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ES 2463997 T3

DESCRIPCION
Derivados de purina 6,9-disustituidos y su uso como cosmeéticos y compaosiciones cosméticas
Campo técnico

La invencion se refiere a derivados de purina 6,9-disustituidos asi como a su uso como, 0 en, cosméticos y/o
preparaciones cosméticas.

Antecedentes de la técnica

En los dltimos afios, las aminopurinas 6-sustituidas han asumido una significacion bioquimica considerada. Algunos
compuestos de este tipo promueven el crecimiento de plantas y pertenecen al grupo de reguladores del crecimiento
denominados citocininas (Letham, Ann. Rev. Plant. Physiol. 18, 349, 1967). En bioensayos de citocininas basados
en la induccién de division celular en cultivos de tejidos vegetales, el compuesto méas activo es la citocinina que se
produce de manera natural, trans-zeatina (6-((E)-4-hidroxi-3-metilbut-2-enilamino)purina: Letham, Planta 74:228,
1967). Las citocininas estrechamente relacionadas con zeatina se producen como bases en ARN soluble (Skoog et
al., Science 154:1354, 1966). En los ARN de serina y tirosina de levaduras, plantas y animales, la citocinina es
adyacente al anticoddn. El crecimiento de cultivos de células de mamifero se inhibe por determinadas adenosinas
N°-sustituidas con actividad citocinina (Grace et al., Proc. Am. Assoc. Cancer Res. 8:23, 1967). Tras el
descubrimiento de quinetina (Miller et al., 3. Amer. Chem. Soc. 77:1392, 1955), hubo una oleada de actividad que
condujo al hallazgo de 6-bencilaminopurina (BA), una citocinina activa y facilmente obtenible. Posteriormente se
realizaron muchas investigaciones sobre la fisiologia de las citocininas con esta sustancia.

La alquilacion de citocininas naturales en la posicién 9 del nicleo de purina puede producirse en plantas. El acido
lupinico, un conjugado de zeatina en N9 con el aminoacido alanina, fue el primer metabolito de este tipo detectado
(MacLeod et al., J. Org. Chem. 41: 3959, 1976; Duke et al., Phytochemistry 18:819, 1978; Parker et al., Planta
142:239, 1978). Mas tarde, se identifico el derivado de 9-alanilo correspondiente como metabolito de BA en plantulas
de judias (Letham et al., Phytochemistry 17:2053, 1979; Zhang et al., J. Plant Growth Regul. 8:181, 1989). Como la
9-alanil-zeatina, presentd baja actividad biolégica y mayor estabilidad que las bases correspondientes (Parker et al.,
Planta 142:239, 1978; Palni et al., Planta 160:242, 1984; Zhang et al., J. Plant Growth Regul. 8:181, 1989). La
minimizacién de la conjugacién de BA ha sido de interés tanto biotecnolégico como agronémico durante algun
tiempo (véanse, por ejemplo, Zhang et al., J. Plant Growth Regul. 8:181, 1989; Werbrouck et al., Physiol. Plant.
98:291, 1996). Los derivados de BA 9-sustituidos que liberan lentamente BA libre pueden tener actividades
citocinina potenciadas (por ejemplo, retardo de la senescencia, morfogénesis in vitro, estimulacion de la divisién
celular, etc.) ya que estos compuestos no estan sujetos directamente a inactivacion mediante conjugacion.

Se han notificado varios derivados de citocininas 9-sustituidos pero sus relaciones estructura-actividad todavia
siguen siendo un enigma. Los derivados de 9-alquilo méas eficaces desarrollados hasta ahora son 9-(2-
tetrahidropiranil)-BA (van Overbeek et al., Science 156:1497, 1967) y 9-(2-tetrahidrofuranil)-BA (Zhang et al., J. Plant
Growth Regul. 8:181, 1989), que demostraron ambos ser considerablemente més activos que BA en provocar varias
respuestas de crecimiento. Puesto que el grupo tetrahidropiranilo se escinde facilmente mediante hidrdlisis &cida, se
habia sugerido que la alta actividad bioldgica de 9-(2-tetrahidropiraniI)-NG-anuiIadeninas es probablemente una
consecuencia de la escision lenta del sustituyente en 9 (Young et al., Phytochemistry 8: 1199, 1969).
Posteriormente, Fox et al. (Plant Physiol. 47:275, 1971) estudiaron el metabolismo del 9-metil-BA menos activo en
tejido calloso de soja y tabaco y demostraron la rapida conversion en varios productos. No se identificaron los
metabolitos de manera definitiva, aunque se propuso que se producia la conversion en BA libre. Pietraface et al.,
(Physiol. Plant. 53:249, 1981) examinaron el metabolismo de 9-metil-BA en la germinacion de semilla de lechuga y
sugirieron la formacién de BAR y BAR5'P basandose en datos cromatograficos. No obstante, no se detect6 BA libre.
Finalmente, la aplicacion de una 9-(2-tetrahidropiranil)- y una 9-(2-tetrahidrofuranil)-BA, evaluadas por su capacidad
de retardar la senescencia de hojas de soja, condujo a liberacion de BA libre (Zhang et al., J. Plant Growth Regul.
8:181, 1989). También se desbencilaron ambos compuestos en adenina sustituida con un resto 9-tetrahidropiranilo y
9-tetrahidrofuranilo, respectivamente. La alta actividad observada de estas 6-bencilamino-9-alquilpurinas podria ser
una consecuencia de su capacidad para liberar la base libre y mantener una concentracion éptima de las
concentraciones de base libre a lo largo de un periodo prolongado (Zhang et al., J. Plant Growth Regul. 8:181,
1989). Por tanto, la susceptibilidad a desalquilacion enzimatica es probablemente el factor critico que determina la
actividad biolégica de 9-alquil-citocininas. Por tanto los compuestos menos activos (Kende et al., Plant Physiol. 43:
1244, 1968; Young et al., Phytochemistry 8:1199, 1969; Corse et al., J. Plant Growth Reg. 8:211, 1989; Motyka et al.,
SPB Acad Publ., ISBN 90-5103-066-5, pag. 215, 1992) probablemente no son susceptibles de escindir el
sustituyente en 9 y presentan actividad baja o nula debido a su estabilidad. La actividad potenciada de 9-alquil-BA
con relacion a las de BA, puede atribuirse por consiguiente a su capacidad para liberar gradualmente la base libre
activa.

El documento US 2007/009474 da a conocer n-bencil-9-(2-tetrahidropiranil)adenina para el tratamiento de la piel.

Esta invencion proporciona analogos de citocininas reguladores del crecimiento, de diferenciacién y antisenescentes
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que tienen un indice de selectividad y eficacia mejorado (es decir, que son menos toxicos aunque mas eficaces) que
los analogos conocidos hasta ahora.

Descripcion de lainvencion

Esta invencion proporciona derivados de purina 6,9-disustituidos de férmula general |

RE.
S

L

y sus sales farmacéuticamente aceptables

en la que R6 es un grupo alquilo, alquenilo, alquinilo, cicloalquilo, arilo, heterociclo, heterocicloalquilo, heteroalquilo o
arilalquilo que contiene al menos una sustitucion de hidroxilo en el mismo, y

en la que R9 es un grupo tetrahidropiran-2-ilo, tetrahidrofuran-2-ilo, 4-clorobutilo o 1-etoxietilo;

en los que alquilo indica una cadena de alquilo ramificada o no ramificada que contiene de 1 a 8 atomos de carbono,
que esta opcionalmente sustituido independientemente con de 1 a 7 sustituyentes seleccionado del grupo que
contiene grupo hidroxilo, halégeno, alquiloxilo, ariloxilo, alquilamino, arilamino, amino, mercapto, carboxilo, ciano,
nitro, carbamoilo, sulfo, sulfamido, acilamino, aciloxilo, alquiltio, ariltio, cicloalquilo, alquiloxicarbonilamino,
ariloxicarbonilamino, arilo, heterociclo y heteroarilo;

en los que alquenilo indica una cadena de alquenilo ramificada o no ramificada que contiene de 2 a 7 4tomos de
carbono con al menos un doble enlace en la misma (por ejemplo, vinilo, alilo, 1-propenilo, 1-metiletenilo, but-1 a 3-
enilo, pent-1 a 4-enilo, hex-1 a 5-enilo, hept-1 a 6-enilo, alilo, isopentenilo, dimetilalilo) que esta opcionalmente
sustituido independientemente con de 1 a 6 sustituyentes seleccionados del grupo que contiene halégeno, grupo
hidroxilo, alquiloxilo, ariloxilo, amino, alquilamino, arilamino, mercapto, carboxilo, ciano, nitro, carbamoilo, sulfo,
sulfamido, acilo, acilamino, aciloxilo, alquiltio, ariltio, cicloalquilo, ariloxicarbonilamino y alquiloxicarbonilamino,

en los que alquinilo indica una cadena de alquinilo ramificada o no ramificada que contiene de 2 a 7 atomos de
carbono con al menos un triple enlace en la misma (por ejemplo, etinilo, propargilo, metiletinilo, but-1 a 3-inilo, pent-1
a 4-inilo, hex-1 a 5-inilo, hept-1 a 6-inilo) que estd opcionalmente sustituido independientemente con de 1 a 6
sustituyentes seleccionados del grupo que contiene halégeno, grupo hidroxilo, alquiloxilo, ariloxilo, amino,
alquilamino, arilamino, mercapto, carboxilo, ciano, nitro, carbamoilo, sulfo, sulfamido, acilo, acilamino, aciloxilo,
alquiltio, ariltio, cicloalquilo, alquiloxicarbonilamino y ariloxicarbonilamino;

en los que cicloalquilo indica un grupo alquilo monociclico o policiclico que contiene de 3 a 15 atomos de carbono
(por ejemplo, ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo, cicloheptilo o adamantilo) que esta opcionalmente
sustituido independientemente con de 1 a 7 sustituyentes seleccionados del grupo que contiene halégeno, grupo
hidroxilo, alquiloxilo, ariloxilo, amino, alquilamino, arilamino, mercapto, carboxilo, ciano, nitro, carbamoilo, sulfo,
sulfamido, acilo, acilamino, aciloxilo, alquiltio, ariltio, cicloalquilo, ariloxicarbonilamino y alquiloxicarbonilamino;

en los que arilo indica un grupo carbociclico aromatico que contiene de 6 a 18 atomos de carbono con al menos un
anillo aromatico o un anillo condensado multiple con al menos un anillo aromatico (por ejemplo, fenilo, bifenilo,
naftilo, tetrahidronatftilo, fluorenilo, indenilo, fenantrenilo, 1,2,3,4-tetrahidronaftilo, naftilo, antrilo o fenantrilo), que esta
opcionalmente sustituido independientemente con de 1 a 7 sustituyentes seleccionados del grupo que contiene
halégeno, grupo hidroxilo, alquiloxilo, ariloxilo, amino, alquilamino, arilamino, mercapto, carboxilo, ciano, nitro,
carbamoilo, sulfo, sulfamido, acilo, acilamino, aciloxilo, alquiltio, ariltio, cicloalquilo, ariloxicarbonilamino y
alquiloxicarbonilamino;

en los que heterociclo indica un grupo heterociclico que contiene de 4 a 9 atomos de carbono y al menos un
heterodtomo seleccionado del grupo que contiene atomo de oxigeno, atomo de azufre y atomo de nitrégeno (por
ejemplo, tienilo, furilo, piranilo, pirrolilo, imidazolilo, pirazolilo, piridilo, pirazinilo, pirimidinilo, piridazinilo, isotiazolilo,
isoxazilo, benzotienilo, naftotienilo, benzofuranilo, cromenilo, indolilo, isoindolilo, indazolilo, quinolilo, isoquinolilo,
ftalazinilo, quinoxalinilo, cinolinilo o quinazolinilo), que esta opcionalmente sustituido independientemente con de 1 a
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7 sustituyentes seleccionados del grupo que contiene grupo alquilo, haldégeno, hidroxilo, alquiloxilo, ariloxilo, amino,
alquilamino, arilamino, mercapto, carboxilo, ciano, nitro, carbamoilo, sulfo, sulfamido, acilo, acilamino, aciloxilo,
alquiltio, ariltio, cicloalquilo, ariloxicarbonilamino y alquiloxicarbonilamino;

en los que heteroarilo indica un heterociclo en el que al menos un anillo heterociclico es aromatico que esta
opcionalmente sustituido independientemente con de 1 a 7 sustituyentes seleccionados del grupo que contiene
grupo alquilo, halégeno, hidroxilo, alquiloxilo, ariloxilo, amino, alquilamino, arilamino, mercapto, carboxilo, ciano,
nitro, carbamoilo, sulfo, sulfamido, acilo, acilamino, aciloxilo, alquiltio, ariltio, cicloalquilo, ariloxicarbonilamino y
alquiloxicarbonilamino;

en los que heterocicloalquilo indica un grupo -Ra-Het en el que Het es un grupo heterociclo y R, es un grupo alquilo
gque puede estar opcionalmente sustituido independientemente con de 1 a 7 sustituyentes seleccionados del grupo
gue contiene grupo alquilo, halégeno, hidroxilo, alquiloxilo, ariloxilo, amino, alquilamino, arilamino, mercapto,
carboxilo, ciano, nitro, carbamoilo, sulfo, sulfamido, acilo, acilamino, aciloxilo, alquiltio, ariltio, cicloalquilo,
ariloxicarbonilamino y alquiloxicarbonilamino;

en los que heteroarilalquilo indica un grupo -Ra-HetAr en el que HetAr es un grupo heteroarilo y R, es tal como se
definié anteriormente;

en los que arilalquilo indica un grupo -Rp-Ar en el que Ar es grupo arilo y R, es una cadena de alquilo ramificada o no
ramificada que contiene de 1 a 6 atomos de carbono, estando el grupo arilo sustituido independientemente con de 1
a 5 sustituyentes seleccionados del grupo que contiene grupo alquilo, halégeno, hidroxilo, alquiloxilo, ariloxilo,
amino, alquilamino, arilamino, mercapto, carboxilo, ciano, nitro, carbamoilo, sulfo, sulfamido, acilo, acilamino,
aciloxilo, alquiltio, ariltio, cicloalquilo, ariloxicarbonilamino y alquiloxicarbonilamino;

en los que halégeno indica un atomo de flor, bromo, cloro o yodo,

en los que hidroxilo indica un grupo -OH,

en los que mercapto indica un grupo -SH,

en los que amino indica un grupo -NHy,

en los que carbamoilo indica un grupo -CONH,

en los que ciano indica un grupo -CN,

en los que carboxilo indica un grupo -COOH,

en los que nitro indica un grupo -NOg,

en los que sulfo indica un grupo -SOsR. en el que R es hidrégeno o alquilo,

en los que sulfamido indica el grupo SO:NR:R.’ en el que R¢ y R¢’ son independientemente hidrégeno o alquilo,

en los que acilo indica un grupo -C(O)Rg, en el que Rq es alquilo, arilo, arilalquilo o cicloalquilo,

en los que aciloxilo indica un grupo -O-C(O)Re en el que Re es alquilo, arilo o heterociclo,

en los que acilamino indica un grupo -NHCORy, en el que R; es alquilo, heterociclo o arilo,

en los que alquiloxicarbonilamino indica un grupo -NHCOORg en el que Rgq es alquilo o cicloalquilo,

en los que ariloxicarbonilamino indica un grupo -NHCOORj, en el que Ry, es arilo,

en los que alquiloxilo indica un grupo -OR;, en el que Ry es alquilo, cicloalquilo o arilalquilo,

en los que ariloxilo indica un grupo -ORq en el que Ry es arilo,

en los que alquilamino indica un grupo -NRiR; en el que R; es hidrégeno, alquilo o heterociclo y R; es alquilo o
heterociclo,

en los que arilamino indica un grupo -NRkRy, en el que Rk es hidrégeno o arilo y Ry, es alquilo, arilo o heterociclo,

en los que alquiltio indica un grupo -SRy en el que Ry es tal como se definié anteriormente, y
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en los que ariltio indica un grupo -SRg en el que Ry es tal como se definié anteriormente.

Los derivados de purina 6,9-disustituidos preferidos incluyen 6-(2-hidroxiciclopropilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il,
tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(3-hidroxiciclobutilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-
2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(4-hidroxiciclohexilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil,

1-etoxietil)purina,  6-(2-hidroxi-3-clorobencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il,  tetrahidrofuran-2-il,  4-clorobutil,  1-
etoxietil)purina,  6-(4-hidroxi-3-clorobencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il,  tetrahidrofuran-2-il,  4-clorobutil,  1-
etoxietil)purina,  6-(3-hidroxi-4-clorobencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il,  tetrahidrofuran-2-il,  4-clorobutil,  1-
etoxietil)purina,  6-(2-hidroxi-3-yodobencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il,  tetrahidrofuran-2-il,  4-clorobutil,  1-
etoxietil)purina,  6-(4-hidroxi-5-yodobencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il,  tetrahidrofuran-2-il,  4-clorobutil,  1-
etoxietil)purina,  6-(3-hidroxi-4-yodobencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il,  tetrahidrofuran-2-il,  4-clorobutil,  1-
etoxietil)purina,  6-(2-hidroxi-3-bromobencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il,  tetrahidrofuran-2-il,  4-clorobutil,  1-
etoxietil)purina,  6-(4-hidroxi-3-bromobencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il,  tetrahidrofuran-2-il,  4-clorobutil,  1-
etoxietil)purina,  6-(3-hidroxi-4-bromobencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il,  tetrahidrofuran-2-il,  4-clorobutil,  1-
etoxietil)purina,  6-(2-hidroxi-3-fluorobencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il,  tetrahidrofuran-2-il,  4-clorobutil,  1-
etoxietil)purina,  6-(4-hidroxi-3-fluorobencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il,  tetrahidrofuran-2-il,  4-clorobutil,  1-
etoxietil)purina,  6-(3-hidroxi-4-fluorobencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il,  tetrahidrofuran-2-il,  4-clorobutil,  1-

etoxietil)purina, 6-(2,3-dihidroxi-4-metoxibencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-
etoxietil)purina, 6-(2,4-dihidroxi-3-metoxibencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-
etoxietil)purina, 6-(2,5-dihidroxi-4-metoxibencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-

etoxietil)purina,  6-(3,5-dihidroxi-4-clorobencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il,  tetrahidrofuran-2-il,  4-clorobutil, 1-
etoxietil)purina, 6-(2-hidroxibencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-
(3-hidroxibencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(4-
hidroxibencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il,  tetrahidrofuran-2-il, ~ 4-clorobutil,  1-etoxietil)purina,  6-(3-hidroxi-4-
metoxibencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il,  tetrahidrofuran-2-il,  4-clorobutil,  1-etoxietil)purina,  6-(3-hidroxi-5-
metoxibencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il,  tetrahidrofuran-2-il, ~ 4-clorobutil,  1-etoxietil)purina,  6-(2-hidroxi-3-
metoxibencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il,  tetrahidrofuran-2-il,  4-clorobutil,  1-etoxietil)purina,  6-(4-hidroxi-3-
metoxibencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il,  tetrahidrofuran-2-il,  4-clorobutil,  1-etoxietil)purina,  6-(2-hidroxi-4-
metoxibencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il,  tetrahidrofuran-2-il, ~ 4-clorobutil,  1-etoxietil)purina,  6-(4-hidroxi-2-
metoxibencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il,  tetrahidrofuran-2-il, ~4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(3,5-dimetil-4-
hidroxibencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(3,5-dibromo-4-
hidroxibencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il,  tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 4-clorobutil, 1-
etoxietil)purina,  6-(3-hidroximetil-3-metilalil)amino)-9-(tetrahidropiran-2-il,  tetrahidrofuran-2-il,  4-clorobutil,  1-

etoxietil)purina, 6-(Z)-(4-hidroxi-3-metilbut-2-en-1-ilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-
etoxietil)purina, 6-(E)-(4-hidroxi-3-metilbut-2-en-1-ilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-
etoxietil)purina,  6-(Z)-(1'-metil-4-hidroxi-3-metilbut-2-en-1-ilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il,  tetrahidrofuran-2-il, 4-
clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(E)-(1’-metil-4-hidroxi-3-metilbut-2-en-1-ilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-
2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(4-hidroxi-3-metilbutilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-
clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(1'-metil-4-hidroxi-3-metilbutilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-
clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(2-hidroxi-3-piridilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-
etoxietil)purina, 6-(3-hidroxi-4-piridilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-
(2-hidroxi-4-morfolinilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(3-hidroxi-1-
pirrolidinilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(4-hidroxi-2-metilanilino)-
9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(4-hidroxi-3-metilanilino)-9-(tetrahidropiran-
2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(4-hidroxi-6-metilanilino)-9-(tetrahidropiran-2-il,
tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(3-carboxi-4-hidroxianilino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-
2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(4-hidroxi-2-metoxilanilino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-
clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(4-hidroxi-3-metoxianilino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-
etoxietil)purina y sus sales farmacéuticamente aceptables.

Los derivados de purina 6,9-disustituidos particularmente preferidos incluyen 6-(4-hidroxibencilamino)-9-
(tetrahidropiran-2-il,  tetrahidrofuran-2-il,  4-clorobutil,  1-etoxietil)purina,  6-(4-hidroxi-3-metoxibencilamino)-9-
(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(E)-(4-hidroxi-3-metilbut-2-en-1-ilamino)-9-
(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(E)-(1’-metil-4-hidroxi-3-metilbut-2-en-1-
ilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(4-hidroxi-3-metilbutilamino)-9-
(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(1’-metil-4-hidroxi-3-metilbutilamino)-9-
(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(4-hidroxi-3-metilanilino)-9-(tetrahidropiran-2-
il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(4-hidroxi-3-metoxianilino)-9-(tetrahidropiran-2-il,
tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, y sus sales farmacéuticamente aceptables.

Otro aspecto de la invencién son los derivados de purina 6,9-disustituidos de férmula general | para su uso como
cosméticos para inhibir el envejecimiento y la senescencia de células de mamifero, especialmente células
epidérmicas tales como queratinocitos o fibroblastos.

Un aspecto adicional de la invencién son los derivados de purina 6,9-disustituidos de férmula general | para tratar
estados patolégicos de la piel (por ejemplo, lupus, eccema alérgico, eccema toxico, dermatitis atdpica, ictiosis,
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papiloma, enfermedad de Bowen, queratosis seborreica, queratosis actinica, carcinoma de células escamosas y
basales, y similares).

Otro aspecto de la invencién son los derivados de purina 6,9-disustituidos de férmula general | para tratar la
inflamacion, tratar o acelerar la cicatrizacion de lesiones, y proporcionar un alivio sustancialmente inmediato del
dolor y/u otras respuestas inmunolégicas resultantes de la inflamacion.

En una realizaciéon preferida, los derivados de purina 6,9-disustituidos de formula general | se usan para tratar
enfermedades de inflamacion de la piel como dermatitis atopica, liquen plano, hiperpigmentacién y lesiones por
herpes simple.

La presente invencién proporciona una composicion que comprende uno o mas derivados de purina 6,9-disustituidos
de formula general | o sus sales farmacéuticamente aceptables de los mismos; las sales farmacéuticamente
aceptables especialmente preferidas se forman con metales alcalinos, amonio o aminas y pueden estar en forma de
racematos, isdmeros Opticamente activos, o sus sales de adicién con acidos. Tales composiciones pueden contener
otros componentes siempre que sean aceptables para la aplicacion a células de mamifero y no afecten o interfieran
de manera adversa en las actividades del uno o méas derivados de purina 6,9-disustituidos; estos componentes
pueden incluir, pero no se limitan a, uno o mas excipientes y/o componentes usados normalmente en productos
cosméticos.

Un aspecto adicional de la invencidon es la composicion que comprende uno o mas derivados de purina 6,9-
disustituidos de férmula general | o las sales farmacéuticamente aceptables de los mismos con metales alcalinos,
amonio o aminas, en forma de racematos o isomeros Opticamente activos, o sus sales de adiciéon con acidos, y uno
0 mas excipientes destinados para inhibir el envejecimiento y la senescencia de células epidérmicas de mamifero,
tales como queratinocitos o fibroblastos.

Un aspecto adicional de la invenciéon es la composicion que comprende uno o mas derivados de purina 6,9-
disustituidos de férmula general | o las sales farmacéuticamente aceptables de los mismos con metales alcalinos,
amonio o aminas, en forma de racematos o isomeros Opticamente activos, o0 sus sales de adicidon con &cidos, y uno
0 mas excipientes destinados para tratar estados patologicos de la piel.

En una realizacion preferida, el objeto de la invencion es la composicién que comprende uno o mas derivados de
purina 6,9-disustituidos de férmula general | o las sales farmacéuticamente aceptables de los mismos con metales
alcalinos, amonio o aminas, en forma de racematos o isomeros Opticamente activos, 0 sus sales de adicion con
acidos, y uno o mas excipientes, destinados para tratar lupus, eccema alérgico, eccema toxico, dermatitis atopica,
ictiosis, papiloma, enfermedad de Bowen, queratosis seborreica, queratosis actinica, carcinoma de células
escamosas Yy basales.

Otro aspecto de la invencién es la composicién que comprende uno o mas derivados de purina 6,9-disustituidos de
férmula general | o las sales farmacéuticamente aceptables de los mismos con metales alcalinos, amonio o aminas,
en forma de racematos o isémeros Opticamente activos, o sus sales de adicion con &cidos, y uno 0 mas excipientes
destinados para tratar la inflamacion, para acelerar la cicatrizacion de lesiones, y proporcionar un alivio
sustancialmente inmediato del dolor y otras respuestas inmunoldgicas resultantes de la inflamacion.

Las composiciones de la presente invencién son utiles para inhibir el envejecimiento y/o la senescencia, mejorar el
aspecto estético de células de mamifero (especialmente células epidérmicas tales como queratinocitos o
fibroblastos) y/o piel de mamifero, y/o mejorar el efecto adverso del envejecimiento en células de mamifero
(especialmente células epidérmicas tales como queratinocitos o fibroblastos). Para los fines de esta invencion,
“inhibir” pretende incluir ralentizar, revertir o detener el desarrollo de caracteristicas cosméticas no deseadas, o de
otra manera mejorar el aspecto estético. Estas composiciones son particularmente Utiles para inhibir el
envejecimiento y la senescencia y/o mejorar el aspecto estético de células epidérmicas humanas y/o piel humana.

Las composiciones de la presente invencion también son (tiles para el tratamiento de determinados estados
patologicos de la piel, tales como lupus, eccema alérgico, eccema toxico, dermatitis atdpica, ictiosis, papiloma,
enfermedad de Bowen, queratosis seborreica, queratosis actinica, carcinoma de células escamosas y basales, y
similares.

Las composiciones de la presente invencién también son Utiles para tratar estados relacionados con inflamacion,
tales como inflamacién, lesiones (por ejemplo, acelerar la cicatrizacion de las mismas), dolor y/u otras respuestas
inmunoldégicas resultantes de, o relacionadas con, inflamacion (por ejemplo, proporcionar un alivio de la misma) y/o
tratar enfermedades de inflamacion de la piel (por ejemplo, dermatitis atdpica, liquen plano, hiperpigmentacion,
lesiones por herpes simple, y similares).

La presente invencion proporciona ademas los derivados de purina 6,9-disustituidos de formula general (l) para su

uso en un método para mejorar el efecto adverso del envejecimiento en células de mamifero (especialmente células
epidérmicas tales como queratinocitos o fibroblastos), comprendiendo dicho método aplicar una cantidad eficaz de
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un derivado de purina 6,9-disustituido novedoso de esta invencion a las células de mamifero. La aplicacién de
manera tdpica a la piel humana es una realizacién especialmente preferida.

La presente invencion proporciona ademas los derivados de purina 6,9-disustituidos de formula general (l) para su
uso en un método para tratar estados patolégicos en un mamifero, comprendiendo dicho método aplicar una
cantidad eficaz de un derivado de purina 6,9-disustituido novedoso de esta invencion a las células de mamifero.

La presente invencion proporciona ademas los derivados de purina 6,9-disustituidos de férmula general (I) para su
uso en un meétodo para tratar un estado de inflamacién en un mamifero, comprendiendo dicho método aplicar una
cantidad eficaz de un derivado de purina 6,9-disustituido novedoso de esta invencion a células de mamifero.

COMPOSICIONES. Las composiciones cosméticas de esta invencion comprenden en general desde
aproximadamente el 0,05% (p/p) hasta aproximadamente el 10% (p/p) del principio activo (es decir, uno 0 mas
derivados de purina 6,9-disustituidos tal como se describen en el presente documento), preferiblemente desde
aproximadamente el 0,1% (p/p) hasta aproximadamente el 2% (p/p). Las composiciones cosméticas pueden estar en
forma de una crema, un aerosol, una locion lechosa, una locién, un emplasto, un cataplasma, un champu, una barra
de labios, una pomada, una pasta, espuma, una tintura, una pulverizacion, o similares.

Las pomadas son emulsiones de aceite en agua, que comprenden no mas del 70%, pero preferiblemente el 20 -
50% de agua o fase acuosa. La fase grasa consiste, en particular, en hidrocarburos, por ejemplo vaselina, aceite de
parafina o parafinas duras, que comprenden preferiblemente hidroxicompuestos adecuados, tales como alcoholes
grasos o ésteres de los mismos, por ejemplo alcohol cetilico o alcoholes de cera de lana, tales como cera de lana,
para mejorar la capacidad de uniéon de agua. Los emulsionantes son sustancias lipofilas, tales como ésteres de
acidos grasos de sorbitano (Span), por ejemplo oleato de sorbitano y/o isoestearato de sorbitano. Aditivos para la
fase acuosa son, por ejemplo, humectantes, tales como polialcoholes, por ejemplo glicerol, propilenglicol, sorbitol y/o
polietilenglicol, o conservantes y sustancias odoriferas.

Las pomadas grasas son anhidras y comprenden, como base, en particular, hidrocarburos, por ejemplo parafina,
vaselina o aceite de parafina, y ademas grasas que se producen de manera natural o semisintéticas, por ejemplo
triglicéridos de acidos grasos de coco hidrogenados, o, preferiblemente, aceites hidrogenados, por ejemplo aceite de
ricino o cacahuete hidrogenado, y ademas ésteres parciales de acidos grasos de glicerol, por ejemplo mono y di-
estearato de glicerol, y por ejemplo, alcoholes grasos. También pueden contener emulsionantes y/o aditivos
mencionados en relacién con las pomadas que aumentan la captacion de agua.

Las cremas son emulsiones de aceite en agua, que comprenden mas del 50% de agua. Bases aceitosas usadas
son, en particular, alcoholes grasos, por ejemplo alcoholes laurilico, cetilico o estearilico, acidos grasos, por ejemplo
acido palmitico o estearico, ceras de liquidas a sélidas, por ejemplo miristato de isopropilo, cera de lana o cera de
abejas, y/o hidrocarburos, por ejemplo vaselina (petrolato) o aceite de parafina. Los emulsionantes son sustancias
tensioactivas con propiedades predominantemente hidrdéfilas, tales como emulsionantes no iénicos, por ejemplo
ésteres de acidos grasos de polialcoholes o aductos de etilenoxilo de los mismos, tales como ésteres de acidos
grasos poliglicéricos o ésteres grasos de polioxietileno-sorbitano (Tween), y ademas éteres de alcoholes grasos de
polioxietileno o ésteres de &cidos grasos de polioxietileno, o emulsionantes idnicos, tales como sales de metales
alcalinos de sulfatos de alcoholes grasos, por ejemplo laurilsulfato de sodio, cetilsulfato de sodio o estearilsulfato de
sodio, que se usan habitualmente en presencia de alcoholes grasos, por ejemplo alcohol cetoestearilico o alcohol
estearilico. Aditivos para la fase acuosa son, entre otros, agentes que impiden que las cremas se sequen, por
ejemplo polialcoholes, tales como glicerol, sorbitol, propilenglicol y/o polietilenglicoles, y ademas conservantes y
sustancias odoriferas.

Las pastas son cremas y pomadas que contienen constituyentes de polvo que absorben secreciones, tales como
oxidos metalicos, por ejemplo 6xido de titanio u 6xido de zinc, y ademas talco y/o silicatos de aluminio, que tienen la
tarea de unirse a la humedad o las secreciones presentes.

Las suspensiones en aceite comprenden, como componente aceitoso, los aceites vegetales, sintéticos o
semisintéticos. Aceites que pueden mencionarse son, en particular, ésteres de acidos grasos liquidos que contienen,
como componente acido, un acido graso de cadena larga que tiene 8-22, en particular 12-22, atomos de carbono,
por ejemplo acido laurico, acido tridecilico, acido miristico, acido pentadecilico, acido palmitico, acido margarico,
acido estearico, acido araquidonico, acido behénico o acidos insaturados, por ejemplo acido oleico, acido elaidico,
acido edrico, 4cido brasidico o &cido linoleico, si es apropiado con la adicién de antioxidantes, por ejemplo vitamina
E, b-caroteno o 3,5-di-terc-butil-4-hidroxitolueno. EI componente de alcohol de estos ésteres de acidos grasos no
tiene mas de 6 atomos de carbono y es mono o polihidroxilado, por ejemplo alcohol mono, di o trihidroxilado, por
ejemplo metanol, etanol, propanol, butanol o pentanol, o isomeros de los mismos, pero en particular glicol y glicerol.
Por tanto, los ésteres de acidos grasos son, por ejemplo: oleato de etilo, miristato de isopropilo, palmitato de
isopropilo, “Labrafil M 2375 (trioleato de polioxietileno-glicerol de Gattefosé, Paris), “Labrafil M 1944 CS” (glicéridos
poliglicolados insaturados preparados mediante una alcohdlisis de aceite de hueso de albaricoque y compuestos por
glicéridos y ésteres de polietilenglicol; de Gattefosé, Paris), “Labrasol” (glicéridos poliglicolados saturados
preparados mediante una alcohdlisis de TCM y compuestos por glicéridos y ésteres de polietilenglicol; de Gattefosé,
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Paris) y/o “Miglyol 812" (triglicérido de &cidos grasos saturados de longitud de cadena de Cg a Ci, de Hils AG,
Alemania), y en particular aceites vegetales, tales como aceite de semilla de algodon, aceite de almendras, aceite de
oliva, aceite de ricino, aceite de sésamo, aceite de soja y, en particular, aceite de cacahuete.

Se administran espumas desde recipientes presurizados y son emulsiones de aceite en agua liquidas presentes en
espuma de aerosol. Como los gases propelentes, se usan hidrocarburos halogenados, tales como alcanos
polihalogenados, por ejemplo diclorofluorometano y diclorotetrafluoroetano, o, preferiblemente, hidrocarburos
gaseosos no halogenados, aire, N,O o diéxido de carbono. Las fases aceitosas usadas son, entre otras, las
mencionadas anteriormente para pomadas y cremas, y también se usan los aditivos mencionados en ese momento.

Las tinturas y disoluciones comprenden habitualmente una base etandlica acuosa a la que se afiaden humectantes
para reducir la evaporacion, tales como polialcoholes, por ejemplo glicerol, glicoles y/o polietilenglicol, y sustancias
de reengrase, tales como ésteres de acidos grasos con polietilenglicoles inferiores, es decir, sustancias lipofilas
solubles en la mezcla acuosa para sustituir las sustancias grasas eliminadas de la piel con el etanol, y, si es
necesario, otros excipientes y aditivos.

La invencién también se refiere a los derivados de purina 6,9-disustituidos de férmula general (I) para su uso en un
procedimiento o método para el tratamiento de la senescencia celular y los estados patolégicos mencionados
anteriormente. Los compuestos pueden administrarse profilactica o terapéuticamente en forma de composiciones
cosméticas, preferiblemente en una cantidad que es eficaz frente a la senescencia celular o los estados patolégicos
mencionados.

Ejemplos

La invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos, que no deben interpretarse como limitativos
de manera adicional. Los compuestos que no se encuentran dentro de la formula general | se incluyen en los
ejemplos para fines de comparacion.

El material de partida para los compuestos de formula | es 6-cloro-9-(tetrahidropiran-2-il)purina, sintetizado a partir
de 6-cloropurina y 3,4-dihidropirano usando acido p-toluenosulfénico segun la bibliografia (Robins et al., J. Am.
Chem. Soc. 83, 2574 (1961)). Se prepararon las bencilaminas sustituidas de partida, no disponibles comercialmente
(obtenidas si no de Sigma Aldrich o Fluorochem), a partir de los aldehidos correspondientes en presencia de un
catalizador metalico adecuado. Se prepard 3-metil-but-2-enilamina mediante una sintesis de tres etapas a partir del
haluro correspondiente usando la sintesis de Gabriel. Se prepard 4-hidroxi-3-metil-E-but-2-enil-amina mediante una
sintesis de cinco etapas a partir de isopreno segun la bibliografia (Ohsugi et al., Agr. Biol. Chem., 38 (10), 1925,
(1974)).

Se realizaron andlisis elementales (C, H y N) en el analizador EA1108 CHN (Fissons Instruments). Se determinaron
los puntos de fusion en el aparato de punto de fusion B-540 de BUCHI y estan sin corregir. Se llevd a cabo
cromatografia en capa fina (CCF) analitica usando placas de gel de silice 60 WF.s4 (Merck), disolvente
CHCI3:MEOH:NH4OH conc. (8:2:0,2, v/viv). Se registraron los espectros de masas ES+ usando sonda directa en el
espectrémetro de masas ZMD 2000 de Waters. El intervalo de monitorizacion de masa fue de 10 - 1500 uma. Se
recogieron los espectros usando barridos ciclicos de 3,0 segundos y aplicando un voltaje de cono de muestra de
25V a una temperatura de bloqueo de fuente de 150°C, una temperatura de desolvatacién de 80°C y una velocidad
de flujo de gas de desolvatacion de 200 I/hora. Se acoplé directamente el espectrometro de masas a un sistema de
datos MassLynx. Se midieron los espectros de RMN en el espectrometro Avance AV 300 de Bruker funcionando a
una temperatura de 300 K y una frecuencia de 300,13 MHz (lH) y 75,48 MHz (130), respectivamente. Se prepararon
las muestras disolviendo los compuestos en DMSO-ds. Se us6 tetrametilsilano (TMS) como patron interno.

EJEMPLO 1: 6-(4-Hidroxibencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il)purina. Se sometié a reflujo una mezcla de 10 mmol
(2387 mg) de 6-cloro-9-(tetrahidropiran-2-il)purina (preparada a partir de 10 mmol (1546 mg) de 6-cloropurina),
12 mmol (1478 mg) de 4-hidroxibencilamina y 5 ml de trietilamina en n-propanol durante 3 horas. Tras la eliminacion
del n-propanol mediante evaporacién a vacio, se traté el material resultante con agua y se extrajo en acetato de
etilo. Se evapord el disolvente de acetato de etilo y se lavo el residuo posteriormente con 30 ml de dietil éter. Se
retird el residuo sélido mediante filtracion y se cristalizé el producto bruto en metanol. Rendimiento del 80%, soélido
blanco. CCF (EtOAc:hexano (1:1) (v:v): mancha Unica; HPLC: pureza> 98%. 'H-RMN (400 MHZ, DMSO): 1,57 tt
(2H, Ja = 11,0 Hz, J, = 3,3 Hz); 1,72 qq (1H, Ja = 12 Hz, J, = 3,3 Hz); 1,95 tt (2H, J, = 11 Hz, J, = 2,1 Hz); 2,27 qq
(1H, Ja = 12,0 Hz, J, = 3,3 Hz); 3,67 m (1H); 4,0 dd (1H, J. = 11,0 Hz, Jp = 2,1 Hz); 4,6 s (2H); 5,63 dd (1H, J, = 11,0
Hz, J, = 2,1 Hz); 6,67 d (2H, J = 8,4Hz); 7,15 d (2H, J = 8,4 Hz); 8,02 sa (1H); 8,21 s (1H); 8,33 s (1H); 9,21 s (1H).
EM (ES): [M+H]" = 326 (100).

EJEMPLO 2: 6-(3-Hidroxibencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il)purina. Se sometié a reflujo una mezcla de 10 mmol

(2387 mg) de 6-cloro-9-(tetrahidropiran-2-il)purina (preparada a partir de 10 mmol (1546 mg) de 6-cloropurina),
12 mmol (1478 mg) de 3-hidroxibencilamina y 5 ml de trietilamina en n-butanol durante 3 horas. Tras la eliminacion
del n-butanol mediante evaporacién a vacio se afiadid6 agua para eliminar los residuos de n-butanol. Se traté el
material resultante con agua y se repartié en acetato de etilo. Se evaporé la fase de acetato de etilo y se lavé el
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residuo posteriormente con 30 ml de dietil éter. Se retiréd el residuo sélido mediante filtracion y se cristalizé el
producto bruto en metanol. Rendimiento del 90%, sélido blanco. CCF (EtOAc:hexano (1:1) (v:v): mancha Unica;
HPLC: pureza> 99%. *H-RMN (400 MHZ, DMSO): 1,57 m (2H); 1,70 m (1H); 1,95 m (2H); 2,27 qq (1H, Ja = 11,7 Hz,
Jb = 4,0 Hz); 3,66 m (1H); 4,0 d (1H); 4,63 sa (2H); 5,67 dd (1H, J. = 11,3 Hz, J, = 1,8 Hz); 6,58 dd (1H, J, = 8,2 Hz,
Jb=1,5Hz); 6,73 (d, 1H, J = 7,7 Hz); 7,07 t (1H, J = 7,7 Hz); 8,21 s (1H); 8,33 sa (1H); 8,36 sa (1H); 9,26 s (1H). EM
(ES): [M+H]" = 326 (100).

EJEMPLO 3: 6-(2-Hidroxibencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il)purina. Se sometié a reflujo una mezcla de 10 mmol
(2387 mg) de 6-cloro-9-(tetrahidropiran-2-il)purina (preparada a partir de 10 mmol (1546 mg) de 6-cloropurina),
12 mmol (1478 mg) de 2-hidroxibencilamina y 5 ml de trietilamina en n-propanol durante 3 h. Tras la eliminacion del
n-propanol mediante evaporacién a vacio, se tratd el material resultante con agua y se extrajo en acetato de etilo. Se
evaporo el disolvente de acetato de etilo y se lavo el residuo posteriormente con 30 ml de dietil éter. Se retir6 el
residuo sélido mediante filtracion y se cristalizé el producto bruto en metanol. Rendimiento del 90%, soélido blanco.
CCF (EtOAc:hexano (1:1) (v:v): mancha Unica; HPLC: pureza> 98%. '"H-RMN (400 MHZ, DMSO): 1,58 m (2H); 1,70
m (1H); 1,95 m (2H); 2,26 qq (1H, J. = 11,8 Hz, Jy = 4,0 Hz); 3,67 m (1H); 4,0 d (1H, J = 11,3 Hz); 4,64 sa (2H); 5,63
dd (1H, Jo = 11,3 Hz, J, = 1,8 Hz); 6,73 t (1H, J = 7,5 Hz); 6,82 (d, 1H, J = 7,9 Hz); 7,06 t (1H, J = 7,5 Hz); 7,14 d (1H,
J =7,5Hz); 8,21 s (1H); 8,35 sa (1H); 8,37 sa (1H); 9,82 sa (1H). EM (ES): [M+H]" = 326 (100).

EJEMPLO 4: 6-(2,3-Dihidroxibencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il)purina. Se sometié a reflujo una mezcla de 10 mmol
(2387 mg) de 6-cloro-9-(tetrahidropiran-2-il)purina (preparada a partir de 10 mmol (1546 mg) de 6-cloropurina),
12 mmol (2100 mg) de clorhidrato de 2,3-dihidroxibencilamina y 7 ml de trietilamina en n-propanol durante 3 h. Tras
la eliminacion del n-propanol mediante evaporacion a vacio, se traté el material resultante con agua y se extrajo en
acetato de etilo. Se evaporo el disolvente de acetato de etilo y se lavé el residuo posteriormente con 30 ml de éter de
petréleo. Se retird el residuo sélido mediante filtracion y se cristalizé el producto bruto en metanol. Rendimiento del
60%, sélido blanco. CCF (CHCls:metanol) (4:1) (viv): mancha Gnica; HPLC: pureza> 98%. 'H-RMN (300 MHz,
DMSO0): 1,57 m (2H); 1,71 m (1H); 1,95 m (2H); 2,27 qq (1H, Ja = 12 Hz, J, = 4,0 Hz); 3,67 m (1H); 4,00d (1H, J =
11,7 Hz); 4,58 sa (2H); 5,63 dd (1H, Ja = 11,2 Hz, Jp = 1,9 Hz); 6,55 tt (1H, Ja = 7,7 Hz, Jp, = 1,5 Hz); 6,63 dd (1H, Ja =
7,7 Hz, 3, = 1,8 Hz); 6,66 dd (1H, J. = 7,7 Hz, Jp = 1,8 Hz); 8,24 s (1H); 8,27 sa (1H); 8,37 s (1H), 8,96 sa (1H), 9,53
sa (1H). EM (ES): [M+H]" = 342 (100).

EJEMPLO 5: 6-(E)-(4-Hidroxi-3-metilbut-2-en-1-ilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il)purina. Se sometié a reflujo una
mezcla de 10 mmol (2387 mg) de 6-cloro-9-(tetrahidropiran-2-il)purina (preparada a partir de 10 mmol (1546 mg) de
6-cloropurina), 12 mmol (1754 mg) de (E)-hemioxalato de (4-hidroxi-3-metilbut-2-en-1-ilamina y 3 ml de trietilamina
en n-butanol durante 3 h. Tras la eliminacién del n-butanol mediante evaporacion a vacio, se traté el material
resultante con agua y se extrajo en acetato de etilo. Se evaporé la fase de acetato de etilo y se lavé el residuo
posteriormente con 30 ml de dietil éter. Se retird el residuo sélido mediante filtracién y se cristaliz6 el producto bruto
en metanol. Rendimiento del 75%, soélido blanco. CCF (CHCls:metanol (4:1) (v:v): mancha Unica; HPLC: pureza>
98%. "H-RMN (400 MHz, DMSO): 1,36 m (2H); 1,66 s (3H); 1,71 m (1H); 1,94 m (2H); 2,25 m (1H); 3,67 m (1H); 3,78
d (2H, J = 5,7 Hz); 4,00d (1H, J = 10,8 Hz); 4,14 sa (2H); 4,71 t (1H, J = 5,7 Hz); 5,52 t (1H, J = 6,0 Hz); 5,61 dd (1H,
Ja=10,8 Hz, Jp = 2,0 Hz); 7,83 sa (1H); 8,21 s (1H); 8,31 sa (1H). EM (ES): [M+H]" = 304 (100).

EJEMPLO 6: 6-(4-Hidroxi-3-metilbutilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il)purina. Se sometié a reflujo una mezcla de
10 mmol (2387 mg) de 6-cloro-9-(tetrahidropiran-2-il)purina (preparada a partir de 10 mmol (1546 mg) de 6-
cloropurina), 12 mmol (2318 mg) de oxalato de 4-hidroxi-3-metilbutilamina y 5 ml de trietilamina en n-propanol
durante 3 horas y posteriormente 24 horas a la temperatura del laboratorio. Tras la eliminacion del n-propanol
mediante evaporacion a vacio, se trato el material resultante con agua y se repartié en acetato de etilo. Se evaporé
la fase de acetato de etilo y se lavo el residuo posteriormente con 30 ml de hexano. Se retir6 el residuo sélido
mediante filtracion y se cristaliz6 el producto bruto en metanol. Rendimiento del 75%, sélido blanco. CCF
(CHCls:metanol (4:1) (v:v): mancha unica; HPLC: pureza> 98%. '"H-RMN (400 MHz, DMSO0): 0,88 d (3H, J = 6,6 Hz);
1,34 m (1H); 1,56 m (3H); 1,70 m (1H); 1,71 m (1H); 1,93 m (2H); 1,94 m (1H); 2,26 m (1H); 3,25 m (1H); 3,52 sa
(2H); 3,67 m (1H); 4,0 d (1H, J = 11,3 Hz); 4,42 t (1H, J = 5,1 Hz); 5,61 d (1H, J = 10,6 Hz); 7,10 sa (1H); 8,20 s (1H);
8,30 s (1H). EM (ES): [M+H]" = 306 (100).

EJEMPLO 7: 6-(4-Hidroxianilino)-9-(tetrahidropiran-2-il)-purina. Se sometid a reflujo una mezcla de 10 mmol
(2387 mg) de 6-cloro-9-(tetrahidropiran-2-il)purina (preparada a partir de 10 mmol (1546 mg) de 6-cloropurina),
12 mmol (1309 mg) de 4-hidroxifenilamina (4-hidroxianilina) y 4 ml de N-etildiisopropilamina en n-butanol durante
3 h. Tras la eliminacién del n-butanol mediante evaporacién a vacio, se traté el material resultante con agua y se
extrajo en acetato de etilo. Se evaporo el disolvente de acetato de etilo y se lavé el residuo posteriormente con 30 ml
de éter. Se retir6 el residuo sélido mediante filtracion y se cristalizé el producto bruto en metanol. Rendimiento: 90%,
sélido blanco. CCF (CHCI3:CH30OH:NH3) (90:10:0,1) (v:v): mancha Unica; HPLC: pureza > 98%. '"H-RMN (400 MHz,
DMSO): 1,56 tt (2H, Ja = 11,0 Hz, 3y = 3,3 Hz); 1,72 qq (1H, Ja = 11,6 Hz, Jp = 3,3 Hz); 1,94 tt (2H, Ja = 11,0 Hz, Jp =
3,3 Hz); 2,28 qq (1H, Ja = 11,6 Hz, J, = 3,3 Hz); 3,66 m (1H); 3,98 dd (1H, Ja = 11,0 Hz, Jy = 2,1 Hz); 5,62 dd (1H, Ja
= 11,0 Hz, J» = 2,1 Hz); 7,02 d (2H, J = 8,5 Hz); 8,19 s (1H); 8,26 d (2H, J = 8,5 Hz); 8,29 s (1H); 8,95 s (1H). EM
(ES+): [M+H]" = 312 (100).
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Tabla 1: Compuestos preparados mediante el método de los ejemplos 1-7

SUSTITUYENTE DE PURINA

ANALISIS DE EM -

ANALISIS DE CHN [%)] ZMD
R6 R9 M-HY [ [M+H]™
1 (E)-(4-hidroxi-2- tetrahidropiran-2-lo | C=59,0;H=67;N=236 | 302 304
metilbut-2-en-1-ilamino)
2 (Z)-(4-hidroxi-3- tetrahidropiran-2-lo | C=59,8;H=6,9;N=235 | 302 304
metilbut-2-en-1-ilamino)
3 (E)-(4-hidroxi-3- tetrahidropiran-2-lo | C=59,6; H=6,9:N=22.8 | 302 304
metilbut-2-en-1-ilamino)
(2)-(4-hidroxi-1,3-
4 dimetilbut-2-en-1- tetrahidropiran-2-ilo C=60,0H=7,4,N=224 316 318
ilamino)
(E)-(4-hidroxi-1,3-
5 dimetilbut-2-en-1- tetrahidropiran-2-ilo C=604H=75N=224 316 318
ilamino)
6 4-hidroxi-3- tetrahidropiran-2-ilo | C=58,9;H=7,5;N=23,0 | 304 306
metilbutilamino
7 4'h'd“i’él'rt]’1‘f;'§'e“'1' tetrahidropiran-2-ilo | C=58,1; H=6,6; N = 24,2 288 290
8 2-hidroxibencilamino tetrahidropiran-2-ilo C=624,H=59;N=21,3 324 326
9 3-hidroxibencilamino tetrahidropiran-2-ilo C=628,H=59;N=21,3 324 326
10 4-hidroxibencilamino tetrahidropiran-2-ilo C=62,7,H=58;N=21,6 324 326
11 2-hidroxi-3- tetrahidropiran-2-lo | C=63,6; H=6,3; N = 20,2 354 356
metoxibencilamino
12 2-hidroxi-4-- tetrahidropiran-2-lo | C=63,6:H=63:N=20,3 | 354 356
metoxibencilamino
13 2-hidroxi-5- tetrahidropiran-2-ilo | C=63,6;H=63;N=202 | 354 356
metoxibencilamino
14 o2 tetrahidropiran-2-lo | C=59,9; H=57:N=20,7 | 340 342
dihidroxibencilamino
15 - .2’4' A tetrahidropiran-2-ilo C=59,7,H=5,6;N=20,5 340 342
dihidroxibencilamino
16 - .2’5' I tetrahidropiran-2-ilo C=60,0,H=57,N=20,6 340 342
dihidroxibencilamino
17 _ .2’6' . . tetrahidropiran-2-ilo C=595 H=5,6;N=20,9 340 342
dihidroxibencilamino
18 - .3’4' o tetrahidropiran-2-ilo C=60,1,H=57N=20,6 340 342
dihidroxibencilamino
19 o35 tetrahidropiran-2-lo | C=60,1; H=5,6:N=20,7 | 340 342
dihidroxibencilamino
20 _4-hidroxi-3,5- tetrahidropiran-2-lo | C=59,1;H=58N=184 | 384 386
dimetoxibencilamino
21 _A-hidroxi-2,6- tetrahidropiran-2-lo | C=59,1; H=5,9; N = 18,6 384 386
dimetoxibencilamino
22 4-hidroxi-3- tetrahidropiran-2-ilo | C=63,6;H=63:N=20,2 | 354 356
metoxibencilamino
23 3-hidroxi-4- tetrahidropiran-2-lo | C=63,5; H=6,3; N = 20,2 354 356
metoxibencilamino
24 234 tetrahidropiran-2-lo | C=57,2H=54;N=19,7 | 356 358
trinidroxibencilamino
25 245 tetrahidropiran-2-lo | C=572H=52N=202 | 356 358
trinidroxibencilamino
26 2-hidroxi-3- tetrahidropiran-2-lo | C=63,4;H=6,3;N=202 | 338 340
metilbencilamino
2-hidroxi-5- . . . C=63,1,H=6,4,H=6,4;
27 metilbencilamino tetrahidropiran-2-ilo N =204 338 340
28 4-hidroxi-3- tetrahidropiran-2-ilo | C=63,5; H=6,3 N = 20,5 338 340
metilbencilamino
29 4-hidroxi-5- tetrahidropiran-2-lo | C=63,7;H=6,4;N=20,4 | 338 340
metilbencilamino
30 3-hidroxifurfurilamino tetrahidropiran-2-ilo C=570;H=53;N=22/4 314 310
31 4-hidroxifurfurilamino tetrahidropiran-2-ilo C=57,00H=54,N=22,3 314 316

10




10

15

20

25

30

35

40

ES 2463997 T3

32 5-hidroxifurfurilamino tetrahidropiran-2-ilo C=571,H=54,N=223 314 316
gg | OhidroxipentZenl | ieyanigropiran-2io | C=594;H=69;N=231 | 302 304
34 2-hidroxianilino tetrahidropiran-2-ilo C=616;H=5,6;N=228 310 312
35 3-hidroxiinilino tetrahidropiran-2-ilo C=61,6;H=5,5N=23,0 310 312
36 4-hidroxianilino tetrahidropiran-2-ilo C=61,2,H=55N=22,6 310 312
37 4-hidroxi-3-metilanilino tetrahidropiran-2-ilo C=62,7,H=59;N=217 324 326
38 4-hidroxi-5-metilanilino tetrahidropiran-2-ilo C=628,H=59;N=21,7 324 326
39 2,4-dihidroxianilino tetrahidropiran-2-ilo C=58,6;H=52;N=21,7 326 328
40 3,4-dihidroxianilino tetrahidropiran-2-ilo C=585H=52;,N=21,1 326 328
41 4-hidroxi-3,5- tetrahidropiran-2-lo | C=58,0; H=5,8; N=19,1 370 372
dimetoxianilino
42 4-hidroxi-2,6- tetrahidropiran-2lo | C=57,7;H=58;N=19,1 | 370 372
dimetoxianilino
43 3-hidroxi-4- tetrahidropiran-2-ilo | C=59,6; H=5,6;N=20,8 | 340 342
metoxianilino
44 2,3,4-trihidroxianilino tetrahidropiran-2-ilo C=57,H=5,1;N=20,9 342 344
45 4-hidroxi-3- tetrahidropiran-2-lo | C=59,8; H=5,6;N=20,5 | 340 342
metoxianilino
46 1-metil-4-hidrox-3- tetrahidropiran-2-lo | C=60,2H=7,9:N=21,9 | 318 320
metilbutilamino
3 Disolucién: MeOH p.a. + HCOOH
®) Disolucion: MeOH p.a. + H,O + NH3

EJEMPLO 8: 6-(4-Hidroxibencilamino)-9-(tetrahidrofuran-2-il)-purina. Se sometié a reflujo una mezcla de 10 mmol

(2240 mg) de 6-cloro-9-(tetrahidrofuran-2-il)purina (preparada a partir de 10 mmol (1546 mg) de 6-cloropurina),
12 mmol (1478 mg) de 4-hidroxibencilamina y 5 ml de N-etildiisopropilamina en n-propanol durante 3 horas. Tras la
eliminacion del n-propanol mediante evaporacién a vacio, se tratd el material resultante con agua y se extrajo en
acetato de etilo. Se evaporo6 la fase de acetato de etilo y se lavé el residuo posteriormente con 30 ml de éter de
petréleo. Se retird el residuo sélido mediante filtracion y se cristalizé el producto bruto en metanol. Rendimiento del
80%, sélido blanco. CCF (EtOAc:hexano (1:1 (viv)): mancha Unica; HPLC: pureza> 98%. ‘H-RMN (400 MHZ,
DMSO): 1,36 tt (2H, Ja = 7,8 Hz, J, = 2,2 Hz); 2,23 m (1H); 2,32 m (1H); 3,62 dd (1H, Ja = 10,8 Hz, J, = 3,8 Hz); 3,87
dd (1H, Ja = 10,8 Hz, J» = 3,8 Hz); 4,62 s (2H); 6,23 dd (1H, Ja = 5,3 Hz, J, = 1,5 Hz); 6,71 d (2H, J = 8,3 Hz); 7,21 d
(2H, J = 8,3 Hz); 8,06 sa (1H); 8,16 s (1H); 8,28 s (1H); 9,23 s (1H). EM (ES): [M+H]" = 312 (100).

EJEMPLO 9: 6-(3-Hidroxibencilamino)-9-(tetrahidrofuran-2-il)-purina. Se sometié a reflujo una mezcla de 10 mmol

(2240 mg) de 6-cloro-9-(tetrahidrofuran-2-il)-purina (preparada a partir de 10 mmol (1546 mg) de 6-cloropurina),
12 mmol (1478 mg) de 3-hidroxibencilamina y 5 ml de N-etildiisopropilamina en n-propanol durante 3 horas. Tras la
eliminacion del n-propanol mediante evaporacién a vacio, se tratd el material resultante con agua y se extrajo en
acetato de etilo. Se evapor6 la fase de acetato de etilo y se lavé el residuo posteriormente con 30 ml de éter de
petréleo. Se retird el residuo sélido mediante filtracion y se cristalizé el producto bruto en metanol. Rendimiento del
85%, solido blanco. CCF (EtOAc: hexano (1:1 (v:v)): mancha Unica; HPLC: pureza> 98%. 'H-RMN (400 MHZ,
DMSO): 2,20 sep. (1H, J = 6,8 Hz); 2,22 sep. (1H, J = 6,8 Hz); 2,44 m (2H); 3,91 q (1H, J =7,3 Hz); 4,14 q (1H, J =
7,3 Hz); 4,63 sa (2H); 6,26 m (1H); 6,59 dd (1H, J, = 7,8 Hz, J, = 2,2 Hz); 6,73 s (1H); 6,75 d (1H, J = 7,8 Hz); 7,07 t
(1H, J = 7,8 Hz); 8,20 s (1H); 8,26 sa (1H); 8,27 s (1H); 9,23 sa (1H). EM (ES): [M+H]" = 312 (100).

EJEMPLO 10: 6-(2-Hidroxibencilamino)-9-(tetrahidrofuran-2-il)-purina. Se sometié a reflujo una mezcla de 10 mmol
(2240 mg) de 6-cloro-9-(tetrahidrofuran-2-il)-purina (preparada a partir de 10 mmol (1546 mg) de 6-cloropurina),
12 mmol (1478 mg) de 2-hidroxibencilamina y 5 ml de trietilamina en n-propanol durante 3 horas. Tras la eliminacion
del n-propanol mediante evaporacion a vacio, se traté el material resultante con agua y se extrajo en acetato de
etilo. Se evaporo la fase de acetato de etilo y se lavo el residuo posteriormente con 30 ml de éter de petréleo. Se
retird el residuo sélido mediante filtracion y se cristalizé el producto bruto en metanol. Rendimiento del 80%, sélido
blanco. CCF (EtOAc:hexano) (1:1) (v:v): mancha Unica; HPLC: pureza> 98%. '"H-RMN (400 MHZ, DMSO): 2,22 sep.
(1H); 2,44 m (1H); 3,82 g (1H, J = 7,3 Hz); 4,15 q (1H, J = 7,3 Hz); 4,69 sa (2H); 6,26 m (1H); 6,73 t (1H, J = 7,5 Hz);
6,82 d (1H,J =7,9 Hz); 7,06 t (1H, J = 7,8 Hz); 7,17 d (1H, J = 7,3 Hz); 8,05 sa (1H); 8,22 s (1H); 8,23 s (1H); 9,82
sa (1H). EM (ES): [M+H]" = 312 (100).

EJEMPLO 11: 6-(4-Hidroxi-3-metoxibencilamino)-9-(tetrahidrofuran-2-il)-purina. Se sometié a reflujo una mezcla de
10 mmol (2240 mg) de 6-cloro-9-(tetrahidrofuran-2-il)-purina (preparada a partir de 10 mmol (1546 mg) de 6-
cloropurina), 12 mmol (1838 mg) de 4-hidroxi-3-metoxibencilamina y 5 ml de trietilamina en n-propanol durante 3
horas. Tras la eliminacién del n-propanol mediante evaporacion a vacio, se trato el material resultante con agua y se
extrajo en acetato de etilo. Se evapord la fase de acetato de etilo y se lavo el residuo posteriormente con 30 ml de
éter de petroleo. Se retird el residuo sélido mediante filtracion y se cristaliz6 el producto bruto en metanol.
Rendimiento del 80%, sélido blanco. CCF (EtOAc:hexano) (1:1) (v:v): mancha Gnica; HPLC: pureza> 98%. 'H-RMN
(400 MHZ, DMSO0): 0,90 d (3H, J = 6,6 Hz); 1,32 m (1H); 1,57 m (1H); 1,84 m (1H); 1,95 m (1H); 2,12 m (2H); 2,29 m
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(1H): 3,26 m (1H); 3,51 sa (2H); 3,73 m (1H); 3,89 m (1H); 4,40 t (1H, J = 5,1 Hz); 6,12 d (1H, J = 5,2 Hz); 7,74 sa
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(1H): 8,18 s (1H); 8,28 s (LH: EM (ES): [M+H]" = 342 (100).

Tabla 2: Compuestos preparados mediante el método de los ejemplos 8-11;

ANALISIS DE EM -
SUSTITUYENTE DE PURINA ANALISIS DE CHN [%] ZMD
R6 R9 M-HT? [ [M+H]™
47 | (B)-(@-hidroxi-2-metilbut- | oo irofuran-2-lo | C=57,7:H=63:N=247 | 288 290
2-en-1-ilamino)
a7 | @rt@hidroxi-3metibut- | o anigrofuran-2-ilo | C=586;H=68 N=239 | 288 290
2-en-1-ilamino)
ag | (B)-(@-hidroxi-3-metilbut- | oo pigrofuran-2-ilo | C=57,9: H=64;N=245 | 288 290
2-en-1-ilamino)
50 | . (@-(a-hidroxi-1,3- tetrahidrofuren-2-ilo | C=59,0; H=7,2;N=231 | 302 304
dimetilbut-2-en-1-ilamino)
51 | EX@NdOXLS  eanigrofuran-z-ilo | C=59,0;H=72;N=233 | 302 304
dimetilbut-2-en-1-ilamino)
52 4-hidroxi-3- tetrahidrofuran-2-ilo | C=57,8;H=7,3;N=241 | 290 292
metilbutilamino
53 1-metil-4-hidroxi-3- tetrahidrofuran-2-lo | C=59,0: H=7,6; N=22,9 | 304 306
metilbutilamino
54 A-hidroxibut-2-en-1- tetrahidrofuran-2-ilo | C=56,7;H=6,2;N=254 | 274 276
55 2-hidroxibencilamino tetrahidrofuran-2-ilo C=615H=55 N=227 310 312
56 3-hidroxibencilamino tetrahidrofuran-2-ilo C=615H=54,N=225 310 312
57 4-hidroxibencilamino tetrahidrofuran-2-ilo C=615H=54,N=227 310 312
58 2-hidroxi-3- tetrahidrofuran-2-ilo | C=59,7; H=51;N=21,0 | 340 342
metoxibencilamino
59 2-hidroxi-4- tetrahidrofuran-2-ilo | C=59,5:H=55N=20,9 | 340 342
metoxibencilamino
60 2-hidroxi-5- tetrahidrofuran-2-ilo | C =59,6; H = 5,5; N = 20,7 340 342
metoxibencilamino
61 2,3-dihidroxibencilamino tetrahidrofuran-2-ilo C=585H=52;N=21,5 326 328
62 2,4-dihidroxibencilamino tetrahidrofuran-2-ilo C=58,7,H=5,1;N=21,5 326 328
63 2,5-dihidroxibencilamino tetrahidrofuran-2-ilo C=558,H=51;N=21,4 326 328
64 2,6-dihidroxibencilamino tetrahidrofuran-2-ilo C=585H=51;,N=21,7 326 328
65 3,4-dihidroxibencilamino tetrahidrofuran-2-ilo C=58,7,H=52;N=21,5 326 328
66 3,5-dihidroxibencilamino tetrahidrofuran-2-ilo C=585H=51;N=21,5 326 328
67 _ 4-hidroxi-3,5- tetrahidrofuran-2-ilo | C=58,0;H=56;N=193 | 370 372
dimetoxibencilamino
68 _A-hidroxi-2,6- tetrahidrofuran-2-lo | C=57,7;H=56;N=195 | 370 372
dimetoxibencilamino
69 4-hidroxi-3- tetrahidrofuran-2-lo | C=59,7;H=55;N=208 | 340 342
metoxibencilamino
70 3-hidroxi-4- tetrahidrofuran-2-ilo | C=59,8;H=5,6;N=206 | 340 342
metoxibencilamino
71 - 2.’3’4'. . tetrahidrofuran-2-ilo C=59,7,H=6,0; N=18,3 384 386
trihidroxibencilamino
72 245 tetrahidrofuran-2-lo | C=59,2: H=6,1: N=187 | 384 386
trihidroxibencilamino
73 2-hidroxi-3- tetrahidrofuran-2-ilo | C=62,5H=6,0;N=220 | 324 326
metilbencilamino
74 2-hidroxi-5- tetrahidrofuran-2-ilo | C =62,1; H=5,8; N = 21,9 324 326
metilbencilamino
75 4-hidroxi-3- tetrahidrofuran-2-ilo | C=62,9:H=58;N=21,4 | 324 326
metilbencilamino
76 4-hidroxi-5- tetrahidrofuran-2-ilo | C=62,6;H=5,8;N=216 | 324 326
metilbencilamino
77 3-hidroxifurfurilamino tetrahidrofuran-2-ilo C=555H=5,1; N=23,8 300 302
78 4-hidroxifurfurilamino tetrahidrofuran-2-ilo C=559;,H=52;N=227 300 302
79 5-hidroxifurfurilamino tetrahidrofuran-2-ilo C=554,H=49;N=23,5 300 302
80 5-hidroxi-pent-2-en-1-ilo tetrahidrofuran-2-ilo C=58,1;H=6,6; N=24,2 288 290
81 2-hidroxianilino tetrahidrofuran-2-ilo C=60,3:H=5,0; N=23,6 296 298
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82 3-hidroxianilino tetrahidrofuran-2-ilo C=60,1;H=5,1; N=23,7 296 298
83 4-hidroxianilino tetrahidrofuran-2-ilo C=60,4;,H=5,0; N=23,7 296 298
84 4-hidroxi-3-metilanilino tetrahidrofuran-2-ilo C=615H=52;N=22,7 310 312
85 4-hidroxi-5-metilanilino tetrahidrofuran-2-ilo C=616;H=5,2;N=22,8 310 312
86 2,4-dihidroxianilino tetrahidrofuran-2-ilo C=571,H=4,7,N=22,7 312 314
87 3,4-dihidroxianilino tetrahidrofuran-2-ilo C=574,H=48; N=22,3 312 314
88 4-hidrox-3,5- tetrahidrofuran-2-lo | C=56,9;H=54;N=201 | 356 358
dimetoxianilino
89 4-hidroxi-2,6- tetrahidrofuran-2-ilo | C=57,0;H=5,6;N=199 | 356 358
dimetoxianilino
90 3-hidroxi-4-metoxianilino tetrahidrofuran-2-ilo C=58,4,H=5,6;N=21,5 326 328
91 4-hidroxi-3-metoxianilino tetrahidrofuran-2-ilo C=587,H=52;N=21,4 326 328
92 2,3,4-trihidroxianilino tetrahidrofuran-2-ilo C=541,H=4,4,N=19,9 328 330
93 2,4,5-trihidroxianilino tetrahidrofuran-2-ilo C=543;H=4,3;N=19,8 328 330
 Disolucién: MeOH p.a. + HCOOH
®) Disolucion: MeOH p.a. + H,O + NH3

EJEMPLO 12: 6-(4-Hidroxibencilamina)-9-(4-clorobutil)purina. Se sometié a reflujo una mezcla de 10 mmol

(2451 mg) de 6-cloro-9-(4-clorobutil)purina (preparada a partir de 10 mmol (1546 mg) de 6-cloropurina), 12 mmol
(1478 mg) de 4-hidroxibencilamina y 5 ml de trietilamina en n-butanol durante 3 horas. Tras la eliminacion del n-
butanol mediante evaporacion a vacio, se trat6 el material resultante con agua y se extrajo en acetato de etilo. Se
evaporo el disolvente de acetato de etilo y se lavo el residuo posteriormente con 30 ml de dietil éter. Se retir6 el
residuo sélido mediante filtracion y se cristalizé el producto bruto en metanol. Rendimiento: 70%, sélido blanco. CCF
(CHCI3:CH30H:NH3) (85:15:0,1) (v:v): mancha Unica; HPLC: pureza> 98%. '"H-RMN (400 MHZ, DMSO): 1,89 m (4H);
3,46 dd (2H, Ja = 11,0 Hz, J, = 3,6 Hz); 4,22 tt (2H, Ja = 13,0 Hz, Jp = 3,5 Hz); 4,61 s (2H); 6,59 d (2H, J = 8,3 Hz);

7,27 d (2H, J = 8,3 Hz); 8,18 s (1H); 8,22 sa (1H); 8,31 s (1H); 9,18 s (1H). EM (ES): [M+H]" = 346 (100).

Tabla 3: Compuestos preparados mediante el método del ejemplo 12

ANALISIS DE EM -
SUSTITUYENTE DE PURINA ANALISIS DE CHN [%] ZMD
R6 R9 M-H® | [M+H]"™
94 (2)-(4-hidroxi-3-metilbut-2- | o optilo | C=542:H=65 N=227| 308 310
en-1-ilamino)
95 (E)-(4-hidroxi-3-metilbut-2- | o ohiilo | C=540H=64:N=231| 308 310
en-1-ilamino)
96 4-hidroxi-3-metilbutilamino 4-clorobutilo C=535H=71,N=23,1 310 312
o7 1-metil-4-hidroxi-3- 4clorobutilo | C=553;H=7,4N=215 | 324 326
metilbutilamino
98 4-hidroxibut-2-en-1-ilamino 4-clorobutilo C=528,H=6,1;N=11,9 294 296
99 2-hidroxibencilamino 4-clorobutilo C=575H=55N=21,2 344 346
100 3-hidroxibencilamino 4-clorobutilo C=58,1;H=5,5N=21,3 344 346
101 4-hidroxibencilamino 4-clorobutilo C=578,H=54,N=21,7 344 346
102 2-hidroxi-3- a-clorobutio | C=559;H=55N=199 | 360 362
metoxibencilamino
103 2-hidroxi-4- a-clorobutilo | C=56,1;H=56,N=19,7 | 360 362
metoxibencilamino
104 2-hidroxi-5- 4-clorobutilo | C=56,5H=57N=19,0 | 360 362
metoxibencilamino
105 2,3-dihidroxibencilamino 4-clorobutilo C=552,H=51;N=20,4 346 348
106 2,4-dihidroxibencilamino 4-clorobutilo C=551;H=5,2; N=20,6 346 348
107 2,5-dihidroxibencilamino 4-clorobutilo C=552;H=5,2;N=20,4 346 348
108 2,6-dihidroxibencilamino 4-clorobutilo C=551;H=51;N=20,4 346 348
109 3,4-dihidroxibencilamino 4-clorobutilo C=550;H=5,2;N=20,1 346 348
110 3,5-dihidroxibencilamino 4-clorobutilo C=553;H=5,2; N=20,2 346 348
111 _ 4-hidroxi-3,5- 4-clorobutilo | C=550:H=57N=18,1 | 390 392
dimetoxibencilamino
112 __4-hidroxi-2,6- 4-clorobutilo | C=551;H=57N=182 | 390 392
dimetoxibencilamino
113 4-hidroxi-3- 4-clorobutilo | C=56,1;H=56;N=19,6 | 360 362
metoxibencilamino
114 3-hidroxi-4- 4-clorobutilo | C=56,1:H=55N=19,7 | 360 362
metoxibencilamino
115 2,3,4-trihidroxibencilamino 4-clorobutilo, C=52,1;H=4,7,N=19,8 362 364

13




10

15

ES 2463997 T3

116 2,4,5-trihidroxibencilamino 4-clorobutilo C=524,H=49;N=195 362 364
117 2-hidroxi-3-metilbencilamino 4-clorobutilo C=58,7,H=5,7,N=20,7 344 346
118 2-hidroxi-5-metilbencilamino 4-clorobutilo C=592;H=5,9;N=19,9 344 346
119 4-hidroxi-3-metilbencilamino 4-clorobutilo C=58,7,H=5,8,N=20,4 344 346
120 4-hidroxi-5-metilbencilamino 4-clorobutilo C=589;H=5,7,N=20,4 344 346
121 3-hidroxifurfurilamino 4-clorobutilo C=522;N=50;N=22,4 320 322
122 4-hidroxifurfurilamino 4-clorobutilo C=521;H=50;N=22,1 320 322
123 5-hidroxifurfurilamino 4-clorobutilo C=524,H=52;N=21,9 320 322
124 2-hidroxianilino 4-clorobutilo C=56,7,H=51;N=21,9 316 318
125 3-hidroxianilino 4-clorobutilo C=56,3;H=5,0; N=22,3 316 318
126 4-hidroxianilino 4-clorobutilo C=56,6;H=50;N=224 316 318

3 Disolucién: MeOH p.a. + HCOOH

®) Disolucion: MeOH p.a. + H,O + NHs

* para *Cl

EJEMPLO 13: 6-(4-Hidroxibencilamina)-9-(1-etoxiet-2-il)purina. Se sometié a refluyjo una mezcla de 10 mmol
(2270 mg) de 6-cloro-9-(1-etoxiet-2-il)purina preparada a partir de 10 mmol (1546 mg) de 6-cloropurina, 12 mmol
(1478 mq) de 4-hidroxibencilamina y 4 ml de N-etildiisopropilamina en n-butanol durante 3 h. Tras la eliminacion del
n-butanol mediante evaporacién a vacio, se traté el material resultante con agua y se extrajo en acetato de etilo. Se
evaporo la fase de acetato de etilo y se lavo el residuo posteriormente con 30 ml de hexano. Se retiré el residuo
sélido mediante filtracion y se cristalizé el producto bruto en isopropanol. Rendimiento: 65%, sélido blanco. CCF
(CHCI3:CH30H:NH3 (85:15:0,1) (v:v): mancha Unica; HPLC: pureza > 98%. 'H-RMN (400 MHZ, DMSO0): 1,12t (3H, J
= 6,8 Hz); 3,16 m (1H); 3,23 m (1 H); 3,82 dd (2H, J, = 13,0 Hz, J, = 3,8 Hz); 4,31 m (2H); 4,60 s (2H); 6,70 d (2H, J
=8,3 Hz); 7,30 d (2H, J = 8,3 Hz); 8,18 sa (1H); 8,23 s (1H); 8,32 s (1H); 9,25 s (1H). EM (ES): [M+H]" = 314 (100).

Tabla 4: Compuestos preparados mediante el método del ejemplo 13

ANALISIS DE EM -
SUSTITUYENTE DE PURINA ANALISIS DE CHN [%] ZMD
R6 R9 M-H[P | [M+H]™
127 (Z)'(“'h'dro’;‘; mf)t)"b”t'z'e”'l' l-etoxiet-2ilo | C=57,0;H=7,2,N=243 | 290 292
128 (E)'(“'h'dro’;‘;'] mgg"b“t'z'e”'l' l-etoxiet2ilo | C=571;H=7,3;N=242 | 290 292
129 4-hidroxi-3-metilbutilamino 1-etoxiet-2-ilo | C=57,1;H=7,6; N= 242 292 294
130 4-hidroxibut-2-en-1-ilamino 1-etoxiet-2-ilo | C=56,3; H=6,9; N =252 276 278
131 2-hidroxibencilamino 1-etoxiet-2-ilo | C=60,9;H=6,0; N=229 312 314
132 3-hidroxibencilamino 1-etoxiet-2-ilo | C=61,1;H=6,0;N=225 312 314
133 4-hidroxibencilamino 1-etoxiet-2-ilo | C=60,8;H=6,1;N=225 312 314
134 2-hidroxi-3-metoxibencilamino 1-etoxiet-2-ilo | C=59,1;H=6,0; N=21,0 342 344
135 2-hidroxi-4-metoxibencilamino 1-etoxiet-2-ilo | C=59,5; H=6,0; N=20,6 342 344
136 2-hidroxi-5-metoxibencilamino 1-etoxiet-2-ilo | C=59,3; H=6,0; N=20,9 342 344
137 2,3-dihidroxibencilamino 1-etoxiet-2-ilo | C=58,0;H=5,7;N=21,4 328 330
138 2,4-dihidroxibencilamino 1-etoxiet-2-ilo | C=58,5;H=5,5;N=21,9 328 330
139 2,5-dihidroxibencilamino 1-etoxiet-2-ilo | C=58,4;H=5,8;N=21,3 328 330
140 2,6-dihidroxibencilamino 1-etoxiet-2-ilo | C=58,5;H=5,8;N=21,7 328 330
141 3,4-dihidroxibencilamino 1-etoxiet-2-ilo | C=58,1;H=5,7; N=21,7 328 330
142 3,5-dihidroxibencilamino 1-etoxiet-2-ilo | C=58,3;H=5,8; N=21,8 328 330
143 _A-hidroxi-3,5- l-etoxiet-2-lo | C=57,4;H=64;N=19,0 | 372 374
dimetoxibencilamino
144 _ 4-hidroxi-2,6- l-etoxiet-2-l0 | C=57,6;H=6,8N=19,3 | 372 374
dimetoxibencilamino
145 4-hidroxi-3-metoxibencilamino 1-etoxiet-2-ilo | C=59,2; H=6,2; N=20,4 342 344
146 3-hidroxi-4-metoxibencilamino 1-etoxiet-2-ilo | C=59,0;H=6,3; N=20,4 342 344
147 2,3,4-trihidroxibencilamino 1-etoxiet-2-ilo | C=55,5;H=5,6; N=20,8 344 346
148 2,4,5-trihidroxibencilamino 1-etoxiet-2-ilo | C=55,1;H=5,3; N=20,4 344 346
 Disolucién: MeOH p.a. + HCOOH
®) Disolucion: MeOH p.a. + H,O + NH3
* para *°Cl

EJEMPLO 14: Estimacién de la actividad biolégica como citocininas de compuestos novedosos en bioensayo de
callo. Se mantuvo callo de tabaco dependiente de citocininas Nicotiana tabacum L. cv. Wisconsin 38 a 25°C en la
oscuridad en medio MS modificado, que contenia por 1 litro: 4 mmol de &cido nicotinico, 2,4 mmol de clorhidrato de
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piridoxina, 1,2 mmol de tiamina, 26,6 mmol de glicina, 1,37 mmol de glutamina, 1,8 mmol de mio-inositol, 30 g de
sacarosa, 8 g de agar, 5,37 mmol de NAA y 0,5 mmol del compuesto sometido a prueba. Se llevé a cabo subcultivo
cada tres semanas. Catorce dias antes del bioensayo, se transfirid el tejido calloso a los medios sin el compuesto
sometido a prueba. Se determind la actividad biologica a partir del aumento del peso del callo fresco tras cuatro
semanas de cultivo. Se prepararon cinco réplicas para cada concentracion del compuesto sometido a prueba y se
repiti6 dos veces toda la prueba. A partir de los datos obtenidos, se seleccion6 la concentracién con la mayor
actividad para cada compuesto sometido a prueba. Se calcul6 la actividad relativa del compuesto a esta
concentracion (tabla 8). Se definié la actividad obtenida para 6-bencilaminopurina (BAP) 10° M como el 100%.

Se disolvieron los compuestos que iban a someterse a prueba en dimetilsulféxido (DMSO) y se llevé la disolucién
hasta 10° M con agua destilada. Se diluy6 adicionalmente esta disolucion madre con los respectivos medios usados
para la prueba bioldgica hasta una concentracion que oscilaba entre 10% ™ y 10 M. La concentracion final de
DMSO no super6 el 0,2% y por tanto no afectd a la actividad biolégica en el sistema de ensayo usado. Los
compuestos enumerados en la tabla 5 pueden dividirse en dos grupos. El primer grupo contiene citocininas naturales
representadas por purinas N®-sustituidas (compuestos conocidos en la técnica anterior que sirven como control). El
segundo grupo contiene las purinas 6,9-disustituidas novedosas derivadas de los compuestos del primer grupo. Los
resultados en la tabla 5 muestran que la sustitucion en la posicion 9 del anillo de purina con tetrahidropiranilo,
tetrahidrofuranilo y otros sustituyentes facilmente escindibles condujo en general a un aumento de la actividad

citocinina en el bioensayo de callo en comparacion con los analogos de citocinina originales.

Tabla 5: El efecto de compuestos novedosos sobre el crecimiento de callo de tabaco dependiente de citocininas
Nicotiana tabacum L. cv. Wisconsin 38

Compuesto sometido a prueba concentracion con mayor Actividad (%) [10'5mol.l'1 BAP
R6 R9 actividad (mol.I™") = 100%)]
bencilamino H 10° 100
bencilamino tetrahidropiran-2-ilo 10° 103 (£ 12)
2-hidroxibencilamino H 10° 723 (*9)
2-hidroxibencilamino tetrahidropiran-2-ilo 10° 80 (x7)
2-hidroxibencilamino tetrahidrofuran-2-ilo 10° 78 (+ 8)
3-hidroxibencilamino H 10° 116 (£ 11)
3-hidroxibencilamino tetrahidropiran-2-ilo 10° 139 (£ 16)
3-hidroxibencilamino tetrahidrofuran-2-ilo 10° 125 (£ 14)
3-hidroxibencilamino 4-clorobutilo 10 111,6 (+ 20)
3-hidroxibencilamino 1-etoxietilo 10 109,4 (+ 14)
4-hidroxibencilamino H n.a.
4-hidroxibencilamino tetrahidropiran-2-ilo 10° 36 (+5)
4-hidroxibencilamino tetrahidrofuran-2-ilo 10” 27 (£ 6)
(E)-(4-hidroxi-3-metilbut- -5
2-en-1-ilamino) H 10 869 (+ 12)
(E)-(4-hidroxi-3-metilbut- . Co o -5
2-en-1-ilamino) tetrahidropiran-2-ilo 10 965 (£ 3)
(E)-(4-hidroxi-3-metilbut- . Y -5
2-en-1-ilamino) tetrahidrofuran-2-ilo 10 89 (+ 12)
(E)-4-hidroxi-3-metilbut- ) . -4
2-en-1-ilamino) 4-clorobutilo 10 103,5 (+ 16)
(E)-4-hidroxi-3-metilbut- ) I -4
2-en-1-ilamino) 1-etoxietilo 10 102,8 (+ 15)
4-hidroxi-3- -5
metilbutilamino H 10 832 (+15)
4-hidroxi-3- . . . 5
metilbutilamino tetrahidropiran-2-ilo 10 112 (£ 13)
4-hidroxi-3- . . 5
metilbutilamino tetrahidrofuran-2-ilo 10 105 (£ 11)
4-hidroxi-3- . -4
metilbutilamino 4-clorobutilo 10 84 (+8)
4-hidroxi-3- - 4
metilbutilamino 1-etoxietilo 10 95 (£ 6)
2-hidroxi-3-
. S H n.a.
metoxibencilamino*
2-hidroxi-3- . . . 6
metoxibencilamino tetrahidropiran-2-ilo 10 11 (1)
3,5-dihidroxibencilamino* H 10° 39 (+ 6)
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3,5-dihidroxibencilamino tetrahidropiran-2-ilo 10° 45 (+ 4)
2-hidroxi-4- . . . 6
metoxibencilamino tetrahidropiran-2-ilo 10 43 (£ 2)
2,4-dihidroxibencilamino tetrahidropiran-2-ilo 10° 5(x4)
2,5-dihidroxibencilamino | tetrahidropiran-2-ilo 10° 20 (+8)
3,4-dihidroxibencilamino tetrahidropiran-2-ilo 10° 61 (£ 13)
4-hidroxi-3,5- . . . 5
dimetoxibencilamino tetrahidropiran-2-ilo 10 39 (£ 12)
4-hidroxi-2,6- . . . 5
dimetoxibencilamino tetrahidropiran-2-ilo 10 43 (£ 15)
4-hidroxi-3- . . . 6
metoxibencilamino tetrahidropiran-2-ilo 10 62 (+ 8)
3-hidroxi-4- . . . 6
metoxibencilamino tetrahidropiran-2-ilo 10 55 (£ 17)
2-hidroxi-3- . . . 5
metilbencilamino tetrahidropiran-2-ilo 10 9,2(x7)
2-hidroxi-5- . . . 4
metilbencilamino tetrahidropiran-2-ilo 10 121 (£ 11)
4-hidroxi-3- . . . 5
metilbencilamino tetrahidropiran-2-ilo 10 4(+3)
4-hidroxi-5- . . . 5
metilbencilamino tetrahidropiran-2-ilo 10 6(x2)
3-hidroxifurfurilamino tetrahidropiran-2-ilo 10° 52 (£ 17)
4-hidroxifurfurilamino tetrahidropiran-2-ilo 10° 91 (+ 13)
2-hidroxianilino tetrahidropiran-2-ilo 10° 30 (x9)
3-hidroxianilino tetrahidropiran-2-ilo 10° 65 (£ 13)
4-hidroxianilino tetrahidropiran-2-ilo 10° 22 (£ 6)
4-hidroxi-3-metilanilino tehahidropiran-2-ilo 10° 12 (= 4)
4-hidroxi-5-metilanilino tetrahidropiran-2-ilo 10° 10(=7)
4-hidroxi-3,5- . . . 5
dimetoxianilino tetrahidropiran-2-ilo 10 19 (£ 9)
4-hidroxi-2,6- . P 5
dimetoxianilino tetrahidropiran-2-ilo 10 15 (+ 11)
4-hidroxi-3,5- . . Iy
dimetoxibencilamino tetrahidrofuran-2-ilo 10 27 (+9)
4-hidroxi-2,6- . . 5
dimetoxibencilamino tetrahidrofuran-2-ilo 10 31 (x7)
3-hidroxi-4- . . -6
metoxibencilamino tetrahidrofuran-2-ilo 10 47 (£ 12)
4-hidroxi-3- : : 5
metilbencilamino tetrahidrofuran-2-ilo 10 12 (£ 3)
4-hidroxi-5- . . 5
metilbencilamino tetrahidrofuran2-ilo 10 2(x0,8)
4-hidroxianilino tetrahidrofuran-2-ilo 10° 10 (£ 3)
4-hidroxi-3-metilanilino tetrahidrofuran-2-ilo 10° 7(2)
n. a. significa no activo
*la citocinina control descrita en DoleZal et al. (Bioorg. Med.Chem. 14: 875, 2006).

EJEMPLO 15: Pruebas de compuestos novedosos para determinar la actividad citocinina tipica en bioensayo de
Amaranthus. Se realizé un bioensayo de Amaranthus convencional con varias modificaciones. Se esterilizaron en la
superficie las semillas de Amaranthus caudatus var. atropurpurea en N-clorobencenosulfonamida al 10% (p/v)
durante 10 min y se lavaron 5 veces con agua desionizada. Se colocaron en placas de Petri de 14 cm que contenian
papeles tisti saturados con agua desionizada. Tras 72 h de cultivo a 25°C en la oscuridad, se cortaron las raices de
las plantulas. Se colocaron los explantes, que consistian en dos cotiledones e hipocétilos, en placas de Petri de 5 cm
sobre dos capas de papel filtro empapado con 1 ml del medio de incubacion que contenia 10 mmol de Na;HPO.-
KH2PO4, pH 6,8, 5 mmol de tirosina y el compuesto que iba a someterse a prueba. Habia 20 explantes por placa. Se
llevé a cabo el procedimiento bajo una luz de seguridad verde en una sala oscura. Tras 48 h de incubacion a 25°C
en la oscuridad, se extrajo betacianina congelando los explantes en 4 ml de acido acético 3,33 mM. Se determind la
concentracion de betacianina a partir de las absorbencias a 537 nm y 620 nm tal como sigue: DA = Asz7om - As2onm. A
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partir de los datos obtenidos, se seleccioné la concentracion con la mayor actividad para cada compuesto sometido
a prueba. Se calcul6 la actividad relativa del compuesto a esta concentracion. Se definié la actividad obtenida para
6-bencilaminopurina (BAP) 10° M como el 100%. Los valores mostrados en la tabla 6 son medias de cinco réplicas y
se repitio dos veces toda la prueba.

Se disolvieron los compuestos que iban a someterse a prueba en dimetilsulféxido (DMSO) y se llevé la disolucion
hasta 10° M con agua destilada. Se diluy6 adicionalmente esta disolucion madre con los medios respectivos usados
para la prueba bioldgica a una concentracion que oscilaba entre 10% ™ y 10 M. La concentracion final de DMSO no
superé el 0,2% y por tanto no afectdé a la actividad biolégica en el sistema de ensayo usado. Los compuestos
enumerados en la tabla 6 Eueden dividirse de nuevo en dos grupos. El primer grupo contiene citocinina clasica
representada por purinas N°-sustituidas (compuestos conocidos en la técnica anterior que sirven como control). El
segundo grupo contiene los derivados 6,9-disustituidos novedosos de los compuestos del primer grupo. Los
resultados muestran que la sustitucion en la posicion 9 del esqueleto de purina condujo en general a un aumento del
contenido en betacianina (color purpura) en explantes de cotiledon/hipocétiio de Amaranthus caudatus en
comparacion con las citocininas naturales correspondientes.

Tabla 6: El efecto de compuestos novedosos sobre el contenido en betacianina en explantes de cotiledén/hipocatilo
de Amaranthus caudatus

Compuesto sometido a prueba Concentracién con mayor Actividad (%) [10'6m0I.I'1
R6 R9 actividad (mol.I") BAP = 100%)]
bencilamino H 10° 100
bencilamino tetrahidropiran-2-ilo 10" 120,7 (£18)
2-hidroxibencilamino H 10" 32,6 (+ 12)
2-hidroxibencilamino tetrahidropiran-2-ilo 10" 41,6 (£5)
2-hidroxibencilamino tetrahidrofuran-2-ilo 10" 33 (£5)
2-hidroxibencilamino 4-clorobutilo 10* 47,5 (= 8)
3-hidroxibencilamino H 10” 99 (+ 15)
3-hidroxibencilamino tetrahidropiran-2-ilo 10" 105,1 (+ 21)
3-hidroxibencilamino tetrahidrofuran-2-ilo 10 107 (£ 16)
3-hidroxibencilamino 4-clorobutilo 10 102,5 (+ 18)
3-hidroxibencilamino 1-etoxietilo 10 108,2 (+ 18)
4-hidroxibencilamino H n.a.
4-hidroxibencilamino tetrahidropiran-2-ilo 10* 253(x9)
4-hidroxibencilamino tetrahidrofuran-2-ilo 10* 13 (£ 4)
4-hidroxibencilamino 4-clorobutilo 10 33,4 (£6)
(E)-(4-hidroxi-3-metilbut-2- -5
en-1-ilamino) H 10 116 (+13)
(E)-(4-hidroxi-3-metilbut-2- . Lo -4
en-1-ilamino) tetrahidropiran-2-ilo 10 2994 (+ 14)
(E)-(4-hidroxi-3-metilbut-2- . o -4
en-1-ilamino) tetrahidrofuran-2-ilo 10 117 (= 7)
(E)-(4-hidroxi-3-metilbut-2- ) : -4
en-1-ilamino) 4-clorobutilo 10 123,8 (+ 12)
(E)-(4-hidroxi-3-metilbut-2- ) _— -4
en-1-ilamino) 1-etoxietilo 10 92,5 (£ 10)
4-hidroxi-3-metilbutilamino H 10" 75 (£ 13)
4-hidroxi-3-metilbutilamino | tetrahidropiran-2-ilo 10" 83 (£ 6)
4-hidroxi-3-metilbutilamino | tetrahidrofuran-2-ilo 10" 80 (x7)
4-hidroxi-3-metilbutilamino 4-clorobutilo 10" 81 (£ 6)
4-hidroxi-3-metilbutilamino 1-etoxietilo 10" 85(x7)
2-hidroxi-3- -4
mehoxibencilamino H 10 19 (*3)
2-hidroxi-3- . . . "
metoxibencilamino tetrahidropiran-2-ilo 10 32(=7)
2-hidroxi-3- . 4
metoxibencilamino 4-clorobutilo 10 53 (£ 6)
3,5-dihidroxibencilamino* H 10 53(x9)
3,5-dihidroxibencilamino tetrahidropiran-2-ilo 10” 53(x9)
2-hidroxi-4- . . . 4
metoxibencilamino tetrahidropiran-2-ilo 10 37 (£ 6)
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2,5-dihidroxibencilamino tetrahidropiran-2-ilo 10" 35,1 (£9)
3,4-dihidroxibencilamino tetrahidropiran-2-ilo 10" 52 (+ 13)
4-hidroxi-3,5- . . . 4
dimetoxibencilamino tetrahidropiran-2-ilo 10 8 (£3)
4-hidroxi-2,6- . . . -4
dimetoxibencilamino tetrahidropiran-2-ilo 10 12 (£ 5)
4-hidroxi-3- . . . 4
metoxibencilamino tetrahidropiran-2-ilo 10 57 (£ 11)
3-hidroxi-4- . . . 4
metoxibencilamino tetrahidropiran-2-ilo 10 41 (£ 7)
2-hidroxi-3- . . . N
metilbencilamino tetrahidropiran-2-ilo 10 68,8 (£ 17)
2-hidroxi-5- . . . 4
metilbencilamino tetrahidropiran-2-ilo 10 68,4 (+ 11)
4-hidroxi-3- . . . 4
metilbencilamino tetrahidropiran-2-ilo 10 7((1)
4-hidroxi-5- . . . "
metilbencilamino tetrahidropiran-2-ilo 10 5(3)
3-hidroxifurfurilamino tetrahidropiran-2-ilo 10 65 (+12)
4-hidroxifurfurilamino tetrahidropiran-2-ilo 10 115 (£ 18)
2-hidroxianilino tetrahidropiran-2-ilo 10 65 (+ 10)
3-hidroxianilino tetrahidropiran-2-ilo 10 122 (£11)
4-hidroxianilino tetrahidropiran-2-ilo 10 327
4-hidroxi-3-metilanilino tetrahidropiran-2-ilo 10 15 (£5)
4-hidroxi-5-metilanilino tetrahidropiran-2-ilo 10 17 (£ 6)
4-hidroxi-3,5- . . . "
dimetoxianilino tetrahidropiran-2-ilo 10 10 (£ 4)
4-hidroxi-2,6- . . . 4
dimetoxianilino tetrahidropiran-2-ilo 10 8(2)
4-hidroxi-3,5- . . 4
dimetoxibencilamino tetrahidrofuran-2-ilo 10 21
4-hidroxi-2,6- . . 4
dimetoxibencilamino tetrahidrofuran-2-ilo 10 7(=3)
3-hidroxi-4- . . 4
metoxibencilamino tetrahidrofuran-2-ilo 10 32 (£9)
4-hidroxi-3- . . 4
metilbencilamino tetrahidrofuran-2-ilo 10 2(x0,7)
4-hidroxi-5- . . 4
metilbencilamino tetrahidrofuran-2-ilo 10 22 (£ 6)
4-hidroxianilino tetrahidrofuran-2-ilo 10" 22 (+ 6)
4-hidroxi-3-metilanilino tetrahidrofuran-2-ilo 10" 6 (+3)
n. a. significa no activo
*|la citocinina control descrita en DoleZal et al. (Bioorg. Med.Chem. 14: 875, 2006).

EJEMPLO 16: Pruebas de propiedades de antisenescencia de compuestos de citocinina novedosos en segmentos
de hoja de trigo. Se lavaron semillas de trigo de invierno, Triticum aestivum cv. Hereward, bajo agua corriente
durante 24 horas y entonces se sembraron sobre vermiculita empapada con la solucién de Knop. Se colocaron en la
camara de crecimiento a 25°C con un periodo de luz de 16 h - 8 h a 50 mmol.m?2.s?, Tras 7 dias, estaba
completamente desarrollada la primera hoja y habia empezado a crecer la segunda hoja. Se retir6 una seccion de
punta de 35 mm de largo de la primera hoja de cada una de 5 plantulas y se recorté ligeramente hasta un peso
combinado de 100 mg. Se colocaron los extremos basales de las cinco puntas de hoja en los pocillos de una placa
de microtitulacion de poliestireno que contenia 150 ml de la disolucién de compuesto sometido a prueba cada uno.
Se insert6 toda la placa en una caja de plastico revestida con papel tisi empapado con agua destilada para impedir
gue las secciones de la hoja se secasen. Tras 96 h de incubacion en la oscuridad a 25°C, se retiraron las hojas y se
extrajo la clorofila mediante calentamiento a 80°C durante 10 min en 5 ml de etanol al 80% (v/v). Entonces se
restablecié el volumen de muestra a 5 ml mediante la adicién de etanol al 80% (v/v). Se registro la absorbancia del
extracto a 665 nm. Ademas, se midieron los extractos de clorofila procedentes de hojas frescas y puntas de hoja
incubadas en agua desionizada. A partir de los datos obtenidos, se seleccioné la concentracion con la mayor
actividad para cada compuesto sometido a prueba. Se calculé la actividad relativa del compuesto a esta
concentracion (tabla 7). Se definio la actividad obtenida para 6-bencilaminopurina (BAP) 10™* M como el 100%. Los
valores mostrados son medias de cinco réplicas y se repitié dos veces el experimento completo.

Se disolvieron los compuestos que iban a someterse a prueba en dimetilsulfoxido (DMSO) y se llevo la disolucion
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hasta 10° M con agua destilada. Se diluyé adicionalmente esta disoluciébn madre con agua destilada hasta una
concentracion que oscilaba entre 108 M y 10 M. La concentracion final de DMSO no supero el 0,2% y por tanto no
afecto a la actividad biolégica en el sistema de ensayo usado.

Los compuestos enumerados en la tabla 7 pueden dividirse en 2 grupos. El primer grupo contiene citocininas
naturales, representadas por purinas N°-sustituidas (compuestos conocidos en la técnica anterior que sirven como
controles). El segundo grupo contiene las purinas 6,9-disustituidas novedosas derivadas de los compuestos del
primer grupo. Los resultados muestran que la sustitucion en la posicion 9 del esqueleto de purina condujo en general
a un aumento de la actividad antisenescente en comparacion con las citocininas clasicas correspondientes.

Tabla 7: El efecto de compuestos novedosos sobre la retencién de clorofila en puntas de hojas de trigo cortadas (se

muestran las desviaciones estandar de la media para 10 determinaciones de réplicas)

Compuesto sometido a prueba Concentracion con mayor | Actividad (%) [10*mol.I"*
R6 R9 actividad (mol.I" BAP = 100%)]
bencilamino H 10™ 100
bencilamino tetrahidropiran-2-ilo 10 105 (£ 0,5)
2-hidroxibencilamino H 10* 22,4 (+5)
2-hidroxibencilamino tetrahidropiran-2-ilo 10 236 (£7)
2-hidroxibencilamino tetrahidrofuran-2-ilo 10 26 (x2)
2-hidroxibencilamino 4-clorobutilo 10 47,5 (£ 8)
3-hidroxibencilamino H 10* 105,9 (+ 14)
3-hidroxibencilamino tetrahidropiran-2-ilo 10" 133,1 (+ 15)
3-hidroxibencilamino tetrahidrofuran-2-ilo 10 113 (£ 18)
3-hidroxibencilamino 4-clorobutilo 10* 102,5 (= 18)
3-hidroxibencilamino 1-etoxietilo 10™ 108,2 (t 18)
4-hidroxibencilamino H n.a.
4-hidroxibencilamino tetrahidropiran-2-ilo 10 10,1 (x9)
4-hidroxibencilamino tetrahidrofuran-2-ilo 10" 3(x1)
4-hidroxibencilamino 4-clorobutilo 10" 33,4 (£8)
(E)-(4-hidroxi-3- 4
metilbut-2-en-1-ilamino) H 10 28,3 (+17)
(E)-(4-hidroxi-3- . P -4
metilbut-2-en-1-ilamino) tetrahidropiran-2-ilo 10 3827
(E)-(4-hidroxi-3- . o 4
metilbut-2-en-1-ilamino) tetrahidrofuran-2-ilo 10 45 (£ 6)
(E)-(4-hidroxi-3- i . -4
metilbut-2-en-1-ilamino) 4-clorobutilo 10 73,8 (£ 12)
(E)-(4-hidroxi-3- i - a4
metilbut-2-en-1-ilamino) 1-etoxietilo 10 92,5 (£ 10)
4-hidroxi-3- -4
metilbutilamino H 10 89 (+11)
4-hidroxi-3- . : . -4
metilbutilamino tetrahidropiran-2-ilo 10 95 (£ 8)
4-hidroxi-3- . . 4
metilbutilamino tetrahidrofuran-2-ilo 10 91 (x4)
4-hidroxi-3- : -4
metilbutilamino 4-clorobutilo 10 89 (x7)
4-hidroxi-3- - "
metilbutilamino 1-etoxietilo 10 94 (£ 10)
2-hidroxi-3- -4
metoxibencilamino* H 10 34 (+5)
2-hidroxi-3- . . . "
metoxibencilamino tetrahidropiran-2-ilo 10 50 (£ 5)
3,5- 4
dihidroxibencilamino* H 10 134 (+ 10)
3,5-dihidroxibencilamino tetrahidropiran-2-ilo 10” 145 (£ 12)
2-hidroxi-4- . . . 4
metoxibencilamino tetrahidropiran-2-ilo 10 35 (+9,5)
2,5-dihidroxibencilamino tetrahidropiran-2-ilo 10* 15 (£ 5)
3,4-dihidroxibencilamino tetrahidropiran-2-ilo 10 71,3 (17
4-hidroxi-3,5- . . . 4
dimetoxibencilamino tetrahidropiran-2-ilo 10 42 (£ 13)
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4-hidroxi-2,6-

. . . -4
dimetoxibencilamino tetrahidropiran-2-ilo 10 22 (£ 4)
4-hidroxi-3- . . . 4
metoxibencilamino tetrahidropiran-2-ilo 10 55 (+ 18)
3-hidroxi-4- . . . "
metoxibencilamino tetrahidropiran-2-ilo 10 47 (+11)
2-hidroxi-3- . . . 4
metilbencilamino tetrahidropiran-2-ilo 10 16,4 (= 3)
2-hidroxi-5- . . . 4
metilbencilamino tetrahidropiran-2-ilo 10 82 (+ 12)
4-hidroxi-3- . . . "
metilbencilamino tetrahidropiran-2-ilo 10 9(x2)
4-hidroxi-5- . . . 4
metilbencilamino tetrahidropiran-2-ilo 10 3(x1)
3-hidroxifurfurilamino tetrahidropiran-2-ilo 10” 45 (£ 13)
4-hidroxifurfurilamino tetrahidropiran-2-ilo 10” 101 (£ 17)
2-hidroxianilino tetrahidropiran-2-ilo 10" 11 (= 4)
3-hidroxianilino tetrahidropiran-2-ilo 10* 23 (x7)
4-hidroxi-3-metilanilino tetrahidropiran-2-ilo 10* 7 (£5)
4-hidroxi-5-metilanilino tetrahidropiran-2-ilo 10* 10 (£ 3)
4-hidroxi-3,5- . . . -
dimetoxianilino tetrahidropiran-2-ilo 10 28 (£ 9)
4-hidroxi-2,6- . . . 4
dimetoxianilino tetrahidropiran-2-ilo 10 14 (+ 4)
4-hidroxi-3,5- . . i
dimetoxibencilamino tetrahidrofuran-2-ilo 10 36 (+ 10)
4-hidroxi-2,6- . . -
dimetoxibencilamino tetrahidrofuran-2-ilo 10 14 (£ 5)
3-hidroxi-4- . . 4
metoxibencilamino tetrahidrofuran-2-ilo 10 35 (£ 8)
4-hidroxi-3- . . i
metilbencilamino tetrahidrofuran-2-ilo 10 1,4 (+2)
4-hidroxi-5- . . 4
metilbencilamino tetrahidrofuran-2-ilo 10 17 (+5)
4-hidroxianilino tetrahidrofuran-2-ilo 10 28 (x4)
4-hidroxi-3-metilanilino tetrahidrofuran-2-ilo 10 4(£3)
*las citocininas control descritas en DoleZal et al. (Bioorg. Med.Chem. 14: 875, 2006).

EJEMPLO 17: Inhibiciéon del envejecimiento de células humanas normales por compuestos novedosos. En este
ejemplo, se tifieron fibroblastos diploides humanos (células HCA de diversos niveles de pase: pase 20 - designado
como HCAZ20; pase 40 - designado como HCA40; pase 60 - designado como HCAG0) para determinar la actividad 3-
galactosidasa. Se retiré el medio usado para el cultivo celular, se lavaron las células dos veces en PNS y se fijaron
en 2-3 ml de disolucién de fijacion compuesta por formaldehido al 2% y glutaraldehido al 0,2% en PBS. Se
incubaron las células a temperatura ambiente durante 5 minutos, y entonces se lavaron dos veces con PBS. Se
incubaron las células posteriormente a 37°C (sin CO,) durante 16 horas en 2-3 ml de la disolucién que comprendia
ferricianuro de potasio (5 mM), ferrocianuro de potasio (5 mM), MgCl, (2 mM), X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-p-D-
galactopirandsido) (1 mg/ml), en tampén fosfato/citrico, pH 6,0) Tras este periodo de incubacion, se observaron las
muestras de células con el fin de detectar la presencia de células azules, lo que indicaria que X-gal se habia
escindido (células senescentes de manera positiva). En este experimento, se tifileron de azul las células
senescentes, pero no otras células debido a la accién de B-galactosidasa sobre el sustrato.

Tabla 8: El efecto de compuestos novedosos sobre varias células senescentes en el cultivo de fibroblastos humanos

Sustituyente CELULAS SENESCENTES (%)

R6 R9 HCA20 HCA40 HCA60
bencilamino tetrahidropiran-2-ilo 3 4 47
(2)-(4-hidroxi-3-metilbut-2-en-1-ilamino) tetrahidropiran-2-ilo 4 5 15
4-hidroxi-3-metilbutilamino tetrahidropiran-2-ilo 5 2 25
2-hidroxibencilamino tetrahidropiran-2-ilo 4 2 26
3-hidroxibencilamino tetrahidropiran-2-ilo 5 3 25
4-hidroxibencilamino tatrahidropiran-2-ilo 5 5 16
2-hidroxi-3-metoxibencilamino tetrahidropiran-2-ilo 3 3 25
2-hidroxi-4-metoxibencilamino tetrahidropiran-2-ilo 3 4 27
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3,4-dihidroxibencilamino tetrahidropiran-2-ilo 3 4 15
4-hidroxi-3,5-dimetoxibencilamino tetrahidropiran-2-ilo 4 5 17
4-hidroxi-2,6-dimetoxibencilamino tetrahidropiran-2-ilo 4 5 21

4-hidroxi-3-metoxibencilamino tetrahidropiran-2-ilo 4 4 19
3-hidroxi-4-metoxibencilamino tetrahidropiran-2-ilo 5 7 29
2-hidroxi-3-metilbencilamino tetrahidropiran-2-ilo 4 6 30
2-hidroxi-5-metilbencilamino tetrahidropiran-2-ilo 5 4 30
4-hidroxi-3-metilbencilamino tetrehidropiran-2-ilo 4 6 22
4-hidroxi-5-metilbencilamino tetrahidropiran-2-ilo 3 4 20
3-hidroxifurfurilamino tetrahidropiran-2-ilo 4 4 18
4-hidroxifurfurilamino tetrahidropiran-2-ilo 4 4 16
5-hidroxifurfurilamino tetrahidropiran-2-ilo 4 7 24
2-hidroxianilino tetrahidropiran-2-ilo 4 6 29
3-hidroxianilino tetrahidropiran-2-ilo 5 4 28
4-hidroxianilino tetrahidropiran-2-ilo 4 6 16
4-hidroxi-3-metilanilino tetrahidropiran-2-ilo 3 4 19
4-hidroxi-6-metilanilino tetrahidropiran-2-ilo 4 4 18
4-hidroxi-3,5-dimetoxianilino tetrahidropiran-2-ilo 4 5 22
4-hidroxi-2,6-dimetoxianilino tetrahidropiran-2-ilo 4 6 24
3-hidroxi-4-metoxianilino tetrahidropiran-2-ilo 5 4 28
(2)-(4-hidroxi-3-metilbut-2-en-1-ilamino) tetrahidrofuran-2-ilo 4 5 15
4-hidroxi-3-metilbutilamino tetrahidrofuran-2-ilo 5 2 25
2-hidroxibencilamino tetrahidrofuran-2-ilo 4 2 26
3-hidroxibencilamino tetrahidrofuran-2-ilo 5 3 25
4-hidroxibencilamino tetrahidrofuran-2-ilo 5 5 16

Tal como se muestra en la tabla 8, con un nimero creciente de pases, la tinciéon se volvid mas oscura. Para las
células mas antiguas, s6lo habia células azules que oscilaban entre azul brillante y color casi opaco. Los derivados
de purina 6,9-disustituidos eran muy eficaces en comparacion con 6-(bencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il)purina en la
retencioén de un nivel mucho menor de células senescentes tras 60 pases. En el caso de cultivo de larga duracion,
las células tratadas con los compuestos de la invenciéon pudieron vivir durante un periodo un 30% mas largo que las
células control.

EJEMPLO 18: Actividad citotoxica in vitro de compuestos novedosos. La baja citotoxicidad de los compuestos es la
principal propiedad que determina su uso cosmético. Uno de los parametros usados, como base para ensayos de
citotoxicidad, es la actividad metabdlica de células viables. Por ejemplo, se usa ahora ampliamente un ensayo de
microtitulacion, que usa la calceina AM, para cuantificar la citotoxicidad y proliferacion celular. Por ejemplo, se usa
este ensayo en programas de seleccion de farmacos y en pruebas de quimiosensibilidad. Dado que sélo las células
metabdlicamente activas escinden la calceina AM, estos ensayos detectan exclusivamente células viables. La
cantidad de calceina AM reducida corresponde al niumero de células vitales en el cultivo.

Se usaron linea celular de leucemia linfoblastica de células T humana CEM; leucemias promielocitica HL-60 y
monocitica U937; lineas celulares de carcinoma de mama MCF-7, BT549, MDA-MB-231; células U87MG de
glioblastoma: células de carcinoma cervicouterino HELA; células de sarcoma cU20S y Saos2; carcinoma
hepatocelular HepG2; fibroblastos de raton NIH3T3; macrofagos de médula 6sea inmortalizados de raton B2.4 y
B10A.4; leucemia P388D1 y L1210; melanomas B16 y B16F10; osteosarcoma humano HOS; leucemia mieloide
humana K-562; melanoma de piel humano G-361, para la seleccion de rutina de compuestos. Se mantuvieron las
células en matraces de cultivo tisular de plastico de 80 cm? de Nunc/Corning y se cultivaron en medio de cultivo
celular (DMEM con glucosa 5 g/l, glutamina 2 mM, penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 mg/ml, suero de ternera
fetal al 10% y bicarbonato de sodio).

Se afiadieron las suspensiones celulares que se prepararon y se diluyeron segun el tipo de célula particular y la
densidad de células objetivo esperada (2.500-30.000 células por pocillo basandose en las caracteristicas de
crecimiento celular) mediante pipeta (80 ml) a placas de microtitulacion de 96 pocillos. Se dejaron los inoculados
durante un periodo de preincubacion de 24 horas a 37°C y el 5% de CO; para la estabilizacion. Se afadieron
diluciones de cuatro veces de la concentracion de prueba pretendida a tiempo cero en alicuotas de 20 ml a los
pocillos de la placa de microtitulacion. Habitualmente, se evalud el compuesto sometido a prueba en seis diluciones
de 4 veces. En pruebas de rutina, la mayor concentracion de pocillo fue de 166,7 mM, pero puede cambiarse
dependiendo del agente. Se examinaron por duplicado todas las concentraciones de farmaco. Las incubaciones de
células con los compuestos sometidos a prueba duraron 72 horas a 37°C, en una atmésfera del 5% de CO; y
humedad del 100%. Al final del periodo de incubacién, se sometieron a ensayo las células usando calceina AM. Se
pipetearon diez microlitros de la disolucion madre en cada pocillo y se incubaron durante 1 hora. Se midi6 la
fluorescencia (FD) con el instrumento Labsystem FIA Reader Fluoroscan Ascent (R.U.). Se calcul6 la supervivencia
de células tumorales (Glsg) usando el siguiente célculo: TCS = (FDpacillo expuesto a farmaco / FD mediapocilios control) X 100%.
Se calculd el valor de Glsp, la concentracion de farmacos letal para el 50% de las células tumorales, a partir de las
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curvas de dosis-respuesta obtenidas.

Citotoxicidad cero de los compuestos novedosos es el requisito previo basico para las aplicaciones cosméticas. Se
sometid a prueba la citotoxicidad de los compuestos novedosos en un panel de lineas celulares de diferente origen
de especie e histogenético (tabla 9). Se ha mostrado en el presente documento que se encontraron actividades
iguales en todas las lineas celulares tumorales sometidas a prueba, sin embargo, las células no malignas, por
ejemplo, fibroblastos NIH3T3 y linfocitos humanos normales, eran resistentes a citotoxicidad inducida por purina 6,9-
disustituida. Los compuestos enumerados en la tabla 9 pueden dividirse en 2 grupos. El primer grupo contiene
“citocininas clasicas” representadas por purinas 6-sustituidas (que se conocen en la técnica anterior). El segundo
grupo contiene los derivados 6,9-disustituidos novedosos de estos compuestos. Los resultados muestran que la
sustitucion en la posicion 9 del esqueleto de purina con el grupo tetrahidropiranilo o tetrahidrofuranilo condujo en
general a una disminucién en la actividad citotéxica en comparacion con los analogos de “citocinina clasica”. Tal
como se demuestra en la tabla 9, la Glsg para fibroblastos NIH3T3 y linfocitos humanos normales era siempre mayor
de 166,7 mM. Los derivados novedosos no muestran toxicidad para células normales y tumorales en
concentraciones de aproximadamente 166,7 mM y por tanto son mas adecuadas para aplicaciones cosméticas que
las citocininas naturales (derivados de purina 6-sustituidos) y la sustancia control 6-bencilamino-9-(tetrahidropiran-2-
ilpurina.

Tabla 9: Citotoxicidad de compuestos novedosos para diferentes lineas de células cancerosas

Linea celular sometida a prueba / Glsg (umol/l)
R6 R9 HOS K-562 MCF7 NIH-3T3 CEM HL60
furfurilamino H >166,7 164,1 >166,7 >166,7 155,1 148,7
isopentenilamino H > 166,7 146,9 >166,7 >166,7 92,2 >166,7
bencilamino H > 166,7 138,9 166,1 > 166,7 >166,7 >166,7
(E)-(4-hidroxi-3-
metilbut-2-en-1- H >166,7 >166,7 >166,7 >166,7 >166,7 >166,7
ilamino)
3-hidroxibencilamino H >166,7 128,4 >166,7 > 166,7 90,1 79,2
2-hidroxibencilamino H >166,7 >166,7 >166,7 >166,7 69,2 78
bencilamino tetrah'dirlcc’)p'ra“'z' >166,7 | 1234 | 1582 | >1667 | >166,7 | 1634
(E)-(4-hidroxi-3- . .
metilbut-2-en-1- tetrah'dirlgp'ra“ 2| 51667 >166,7 | >166,7 | >1667 | >166,7
ilamino)
4-hidroxibencilamino tetrahldirlcc))plran-z- >166,7 >166,7 >166,7 >166,7 >166,7
2-hidroxi-5- tetrahidropiran-2- | 1667 | 51667 | >166,7 | >166,7 | >166,7 | >166.7
metoxibencilamino ilo
S-r_ndrox_l-4- _ tatrahld_roplran-z- >166,7 >166,7 >166.7 >166,7
metoxibencilamino ilo
4-hidroxi-3- tetrahidropiran-2- | ;46 7 >166,7 | >160,7 | >1667 | >166,7
metilbencilamino ilo
4_-h|dro'x|-5-_ tetrahld_roplran-z- >166.7 >166,7 >166,7 >166,7 >166,7
metilbencilamino ilo
4-hidroxifurfuritamino | '®TAMAIOPIANZ 51667 | 51667 | >1667 | 1667 >166,7
4-hidroxi-3- tetrahidropiran-2- |, 4 5 >166,7 | >166,7 >166,7
metilanilino ilo
4-hidroxi-5- tetrahidropiran-2- |, 6 5 >166,7 | >166,7 >166,7
metilanilino ilo
2 4-dihidroxianilino | 'SAMArOPIAN2: 5 4667 >166,7 | >166,7 >166,7
(E)-(4-hidroxi-3- . >
metilbut-2-en-1- te"ah'dirg”ra“ 2| >1667 >166,7 | >166,7 >166,7
ilamino)
4-hidroxibencilamino te"ah'dirg”ra“'z' >166,7 >166,7 | > 1667 >166,7
(E)-(4-hidroxi-3-
metilbut-2-en-1- 4-clorobutilo >166,7 >166,7 >166,7 >166,7
ilamino)
4-hidroxibencilamino 4-clorobutilo >166,7 >166,7 >166,7 > 166,7
(E)-(4-hidroxi-3- l-etoxiet-2-lo | >166,7 >166,7 | >166,7 >166,7
metilbut-2-en-1-

22




10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2463997 T3

ilamino)

4-hidroxibencilamino 1-etoxiet-2-ilo >166,7 >166,7 >166,7 >166,7

EJEMPLO 19: Actividad inmunosupresora. Los compuestos que tienen la capacidad para inhibir de manera selectiva

la proliferacién de linfocitos son potentes inmunosupresores que también pueden usarse de manera ventajosa en
aplicaciones cosméticas. Uno de los parametros mas importantes de la inmunidad celular especifica es la respuesta
proliferativa de linfocitos frente a antigenos o mitégenos policlonales. La mayoria de linfocitos periféricos de
mamifero normales son células en reposo. Los antigenos o mitdgenos policlonales no especificos pueden activar
células linfoides y esto estd acompafado por cambios drasticos del metabolismo intracelular (actividad mitocondrial,
sintesis de proteinas, sintesis de 4cidos nucleicos, formacion de células blasticas y proliferacion celular). Se ha
desarrollado una variedad de ensayos in vitro para medir la respuesta proliferativa de linfocitos. El usado mas
comunmente es el método de incorporacion de ®H-timidina.

Durante la proliferacion celular, el ADN debe replicarse antes de que la célula se divida en dos células hijas. Esta
asociacion de dosis entre duplicacion celular y sintesis de ADN es muy atractiva para evaluar la proliferacion celular.
Si se afiaden precursores de ADN marcados al cultivo celular, las células que estan a punto de dividirse incorporan
el nucledtido marcado en su ADN. Tradicionalmente, esos ensayos implican habitualmente el uso de nucledsidos
radiomarcados, particularmente timidina tritiada ([3H]-TdR). La cantidad de la [3H]-TdR incorporada en el ADN celular
se cuantifica mediante recuento de centelleo liquido.

Se obtuvo sangre periférica heparinizada humana de voluntarios sanos mediante puncién de la vena cubital. Se
diluy6 la sangre en PBS (1:3) y se separaron las células mononucleares mediante centrifugacion en gradiente de
densidad de Ficoll-Hypaque (Pharmacia, 1,077 g/ml) a 2200 rpm durante 30 minutos. Tras la centrifugacion, se
lavaron los linfocitos en PBS y se resuspendieron en medio de cultivo celular (RMPI 1640, glutamina 2 mM,
penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 mg/ml, suero de ternera fetal al 10% y bicarbonato de sodio).

Se afiadieron las células, diluidas a la densidad objetivo de 1.100.000 células/ml, mediante pipeta (180 ml) a placas
de microtitulacion de 96/pocillos. Se afiadieron diluciones de cuatro veces de la concentracion de prueba pretendida
a tiempo cero en alicuotas de 20 ml a los pocillos de la placa de microtitulacién. Habitualmente, se evalu6 el
compuesto sometido a prueba en seis diluciones de 4 veces secuenciales. En pruebas de rutina, la mayor
concentracion de pocillo fue de 266,7 mM. Se examinaron todas las concentraciones de farmacos por duplicado. Se
activaron todos los pocillos, con la excepcion de controles no estimulados, con 50 ml de concanavalina A (25 mg/ml).
Las incubaciones de células con el compuesto sometido a prueba duraron 72 horas a 37°C, en una atmosfera del
%% de CO; y humedad del 100%. Al final del periodo de incubacién, se sometieron a ensayo las células usando la
["H]-TdR.

Se incubaron los cultivos celulares con 0,5 mCi (20 ml de disolucién madre 500 mCi/ml) por pocillo durante 6 horas a
37°C y el 5% de CO,. Se uso el colector de células automatizado para lisar las células en agua y adsorber el ADN
sobre filtros de fibra de vidrio en forma de placas de microtitulacion. Se retuvo el ADN, que incorporé [3H]-TdR sobre
el filtro mientras que el material no incorporado pas6 a su través. Se secaron los filtros a temperatura ambiente
durante la noche y se sellaron en una bolsa de muestra con 10-12 ml de agente de centelleo. Se determiné la
cantidad de la [3H]-TdR presente en cada filtro (en cpm) mediante recuento de centelleo en el contador de centelleo
liquido Betaplate. Se calcul6 la dosis eficaz del inmunosupresor (DE) usando la siguiente ecuacion: DE = (CPMgocilio
expuesto a farmaco /| CPM mediOpacilios control) X 100% (CPM = cuentas por minuto). Se calculé el valor de DEsg, la
concentracion de farmaco que inhibe la proliferacion del 50% de linfocitos, a partir de las curvas de dosis-respuesta
obtenidas.

Para evaluar la actividad inmunosupresora de purinas 6,9-disustituidas, se analizd su capacidad para inhibir la
proliferacion inducida por mitégeno policlonal de linfocitos humanos normales (tabla 10). Los datos demuestran que
estos compuestos sélo tienen actividad marginal sobre la incorporacion de ®H-timidina, no obstante, inhiben de
manera eficaz la proliferacion de linfocitos activados. La dosis inmunosupresora eficaz de los derivados novedosos
en condiciones in vitro era préxima a 1-20 mM. Estos resultados representan un nuevo descubrimiento de actividad
bioldgica de compuestos derivados de citocininas que podria encontrar una aplicaciéon en cosmeéticos.

Tabla 10: Actividad inmunosupresora de compuestos novedosos.

Compuesto sometido a prueba DEso de linfocitos humanos (mM)
R6 R9
bencilamino H n.a.
2-hidroxibencilamino H 68
3-metilbut-2-en-1-ilamino H 79,5
bencilamino tetrahidropiran-2-ilo 447
2-hidroxibencilamino tetrahidropiran-2-ilo 4,5
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2-hidroxi-3-metoxibencilamino tetrahidropiran-2-ilo 7
2-hidroxi-4-metoxibencilamino tetrahidropiran-2-ilo 4,2
3,4-dihidroxibencilamino tetrahidropiran-2-ilo 9,5
3,5-dihidroxibencilamino tetrahidropiran-2-ilo 18,7
2-hidroxi-3-metilbencilamino tetrahidropiran-2-ilo 2,2
2-hidroxi-5-metilbencilamino tetrahidropiran-2-ilo 6,4
2-hidroxibencilamino tetrahidrofuran-2-ilo 10,2
2-hidroxi-3,5-dimetoxibencilamino tetrahidrofuran-2-ilo 6,5
2-hidroxi-4-metoxibencilamino tetrahidrofuran-2-ilo 9,7
2-hidroxi-3-metilanilino tetrahidrofuran-2-ilo 14,3
2-hidroxibencilamino 4-clorobutilo 6,7
2-hidroxi-3-metoxibencilamino 4-clorobutilo 9,2
2-hidroxi-4-metoxibencilamino 4-clorobutilo 8,3
3,4-dihidroxibencilamino 1-etoxietilo 10,8
3,5-dihidroxibencilamino 1-etoxietilo 21,4
n. a. significa no activo

EJEMPLO 20: Actividad antiinflamatoria. Los compuestos de férmula 1 que tienen actividades antiinflamatorias
pueden usarse como cosméticos para tratar trastornos de inflamacion en la piel como dermatitis atopica, liquen
plano, hiperpigmentacién y lesiones por herpes simple. Por ese motivo, se cultivé glioma de rata C6 (ATCC n.°
CCL107) como monocapa en un medio quimicamente definido libre de suero que contenia F10 de Ham-medio
esencial minimo (1:1 v/v), L-glutamina 2 mM, vitaminas de medio esencial minimo al 1% (v/v) (100x), aminoacidos
no esenciales de medio esencial minimo al 1% (v/v) (100x), penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 mg/ml y selenito
de sodio 30 nM. Se realizé incubacién a 37°C en una atmdsfera humidificada. Se realizaron los ensayos en la fase
de crecimiento logaritmica a una densidad de 2,5x10° células/cm?. Se indujo sintesis de AMPc intracelular mediante
la adicion de (-)isoproterenol 5 mM. Tras incubacion de 30 min a 37°C, se retiré el medio y se determind la cantidad
celular de AMPc usando el kit de Amersham de inmunoensayo de AMPc-enzima. Se determind el valor de Isq a partir
de una curva de dosis-respuesta por duplicado. Se midi6 el efecto de las purinas 6,9-disustituidas novedosas tras la
adicién simultanea con isoproterenol. Las citocininas clasicas, conocidas en la técnica anterior, eras inactivas.

Tabla 11: Modulacion de la actividad de receptores B-adrenérgicos mediante purinas sustituidas
Compuesto sometido a prueba

R6 RO Efecto
bencilamino H n.a.
3-hidroxibencilamino H n.a.
furfurilamino H n.a.

4-hidroxibencilamino

tetrahidropiran-2-ilo

activacion de 1,8 veces

3,4-dihidroxibencilamino

tetrahidropiran-2-ilo

activacion de 1,7 veces

4-hidroxi-2,6-dimetoxibencilamino

tetrahidropiran-2-ilo

activacion de 1,3 veces

4-hidroxi-3-metoxibencilamino

tetrahidropiran-2-ilo

activacion de 1,6 veces

n. a. significa no activo

Dado que estan presentes receptores purinérgicos A2 y similares a P2Yi, acoplados negativa y positivamente a
adenilato ciclasa, respectivamente, en glioma de rata C6, queda por determinar si la modulacion de la sintesis de
AMPc se debe a la inhibicion de la activacion de receptores B-adrenérgicos por isoproterenol, o se debe a la
activacion de receptores purinérgicos.

EJEMPLO 21: Desarrollo y contenido de una pomada. Se describe una formulacién de pomada adecuada para tratar
trastornos psoriasicos de la piel. Se proporcionan a continuacion los componentes de la formulacién (expresados en
gramos de ingrediente por 100 g de pomada).

Ingrediente/100 g

6-(4-hidroxibencil)amino-9

-(tetrahidropiran-2-il)purina (pTTHP) 10g
butilhidroxitolueno (Nipanox BHT) 0,29
butilparabeno (Nipabutyl) 0,2g
monoetil éter de dietilenglicol (Transcutol P) 10,0g
dibehenato de glicerol (Compritol 888 ATO) 22,04¢g
laurato de propilenglicol (Lauroglycol FCC) 66,6 g

La posible consistencia de la pomada puede modificarse adicionalmente mediante adicion de vaselina blanca. Se
espera que el sistema transdérmico Transcutol P/Lauroglycol FCC aumente la eficacia de pTTHP.

EJEMPLO 22: Formulacién de gel. Se describe una formulacion de gel adecuada para tratar trastornos psoriasicos
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de la piel. Se proporcionan a continuacion los componentes de la formulacién (expresados en gramos de ingrediente
por 100 g de gel).

Ingrediente/100 g

6-(4-hidroxibencil)amino-9

-(tetrahidropiran-2-il)purina (pTTHP) 10g
butilhidroxitolueno (Nipanox BHT) 0,29
butilparabeno (Nipabutyl) 0,29
monoetil éter de dietilenglicol (Transcutol P) 10,0 ¢
silice coloidal anhidra (Zeopharm 177) 50¢9
laurato de propilenglicol (Lauroglycol FCC) 83,69

La consistencia del gel puede modificarse adicionalmente mediante la adicion de silice coloidal anhidra. Se espera
de nuevo que el sistema transdérmico Transcutol P/Lauroglycol FCC aumente la eficacia de pTTHP. Se espera que
la silice coloidal anhidra ralentice la penetracion del principio activo.

EJEMPLO 23: Procedimiento de preparacién para una pomada que va a aplicarse de manera tépica en la piel. Una
formulacion de pomada de ese tipo es tal como sigue:

Componente/200g

6-(4-hidroxibencil)amino-9

-(tetrahidropiran-2-il)purina (pTTHP) 20g9
butilhidroxitolueno (Nipanox BHT) 049
butilparabeno (Nipabutyl) 0,449
monoetil éter de dietilenglicol (Transcutol P) 20,09
dibehenato de glicerol (Compritol 888 ATO) 4409
laurato de propilenglicol (Lauroglycol FCC) 133,2g

Procedimiento recomendado:

Fase A - Se disolvié pTTHP (2 g) en 20 g de Transcutol P mientras se agitaba de manera continua a temperatura
ambiente en un primer recipiente. Puede acelerarse el proceso de disolucion mediante calentamiento de la
disolucion hasta una temperatura maxima de 40°C.

Fase B - Se disolvieron Nipanox BHT (0,4 g) y 0,4 g de Nipabutyl mientras se agitaba de manera continua en
133,2 g de Lauroglycol FCC a una temperatura de aproximadamente 70°C en un segundo recipiente. Se calienta la
disolucion aceitosa transparente hasta una temperatura de aproximadamente 80°C y se funden 44 g de Compritol
888 ATO en la misma mientras se agita de manera continua. Se enfria la disoluciéon aceitosa transparente hasta
aproximadamente 60°C.

A medida que se enfria la fase B y con agitacion continua, se afiade la fase A. Se obtiene una sustancia similar a
pomada blanquecina y entonces se carga en recipientes de plastico (aproximadamente 15 g de pomada por
recipiente).

EJEMPLO 24: Formulacién de una composicién para la aplicacion tdpica en la piel. Una composicion para aplicacion
topica en la piel contiene los siguientes ingredientes:

Cantidad
6-(4-hidroxibencil)amino-9
-(tetrahidropiran-2-il)purina (pTTHP) 0,1%
Fase aceitosa:
Alcohol cetilico 5,0%
Monoestearato de glicerilo 15,0%
Monooleato de sorbitano 0,3%
Polisorbato 80 USP 0,3%
Fase acuosa
Metilcelulosa 100 cps 1,0%
Metilparabeno 0,25%
Propilparabeno 0,15%
Agua purificada c.s. hasta el 100%

Se disolvieron el metilparabeno y el propilparabeno en agua caliente y se dispersé6 la metilcelulosa posteriormente
en el agua caliente. Se enfrid la mezcla a 6°C hasta que se disolvié la metilcelulosa (fase acuosa). Entonces se
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calent6 la fase acuosa hasta 72°C y se afiadio a la fase aceitosa a 70°C mientras se agitaba de manera continua. Se
afiadio pTHPP a una temperatura de 35°C y se agit6 la mezcla resultante de manera continua hasta su dispersion.
Esta composicion puede aplicarse en la piel al menos diariamente hasta que se alcance el efecto de mejora de la
piel deseado (antienvejecimiento).

EJEMPLO 25: Evaluacion de diversas bencil-piranil-aminopurinas sustituidas sobre fibroblastos de piel humana. Se
evaluaron las siguientes aminopurinas para determinar su efecto a corto plazo sobre fibroblastos de piel humana:

(1) 6-(2-hidroxibencilamino)-9-tetrahidropiranilpurina;

(2) 6-(3-hidroxibencilamino)-9-tetrahidropiranilpurina;

(3) 6-(2-metoxibencilamino)-9-tetrahidropiranilpurina; y

(4) 6-(3-metoxibencilamino)-9-tetrahidropiranilpurina.

Se usaron quinetina (N6-furfuriladenina) ylo 6-furfurilamino-9-tetrahidropiranilpurina como controles.

Procedimientos generales. Se prepararon disoluciones madre de los compuestos de prueba disolviendo
aproximadamente 40-60 mg en 1 ml de DMSO. Se diluyeron adicionalmente 250 ul de su volumen en 100 ml de
medio completo. La concentracion de DMSO maxima en el medio fue del 0,25%; la concentracion final de la
sustancia en el medio fue de 400 uM. Se almacend la disolucion madre en la nevera a 4°C. Se diluyé la disolucion
madre en el medio de cultivo celular (DMEM) segln se requirié.

Se realizaron todos los experimentos antes y cerca de los cultivos de pase tardio de la linea de fibroblastos de piel
de adulto humano normal (linea celular SNF20 establecida a partir de una biopsia de piel de mama obtenida de una
mujer joven, de veinte afios de edad, no fumadora y sana en el momento de operacion de reduccion de mama). Con
el fin de comprobar los efectos de los compuestos de prueba sobre células senescentes, se usaron células de pase
tardio con duracion de vida del 90% completada. El medio contenia DMEM (con antibioticos) y suero de ternera fetal
al 10%. La incubacion fue a 37°C con humedad del 95%.

Caracteristicas de crecimiento. Se realizaron experimentos de crecimiento a corto plazo usando placas de cultivo de
tejidos de 24 pocillos (area de crecimiento de 1,9 cmz). Se sembraron aproximadamente 10.000 células en 6
conjuntos de placas de 24 pocillos. Se dejaron que las células se uniesen y se estabilizasen durante 24 h en medio
de cultivo normal para lograr diversas concentraciones finales (intervalo de 40 a 500 uM). Se cambi6 el medio de
cultivo con la adicién de productos quimicos de prueba dos veces a la semana. Se contaron los nimeros de células
tras diferentes dias de tratamiento en 2 pocillos de cada concentraciéon del producto quimico de prueba usando el
método normal de tripsinizacion celular y recuento usando un contador Coulter. Se fijé el tercer pocillo en cada
categoria mediante metanol frio y se tiiid con tincion de Giemsa para registro permanente y para fotografia. Se
continuaron los experimentos hasta que los cultivos se volvieron completamente confluentes y no era posible
crecimiento adicional.

Unidn celular. Estos estudios se refieren en general al potencial de migracion celular y efectos de toxicidad a corto
plazo. Los compuestos de prueba, asi como los controles, no afectaron significativamente a la frecuencia de union
de fibroblastos de piel humanos tras tratamiento de 6 horas a de 40 a 200 uM; a 400 uM, se redujo la frecuencia de
unién para todas las muestras de prueba y de control. No se observo toxicidad inmediata. En todos los estudios
adicionales, podrian afiadirse los compuestos de prueba o control al medio de cultivo en el momento de la siembra
de células.

Curva de crecimiento de una etapa. Este estudio de crecimiento a corto plazo (llevado a cabo a lo largo de 11 dias)
hace un seguimiento del potencial de crecimiento celular o bien estimulado o bien inhibido y proporciona informacion
sobre la toxicidad retardada. Se evaluaron los compuestos de prueba asi como controles a 40, 80, 200 y 400 uM. Se
obtuvieron los siguientes resultados:

Compuesto Incremento en el nimero de células (%)

40 uM 80 uM 200 uM | 400 uM

6-(2-hidroxibencilamino)-9-tetrahidropiranilpurina +10 +10 téxico téxico

6-(3-hidroxibencilamino)-9-tetrahidropiranilpurina +20 +25 0 -

6-(2-metoxibencilamino)-9-tetrahidropiranilpurina +30 +20 +10 > -50
6-(2,5-dimetoxibencilamino)-9-tetrahidropiranilpurina +5 +10 > -50 > -50
Quinetina (control) +5 +10 -30 -40
6-furfurilamino-9-tetrahidropiranilpurina (control) +20 +20 <+5 > -50

Morfologia celular. Se examinaron células de los cultivos anteriores para determinar su morfologia en el dia 6 y el
dia 11 para evaluar la salud global de las células. Los cultivos que usaron los compuestos de prueba asi como un

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2463997 T3

control (s6lo se usé 6-furfurilamino-9-tetrahidropiranilpurina) parecian sanos y mantuvieron su forma de huso en
redes similares a huellas dactilares con bajos residuos intracelulares y sin agrandamiento de las células para
ninguna de las tasas de dosis.

Actividad mitocondrial. Se midié la supervivencia celular tras la exposicion a diversas dosis con un ensayo de
bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT). Se sembraron aproximadamente 5.000 células por
pocillo en una placa de 96 pocillos 24 horas antes del experimento. Entonces se trataron las células con diversas
dosis de los compuestos control y de prueba individuales. Se lavaron los pocillos en solucion de Hank y se afiadio
medio nuevo. Tras tres dias, se afiadio MTT (Sigma, M2128) a 0,5 mg/ml en medio. Tras 4 horas, se retirdc MTT y se
afiadieron isopropanol y HCI para disolver los cristales de MTT durante 12-16 horas. Se midié la absorbancia a
595 nm.

Los compuestos de prueba 6-(2-hidroxibencilamino)-9-tetrahidropiranilpurina, 6-(3-hidroxibencilamino)-9-
tetrahidropiranilpurina y 6-(2-metoxibencilamino)-9-tetrahidropiranilpurina y ambos controles dieron como resultado
viabilidad celular estimulada en hasta aproximadamente el 20% para tasas de dosis de hasta aproximadamente
50 uM. El compuesto de prueba 6-(2,5-dimetoxibencilamino)-9-tetrahidropiranilpurina no mostré ninguna
estimulacion a tasas de dosis similares. A tasas de aproximadamente 100 puM, todos los compuestos de prueba y los
controles mostraron una disminucion en la actividad.

Actividad lisosémica. El rojo neutro se capta preferentemente en los lisosomas de la célula. Se mantuvieron células
de fibroblasto en cultivo y se expusieron a compuestos de prueba a lo largo de un intervalo de concentraciones. Se
examinaron visualmente los cultivos tras 72 horas, y se determind el nimero de células viables y/o el contenido en
proteinas de células totales mediante el método de captacién de rojo neutro. Este ensayo sélo detecta células
viables. Cualquier compuesto que tiene un efecto localizado sobre los lisosomas, por tanto, dara como resultado una
reflexion artificialmente baja (o posiblemente alta) de la viabilidad celular y el nimero de células. Este factor, sin
embargo, hace que el sistema sea util para detectar los compuestos de prueba que afectan selectivamente a los
lisosomas, especialmente cuando se usa junto con otras pruebas que pueden determinar el nimero de células.

También se uso el ensayo de rojo neutro para evaluar y clasificar la citotoxicidad de los compuestos de prueba. Se
inocularon pocillos individuales de una placa de microtitulacion de cultivo tisular de 96 pocillos con 0,2 ml de los
medios apropiados que contenian células (habitualmente 3 x 10° células). Tras de 1 a 2 dias de incubacién, se
retiraron los medios y se reemplazaron por medio sin modificacion (control) o por medio modificado con
concentraciones variadas del compuesto que iba a someterse a prueba. Tras 3 dias de exposicion al compuesto de
prueba, se retiraron los medios y se reemplazaron por medios que contenian rojo neutro al 0,001%. Entonces se
devolvio la placa de ensayo a la incubadora durante otras 3 horas para permitir la captacion del colorante supravital
en los lisosomas de células viables. Después de eso, se retiraron los medios y se lavaron las células rapidamente
con formaldehido al 0,5%-CacCl; al 1% seguido por 0,2 ml de una disolucidn de acido acético al 1%-etanol al 50%
para extraer el colorante de las células. Tras 10 min a temperatura ambiente y una agitacién breve pero rapida en un
agitador de placas de microtitulacion, se transfirieron las placas a un espectrofotometro de microplacas equipado
con un filtro de 540 nm para medir la absorbancia del colorante extraido.

El patron de tincién para el ensayo de rojo neutro mostré células que experimentaron autofagia (eliminacién de
desechos celulares) en todos los compuestos de prueba. El andlisis de rojo neutro mostr6 un perfil de toxicidad
diferente del obtenido usando la actividad mitocondrial. Se obtuvieron los siguientes resultados:

Actividad relativa | Concentracién maxima (mM)
6-(2-hidroxibencilamino)-9-tetrahidropiranilpurina alta 200
6-(3-hidroxibencilamino)-9-tetrahidropiranilpurina alta 80
6-(2-metoxibencilamino)-9-tetrahidropiranilpurina alta 200
6-(2,5-dimetoxibencilamino)-9-tetrahidropiranilpurina la mayor 40
Quinetina (control) moderada 80
6-furfurilamino-9-tetrahidropiranilpurina (control) alta 80

El pretratamiento de los compuestos de prueba y controles a diversas dosis mejoré la tasa de recambio lisosémica
con respecto a las células no tratadas en diversos grados tal como se muestra en la tabla a continuacion.

Actividad aumentada (%)
6-(2-hidroxibencilamino)-9-tetrahidropiranilpurina 10-30
6-(3-hidroxibencilamino)-9-tetrahidropiranilpurina 15-20
6-(2-metoxibencilamino)-9-tetrahidropiranilpurina 10-30
6-(2,5-dimetoxibencilamino)-9-tetrahidropiranilpurina 20-45
Quinetina (control) 10-15
6-furfurilamino-9-tetrahidropiranilpurina (control) 30-40
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Estudios de rejuvenecimiento y supervivencia celular.

Se usO el efecto de los compuestos de prueba sobre la morfologia de células cerca de ser senescentes para
determinar si podrian retardar o mantener alteraciones relacionadas con la edad en la morfologia de células T. Se
obtuvieron células de paso tardio cerca de la senescencia usando placas de cultivo de tejido de 12 pocillos. Se
sembraron aproximadamente 10.000 células en dos conjuntos de placas de 12 pocillos. Se dejaron que las células
se uniesen y se estabilizasen durante 24 horas en medio de cultivo normal para lograr diversas concentraciones
finales (intervalo de 40 a 200 uM). Se contaron los numeros de células tras 10 y 20 dias de tratamiento en 2 pocillos
de cada concentracion del compuesto de prueba usando el método de tripsinizacion celular normal con recuento con
contador Coulter. Se fijé el tercer pocillo en cada categoria mediante metanol frio y se tifié con tincion de Giemsa
para registro permanente y para fotografia. Se llevo a cabo el experimento durante un periodo de veinte dias.

Ninguno de los compuestos de prueba provocéd efectos perjudiciales o letales sobre la salud de las células ni
siquiera tras 20 dias de pretratamiento prolongado. Tras 10 dias no hubo diferencias significativas en el aspecto de
las células. En general, no hubo agrandamiento significativo de las células y una ausencia de células multinucleadas
con niveles reducidos de residuos celulares. Los compuestos de prueba a tasas de dosis de 40 y 80 uM condujeron
a efectos de edad beneficiosos observables tras 20 dias.

Cuantificacion de la supervivencia mediante el niumero de células. Se sembraron los nimeros iguales de células
senescentes (a una densidad de 1,5 x 103) en matraces separados y se trataron con diferentes concentraciones de
compuestos de prueba. Se determinaron los numeros de células usando un contador Coulter tras la tripsinizacion y
resuspension de las células tras 10 y 20 dias de tratamiento.

En células cerca de la senescencia no hubo un aumento significativo en los nimeros de células debido al
tratamiento con los compuestos de prueba o compuestos control hasta 80 uM. En general, las células tenian un
mejor aspecto pero no aumentaron sus numeros. Sin embargo, se observd una reduccién significativa en los
nameros de células a tasas de dosis superiores a 80 puM.

Duplicacion de ADN y deteccidn. Se realizan estudios de toxicidad usando el ensayo de BrdU (marcaje con 5-bromo-
2'-desoxi-uridina y detecciéon usando el lector de placas de Elisa). Este ensayo se basa en la medicién de la
incorporacion de 5-bromo-2-desoxiuridina durante la sintesis de ADN como marcador para la proliferacion celular.
Se determind la proporcion de células que experimentan la duplicacion de ADN, y por tanto que entran en la
siguiente ronda de la divisién celular, marcando las células con bromodesoxiuridina, usando un kit disponible
comercialmente (Roche Diagnostics GmbH). Se cultivaron las células en una placa de microtitulacién de 96 pocillos.
Se afiadio BrdU al medio de cultivo y se incorpor6 en el ADN recién sintetizado (concentracion resultante de
110 pM). Entonces se incubd la placa durante aproximadamente 2-18 horas y se fijo con 200 pul de fijador de etanol
(etanol 0,5 uM/HCI) tras lavado con PBS. El tratamiento con 100 pl de disolucion de trabajo de nucleasa (dilucion
1:100 con tampdn de incubacién) por pocillo durante 30 min a 37°C en ausencia de CO, mejora la accesibilidad de la
BrdU mediante la deteccion de anticuerpo. Se afiaden a 100 pul de fragmentos Fab anti-BrdU-POD con 9,9 ul de PBS
y BSA (concentracion final de 200 pg/ml); se retird el conjugado de anticuerpo y se lavé con PBS. La etapa final
implica la adicién de 100 pul de peroxidasa por pocillo incubada a temperatura ambiente hasta que las muestras
positivas mostraron un color verde, que era claramente distinguible del color del sustrato de peroxidasa pura. Se
midié la absorbancia a 405 nm con referencia a 490 nm y se correlaciond directamente con el nivel de BrdU
incorporada en la célula.

Dos de los compuestos de prueba (6-(2-hidroxibencilamino)-9-tetrahidropiranilpurina y 6-(2-metoxibencilamino)-9-
tetrahidropiranilpurina) mostraron sélo una ligera reduccion (< 5%) en la divisién o el crecimiento celular a la mayor
tasa de dosificacion de 200 uM. Los demas compuestos de prueba asi como los dos compuestos de prueba que
acaban de mencionarse a tasas menores no afectaron de manera significativa a la division o el crecimiento celular.
Por tanto, la division o el crecimiento celular parecieron normales.

Organizacion del citoesqueleto. Uno de los cambios cruciales relacionados con la edad durante el envejecimiento
celular in vitro son las alteraciones en la organizacion del citoesqueleto. Normalmente los fibroblastos jévenes tienen
un patron difuso de actina dispersa de manera homogénea por la totalidad de la célula con poca o ninguna
polimerizacion en comparacion con el patron de tincion similar a varillas altamente polimerizadas observado de la
manera mas comun en células agrandadas y senescentes. Se estudid el patron de tincibn de actina del
citoesqueleto tifiendo las células con ligando fluorescente faloidina marcada con FITC, usando un microscopio de
fluorescencia. Entonces se examinaron visualmente las células tratadas y no tratadas para identificar cualquier
cambio dentro de las células. No se usaron controles.

Se observaron las alteraciones no visibles en la organizacion del citoesqueleto de células tratadas con compuestos
de prueba. No hubo desplazamiento ni cambio evidente del patron difuso de actina dispersa de manera homogénea
por la totalidad de la célula (fenotipo joven) a filamentos de actina polimerizados similares a varillas (fenotipo
envejecido).
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Basandose en estas evaluaciones a corto plazo (es decir, unién celular, supervivencia, crecimiento, actividad
mitocondrial, actividad lisosémica, estudios de reversion y morfologia de cultivos de paso temprano y cerca de la
senescencia de fibroblastos de piel humanos de adulto) parece que los cuatro compuestos de prueba serian
adecuados para su uso en formulaciones cosméticas u otras formulaciones para el tratamiento de la piel, incluyendo
piel humana, prefiiéndose mas 6-(2-hidroxibencilamino)-9-tetrahidropiranilpurina, 6-(3-hidroxibencilamino)-9-
tetrahidropiranilpurina y 6-(2-metoxibencilamino)-9-tetrahidropiranilpurina.
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REIVINDICACIONES

Derivados de purina 6,9-disustituidos de férmula general |

F«i\\NH
NF "
.,
N ) \

y sus sales farmacéuticamente aceptables,

en la que R6 es un grupo alquilo, alquenilo, alquinilo, cicloalquilo, arilo, heterociclo, heterocicloalquilo,
heteroalquilo o arilalquilo que contiene al menos una sustitucion de hidroxilo en el mismo, y

en la que R9 es un grupo tetrahidropiran-2-ilo, tetrahidrofuran-2-ilo, 4-clorobutilo o 1-etoxietilo;

en los que alquilo indica una cadena de alquilo ramificada o no ramificada que contiene de 1 a 8 atomos de
carbono, que esta opcionalmente sustituido independientemente con de 1 a 7 sustituyentes seleccionados
del grupo que consiste en hidroxilo, halégeno, alquiloxilo, ariloxilo, alquilamino, arilamino, amino, mercapto,
carboxilo, ciano, nitro, carbamoilo, sulfo, sulfamido, acilamino, aciloxilo, alquiltio, ariltio, cicloalquilo,
alquiloxicarbonilamino, ariloxicarbonilamino, arilo, heterociclo y heteroarilo;

en los que alquenilo indica una cadena de alquenilo ramificada o no ramificada que contiene de 2 a 7
atomos de carbono con al menos un doble enlace en la misma, que esta opcionalmente sustituido
independientemente con de 1 a 6 sustituyentes seleccionados del grupo que contiene halégeno, grupo
hidroxilo, alquiloxilo, ariloxilo, amino, alquilamino, arilamino, mercapto, carboxilo, ciano, nitro, carbamoilo,
sulfo, sulfamido, acilo, acilamino, aciloxilo, alquiltio, ariltio, cicloalquilo, ariloxicarbonilamino y
alquiloxicarbonilamino,

en los que alquinilo indica una cadena de alquinilo ramificada o no ramificada que contiene de 2 a 7 &tomos
de carbono con al menos un triple enlace en la misma, que esta opcionalmente sustituido
independientemente con de 1 a 6 sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en halégeno, grupo
hidroxilo, alquiloxilo, ariloxilo, amino, alquilamino, arilamino, mercapto, carboxilo, ciano, nitro, carbamoilo,
sulfo, sulfamido, acilo, acilamino, aciloxilo, alquiltio, ariltio, cicloalquilo, alquiloxicarbonilamino y
ariloxicarbonilamino;

en los que cicloalquilo indica un grupo alquilo monociclico o policiclico que contiene de 3 a 15 atomos de
carbono, que esta opcionalmente sustituido independientemente con de 1 a 7 sustituyentes seleccionados
del grupo que consiste en halégeno, grupo hidroxilo, alquiloxilo, ariloxilo, amino, alquilamino, arilamino,
mercapto, carboxilo, ciano, nitro, carbamoilo, sulfo, sulfamido, acilo, acilamino, aciloxilo, alquiltio, ariltio,
cicloalquilo, ariloxicarbonilamino y alquiloxicarbonilamino;

en los que arilo indica un grupo carbociclico aromatico que contiene de 6 a 18 atomos de carbono con al
menos un anillo aromatico o un anillo condensado multiple con al menos un anillo aromatico, que esta
sustituido independientemente con de 1 a 7 sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en
halégeno, grupo hidroxilo, alquiloxilo, ariloxilo, amino, alquilamino, arilamino, mercapto, carboxilo, ciano,
nitro, carbamoilo, sulfo, sulfamido, acilo, acilamino, aciloxilo, alquiltio, ariltio, cicloalquilo,
ariloxicarbonilamino y alquiloxicarbonilamino;

en los que heterociclo indica un grupo heterociclico que contiene de 4 a 9 4tomos de carbono y al menos un
heteroatomo seleccionado del grupo que consiste en atomo de oxigeno, atomo de azufre y atomo de
nitrégeno, que esta opcionalmente sustituido independientemente con de 1 a 7 sustituyentes seleccionados
del grupo que consiste en grupo alquilo, halégeno, hidroxilo, alquiloxilo, ariloxilo, amino, alquilamino,
arilamino, mercapto, carboxilo, ciano, nitro, carbamoilo, sulfo, sulfamido, acilo, acilamino, aciloxilo, alquiltio,
ariltio, cicloalquilo, ariloxicarbonilamino y alquiloxicarbonilamino;

en los que heteroarilo indica un heterociclo en el que al menos un anillo heterociclico es aromatico, que
esta opcionalmente sustituido independientemente con de 1 a 7 sustituyentes seleccionados del grupo que
consiste en grupo alquilo, halégeno, hidroxilo, alquiloxilo, ariloxilo, amino, alquilamino, arilamino, mercapto,
carboxilo, ciano, nitro, carbamoilo, sulfo, sulfamido, acilo, acilamino, aciloxilo, alquiltio, ariltio, cicloalquilo,
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ariloxicarbonilamino y alquiloxicarbonilamino;

en los que heterocicloalquilo indica un grupo -Ra-Het en el que Het es un grupo heterociclo y R, es un grupo
alquilo, que esta opcionalmente sustituido independientemente con de 1 a 7 sustituyentes seleccionados
del grupo que consiste en grupo alquilo, halégeno, hidroxilo, alquiloxilo, ariloxilo, amino, alquilamino,
arilamino, mercapto, carboxilo, ciano, nitro, carbamoilo, sulfo, sulfamido, acilo, acilamino, aciloxilo, alquiltio,
ariltio, cicloalquilo, ariloxicarbonilamino y alquiloxicarbonilamino;

en los que heteroarilalquilo indica un grupo -Ra-HetAr en el que HetAr es un grupo heteroarilo y R, es tal
como se defini6é anteriormente;

en los que arilalquilo indica un grupo -Rp-Ar en el que Ar es un grupo arilo y Ry es una cadena de alquilo
ramificada o no ramificada que contiene de 1 a 6 4&tomos de carbono, que estd opcionalmente sustituido
independientemente con de 1 a 5 sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en grupo alquilo,
halégeno, hidroxilo, alquiloxilo, ariloxilo, amino, alquilamino, arilamino, mercapto, carboxilo, ciano, nitro,
carbamoilo, sulfo, sulfamido, acilo, acilamino, aciloxilo, alquiltio, ariltio, cicloalquilo, ariloxicarbonilamino y
alquiloxicarbonilamino;

en los que halégeno indica un atomo de fltor, bromo, cloro o yodo,

en los que hidroxilo indica un grupo -OH,

en los que mercapto indica un grupo -SH,

en los que amino indica un grupo -NHa,

en los que carbamoilo indica un grupo -CONHs.

en los que ciano indica un grupo -CN,

en los que carboxilo indica un grupo -COOH,

en los que nitro indica un grupo -NO.,

en los que sulfo indica un grupo -SO3R. en el que R es hidrégeno o alquilo,

en los que sulfamido indica el grupo SO2NR:R.’ en el que R. y R¢’ son independientemente hidrogeno o
alquilo,

en los que acilo indica un grupo -C(O)Rg, en el que Rq es alquilo, arilo, arilalquilo o cicloalquilo,

en los que aciloxilo indica un grupo -O-C(O)Re en el que Re es alquilo, arilo o heterociclo,

en los que acilamino indica un grupo -NHCORy, en el que Ry es alquilo, heterociclo o arilo,

en los que alquiloxicarbonilamino indica un grupo -NHCOORg en el que Rq es alquilo o cicloalquilo,
en los que ariloxicarbonilamino indica un grupo -NHCOORy, en el que Ry, es arilo,

en los que alquiloxilo indica un grupo -OR;, en el que Ry es alquilo, cicloalquilo o arilalquilo,

en los que ariloxilo indica un grupo -ORg en el que Ry es arilo,

en los que alquilamino indica un grupo -NRiR; en el que R; es hidrégeno, alquilo o heterociclo y R; es alquilo
o heterociclo,

en los que arilamino indica un grupo -NRxRp en el que Ry es hidrégeno o arilo y R, es alquilo, arilo o
heterociclo,

en los que alquiltio indica un grupo -SRy en el que Ry, es tal como se definié anteriormente, y
en los que ariltio indica un grupo -SRy en el que Ry es tal como se definié anteriormente.
Derivados de purina 6,9-disustituidos segun la reivindicacién 1, seleccionados del grupo que consiste en 6-

(2-hidroxiciclopropilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(3-
hidroxiciclobutilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il,  tetrahidrofuran-2-il, ~4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(4-
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hidroxiciclohexilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(2-hidroxi-
3-clorobencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(4-hidroxi-3-
clorobencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(3-hidroxi-4-
clorobencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(2-hidroxi-3-
yodobencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(4-hidroxi-5-
yodobencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(3-hidroxi-4-
yodobencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(2-hidroxi-3-
bromobencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(4-hidroxi-3-
bromobencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(3-hidroxi-4-
bromobencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(2-hidroxi-3-
fluorobencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(4-hidroxi-3-
fluorobencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(3-hidroxi-4-
fluorobencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(2,3-dihidroxi-
4-metoxibencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(2,4-
dihidroxi-3-metoxibencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-
(2,5-dihidroxi-4-metoxibencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina,
6-(3,5-dihidroxi-4-clorobencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina,
6-(2-hidroxibencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(3-
hidroxibencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il,  tetrahidrofuran-2-il,  4-clorobutil,  1l-etoxietil)purina, 6-(4-
hidroxibencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(3-hidroxi-4-
metoxibencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(3-hidroxi-5-
metoxibencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(2-hidroxi-3-
metoxibencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina; 6-(4-hidroxi-3-
metoxibencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(2-hidroxi-4-
metoxibencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(4-hidroxi-2-
metoxibencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(3,5-dimetil-
4-hidroxibencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(3,5-
dibromo-4-hidroxibencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 4-
clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(3-hidroximetil-3-metilalil)amino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-
clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(2)-(4-hidroxi-3-metilbut-2-en-1-ilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il,
tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(E)-(4-hidroxi-3-metilbut-2-en-1-ilamino)-9-
(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(Z)-(1'-metil-4-hidroxi-3-metilbut-2-
en-1-ilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(E)-(1'-metil-4-
hidroxi-3-metilbut-2-en-1-ilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-
(4-hidroxi-3-metilbutilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(1'-
etil-4-hidroxi-3-metilbutilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-
(2-hidroxi-3-piridilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(3-
hidroxi-4-piridilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(2-hidroxi-
4-morfolinilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(3-hidroxi-1-
pirrolidinilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(4-hidroxi-2-
metilanilino)-9-(tetrahidropiran-2-il,  tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(4-hidroxi-3-
metilanilino)-9-(tetrahidropiran-2-il,  tetrahidrofuran-2-il, ~4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(4-hidroxi-6-
metilanilino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(3-carboxi-4-
hidroxianilino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(4-hidroxi-2-
metoxilanilino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(4-hidroxi-3-
metoxianilino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina y sus sales
farmacéuticamente aceptables.

Derivados de purina 6,9-disustituidos segun la reivindicacién 2, seleccionados del grupo que consiste en 6-
(4-hidroxibencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(4-hidroxi-
3-metoxibencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(E)-(4-
hidroxi-3-metilbut-2-en-1-ilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-
(E)-(1’-metil-4-hidroxi-3-metilbut-2-en-1-ilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-
etoxietil)purina, 6-(4-hidroxi-3-metilbutilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-
etoxietil)purina,  6-(1’-metil-4-hidroxi-3-metilbutilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, ~ tetrahidrofuran-2-il,  4-
clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(4-hidroxi-3-metilanilino)-9-(tetrahidropiran-2-il,  tetrahidrofuran-2-il,  4-
clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(4-hidroxi-3-metoxianilino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-
clorobutil, 1-etoxietil)purina, y sus sales farmacéuticamente aceptables.

Composicion cosmética que comprende una cantidad eficaz de uno o mas derivados de purina 6,9-
disustituidos o sus sales farmacéuticamente aceptables y uno o mas excipientes, en la que los derivados de
purina 6,9-disustituidos son tal como se definen en la reivindicacién 1.

Composicion cosmética segun la reivindicacion 4, en la que los derivados de purina 6,9-disustituidos son tal
como se definen en la reivindicacion 2.
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Composicion cosmética segun la reivindicacién 4, en la que los derivados de purina 6,9-disustituidos son tal
como se definen en la reivindicacion 3.

Derivados de purina 6,9-disustituidos segun la reivindicacién 1, para su uso en la inhibicién del
envejecimiento o la senescencia de células epidérmicas de mamifero.

Derivados de purina 6,9-disustituidos segin la reivindicacién 2, para su uso en la inhibicién del
envejecimiento o la senescencia de células epidérmicas de mamifero.

Derivados de purina 6,9-disustituidos segun la reivindicacion 3, para su uso en la inhibicion del
envejecimiento o la senescencia de células epidérmicas de mamifero.

Derivados de purina 6,9-disustituidos de formula general |, o sus sales farmacéuticamente aceptables,

Re
“SNH
N
NF [ “ﬁ
K

en la que R6 es un grupo alquilo, alquenilo, alquinilo, cicloalquilo, arilo, heterociclo, heterocicloalquilo,
heteroalquilo o arilalquilo que contiene al menos una sustitucion de hidroxilo en el mismo, y

en la que R9 es un grupo tetrahidropiran-2-ilo, tetrahidrofuran-2-ilo, 4-clorobutilo o 1-etoxietilo;

en los que alquilo indica una cadena de alquilo ramificada o no ramificada que contiene de 1 a 8 atomos de
carbono, que esti opcionalmente sustituido independientemente con de 1 a 7 sustituyentes seleccionados
del grupo que consiste en hidroxilo, halégeno, alquiloxilo, ariloxilo, alquilamino, arilamino, amino, mercapto,
carboxilo, ciano, nitro, carbamoilo, sulfo, sulfamido, acilamino, aciloxilo, alquiltio, ariltio, cicloalquilo,
alquiloxicarbonilamino, ariloxicarbonilamino, arilo, heterociclo y heteroarilo;

en los que alquenilo indica una cadena de alquenilo ramificada o no ramificada que contiene de 2 a 7
atomos de carbono con al menos un doble enlace en la misma, que esta opcionalmente sustituido
independientemente con de 1 a 6 sustituyentes seleccionados del grupo que contiene haldégeno, grupo
hidroxilo, alquiloxilo, ariloxilo, amino, alquilamino, arilamino, mercapto, carboxilo, ciano, nitro, carbamoilo,
sulfo, sulfamido, acilo, acilamino, aciloxilo, alquiltio, ariltio, cicloalquilo, ariloxicarbonilamino vy
alquiloxicarbonilamino,

en los que alquinilo indica una cadena de alquinilo ramificada o no ramificada que contiene de 2 a 7 &tomos
de carbono con al menos un triple enlace en la misma, que esta opcionalmente sustituido
independientemente con de 1 a 6 sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en halégeno, grupo
hidroxilo, alquiloxilo, ariloxilo, amino, alquilamino, arilamino, mercapto, carboxilo, ciano, nitro, carbamoilo,
sulfo, sulfamido, acilo, acilamino, aciloxilo, alquiltio, ariltio, cicloalquilo, alquiloxicarbonilamino vy
ariloxicarbonilamino;

en los que cicloalquilo indica un grupo alquilo monociclico o policiclico que contiene de 3 a 15 atomos de
carbono, que esta opcionalmente sustituido independientemente con de 1 a 7 sustituyentes seleccionados
del grupo que consiste en halégeno, grupo hidroxilo, alquiloxilo, ariloxilo, amino, alquilamino, arilamino,
mercapto, carboxilo, ciano, nitro, carbamoilo, sulfo, sulfamido, acilo, acilamino, aciloxilo, alquiltio, ariltio,
cicloalquilo, ariloxicarbonilamino y alquiloxicarbonilamino;

en los que arilo indica un grupo carbociclico aromatico que contiene de 6 a 18 4tomos de carbono con al
menos un anillo aromatico o un anillo condensado multiple con al menos un anillo aromético, que esta
sustituido independientemente con de 1 a 7 sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en
halégeno, grupo hidroxilo, alquiloxilo, ariloxilo, amino, alquilamino, arilamino, mercapto, carboxilo, ciano,
nitro, carbamoilo, sulfo, sulfamido, acilo, acilamino, aciloxilo, alquiltio, ariltio, cicloalquilo,
ariloxicarbonilamino y alquiloxicarbonilamino;

en los que heterociclo indica un grupo heterociclico que contiene de 4 a 9 atomos de carbono y al menos un
heterodtomo seleccionado del grupo que consiste en atomo de oxigeno, atomo de azufre y atomo de
nitrégeno, que esta opcionalmente sustituido independientemente con de 1 a 7 sustituyentes seleccionados
del grupo que consiste en grupo alquilo, halégeno, hidroxilo, alquiloxilo, ariloxilo, amino, alquilamino,
arilamino, mercapto, carboxilo, ciano, nitro, carbamoilo, sulfo, sulfamido, acilo, acilamino, aciloxilo, alquiltio,
ariltio, cicloalquilo, ariloxicarbonilamino y alquiloxicarbonilamino;

33



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2463997 T3

en los que heteroarilo indica un heterociclo en el que al menos un anillo heterociclico es aromatico, que
esta opcionalmente sustituido independientemente con de 1 a 7 sustituyentes seleccionados del grupo que
consiste en grupo alquilo, halégeno, hidroxilo, alquiloxilo, ariloxilo, amino, alquilamino, arilamino, mercapto,
carboxilo, ciano, nitro, carbamoilo, sulfo, sulfamido, acilo, acilamino, aciloxilo, alquiltio, ariltio, cicloalquilo,
ariloxicarbonilamino y alquiloxicarbonilamino;

en los que heterocicloalquilo indica un grupo -Ra-Het en el que Het es un grupo heterociclo y R, es un grupo
alquilo, que esté opcionalmente sustituido independientemente con de 1 a 7 sustituyentes seleccionados
del grupo que consiste en grupo alquilo, halégeno, hidroxilo, alquiloxilo, ariloxilo, amino, alquilamino,
arilamino, mercapto, carboxilo, ciano, nitro, carbamoilo, sulfo, sulfamido, acilo, acilamino, aciloxilo, alquiltio,
ariltio, cicloalquilo, ariloxicarbonilamino y alquiloxicarbonilamino;

en los que heteroarilalquilo indica un grupo -Ra-HetAr en el que HetAr es un grupo heteroarilo y R, es tal
como se definié anteriormente;

en los que arilalquilo indica un grupo -Rp-Ar en el que Ar es un grupo arilo y Ry es una cadena de alquilo
ramificada o no ramificada que contiene de 1 a 6 atomos de carbono, que esta opcionalmente sustituido
independientemente con de 1 a 5 sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en grupo alquilo,
halégeno, hidroxilo, alquiloxilo, ariloxilo, amino, alquilamino, arilamino, mercapto, carboxilo, ciano, nitro,
carbamoilo, sulfo, sulfamido, acilo, acilamino, aciloxilo, alquiltio, ariltio, cicloalquilo, ariloxicarbonilamino y
alquiloxicarbonilamino;

en los que halégeno indica un atomo de flior, bromo, cloro o yodo,

en los que hidroxilo indica un grupo -OH,

en los que mercapto indica un grupo -SH,

en los que amino indica un grupo -NHa,

en los que carbamoilo indica un grupo -CONHs.

en los que ciano indica un grupo -CN,

en los que carboxilo indica un grupo -COOH,

en los que nitro indica un grupo -NOy,

en los que sulfo indica un grupo -SO3R. en el que R es hidrégeno o alquilo,

en los que sulfamido indica el grupo SO2NR:R.' en el que R; y R¢' son independientemente hidrégeno o
alquilo,

en los que acilo indica un grupo -C(O)Rg, en el que Rq es alquilo, arilo, arilalquilo o cicloalquilo,

en los que aciloxilo indica un grupo -O-C(O)Re en el que Re es alquilo, arilo o heterociclo,

en los que acilamino indica un grupo -NHCORy, en el que Rt es alquilo, heterociclo o arilo,

en los que alquiloxicarbonilamino indica un grupo -NHCOORy en el que Ry es alquilo o cicloalquilo,
en los que ariloxicarbonilamino indica un grupo -NHCOORy, en el que Ry, es arilo,

en los que alquiloxilo indica un grupo -OR;, en el que Ry es alquilo, cicloalquilo o arilalquilo,

en los que ariloxilo indica un grupo -ORy en el que Ry es arilo,

en los que alquilamino indica un grupo -NRiR; en el que R; es hidrégeno, alquilo o heterociclo y R; es alquilo
o heterociclo,

en los que arilamino indica un grupo -NRxRy en el que R es hidrégeno o arilo y R, es alquilo, arilo o
heterociclo,

en los que alquiltio indica un grupo -SRy en el que Ry es tal como se definié anteriormente, y
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en los que ariltio indica un grupo -SRq en el que Ry es tal como se definié anteriormente, para su uso en el
tratamiento de estados patolégicos de la piel en un mamifero.

Derivados de purina 6,9-disustituidos segun la reivindicacion 10, seleccionados del grupo que consiste en
6-(2-hidroxiciclopropilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(3-
hidroxiciclobutilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, ~4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(4-
hidroxiciclohexilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(2-hidroxi-
3-clorobencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(4-hidroxi-3-
clorobencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(3-hidroxi-4-
clorobencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(2-hidroxi-3-
yodobencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(4-hidroxi-5-
yodobencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(3-hidroxi-4-
yodobencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(2-hidroxi-3-
bromobencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(4-hidroxi-3-
bromobencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(3-hidroxi-4-
bromobencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(2-hidroxi-3-
fluorobencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(4-hidroxi-3-
fluorobencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(3-hidroxi-4-
fluorobencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(2,3-dihidroxi-
4-metoxibencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(2,4-
dihidroxi-3-metoxibencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-
(2,5-dihidroxi-4-metoxibencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina,
6-(3,5-dihidroxi-4-clorobencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina,
6-(2-hidroxibencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(3-
hidroxibencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il,  tetrahidrofuran-2-il,  4-clorobutil,  1-etoxietil)purina,  6-(4-
hidroxibencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(3-hidroxi-4-
metoxibencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(3-hidroxi-5-
metoxibencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(2-hidroxi-3-
metoxibencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(4-hidroxi-3-
metoxibencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(2-hidroxi-4-
metoxibencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(4-hidroxi-2-
metoxibencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(3,5-dimetil-
4-hidroxibencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(3,5-
dibromo-4-hidroxibencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(3-
hidroximetil-3-metilalil)amino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(Z)-

(4-hidroxi-3-metilbut-2-en-1-ilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-
etoxietil)purina, 6-(E)-(4-hidroxi-3-metilbut-2-en-1-ilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-
clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(Z)-(1’-metil-4-hidroxi-3-metilbut-2-en-1-ilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il,

tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(E)-(1'-metil-4-hidroxi-3-metilbut-2-en-1-ilamino)-9-
(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(4-hidroxi-3-metilbutilamino)-9-

(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(1"-metil-4-hidroxi-3-
metilbutilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(2-hidroxi-3-
piridilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il,  tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(3-hidroxi-4-
piridilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il,  tetrahidrofuran-2-il,  4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(2-hidroxi-4-

morfolinilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(3-hidroxi-1-
pirrolidinilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(4-hidroxi-2-

metilanilino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, ~ 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(4-hidroxi-3-
metilanilino)-9-(tetrahidropiran-2-il,  tetrahidrofuran-2-il, ~ 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(4-hidroxi-6-
metilanilino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, ~4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(3-carboxi-4-

hidroxianilino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, ~4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(4-hidroxi-2-
metoxianilino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(4-hidroxi-3-
metoxianilino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina y sus sales
farmacéuticamente aceptables

para su uso en el tratamiento de estados patoldgicos de la piel en un mamifero.

Derivados de purina 6,9-disustituidos segun la reivindicacién 10, seleccionados del grupo que consiste en
6-(4-hidroxibencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(4-
hidroxi-3-metoxibencilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(E)-
(4-hidroxi-3-metilbut-2-en-1-ilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-clorobutil, 1-
etoxietil)purina, 6-(E)-(1'-metil-4-hidroxi-3-metilbut-2-en-1-ilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il,
4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(4-hidroxi-3-metilbutilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-
clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(1’-metil-4-hidroxi-3-metilbutilamino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-
il, 4-clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(4-hidroxi-3-metilanilino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-
clorobutil, 1-etoxietil)purina, 6-(4-hidroxi-3-metoxianilino)-9-(tetrahidropiran-2-il, tetrahidrofuran-2-il, 4-
clorobutil, 1-etoxietil)purina y sus sales farmacéuticamente aceptables para su uso en el tratamiento de
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estados patolégicos de la piel en un mamifero.

Derivados de purina 6,9-disustituidos segun la reivindicacién 1, o sus sales farmacéuticamente aceptables,
para su uso en el tratamiento de respuestas inmunoldgicas resultantes de, o asociadas con, inflamacién en
la piel de mamifero.

Derivados de purina 6,9-disustituidos segun la reivindicacion 2, o sus sales farmacéuticamente aceptables,
para su uso en el tratamiento de respuestas inmunolégicas resultantes de, o asociadas con, inflamacién en
la piel de mamifero.

Derivados de purina 6,9-disustituidos segun la reivindicacién 3, o sus sales farmacéuticamente aceptables,
para su uso en el tratamiento de respuestas inmunoldgicas resultantes de, o asociadas con, inflamacién en
la piel de mamifero.

Derivados de purina 6,9-disustituidos segun la reivindicacion 1, o sus sales farmacéuticamente aceptables,
para su uso en la mejora de efectos adversos del envejecimiento en células de mamifero.

Derivados de purina 6,9-disustituidos segun la reivindicacion 2, o sus sales farmacéuticamente aceptables,
para su uso en la mejora de efectos adversos del envejecimiento en células de mamifero.

Derivados de purina 6,9-disustituidos segun la reivindicacion 3, o sus sales farmacéuticamente aceptables,
para su uso en la mejora de efectos adversos del envejecimiento en células de mamifero.
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