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DESCRIPCION
Compuestos para la inhibicion de la histona de acetilasa
Sector de la invencion

La presente invencion se refiere a nuevos compuestos que son utiles como agentes para la prevenciéon o el
tratamiento de enfermedades asociadas con la histona deacetilasa (HDAC), en particular enfermedades tumorales o
proliferativas de las células. También se pueden utilizar como agentes para aumentar el crecimiento de las neuritas.
En particular, los compuestos de la invencion pueden ser utilizados como agentes para enfermedades
anti-neurodegenerativas y de la atrofia muscular espinal humana (SMA)

Antecedentes de la invencion

El ADN eucariético esta altamente organizado y empaquetado en el nlcleo. La organizacién y empaquetado se
consiguen por la adicion de proteinas, incluyendo histonas del nucleo H2A, H2B, H3 y H4, que forman una
estructura compleja, la cromatina, conjuntamente con el ADN. La modificacion de histonas del ndcleo es de
fundamental importancia para los cambios de conformacion de la cromatina. El nivel de acetilacion se relaciona con
la actividad de transcripcion y entonces la acetilacién induce una conformacién abierta de la cromatina que permite
que los instrumentos de la transcripcion accedan a promotores. La histona deacetilasa (HDAC) e histona
acetiltransferasa (HAT) son enzimas que influyen en la transcripcion al desacetilar o acetilar selectivamente los
grupos e-amino de la lisina situada cerca de los amino terminales de las proteinas de histona del nucleo. La HDAC
es una familia de 11 enzimas (isoformas) que pueden actuar como reguladores maestro de muchas enfermedades,
incluyendo el cancer, porque estan involucrados en el control de expresion de genes. La disrupcion de las HDAC se
ha relacionado con una amplia variedad de canceres humanos. Las enzimas de HDAC o isoformas aparecen
involucradas en muchos tipos diferentes de cancer.

Los inhibidores de la histona deacetilasa (HDAC) estan mostrando como una atractiva nueva clase de agentes
anticancerosos potenciales para el tratamiento de enfermedades malignas sélidas y hematol6gicas. En estos ultimos
anos, han sido identificados un numero creciente de inhibidores estructuralmente diversos de HDAC; inhiben la
proliferacién e inducen la diferenciacion y/o la apoptosis de células tumorales en cultivos y en modelos animales. La
inhibicién de HDAC provoca que las histonas del nicleo acetiladas se acumulen tanto en los tejidos tumorales como
los normales, proporcionando un marcador subrogado para la actividad biolégica de inhibidores de HDAC in vivo.
Los efectos de los inhibidores de HDAC sobre la expresién de los genes son altamente selectivos, conduciendo a la
activacion transcripcional de ciertos genes, tales como el inhibidor de quinasa dependiente de ciclina p21WAF1/CIP1
pero conduciendo a la represion de otros. La inhibicién de HDAC no solamente resulta de la acetilacion de histonas,
sino también de factores de transcripcion tales como p53, GATA-1 y el receptor alfa de estrégeno. La significacion
funcional de la acetilacion de proteinas de no histona y los mecanismos precisos por los que los inhibidores de
HDAC inducen la detencién del crecimiento de células tumorales, diferenciacion y/o apoptosis son actualmente el
nucleo de intensas investigaciones. Los inhibidores de HDAC, actualmente en pruebas clinicas, han mostrado
actividad y representan una clase de agentes antitumorales molecularmente dirigidos con potencial de eficacia
basados en un nuevo mecanismo de accion.

Un articulo de resumen publicado en Medicinal Research Reviews, Vol. 26, n® 4, pags. 397-413, 2006 sefald que se
ha informado sobre cuatro clases de inhibidores de HDAC, acidos grasos de cadena corta, acidos hidroxamicos,
benzamidas y péptidos ciclicos. Los compuestos polares hibridos basados en acido hidroxamico (HPC) son
inhibidores de HDAC que inducen diferenciacion a concentraciones micromolares o inferiores (Journal of the
National Cancer Institute, Vol. 92, n® 15, 2 de agosto, 2000, pags. 1210-1216). Las Patentes: USA n° 6.174.905, EP
0847992, JP 258863/96, y la Solicitud de Patente Japonesa n® 10138957 dan a conocer derivados de benzamida
que inducen diferenciacion celular HDAC. El documento WO 01/38322 da a conocer compuestos adicionales que
sirven como inhibidores de HDAC. Se ha informado en la Publicacién Hum Genet, 2006, 120, pags. 101-110 que la
benzamida M344 regula de modo creciente la expresion de la proteina SMN2 en células de fibroblastos derivadas de
pacientes SMA hasta 7 veces después de 64 horas de tratamiento. Se ha informado que el butirato s6dico mejora la
expresion fenotipica en un modelo de ratdn transgénico de atrofia muscular espinal y bulbar (Human Molecular
Genetics, 2004, Vol. 13, n? 11, pags. 1183-1192). La tricostatina A, un inhibidor de histona deacetilasa, se descubrié
que inducia degradacién de ciclina D1 dependiente de ubiquitina en células de cancer de mama MCF-7 (Molecular
Cancer 2006, 5:8; este articulo se puede conseguir del enlace: http://www.molecular-cancer.com/content/5/1/81). La
Patente US n® 7.169.801 dio a conocer compuestos que pueden ser utilizados para inhibir la histona deacetilasa
teniendo la férmula Z-Q-L-M o Z-L-M. La Patente US Numero 6888027 cubre una familia de inhibidores de
sulfonamida de HDAC que incluyen PXD101. La Patente Europea Numero EP 1 301 184 cubre la utilizacién de
acido valpréico y derivados como inhibidores de HDAC en el tratamiento de tumores sélidos. El documento EP-A-1
640 371 da a conocer en la pagina 6 el compuesto nimfaeol C, que es conocido también como Propolin G. No
obstante, los sustituyentes en posiciones R1 y R> de Propolin G es OH. CHEN C-N Y OTROS: "COMPARISON OF
RADICAL SCAVENGING ACTIVITY, CYTOTOXIC EFFECTS AND APOPTOSIS INDUCTION IN HUMAN,
MELANOMA CELLS BY TAIWANESE PROPOLIS FROM DIFFERENT SOURCES" EVIDENCE-BASED
COMPLEMENTARY AND ALTERNATIVE MEDICINE", XX, XX, vol. 1, n® 2, 18 de agosto de 2004 (2004-08-18),
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paginas 175185, XP009069460 da a conocer siete compuestos de tipo natural, a saber Propolinas A a F, que se
pueden aislar de propolis. FUKAI T Y OTROS: "CYTOTOXIC ACTIVITY OF LOW MOLECULAR WEIGHT
POLYPHENOLS AGAINST HUMAN ORAL TUMOR CELL LINES", ANTI- CANCER RESEARCH, HELENIC
ANTICANCER INSTITUTE, ATENAS, vol. 20, n? 4, 1 de enero de 2000 (2000-01-01), paginas 2525-2536, XP0O01
016407 ISSN: 0250-7005 da a conocer actividad citotéxica contra tumores normales y células infectadas por HIV de
150 polifenoles naturales y sintéticos. No obstante, este documento no indica ni sugiere que estos polifenoles sean
efectivos como inhibidores de HDAC.

De manera general existe todavia la necesidad de desarrollar una nueva clase de inhibidores de HDAC para
prevenir o tratar canceres.

Resumen de la invencion

El objetivo de la invencién es dar a conocer un grupo de compuestos representados por la siguiente férmula (l):

O

y sales farmacéuticamente aceptables, estereoisomeros, enantiomeros, y solvatos de la misma, que son
compuestos Utiles como agente para aumentar el crecimiento de neuritas y prevenir o tratar enfermedades
asociadas con HDAC, en particular, enfermedades tumorales o de proliferacién de las células. En particular, los
compuestos de la invencion pueden ser utilizados como agentes para enfermedades anti-neurodegenerativas y para
la atrofia muscular espinal humana (SMA).

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 muestra fotografias microscopicas de células de glioma C6 de rata, tratadas con diferentes
concentraciones de NBM- HD-1.

La figura 2 muestra el contenido de ADN de las células de glioma C6 de rata analizadas por medio de citometria
FACScan.

La figura 3 muestra el grafico de electroforesis de los genes del ciclo celular de las células C6 de glioma de rata
tratadas con diferentes dosis de NBM-HD-1.

La figura 4 muestra las fotografias de tincion inmuno-fluorescente y datos RT-PCR de las células de glioma C6 de
rata tratadas con NBM-HD-1.

La figura 5 muestra un grafico de transferencia Western de las células de glioma C6 de rata tratadas con NBM-HD-1
y butirato sédico.

La figura 6 muestra la actividad inhibida del HDAC en las células de glioma C6 de rata tratadas con NBM-HD-1 y
butirato sédico.

La figura 7 muestra las fotografias microscopicas de células de cancer DBTRG-05MG de giloblasatoma humano
tratadas con diferentes dosis de NBM-HD-1.

La figura 8 muestra las fotografias microscopicas de células de cancer MCF-7 de mama humana tratadas con
diferentes dosis de NBM-HD-1.

La figura 9 muestra que NBM-HD-1 inhibieron notablemente el crecimiento de células MCF-7 por modulacion del
ciclo celular detenido en la fase GO/G1 de forma dependiente de la dosis.

WAF1/CIP1

La figura 10 muestra que NBM-HD-1 increment6 notablemente la expresion de genes p21 en una forma

dependiente de la dosis.

La figura 11 muestra transferencia Western de células MCF-7 tratadas con NBM-HD-1.
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La figura 12 muestra fotografias del crecimiento de neuritas de neuronas corticales tratadas con NBM-HD-1.

La figura 13 muestra fotografias microscépicas de células MCF-7 de cancer de mama humano tratado diferentes
concentraciones de NBM-HD-2.

La figura 14 muestra fotografias microscépicas de células MCF-7 de céancer humano de mama tratadas con
diferentes concentraciones de NBM-HD-3.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se refiere a nuevos compuestos derivados de propolinas, que son Utiles como agentes para
aumentar el crecimiento de neuritas y prevenir y tratar enfermedades asociadas con HDAC, en particular,
enfermedades tumorales o de proliferacion de las células. Los compuestos de la invencién son potentes en la
inhibicion de crecimiento de células de cancer a través de la ruta de diferenciacion. En particular, se pueden utilizar
como agentes para enfermedades anti-neurodegenerativas y atrofia muscular espinal humana SMA.

Compuestos de la invencion

De acuerdo con ello, la presente invencién se refiere a compuestos representados por la siguiente formula (1):

Y

en la que

Ri1 y Rz son cada uno de ellos independientemente: O-alquilo, S-alquilo, NH-alquilo, O-alquenilo, S-alquenilo,
NH-alquenilo, O-alquinilo, S-alquinilo, NH-alquinilo, O-Cs.gcicloalquilo, S-Csgcicloalquilo, NH-Cs.gcicloalquilo, anillos
O- no saturados de 5 a 10 miembros monociclicos o biciclicos, anillos O-bencilo, anillos S- no saturados de 5 a 10
miembros monociclicos o biciclicos, anillos NH- no saturados de 5 a 10 miembros monociclicos o biciclicos, alquilo,
alquilenilo, alquinilo, Cs.scicloalquilo, un anillo no saturado de 5 a 10 miembros monociclico o biciclico o un anillo no
saturado de 5 a 10 miembros heterociclico que comprende, como minimo, un heteroatomo de anillo seleccionado
del grupo que consiste en: N, Oy S; o bien

R+ y Rz pueden formar conjuntamente dioxolano;

Rs es O-alquilo, S-alquilo, NH-alquilo, O-alquenilo, S-alquenilo, NH-alquenilo, O-alquinilo, S-alquinilo, NH-alquinilo,
O-Ca.gcicloalquilo, S-Cs.gcicloalquilo, NH-Cgs.gcicloalquilo, anillo O- no saturado de 5 a 10 miembros monociclico o
biciclico, O-bencilo, anillo S- no saturado de 5 a 10 miembros monociclico o biciclico, anillo NH- no saturado de 5 a
10 miembros monociclico o biciclico, alquilo, alquilenilo, alquinilo, Cs.scicloalquilo, un anillo no saturado de 5 a 10
miembros monociclico o biciclico o un anillo saturado o no saturado de 5 a 10 miembros heterociclico que
comprende, como minimo, un heteroatomo de anillo seleccionado del grupo que consiste en: N, Oy S;

Rs es OH, OC(=O)alquilo, O-alquilo, S-alquilo, NH-alquilo, O-alquenilo, S-alquenilo, NH-alquenilo, O-alquinilo,
S-alquinilo, NH-alquinilo, O-Cs.gcicloalquilo, S-Cs.gcicloalquilo, NH-Cs.gcicloalquilo, anillo O- no saturado de 5 a 10
miembros monociclico o biciclico, O-bencilo, anillo S- no saturado de 5 a 10 miembros monociclico o biciclico, anillo
NH- no saturado de 5 a 10 miembros monociclico o biciclico, alquilo, alquilenilo, alquinilo, Czcicloalquilo, un anillo
no saturado de 5 a 10 miembros monociclico o biciclico o un anillo saturado o no saturado de 5 a 10 miembros
heterociclico que comprende, como minimo, un heteroatomo de anillo seleccionado del grupo que consiste en: N, O
yS;

Rs es Ca-16 alquilo o Cas-1salquenilo no sustituido o sustituido con uno o varios Ci-salquilo, OH, halégeno, CN, NO, N,
NHz, CHO, ORsg, SRg, NRg, COOR,

HO._ 0
0. A
HO A H

o bien ’
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Re es Ca-12alquilo o Co.12alquenilo no sustituido o sustituido con uno o varios Ci.salquilo, OH, halégeno, CN, NO, N,

NHz, CHO, ORg, SRg, NRg,
X o
HO
O\NL&\/\
H .

R~ es hidrégeno, halégeno, OH, NH,, COOH, CHO, CN, NO, o bien R7y Rs pueden formar conjuntamente un doble
enlace, un Cssecicloalquilo, o un anillo de 5 a 10 miembros heterociclico que comprende, como minimo, un
heteroatomo de anillo seleccionado del grupo que consiste en: N, Oy S;

Rs es hldrogeno hal geno OH, NH2, COOH, CHO, CN o NO;

Rg es fenilo, C(= O)ORyo; y

R'" es OH, NHOH o} NH2,

en las que tanto Rs como Rg no son simultaneamente alquilo o alquenilo no sustituido;

o bien sales farmacéuticamente aceptables, estereoisémeros, enantiémeros y solvatos de los mismos.

0 bien

En el contexto de la presente descripcion, el término “alquilo” significa cadenas de hidrocarburos rectas o
ramificadas. El alquilo es preferentemente Ci.ipalquilo. Preferentemente, el nimero de carbonos del alquilo se
seleccionan del grupo que consiste de 1 a 8; mas preferentemente es Cygalquilo 0 Ci.salquilo. Entre los ejemplos de
los grupos alquilo se incluyen metilo (-CHs), etilo (-CH2CHs), propilo (-CH2CH>CHjs), isopropilo (CH3)CH vy butilo
(-C4Ho).

En el contexto de la presente descripcion, el término “alquenilo” significa grupos de hidrocarburo tanto de cadena
recta como ramificada no saturados, en los que la no saturacidon se encuentra presente solamente en forma enlaces
dobles. De acuerdo con la invencidon, el alquenilo incluye uno o varios enlaces dobles. El alquenilo es
preferentemente Cs.igalquenilo. Mas preferentemente, el nimero de carbonos del alquenilo es seleccionado del
grupo que consiste en 2 a 12. Entre los ejemplos de los grupos alquenilo se incluyen etenilo (-CH=CHy), propenilo
(-CH=CHCHs; o -CH:CH=CHp), butenil (-CH,CH=CHCH; o -CH=CHCH.CHs; o -CHxCH>CH=CH,),
-CH>CH=C(CH3;)CHgs, -CH>-CH=CH-CH»>-CH>-CH=CH-CH3; y -CH>-CH=C(CHj3)-CH>-CH>-CH=C(CHs)-CHjs.

En el contexto de la presente descripcion, el término “alquinilo” significa grupos de hidrocarburo hidrocarburo tanto
de cadena recta como ramificada no saturados, en los que la no saturacién se encuentra presente solamente en
forma de enlaces triples. Preferentemente, el nimero de carbonos de alquinilo se selecciona entre el grupo de 2 a 8.
Mas preferentemente, alquinilo es Cz.salquinilo o Cz.4alquinilo. Se incluyen entre los ejemplos de grupos alquinilo el
propinilo (por ejemplo, -CH>.C=CH).

En el contexto de la presente descripcion, el término “cicloalquilo” significa un anillo alifatico (anillo carbociclico
saturado). Preferentemente, el nimero de carbonos de cicloalquilo se selecciona entre el grupo que consiste de 3 a
8. Se incluyen entre los ejemplos de grupos de cicloalquilo los ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo y ciclohexilo.

En el contexto de la presente descripcion, el término “anillo no saturado de 5 a 10 miembros monociclico o biciclico”
significa un sistema de anillo no saturado de 5 a 10 miembros monociclico o biciclico (fusionado o de otro tipo), entre
cuyos ejemplos se incluyen fenilo y naftilo.

En el contexto de la presente descripcion, el término “anillo no saturado o saturado de 5 a 10 miembros heterociclico
que comprende como minimo un heteroatomo de anillo seleccionado entre el grupo que consiste en: N, O y S"
significa un sistema de anillo no saturado o saturado de 5 a 10 miembros heterociclico que comprende como minimo
un heteroatomo de anillo seleccionado entre nitrégeno, oxigeno y azufre, estando cada grupo opcionalmente
sustituido, como minimo, por un sustituyente seleccionado entre nitro, hidroxilo, oxo, halégeno, carboxilo,
C1-Cealquilo, C+-Cealcoxi, C1-Cealquiltio, C1-Cealquilcarbonilo, Ci-Cealcoxicarbonilo y fenilo. Se incluyen entre los
ejemplos de anillo heterociclico los piridinilo, pirazinilo, pirimidinilo, pirroilo, pirazolilo, imidazolilo, tiazolilo, oxazolilo,
isoxazolilo, tiadiazolilo, oxadiazolilo, tienilo, furanilo, quinolinilo, isoquinolinilo y similares.

En el contexto de la presente descripcion, el término “halégeno” significa fluor, cloro, bromo y yodo.
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En el contexto de la presente descripcion, el término "sal farmacéuticamente aceptable" incluye las formadas tanto
con acidos organicos como con acidos inorganicos y bases. Las sales de adicién de acido farmacéuticamente
aceptables incluyen las formadas a partir de acidos minerales tales como: acido clorhidrico, bromhidrico, sulftrico y
fosférico, y acidos organicos tales como: acido citrico, tartarico, lactico, pirdvico, acético, trifluoroacético, succinico,
oxalico, férmico, fumarico, maleico, oxaloacético, metanosulfénico, etanosulfénico, p-toluenosulfénico,
bencenosulfénico y acidos isetidnicos. Las sales de bases farmacéuticamente aceptables incluyen sales de amonio,
sales de metales alcalinos tales como las de sodio y potasio, sales de metales alcalinotérreos tales como las de
calcio y magnesio y sales con bases organicas, incluyendo sales de aminas primarias, secundarias y terciarias.

En el contexto de la presente descripcion, el término “pro-medicamento” significa un compuesto que se convierte
dentro del cuerpo, por ejemplo, por hidrélisis de la sangre, en su forma activa que tiene efectos médicos.

En el contexto de la presente descripcion, el término “solvato” significa un complejo que comprende el compuesto de
la invencién y un disolvente en el que reaccionan o del que precipitan o cristalizan.

En el contexto de la presente descripcion, el término "estereoisdmeros” son moléculas isémeras cuya conectividad
atdmica es la misma, pero cuya distribucion atémica en el espacio es distinta.

En el contexto de la presente descripcion, el término "enantiémeros" son esteroisémeros que son imagenes a espejo
completas no superponibles de cada uno, de manera parecida a cémo la mano izquierda y la mano derecha son
“iguales” pero opuestas.

De acuerdo con una realizacion de los compuestos de férmula (l) de la invencién, preferentemente R1 y Rz son cada
uno de ellos independientemente OCj.salquilo, O-fenilo o O-bencilo o R y Rz conjuntamente forman dioxaleno. De
manera mas preferente, Ry y Rz son cada uno de ellos independientemente OCHs, OCH>CHs, OCH>CH>CHs,
O-fenilo o O-bencilo.

De acuerdo con una realizacion de los compuestos de férmula (l) de la invencién, preferentemente Rz y R4 son cada
uno de ellos independientemente o Cy.6 alquilo, O-fenilo o O-bencilo. De manera mas preferente, Rs y R4 son cada
uno de ellos independientemente OCH3, OCH>CH3, OCH>CH>CHgs, O-fenilo o O-bencilo.

De acuerdo con una realizacion de los compuestos de férmula () de la invencion, preferentemente, Rs es

H H H,
HO 3 3 Br 3 3

H;C ™ H;C ~

b 3

HOJL/ w , HM\/\

De acuerdo con una realizaciéon de los compuestos de férmula (1) de la invencion, preferentemente, Rg es
Hs
HO N3
HiC H;C
2

H; H;

OH Cl
O

PhS CHzy HO _

0 bien
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H

De acuerdo con la invencién, el compuesto preferente de férmula (I) de la invencién es seleccionado del grupo que
consiste en:

CH, CH, OCH,

HO
HaC

H4C
HO

CH, OCH; ©O

HxC
Br

CH; OMe O
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HO
HsC

HsC

HO
CH, OH O

H,C
HO
CH, OH ©
y
HO
HiC
H,C. 7
CH, OH O
5
La presente invencién se refiere también a un esterecisémero de acuerdo con el compuesto de formula (I), y esta
representado por la siguiente formula (I1):
Ry
Rs Ry
{(ID
10
en la que R1, Rz, Rs, R4, Rs, Rs, R7 y Rg son definidos como en la férmula ().
De acuerdo con una realizacién mas preferente de la invencion, el compuesto de formula (I) es el que tiene la
siguiente formula (Ill), (1V), (V) o (VI):
15
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(i)

a)

V)

HsC

HaC

HO
CH, OH O

(VD

De acuerdo con la invencidn, los compuestos de formula (I) de la invencién pueden inhibir HDAC y por lo tanto se
pueden utilizar como agentes para la prevencién o tratamiento de enfermedades asociadas con histona deacetilasa
(HDAC). Ademas, los compuestos de la invencion inhiben significativamente el crecimiento de multiples lineas de
células de cancer, incluyendo las de glioma C6 de rata, glioblastoma humano, de cancer de mama humano, células
de leucemia humana, y células de melanoma humano. El mecanismo para inhibir el crecimiento de células de cancer
puede ser a través de la ruta de diferenciacion, en particular, mediante la diferenciaciéon inducida y expresion de
genes del regulador de ciclo celular regulado, incluyendo las de p21 y ciclina B1. Ademas, los compuestos de
formula (l) de la invenciéon pueden mediar la diferenciacion neuronal de células madre neurales y, por lo tanto, se
pueden utilizar como agentes contra enfermedades anti-neurodegenerativas.

Para los usos terapéuticos de los compuestos de la invencion, la dosis administrada variara, desde luego, variara
con el compuesto utilizado, la forma de administracion, el tratamiento deseado y la enfermedad indicada. La dosis
diaria del compuesto de férmula (l) puede encontrarse en un rango de 1 mg/kg a 40 mg/kg. La invencién da a
conocer procedimientos de inhibir HDAC, tratamiento de tumores o enfermedad proliferativa celular, enfermedades
neurodegenerativas y atrofia muscular espinal humana, y aumentando el crecimiento de neuritas en un paciente,
comprendiendo la administracion al paciente de una cantidad terapéuticamente efectiva de los compuestos de la
invencion, respectivamente.
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Sintesis General de los compuestos de férmula | de la invencion

Los compuestos de la presente invencion pueden ser preparados por cualesquiera medios convencionales. Se
facilitan procedimientos adecuados para sintetizar estos compuestos en los ejemplos. De manera general, los
compuestos de férmula | pueden ser preparados de acuerdo con uno de los esquemas sintéticos que se describen a
continuacion.

Esquema 1
CH3 CH3 OH CH; CHj OMe
Hacw/\@/DH OMe

HO O K,CO3, DMS
HaC o
i acetona, A HaC =

CH, OH O CH, OMe O
1 2

CHa CHy OAc

CH, CH,y OH
2y 2 OH
Hac)\/vk/fj, Hy Cw\@(l&c
HO 0 _.\" ACQG, pyr ACO 0 o
=
CHga CH O

Y

temperatura
ambiente

HgCT/\J;:I”J HaC

1 3

CHz QAc O

CH, CHg OMe

OMe

.
—

acetona, temp_oeratura
ambiente

CH, CHj OH
H30)V\)V\©/°H
HO O KoCO3, Mel
“"'°w/f\j©%)
CHa OH O

1
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Esquema 2

N e OH
Y :
HO Oy KaCOs, BrBr
H,C .
N acetona, £ HiC
CH,  OBnO

1 5

OR
H3C T s 3
R, H,S0,-THF

CH3 CH3 OBR
OBn
3C e S
O
0R2

HSC P tem;:_‘eratu ra H30
ambiente
CH; OR; O
1 Ry=Ry=H 6a: R;=R=H
2. Ri=Ry=Me §b- Ry=Ry=Me
3 R|=R2=AC 6c: R«‘:R::Ac
4: Ri=Me, Ry=H 8d: R,=Me, Ry=H
5: R1:R2:Bn Ba: R1=R2=Bn
PhI{OAC),, MeCN
A

H,S0,-THF
temperatura
CHs OR; O ambiente

1: Ry=Ry=H 7a: Ry=Ry=H

2: Ry=Ry=Me 7b: Ry=Ry=Me

3. Ry=Ra=Ac 7¢: Ryi=R>=Ac

4: R,=Me, Ry=H 7d: Ry=Me, Ry=H
8. Ry=Rp=Bn 7. R=Ry=Bn
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Esquema 3
CHy  CHy  ORq or CH, CHy  OR,
Hac)\\/vl\\‘/\@ ! chw 1
RO RO O
c NaBH,, MoCH ! - TsOH, CHyCly
Mz > i >
temperatura temperatura
Hy OR; O ambiente CHy OR, OH ambiente
1: Ry=Ry=H 8a: Ry=Rz=H
2 R1=R2=M8 :z gl:g:::le
3 R\|=R2=AC - MGERg=AC
4: Ri=Me, Ra=H 8d: Rtfme_- Ry=H
5 Ry=Ry=Bn Be: R1=R;=Bn
CH, CH; OR, oH oH oR
Hal o = 0R1 HO. =) 1 ]
3 HaC e URZ
T/Fj)mﬂ“ a0 THE 3 Ry O
e~ P temperatura '
CH OR ambiente H}jg &
3 2
Ha R
9a: Ry=Rz=H
8b: R;=R,=Me 10a: Ry=Ry=H
9o Ry=R;=Ac 10b: Ry=Ry=Me
8d: Ry=Me, Ry=H 106 Ry=Ry=Ac
8e: Ry=R,=Bn 10d: Ry=Me, Ry=H
10e: R=R,=Bn
MCPBA, CH,Cl,
CHy  CHy  ORy Cff C"E' PRy 2
ch = B ORy H3C
RO O~
R0 O 1) RNH,, CH,Cl, ! ‘
Hac\',/,\m S0, THE, T 0N oH
(¢} temperatura CHs OR; NHR
CH, OR; ambiente
11a: Ri=R;=H 12a: R=R,=H
11h: Ry=R;=Me 2%‘3 E‘]:I;R!z:;lﬁce
Mc: Ri=Ry=Ac C. Ry =hay=
1d: R:=§123—, Ry=H 12¢; Ry=Me, Ry=H
118 R=R,=Bn 12¢: Ry=R=Bn
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Esquema 4

CH, CH, OMe

HaC ~ OMe H”é N OMe
MaQ DEAD, PhsP 3
- MeQ. O A
HiC
W N HC
Hy OMe O Ny
CHj3 Olte O
10b 13
CH3 CH3 OMe
:2 * OMe
NﬁBI"M, MeOH - MEO O “,\
temperatura
ambiente :33
™ CH, OMe O
14
HO CH;y CHs OMe B CH3 CHa OMe
3 3
MeO O . PBr, CHCl MeO O
HO'%y  OMeO 5 Ch;  OMeO
10b 1®
PhSH, H,S0,
SCCly, pyr
CH,Ch
¥
Ci CHa CHy OMe o PhS CHa C:g OMe oM
H;C R 8 H3C
MeO O Me Oy
HaC PhS
oL vew "OCh,  OMeo
16
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Esquema 5

OMe OMe
HO
Me RCOC!, pyr 0 MeO O w

0 0 _.\\
temperatura g Q
HO ambiente RJJ\O
OMe O OMe O
10b
, 18a: R=CHj4
R, NaH 18b: R=CH4CH,
18¢c: R=Bn

18d: R=(CH,),CH

OMa
RO S OMe
RO OMe O

19a: R=CH,

19b: R=CH;CH,
19¢: R=Bn

19d: R=(CH,),CH
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Esquema 6

OMe

BrCH,CO,Me
NaH, DMF

NaOH, MeOHq NH,OH, EOH, KOH _

A A
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Esquema

HC(OMe);, TsOH

7

K,CO3, R

Acetona, A

P

Y

MeOH,

temperatura
ambiente

H,S0,-THF

o bien Ac;O, pyr, temperatura

ambiente

R=Me, i-propilo.Bn, Bz

242 R=Me
24b R=j-propilo
24c R=Bn
24d R=Bz
24e R=Ac

NaQH,

BTCHQGOZME _
NaH, DMF
25a R=Me
25k R=i-propilo
25¢c R=Bn
25d R=Bz
2506 R=Ac

MeOHsq

26a R=Me
26b R=i-propilo
26¢ R=Bn
26d R=Bz
26e R=Ac

NH,OH, EtOH, KOH

A

28a R=Me
28b R=j-propilo
28c R=Bn
28d R=Bz
28e R=Ac

A

27a R=Me
27b R=i-propilo
27¢ R=Bn
27d R=8Bz
27e R=Ac
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Esquema 8
OH OMe
HO O .“\ MEO 0 .‘\\
K,CC5, DMS
> = =
- = acetona Me O
OH O OMe
30
2 OMe
OMe
HpSO,-THF S
2 4~ - I PP
HO HO OMe O
3

Ac,0,pyr  ACO

temperatura
ambiente, durante
la noche

32 34

I
[ i

K,CO5, DMS MeO

-
E o

jg, durante la noche

35

La metilacién de Ry, Rz, Rs y R4 de los compuestos de férmula (I) se puede llevar a cabo por el siguiente

procedimiento: mezclando el reactivo, K.CO3 y acetona con Me SO, (DMS), calentando y sometiendo a agitacion la
5 solucion; sometiendo en reflujo la solucién resultante en atmédsfera controlada (por ejemplo, N2) durante un cierto
periodo; después de eliminar el disolvente organico, disolver el residuo en una cierta solucidon organica y lavarlo con
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agua; secar la capa organica por evaporacion a presiéon reducida y purificar el producto mediante columna de gel de
silice (EtOAc:n-hexano = 1:4).

La afadidura de OH a un doble enlace de Rs o Rs se puede realizar por el siguiente procedimiento: afiadiendo la
solucién de reactivo en THF a H2SO4 en un bafo de hielo; después de la adicion con agitacion de la solucion,
después de un periodo de tiempo, y diluyéndola a continuaciéon con agua; sometiendo a extracciéon la mezcla con
una solucion organica adecuada; por ejemplo CH2Cl»; secando las capas organicas combinadas por evaporacion a
presién reducida para conseguir un residuo y purificando el residuo mediante columna de gel de silice (0-3%
Me-OH/CHzCly).

La preparacion de los compuestos 6a-e y 7a-e se ha mostrado en los esquemas 1y 2 que se ha descrito. El Propolin
G, que es un derivado de propolin conocido en esta técnica, fue metilado, acetilado, metilado rigio-selectivamente y
bencilado con las correspondientes condiciones de reaccion para proporcionar los compuestos 2-5 y seguido por
hidratacién acida de los compuestos 1-5 proporcioné las dihidroflavonas objetivo 6a-e, respectivamente. La
oxidacion de diacetato yodosobenceno, seguido por hidratacién acida de los compuestos 1-5 facilitdé las
correspondientes flavonas 7a-e.

Se prepararon los compuestos 10a-e y 12a-e tal como se ha indicado en el esquema 3. La reduccion mediante
borohidruro sédico, seguida de deshidratacién de los compuestos 1-5 facilit los correspondientes compuestos 9a-e.
La hidrtacion acida de 9a-e proporcion6 los compuestos objetivo 10a-e, respectivamente. La epoxidacién MCPBA de
los compuestos 9a-e proporcioné los epodxidos 11a-e, y la siguiente reaccién nucleofilica con correspondientes
aminas tales como metilamina, etilamina y enzilamina facilité los compuestos objetivo 12a-e, respectivamente.

Los compuestos 14-17 fueron sintetizados tal como se ha descrito en el esquema 4. La reaccion de Mitsunobu de
10b proporciond la azida deseada 13 y la reaccion siguiente de sodio convirtio la azida en la amina terciaria 14. La
bromacién con tribromuro de fésforo, tiolacion con fenol tiol (PhSH) y la cloraciéon con cloruro de tionilo del
compuesto 10b proporcioné el bromuro 15, tiol éter 17 y el cloruro 16, respectivamente.

Los compuestos 18a-d y 19a-d fueron preparados tal como se ha descrito en el esquema 5. La acilaciéon del
compuesto 10b con los correspondientes cloruros de acilo, tales como acetilo, proponilo, benzoilo e isobutirilo
proporcioné los compuestos 18a-d, respectivamente. La alquilacién del compuesto 10b con los correspondientes
yoduros de alquilo, tales como yoduro de metilo, etilo, bencilo e isopropilo facilitdé los compuestos 19a-d,
respectivamente.

El compuesto 22 fue sintetizado tal como se ha mostrado en el esquema 6. La reaccién del alcohol terciario del
compuesto 6b con bromoacetato de etilo en hidruro de sodio facilitd el compuesto 20. La hidrélisis basica del
compuesto 20 facilitd el compuesto 21 y la reaccion siguiente con hidroxilamina facilité el acido hidroxamico 22.

Los acidos hidroxiamicos 28a-e fueron preparados tal como se describe en el esquema 7. La reaccion del
compuesto 1 con trimetil ortoformato en condiciones acidas facilité la acetonida 23 y la siguiente alquilacién con
yoduros de alquilo, tales como yoduros de metilo, isopropilo y bencilo, o la acilaciéon con cloruro de bencilo y acido
acético facilité los compuestos 24a-e, respectivamente. La hidratacion acida de dos olefinas terminales de los
compuestos 24a-e proporcion6 compuestos 25a-e y la siguiente reaccién con bromo acetato de etilo proporcion6 los
compuestos 26a-e. La hidrélisis basica de los compuestos 26a-e proporcioné los compuestos 27a-e y la siguiente
reaccién con hidroxilamina facilit6 los acidos hidroxamicos 28a-e, respectivamente.

Composicién farmacéutica de la invencién

Los compuestos de férmula (I) y las sales farmacéuticamente aceptadables, estereoisémeros, enantiomeros y
solvatos de la misma pueden ser utilizados en si mismos, pero generalmente seran administrados en forma de una
composicion farmacéutica en la que el compuesto/sal/solvato de férmula (1) (ingrediente activo) estéd asociado con un
coadyuvante farmacéuticamente aceptable, diluyente o portador. Dependiendo de la forma de administracion, la
composicién farmacéutica comprendera preferentemente de 10 a 30% en peso (porcentaje en peso), mas
preferentemente de 30 a 50% en peso y de modo todavia mas preferentemente de 50 a 70% en peso, € incluso de
forma mas preferentemente de 70 a 100% en peso, del ingrediente activo, basandose todos los porcentajes en peso
en la composicion total. Ademas, la composicion farmacéutica de la invencion puede comprender adicionalmente
otros agentes para la prevencion o tratamiento de enfermedades asociadas con histona deacetilasa (HDAC).

Las composiciones farmacéuticas pueden ser administradas sistematicamente, por ejemplo, por administracién oral
en forma de tabletas, capsulas, jarabes, polvos o granulos, o por administracion parenteral en forma de soluciones o
suspensiones o por administracion subcutdnea o por administracién rectal en forma de supositorios o de forma
transdérmica.

Los compuestos y composiciones farmacéuticas de la invencién son un inhibidor de HDAC y se pueden retener de
forma prolongada en las células induciendo de manera prolongada la acetilacion de la histona H4. Son inhibidores
de HDAC que inducen diferenciacion de células y células madre neurales. Ademas, los compuestos de la invencion
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inhiben significativamente la actividad de HDAC. Los compuestos de la invencion disminuyen significativamente
tanto las fases S y G2/M de las células de forma dependiente de la dosis y cambian la morfologia de las células de
cancer. Por lo tanto, los compuestos de la invencion pueden tratar tumores o enfermedades de proliferacion de las
células. Ademas, los compuestos de la invencion pueden aumentar el crecimiento de neuritas y tratar enfermedades
neurodegenerativas y la atrofia muscular espinal humana (SMA).

EJEMPLOS
Los siguientes ejemplos muestran procedimientos preferentes para sintetizar y utilizar los compuestos.
Ejemplo 1 Preparacion de 3',4',5,7-Tetrametil-propolin G (2)

A la mezcla de Propolin G (1,5 g, 10,16 mmol), K.CO3 (16,27 g, 117,89 mmol) y acetona (280 ml) se afadié Me>SO4
(15,76 ml, 126 mmol) y la solucién resultante se calentd en reflujo bajo nitrogeno durante 24 h. Después de la
eliminacion del disolvente organico, el residuo se disolvié en CHxCl» (80 ml) y se lavé con H2O (40 ml x 3). Las capas
de CHxCl, se secaron sobre NaSO4 y se evapororaron bajo presion reducida. El residuo obtenido se purificd
mediante columna de gel de silice (EtOAc: n-Hexano = 1:6) para proporcionar el compuesto 2 (4,00 g, 72%):
'H-NMR (400 MHz, CDCls) & 7,26 (1H, d, J=8,6 Hz), 6,86 (1H, d, J=8,6 Hz), 6,27 (1H, s), 5,50 (1H, dd, J=2,5, 13,5
Hz), 5,14-5,11 (1H, m), 5,11-5,10 (1H, m), 5,02-4,99 (1H, m), 3,87 (3H, s), 3,83 (3H, s), 3,79 (6H, s), 3,50 (1H, dd,
J=6,6, 15,2 Hz), 3,43 (1H, dd, J=5,8, 15,2 Hz), 3,00 (1H, dd, J=13,5, 16,7 Hz), 2,68 (1H, dd, J=2,6, 16,7 Hz),
2,00-1,92 (2H, m), 1,75 (3H, s), 1,70 (3H, s), 1,65 (3H, s), 1,60 (3H, s), 1,52 (3H, s); '>*C-NMR (100 MHz, CDCl3) &
189,4 (s), 164,0 (s), 163,3 (s), 159,6 (s), 153,0 (s), 147,2 (s), 135,6 (s), 134,2 (s), 131,5 (s), 131,3 (s), 129,8 (s),
124,1(d), 122,8 (d), 122,7 (d), 122,1(d), 118,2 (s), 110,3 (d), 108,7 (s), 95,6 (d), 75,9 (d), 61,8 (q), 60,7 (q), 55,7 (q),
55,7 (q), 45,1 (t), 39,6 (t), 26,6 (t), 25,7 (q), 25,6 (q), 24,9 (1), 22,0 (), 17,7 (q), 17,6 (q), 16,3 (q); HREIMS Calculado
para CszsH4406 (M) 548,3142, Encontrado 548,3140.

Ejemplo 2 Preparacion de 6-(2-hidroxi-2-metilbutil)-2'-(7-hidroxi-3,7-dimetiloct-2-enil)-3',4',5,7-
tetrametoxiflavanona (6b)

A una solucién del compuesto 2 (7 g, 12,77 mmol) en THF (170 ml) se afadid6 H>SO4 al 49% (140 ml) en bano de
hielo. Después de completar la adicion, la mezcla de reacciéon se agité a temperatura ambiente durante 8 h y a
continuacion se diluyé con HzO. La mezcla de reaccion se extrajo con CHxCl> (100 ml x 3). Las capas organicas
combinadas se secaron sobre NaxSO4 y se evapord bajo presion reducida para proporcionar un residuo, que se
purificé mediante columna de gel de silice (n-hexano:EtOAc=1:1~1:3) proporcionando el aceite puro 6b (2,30 g,
34%). 'H-NMR (400 MHz, CDCls) § 7,27 (1H, d, J=8,6 Hz), 6,87 (1H, d, J=8,6 Hz), 6,28 (1H, d, J=2,6 Hz), 5,49 (1H
dd, J=2,4, 13,6 Hz), 5,05 (1H, t, J=6,0 Hz), 3,87 (3H, s), 3,84 (3H, s), 3,79 (6H, s), 3,52 (1H, dd, J=5,5,15,2 Hz), 3,43
(1H, dd, J=7,6,15,2 Hz), 2,97 (1H, dd, J=8,0, 16,7 Hz), 2,70-2,59 (3H, m), 1,93 92H, t, J=6,4 Hz), 1,65 (3H, s),
1,64-1,60 (2H, m), 1,41-1,32 (4H, m), 1,25 (6H, s), 1,15 (3H, s), 1,14 (3H, s); *C-NMR (100 MHz, CDCls) 189,4 (s),
164,0 (s), 163,3 (s), 159,6 (s), 153,0 (s), 147,2 (s), 135,6 (s), 134,2 (s), 131,5 (s), 131,3 (s), 129,8 (s), 124,1 (d),
122,8 (d), 122,7 (d), 122,1 (d), 118,2 (s), 110,3 (d), 108,7 (s), 95,6 (d), 75,9 (d), 61,8 (q), 60,7 (q), 55,7 (q), 55,7 (q),
45,1 (t),39,6 (1), 26,6 (1), 25,7 (q), 25,6 (q), 24,9 (1), 22,0 (1), 17,7 (q9), 17,6 (9), 16,3 (q); HREIMS Calculado para
Ca4H480g (M) 584,3338, Encontrado 584,3344.

Ejemplo 3 Preparacion de 6-Geranil-3',4',5,7-tetrametoxiflavanona (30)

A la mezcla 29 (Propolin C, 128 mg, 0,31 mmol), K.CO3 (431 mg, 3,1 mmol) y acetona (15 ml) se afadié6 Me>SO4
(0,25 ml, 2,48 mmol) y la solucién resultante se calenté en reflujo bajo nitrogeno durante 24 h. Después de la
eliminacion del disolvente organico, el residuo se disolvié en CHxCl, (50 ml) y se lavé con H>O (50 ml x 3). La capa
organica se secé sobre NaSO, y se evaporé bajo presion reducida. El residuo obtenido se purlflco mediante
columna de gel de silice (EtOAc: n-hexano=1:4) para proporcionar el compuesto 33 (107 mg, 72%). 'H-NMR (400
MHz, CDCls) 6,99-6,97 (2H, m), 6,88 (1H, d, J=8,8 Hz), 6,31 (1H, s), 5,33 (1H, dd, J=2,8, 13,3 Hz), 5,11 (1H, td, J=1,
6,9 Hz), 5,04(1H, td, J=1,3, 5,5 Hz), 3,90 (3H, s, OMe), 3,88 (3H, s, OMe), 3,81 (3H, s, OMe), 3,80 (3H, s, OMe),
3,34 (1H, dd, J=7,2, 14,1 Hz), 3,26 (1H, dd, J=7,2, 14,1Hz), 3,02 (1H, dd, J=13,3, 16, 7 Hz) 2,74 (1H, dd, J=2,8, 16,7
Hz), 2,04-2,00 (2H, m), 1,96-1,92 (2H, m), 1,74 (3H, s), 1,62 (3H, s), 1,55 (3H, s); *C-NMR (100 MHz, CDCls) &
189,1 (s),164,1 (s), 163,0 (s), 159,4 (s), 149,5 (s), 149,4 (s), 131,3,131,2 (s), 124,4 (d), 122,9 (d), 118,9 (d), 109,5
(d), 108,9 (s), 95,7 (d), 79,2 (q), 61,9 (q), 56,1 (q), 56,0 (q), 55,9 (q), 45,6 (1), 39,8 (1), 26,7 (t), 25,7 (s), 22,0 (t), 17,7
(), 16,1 (q); HREIMS Calculado para CzgH3s06 (M) 480,2510, Encontrado 480,2511.

Ejemplo 4 Preparacion de 6-(2,6-dihidroxi-2,6-dimetil-octil)-3',4',5,7-tetrametoxiflavanona (31)

A una solucién del compuesto 30 (80 mg, 0,17 mmol) en THF (6 ml) se afiadié6 H2SO4 al 49% (4 ml) en un bafio de
hielo. Después de completar la adicion, la mezcla de reacciéon se agité a temperatura ambiente durante 8 h y a
continuacion se diluyé con H2O. La mezcla de reaccion se extrajo con CH2Cl> (50 ml x 3). Las capas organicas
combinadas se secaron sobre Na,SO4 y se evaporaron bajo presion reducida para proporcionar un residuo, que se
purificé mediante columna de gel de silice (0-3% MeOH/CHzCl,) proporcionando el aceite puro 31 (44 mg, 50%).

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2539 828 T3

"H-NMR (400 MHz, CDCls) 6 6,99-6,97 (2H, m), 6,88 (1H, d, J=8,8 Hz), 6,31 (1H, s), 5,33 (1H, dd, J=2,8, 13,3 Hz),
3,90 (3H, s, OMe), 3,88 (3H, s, OMe), 3,84 (3H, s, OMe), 3,82 (3H, s, OMe), 3,02 (1H, dd, J=13,3, 16 Hz), 2,75 (1H,
dd, J=2,8, 16Hz), 2,62-2,58 (2H, m), 1,63-1,59 (7H, m), 1,49-1,48 (2H, m), 1,23 (3H, s), 1,22 (3H, s), 1,21 (3H, s);
BC-NMR (100 MHz, CDCl3) 189,1(s),164,1(s),163,0 (s),159,4 (s), 149,5 (s), 149,4 (s), 131,2 (s), 119,0 (d), 118,9 (d),
111,3 (d), 109,5 (d), 108,9 (s), 95,8 (d), 72,9 (s), 71,1 (s), 62, 1 (q), 56,0 (q), 55,9 (q), 45,5 (1), 44,5 (1), 42,3 (1), 42,1
(t), 41,5 (1), 29,4 (q), 29,3 (q), 26,9 (q), 26,8 (q), 18,8 (1), 17,5 (t); HREIMS Calculado para (M-18) 498,2602,
Encontrado 498,2610.

Ejemplo 5 Preparacion de Porpolin A (33)

A una solucién de Propolin D (compuesto 32, 100 mg, 0,24 mmol) en THF (6 ml) se afiadié H.SO4 al 49% (4 ml) en
un bario de hielo. Después de completar la adicion, la mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente durante 8
h'y a continuacién se diluy6 con H>O. La mezcla de reaccion se extrajo con CHxCl, (50 ml x 3). Las capas organicas
combinadas se secaron sobre Na,SO4 y se evaporaron bajo presion reducida para proporcionar un residuo, que se
purlflco mediante columna de gel de silice (0-3% MeOH/CH:Cl) proporcionando el aceite puro 33 (42 mg, 40%).

'H-NMR (400 MHz, MeOD) 6,87 (1H, d, J=8,4 Hz), 6,71 (1H, d, J=8,4 Hz), 5,88 (2H, dd, J=1,9, 3,3 Hz), 5,47 (1H, dd,
J=2,6, 13 Hz), 5,12 (1H, dd, J=5,7, 6,7 Hz), 3,47 (2H, d, J=6,6 Hz), 3,10 (1H, dd, J=13,4, 17 Hz), 2,60 (1H, dd, J=2,7,
17,1 Hz), 1,94 (1H, dd, J=6,6, 13,4 Hz), 1,64 (1H, d, J=0,5 Hz), 1,43-1,41 (2H, m), 1,37-1,34 (2H, m), 1,13 (3H, s),
1,12 (3H, s); ®*C-NMR (100 MHz, CDCls) & 198,2 (s), 168,5 (s), 168,4 (s), 165,5 (s), 165,4 (s), 165,2 (s),146,5 (s),
1445 (s),135,8 (s), 129,7 (s), 128,2 (s), 124,7 (d), 118,7 (d), 113,6 (d), 103,2 (s), 97,1 (d), 96,2 (d),77,8 (d), 71,5 (s),
443 (1), 43,7 (), 41,2 (t), 29,2 (q), 29,1 (q), 25,4 (1), 23,7 (1), 16,2 (t).

Ejemplo 6 3',4',5,7-tetraacetil Propolin D (34)

A una solucién de Propolin D (compuesto 32, 124 mg, 0,29 mmol) en piridina (4 ml) se afadié anhidrido acético (2
ml) y la mezcla de reaccion se agitd a temperatura ambiente durante 6 h. Se afadié6 EtOAc (25 ml) a la mezcla de
reaccion y la mezcla se lavé con 0,1 N HCI (10 ml x 3). La capa orgéanica se sec6 sobre Na SO, y se evapor6 bajo
presién reducida para proporcionar un residuo. El resnduo se purificd mediante columna de gel de silice (CH2Cly)
proporcionando el aceite puro 34 (139 mg, 80%). 'H-NMR (400 MHz, CDCls) 7,49 (1H, d, J=8,6 Hz), 7,18 (1H, d,
J=8,6 Hz), 6,72 (1H, d, J=2,2 Hz), 6,53 (1H, d, J=2,2 Hz), 5,60 (1H, dd, J=2,5, 13,8 Hz), 5,01 (1H, td, J=5,3, 4,6 Hz),
4,94 (1H, td, J=1,0, 5,8 Hz), 3,35 (1H, dd, J=7,1, 15,7 Hz), 3,26 (1H, dd, J=5,3, 15,5 Hz), 2,98 (1H, dd, J=13,8, 16,8
Hz), 2,36 (3H, s), 2,27 (6H, s), 2,26 (s, 3H), 2,02-1,91 (5H, m), 1,64 (3H, s), 1,62 (3H, s), 1,55 (3H, s); "*C-NMR (100
MHz, CDCls) & 188,8 (s), 169,2 (s), 168,1 (s), 168,0 (s), 167 9 (s), 163,2 (s), 155,9 (s), 151,3 (s), 142,8 (s), 140,9 (s),
137,0 (s), 135,2 (s), 133,5 (s), 131,6 (s), 124,5 (d), 123, ( ) 121,6 (d), 120,7 (d),111,6 (s), 110,7 (d), 109,0 (d),
76,1(d), 44,8 (), 39,4 (), 26,5 (t), 25,6 (1), 25,5 (9), 21,1 (q ) (9), 20,7 (q), 20,3 (9),17,7 (), 16,3 (q).

Ejemplo 7 3',4',5,7-tetrametil Propolin D (35)

A la mezcla 32 (128 mg, 0,31 mmol), K2COs (431 mg, 3,1 mmol) y acetona (15 ml) se afiadié Me>SO, (0,25 ml, 2,48
mmol) y la solucién resultante se calentd en reflujo bajo nitrégeno durante 24 h. Después de la eliminacion del
disolvente organico, el residuo se disolvio en CHxCl> (50 ml) y se lavé con H2O (50 ml x 3). La capa organica se seco
sobre Na;SQO4 y se evapor6 bajo presién reducida. El residuo obtenido se purlflco mediante columna de gel de silice
(EtOAc: n-Hexano=1:4) para proporcionar el compuesto 35 (107 mg, 72%). 'H-NMR (400 MHz, CDCls) 7,26 (1H, d,
J=8,6 Hz), 6,85 (1H, d, J=8,6 Hz), 6,10 (1H, d, J=2,3 Hz), 6,07 (1H, d, J=2,3 Hz), 5,34 (1H, dd, J=2,6, 13,5 Hz), 5,04
(1H, td, J=5,3, 4,6 Hz), 4,99 (1H, td, J=1,0, 5,8 Hz), 3,88 (3H, s), 3,86 (3H, s), 3,80 (3H, s), 3,74 (3H, s), 3,46 (1H, dd,
J=6,6, 15,2 Hz), 3,44 (1H, dd, J=5,8, 15,2 Hz), 3,02 (1H, dd, J=13,5, 16,5 Hz), 2,69 (1H, dd, J=2,6, 16,5 Hz),
2,00-1,97 (2H, m), 1,94-1,92 (2H, m), 1,65 (3H, s), 1,60 (3H, s), 1,52 (3H, s).

Ejemplo 8 3',4",7-O-trimetilpropolin G (4)

CHj CHj OCH;

CH; OH O

A la mezcla de Propolin G (2,30 g, 2,75 mmol), K2COs (1,94 g, 13,99 mmol) y acetona (80 ml) se afiadi6 Me>SO4
(2,17 ml, 17,35 mmol) y la solucién resultante se agité a temperatura ambiente durante 0,5 h, y a continuacion se
calent6 en reflujo bajo nitrégeno durante 6 h. Después de la eliminaciéon del disolvente orgéanico, el residuo se
disolvio en CHxClz (40 ml) y se lavdé con H2O (40 ml x 3). Las capas de CHxCl» se secaron sobre Na,SO., y se
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evaporaron bajo presién reducida. El residuo obtenido se purific6 mediante columna de gel de silice
(EtOAc:n-hexano=1:8) proporcionando 4 (954 mg, 65%): 'H-NMR (400 MHz; CDCls) 6 12,06 (1H, s), 7,26 (1H, d,
J=8,4 Hz), 6,86 (1H, d, J=8,4 Hz), 6,03 (1H, s), 5,50 (1H, dd, J=2,4, 13,4 Hz), 5,17-5,14 (1H, m), 5,04-5,00 (2H, m),
3,87 (3H, s), 3,79 (3H, s), 3,79 (6H, s), 3,46-3,45 (2H, m), 3,25-3,23 (2H, m), 3,05 (1H, dd, J=13,5, 16,7 Hz), 2,70
(1H, dd, J=2,6, 16,7 Hz), 2,02-1,94 (7H, m), 1,75 (3H, s), 1,67 (3H, s), 1,66 (3H, s), 1,61 (3H, s), 1,58 (3H, s)

Ejemplo 9 6-(2-hidroxi-2-metilbutil)-2'-(7-hidroxi-3,7-dimetiloct-2-enil)-5-hidroxi-3',4',7-trimetoxiflavanona (6d)

CH,3 CH;3 OCH3;

HO
HsC

HsC

HO
CH, OH O

(NBM-HD-3)

A una solucién del compuesto 4 (530 mg, 0,99 mmol) en THF (15 ml) se anadié H.SO4 al 49% (10 ml) en bafio de
hielo. Después de completar la adicion, la mezcla de reacciéon se agité a temperatura ambiente durante 8 h y a
continuacion se diluyé con HzO. La mezcla de reaccion se extrajo con CH2Cl> (30 ml x 3). Las capas organicas
combinadas se secaron sobre Na;SO4 y se evaporaron bajo presion reducida para proporcionar un residuo, que se
purificé mediante columna de gel de silice (n-hexano:EtOAc=1: 1) proporcionando el aceite puro 6d (191 mg, 34%).
'H-NMR (400 MHz, CDCls) & 12,06 (1H, brs), 7,27 (1H, d, J=8,6 Hz), 6,86 (1H, d, J=8,6 Hz), 6,05 (1H, s), 5,50 (1H,
dd, J=2,6, 13,6 Hz), 5,03 (1H, t, J=6,2 Hz), 3,87 (3H, s), 3,80 (6H, s), 3,48 (1H, dd, J=5,5, 15,2 Hz), 3,42 (1H, dd,
J=G,1, 15,2 Hz), 3,06 (1H, dd, J=13,6, 17,1 Hz), 2,70(1H, dd, J=2,7, 17,1 Hz), 2,65-2,61 (2H, m), 1,95-1,92(2H, m),
1,65 (3H, s), 1,41-1,35 (5H, m), 1,26 (6H, s), 1,15 (3H, s), 1,14 (3H, s).

Ejemplo 10 Otros compuestos

Los dos compuestos siguientes se prepararon segun los procedimientos antes mencionados.

CH, OH ©

(NBM-HD-2)
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Ejemplo 11 Inhibicion de células de crecimiento de cancer mediante el compuesto de la invencion
(NBM-HD-1)

CH3 CH3 OMe

OMe
K,COs3, DMS
acetona, A\
2
CH3 CHa OMe HO CHj CHa OMe
S X OMe
HsC HyC SN OMe
MeO O H,SO,-THF e O o
> .
HiCo et
HO
CH, OMe O CH, OMe O
NBM-HD-1

La linea de células de cancer, células de glioma C6 de rata, fue cultivada en medio de Dulbecco modificado
mediante Eagle (DMEM; Gibco) suplementado con penicilina G, sulfato de estreptomicina, 0,5 mM de L-glutamina y
10% de suero fetal bovino (FBS; Gibco) a 37°C, CO, al 5% y 95% de humedad relativa. Para todos los
experimentos, las células fueron sembradas a una densidad de 3x10° por pocillo en placas de 6 pocillos. Después
de 24 horas, las células fueron tratadas con diferentes concentraciones del compuesto NBM-HD-1 (es decir, el
compuesto de férmula (lll) que se ha representado). Después de 48 horas, las células fueron observadas y
contadas. De acuerdo con los resultados mostrados en la figura 1, NBM-HD-1 puede detener el crecimiento de las
células de glioma C6 de rata. Después de que las células de glioma C6 fueron incubadas con 2,5 pg/ml (ver figura
1(A)-b), 5 pg/ml (ver figura 1(A)-c) y 10 pg/ml (ver figura 1(A)-d) de NBM-HD-1 durante 48 horas, la densidad de las
células se redujo notablemente en comparacion con la del control (ver figura 1(A)-a). Los resultados obtenidos por el
recuento de células mostré la misma tendencia (ver figura 1(B)). Los resultados antes indicados muestran que
NBM-HD-1 puede inhibir el crecimiento de las células de glioma C6 de manera dependiente de la dosis.

Se trataron 1x10° células de glioma de rata con varias concentraciones de NBM-HD-1 (0 pg/ml, 2,5 pug/ml, 5 pg/ml, y
10 pg/ml) durante 72 horas. Las células tratadas fueron tripsinizadas y recogidas. Las células fueron resuspendidas
en 200 uL de PBS y a continuacion fueron fijadas por la adicién de 800 pL de etanol frio al 100%. Las células
resultantes fueron fijadas durante una noche a -20°C. Las pastillas de células fueron recogidas por centrifugacion,
resuspendidas en 1 ml e tampdn hipotdnico (0,5% Triton X-100 en PBS y 1 pg/ml RNasa A), e incubadas a 37°C
durante 30 minutes. A continuacion se anadid a las pastillas de células resultantes 1 ml de solucién Pl (50 ug/ml). La
mezcla se dejo reposar a 4°C durante 30 min. Las cantidades de ADN de las células se analizaron mediante
citometria FACScan (Becton Dickinson) (ver figura 2). Los resultados de la figura 2 mostraron que NBM-HD-1 puede
inhibir significativamente el crecimiento de células de glioma C6 modulando la detencién del ciclo celular en la fase
GO0/G1 en una forma dependiente de la dosis.

Ejemplo 12. Inhibicion del crecimiento celular e induccion de diferenciacion de células de cancer por el
compuesto de la invencion (NBM-HD-1)

Para las células de glioma C6 de rata, el ciclo celular relativo a la expresién de mARN se examind por RT-PCR. Los
ARN totales fueron aislados de las células de C6 tratadas utilizando el mini-kit RNeasy (Qiagen) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Los cADN fueron producidos a partir de 500 ng de los ARN totales utilizando
ReverTra-Plus-TM (TOYOBO). El producto RT (1 ul) fue amplificado por PCR con cebadores para analizar varios
genes de ciclo celular utilizando GAPDH como control interno. Los resultados han sido mostrados en la figura 3. De
acuerdo con los resultados de la figura 3, el NBM-HD-1 puede modular la expresion de algunos reguladores de ciclo
celular. Los resultados han demostrado que NBM-HD-1 puede disminuir la expresién de ciclinD1 y ciclinB1 de forma
dependiente de la dosis. Por el contrario, la expresion de p21 se incremento.

Después de haber incubado células de glioma C6 con 10 pg/ml NBM-HD-1 durante 24 horas, se fijaron y se
analizaron por el procedimiento tradicional de tincion inmuno-fluorescente. La tincion del glia fue llevada a cabo
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utilizando anticuerpo GFAP especifico glial (SIGMA) como anticuerpo primario y una inmunoglobulina de conejo
etiquetada con fluorescencia (SIGMA) como anticuerpo secundario para unir con el anticuerpo primario. Las células
que son GFAP-positivas fueron excitadas por una fuente de luz especifica para emitir fluorescencia. Asimismo, los
nucleos fueron sometidos a tincion con DAPI. Los resultados de la tincién se muestran en la figura 4(A). De acuerdo
con la figura 4(A), NBM-HD-1 puede inducir la expresion GFAP de células de cancer de glioma C6. En contraste con
el grupo de control, se detectaron mas proteinas GFAP en las fotos de las células tratadas con 10 ug/ml de
NBM-HD-1. La fila intermedia mostr6 las fotos de las células con tincion DAPI en la figura 4(A).

La expresion GFAP de mARN fue examinada por RT-PCR. Los resultados de la figura 4(B) muestran que la
expresion de GFAP se incrementd de manera dependiente de la dosis. Estos resultados indican que NBM-HD-1
puede inducir la diferenciacién celular de las células de cancer de glioma C6 de acuerdo con el incremento de la
expresion de GFAP.

Ejemplo 13. Aumento de la acumulacién de histona hiperacetilada en las células de cancer tratadas con el
compuesto de la invencion (NBM-HD-1)

Se realiz6 la acumulacién de la histona hiperacetilada H4 en los lisados de células utilizando transferencia Western y
el anticuerpo dirigido contra la histona acetilada H4 (Upstate). Las células de glioma C6 fueron sembradas con una
densidad de 1x10° por 10 cm de platillo de cultivo. Después de 24 horas, las células fueron tratadas con 10 pg/ml de
NBM-HD-1 o 4 mM de butirato sédico durante varias horas. Los lisados de células completas fueron preparados
utilizando tampén muestra SDS desnaturalizante, y a continuacién, fueron separadas en 15% de geles de
SDS-poliacrilamida. Tal como se ha mostrado en la figura 5, tanto el butirato sédico como el NBM-HD-1 pueden
aumentar la acumulacion de histona hiperacetilada H4. La cantidad de histonas acetiladas fue dificilimente detectable
en células de glioma C6 no tratadas. La cantidad de histona acetilada H4 de las células tratadas con 4 mM de
butirato sédico durante 2 horas incrementd. A continuacion, se retird el butirato sédico del medio de cultivo. Después
de 6 horas, la cantidad de histona acetilada H4 disminuy6. La acumulacién de histona acetilada H4 aumenté en las
células tratadas con NBM-HD-1 durante 2 horas. Después de retirar el NBM-HD-1, la cantidad de histona acetilada
H4 aumentd a lo largo del tiempo. La mayor acetilacion de histona aparecié a las 6 horas después de que el
compuesto habia sido retirado. Estos resultados indican que, de manera similar al butirato sédico, el NBM-HD-1 es
un inhibidor de HDAC. Dado que NBM-HD-1 es mas hidrofobico que el butirato sédico, el NBM-HD-1 puede ser
retenido en las células durante mas tiempo que el butirato sédico, induciendo de manera continuada la acetilacion de
histona H4.

Ejemplo 14. Inhibicion de la actividad de HDAC por el compuesto de la invencion (NBM-HD-1)

Las células de glioma C6 fueron tratadas con diferentes dosis de NBM-HD-1 y butirato sodico (SB). Después de 24
horas, las células fueron recogidas para extraer las proteinas nucleares mediante el kit de extraccién de proteinas
NucBuster™ (Novagen) tal como se describe por las instrucciones del fabricante. Estos extractos fueron utilizados
en el kit de ensayo de actividad HDAC (Calbiochem) para analizar sus actividades de inhibicion de HDAC (histona
deacetilasa). El sustrato fluorométrico de HDAC, que comprende una cadena secundaria de lisina acetilada, fue
incubado con proteina nuclear extraida en primer lugar. La desacetilacion del sustrato sensibilizd el sustrato, de
manera que en la segunda etapa, el tratamiento con el Desarrollador de Lisina produjo un fluoréforo. El fluoréforo
puede ser facilmente analizando utilizando un lector de placa de fluorescencia. Tal como se ha mostrado en la figura
6, el, NBM-HD-1 puede inhibir la actividad de HDAC en células de glioma C6. La inhibicién de HDAC ha sido
implicada en la induccién de diferenciacién de células de cancer. En este experimento, un compuesto bien conocido
para la inhibicién de HDAC, butirato sédico, fue utilizado como control positivo. La unidad de fluorescencia inferior
mostré una actividad de inhibicién de HDAC mas elevada en el grupo experimental. Los resultados indicaron que
NBM-HD- 1 inhibe de manera significativa la actividad de HDAC.

Ejemplo 15. Inhibicion de actividad de HDAC y cambio de la morfologia de células de cancer por el
compuesto de la invencion (NBM-HD-1)

Las células de cancer DBTRG-05MG de giloblastoma humano fueron cultivadas en un medio en RPMI 1640 (Gibco)
suplementado con penicilina G, sulfato de estreptomicina, 0,5 mM de L-glutamina y 10% de suero fetal bovino (FBS;
Gibco), 100mh/L de piruvato sodico (Gibco) y 1% de NEAA (Gibco) a 37°C, CO; al 5% y 95% de humedad relativa.
Para estos experimentos, las células fueron sembradas con una densidad de 3x10° por pocillo de placas de 6
pocillos. Después de 24 horas, las células fueron tratadas con diferentes concentraciones de NBM-HD-1 y 4 mM de
butirato sédico. Las células fueron observadas y contadas después de 72 horas. Tal como se ha mostrado en la
figura 7, el NBM-HD-1 inhibi6 de manera significativa el crecimiento de células de cancer 05MG y cambi6 la
morfologia de las células. En células 05MG (figura 7(A)), después de incubaciéon con 2,5 ug/ml (figura 7(A)-b), 5
pg/ml (figura 7(A)-c) y 10 pg/ml (figura 7(A)-d) de NBM-HD-1 durante 72 horas, la densidad de las células se redujo
notablemente en comparacién con la del grupo de control (figura 7(A)-a). Las células 05MG del grupo experimental
cambiaron también, pasando a ser mas largas que las del grupo de control. Los resultados del recuento de células
(figura 7(B)) indicaron que el butirato sddico podria inhibir la proliferacion de células de cancer 05MG, e igualmente
podria hacerlo el NBM-HD-1. Estos resultados indican que el NBM-HD-1 puede inhibir el crecimiento de células
05MG de manera dependiente de la dosis, y puede cambiar la morfologia de las células de cancer 05MG.
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Las células de cancer de mama MCF-7, fueron cultivadas en medio de Dulbecco modificado por Eagle (DMEM;
Gibco) suplementadas con penicilina G, sulfato de estreptomicina, 0,5 mM de L-glutamina y 10% de suero fetal
bovino (FBS; Gibco) a 37°C, CO: al 5% y 95% de humedad relativa. Las células fueron sembradas a una densidad
de 3 x 10° por pocillo en placas de 6 pocillos. Después de 24 horas, las células fueron tratadas con diferentes
concentraciones de compuesto NBM-HD-1 y 4 mM de de butirato sédico utilizado como control positivo. Las células
fueron observadas después de 48 horas y contadas después de 96 horas. Tal como se ha mostrado en la figura 8, el
NBM-HD-1 inhibe significativamente el crecimiento de células de cancer MCF-7 y cambia la morfologia de las
células. En la figura 8(A), después de que las células fueron incubadas con 2,5 ug/ml (figura 8(A)-b), 5 pg/ml (figura
8(A)-c) y 10 pg/ml (figura 8(A)-d) de NBM- HD-1 durante 48 horas, la densidad de las células MCF-7 se redujo
notablemente en comparacion con la del grupo del control (figura 8(A)-a). La morfologia de las células MCF-7 en el
grupo experimental cambié en comparacién con la del grupo de control. La figura 8(B) mostré que 4 mM de butirato
sodico era capaz de inhibir el crecimiento de células MCF-7. Los resultados del recuento de células (figura 8(B))
indican que, de manera similar al butirato sédico, el NBM-HD-1 inhibe el crecimiento de las células. Estos resultados
indican que el NBM-HD-1 puede inhibir el crecimiento de células de cancer MCF-7 de manera dependiente de la
dosis y puede cambiar su morfologia.

Las células de cancer MCF-7 (1x10°% en un platillo de 100 mm fueron tratadas con varias concentraciones de
NBM-HD-1 (0, 2,5, 5, y 10 pg/ml) o 4 mM de butirato sodico durante 72 horas. Las muestras fueron preparadas
siguiendo las etapas mencionadas en [0063]. El ADN de las células fue analizado a continuacion mediante
citometria FACScan (Becton Dickinson). Tal como se ha mostrado en la figura 9, el NBM-HD-1 inhibié de manera
notable el crecimiento de células MCF-7 por la modulacion del ciclo de las células, detenido en la fase GO0/G1 de
forma dependiente de la dosis. El porcentaje de fase G0/G1 aumenté de 74,46 a 92,55 de forma dependiente de la
dosis. Se descubrié que el NBM-HD-1 disminuia significativamente tanto la fase S como las fases G2/M de las
células de manera dependiente de la dosis.

El ciclo celular relativo a la expresion de p21 mARN fue examinado mediante RT-PCR. Los ARN totales fueron
aislados de las células MCF-7 tratadas y utilizados en la reaccién RT. Se utiliz6 cADN (1 pl) como plantilla para
amplificar el gen p21 por PCR. Se utiliz6 GAPDH como control interno. Tal como se ha mostrado en la figura 10, el
NBM-HD-1 puede aumentar la expresion de p21 mARN en las células de cancer MCF-7. En el experimento, las
células MCF-7 fueron tratadas con diferentes dosis de NBM-HD-1 durante 24 horas. Los resultados indicaron que el
NBM-HD-1 indujo la expresion de p21 de forma dependiente de la dosis.

La acumulacién de histona hiperacetilada H4 fue analizada en los lisados celulares utilizando transferencia Western
y un anticuerpo que se une a la histona acetilada H4 (Upstate). Las células de cancer MCF-7 fueron sembradas a
una densidad de 1x10° por platillo de cultivo. Después de 24 horas, las células fueron tratadas con 10 pg/ml de
NBM-HD-1 o0 4 mM de butirato sédico durante varias horas. La inhibicion de HDAC por el NBM-HD-1 se comprobd
analizando el grado de acetilacién de histona con un anticuerpo especifico para histona hiperacetilada H4. El butirato
sodico fue utilizado como control positivo. Tal como se ha mostrado en la figura 11, los resultados con células
MCF-7 fueron similares a los de las células de glioma C6.

Ejemplo 16. Incremento del crecimiento de neuritis por el compuesto de la invencion (NBM-HD-1)

El medio de crecimiento para las NSC (células madre neurales) y neuronas corticales, fue preparado afadiendo
penicilina G, estreptomicina y 0,5 mM de L-glutamina en medio neurobasal suplementado B-27 (Gibco). El feto no
nacido fue retirado del saco fetal en la cavidad abdominal de una rata Wistar prefiada de 17 dias bajo anestesia. El
tejido cerebral fue retirado del feto y tratado con solucién de tripsina al 0,1% a 25°C durante tres minutos. Después
de lavar 3 veces con solucion PBS, las células fueron disociadas por mezcla creciente y decreciente. La solucion
resultante fue pasada por un filtro de células de nilén de 70um (Falcon) para obtener el filtrado que contenia las
células cerebrales. El filtrado fue centrifugado a 1000 rpm durante 10 minutos y el sobrenadante fue aspirado. La
pastilla resultante fue resuspendida en el medio de crecimiento preparado tal como se ha indicado anteriormente. La
suspensioén resultante contenia las NSC.

Las células obtenidas de la suspension fueron cultivadas en placas de 6 pocillos con recubrimiento de 30 pg/ml de
poli-D-lisina (Sigma) a una densidad de 75 células/mm?. Las células fueron cultivadas a 37°C, CO2 al 5% y 95% de
humedad relativa. El medio de crecimiento contenia 0,63 pg/ml de NBM-HD-1 y el medio de crecimiento con 1 ul de
DMSO fue utilizado como control. Las células diferenciales después de cultivo fueron llamadas categéricamente
neuronas corticales.

Después de cultivo durante 6 dias, se observaron células vivas mediante microscopio. Las longitudes de las neuritas
de los neurones en 6 campos diferenciados se midieron y promediaron. Tal como se ha mostrado en la figura 12, el
NBM-HD-1 podria promover el crecimiento de las neuritas. En la figura 12, la longitud de las neuritas del grupo
experimental (figura 12(A)-b) es mas larga que la del grupo de control (figura 12(A)-a). Después de medir las
longitudes de las neuritas, el resultado indicé que la longitud promedio de las neuritas del grupo experimental era
mayor que la del grupo de control (figura 12(B)).
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Ejemplo 17 Inhibicion de crecimiento de células de cancer por el compuesto de la invencion (NBM-HD-2)

Se sembraron células de cancer MCF-7 con una densidad de 3x10° por pocillo en platillos de 6 pocillos. Después de
24 horas, las células fueron tratadas con diferentes concentraciones del compuesto. NBM-HD-2 y 4 mM de butirato
sadico utilizado como control positivo. Las células fueron observadas y contadas después de 72 horas. Tal como se
ha mostrado en la figura 13, el NBM-HD-2 inhibe significativamente el crecimiento de células de cancer MCF-7 y
cambia la morfologia de las células. En la figura 13(A), después de que las células fueron incubadas con 2,5 pg/ml
(figura 13(A)-c), 5 pg/ml (figura 13(A)-d), 7,5 pg/ml (figura 13(A)-e) y 10 pg/ml (figura 13(A)-f) de NBM-HD-2 durante
72 horas, la densidad de las células MCF-7 se redujo notablemente en comparacion con el grupo de control (figura
13(A)-a). La morfologia de las células MCF-7 del grupo experimental cambié en comparacion con las del grupo de
control. La figura 13(A) mostré que 4 mM de butirato sédico era capaz de inhibir el crecimiento de las células MCF-7.
Los resultados del recuento de células (figura 13(B)) indicd que, de manera similar al butirato sédico, el NBM-HD-2
inhibi6 el crecimiento de las células. Estos resultados indican que el NBM-HD-2 puede inhibir el crecimiento de las
células de cancer MCF-7 de manera dependiente de la dosis y puede cambiar su morfologia.

Ejemplo 18 Inhibicion del crecimiento de células de cancer por los compuestos de la invencion (NBM-HD-3)

Se sembraron células de cancer MCF-7 a una densidad de 3x10° por pocillo en placas de 6 pocillos. Después de 24
horas, las células fueron tratadas con diferentes concentraciones de compuesto NBM-HD-3 y 4 mM de butirato
sodico, que era utilizado como control positivo. Las células fueron observadas y contadas después de 72 horas. Tal
como se ha mostrado en la figura 14, el NBM-HD-3 inhibe significativamente el crecimiento de células de cancer
MCF-7 y cambia la morfologia de las células. En la figura 14(A), después de que las células fueron incubadas con
2,5 pg/ml (figura 14(A)-c), 5 pg/ml (figura 14(A)-d), 7,5 pg/ml (figura 14(A)-e) y 10 pg/ml (figura 14(A)-f) de
NBM-HD-3 durante 72 horas, la densidad de las células MCF-7 se redujo notablemente en comparacion con el
grupo de control (figura 14(A)-a). La morfologia de las células MCF-7 del grupo experimental cambid en
comparaciéon con las del grupo de control. La figura 14(A) mostr6 que 4 mM de butirato sddico podia inhibir el
crecimiento de células MCF-7. Los resultados del recuento de células (figura 14(B)) indican que, de manera similar
al butirato sodico, el NBM-HD-3 inhibe el crecimiento de las células. Estos resultados indican que el NBM-HD-3
puede inhibir el crecimiento de las células de cancer MCF-7 de forma dependiente de la dosis y puede cambiar su
morfologia.
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REIVINDICACIONES

1. Compuesto representado por la siguiente formula (1):

Y

en la que

Ri1 y Rz son cada uno de ellos independientemente: O-alquilo, S-alquilo, NH-alquilo, O-alquenilo, S-alquenilo,
NH-alquenilo, O-alquinilo, S-alquinilo, NH-alquinilo, O-Cs.gcicloalquilo, S-Csgcicloalquilo, NH-Cs.gcicloalquilo, anillos
O- no saturados de 5 a 10 miembros monociclicos o biciclicos, anillos O-bencilo, anillos S- no saturados de 5 a 10
miembros monociclicos o biciclicos, anillos NH- no saturados de 5 a 10 miembros monociclicos o biciclicos, alquilo,
alquilenilo, alquinilo, Cs.gcicloalquilo, un anillo no saturado de 5 a 10 miembros monociclico o biciclico o un anillo no
saturado de 5 a 10 miembros heterociclico que comprende, como minimo, un heteroatomo de anillo seleccionado
del grupo que consiste en: N, Oy S; o bien

R+ y Rz pueden formar conjuntamente dioxolano;

Rs es O-alquilo, S-alquilo, NH-alquilo, O-alquenilo, S-alquenilo, NH-alquenilo, O-alquinilo, S-alquinilo, NH-alquinilo,
O-Ca.gcicloalquilo, S-Cs.gcicloalquilo, NH-Cgs.scicloalquilo, anillo O- no saturado de 5 a 10 miembros monociclico o
biciclico, O-bencilo, anillo S- no saturado de 5 a 10 miembros monociclico o biciclico, anillo NH- no saturado de 5 a
10 miembros monociclico o biciclico, alquilo, alquilenilo, alquinilo, Cs.scicloalquilo, un anillo no saturado de 5 a 10
miembros monociclico o biciclico o un anillo saturado o no saturado de 5 a 10 miembros heterociclico que
comprende, como minimo, un heteroatomo de anillo seleccionado del grupo que consiste en: N, Oy S;

Rs es OH, OC(=O)alquilo, O-alquilo, S-alquilo, NH-alquilo, O-alquenilo, S-alquenilo, NH-alquenilo, O-alquinilo,
S-alquinilo, NH-alquinilo, O-Cs.gcicloalquilo, S-Cs.gcicloalquilo, NH-Cs.gcicloalquilo, anillo O- no saturado de 5 a 10
miembros monociclico o biciclico, O-bencilo, anillo S- no saturado de 5 a 10 miembros monociclico o biciclico, anillo
NH- no saturado de 5 a 10 miembros monociclico o biciclico, alquilo, alquilenilo, alquinilo, Cs.scicloalquilo, un anillo
no saturado de 5 a 10 miembros monociclico o biciclico o un anillo saturado o no saturado de 5 a 10 miembros
heterociclico que comprende, como minimo, un heteroatomo de anillo seleccionado del grupo que consiste en: N, O
yS;

Rs es Ca-16 alquilo o Ca.1salquenilo no sustituido o sustituido con uno o varios Ci.salquilo, OH, halégeno, CN, NO, Ns,

NHz, CHO, ORsy, SRg, NRg, COOR,
HO._ Nj\/o
0. A
HO A H :

Re es Ca.12alquilo o Co.12alquenilo no sustituido o sustituido con uno o varios Ci.salquilo, OH, halégeno, CN, NO, N,

NHz, CHO, ORs, SRs, NRe,
LO
HO

HG\N/E\V/?>L\//\\
H .
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Ry es hidrégeno, halégeno, OH, NH,, COOH, CHO, CN, NO, o bien R7y Rs pueden formar conjuntamente un doble
enlace, un Cssecicloalquilo, o un anillo de 5 a 10 miembros heterociclico que comprende, como minimo, un
heteroatomo de anillo seleccionado del grupo que consiste en: N, Oy S;

Rs es hidrégeno, haI ogeno, OH, NH,, COOH, CHO, CN o NO;

Rg es fenilo, C(= 0 C(=0)ORio; y

R'" es OH, NHOH o NHg;

en las que tanto Rs como Rg no son simultaneamente alquilo o alquenilo no sustituido;

o0 bien sales farmacéuticamente aceptables, estereoisémeros, enantiémeros y solvatos de los mismos.

2. Compuesto, segun la reivindicacién 1, en el que R1 y Rz son cada uno de ellos independientemente OC1-salquilo,
O-fenilo o O-bencilo o bien Ry y Rz conjuntamente forman dioxaleno.

3. Compuesto, segun la reivindicacion 2, en el que Ry y Rz son cada uno de ellos independientemente OCHs,
OCH2CHj3, OCH2CH2CH3, O-fenilo o O-bencilo.

4. Compuesto, segun la reivindicacion 1, en el que Ry y Rz conjuntamente forman dioxaleno.

5. Compuesto, segun la reivindicacién 1, en el que Rz y R4 son cada uno de ellos independientemente
OC1-salquilo, O-fenilo o O-bencilo.

6. Compuesto, segun la reivindicacién 1, en el que Rs y R4 son cada uno de ellos independientemente OCHs,
OCH2CH3, OCH>CH2CHs, O-fenilo o O-bencilo.

7. Compuesto, segun la reivindicacion 1, en el que Rs es
Hs H; Ha Hz
HO Br
™ N
H;C H;C
3 3

Ao

o bien
HO )(L/O
\N g
H
8. Compuesto, segun la reivindicacion 1, en el que Rg es
H; H; 3 H;
HO N3 Br OH>([\/\
1:C H;C H;C PhS
3 L]
0 bien
9. Compuesto, segun la reivindicacion 1, seleccionado del grupo que consiste en:
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Hi;C

HsC

N
> CHs OMe O

CH3 OMe O
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OMe
HaC

Hj

Br
CHs OMe O

H>C

HzC

Cl
CH3 OMe O
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Ho
HsC

H,C

HO
CH, OH ©

HsC
HO
CH, OH O
HiC -
CH, OH O
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10. Compuesto, segun la reivindicacion 1, seleccionado del grupo que consiste en:

CH; CH, OCHj

HO
HaC

HsC
HO

CH, OCH; ©

HyC

HO
CH, OH ©

CHy OH o

CHs OH ©

11. Estereoisémero del compuesto de férmula (1), segun la reivindicacion 1, que esta representado por la siguiente
formula (11):

(I)
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en la que R1, Rz, Rs, R4, Rs, Rs, R7 y Rg son definidos como en la férmula ().
12. Compuesto, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 para su utilizacion como medicamento.

13. Composicién farmacéutica que comprende el compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, o sales
farmacéuticamente aceptables, estereoisémeros, enantiomeros y solvatos del mismo como un ingrediente activo y
un portador farmacéuticamente aceptable.

14. Utilizacion del compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 o sales farmacéuticamente aceptables,
estereoisdbmeros, enantiomeros y solvatos del mismo en la fabricacion de un medicamento para inhibir la histona
deacetilasa (HDAC) en un paciente.

15. Utilizacion del compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 o sales farmacéuticamente
aceptables, estereoisémeros, enantiomeros y solvatos del mismo en la fabricacién de un medicamento para tratar
tumores o enfermedades proliferativas de las células en un paciente.

16. Utilizacion del compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 o sales farmacéuticamente
aceptables, estereocisomeros, enantiomeros y solvatos del mismo en la fabricacién de un medicamento para
aumentar el crecimiento de las neuritas en un paciente.

17. Utilizacion del compuesto segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 o sales farmacéuticamente aceptables,

estereoisdbmeros, enantiémeros y solvatos del mismo en la fabricacién de un medicamento para tratar enfermedades
neurodegenerativas y atrofia muscular espinal humana (SMA) en un paciente.
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