se seccionan (4 um). Se tifie una serie con hematoxilina y eosina, mientras que las otras se procesan
inmunohistoquimicamente para detectar niveles de histonas acetiladas. En resumen, después de la
desparafinizacion, la hidratacién del tejido por serie de alcohol graduado, y desmascarado de antigeno en solucién
de citrato (pH 6), se detienen las secciones (H20; al 3% en TBS) y se incuban con histonas anti-acetiladas (en TBS
1X-BSA al 2%-NGS al 2%-Tween 0.05%), por 2 horas en temperatura ambiente. Las secciones son entonces
incubadas con anticuerpo secundario listo para usarse (DAKO Envision System HRP antiratéon) por 1 hora en
temperatura ambiente y se incuba subsecuentemente en solucion de substrato de peroxidasa (1 gota de cromégeno
en 1 ml de amortiguador DAKO DAB). Se lavan las secciones finalmente en H>O y se deshidratan para monteo y
observacion.

RESULTADOS

3.1 Ensayo de acetilacion de histona y ensayo de inhibicion de HDAC

[0149] De acuerdo a los procedimientos mencionados en los parrafos 2.1y 22 los presentes compuestos son de esta
forma probados por su capacidad de inhibir la histona deacetilasas. Los resultados obtenidos son esquematizados

en la Tabla 8.

Tabla 8. Sumario de la actividad medida (Ensayo de inhibicion de HDAC y ensayo de acetilacion de histona)

Compuestos Actividad Incremento de Ensayo de actividad
acetilacion bioquimica

MC1632 ++ +++ +
MC1610 +++ ++ +++
MC1624 + + +++

Ej. 1 ++ ++ +

Ej. 2 ++ ++ ++

Ej. 5 +++ ++ +++

Ej. 61 +++ +++ ++

Ej. 7 +++ + +

Ej. 9 e+ +++ +

Ej. 22 ++ +++ ++

Ej. 24 +++ +++ nd

Ej. 12 +++ ++ nd

Ej. 30 ++ +++ nd

Ej. 41 + ++ nd

Ej. 43 + +++ nd

Ej. 65 + +++ nd

Ej. 63 + +++ nd

Ej. 45 ++ +++ nd

Intervalo IC50 (nM):

<100=+++

>100, <200 =++

>200, <600=+

Intervalo de incremento de acetilacion:
<4 veces=+

>4 veces, <6 veces=++

>6 veces =+++

[0150] Los datos mostrados en la Tabla 8 demuestran que los compuestos probados poseen una actividad
inhibitoria poderosa contra histona deacetilasas.

3.2 Ensayo MTT
[0151] De acuerdo con el procedimiento descrito en los parrafos 2.3, los presentes compuestos son probados en

diferentes lineas celulares por su capacidad para inducir bloqueo de proliferacién y/o muerte celular. Los resultados
obtenidos son esquematizados en la Tabla 9.
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Tabla 9 Compuestos de ensayo MTT Actividad

Compuestos HT29 MCF7 PC3 U937
MC1632 ++ ++ ++ ++
MC1610 ++ ++ + ++
MC1624 ++ ++ + ++

Ej. 1 +++ ++ ++ ++
Ej. 2 +++ ++ ++ +++
Ej. 5 ++ ++ ++ ++
Ej. 61 ++ ++ + ++
Ej. 7 +++ ++ ++ nd
Ej. 9 +++ + ++ ++
Ej. 22 +++ ++ +++ ++
Ej. 24 +++ ++ ++ nd
Ej. 12 +++ ++ ++ nd
Ej. 30 ++ ++ ++ nd
Ej. 41 ++ ++ + nd
Ej. 43 ++ ++ ++ nd
Ej. 65 ++ ++ + nd
Ej. 63 ++ ++ ++ nd
Ej. 45 +++ ++ +++ nd

Intervalo IC50 (uM)
<0.5=+++

>0.5, <b=++

>5=+

[0152] Los resultados mostrados en la Tabla 9 indican que los presentes compuestos son capaces de inducir
bloques de proliferacién y/o muerte celular en una variedad de lineas celulares tumorales.

3.3 Estudios in vivo

[0153] De acuerdo con los procedimientos explicados en los parrafos 2.5 y 2.6, el cutis de ratones normales o de
ratones expuestos a tratamiento con DMBA-TPA se analiza por inmunohistoquimica o se tifie con hematoxilina y
eosina, respectivamente. Ejemplos de los resultados obtenidos son representados en la Figura 4 y Figura 5 las
cuales demuestran que los compuestos probados son capaces de inducir fuertemente la acetilacion de histona en
animales normales y son capaces de reducir el tamafo tumoral en animales tratados. Por otra parte, los compuestos
probados son capaces de bloquear completamente el nimero incremento adicional de papilomas inducidas como se
muestra en la Figura 6.
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REIVINDICACIONES

NH-OR
Ar—-*R'__@/\l.r
0
En donde:

Rs es elegido entre hidrégeno, alcoxialquilo;
Ar es un grupo arilo o heteroarilo opcionalmente sustituido.
A es elegido entre:

1. El compuesto de la formula (1)

[ Ba

\_/ \_/

en donde R: se elige entre hidrégeno, alquilo, cicloalquilo, arilo, arilalquilo, heterociclilo, heterociclilalquilo, halégeno,
haloalquilo, hidroxi, hidroxialquilo, alcoxi, haloalcoxi, amino, aminoalquilo, alquilamino, (tio)carbonilamino,
(tio)aminocarbonilo, sulfonilamino, aminosulfonilo (tio)acilo, (tio)aciloxi, (tio)alcoxicarbonilo, nitro y nitrilo;

Rj se elige de entre:

) . YL
N e _ /u\ - - A}‘:"'-‘»"/J I

@) (b) (©)

en donde Y representa O, S, NH; CHz, NOH o NORs donde Rs es alquilo el cual tiene de 1 a 4 atomos de carbono.

2. El compuesto de conformidad con la reivindicacion 1, caracterizado porque Ar se elige de entre fenilo, naftilo,
piridilo, piranilo, pirrolilo, tienilo, furanilo, benzofurilo, benzotienilo, indolilo opcionalmente substituidos.

3. El compuesto de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-2, caracterizado porque Ar es substituido
por uno o mas de entre halégeno, hidroxi, alquilo, alcoxi, trifluoroalquilo, trifluoroalcoxi, dialquilamino, morfolilo,
piperazinilo, metoxicarbonilo.

4. El compuesto de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-3, caracterizado porque el grupo R y el
grupo que contiene Rz son unidos en relacién uno al otro en el anillo A.

5 El compuesto de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-4, caracterizado porque R es elegido entre
hidrégeno, halégeno, alquilo, alcoxi.

6. El compuesto de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-5, caracterizado porque Rs es hidrogeno.

7. El compuesto de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-6, caracterizado porque tiene una de las
estructuras siguientes:
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S KO

(1) (1o}

(<) (i)

donde Ar y R tienen los significados mencionados anteriormente, y X es un atomo de carbono o nitrégeno.

8. El compuesto de conformidad con la reivindicacion 7, caracterizado porque en las férmulas (la-d) X es un atomo
de carbono, Rz es hidrégeno, y Ar es elegido de entre: fenilo, 2-clorofenilo, 3-clorofenilo, 4-clorofenilo, 2-fluorofenilo,
3-fluorofenilo, 4-fluorofenilo, 2-metilfenilo, 3-metilfenilo, 4-metilfenilo, 1-naftilo, 5-dihidrobenzofurilo.

9. El compuesto de conformidad con la reivindicacién 1, caracterizado porque se elige de:

-[3-fluoro-4-(3-oxo-3-fenil-propenil)-fenil]-N-hidroxi-acrilamida
-[3-cloro-4-(3-oxo-3-fenil-propenil)-fenil]-N-hidroxi-acrilamida
[3-cloro-4-(3-oxo-3-o-tolil-propenil)-fenil]-N-hidroxi-acrilamida
[3-cloro-4-[3-(2-metoxi-fenil)-3-oxo-propenil)-fenil]-N-hidroxi-acrilamida
[3-cloro-4-[3-(2-fluoro-fenil)-3-oxo-propenil)-fenil]-N-hidroxi-acrilamida
[3-cloro-4-[3-(2-cloro-fenil)-3-oxo-propenil)-fenil]-N-hidroxi-acrilamida
[3-cloro-4-(3-oxo-3-m-tolil-propenil)-fenil]-N-hidroxi-acrilamida
[3-cloro-4-[3-(3-metoxi-fenil)-3-oxo-propenil)-fenil]-N-hidroxi-acrilamida
[3-cloro-4-[3-(3-fluoro-fenil)-3-oxo-propenil)-fenil]-N-hidroxi-acrilamida
[3-cloro-4-[3-(3-cloro-fenil)-3-oxo-propenil)-fenil]-N-hidroxi-acrilamida
[3-cloro-4-(3-oxo-3-p-tolil-propenil)-fenil)-N-hidroxi-acrilamida
[3-cloro-4-[3-(4-metoxi-fenil)-3-oxo-propenil)-fenil]-N-hidroxi-acrilamida
[3-cloro-4-[3-(4-fluoro-fenil)-3-oxo-propenil)-fenil]-N-hidroxi-acrilamida
{8-cloro-(4-[3-(4-cloro-fenil)-3-oxo-propenil]-fenil}-N-hidroxi-acrilamida
[3-cloro-4-[3-oxo-3-tiofen-2-il-propenil)-fenil]-N-hidroxi-acrilamida
[3-fluoro-4-[3-o0x0-3-o-tolil-propenil]-fenil-N-hidroxi-acrilamida
[3-fluoro-4-[3-[2-metoxi-fenil)-3-oxo-3-propenil]- fenil] N-hidroxi-acrilamida
[3-fluoro-4-[3-(2-fluoro-fenil)-3-oxo-propenil]-fenil]-N-hidroxi-acrilamida
[4-[3-(2-cloro-fenil)-3-oxo-propenil]-3-fluoro-fenil]-N-hidroxi-acrilamida
[3-fluoro-4-[3-o0x0-3-m-tolil-propenil]-fenil]-N-hidroxi-acrilamida
[3-fluoro-4-[3-(3-metoxi-fenil)-3-oxo-propenil]-fenil]-N-hidroxi-acrilamida
[3-fluoro-4-[3-(3-fluoro-fenil)-3-oxo-propenil]-fenil]-N-hidroxi-acrilamida
[4-[3-(3-cloro-fenil)-3-oxo-propenil]-3-fluoro-fenil]-N-hidroxi-acrilamida
[3-fluoro-4-[3-o0x0-3-p-tolil-propenil]-fenil]-N-hidroxi-acrilamida
[3-fluoro-4-[3-(4-metoxi-fenil)-3-oxo-propenil]-fenil]-N-hidroxi-acrilamida
[3-fluoro-4-[3-(4-fluoro-fenil)-3-oxo-propenil]-fenil]-N-hidroxi-acrilamida
[4-[3-(4-cloro-fenil)-3-oxo-propenil]-3-fluoro-fenil]-N-hidroxi-acrilamida
[3-fluoro-4-[3-oxo0-3-tiofen-2-il-propenil]-fenil]-N-hidroxi-acrilamida
[3-fluoro-4-[3-(4-morfolin-4-il-fenil)-3-oxo-propenil]-fenil]-N-hidroxi-acrilamida
N-hidroxi-3-[4-[3-(2-metoxi-fenil)-3-oxo-propenil]-fenil]-acrilamida
N-hidroxi-3-[4-[3-ox0-3-(2-trifluorometil-fenil)-propenil]-fenil]-acrilamida
N-hidroxi-3-[4-[3-ox0-3-(2-trifluoro-metoxi-fenil)-propenil]-fenil]-acrilamida
3-[4-[3-(2-bromo-fenil)-3-oxo-propenil]-fenil]-N-hidroxi-acrilamida
N-hidroxi-3-[4-[3-(3-metoxi-fenil)-3-oxo-propenil]-fenil]-acrilamida
3-[4-[3-(3-bromo-fenil)-3-oxo-propenil]-fenil]-N-hidroxi-acrilamida
N-hidroxi-3-[4-[3-(4-metoxi-fenil)-3-oxo-propenil]-fenil]-acrilamida

3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
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N-hidroxi-3-[4-[3-0x0-3-(4-trifluorometil-fenil)-propenil]-fenil]-acrilamida
N-hidroxi-3-[4-[3-0x0-3-(4-trifluoro-metoxi-fenil)-propenil]-fenil]-acrilamida
3-[4-[3-(4-bromo-fenil)-3-oxo-propenil]-fenil]-N-hidroxi-acrilamida
3-[4-[3-(4-dietilamino-fenil)-3-oxo-propenil]-fenil]-N-hidroxi-acrilamida
N-hidroxi-3-[4-[3-(4-morfolin-4-il-fenil)-3-oxo-propenil]-fenil]-N-hidroxi-acrilamida
3-[4-[3-furan-2-il-3-oxo-propenil]-fenil]-N-hidroxi-acrilamida
N-hidroxi-3-[4-(3-0x0-3-tiofen-2-il-propenil)-fenil]-acrilamida
N-hidroxi-3-[4-[3-0x0-3-(1H-pirrol-2-il)-propenil)-fenil]-acrilamida
3-[4-[3-benzofuran-2-il-3-oxo-propenil]-fenil]-N-hidroxi-acrilamida
3-[4-[3-benzo[bltiofen-2-il-3-oxo-propenil]-fenil]-N-hidroxi-acrilamida
N-hidroxi-3-[4-(3-oxo-tiofen-3-il-propenil)-fenil]-acrilamida
N-hidroxi-3-[4-[3-(3-metoxi-4-morfolin-4-ilmetil-fenil)-3-oxo-propenil)-fenil]-acrilamida
3-[4-[3-(3,4-difluoro-fenil)-3-oxo-propenil]-fenil]-N-hidroxi-acrilamida
3-[4-[3-(3,5-difluoro-fenil)-3-oxo-propenil]-fenil]-N-hidroxi-acrilamida
3-[4-[3-(2,5-difluoro-fenil)-3-oxo-propenil]-fenil]-N-hidroxi-acrilamida
3-[4-[3-(2,6-difluoro-fenil)-3-oxo-propenil]-fenil]-N-hidroxi-acrilamida
N-hidroxi-3-[3-metoxi-4-(3-oxo-tiofen-2-il-propenil)-fenil]-acrilamida
N-hidroxi-3-[3-metil-4-(3-oxo-tiofen-2-il-propenil)-fenil]-acrilamida

Ester metilo del acido 4-[3-[4-(2-hidroxicarbamoil-vinil)-fenil]-acriloil]-benzoico
Ester metilo del acido 3-[3-[4-(2-hidroxicarbamoil-vinil)-fenil]-acriloil]-benzoico
3-[4-[3-(5-cloro-tiofen-2-il)-3-oxo-propenil]-fenil]-N-hidroxi-acrilamida
N-hidroxi-3-{4-[3-(3-hidroxi-fenil)-3-oxo-propenil]-fenil}-acrilamida
N-hidroxi-3-(4-{3-[4-(4-metil-piperazin-1-il)-fenil)-3-oxo-propenil]-fenil}-acrilamida
N-hidroxi-3-[2-metoxi-4-(3-ox0-3-propenil]-fenil}-acrilamida
3-[2-fluoro-4-(3-oxo-3-fenil-propenil)-fenil]-N-hidroxi-acrilamida
3-[2-cloro-4-(3-oxo-3-fenil-propenil)-fenil]-N-hidroxi-acrilamida
N-hidroxi-3-[4-(3-ox0-3-piridin-3-il-propenil)-fenil]-acrilamida
N-hidroxi-3-[4-(3-ox0-3-piridin-2-il-propenil)-fenil]-acrilamida
N-hidroxi-3-[4-(3-ox0-3-piridin-4-il-propenil)-fenil]-acrilamida
N-hidroxi-3-[3-metil-4-(3-oxo-3-fenil-propenil)-fenil]-acrilamida
N-hidroxi-3-[3-metoxi-4-(3-oxo-3-fenil-propenil)-fenil]-acrilamida
3-[3-fluoro-4-(3-oxo-3-piridin-3-il-propenil)-fenil]-N-hidroxiacrilamida
N-hidroxi-3-[5-(3-ox0-3-fenil-propenil)-piridin-2-il]-acrilamida
N-hidroxi-3-[5-(3-(2-metoxi-fenil)-3-oxo-propenil)-piridin-2-il]-acrilamida
N-hidroxi-3-[5-(3-ox0-3-tiofen-2-il-propenil)-piridin-2-il]-acrilamida
3-{5-[3-(3,4-difluoro-fenil)-3-oxo-propenil]-piridin-2-il}-N-hidroxi-acrilamida.

10. Un proceso para la preparacion de los compuestos de la férmula (1), caracterizado porque comprende tratar un
compuesto de la formula (I1)

CH Ry (mn

Rz

en donde Ay Rz tienen los significados mencionados anteriormente y R4 es un grupo saliente adecuado,
(i) con un compuesto de la formula Ar-W, donde Ar tiene los significados mencionados anteriormente,
y W es un grupo capaz de formar, por reacciéon con el grupo CHO de (ll), el grupo R1 como se

define anteriormente, o un intermediario sintético del mismo,
(ii) y ademas con un compuesto de la formula (IIl)

N [ B

Z
en donde Z representa NHOR3 como se define anteriormente o un precursor del mismo.

11. El proceso de conformidad con la reivindicacién 10, caracterizado porque el compuesto Ar-W es una
acetofenona opcionalmente sustituida en el anillo fenilo.

12. El proceso de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 10-11, caracterizado porque la reaccién de
adicion del compuesto Ar-W toma lugar en el ambiente alcalino.
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13. El proceso de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 10-12, caracterizado porque el compuesto de
la férmula (l11) es un acrilato de alquilo.

14. El proceso de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 10-13, caracterizado porque el compuesto de
la férmula (l1l) es un acrilato de n-butilo.

15. El proceso de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 10-14, caracterizado porque la reaccién de
adicion del compuesto de la férmula (l1l) toma lugar en presencia de fosfato de potasio y acetato de paladio.

16. El compuesto de la férmula (l) como se define en las reivindicaciones 1-9, es para uso en terapia.

17. La composicion farmacéutica caracterizada porque comprende uno o mas principios activos de la férmula (1)
como se define de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en asociacién con excipientes y
diluyentes aceptables farmacéuticamente.

18. La composicion de conformidad con la reivindicacion 17, es util para administracion oral, o parenteral, en la
forma de tabletas, capsulas, preparaciones orales, polvos, granulos, pastillas, polvos regenerables, soluciones o
suspensiones liquidos inyectables o infusibles, supositorios, suspensiones acuosas o aceitosas, soluciones,
emulsiones, jarabes, elixires, o en la forma de transdérmico.

19. La composicion de conformidad con la reivindicacion 17, es Util para uso tdpico en la forma de ungiiento, crema,
gel, locion, solucion, pasta o similares, posiblemente que contienen liposomas, micelas, y/o microesferas.

20. El uso de uno o mas compuestos de la formula (I) como se define de conformidad con cualquiera de las

reivindicaciones 1-9, en la preparacién de un medicamento para la prevencion y/o tratamiento de enfermedades
asociadas a la desregulacion de la actividad de histona deacetilasas.
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