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DESCRIPCION
1-(3-Metil-2,4-dimetoxifenil)-3-(2’,4’-dihidroxifenil)-propano como un potente inhibidor de tirosinasa.
Solicitudes relacionadas

Esta solicitud reivindica el beneficio de la solicitud provisional de EE.UU. n° de seri 60/575.599, presentada el 28 de
mayo de 2004, titulada “diarilalcanos como potentes inhibidores de enzimas binucleares”.

Campo de la invencion

Esta invencion se refiere al compuesto 1-(3-metil-2,4-dimetoxifenil)-3-(2’,4’-dihidroxifenil)-propano para ser usado en
el tratamiento de enfermedades y estados mediados por enzimas binucleares. Especificamente, dicho compuesto
inhibe la actividad de una enzima que tiene un sitio activo binuclear. Esta incluido en la presente invencién el
compuesto nuevo 1-(3-metil-2,4-dimetoxifenil)-3-(2’,4’-dihidrixofenil)-propano y se describen en la presente memoria
descriptiva composiciones comprendidas por uno o mas diarilalcano(s). Los diarilalcanos reivindicados y descritos
en la presente memoria descriptiva pueden ser aislados a partir de una o mas fuentes vegetales o pueden ser
obtenidos mediante sintesis organicas. Se describen en la presente memoria descriptiva métodos para aislar estos
compuestos a partir de una fuente natural y métodos para sintetizar estos compuestos. Los diarilalcanos pueden ser
obtenidos mediante una modificacién sintética de un compuesto que se produce de forma natural aislado a partir de
una fuente vegetal.

Antecedentes de lainvencion

Hay una gran demanda de productos capaces de inhibir o prevenir la pigmentacion excesiva de la piel. La melanina,
el pigmento natural de la piel, es un polimero nitrogenoso sintetizado en melanosomas, que son organulos unidos a
membranas presentes en los melanocitos. La melanina se produce en concentraciones variables, dependiendo del
tipo de piel (disposicion genética) y de las condiciones medioambientales. Los melanocitos son células que se
producen en la membrana basal de la epidermis y suponen entre un 5% y 10% del contenido celular
(aproximadamente 1.200-1.500 melanocitos por cmz). Cuando son estimulados por factores como la luz ultravioleta
(UV), los melanocitos se dividen mas rapidamente, produciendo asi cantidades mayores de melanina. La melanina
es seguidamente transportada en melanosomas maduros hasta los queratinocitos, en la epidermis, en la que
resultan visibles en forma de un color marrén de la piel.

El nimero de melanocitos en la piel humana es mas o menos el mismo, independientemente del color de la piel. El
color de la piel depende grandemente de la cantidad y el tipo de melanina producida (eumelanina negra o
feomelanina amarilla a roja-marrén). Los asiaticos y las personas de piel brillante tienen niveles inferiores de
eumelanina que las personas de piel oscura y, correspondientemente, menos proteccion contra los efectos de la
radiacion. Las personas con el pelo rojo se caracterizan por una pigmentacién con feomelanina y tienen poca o
ninguna foto-proteccion. Adicionalmente, la distribucién de melanina en la piel varia también. En personas con la piel
clara, la mayor parte del pigmento se sitia en la capa basal, mientras que en los que tienen la piel oscura, la
melanina se extiendo por todas partes, alcanzando la capa cornea.

La sobreproduccion de melanina puede provocar diferentes tipos de color anormal de la piel, color del cabello y otras
enfermedades y estados de la piel. Principalmente hay dos estados relacionados con los trastornos de pigmentacion
de la piel. Un oscurecimiento de la piel que incluye melanina anormalmente elevada provocada por la exposicién a
UV y el envejecimiento; y una distribucion anormal de los pigmentos de la piel que dan lugar a manchas de
envejecimiento, manchas hepaticas e hiperpigmentacién inducida por farmacos y heridas/enfermedades (Seiberg et
al. (2000) J. Invest. Dermatol. 115:162; Paine et al. (2001) J. Invest. Dermatol. 116:587).

Los moduladores de la melanogénesis (la produccion de melanina pueden ser disefiados o escogidos para funcionar
en una diversidas de formas como se ilustra en la figura 1. Con referencia a la figural, pueden actuar directamente
modulando la estructura de melanosomas y funcionar antes de la sintesis de melanina, pueden actuar inhibiendo la
produccién o funciéon de enzimas como tirosinasa, que estan involucradas en las sintesis de melanina, pueden
cambiar la relacion de eumelanina/feomelanina o pueden funcionar amortiguando los mecanismos responsables de
la transferencia de melanosomas desde los melanocitos a los queratinocitos. (Briganti et al. (2003) Pigment Cell
Research 16:101-110).

La tirosinasa es un enzima clave en la produccién de melanina. Cataliza tres reacciones: la hidroxilacién de tirocina
a 3,4-dihidroxifenilalanina (DOPA), la oxidacién de DOPA a DOPA quinona y la oxidacién de DHI (5,6-dihidroxiindol)
a indol-quinona- (Hearing et al. (1991) FASEB 53:515). Se ha determinado que la torosinasa necesita tanto el
sustrato como los iones de metal divalente para su actividad catalitica. Los procedimientos actualmente usados para
inhibir la sintesis de melanina con el fin de aclarar la piel estan basados principal en sustancias que inhiben la
actividad de tirosinasa, directamente o interaccionando con la propia tirosinasa, o indirectamente, por ejemplo,
formando complejos con los iones metalicos necesarios.

La tirosinasa pertenece a la familia de proteinas de cobre de tipo 3, que contienen dos iones de cobre en su sitio
activo. Los estudios sobre la estructura del sitio activo de la torosinasa han puesto de manifiesto que dos iones de
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cobre estan estrechamente espaciados y cada ion esta coordinado a tres histidinas a través del atomos de nitrégeno
N-¢ de su cadena lateral, como se ilustra en la figura 2. (Pfiffner and Lerch (1981) Biochem. 20: 6029; Cuff et al.
(1998) J. Mol. Biol. 278:855). Los iones de cobre binucleares pueden existir en tres formas redox principales: la
forma reducida Cu'-Cu', la forma Cu"-O,-Cu" que se une reversiblemente a O, en forma del peréxido y la foma
restante de la enzima, en la que los iones CU?" estan normalmente unidos en forma de un puente mediante un
ligando pequefio. Se ha determinado que el estado redox cu"-0,-cu" es clave para la actividad enzimatica de la
tirosinasa. En este estado, la tirosinasa cataliza la introduccién de un segundo grupo hidroxilo en la posicion orto de
un mono-fenol (como tirosina) una reaccion que es clave para biosintesis de melanina.

Cualquier compuesto que interfiera con el acceso, formacion de ligandos o la oxidacion de monofenoles en el sitio
activo de la tirosinasa sera un inhibidor eficaz de la tirosinasa, que dara lugar potencialmente a una disminucién de
la produccién de melanina y un color mas claro de la piel. En términos generales, los iones de cobre en el sitio activo
de tirosinasa pueden ser facilmente quelados con pares de electrones aislados en el oxigeno, nitrégeno, azlfre y
halégenos. (Weder et al. (1999) Inorg. Chem. 38:1736). La figura 3 ilustra las estructuras y mecanismos de la accién
de diversos inhibidores de tirosinasa conocidos. (Briganti et al. (2003) Pigment Cell Research 16:101-110; Seo et al.
(2003) J. Agric. Food Chem. 51:2837).

Con referencia a la figura 3, se puede observar que los compuestos con estructuras similares a 3,4-
dihidroxifenilalanina (DOPA), como la hidroquinona, inhiben la tirosinasa y son también agentes melanocitoliticos
(patente de EE.UU n° 5.523.077). Por ejemplo, la arbutina, aislada a partir de las hojas de gayuba comun Uvae ursi,
es un beta-glucopiranécido de hidroquinona que se produce de forma natural, que inhibe la tirosinasa y efectia la
sintesis de melanina en melanocitos humanos (Chakraborty et al. (1998) Pigment Cell Res. 11:206;patente de
EE.UU. n 5.980.904). El mecanismo de accién de la arbutina incluye la competicion de L-tirocina o L-dopa para
unirse al sitio activo de tirosinasa. No suprime la expresion ni la sintesis de la proteina. (Maeda and Fukuda (1996) J.
Pharmacol, Exp. 276:765). Los compuestos de tipo arbutina sintética inhiben también fuertemente la tirosinasa
humana. (Sugimoto et al. (2003) Chem. Pharm. Bull. 51:798). El kinobeon A, una nueva diquinona aislada a partir de
células cultivadas de cartamo (Carthamus tinctorius L.), tiene una actividad inhibidora de tirosinasa mayor que la del
acido kogico (Kanehira et al. (2003) Planta Med. 69:457). Si son aplicadas durante periodos de tiempo prolongados
0 en concentraciones elevadas, las hidroquinonas pueden tener efectos secundarios graves. Adicionalmente, las
hidroquinonas pueden conducir a una despigmentacion permanente y, por tanto a una fotosensibilidad aumentada
de la piel cuando es expuesta a la luz UV.

Actualmente estan siendo usadas sustancias para aclarar la piel mejor toleradas que son de origen natural. Por
ejemplo, el &cido kdjico es un derivado natural de hidroxil-y-pirona derivado de soluciones de hidratos de carbono
que contienen ciertas bacterias. Con referencia a la figura 3, se puede observar que el acido kéjico es un orto-
dihidroxifenol oxidado. El &cido kéjico se conoce que forma quelatos fuertes con iones metalicos, especialmente cu".
(Gerard and Hugel (1975) Bull. Soc. Chim. Fr. 42:2404).Es un inhibidor de tirosina quinasa que es un potente
competitivo pero de union lenta. (Cabanes el al. (1994) J. Pharm. Pharmacol. 46:982). Estudios recientes han
mostrado que el acido kojico actia como un ligando de unién mediante puente, que se une fuertemente al complejo
de dicobre (Il) y al aducto de dicobre-dioxigeno, evitando asi la union del sustrato de catecol a la enzima. (Battaini et
al. (2000) JBIC 5:262). El acido kojico y sus ésteres han sido pantentados para ser usados como blanqueadores de
la piel (véanse las patentes de EE.UU. n® 4.369.174, 4,771.060, 5.824.327, 5.427.775 y 4.990.330).

Los flavonoides son otra clase de productos naturales que han sido descritos como inhibidores de tirosinasa.
(Shimizu et al. (2000) Planta Med. 66:11; Xie et al. (2003) Biochem. 68: 487). Los inhibidores de tirosinasa activos
incluyen flavonas (Likhitwitayawuid et al. (2000) Planta Med. 66: 275), falvonoles (Kubo and Kinst-Hori (1999) J.
Agric. Food Chem. 47:4121), flavonoides prenilados (Kuniyoshi et al. (2002) Planta Med. 68:79; Son et al. (2003)
Planta Med. 69:559; Kim et al. (2003) Biol. Pharm. Bull. 26:1348), flavanos (No el al. (1999) Life Sci. 65:PL241; Kim
et al. (2004) Biomacromolecules 5:474), y dihidro-calconas (Shoji et al. (1997) Biosci. Biotechnol. Biochem. 61:1963).

Otros tipos de inhibidores de tirosinasa incluyen: derivados de fenol (Sakuma et al. (1999) Arch. Pharm. Res. 22:
335; Kerry and Rice-Evans (1999) J. Neurochem. 73:247; Battaini et al. (2002) J. Biol. Chem. 277: 44606),
benzaldehidos (Kubo and Kinst-Hori (1999) Plant Medica 65:19; Chen et al. (2003) J. Enzyme Inhib. Med. Chem.
18:491; Nihei et al. (2004) Bioorg. Med. Chem. 14:681), derivados de acido benzoico (Curto et al. (1999) Biochem
Pharmacol. 57: 663; Chen et al. (2003) J. Protein Chem. 22: 607; Miyazawa et al. (2003) J. Agric. Food Chem.
51:9653; Kubo et al. (2003) Z. Naturforsch [C] 58:713), cupferron (Xie et al. (2003) Int. J. Biochem. Cell Biol. 35:
1658), benzodipirano de raiz de Glycyrrhiza uralensis (Yokota et al. (1998) Pigment Cell Res. 11:335), compuestos
de tiohidroxilo (Park el al. (2003) J. Protein Chem. 22: 613), terpenoides (Oh et al. (2002) Planta Med. 68: 832), y
oxazolodinotiona (Seo et al. (1999) Planta Med. 65:683). Los inhibidores de tirosinasa naturales mas potentes
conocidos son estilbenos (ICso = 0,3-5 pM) (Shin et al. (1998) Biochem Biophys. Res. Commun. 243:801; Ohguchi et
al. (2003) Biosci. Biotechnol. Biochem. 67: 1587), estilbeno- glicésidos (lida et al. (1995) Planta Med. 61:425) y
resorcinoles 4-sustituidos (Shimizu et al. (2000) Planta Med. 66:11).

Un estudio de la estructura/actividad de los resorcinoles 4-sustituidos pone de manifiesto que los sustituyentes
hidréfebos y menos voluminosos, como -CH>CgHs y los grupos alquilo, es decir, -CH,CH>CH3; tienen una mayor
potencia con valores de ICso de menos de 10 pm (Shimizu et al. (2000) Planta Med. 66:11). El mecanismo de accion
de los resocinoles 4-sustituidos a estado caracterizado como una inhibicion competitiva de unién lenta de la
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oxidacion de DL-B-(3,4-dihidroxifenil)alanina (DL-dopa) (Jimenez y Garcia-Carmona (1997) J. Agric. Food Chem.
45:2061) sin que se comprendan adicionalmente los efectos quelantes de metales sobre iones de cobre binucleares.

El Aloe, un miembro de la familia de los lirios, es una planta intrincada que contiene muchas sustancias
biolégicamente activas (Cohen et al. (1992) in Wound Healing/Biochemical and Clinical Aspects, 1st ed. W B
Saunders, Philadelphia). Son conocidas mas de 360 especies de Aloe, la mayoria de las cuales son autoctonas de
Africa. Histéricamente, los productos de Aloe han sido usados en aplicaciones demartoldgicas para el tratamiento de
guemaduras, cicatrices y otras heridas. Estos usos han estimulado una gran cantidad de investigacién para
identificar compuestos a partir de plantas de Aloe que tienen actividad clinica. (Véase, por ejemplo, Grindlay and
Reynolds (1986) J. of Ethnopharmacology 16:117- 151; Hart et al. (1988) J. of Ethnopharmacology 23: 61-71).

Yagi et al. describen un grupo de compuestos aislados a partir de Aloe, particularmente aloesina y uno de sus
derivados, 2”-O-feruloilaloesina, que son inhibidores eficaces de tirosinasa. (Yagi et al. (1987) Plant Medica 515-517;
Yagi el al. (1977) Z. Naturforsch 32c: 731-734). La aloesina, 5-metilcromona C-glucocilada inhibia la actividad de
tirosinasa hidroxilasa humana de una forma dependiente de la dosis con una ICso de 0,92 mM y también inhibia la
actividad de DOPA oxidasa de una forma dependiente de la dosis con un valor de ICso = 0,70 Mm en comparacion
con el acido kdjico que tiene una ICso = 0,41 mM y la arbutina que tiene una ICso de 3,02 mM. La inhibicion de la
actividad enzimatica de tirosinasa y la formaciéon consecuente de melanina mediante aloesina fue confirmada en un
ensayo basado en células que usaba células de melanoma de muridos B16F1. La biosintesis de melanina fue
inhibida por la aloesina (ICso =0,167 mM) de una manera dependiente de la dosis. (Jones el al. (2002) Pigment. Cell
Res. 15:335). El mecanismo de accion de la inhibicién de tirosinasa para cromonas de Aloe se supone que esta
relacionado con la reduccion de iones de cobre. Han sido patentadas cromonas de Aloe naturales (patente de
EE.UU. n® 6.451.357), semisintéticas (patente de EE.UU. n° 5.801.256, patente de EE.UU. n° 6.083.976) y
formuladas (patente de EE.UU. n°® 6.123.959) por su capacidad de blanqueamiento de la piel.

El acido ascérbico (vitamina C a partir de fuentes sintéticas y naturales como frutas citricas) y sus derivados han
sido utilizados también para el blanqueamiento de la piel. En la mayoria de los casos, la vitamina C se formula con
acido kojico y otros inhibidores de tirosinasa (patentes de EE.UU n° 4.910.921, 6.458.379 y 5.916.915). Otros
compuestos blanqueadores de la piel descritos incluyen extractos de plantas de olivos (patente de EE.UU. n°
6.682.763), acidos grasos insaturados de cadena larga (patente de EE.UU. n®6.669.932), curcuminas (patente de
EE.UU. n° 6.641.845), extractos de enzimas (patente de EE.UU. n° 6.514.506), coumestrol (patente de EE.UU. n°
6.503.941), acidos hidroxil-carboxilicos (patentes de EE.UU. n°® 6.417.226, 6.365.137, 5.609.875 y 5.262.153), beta-
glucanos (documento US 6.251.877), cromonas de Aloe (patente de EE.UU. n°® 6.083.976), compuestos de
fenilalanina (patente de EE.UU. n° 5.767.158), rutina (patente de EE.UU. n°® 5.145.782), escinol (patente de EE.UU.
n°® 5.728.683), acidos salicilicos (patente de EE.UU. n° 5.700.784), angiogenina (patente de EE.UU. n° 5.698.185),
mercaptodextrano (patente de EE.UU. n°® 6.077.503), acido helagico (patente de EE.UU. n°® 6.066.312), acidos
fosfinicos (patente de EE.UU. n° 6.280.715), compuestos que contienen boro (patente de EE.UU. n® 5.993.835),
extractos de plantas (de Pueraria, patente de EE.UU. n° 6.352.685; Morus, patentes de EE.UU. n°.6.197.304;
6.066.312 y 5.872.254, fermentado de cerezas acerolas, patente de EE.UU. n°® 5.747.006; furanonas, patente de
EE.UU. n°®5.602.256; y otras patente de EE.UU. n® 5.773.014).

Los diarilalcanos son una clase rara de producto natural. Hasta la fecha, hay méas de 179.000 compuestos naturales
citados en el diccionario Dictionary of Natural Products on CD-ROM (Chapman & Hall/CRC, Version 12: 2 January
2004), de los que solamente 82 son diarilpropanos (n = 3). La Broussonetia papyrifera es un arbol caduco de la
familia Moracea y han sido aislados mas de veinte diarilpropanos a partir de este género solamente (Keto et al.
(1986) Chem. Pharm. Bull. 34: 2448; lkuta et al. (1986) Chem. Pharm. Bull. 34:1968; Takasugi et al. (1984) Chem.
Lett. 689; Gonzalez et al. (1993) Phytochem. 32: 433). Un bioensayo dirigido al fraccionamiento de un extracto de
Broussonetia papyrifera produjo cuatro diarilpropanos que no tenian actividad inhibidora de aromatasa. (Lee et al.
(2001 ) J. Nat. Prod. 64:1286). Sin embargo, dos diarilpropanos fenilados aislados a partir de la misma planta
exhibian citotoxicidad contra diversas lineas de células cancerigenas (Ko et al. (1999) J. Nat. Prod. 62:164) vy la
broussonin A exhibia actividad anti-fungica (lida et al. (1999) Yakugaku Zasshi. 119:964).

Ha sido asilado también un cierto numero de diarilalcanos a partir de la especie Iriantera (Myristicaceae) (Alvea et al.
(1975) Phytochem. 14:2832; de Almeida et al. (1979) Phytochem. 18:1015; Braz et al. (1980) Phytochem. 19:1195;
Diaz et al. (1986) Phytochem. 25: 2395). Cuatro dihidrocalconas aisladas a partir de Iryanthera lancifolia mostraron
actividad antioxidante (Silva et al. (1999) J. Nat. Prod. 62: 1475). Se aislé también un cierto ndmero de
diarilpropanos a partir de especies Virola de Myristicaceae. (Braz et al. (1976) Phytochem. 15:567; Hagos et al.
(1987) Plant Med. 53:57; Gonzalez et al. (1993) Phytochem. 32: 433; Kijjoa et al. (1981) Phytochem. 20:1385;
Talukdar et al. (2000) Phytochem. 53:155).

Otros diarilpropanos aislados a partir de fuentes naturales incluyen los de Pterocarpats marsupium (Fabaceae) (Rao
et al. (1984) Phytochem. 23: 897; Maurya el al. (1985) J. Nat. Prod. 48:313), Lindera umbellate (Lauraceae)
(Morimoto et al. (1985) Chem. Pharm. Bull. 33:2281), Helichrysum mundii (Compositae) (Bohimann et al. (1978)
Phytochem. 17:1935), Viscum angulatum (Loranthaceae) (Lin el al. (2002) J. Nat. Prod. 65:638), de los Acacia
tortilis (Leguminosae), que tienen un efecto de relajacion de musculos lisos (Hagos et al. (1987) Planta Med. 53:27),
Xanthocercis zambesiaca (Leguminosae) (Bezuidenhout et al. (1988) Phytochem. 27:2329), y compuestos
citotoxicos de Knema glomerata (Myristicaceae) (Zeng et al. (1994) J. Nat. Prod. 57:376).
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La patente Japonesa n° JP 05213729A expone el uso de dihidrocalconas sintéticas como inhibidores de melanina
para el tratamiento inflamacién de la piel, manchas, pecas y cromatosis que resulta de quemaduras solares y la
patente japonesa n° JP 2000095721 describe hidrocalcona como inhibidores de tirosinasa. Los compuestos
descritos en la presente memoria descriptiva tienen la siguiente férmula general:

en la que X se selecciona entre H, OH 0 =O; R es H o Me y R-R® se seleccionan independientemente entre H, OR y
NH.. Por tanto, la dihidrocalconas descritas contienen un Unico sustituyente hidroxi/metoxi en un anillo fenilo y cinco
sustituyentes no especificos (Rl-RS) en el segundo anillo. No se midi6é ninguna inhibicion enzimética para ninguna de
las composiciones reivindicadas, en lugar de ello la inhibicion de melanina se determind mediante la medicion de la
cantidad de melanina producida por células de la piel cultivadas y cambios de color en la piel de animales a
continuacion de una estimulacién con UV. Se describe en la presente memoria descriptiva la sintesis de uno de los
compuestos descritos en el documento JP 05213729 A, 1-(4-hidroxifenil-3-(4’-hidroxifenil)-1-propanol), y la medicion
de su capacidad para inhibir tirosinasa. Este compuesto exhibié una inhibicién solamente moderada de tirosinasa
(ICso =305 pM, Tabla 2). Se describen en la presente memoria descriptiva diarilalcanos que tienen un modelo de
sustitucion unico en el que al menos uno de los dos anillos arométicos Ar; 0 Ar; estan sustituidos con 1-5 grupos R’
(R’1-R’s) y en el que al menos dos de dichos R’1-R’s ho son H. Estos compuestos exhiben una capacidad inesperada
para inhibir la actividad de tirosinasa, que es 4-600 veces mayor que la del compuesto expuesto en el documento JP
05213729.

Sumario de lainvencion

La presente invencion incluye el compuesto 1-(3-metil-2,4-dimetoxifenil)-3-(2’,4’-dihidroxifenil)-propano. Dicho
compuesto inhibe la actividad de una enzima con un sitio activo binuclear denominada en la presente memoria
descriptiva enzima binuclear, y puede ser administrado a un hospedante que lo necesita en una cantidad eficaz de
dicho compuesto, en que dicho compuesto puede ser sintetizado y/o aislado a partir de una o mas plantas. Ejemplos
de enzimas binucleares incluyen, pero sin limitacidn tirosinasa, arginasa, ureasa, citocromo c, oxidasa, heme-cobre
oxidasa bombeadora de protones, mondxido de carbono deshidrogenasa/acetil-coenzima A sintasa bifuncional,
ribonucledtido reductasa, metalo-beta-lactamasa, H(+)-ATP ASA vy oxidasa alternativa y fosforotriesterasa
bacteriana.

El compuesto 1-(3-metil-2,4-dimetoxifenil)-3-(2’,4’-dihidroxifenil)-propano segin esta invencién puede ser
administrado por via interna o tdpica a un hospedante que necesita una cantidad terapéuticamente eficaz de dicho
compuesto. Dependiendo de la enzima binuclear que esté siendo inhibida, el compuesto 1-(3-metil-2,4-
dimetoxifenil)-3-(2’,4’-dihidroxifenil)-propano se reivindica en la presente memoria descriptiva para ser usado en el
tratamiento de infecciones microbianas, fungicas, de malaria o virales, en la produccién reducida de 6xido nitrico,
excitacion sexual anormal en masculina y femenina, estados antiinflamatorios, tensidon activa por o6xidos,
metabolismo anormal de farmacos, canceres y tumores solidos. Dicho compuesto es reivindicado también en la
presente memoria descriptiva para ser usado en el tratamiento de enfermedades periodontales, estados pre-
cancerosos orales, canceres orales y otras enfermedades malignas orales, protectores dentales y dientes sensibles,
secuelas, pulpitis, irritacién dolor e inflamacion provocados por la implantacion fisica de dentaduras orales, trauma,
lesiones, bruxismo y otras heridas menores en la boca, protectores dentales o en la lengua, placa y célculos
dentales, descalcificacion dental, proteolisis y caries (deterioro dental).

Dicho compuesto se reivindica también en la presente memoria descriptiva para ser usado en el tratamiento del
oscurecimiento y deterioro de la piel debidos a una exposicién a luz ultravioleta, bronceado solar, manchas de hiper-
pigmentacién provocadas por el envejecimiento de la piel, enfermedades hepaticas, quemaduras térmicas y heridas
tépicas, pigmentacion de la piel debida a estados inflamatorios provocados por infecciones fungicas, microbianas y
virales, vitilago, carcinoma y melanoma.

Dicho compuesto se describe también en la presente memoria descriptiva para ser usado en el tratamiento del
oscurecimiento y deterioro de la piel que resulta de productos quimicos, calor, viento y entornos secos y para
prevenir y tratar las arrugas, embolsamientos de la piel, lineas y circulos oscuros alrededor de los ojos, calmantes
para piel sensible y para prevenir y tratar la dermatitis y otros estados alérgicos relacionados de la piel. Ademas de
su uso para la prevencion y el tratamiento de las enfermedades y estados anteriormente descritos de la piel, las
composiciones terapéuticas descritas en la presente memoria descriptiva proporcionan una composicion eficaz que
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produce la ventaja de una apariencia suave y rejuvenecida de la piel con un color de la piel mejorado, elasticidad
aumentada, envejecimiento reducido y retrasado, apariencia y textura joven mejorada y flexibilidad, firmeza,
suavidad y tersura aumentadas.

Mediante una quelaciéon con diarilalcanos de iones metalicos, se pueden usar también para suministrar iones
metdlicos esenciales en la corriente sanguinea del hospedante y/o portar iones metélicos a través de la piel o la
barrera sanguineal/cerebral, asi como otras membranas. El compuesto 1-(3-metil-2,4-dimetoxifenil)-3-(2’,4’-
dihidroxifenil)-propano es administrado a un hospedante que necesita una cantidad terapéuticamente eficaz de dicho
compuesto, junto con el (o los) ion(es) de metal(es) que va(n) a ser suministrado(s). En esta capacidad, los diaril-
alcanos pueden ser tratados para tratar enfermedades y estados que incluyen, pero sin limitacién, anemia y otras
deficiencias de hierro, inflamacion, obesidad y diabetes mellitus, enfermedades periodontales, estados pre-
cancerosos orales, canceres orales y otras enfermedades malignas orales, protectores dentales y dientes sensibles,
secuelas, pulpitis, irritacion, dolor e inflamacién provocados por la implantacion fisica de dentaduras orales, trauma,
lesiones, bruximos y otras heridas menores en la boca, en los protectores dentales o en la lengua, placa y calculos
dentales, descalcificacion dental, proteolisis y caries (deterioro), insomnio por infeccione virales, funcion de
inmunidad suprimida, osteoporosis, amenorrea, disminorrea, epilepsia, hipertension, colesterolemia, vasoespasmos
coronarios y cerebrales, diarrea, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer , canceres, artritis reumatoide,
infertilidad masculina y degeneracion macular. Los iones metélicos se seleccionan entre el grupo que incluye, pero
sin limitacion cobre, cromo, hierro, boro litio, selenio, calcio, manganeso, magnesio, molibdeno y otros iones
metalicos.

Los dialquilalcanos y dialquil-alcanoles pueden ser usados en la industria alimentaria para evitar la coloracién
marrén y cambios de color en frutas, setas y otros productos alimenticios.

También se describe en la presente memoria descriptiva una composicion de materia comprendida por uno o mas
diarilalcanos, en que dichos diarilalcanos se seleccionan entre el grupo de compuestos representados por la
siguiente estructura general:

Rg
Ar|—(C)i—Ar;

Ry

en la cual

Art y Ar® se seleccionan independientemente entre el grupo que consiste en un anillo aromético o
heteroaromatico sustituido de cinco o seis miembros, en el que cada anillo aromatico o heteroaromatico de seis
miembros esta4 independientemente sustituido con 1-5 grupos R’ (R'1-R’s) y cada anillo aromatico o
heteroaromatico de cinco miembros esta sustituido con 1-4 grupos R’ (R’1-R’4), excepto cuando Ary y Arz son
ambos un anillo aroméatico de seis miembros, es decir un grupo fenilo, al menos uno de Ar; y Ar; esté sustituido
con 1-5 grupos R’ (R’1-R’s), en que al menos dos de dichos de R’1-R’s no son H

en la cual

R’ se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en —H, -OH, -SH, -OR, -CN, -SR, -NHa, -
NHR, -NR2, X y un glicésido o un monosacarido u oligosacarido comprendido por 2-6monosacaridos, en que
dicho(s) monosacarido(s) se selecciona(n) independiente entre el grupo que consiste en una aldopentosa,
metilaldopentosa, aldohexosa, cetohexosa y sus derivados quimicos; en que R es un grupo alquilo que tiene
entre 1-20 a&tomos y X es un halégeno seleccionado entre el grupo que consiste en Cl, Br, Fo ;

Res y R7 se seleccionan independientemente entre el grupo que consiste en —H, -OH, -OR, -CN, - NHR, -NH, y —
X, en que R es un grupo alquilo que tiene entre 1-20 atomos de carbono y en que X es un halégeno
seleccionado entre el grupo que consiste en Cl, Br, Fo I; y n = 1 a 10. En una realizacién preferida n = 2-4.

Los diarilalcanos descritos en la presente memoria descriptiva se pueden seleccionar entre el grupo de compuestos
representados por la siguiente estructura general:
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Ra R R R%
Fl‘e
R3 (‘1'3):1 R'q
Ry
R4 Rs R's R's

en la cual

R1, Rz, R3, R4, Rs, R'1, Rz, R’3, R4, y R’s se seleccionan independientemente entre el grupo que consiste en —H,
-OH, -SH, -OR, -CN, -SR, -NH>, -NHR, -NR2, X y un glicésido de un monosacérido u oligosacéarido compredido
por 2-6 monosacéridos, en que dicho(s) monosacarido(s) se selecciona(n) independientemente entre el grupo
que consiste en una aldopentosa metil-aldopentosa, aldohexosa, cetohexosa y sus derivados quimicos; en que
R es un grupo alquilo que tiene entre 1-20 atomos de carbono y X es un halégeno seleccionado entre el grupo
gue consiste en ClI, Br, F, | y en que al menos 2 de R1-Rs o al menos dos de R’1-R’s no son H;

Re y R7 se seleccionan independientemente entre el grupo que consisten en —H, -OH, -OR, -CN, -NHR, -NHy, vy
—X, en que R es un grupo alquilo que tiene entre 1-20 4tomos de carbono y en que X es un halégeno
seleccionado entre el grupo que consiste en Cl, Br, Fo I; y

n =1 a 10. En una realizacion preferida n= 2-4.

Los diarilalcanos descritos o reivindicados en la presente memoria descriptiva pueden ser aislado a partir der una o
mas plantas seleccionadas entre la familia de plantas que incluye, pero sin limitacion, las familias Compositae,
Fabaceae, Lauraceae, Leguminosae, Liliaceae, Loranthaceae, Moracea y Myristicaceae. Los diarilalcanos descritos
o reivindicados en la presente memoria descriptiva pueden ser también extraidos, concentrados y purificados a partir
de los géneros de plantas altas que incluyen, pero sin limitacién, Acacia, Broussonetia, Dianella, Helichrysum,
Iryanthera, Knema, Lindera, Pterocarpus, Viscum y Xanlhocercis. Los diarilalcanos se pueden encontrar en
diferentes partes de plantas que incluyen, pero sin limitacién los tallos, cortezas de tallos, maderas del nucleo,
troncos, cortezas de los troncos, ramilletes, tubérculos, raices, cortezas de raices, brotes jovenes, semillas, rizomas,
flores y otros érganos reproductores, hojas y otras partes aéreas. Los diarilalcanos pueden ser aislados a partir de
una planta o plantas de los géneros Broussonetia, Dianella y Iryanthera.

Los diarilalcanos descritos o reivindicados en la presente memoria descriptiva pueden ser obtenidos mediante
métodos sintéticos. En la presente memoria descriptiva se describe un método para sintetizar diarilalcanos y
diarilacanoles, comprendiendo dicho método la reduccién de un compuesto que tiene la siguiente estructura general:

R, R, R R’
Tﬁ
R3 ((l:')n R4
R7
R4 Rs R R's

en la cual

Ri-Rs y R'1-R’-5 y n son como se definieron anteriormente y en que Rg y R7 forman conjuntamente uno o mas
grupo(s) carbonilo. El agente reductor se puede seleccionar entre cualquier agente reductor conocido para la
reduccion de cetonas a alcoholes que incluyen, pero sin limitacién borohidruros, H, en presencia de un
catalizador, NaH y LiAlH4. El agente reductor puede ser NaBHa.

Los diarilalcanos descritos o reivindicados en la presente memoria descriptiva pueden ser obtenidos mediante una
modificacién sintética d un compuesto que se produce de forma natural aislado a partir de una fuente vegetal. Por
ejemplo, e producto que se produce de forma natural buteina se aisla a partir de una fuente de plantas, se
deshidrata y se reduce para producir el correspondiente diarilalacanol.

Los diarilalcanos descritos o reivindicados en la presente memoria descriptiva pueden sr obtenidos mediante la
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reaccion de dos compuestos aromaticos apropiadamente sustituidos. Las reacciones quimicas factibles para
sintetizar estos compuestos a partir de compuestos aromaticos sustituidos incluyen, pero sin limitacion,
condensacion aldélica entre un benzaldehido sustituido y una acetofenona sustituida; reaccién de Claisen-Schmidt o
condensacion alddlica cruzada entre un aldehido y una cetona; reaccion de Grignard usando un haluro de
organomagnesio de un anillo aromatico sustituido para unir el segundo anillo aromatico sustituido a través de una
reaccion de adicién al grupo carbonilo en la molécula; reagrupamiento de Claisen mediante una isomerizacion intra-
molecular, en la que un fenol esterificado con grupos de sustitucién apropiados se isomerizara para unirse a los
segundos anillos aromaticos en la posicion orto del fenol seguido de una reaccién de reduccion y una reaccién de
acoplamiento de Suzuki, en la que dos anillos aromaticos sustituidos se convierten en acidos aril-borénicos y se
unen mediante un haluro de alquilo usando un catalizador de paladio cuidadosamente seleccionado. Estas
reacciones son conocidas por los expertos en la técnica y las condiciones para estas reacciones se pueden
determinar usando la informacién descrita en la presente memoria descriptiva para la sintesis de estos compuestos.

Se describe en la presente memoria descriptiva una estrategia que combina un ensayo de inhibicion con un
procedimiento quimico de des-replicacion para identificar extractos de plantas activas y los compuestos particulares
en esos extractos que inhiben especificamente enzimas binucleares. Esta aproximacion incluye una combinacion de
aislamiento de productos naturales, sintesis organica, modelacién molecular y ensayos de inhibicién enzimatica para
optimizar la estructura y maximizar la eficacia del farmaco. Este método se describe en la solicitud de EE.UU. n° de
serie 10/185.758, presentada el 27 de junio de 2002 titulada “Método para generar, seleccionar y des-replicar
bibliotecas de productos naturales para el descubrimiento de agentes terapéuticos”. La eficacia de este método se
demuestra usando un ensayo de inhibicion de tirosinasa como se describe en la seccion de ejemplos posterior. La
pureza de los diarilalcanos evaluada segun el método de esta invencion esta en el intervalo de 0,01% a 100%,
dependiendo de la metodologia usada para obtener el (o los) compuesto(s).

En una realizacién preferida, la dosis del compuesto 1-(3-metil-2,4-dimetoxifenil)-3-(dihidroxifenil)-propano se
administra al hospedante que la necesita en una cantidad no toxica eficaz, seleccionada, generalmente en el
intervalo de 0,001% a 100% basado en el peso total de la formulacion final y/o 0,001 mg a 200 mg por kilogramo
basado en el peso corporal del hospedante. Los expertos en la técnica, usando ensayos clinicos rutinarios, seran
capaces de determinar las dosis Optimas para la dolencia particular que esté siendo tratada. La presente invencion
proporciona opciones comercialmente viables para la sintesis y/o aislamiento, purificacion y formulacion de
diarilalcanos para producir una composicion de materia que tenga una actividad fisiolégica deseable. Dicho
compuesto de esta invencién puede ser administrado mediante cualquier método por un experto en la técnica. Los
modos de administracién incluyen, pero sin limitacion, la administracion enteral (oral), administracién parenteral
(intravenosa, subcutanea e intramuscular) y la aplicacion topica. Dicho compuesto segun esta invencion puede ser
administrado por via interna o tépica a un paciente que lo necesita en una cantidad terapéuticamente eficaz de
diarilalcanos puros o en una mezcla sintetizados y/o aislados a partir de una planta Gnica o plantas mdltiples. En una
realizacion preferida, la composicion es administrada por via topica.

Debe entenderse que tanto la descripcién general que antecede como la descripcion detallada que siguie son
Unicamente ilustrativas y explicativas y no son restrictiva de la invencién tal como se reivindica.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 ilustra el procedimiento de melanogénesis, junto con diversos mecanismos potenciales para regular este
procedimiento.

La Figura 2 ilustra la estructura del sitio activo de tirosinasa. Como se puede observar en esta Figura, dos iones de
cobre estan estrechamente separados y cada uno esta coordinado a tres histidinas a través del atomos de nitrégeno
N-¢ de su cadena lateral.

La Figura 3 expone la estructura, nombre, mecanismo de accién y otros efectos de inhibidores de tirosinasas
conocidos.

La Figura 4 ilustra el cromatograma HPLC/UV de una fraccién de HTP que contiene el UP288 (1-2-metoxi-4-
hidroxifenil)-3-(2’-hidroxi-5’-metoxifenil)-propano) (1) como se indica de forma resaltada.

La Figura 5 expone la estructura quimica y el espectro 13C-.RMN de UP288 Q).

La Figura 6 ilustra las curvas de respuesta a la dosis inhibidora de tirosinasa y los valores de IC50 para UP288 y
acido kajico.

La Figura 7 expone el aislamiento guiado por bioensayos de dos compuestos activos (UP302 a y UP302 b) a partir
de Dianella ensifolia (P0389) (planta completa).

La Figura 8 expone el cromatograma HPLC/UV de la fraccion de UP302 enriquecida después de mudltiples
separaciones de columna.

La figura 9 expone un espectro gHSQC de DUP302 a (2), que ilustra las uniones entre protones y atomos de
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carbono.

La Figura 10 ilustra graficamente la inhibicion de la actividad de tirosinasa a diversas concentraciones de inhibidor
UP302a y sustrato L-DOPA. Este estudio cinético puso de manifiesto que el UP302 a es un inhibidor competitivo de
la enzima tirosinasa.

La Figura 11 ilustra la inhibicién de la produccion endégena de melanina a partir de células B16F1 de raton mediante
acido kéjico y UP302 a (2). Cada muestra fue ensayado por triplicado a 10 concentraciones diferentes.

La Figura 12 expone la conformacion tridimensional de UP302 a después de una minimizacion de energia MM2.

La Figura 13 ilustra la conformacion tridimensional de UP302 a cuando se coordina a dos iones de cobre en el
estado de oxidacion Cu"-0,-Cu".

La Figura 14 expone las distancias entre atomos adyacentes de UP302 a cuando es quelado con iones de cobre en
la forma de peréxido (Cu"-0,-C") como se calcula en el Ejemplo 17.

Descripcion detallada de la realizacion preferida.

La presente invencion se refiere al compuesto 1-(3-metil-2,4-dimetoxifenil)-3-(2’,4’-dihidroxifenil)-propano para ser
usado en el tratamiento de enfermedades y estados mediados por enzimas binucleares. Especificamente, dicho
compuesto inhibe la actividad de una enzima que tiene un sitio activo binuclear. Esta incluido en la presente
invencion el nuevo compuesto 1-(3-metil-2,4-dimetoxifenil)-(2’,4’-dihidroxifenil)-propano y se describen en la
presente memoria nuevas composiciones que comprenden uno o mas diarilalcano(s). Los diarilalcanos reivindicados
o descritos en la presente memoria descriptiva pueden ser aislados a parir de una o mas fuentes vegetales o pueden
ser obtenido mediante sintesis organica. Se describen en la presente memoria descriptiva métodos para aislar estos
compuestos a partir de una fuente natural y métodos para sintetizar estos compuestos. Los diarilalcanos pueden ser
obtenidos mediante modificacién sintética de un compuesto que se produce de forma natural aislado a partir de una
fuente vegetal.

Se usan diversos términos en la presente memoria descriptiva para hacer referencia a aspectos de la presente
invencion. Para ayudar a la clarificacion de la descripcion de los componentes de esta invencién, se proporcionan as
siguientes definiciones. Salvo que se defina otra cosa, todos los términos técnicos y cientificos usados en la
presente memoria descriptiva tienen el significado cominmente comprendido por un experto en la técnica a la que
pertenece esta invencion.

Debe apreciarse, que como se usan en la presente memoria descriptiva, el término “una” entidad se refiere a una o
mas de esa entidad; por ejemplo, un diarialcano se refiere a uno o mas diarilalcanos. Como tales, los términos “un” o
“uno 0 mas” y “al menos uno” se usan de forma intercambiable en la presente memoria descriptiva.

“Diarilalcanos”, como se usa en la presente memoria descriptiva, son una clase especifica de compuestos
aromaticos que tienen la siguiente estructura general: La presente descripcion incluye también una nueva
composicion de materia comprendida por uno o mas diarilalcanos, en que dichos diarilalcanos se seleccionan entre
el grupo de compuestos representados por la siguiente estructura general:

Rg
Ary—( (ll)ﬁ"" Ary
Ry

en la cual

Ar1 y Ar, se seleccionan independientemente entre el grupo que consiste en un anillo aromatico o
heteroaromatico de cinco o seis miembros sustituido, en que cada anillo aromatico o heteroaromatico de 6
miembros esta sustituido independientemente con 1-5 grupos R’ (R'1-R’s) y cada anillo aromatico o
heteroaromatico de 5 miembros esta sustituido con 1-4 grupos R’ (R'1-R’4), excepto cuando Ar; y Ar, son ambos
un anillo aromatico de 6 miembros, es decir, un grupo fenilo y al menos uno de Ar; y Ar, esta sustituido con 1-5
grupos R’ (R'1-R’s), en que al menos dos de dichos R’1-R’s ho son H,

en la cual

R’ se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en —H, -OH, -SH, -OR, -CN, -SR, -NH>, -NHR,
-NR2, y X y un glicésido de un monosacarido u oligosacarido comprendido por 2-6 monosacaridos, en que
dicho(s) monosacarido(s) se selecciona(n) independientemente entre el grupo que consiste en una aldopentosa,
metil-aldopentosa, aldohexosa, cetohexosa y sus derivados quimicos; en que R es un grupo alquilo que tiene 1-
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20 atomos de carbono y X es un halégeno, seleccionado entre el grupo que consiste Cl, Br, F e |;

Rs y R7 se seleccionan independientemente entre el grupo que consiste en —H, -OH, -OR, -CN, -NHR, -NHa, y -
X, en que R es un grupo alquilo que tiene entre 1-20 atomos de carbono y en que X es un halégeno,
seleccionado entre el grupo que consiste en Cl, Br, F o I; y n=1 a 10. En una realizacion preferida n = 2-.

Los diarilalcanos y diarilalcanoles descritos en la presente memoria descriptiva se pueden seleccionar entre el grupo
de compuestos representados por la siguiente estructura general:

R, R R - R
'I*e
R3 ('1'3).1 R'4
Ry
R, Rs R'g R's

en la cual

R1, Rz, R3, R4, Rs, R'1, R'2, R’3, R4 ¥y R’s se seleccionan independientemente entre el grupo que consiste en —H,
-OH, -SH, -OR, -CN, -SR, -NHg, -NHR, -NR2, Xy un glicésido de un monosacérido u oligosacarido comprendido
por 2-6 monosacéridos, en que dicho(s) monosacarido(s) se selecciona(n) independientemente entre el grupo
gue consiste en una aldopentosa, metil-aldopentosa, aldohexosa, cetohexosa y sus derivados quimicos; en que
R es un grupo alquilo que tiene entre 1-20 atomos de carbono y X es un halégeno seleccionado entre el grupo
gue consiste en Cl, Br, F, | y en que al menos dos de R1-R5 o al menos de dos de R'1-R’5 no son H.

Rs Yy R7 se seleccionan independientemente entre el grupo que consiste en —H, -OH, -OR, -CN, -NHR, -NH>, y —
X, en que R es un grupo alquilo que tiene 1-20 &tomos de carbono y en que X es un halégeno seleccionado
entre el grupo que consiste enCl, Br, Fe l; y

n =1 a 10. En una realizacion preferida n= 2-4.

“Diarilalcanoles” como se usa en la presente memoria descriptiva, son un tipo de diarilalcanos” que tienen al menos
un grupo hidréxilo (Re y/o R7 = OH) unido a los &tomos de carbono de alquilo entre los dos anillos aromaticos.

“Enzima binuclear”, como se usa en la presente memoria descriptiva, se refiere a una enzima que tiene un sitio
activo binuclear, de la que es un ejemplo la tirosinasa que tiene dos iones de cobre en su sitio activo, como se
expuso con anterioridad. Las enzimas binucleares incluyen, pero sin limitacidon tirosinasa, arginasa, ureasa,
citocromo ¢ oxidasa, heme-cobre oxidasa bombeadora de protones, mondxido de carbono desidrogenasa/acetil-
coenzima A sintasa bifuncional, ribonucleétido reductasa, metalo-beta-nactamasa, H (+) ATPasa y oxidasa
alternativa y fosfotriesterasa bacteriana.

“Terapéutico” como se usa en la presente memoria descriptiva, incluye la prevencion, tratamiento y/o profilaxis.
Cuando se usa terapéutico se refiere a seres humanos, asi como a otros animales.

“Dosis o cantidad farmacéuticamente o terapéuticamente eficaz” se refiere a un nivel de dosificacion suficiente para
inducir un resultado biolégico deseado. Ese resultado puede ser el alivio de los signos, sintomas o causas de una
enfermedad o cualquier otra alteracion de un sistema biolégico que se desee. La dosificacidn precisa variara segun
una diversidad de factores, que incluyen, pero sin limitacion la edad y el tamafio del sujeto, la enfermedad y el
tratamiento que se esté efectuando.

“Placebo” se refiere a la sustitucion de la dosis o cantidad de dosis farmacéuticamente o terapéuticamente eficaz
para inducir un efecto biolégico deseado que pueda aliviar los signos, sintomas o causas de una enfermedad con
una sustancia no activa.

Un “hospedante” o “paciente” o “sujeto” es un mamifero vivo, ser humano o animal, para el que se desea una
terapia. El “hospedante”, “paciente” o “sujeto” se refiere generalmente al receptor de la terapia que va a ser
practicada segun el método de la invencion. Debe apreciarse que la invencion descrita en la presente memoria
descriptiva puede ser usada para aplicaciones veterinarias asi como humanas y que el término “hospedante” no
debe ser concebido de una forma limitante. En el caso de aplicaciones veterinarias, los intervalos de las
dosificaciones se pueden determinar como se describe con posterioridad, teniendo en cuenta el peso corporal del
animal.

Como se describe en la presente memoria descriptiva, un “vehiculo farmacéuticamente aceptable” se refiere a
cualquier vehiculo que no interfiera con la eficacia de la actividad bioldgica del ingrediente activo y que no sea toxico
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para el hospedante al que esta siendo administrado. Ejemplos de “vehiculos farmacéuticamente aceptables”
incluyen, pero sin limitacion, cualquiera de los vehiculos farmacéuticos estandar como solucién salina, es decir,
solucién de Ringer, una solucién salina tamponada, agua, una solucién de dextrosa, albumina de suero y otros
excipientes y conservantes para la formacién de comprimidos o capsulas de las formulaciones.

El compuesto de 1-(3-metil-2,4-dimetoxifenil)-3-(2’,4’-dihidroxifenil)-propano inhibe la actividad de una enzima con un
sitio activo binuclear, denominada en la presente memoria descriptiva enzima binuclear. Dicho compuesto puede ser
administrado a un hospedante que lo necesita en una cantidad eficaz de dicho compuesto. Los diarilalcanos
reveindicados o descritos en la presente memoria descriptiva pueden ser sintetizados y/o aislados a partir de una o
mas plantas. Ejemplos de enzimas binucleares son tirosinasa, arginasa, ureasa, citocromo ¢ oxidasa, heme-cobre
oxidasa bombeadora de protones, monéxido de carbono deshidrogenasa /acetil-coenzima A sintasa bifuncional,
ribonucleétido reductasa, metalo-beta-lactamasa, H(+)-ATPasa y oxidasa alternativa y fosfotriesterasa bacteriana.

La presente invencién incluye también un método para la prevencion y el tratamiento de enfermedades y estados
relacionados con la actividad de enzimas binucleares. El compuesto 1-(3-metil-2,4-dimetoxifenil)-3-(2’,4'-
dihidroxifenil)-propano segun esta invencion puede ser administrado por via interna o tépica a un hospedante que
necesita una cantidad terapéuticamente eficaz de dicho compuesto. Dependiendo de la enzima binuclear que esté
siendo inhibida, el compuesto 1-(3-metil-2,4-dimetoxifenil)-3-(2’,4’-dihidroxifenil)-propano se reivindica en la presente
memoria descriptiva para ser usado en el tratamiento de infecciones microbianas, fungicas, de malaria o virales, la
produccion reducida de 6xido nitrico, la excitacion sexual anormal masculina y femenina, tension oxidativa de
estados antiinflamatorios, metabolismo anormal de farmacos y para ser usado en el tratamiento de enfermedades
periodontales, estados pre-cancerosos, orales, canceres orales y otras enfermedades malignas orales, protectores
dentales y dientes sensibles, secuelas, pulpitis, irritacion, dolor e inflamacién provocados por la implantacién fisica
de dentaduras orales, trauma, heridas, bruxismo y otras heridas menores en la boca, en los protectores dentales o
en la lengua, placa dental y calculos, descalcificacion dental, proteolisis y caries (deterioro dental), canceres y
tumores sdlidos.

Dicho compuesto es reivindicado también en la presente memoria descriptiva para ser usado en el tratamiento del
oscurecimiento y deterioro de la piel debidos a la exposicion a la luz ultravioleta, bronceado solar, manchas de hiper-
pigmentacién, provocadas por el envejecimiento de la piel, enfermedades hepaticas, quemaduras térmicas y heridas
tépicas, pigmentacion de la piel, debida a estados inflamatorios provocados por infecciones fungicas, microbianas y
virales, vitilago, carcinoma y melanoma.

Dicho compuesto es descripto también en la presente memoria descriptiva para ser usado en el tratamiento y
deterioro de la piel que resulta de productos quimicos, calor, viento y entornos secos para prevenir y tratar las
arrugas, embolsamientos, lineas y circulos oscuros de la piel alrededor de los ojos, piel sensible delicada y para
evitar y tratar la dermatitis y otros estados alérgicos relacionados de la piel. Ademés de su uso para la prevencion y
el tratamiento de las enfermedades y los estados anteriormente descritos de la piel, las composiciones terapéuticas
descritas en la presente memoria descriptiva proporcionan una composicion eficaz que produce la ventaja de una
apariencia suave y joven de la piel con un color de la piel mejorado, elasticidad aumentada, envejecimiento reducido
y retrasado, apariencia y textura joven mejorada y flexibilidad aumentada, firmeza, suavidad y tersura.

Mediante la quelacion con iones metélicos, los diarilalcanos pueden ser usados también para suministrar iones
metdlicos esenciales a la corriente sanguinea del hospedante y/o portar iones metalicos a través de la piel o la
barrera sanguinea/cerebral, asi como otras membranas. Dicho compuesto puede ser administrado a un hospedante
gue lo necesita en una cantidad terapéuticamente eficaz de dicho compuesto junto con el (o los) ion(es) de metal(es)
que va(n) a ser suministrado(s). En esta capacidad, los diarilalcanos pueden ser usados para tratar enfermedades y
estados que incluyen, pero sin limitacién anemia y otras deficiencias de hierro, inflamacion, obesidad y diabetes,
enfermedades periodontales, estados pre-cancerosos orales, canceres orales y otras enfermedades malignas
orales, protecciones dentales y dientes sensibles, secuelas, pulpitis, irritacion, dolor e inflamacion provocados por la
implantacion fisica de dentaduras orales, trauma, lesiones, bruxismo y otras heridas menores en la boca, en los
protectores dentales o en la lengua, placa y célculos dentales, descalcificacion dental, proteolisis y caries (deterioro
dental) e infecciones virales. Los iones metdlicos se seleccionan entre el grupo que incluye pero sin limitacion cobre,
hierro, zinc selenio, magnesio y otros iones metalicos.

Los dialquilalcanos pueden ser usados en la industria alimenticia para prevenir la coloracion marrén y los cambios
de color en frutas, setas y otros productos alimenticios.

Los diarilalcanos que pueden ser usados de acuerdo con lo que sigue incluyen compuestos ilustrados mediante la
estructura general anteriormente expuesta. Los diarilalcanos reivindicados o descritos en la presente memoria
descriptiva pueden ser obtenidos mediante métodos sintéticos o pueden ser aislados a partir de una o mas familias
de plantas seleccionadas entre el grupo que incluye, pero sin limitacién, Compositae, Fabaceae, Lauraceae,
Leguminosae, Liliaceae, Loranthaceae, Moracea y Myristicaceae. Los diarialalcanos reivindicados o descritos en la
presente memoria descriptiva pueden ser extraidos, concentrados y purificados a partir de los géneros de plantas
altas que incluyen, pero sin limitacion, Acacia, Broussonetia, Dianella, Helichrysum, Iryanthera, Knema, Lindera,
Pterocarpus, Viscum y Xanthocercis. Los diarilalcanos se pueden encontrar en diferentes partes de la planta que
incluyen, pero sin limitacion, los tallos, cortezas de los tallos, maderas nucleares, troncos, cortezas de troncos,
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ramilletes, tubérculos, raices, cortezas de raices, brotes jovenes, semillas, rizomas, flores y otros érganos
reproductores, hojas y otras partes aéreas. Los diarilalcanos pueden ser aislados a partir de una planta o plantas de
los géneros Broussonetia, Dianellay Iryanthera.

Los diarilalcanos descritos o reivindicados en la presente memoria descriptiva pueden ser obtenidos mediante
métodos sintéticos. En la presente memoria descriptiva se describe un método para sintetizar diarilalcanos y
diarilalcanoles, comprendiendo dicho método reducir un compuesto que tiene la siguiente estructura general:

Ra R, R' 1 R'g
Rg
R3 ( | » R4
Ry
R4 Rs R's R’s

en la cual

Ri-Rs y R'1-R’s y n son como se definieron anteriormente y en la que Rg y R7 forman conjuntamente uno o mas
grupo(s) carbonilo. El agente reductor puede ser seleccionado entre cualquier agente reductor conocido para la
reduccion de cetonas a alcoholes que incluyen, pero sin limitacion borohidruros, H, en presencia de un
catalizador, NaH y LiAlH4. El agente reductor puede ser NaBH..

Los diarilalcanos descritos o reivindicados en la presente memoria descriptiva pueden ser obtenidos mediante una
modificacién sintética de un compuesto que se produce de forma natural aislado de una fuente vegetal. Por ejemplo,
el compuesto que se produce de forma natural buteina es aislado a partir de una fuente vegetal, deshidratado y
reducido para producir el correspondiente diariilalcanol.

Los diarilalcanos descritos o reivindicados en la presente memoria descriptiva pueden ser obtenidos mediante la
reaccion de dos compuestos aromaticos apropiadamente sustituidos. Las reacciones quimicas factibles para
sintetizar estos compuestos a partir de dos compuestos aromaticos sustituidos incluyen, pero sin limitacion
condensacion alddlica entre un benzaldehido sustituido y una acetofenona sustituida; reacciéon de Claisen-Schmidt o
condensacion alddlica cruzada entre un aldehido y una cetona; reaccion de Grignard usando un haluro de
organomagnesio de un anillo aromético sustituido para enlazar el segundo anillo aromatico sustituido a traves de
una reaccion de adicidn al grupo carbonilo en la molécula; reagrupamiento de Claisen mediante una isomerizacion
intra-molecular, en la que un fenol esterificado con grupos de sustitucion apropiados se isomerizara para unirse a los
segundos anillos aromaticos en la posicion orto del fenol seguido de una reaccion de reduccion y reaccion de
acoplamiento de Suzuki, en la que dos anillos aromaticos sustituidos son convertidos en acidos arilborénicos y
seguidamente unidos mediante un haluro de alquilo usando un catalizador de paladio cuidadosamente seleccionado.
Estas reacciones son bien conocidas por un experto en la técnica y las condiciones para estas reacciones pueden
ser determinadas usando la informacion expuesta en la presente memoria descriptiva para la sintesis de estos
compuestos.

Debe apreciarse que en toda esta solicitud se proporcionan diversas citaciones.

Se describe en la presente memoria descriptiva una estrategia que combina un ensayo de inhibicién de tirosinasa
con un procedimiento quimico de des-replicacién para identificar extractos de plantas activos y los compuestos
particulares en esos extractos que inhiben especificamente la enzima binuclear tirosinasa. Como se indico
anteriormente, las enzimas que inhiben tirosinasa pueden conducir a una reduccién en la produccién de melanina,
aclarando asi eficazmente la piel. Puede ser generada una biblioteca de extractos vegetales extrayendo polvos de
plantas secas con un disolvente organico, como se describe en el ejemplo 1. El ensayo de inhibicion de tirosinasa se
desarrollé siguiendo un método que se describe por Jones et al. (2002) Pigment. Cell Res. 15:335, como se describe
en el ejemplo 2. Usando este ensayo, se seleccion6 un total de 11444 extractos de plantas en cuanto a su
capacidad para inhibir la actividad de tirosinasa de hongos. Esta seleccion primaria identifico 20 extractos de plantas
(1,75% de proporcion de éxito) con potente actividad inhibidora de tirosinasa. La Tabla 1 recoge el porcentaje de
inhibicion de tirosinasa por cuatro de estos extractos aislados a partir de cuatro géneros diferentes.

Con el fin de identificar eficazmente activos a partir de los extractos de plantas activos, se usé un procedimiento de
fraccionamiento de produccion elevada, como se describe en el ejemplo 3. Brevemente, los extractos activos fueron
fraccionados usando un sistema de purificacion de produccion elevada (HTP). Cada una de las fracciones fue
seguidamente ensayada en cuanto a su capacidad para inhibir la actividad de tirosinasa como por el ensayo primario
descrito en el ejemplo 2. Después de la des-replicacién, usando una combinacién de HPLC con detectores PDA y
MS acoplados con una base de datos de estructuras, la busqueda y eliminacion de fracciones que contenian
inhibidores de tirosinasa conocidos, como polifenoles y cromonas, se escogié un total de siete extractos activos para
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el aislamiento y purificaciéon a gran escala guiados por bioensayos, como se describe en los ejemplos 4-6, usando
los extractos de Broussonetia kazinoki Sieb. Et Zucc (Moraceae) y Dianella ensifolia (L. ) DC. (Liliaceae) para fines
de ilustracion.

El ejemplo 4 describe la extraccion, separacion y purificacion del nuevo diarilpropano: 1-(2-metoxi-4-hidroxifenil)-3-
(2’-hidroxi-5’-metoxifenil)-propano (UPS288) (1) a partir de Broussonetia kazinoki Sieb. Et Zucc (Moraceae) (planta
completa) usando el método general expuesto en los ejemplos 1-3. La Figura 4 ilustra el cromatograma HPLC/UV de
la fracciobn HTP que contiene el UP288. La estructura del compuesto activo UP288 fue dilucidada usando una
combinacién de métodos espectroscépicos como se expone en el ejemplo 4. La Figura 5 expone la estructura
quimica y el espectro 3C.RMN de UP2888. La Figura 6 ilustra las curvas de respuesta a la dosis inhibidora de
tirosinasa y los valores de ICso para UP2888 con relacion a &cido kéjico. La Figura ilustra que el UP288 (1) es un
potente inhibidor de tirosinasa como el acido kdjico, que tiene una ICsg = 24 UM.

Sorprendentemente, se aislaron dos diarilalcanos similares y se identificaron a partir de una familia de plantas
totalmente diferentes Dianella ens(folia (L. ) DC. (Liliaceae), como se describe en el ejemplo 5. La Figura 7 expone
esqueméticamente el aislamiento guiado por bioensayo de estos dos compuestos activos (UP02 a (2) y el Ejemplo
de referencia UP302b (3)) a partir de Dianella ensifolia (planta completa). Con referencia a la Figura 7, se puede
observar que solamente quince fracciones de columna de un total de 264 muestras recogidas exhibié una potente
inhibicion de tirosinasa. Un andlisis HPLC (Figura 8) de las fracciones activas combinadas mostré que los
compuestos activos eran componentes menores en el mejor conjunto, que ya habia sido fuertemente enriquecida.
Unos laboriosos esfuerzos de separacion y purificacion produjeron dos nuevos compuestos activos que fueron
completamente caracterizados mediante RMN y otros métodos espectroscopicos, como se ilustra en el Ejemplo 5y
la Figura 9, como 1-(3-metil-2,4-dimetoxifenil)-3-(2’,4’-dihidroxifenil)-propano (UP302a, ICso =0,24 puM) (2) y el
ejemplo de referencia 1-(3-metil-2,4-dimetoxifenil)-3-(2,5-dihidroxifenil)-propano (IP302b), ICso = 1,2 uM) (3).

El ejemplo 6 describe el aislamiento a gran escala de UP302a (2), el inhibidor de tirosinasa méas potente, aislado a
partir de Dianella ensifolia (DE) (planta completa). Haciendo referencia al Ejemplo 6, a partir de 4,3 kg de biomasa
seca, se obtuvo un total de 30 mg de UP302a (2) puro después de multiples fraccionamientos de columna sobre gel
de silice, resinas CG-161 y C-18. La estructura y la funcién biolégica del compuesto aislado fueron confirmadas.

Debido a la poca abundacia natural de diarilalcanos/diaralcanoles, se desarrrollaron métodos para sintetizar estos
compuestos bioldgicamente activos, como una fuente comercial alternativa de esta clase de compuestos. El Ejemplo
7 describe un método general para la sintesis de diarilalcanos a través de la reduccion de calconas sustituidas. Para
fines de ilustracion, se describe la reduccion de 2,4-dihidroxifenil-3’,4’-dimetoxifenilcalcona (4) a 1-(2,4-dihidroxifenil)-
3-(3',4’-dimetoxifenil)-1-propanol 5 usando borohidruro de sodio. Sin embargo, como se expone en el ejemplo 7, se
sintetiz6 un cierto nimero de otros diarilalcanos usando este método general. Todos los compuestos sintetizados
mostraron una actividad inhibidora de tirosinasa elevada a moderada. Con respecto al método general descrito en el
Ejemplo 7, pueden ser usados cualesquiera otros agente reductores conocidos para efectuar esta reducciéon que
incluyen, pero sin limitacién, otros borohidruros, H» en presencia de un catalizador NaH y LiAIH,.

Usando la reaccion general descrita en el Ejemplo 7, otras diversas diarilpropanonas sustituidas se convirtieron en
diarilpropanos y/o diarilpropanoles como se demuestra en los Ejemplos 8, 9 y 10. El ejemplo 11 demuestra la
sintesis de diarilpropanol usando glicésido flavonoide aislado a partir de una fuente natural como material de partida.

Se describen también en la presente memoria descriptiva métodos para sintetizar esta clase de compuestos
mediante la reaccién de dos compuestos aromaticos apropiadamente sustituidos. Esta realizacion se ilustra en el
Ejemplo 12, usando la reaccion de resorcinol con acido 3-metoxi-4-hidroxisinamico para fines de ilustracion. Las
reacciones quimicas factibles para sintetizar estos compuestos a partir de dos compuestos aromaticos sustituidos
incluyen, pero sin limitacién, la condensacion aldélica entre un benzaldehido sustituido y una acetofenona sustituida,
reaccion de Claisen-Schmidt o condensacion alddlica cruzada entre un aldehido y una cetona; reaccion de Grignard
usando un haluro de organomagnesio de un anillo aromatico sustituido para unir el segundo anillo sustituido a través
de una reaccién de adicién al grupo carbonilo en la molécula; reagrupamiento de Claisen mediante isomerizacion
intra-molecular, en la que un fenol esterificado con grupos de sustitucion apropiados sera isomerizado para unirse a
los segundos anillos aromaticos en la posicién orto del fenol seguido de una reaccién de reduccién y reaccion de
acoplamiento de Suzuki, en la que dos anillos arométicos sustituidos son convertidos en acidos arilborénicos y
seguidamente son unidos mediante un haluro de alquilo usando un catalizador de paladio cuidadosamente
seleccionado. Estas reacciones son bien conocidas por los expertos en la técnica y las condiciones para estas
reacciones pueden ser determinadas usando la informacién descrita en la presente memoria descriptiva para la
sintesis de estos compuestos.

El Ejemplo 13 expone los valores de ICso para un cierto nimero de diarilalcanos descritos como ejemplos de
referencia y diarilalacanoles sintetizados segin los métodos descritos en la presente memoria descriptiva. Los
compuestos fueron evaluados usando el método general descrito en el ejemplo 2. El valor de ICsp para cada muestra
se calculd usando programas de ordenador de valores cinéticos para verificar que la reaccién era lineal a un valor
especificado de tiempo y concentracién. Usando los métodos descritos en los Ejemplos de referencia 7-12, se
sintetiz6 un total de 24 compuestos y se evaluaron en cuanto a su capacidad para inhibir tirosinasa. Los resultados
se exponen en la Tabla 2. Con referencia a la Tabla 2, se puede observar que los valores de IC50 de los
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diarilalcanoles sintéticos eran comparables a los diarilpropanos que se producen de forma natural. Por tanto, estas,
dos clases de compuestos son capaces de inhibir tirosinasa hasta aproximadamente el mismo alcance. Los
diarilalcanos y/o diarilalcanoles mas activos tenian tres a&tomos de carbono entre los dos anillos aromaticos. Usando
los célculos descritos en el Ejemplo 17, esta caracteristica estructural se demostré que era critica con el fin de
generar conformaciones intra-moleculares paralelas y superpuestas. Sin embargo, los diarilalcanoles que contenian
dos y cuatro atomos de carbono entre los dos anillos aromaticos, como 1-(2,4-dihidroxifenil)-2-(4’-metoxifenil)-1-
etanol (ICso = 77 uM) y 1,4-bis-(3,4-dihidroxifenil)-2,3-dimetil-butano (ICso =700 uM) también eran capaces de inhibir
significativamente la actividad de tirosinasa.

Usando el método descrito en el Ejemplo 2, la inhibicién de tirosinasa por UP302a (2) se evalué usando L-DOPA
como el sustrato, como se expone en el Ejemplo 14. Los resultados se exponen en la Figura 10. Este estudio puso
de manifiesto que el UP302a (2) es un potente inhibidor competitivo que tiene un efecto de la duracion. De forma
interesante, la actividad de tirosinasa no se reanudé durante varios dias después de una incubacion con UP302a.
Por el contrario, la actividad de tirosinasa fue totalmente restablecida después de solamente 1 hora a continuacién
de una incubacién con acido kéjico. Como dos de los sustituyentes en los anillos aromaticos de UP302a eran grupos
metoxi, el inhibidor no puede ser facilmente hidroxilado y/o oxidado. Esto puede explicar tanto la eficacia como la
duracion de la actividad inhibidora de UP302a. Por tanto, se puede concluir que estos compuestos tendran un efecto
de larga duracion.

La eficacia de la composicién reivindicada se demostrd también midiendo la inhibicién de melanina producida en un
ensayo in vitro sobre una linea celular B-16, como se describe en el Ejemplo 15. Los resultados se exponen en la
Figura 11. La reduccion de melanina endégena por UP302a (2) era casi seis veces mayor que la del &cido kgjico.
Adicionalmente, la inhibicion de la produccién de melanina inducida por MSH mediante UP302a fue también
significativamente mayor que la del 4cido kéjico. Como era de esperar, el ejemplo de referencia UP288 (1) era
comparable al &cido kéjico en el modelo de la linea celular B-16.

El Ejemplo 16 describe un ensayo para valorar la citotoxicidad de dos diarilpropanos UP288 (1) y UP302a (2) con
relacion al acido kdjico. A una concentracion de 250 uM, que estaba por encima de la ICsp de la totalidad de los tres
compuestos ensayados, los diarilpropanos mostraron perfiles de seguridad similares a los del &cido kojico.

El Ejemplo 17 describe los analisis de moderacion molecular realizados para determinar la conformacion 3-D més
estable de los diarilalcanos y diarlalcanoles activos. Los célculos de los mecanismos moleculares se realizaron
usando el software Chem3D. Estos calculos pusieron de manifiesto que el inhibidor de quirosinasa mas potente 1-(3-
metil-2,4dimetoxifenil)-3-(2’,4’-dihidroxifenil)-propano  (UP302a (2), ICsp = 0,24 pM) tiene una conformacion
tridimensional muy Unica con los dos anillos aromaticos superpuestos uno a otro, como se ilustra en la figura 12. La
energia total minimizada para la conformacion es -4,7034 KJ/mol y la distancia entre los dos anillos aromaticos es de
3,28 A. Los grupos hidroxilos fendlicos en el primer anillo aromatico estan justo por encima de los dos grupos metoxi
en el segundo anillo aromético, siendo la distancia entre dos &atomos de oxigeno de 2,99 A y 3,16 A,
respectivamente, como se ilustra en la figura 14. El sitio activo de la enzima tirosinasa binuclear tiene dos iones de
cobre complejados a una molécula de oxigeno en un estado de oxidacion de peroxido [Cu”-Oz-Cu"], que es clave
para el mecanismo mediante el cual la tirosinasa cataliza la introduccion de un grupo hidroxilo en la posicién orto del
anillo aromético de un mono-fenol (como tirosina). (Decker el al. (2000) Angew. Chem. Int. Ed. 39:1591). Las
distancias interatdmicas se expresaron como 3,56 A para Cu-Cu, 1,90 A para Cu-O y 1,41 A para O-O (Kitajima et
al. (1989) J. Am. Chem. Soc. 111:8975). La conformacion paralela del 1-(3-metil-2,4-dimetoxifenil)-3-(2’,4'-
dihidroxifenil)-propano (UP302a, ICso =0,24 pM) se quelara perfectamente con ambos iones de cobre del complejo
[Cu"-Oz-Cu"] de la parte superior y de la parte inferior, como se ilustra en las Figura 13 y 14. Esta quelacién dual por
el inhibidor de ambos iones de cobre en el sitio activo bloqueara totalmente el acceso al sustrato, como L-Dopa a la
enzima, inhibiendo asi eficazmente la funcion de la proteina. Usando la misma aproximacion, los diarilalcanos y
diarilalcanoles aislados y sintéticos recogidos en la Tabla 2 fueron analizados. Los resultados de este andlisis
indican que los compuestos con conformacion retorcida o no paralela no tenian ninguna capacidad o solamente una
capacidad débil para inhibir la actividad de tirosinasa.

A partir de estos estudios, se ha determinado que los inhibidores de diarilalcanos mas eficaces tienen dos a tres
sustituyentes en un anillo aromético y cero a multiples sustituyentes en el segundo anillo aromatico. Las estructuras
mas favorables son aquellas en las que al menos un anillo aromatico esta sustituido en las posiciones 2 y 4.
Preferentemente, los anillos son aromaticos y/o heteroaromaticos de 6 miembros, segin se demostré mediante dos
de los compuestos de referencia aislados, 1-(2-hidroxi-4-metoxifenil)-3-(2’,3’,4’,5’-tatrahidro-benzo(b)dioxosin-8-il)-1-
propanol; ICsg = 72 pM y 3-(5’-cloro-1’-metil-1’-hidro-imidazol-2’-il)-1-(2-hidroxi-4-metoxifenil)-1-propanol; ICso =225
UM.

El compuesto 1-(3-metil-2,4-dimetoxifenil)-3-(2’,4’-dihidroxifenil)-propano de esta invencion y las composiciones
descritas en la presente memoria descriptiva pueden ser administrados mediante cualquier método conocido por un
experto en la técnica. Los modos de administracion incluyen, pero sin limitacion, la administracion enteral (oral),
administracion parenteral (intravenosa, subcutanea e intramuscular) y la aplicacion topica. Dicho compuesto segun
esta invencion puede ser administrado por via interna o topica a un paciente que necesita una cantidad
terapéuticamente eficaz de dicho compuesto.
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El compuesto 1-(3-metil-2,4-dimetoxifenil)-3-(2’,4’-dihidroxifenil)-propano de la presente invencion o los compuestos
descritos en la presente memoria descriptiva pueden ser formulados como composiciones farmacéuticas, que
incluyen otros componentes como un excipiente farmacéuticamente y/o cosméticamente aceptable, un adyuvante
y/o un vehiculo. Por ejemplo, el compuesto de la presente invencion o los compuestos descritos en la presente
memoria descriptiva pueden ser formulados en un excipiente que pueda tolerar el hospedante que va a ser tratado.
Un excipiente es una sustancia inerte usada como diluyente o vehiculo para un agente terapéutico como un
diarilalcano o una mezcla de diarilalcanos. Ejemplos de estos excipientes incluyen, pero sin limitacién agua, solucion
salina, solucion de Ringer, solucién de dextrosa, manitol, solucién de HanK, conservantes y otras soluciones de
sales acuosas fisioldgicamente equilibradas. Pueden ser usados vehiculos no acuosos como aceites fijos, aceite de
sésamo, oleato de etilo o triglicéridos. Otras formulaciones Utiles incluyen suspensiones que contienen agentes que
aumentan la viscosidad, como carboximetilcelulosa de sodio, sorbitol o dextrano. Los excipientes pueden contener
también cantidades menores de aditivos, como sustancias que aumenten la isotonicidad y la estabilidad quimica.
Ejemplos de tampones incluyen tampon de fosfato, tampén de bicarbonato, tampén de tris, histidina, citrato y glicina
0 sus mezclas, mientras que ejemplos de conservantes incluyen, pero sin limitacion EDYA, EDTA de disodio, BHA,
BHT, vitamina C, Vitamina E, bisulfito de sodio, SnCl,, timerosal, m- u o-cresol, formalina y alcoholbencilico. Las
formulaciones estandar pueden ser liquidas o sélidas, que pueden ser adsorbidas en un liquido adecuado como una
suspension o solucion para la administracion. Por tanto, en una formulacién no liquida, el excipiente puede
comprender destroxa, albumina de suero humano, conservantes, etc. A los que se puede afiadir agua esterilizada o
solucidn salina antes de la administracion.

En una realizacion de la presente invencion, dicho compuesto puede incluir también un adyuvante o vehiculo. Los
adyuvantes son normalmente sustancias que generalmente mejoran la respuesta biolégica del hospedante a un
agente bioactivo especifico. Adyuvantes adecuados incluyen, pero sin limitacion, adyuvante de Freund, otros
componentes de paredes celulares bacterianas, aluminio, magnesio, cobre, zinc, hierro, calcio y otras sales basadas
en iones metalicos, silice, polinucleétidos, toxoides, proteinas del suero, proteinas de capas virales, otras
preparaciones derivadas de bacterias, gamma-interferén; adyuvantes de copolimeros de bloques como adyuvante
Titermax de Hunter (Vaxcel. TM., Inc. Norcross, Ga.), adyuvantes de Ribi (disponibles en la empresa Ribi
ImmunoChem Research, Inc.,Hamilton, Mont.); y saponinas y sus derivados, como Quil A (disponible en la empresa
Superfos Biosector A/S, Dinamarca). Los vehiculos son normalmente compuestos que aumentan la semivida de una
composicion terapéutica en el hospedante tratado. Los vehiculos adecuados incluyen, pero sin limitacion
formulaciones polimeras de liberacion controlada, implantes biodegradables, liposomas, bacterias, virus, aceites,
ésteres y glicoles.

En una realizacion, la composicion se preparara en forma de una formulacion de liberacion controlada, que libera
lentamente la composicién de la presente invencion en el hospedante. Como se usa en la presente memoria
descriptiva, una formulacion de liberacion controlada comprende el compuesto de la presente invencién en un
vehiculo de liberacion controlada. Los vehiculos de liberacion controlada seran conocidos por los expertos en la
técnica. Las formulaciones de liberacion controlada preferidas son biodegradables (bioerosionables).

El compuesto 1-(3-metil-2,4-dimetoxifenil)-3-(2’,4’-dihidroxifenil)-propano de la presente invencién y las
composiciones descritas en la presente memoria descriptiva se administran preferentemente por via topica por
cualquier medio adecuado, conocido por los expertos en la técnica para administrar por via topica composiciones
terapéuticas que incluyen, pero sin limitacion un unglentos, geles, lociones o bases para cremas, o en forma de una
pasta dental, liquido de lavado bucal o aplicado como revestimiento en materiales de higiene dental o en forma de
una emulsion, en forma de un parche, venda o méascara, una gasa no adherente, un vendaje, una compresa o una
bayeta de tela. El ejemplo 18 describe la preparacion de dos formulaciones de crema con un contenido activo a
0,01% y 0,1% de diarilalcano(s) puro(s) y/o en mezcla por peso total de la férmula. Esta aplicacion tdpica puede ser
administrada por via local a cualquier zona afectada, usando cualquier medio estandar conocido para una
administracion topica. Una composicion terapéutica puede ser administrada en una diversidad de formas de
dosificaciones unitarias dependiendo del método de administracién. Para modos de suministro particulares, el
compuesto 1-(3-metil-2,4-dimetoxifenil)-3-(2’,4’-dihidroxifenil)-propano de la presente invencion puede ser formulado
en un excipiente descrito en la presente memoria descriptiva. El compuesto de la presente invencion puede ser
administrado a cualquier hospedante, preferentemente a mamiferos y, mas preferentemente, a seres humanos. El
modo particular de administracion dependera del estado que va a ser tratado.

En una realizacion, un ungiiento adecuado estd comprendido por la concentracion deseada de un diarilalcano Gnico
0 una mezcla de dos o mas diarilalcanos, que sea una cantidad eficaz y no tdxica generalmente seleccionada en el
intervalo de 0,001% a 100% basado en el peso total de la formulacién tépica, de 65 a 100% (preferentemente 75 a
96%) de parafina blanda blanca, de 0 a 15% de parafina liquida y de 0 a 7% (preferentemente 3 a 7%) de lanolina o
un derivado o equivalente sintético de la misma. En otra realizacion, el ungliento puede comprender una matriz de
polietileno-parafina liquida.

En una realizacién, una crema adecuada estd comprendida por un sistema emulsionante junto con la concentracion
deseada de un diarilalcano Unico o una mezcla de dos o mas diarilalcanos, como se proporciond anteriormente. El
sistema emulsionante esta comprendido preferentemente por dos a 10% de alcoholes de polioxietileno (por ejemplo,
la mezcla disponible bajo la marca registrada Cetomacrogol® 1000), de 10 a 25% de alcohol estearilico, de 20 a
60% de parafina liquida y de 10 a 65% de agua; junto con uno 0 mas conservantes, por ejemplo de 0,1 a 1% de
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N,N”-metilenobis[N’[3-(hidroximetil)-2,5-dioxo-4-imidazoliniljurea] (disponible bajo la denominacién Imidurea USNF),
de 0,1 a 1% de 4-hidroxibenzoatos de alquilo (por ejemplo, la mezcla disponible en Nipa Laboratories bajo la marca
registrada Nipastat), de 0,01 a 0,1% de butil-4-hidroxibenzoato de sodio (disponible en Nipa Laboratories bajo la
marca registrada Nipabutyl sodio) y de 0,1 a 2% de fenoxetanol.

En una realizacién, un gel adecuado esta comprendido por un sistema semi-sélido en el que esta incluida una fase
liquida en una matriz polimera tridimensional con un elevado grado de reticulacion. La Fase liquida puede estar
comprendida por agua, junto con la cantidad deseada de un diarilalcano Gnico o una mezcla de dos o mas
diarilalcanos, de 0 a 20% de aditivos miscibles con agua, por ejemplo, glicerol, polietilenglicol o propilenglicol y de
0,1 a 10%, preferentemente de 0,5 a 2% de un agente espesante que puede ser un producto natural seleccionado
entre el grupo que incluye, pero sin limitacién, tragacanto, pectina, carragenano, Agar y acido alginico o un
compuesto sintético o semi-sintético, seleccionado entre el grupo que incluye, pero sin limitaciéon metilcelulosa y
carboxipolimetileno (carbopol), junto con uno 0 méas conservantes, seleccionados entre el grupo que incluye, pero sin
limitacion, por ejemplo, de 0,1 a 2% de 4-hidroxibenzoato de metilo (metil-paraben) o fenoxietanol diferencial. Otra
base adecuada esta comprendida por la cantidad deseada de un diarilalcano Unico o una mezcla de diarilalcanos,
junto con 702 90% de polietilenglicol (por ejemplo, ungiiento de polietilenglicol que contiene 40% de polietilenglicol
3350 y 60% de polietilenglicol 400 preparado de acuerdo con la entidad U.S. National Formulary (USNF)), de 5 a
20% de agua, de 0,02 a 0,25% de un antioxidante (por ejemplo hidroxitolueno butilado) y de 0,005 a 0,1% de un
agente quelante (por ejemplo acido etilendiamino-tetraacético (EDTA)).

La expresién “parafina blanda como se usa anteriormente abarca las fases para cremas o unglientos de parafina
blanda blnaca y parafina blanda amarilla. El término lanolina abarca grasa de lana virgen y grasa de lana purificada.
Los derivados de lanolina incluyen, en particular lanolinas que han sido quimicamente modificadas con el fin de
alterar sus propiedades fisicas o quimicas y los equivalentes sintéticos de lanolina incluyen, en particular,
compuestos sintéticos o semi-sintéticos y mezclas que son conocidas y se usan en la técnicas farmacéuticas y
cosméticas como alternativas a la lanolina y se pueden denominar, por ejemplo sustitutos de lanolina.

Un equivalente sintético adecuado de lanolina que puede ser usado es el material disponible bajo la marca
registrada Softisan® conocido como Softisan 649. El Softisan 649, disponible en la empresa Dynamit Nobel
Aktiengesellschaft, es un éster de glicerina o acidos grasos vegetales naturales, de &cido isoesteérico y de acido
adipico; sus propiedades son expuestas por H. Hermsdorf en la publicaciéon Fette, Seifen, Anstrichmittel, Issue No.
84, No.3 (1982), pag. 3-6.

Las demas sustancias anteriormente mencionadas como constituyentes de bases adecuadas para unglientos o
cremas y sus propiedades se exponen en trabajos de referencia estandar, por ejemplo, la farmacopea. El
cetomacrogol 1000 tiene la férmula CH3(CH2)m(OCH2-CH2),OH, en la que m puede ser 15 o 17 y n puede ser 20 a
24. El hidroxitolueno butilado es 2,6-di-terc-butil-p-cresol. Nipastat es una mezcla de 4-hidroxibenzoatos de metilo,
etilo, propilo y butilo.

El compuesto de la invencion o la composicion descrita en la presente memoria descriptiva pueden ser producidos
mediante técnicas farmacéuticas convencionales. Por tanto, el compuesto o las composiciones anteriormente
mencionados, por ejemplo, se pueden preparar convenientemente mezclando conjuntamente a una temperatura
elevada, preferentemente 60-70°C, la parafina blanda, parafina liquida si esta presente y lanolina o derivado o
equivalente sintético de la misma. La mezcla puede ser seguidamente enfriada a temperatura ambiente y, después
de la adicion de la sal de calcio cristalina hidratada de mupirocina, junto con el cortico esteroide y cualesquiera otros
ingredientes, se agita para asegurar una dispersion adecuada.

Independientemente de la manera de administracion, la dosis especifica se calcula segin el peso corporal
aproximado del hospedante. Otros refinamientos de los calculos necesarios para determinar la dosificacion
apropiada para el tratamiento que incluye cada una de las formulaciones anteriormente mencionadas, se hace
rutinariamente por los expertos en la técnica y esta dentro del alcance y las tareas rutinarias realizadas por los
mismos sin una excesiva experimentacion, especialmente considerando la informacién de la dosificacion y los
ensayos descritos en la presente memoria descriptiva. Estas dosificaciones pueden ser determinadas mediante el
uso de los ensayos establecidos para determinar las dosificaciones utilizadas conjuntamente con los datos
apropiados de respuesta a la dosis.

Los siguientes ejemplos se proporcionan para fines solamente ilustrativos y no estan destinados a limitar el alcance
de la invencion.

Ejemplos
Ejemplo 1. Preparacion de extractos organicos a partir de plantas secas

Un material de plantas secas se tritur6 hasta un tamafio de particulas no mayor que 2 mm y una parte (60 g) se
transfiri6 a un matraz Erlenmeyer y se extrajo con 600 ml de metanol: diclorometano (1:1). La mezcla se agité
durante una hora, se filtr6 y la biomasa se extrajo nuevamente con metanol:diclorometano (1:1) (600ml). Los
extractos organicos se combinaron y se evaporaron bajo vacio para proporcionar un extracto organico a partir de
cada material vegetal. Cada extracto (aproximadamente 75 mg) se disolvié seguidamente en 1,5 ml de DMSO hasta
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una concentracion de 50 mg/ml, que seguidamente se almacend en un congelador a -70°C. Se us6 una parte
alicuota del extracto para el ensayo de tirosinasa, como se describe en el ejemplo 2.

Ejemplo 2. Ensayo de inhibicién de tirosinasa.

Se llevo a cabo un ensayo de inhibicion de tirosinasa usando el método descrito por Jones el al. (2002) Pigment.
Cell Res. 15:335. Usando este método, la conversion de L-Dopa, un sustrato de tirosinasa, en dopacromo, se sigue
verificando la absorcion a 450 nm. La tirosinasa se prepar6 en Tampoén de fosfato de potasio 50 mm, pH 6,8
(Tampon del ensayo) a U/ml y se almacend a -20°C en partes alicuotas de 1 ml antes de ser usada. Para ser usadas
en los ensayos, las soluciones de enzimas madres se descongelaron y se diluyeron hasta 200 U/ml con tampoén del
ensayo. Se preparé una solucién de trabajo 2 mm de sustrato L-DOPA, en tampon del ensayo para cada ensayo.
Las muestras se disolvieron en DMSO al 10% (0,5 ml) y se diluyeron hasta 5 ml con tampdn del ensayo. La mezcla
de reaccion consistia en 0,050, ml de L-DOPA 2 mm, 0,050 ml de tirosinasa de setas a 200 U/ml y 0,050 ml de
inhibidor. El volumen de la reaccién se ajustd a 200 pl con tampon del ensayo. Los ensayos se realizaron en placas
de microtitulacién de fondo redondeado Falcon 3097 de 96 pocillos (Beckton Dickinson, NJ). La apariencia de
dopacromo se midié con un contador WALLAC 1420 Multilable Counter (Turku, Finlandia). Laq velocidad media se
determiné a partir de la velocidad enziméatica lineal medida mediante el cambio de absorbancia (AAss0) a 450 nm por
minuto. El porcentaje de inhibiciébn de tirosinasa por las muestras del ensayo se determind mediante una
comparacion de la absorbancia de las muestras frente al testigo usando la formula (1):

(Absorcién de testigo negativo-absorcion de la muestra)/absorcion del testigo negativo x 100 (1)
Los resultados se exponen en la Tabla 1.

Tabla 1. Actividad inhibidora de tirosinasa de cuatro extractos de plantas

Nombre latino de plantas | cantidad | Peso del extracto Porcentaje de inhibicidn de tirosinasa
y partes orgéanico (concentracion mg/ml)
Broussonetica kazinoki 209 119 68%
Planta completa (a 0,125 mg/ ml)
Rhus chinensis cecidiums 20g 12,89 31%
(a 0,125 mg/ ml)
Polygonum multiflorum 209 249 43%
Tubérculos (2 0,125 mg/ ml)
Dianella ensifolia 20g 1,79 57%
Planta completa (a 0,125 mg/ ml)

Ejemplo 3. Fraccionamiento HTP de extractos de plantas activos

Se introdujo extracto organico activo (400 mg) en una columna rapida de fase normal, previamente rellena (2 cm y
de x 8,2 cm, 10 g de gel de silice). La columna se eluy6 usando un sistema de purificacién a fondo elevada Hitachi
(HTP) con una fase movil gradiente de (A) 50:50 de EtOAc:hexano y (B) metanol de 100% A a 100% B en 30
minutos a un caudal de 5 ml/minuto. La separacion se verificd usando un detector UV de longitud de onda de banda
ancha y las fracciones se recogieron en una placa de 96 pocillos profundos a 1,9 ml/pocillo usando un colector de
fracciones Gilson. La placa de muestras se sec6 bajo vacio reducido y centrifugacion. Se usé DMSO (1,5 ml) para
disolver las muestras en cada celda y se recogié una parte (100 pl) para el ensayo de inhibicion de tirosinasa por
duplicado.

Ejemplo 4. Extraccion, separacion y purificacion de ejemplo de referencia 1-(2-metoxi-4-hidroxifenil)-3-(2’-hidfroxi-5'-
metoxifenil)-propano (1) a partir de Broussonetia kazinoki (BK) (planta completa)
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Broussonetia kazinoki (100 g de planta completa) y se extrajé tres veces con 800 ml de MeOH: DCM (1:2). El
extracto seco (6 g) se fracciond usando una columna de gel de silice con una elusién gradiente con disolvente de
hexano/acetato de etilo (50/50) a MeOH. Las fracciones se recogieron en dos conjuntos de 88 tubos de ensayo. Se
utilizé Lc/MS/PDA para comprobar cada una de las fracciones, que seguidamente se combinaron basandose en la
analogia de su composicién. Las fracciones combinadas se evaporaron para separar disolvente, se secaron y su
actividad de inhibicion de tirosinasa se midi6 como se describe en el Ejemplo 2. Se encontr6 que las fracciones
(P0346-HTP-F2, P0346-HTP-F4) eran las mas activas y estas fracciones se combinaron y se etiquetaron como DK-
F2-4. Después de la evaporacion del disolvente, la DK-F2-4 se separd adicionalmente en una columna de fase
inversa previamente rellena (columna C-18) usando un gradiente de agua/ MeOH. Se observaron diez y ocho picos
del compuesto a continuacién de la separacion. Se realizaron catorce columnas de fase inversa y se combinaron las
fracciones similares de cada realizacion. Un pico del compuesto denominado UP288 en la fraccion combinada y
enriquecida mostré6 una fuerte actividad de inhibiciébn de tirosinasa (Figura 4). Después de la separacion y
purificacion mediante HPLC preparativa, se obtuvieron 6 mg de 1-(2-metoxi-4-hidroxifenil)-3-(2’-hidroxi-5'-
metoxifenil)-propano (UP288) (1). La estructura de este compuesto se evalué usando espectroscopia MS y RMN
(*H, **C, HMQC y HMBC). La Figura 5 expone la estructura quimica y el espectro **C-RMN de UP288. EI UP288 es
un inhibidor de tirosinasa que tiene una actividad comparable al &cido kdjico con un valor de ICs, de 24 uM. La
Figura 6 ilustra las curvas de respuestas a la dosis inhibidora de tirosinasa y los valores de ICso para UP288 y acido
kojico.

1-(2-metoxi-4-hidroxifenil)-3-(2’-hidroxi-5’-metoxifenil)-propano (UP288). Rendimiento 0,006% (pureza > 96%, HPLC)
; UV Amax: 281,0 nm; MS (Super Sound lonization, Positive ion detection) : m/z 289 (M + 1, 100%); '"H-RMN (400
MHz, (CD3),S0): & 1,70 (2H, m, CHy), 2,46 (4H, m, 2 CHy), 3,68 (3H, s, OCHj3), 3,73 (3H, s, OCHs), 6,26 (1H, q, H-
5), 6,35 (1H, d, H-3), 6,55 (1H, g, H-14), 6,65 (1H, d, H-13), 6,72 (1H, d, H-16), 6,86 (1 H, d, H-6), 8,69 (1H, s, OH),
9,20 (1 H, s, OH) ; *C-RMN (100 MHz, (CD3),S0): & 28,5 (C-8), 31,6 (C-9), 34,5 (C-10), 55,0 (C-7), 55,6 (C-17),
98,9 (C-3), 106,4 (C-5), 112,4 (C-16), 115,2 (C-13), 119,7 (C-1), 119,8 (C-14), 120,3 (C-11), 120,4 (C-6), 132,9 (C-
12), 144,6 (C- 4), 147,2 (C-17) y 158,3 (C-7).

Ejemplo 5. Extraccion, separacion y purificacion de 1-(3-metil-2,4-dimetoxifenil)-3-(2’,4’-dihidroxifenil)-propano
(UP302a) (2) y Ejemplo de referencia 1-(3-metil-2,4-dimetoxifenil)-3-(2’,5’-dihidrofenil)-propano (UP302b) (3) a partir
de Dianella ensifolia (P0389) (planta completa)

CH, OH CH,
HO MeO OMe MeO OMe
O e Q1
OH
OH 3

Se triturd Dianella ensifolia (P0389, 300 g de planta completa) y se extrajo tres veces con 800 ml de MeOH: DCM
(1:2). El extracto seco (5 g) se fraccion6 usando una columna de gel de silice con una elucion gradiente con
disolvente de hexano/acetato de etilo (50/50) a MeOH. Las fracciones se recogieron en dos conjuntos de 264 tubos
de ensayo. Se utiliz6 LC/MS/PDA para verificar cada una de las fracciones, seguidamente se combinaron en 22
fracciones basadas en la analogia de sus composicion (Figura 7). Las fracciones combinadas se evaporaron para
separar el disolvente, se secaron y se midi6 su actividad de inhibicién de tirosinasa como se describe en el Ejemplo
2. Se encontr6 que las fracciones P0389-HTP-F12, P0389-HTP-F13 y P0389-HTP-F14 eran las que se separaron en
una columna de fase inversa previamente rellena (columna RP) usando un gradiente de agua/ MeOH. Se
observaron dos picos principales y once picos de compuestos menores a continuacion de la separaciéon. Los
compuestos correspondientes a cada uno de estos picos fueron aislados a continuaciéon de siete separaciones
adicionales en columnas RP. Todos los compuestos recogidos se secaron y se ensayaron en cuanto a la actividad
inhibidora de tirosinasa. Dos de los once picos menores denominados UP302a y UP302b, respectivamente,
exhibieron una fuerte actividad inhibidora de tirosinasa (Figura 8). Después de una separacion y purificacion, se
obtuvieron dos compuestos activos: 1-(3-metil-2,4-dimetoxifenil)-3-(2',4'-dihidroxifenil)-propano (UP302a, 10 mg) (2)
y 1-(3-metil-2,4-dimetoxifenil)-3-(2',5"-dihidroxifenil)-propano (UP302b, 6 mg) (3). Las estructuras de estos dos
compuestos se dilucidaron usando espectroscopia MS y RMN (1H, 3¢, gHSQC y HMBC). La Figura 9 expone el
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espectro gHSQC de UP302a. Los ensayos de inhibicién de tirosinasa mostraron que el UP302a era el inhibidor mas
potente con una ICs de 0,24 uM, mientras que el UP302b tenia una ICso de 12 uM.

1-(3-metil-2,4-dimetoxifenil)-3-(2',4'-dihidroxifenil)-propano (UP302a) (2). Rendimiento 0,02% (pureza > 98%, HPLC)
; UV Amax: 279,8 nm; MS (Super Sound lonization, deteccién de iones positivos) : m/z 303 (M + 1, 100%) ; '"H-RMN
(400 MHz, (CD3)2S0): 4 1,70 (2H, m, CHy), 2,03 (3H, s, CH3), 2,43 (2H, m, CH), 2,49 (2H, m, CHy), 3,58 (3H, s,
OCH3), 3,73 (3H, s, OCH3), 6,11 (1H, q, H-16), 6,25 (1H, d, H-14), 6,65 (1H, d, H-5), 6,76 (1 H, d, H-17), 6,97 (1H,
d, H-6), 8,93 (1H, s, OH), 9,03 (1H, s, OH) ; *C-RMN (100 MHz, (CD3);S0): & 28,8 (C-9), 29,3 (C-11), 31,1 (C-10),
55,3 (C-7), 55,9 (C-8), 102,4 (C-14), 105,8 (C-16), 106,1 (C-5), 118,4 (C-I), 118,6 (C-12), 126,9 (C-3), 127,0 (C-6),
130,1 (C-17), 155,7 (C-13), 156,2 (C-15), 156,3 (C-4) y 156,8 (C-2).

1-(3-metil-2,4-dimetoxifenil)-3-(2',5'-dihidroxifenil)-propano (UP302b) (3). Rendimiento 0,01 % (pureza > 95%,
HPLC) ; UV Amax: 279,8 nm; MS (Super Sound lonization, deteccion de iones positivos): m/z 303 (M + 1, 100%); 'H-
RMN (400 MHz, (CD3COCDs) : 8 1,82 (2H, m, CHy), 2,07 (3H, s, CHg3), 2,52 (2H, m, CHy), 2,56 (2H, m, CH>), 3,63
(3H, s, OCHgs), 3,77 (3H, s, OCH3), 6,64 (1H, q, H-15), 6,72 (1H, d, H-14), 6,64 (1H, d, H-5), 6,70 (1 H, d, H-17), 7,00
(1 H, d, H-6), 7,65 (1H, s, OH), y 7,69 (1H, s, OH).

Ejemplo 6. Aislamiento a gran escala de 1-(3-Metil-2,4-dimetoxifenil)-3-(2',4'-dihidroxifenil)-propano (UP302a) (2) a
partir de Dianella ensifolia (DE) (planta completa)

Se recogié Dianella ensifolia (4,3 kg de planta completa) se trituré y se extrajo tres veces usando un extractor de
percolacion con metanol como disolvente. Los extractos se combinaron y se evaporaron para separar el metanol. El
extracto en bruto se puso seguidamente en suspension en agua y se dividid en partes con SM. Las capas se
separaron y la capa de CM se evapor6 para proporcionar 60 g de material. UN andlisis LC-MS/PDA de las dos
capas, puso de manifiesto que la mayoria del UP302a estaba presente en la capa de DCM, con solamente una
cantidad menor presente en la capa acuosa. El extracto de DCM se fraccion6 en tres columnas separadas de gel de
silice eluyendo con un gradiente de hexano-EtOAc. Se obtuvo un total de 15 sub-fracciones y se analizaron
mediante HPLC-MS/PDA. El compuesto diana (UP302a) se encontrd en las fracciones 6 a 9, que se combinaron
para producir un total de 3 g de UP302a enriquecido. El UP302a enriquecido se separd adicionalmente en una
columna abierta rellena con resina CG-161 que eluia con un gradiente de agua-MeOH. Se recogi6 un total de 23
fracciones, eluyendo el UP302a en las fracciones 15 a 21. Seguidamente se combinaron las fracciones 15-21 vy el
disovente se evapord para producir 700 mg de un soélido, que se purificé adicionalmente mediante HPLC preparativa
en una columna C-18 para generar 30 mg de UP302a. La estructura, actividad inhibidora de tirosinasa y puresa del
producto purificado se confirmaron mediante RMN, ensayo de inhibicion enzimética y LC-MS/PDA.

Ejemplo de referencia 7. Sintesis de diarilalcanos mediante reduccion con borohidruro de sodio de calconasa
sustituidas

Se describe a continuacién un método general para la sintesis de diarlalcanos mediante reduccion con borohidruro
de sodio de calconas sustituidas, usando la reduccién de 2,4-dihidroxi-3’,4’-dimetoxicalcona (4) para fines de
ilustracion.

O OH OH OH
MeO N 1. NaBH,/R.T.MeO
T T U 1T T
MeQ OH MeO OH
4 5

La 2,4-dihidroxi-3’,4’-dimetoxicalcona (4) (40 mg) se disolvio en 1-propanol (5 ml), seguido de la adicion de
borohidruro de sodio (15 mg) y la mezcla se dejé reaccionar a temperatura ambiente durante 2 horas. Tras
completarse la reaccion, se afiadioé acido acético al 20% (0,2 ml) y la mezcla se calentdé a 80°C durante 5 minutos y
se enfrid. Seguidamente la mezcla se separé en una columna C18 previamente rellena, eluyendo con un gradiente
de MeOH/H,O para proporcionar 1-(2,4-dihidroxifenil)-3-(3,4-dimetoxifenil)-1-propanol (5). La estructura del
compuesto (5) se confirmé mediante espectroscopia MSy UV, 1Dy 2D '"H-RMN.

1-(2,4-dihidroxifenil)-3-(3',4'-dimetoxifenil)-1-propanol (5). Rendimiento 60% (pureza > 98%, HPLC) ; UV Amax: 278,5
nm; MS (Super Sound lonization, deteccion de iones popsitivos) : m/z 305 (M + 1,100%); '"H-RMN (400 MHz,
(CD3)2S0): 6 1,93 (2H, m, CHy), 2,60 (2H, m, CHy), 4,49 (1H, m, CH-OH), 3,78 (3H, s, OCHj3), 3,80 (3H, s, OCHj3),
6,28 (1H, g, H-5), 6,31 (1H, d, H-3), 6,98 (1H, d, H-6), 6,71 (1 H, q, H-5'), 6,77 (1 H, d, H-2), 6,83 (L H, d, H-6).

Usando el método general anteriormente descrito se redujeron los siguientes compuestos a sus correspondientes
alcoholes: 2,4-dihidroxi-2'-hidroxicalcona, 2'-hidroxi-4'-metoxi-2,4-dimetoxi-calcona, 4'-hidroxi-4-hidroxi-calcona, 2'
4'-dihidroxi-2-hidroxi-calcona, 2',4'-dihidroxi-3,4-dimetoxi-calcona, 2', 4',6'-trimetoxi-3,4-dimetoxi-calcona y 2'-hidroxi-
4'-metoxi-3,4,5-trimetoxi-calcona para proporcionar 1-(2,4-dihidroxifenil)-3-(2'-hidroxifenil)-1-propanol, 1-(2-hidroxi-4-
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metoxifenil)-3-(2',4'-dimetoxifenil)-1-propanol, 1-(4-hidroxifenil)-3-(4'-hidroxifenil)-1-propanol, 1-(2,4-dihidroxifenil)-3-
(2'-hidroxifenil)-1-propanol, 1-(2,4-dihidroxifenil)-3-(3',4'di-metoxifenil)-1-propanol, 1-(2,4,6-trimetoxifenil)-3-(3',4'-
dimetoxifenil)-1propanol y 1-(2-hidroxi-4-metoxifenil)-3-(3',4',5'-trimetoxifenil)-1-propanol.

Ejemplo de referencia 8. Sintesis de difenil-propanoles sustituidos mediante reduccion con borohidruro de sodio de
diarilpropanonas sustituidas.

Se describe a continuacion un método general para las sintesis de difenil propanoles sustituidos mediante reduccién
con borohidruro de sodio de diarilpropanona sustituidas, usando la reduccién de 1-(2-hidroxi-5-metoxifenil)-3-(2’,4’-
dimetoxifenil)-1-propanona (6) para fines de ilustracion.

OH OH
_NaBH,_
MeO OMe ~o OMe
6 7

Se disolvid 1-(2-hidroxi-5-metoxifenil)-3-(2',4'-dimetoxifenil)-1-propanona (6) (5 mg) en 1-propanol (1ml), seguido de
la adicion de borohidruro de sodio (2 mg) y la mezcla se dej6 reaccionar a temperatura ambiente durante 5 horas.
Tras completarse la reaccion, se afiadié acido acético al 20% (0,2 ml) para neutralizar el borohidruro de sodio en
exceso. La mezcla de reaccién se separé seguidamente en una columna Cig previamente rellena, eluyendo con un
gradiente de MeOH/H,O para proporcionar 1-(2-hidroxi-5-metoxifenil)-3-(2',4'dimetoxifenil)-1-propanol (7).

Siguiendo el procedimiento sintético general anteriormente descrito, se redujeron los siguientes compuestos de
diarilalcanos:  1-(2-hidroxi-4,6-dimetoxifenil)-3-(3'-metoxi-4'-hidroxifenil)-1-propanona,  3-(5'-benciloxi-4'-metoxi-2'-
metilfenil)-1-(2-hidroxi-4,5-dimetoxifenil)-1-propanona, 1-(2-hidroxi-4-metoxifenil)-3-(2',3',4',5'-tetrahidro-
bezo(b)dioxocin-8'-il)-1-propanona y 3-(5'-cloro-1'-metil-1'-hidro-imidazol-2'-il)-1-(2-hidroxi-4-metoxifenil)-1-propenona
para proporcionar 1-(2-hidroxi-4,6-dimetoxifenil)-3-(3'-metoxi-4'-hidroxifenil)-1-propanol, 3-(5'-benciloxi-4'-metoxi-2'-
metilfenil)-1-(2-hidroxi-4,5-dimetoxifenil)-1-propanol, 1-(2-hidroxi-4-metoxi-fenil)-3-(2',3',4',5'-tetrahidro-
bezo(b)dioxocin-8-il)-1-propenol y 3-(5'-cloro-1 '-metil-1’-hidro-imidazol-2'-il)-1-(2-hidroxi-4-metox -fenil)-1-propenol,
respectivamente.

Ejemplo de referencia 9. Sintesis de 1,3-bis(2,4-dimetoxifenil)-propan-1,3-diol (9)

MeO MeO OMe MeO MeO OMe

OMe O O OMe OH OH

8 9

Se disolvié 1,3-bis(2,4-dimetoxifenil)-propan-1,3-diona (8) en 1-propanol (1 ml), seguido de la adicién de borohidruro
de sodio (3 mg) y la mezcla se dejé reaccionar a temperatura ambiente durante 3 horas. Tras completarse la
reaccion, se afiadié acido acético al 20% (0,2 ml) para neutralizar el borohidruro de sodio en exceso. La mezcla
seguidamente se separ6 en una columna Cig previamente rellena, eluyendo con un gradiente de MeOH/H,O para
proporcionar 1,3-bis(2,4-dimetoxifenil)-propan-1,3-diol (9).

Ejemplo de referencia 10. Sintesis de 1-(2,4,6-trihidroxifenil)-3-(3’-hidroxi-4’-metoxifenil)-1-propanol (11) a partir de
Neohesperidina

HO OH OMe OH OMe
sevea™ae O
OH O OH OH
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La neohesperidina es un glicésido de dihidrocalcona. Se puso en suspension un peso total de 100 mg de
neohesperidina en 10 ml de HCI1N y se calenté a 80°C durante 2 horas. El producto hidrolizado (10) se enfrié y se
extrajo con acetato de etilo (3 x 10 ml). Las capas de acetato de etilo se combinaron, se evaporaron para separar
acetato de etilo y se disolvieron en 1-propanol (5 ml). Se afiadié borohidruro de sodio (25 mg) a la solucion de
propanol y se agitd6 a temperatura ambiente durante 2 horas. Después de completarse la reaccién, la mezcla se
separ6 en una columna Cig previamente rellena, eluyendo con un gradiente de MeOH/H,O para proporcionar 1-
(2,4,6-trihidroxifenil)-3-(3’-hidroxi-4’-metoxifenil)-1-propanol (11).

Ejemplo de referencia 11. Extraccion, purificacién y modificacion estructural de butrina para sintetizar 1-(2,4-
dihidroxifenil-3-(3’,4’-dihidroxifenil)-1-propanol (14)

HO O oy HO OH
NaOH
_ x
OH O OH O
12 13
OH
HO OH
NaBH,
OH OH
14

La butrina es un glicésido con elevado contenido de flavonona que ha sido extraido con metanol a partir de flores
secas de Butea frondosa y se purificO mediante separaciones cromatograficas en columnas de fase inversa
multiples. Después de separar los azucares mediante hidrélisis con HCI, se produjo butina (12) y se purifico
mediante RP-HTP (rendimiento de 1,5% a partir de la planta completa). La butina se tratd seguidamente con
hidroxido de sodio al 10% a 80°C para obtener buteina (13) que se redujo con borohidruro de sodio para obtener 1-
(2,4-dihidroxifenil)-3-(3',4'-dihidroxifenil)-1-propanol (14) (ICso = 250 nM).

Ejemplo de referencia 12. Sintesis de 1-(2,4-dihidroxifenil)-3-(3’-metoxi-4’-hidroxifenil)-1-propanol (19)

H

OMe
0] OH

HO OH HO O.
\O/ + MeO sto,
reflux

- QOH
O
16 O 17
OMe

15
OMe
H
|

OH
HO OH OH
NaOH HO o NaBH, w
X OH

18 19

Se llevaron a reflujo resorcinol (15) acido 3-metoxi-4-hidroxisinamico (16) H.SO4 (5%) en THF durante 4 horas, para
proporcionar 7,4’-dihidroxi-3’-metoxi-flavonona (17) (rendimiento de 90%). El producto, 7,4’-dihidroxi-3’-metoxi-
flavonona (17) se traté con hidréxido de sodio al 10% a 80°C durante 1 hora seguido de reduccién con borohidruro
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de sodio en propanol para proporcionar, segun confirmé una deteccién con LC-MS/PDA, 1-(2,4-dihidroxifenil)-3-
(3'metoxi-4'-hidroxifenil)-1-propanol (19). El producto en bruto exhibe una actividad inhibidora de tirosinasa bastante

fuerte. La mezcla se purifico adicionalmente mediante HTP.

Ejemplo de referencia 13. Mediciones de ICsq de la inhibicion de tirosinasa mediante diarilalcanos sintéticos

La inhibicion de tirosinasa mediante de diarilalcanos sintéticos se midié usando el método descrito en el Ejemplo 2.
El valor de ICso de cada muestra se calculé usando un software de caracteristicas cinéticas para verificar si la
reaccion era lineal a unos valores especificados de tiempo y concentracion. Usando los métodos descritos en los
ejemplos 7-12 se sintetizé un total de 24 compuestos y se evaluaron en cuanto a su capacidad para inhibir

tirosinasas. Los resultados se exponen en la Tabla 2.

Tabla 2. Valores de ICsq de diarilalcanos y/o diarilalcanoles sintéticos

Nombre del compuesto Inhibiciobn de tirosinasa
(ICs0)
1-(2,4-dihidroxifenil)-3-(3'.4'-dihidroxifenil)-1-propanol 0,5 pm
1-(2,4-dihidroxifenil)-3-(3',4'-dimetoxifenil)-1-propanol 0,85 um
1-(2,4-dihidroxifenil)-3-(2'-hidroxifenil)-1-propanol 0,7 um
1-(2,4-dihidroxifenil)-3-(2'-metoxifenil)-1-propanol 3 um
1-(2,4-dihidroxifenil)-3-(4'-metoxifenil)-1-propanol 6 um
1-(2,4,6-trihidroxifenil)-3-(4'-aminofenil)-1-propanol 8 um
1-(2,4-dihidroxifenil)-3-fenil-1-propanol 8 um
1-(2,4-dihidroxifenil)-3-(3'-metoxi-4'-hidroxifenil)-1-propanol 8,5 um
1-(2-hidroxi-4-metoxifenil)-3-(3',4',5'-trimetoxifenil)-1-propanol 11 pm
1-(2-hidroxi-4-metoxifenil)-3-(2',4'-dimetoxifenil)-1-propanol 25 um
1-(2-hidroxi-5-metoxifenil)-3-(3',4'-dimetoxifenil)-1-propanol 30 um
1-(2,4-dihidroxifenil)-2-(4'-metoxifenil)-1-etanol 77 um
1-(2-hidroxi-4-metoxifenil)-3-(2',3',4',5'-tetrahidro-benzo(b)dioxocin-8'"il)-1-propanol | 72 um
3-(5'-cloro-1'-metil-1'-hidro-imidazol-2'-il)-1-(2-hidroxi-4-metoxifenil)-1-propanol 225 pym
1-(4-hidroxifenil)-3-(4'-hidroxifenil)-1-propanol 305 um
1-(2-hidroxi-4,6-dimetoxifenil)-3-(3'-metoxi-4'-hidroxifenil)-1-propanol 375 um
1-(2,4-dihidroxifenil)-2-(3',4'-dimetoxip~henil)-1-etanol 431 pm
1,4-bis- (3,4-dihidroxifenil)-2,3-dimetilbutano 700 pm
1-(2-hidroxi-5-metoxifenil)-3-(2',4'-dimetoxifenil)-1-propanol 1000 pm
1-(2,4-dihidroxifenil)-2-(2',4'-diclorofenil)-1-etanol 1000 pm
1-(2,4,6-trihidroxifenil)-3-(3'-hidroxi-4'-metoxifenil)-1-propanol 1200 pm
1,3-bis(2,4-dimetoxifenil)-propan-1,3-diol 1200 pm
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Nombre del compuesto Inhibicién de tirosinasa
(ICs0)

1-(2,4,6-trihidroxifenil)-3-(3'-hidroxi-4'-metoxifenil)-1-propanol 1200 pm

1-(2,4,6-trimetoxifenil)-3-(3',4'-dimetoxifenil)-1-propanol 1500 pm

Ejemplo 14. Caracteristicas cinéticas de inhibicién enzimatica

Usando el método descrito en el Ejemplo 2, se evalud la inhibicion de tirosinasa a concentraciones diferentes (O,
261, 522, 1044 nM) de un inhibidor (UP302a) usando L-DOPA a concentraciones de 0,75, 1,25 y 2,5 mM como
sustrato. Omo se muestra en la Figura 10, se encontr6 que el UP302a es un inhibidor competitivo con efecto
inhibidor potente y de larga duracion. La actividad de tirosinasa no se reanudd durante varios dias después de una
incubacién con UP302a. Por el contrario, la actividad de tirosinasa se restablecié totalmente después de solamente
de 1 hora a continuacion de una incubacién con 4cido kdjico.

Ejemplo 15. Inhibicién de la produccion de melanina a partir de la linea celular B-16

La inhibicion de la produccién de melanina se evalu6 usando dos ensayos diferentes. En el primer ensayo, la
inhibicion de la produccion de melanina se evalué sin produccion de B-MSH; mientras que en el segundo ensayo la
inhibicion de la produccién de melanina se midié con induccién de B-MSH en el medio de cultivo celular.
Brevemente, se hicieron crecer células B16 F1 (ATCC n° CRL-622) hasta confluencia y seguidamente se sembraron
a 40.000 células por pocillo. Las células se dejaron unir durante una noche a 37°C en un entorno humidificado que
contenia 5% de CO;. En el dia 2, se afiadieron inhibidores a las células a concentraciones que variaban en el
intervalo de 0-1.000 uM por triplicado y se dejaron incubar durante cuatro dias. La cantidad de 3-MSH necesaria
para inducir la formacion de melanina se determind mediante la adicién de hormona a concentraciones que variaban
en el intervalo de 0-1.000 nM en aumentos de diez veces. Una vez que se determiné la concentracion apropiada de
B-MSH, las células se sembraron como anteriormente, dejando que se unieran durante una noche y seguidamente
se incubaron conjuntamente con inhibidores de tirosinasa a concentraciones que variaban en el intervalo de 0-1.000
UM. El desarrollo del color se comprobo visualmente cada mafiana. Después del desarrollo del color, se separaron
200 pl de materia sobrenadante celular de cada pocillo y se midié la absorbancia a 450 nm. Las lecturas resultantes
se usaron para determinar la ICso para la formacion de melanina en el ensayo celular con y sin induccion de B-MSH.
Para una comparacion inicial de la toxicidad celular, se usaron pocillos tratados de 250 uM para realizar un ensayo
de lactato deshidrogenasa (LDH). La LDH es una enzima metabdlica que sale de células deterioradas o muertas. La
enzima convierte un croméforo en presencia de NAD™ para producir un cambio de color que puede ser verificado por
via espectrofotométrica.

Los resultados de este ensayo pusieron de manifiesto que todos los inhibidores naturales ensayados (Ejemplo de
referencia UP288, UP302a y Ejemplo de referencia UP302b) eran al menos tan buenos, sino mejores inhibidores
que el acido kéjico. Hubo algunas diferencias en los valores de ICsp bajo los dos conjuntos de condiciones. La
inhibicion mediante acido kojico mejord desde una ICso de 170 uM para el experimento enddgeno hasta una ICso de
67 UM en el experimento inducido. De los inhibidores ensayados con relacion al acido kéjico, el compuesto UP302b
fue el Unico que mostré un aumento de la ICso bajo los dos conjuntos de condiciones, aumentado desde una ICso de
5,2 uM hasta una ICso de 34 M. Los valores de ICso medidos para la inhibicién de tirosinasa fueron relativamente
los mismos para todos los compuestos ensayados, con la excepcién de los dos compuestos UP302 y UP302b, que
tenian valores de ICsq bajos de 0,2 uM y 0,3 pM, respectivamente, en comparacion con 28 uM y 5,2 uM en el ensayo
enddgeno y 40 uM y 34 uM en el ensayo inducido. Estas diferencias pueden ser debidas a la penetracion celular
disminuida por UP302a (2) y UP302b (3), en comparacion con los otros inhibidores. Sin embargo, esto es superado
por la resistencia de su inhibicién de la enzima.

La tabla 3 proporciona resultados de estos dos ensayos para los inhibidores UP288 y UP302a con relacion al acido
kojico.

Ejemplo 16. Ensayo de toxicidad celular.

Los pocillos tratados con compuestos fueron usados para realizar un ensayo de lactato deshidrogenasa (LDH). La
LDH es una enzima metabolica que sale de las células deterioradas o muertas. La enzima convierte un croméforo en
presencia de NAD" para producir un cambio de color que puede ser comprobado por via espectrofotométrica. La
citotoxicidad fue examinada a una concentracion de 250 pM. A esta concentracion, ninguno de estos compuestos es
significativamente mas citotoxico que el acido kéjico. Sin embargo, debe apreciarse que la citotoxicidad se ensayé
solamente a una concentracion (250 puM). Como se muestra en la Tabla 3, el UP288 (1) y el UP302a (2) mostraron
una citotoxicidad moderada, que era comparable a la del acido kéjico.

Tabla 3. Inhibicién de tirosinasa de setas y formacion de melanina en células B16 F1 de ratén mediante compuestos
aislados y comparacion de la toxicidad celular

23



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 384 506 T3

Compuesto Inhibicién de Inhibicién de Inhibicién de Toxicidad celular
tirosinasa ICso (UM) | melanina endégena | melaninainducida (LDH)
ICs0 (UM) por MSH ICso (UM)
Ejemplo de 24,0 108 105 0,315

referencia UP288

UP302a 0,24 28 40 0,265

Acido kdjico 29 170 67 0,260

Ejemplo 17. Célculos mecanicos moleculares (EBM2)

Los calculos mecéanicos moleculares se realizaron usando un software Chem3D para fines de minimizacion de
energia y determinacion de la conformacion 3-D mas estable. Se usaron los siguientes parametros: Intervalo de las
etapas = 2,0 fs, intervalo de los marcos = 10 fs, terminacion después de 10.000 etapas, velocidad de
calentamiento/enfriamiento = 1.000 Kcal/atomo/PS, temperatura diana =3.000 °K. Propiedades: 6rdenes de enlaces
pi y resumen de energia estérica. Fueron analizados todos los compuestos naturales y sintéticos y otras estructuras
de diarilalcanos y diarilalcanoles. Se encontr6 que el inhibidor de tirosinasa mas potente, 1-(3-metil-2,4-
dimetoxifenil)-3-(2,4-dihidroxifenil)-propano (UP302a (2), ICso = 0,24 pM), aislado a partir de plantas completas de
Dianella ensifolia (L.) DC, tiene una conformacion tridimensional muy Unica en la que los dos anillos arométicos
estaban superpuestos uno a otro. La energia total minimizada para la conformacion es de 4, 7034 KJ/mol. La
distancia entre los dos anillos aromaticos era de 3,28 A. Los grupos hidroxilos fendlicos en el primer anillo aromatico
estaban justo por encima de los dos grupos metoxilos en el segundo anillo aromatico, siendo la distancia entre dos
atomos de oxigeno de 2,99 y 3,16 A, respectivamente, como se ilustra en las figuras 12-14. Esta conformacion
paralela intramolecular permite que este compuesto pueda ser Perfectamente quelado con iones de cobre de la
enzima binuclear cuando esta en la forma de peréxido [Cu"-02-Cu"] a partir de la parte superior y la inferior.

Ejemplo 18. Formulacién de la composicion de diarilalcanos en forma de una crema

El UP302a esta comprendido por un diarilpropano sustituido como componente activo principal. Estos compuestos
son solubles en disolventes altamente polares que incluyen, pero sin limitacion, etanol, propilenglicol y etilenglicol.
Pueden ser formulados con un excipiente, adyuvante y/o vehiculo farmacéutica, cosméticamente aceptable.
Ejemplos de estos excipientes incluyen, pero sin limitacion, agua, tampones, solucion salina, solucién de Ringer,
solucion de dextrosa, manitol, solucion de Hank, conservantes y otras soluciones de sales fisiologicamente
equilibradas. Pueden ser usados también vehiculos no acuosos que incluyen, pero sin limitacion, aceites fijos, aceite
de sésamo, oleato de etilo o triglicéridos. Otras formulaciones incluyen, pero sin limitacién, suspensiones que
contienen agentes para aumentar la viscosidad que incluyen, pero sin limitacion, carboximetilcelulosa, sorbitol o
dextrano. Los excipientes pueden contener también cantidades menores de aditivos o conservantes como
antioxidantes, para aumentar el color y la estabilidad quimica. EI UP302 puede ser preparado también en una
formulacion de liposomas para aumentar su penetracion en la piel o en forma de una formulacién de liberacién
controlada, que libera lentamente la composicion del ingrediente activo en el hospedante.

El UP302a es administrado preferentemente por via topica en forma de un ungiento, gel, locién o base de crema o
en forma de una emulsién, un parche, venda o mascara, una gasa no adherente, un vendaje, una compresa o una
bayeta de tela. Esta aplicacion topica puede ser administrada por via local a cualquier zona afectada usando
cualquier medio estandar conocido para una administracion tépica. EI UP302 puede ser administrado a seres
humanos y animales.

Una composicion terapéutica de UP302a puede ser administrada en una diversidad de formas de dosificaciones
unitarias, dependiendo del método de administracion y las indicaciones dirigidas a diana. Una cantidad no téxica
eficaz esta generalmente recomendada en el intervalo de 0,01% a 5% basada en el peso total de la formulacion
tépica. Dos concentraciones diferentes de UP302a (0,01% y 0,5% en peso) fueron formuladas en crema, como se
ilustra en la Tabla 4 y 5. Para preparar estas cremas, el diarilalcano fue disuelto en agua a temperatura ambiente y
fue homogeneizado en un mezclador hasta que se dispersé completamente en la solucién (aproximadamente 5
minutos) para producir una composicion A. A temperatura ambiente y sin agitacion ni remover, el carbomero Ultrez-
21 fue afiadido a la solucion homogeneizada rocidndolo sobre la superficie y permitiendo que se humedeciera
completamente (no habia zonas blancas visibles) y que entrara en la solucién. Con una agitacion suave, la solucion
se calenté seguidamente a 40°C y se afiadio glicerina y la composicion se mezcldé durante 5 minutos adicionales
para proporcionar la composicién B. A 40°C, la composicién A se afiade a la composicién B y la composicion se
mezcla bien hasta que se hace homogénea (aproximadamente 5 minutos). La emulsion resultante se enfria a 30°C y
el pH se ajusta a aproximadamente 5,5 (5,3 a 5,7) titulando con un neutralizador mientras se agita con una barra
agitadora y/o espatula. La emulsién se hizo altamente viscosa debido al cambio conformacional inducido por la
neutralizacion del cabémero. Tras agitar la emulsion, se conseguira una viscosidad adecuada para una crema de
emulsion. La composicion se mezclé hasta ser uniforme, se vertié en recipientes de almacenamiento limpios y se
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almaceno entre 2°C y 8°C.
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Tabla 4. Composicion de crema de diarilalcano al 0,01%

Fase Ingrediente % (p/p) Peso (g)
Acuosa Agua purificada 84,00 12,6
Diarilalcano (UP302a) 0,1 0,015
Carbémero Ultrez 21 0,50 0,075
Glicerina 8,00 1,2
Aceite Gliceril-cocoato de PEG-7 3,00 0,45
Triglicérido caprilico/caprico 2,67 0,4
Neutralizador pH Hidréxido de sodio (18% p/v), calidad de bilogia molecular | 0,00 0,0
suma Siete ingredientes 100 15
Tabla 5. Composicion de crema de UP302 al 0,1%
Fase Ingrediente % (p/p) Peso (g)
Acuosa Agua purificada 84,00 12,6
Diarilalcano (UP302a) 0,1 0,015
Carbomero Ultrez 21 0,50 0,075
Glicerina 8,00 1,2
Aceite Gliceril-cocoato de PEG-7 3,00 0,45
Triglicérido caprilico/caprico 2,67 0,4
Neutralizador pH Hidréxido de sodio (18% p/v), calidad de bilogia molecular
suma 7 ingredientes 99,7 15
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REIVINDICACIONES

1. El compuesto 1-(3-metil-2,4-dimetoxifenil)-3-(2’,4’-dihidroxifenil)-propano

CH,
HO. MeO OMe

OH

2. El compuesto segun la reivindicacion 1, para ser usado en el tratamiento de una infecciéon microbiana, infeccion
fungica, infeccion de malaria, infeccion viral, produccion reducida de o6xido nitrico, excitacion sexual anormal
masculina y femenina, estados inflamatorios, tension oxidativa, metabolismo anormal de farmacos, cénceres y
tumores sélidos.

3. El compuesto segun la reivindicacién 1, para ser usado para tratar enfermedades periodontales, estados pre-
cancerosos orales, canceres orales y otras enfermedades malignas orales, protectores dentales y dientes sensibles,
secuelas, pulpitis, irritacion, dolor e inflamacion provocados por la implantacion fisica de dentaduras orales, trauma,
lesiones, bruxismo y otras heridas menores en la boca, protectores dentales o en la lengua, placa y calculos
dentales, descalcificacion dental, proteolisis y caries (deterioro dental).

4. El compuesto segun la reivindicacion 1, para ser usado en el tratamiento del oscurecimiento y deterioro de la piel
debidos a una exposicién a luz ultravioleta, bronceado solar, manchas de hiper-pigmentacion provocadas por el
envejecimiento de la piel, enfermedades hepéticas, quemaduras térmicas y heridas topicas, pigmentacién de la piel
debida a estados inflamatorios provocados por infecciones fungicas, microbianas y virales, vitilago, carcinoma y
melanoma.

26



ES 2 384 506 T3

IOl

SOINPEW SEWOSOUES)Y

oD

BUILUE[SW Sp uoisladsl]

BLIOSOUEEW 3P
BIDUSISLSUEL} 2P UODIQIYL|

sopidi]

uoIanpal ap saualy
S0y salapeladag
ESEpX0ad 8P LIy
BSEUISOA} 2P LUOIIGIYL

BUIUESIL 3P SISSIUIS 9P S2ndsag

EUIUE[SW 3f SISHIUIE SJUEING

oolwsedosua
onaney

1605y & alajdwon

o

&

ugiepseal ap uoIgIul

uordudsUEe]
ap sa10pquyu)

O@ﬂo

ugIouny Sp UOIEISYE A
BLUOSOURSW 3P BINPINNE]

BUJUE[SL 3p SISSUIS 3p SajUy




ES 2 384 506 T3

28

FIG.2



ES 2 384 506 T3

W 491 = 05 enlladwod uoIgiyu|

wr 41 =" 21 euoiuinboipiy sp ooewLEFOIg

OAIJELIEYE DIBNISNS

OAlELIA]E 0]BIISNS

OAlJELIAYE 0]BNISNS

wrl gz =057 OAIJEUIBYE DIBIISNS

LDIDIQIYUI &P SIUBISUON) UDIDOE &P OLUSILUEIS[

BUISOI] -] HO

VE Ol

BUISBOY

BUING Iy

ELOZUSGOLON

d¥ais+¥

[OSIUBIXOIPIH-f
euouinboipiy

BIQUIOp

CHN

HO

HO

HO

OH
HO

QH

BINYONIS]

OH

OH

OH

29



ES 2 384 506 T3

WA 211 =01

Wi 2’9 = %01

wri 251 = %01

W ¢ = %01

£LZ00 0="M

UQIDIGIYUI 3P BUEISUOD

qa¢ 'Ol

a1g0o 8p UDIDE|ANT) ooifiejs opiay

H
oaw
81907 8p UDIJE|ANT) ap 0JESIUSD)
SO
°  Ho
0
8.1002 2p UDIZE|RND oailoy opiay OH
HO
HO
onyadwos H
ou Jopigiyul [OJIBIBAS BIIXO)
HO H
HO
oMlEUIR)E OJBNISNS [T
OH OH
ONIJE O/)IS B
senbjog ap ESEWISON]  02IE|SZY OPIDY HO HO

LDI2JE &p OLISIUEDA aJqLIOp eINoNISg

30



(2-Metoxi-4-hidroxifenil)-3-(2-hidroxi-5-metoxifenil)-propano

1-

ES 2 384 506 T3

{=g) @1uan0sI]

(=]
L =]
i~

(=]
o

B8O

SRETBE
LD

e

SIRECOCTT

FEOEPRE

beE‘ﬂitErsL

EPErSG
STEETEIC

., OBET&TE
. szavie
by To6508

COTPFT

= et

DOEPLE

FOBEST

CLEFELE - =
LY TYLBPIL

Y TZZESE

b EOPEEL

PLERIDL

40
20
o

||I||1||||l|I||r1lrlll'|1Flr1i|l|ll|r|1i|||I||||l|1|r|||||||||l

il L L

ERERIE
ERBEE
PYEZ
s & © © © o ©o o o
© W © W © N S n
L m ™ [ 4 ] ™ L ™

{Aw) pepisuaiu|

31

a0

as

20

15

10

Tiempo de retencidn (min.)

FIG4



SO

ES 2 384 506 T3

Wed o 09 08 00l oct ol 091
AL j 1 Il 1 | (1 I 1 1 i . !
Y T YOPR o YRR T T PP PR NITY TAY PTR o P
__.. i 1 T LT A I ..‘_. W'l ! i 4. a1 Ll i kil L____._._.... _ )

887 = MIN = "O"H'D

HO 3 N0 HO

£

88¢-1dM

32



ES 2 384 506 T3

LA E |

jwybn uoioenuasuon

0z 8¢ 9ST €T1E ST9 ST 0ST

.uT
Zamhs

L

W = 0521 ‘88Z-1dN
WT6Z = 0SDI ‘odlfoy opdy

00

10

£0
vo

S'0

WU Sf e uoInIosqy

33



ES 2 384 506 T3

LI

10]02 ap sezainduwi soualwl U0 SoARIE s0jsandwiod Uauauo? §g9-¢g sauoddel) se| anb onsow || ofesus |3
P97 684 68E

S S S S S N SO SO S S S S S S S M

28-p8 £8-6L SL-EL TL-69 §9-99 $9-95 CS-{S TS-S POb 6E-LC 91-CL TE-LT 9T-¥T €T-L1  91-§1 »I-11 Ol-% E-l1d-6Bt

(S S S S S SO S S SN SO . S S S B S

sale|wis 4
sauoldoel ap uojdeulquwod e| olbuIp Yad/SIN-O1dH

sauoldael) 9z
A

HOYI %00T < 3VOYT %001 « 2V013 %¢£¢€ A ouexay %,99
(22115 ap |ab ap euwnjoa) 41 H - ejeasa uelb e opealipowl opelsy

(b g) opesas A opeulquuod 0}oe1}X]
s82aA ¢ (L:Z) HOSN-NDQ uo2 oplenx3 H

(zaa epunbas ‘b pog) 68€0d

34



ES 2 384 506 T3

uolouajal ap odwal]

4

R PN P P PR B P

8 "Dl

P I

qzoedn

ezZoedNn

00T

o0t

35



ES 2 384 506 T3

TTT [ FraEla

+'|||||-||||l|||r||||llblll|||-llll|l|||||Tl'!'|r'lll'|.llil|llll|l'l'l

E [P S - T, B - T S = T
Nuﬂq " . . T
e B

3 9

=]
P~

¥ o

36

Il

30 0 10

40

114

120

130

F1 (ppm}

FIG.9



ES 2 384 506 T3

01'D14
(Ww) vaoa-11s1/1

£ 50

008
WU ¥%01 "B20EdN
Wu 225 "8Z0edn
00¥—
WU 192 "BZ0EdN
BZ0EdN ON
002

ilifa

=)
=
w

o
&
op

(wuosy)as

37



ES 2 384 506 T3

(I L |

Wrigz= 0521 <
ezoedn

WroZT= 0S21 <

021foy oplay

B

Wi o ¥ 8 SI IE 79 SII 0SZ 00S 0001

38



ES 2 384 506 T3

(AR K |

39



ES 2 384 506 T3

40

FIG. 13



ES 2 384 506 T3

41

FIG. 14



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

