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DESCRIPCION
Compuestos activadores de la telomerasa y métodos de uso de los mismos
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al uso de una serie de compuestos para potenciar la expresién y/o la activacion de
la telomerasa y para el tratamiento de enfermedades, trastornos y/o afecciones relacionadas.

Antecedentes de la invencion

La telomerasa es una ribonucleoproteina que cataliza la adicién de repeticiones teloméricas a los extremos de los
teldbmeros. Los teldmeros son largas extensiones de secuencias repetidas que tapan los extremos de los
cromosomas. En los seres humanos, los telomeros tienen generalmente una longitud de 7-10 kb y comprenden
multiples repeticiones. La telomerasa no se expresa en la mayoria de las células adultas y la longitud de los
telédmeros disminuye con las sucesivas rondas de replicacion.

La telomerasa actia como transcriptasa inversa en el alargamiento de los telémeros, lo que impide la pérdida de los
teldémeros debido a los problemas de replicacion de los extremos. Sin telomerasa los teldmeros se acortan en cada
division celular, lo que conduce a la senescencia, apoptosis y muerte celular causada por la inestabilidad
cromosomica. La telomerasa es inactiva en las células somaticas, pero activas en el 90 % de las células cancerosas,
donde se reactiva la telomerasa. Aunque la activacion de la telomerasa puede ser peligrosa, ya que puede imitar el
proceso de desarrollo del cancer, se pueden administrar teéricamente agentes potenciadores de la telomerasa como
agentes anti-envejecimiento y clinicamente Utiles en ciertas afecciones médicas. Por el contrario, los inhibidores de
la telomerasa pueden ser Utiles para combatir el cancer. El cancer y el envejecimiento estan estrechamente
relacionados entre si: Las intervenciones que protegen contra el cancer pueden conducir al envejecimiento
prematuro mientras que se requiere la inmortalizacién de las células en la formacién de células cancerosas
malignas. A pesar del riesgo tedrico de activacion de la carcinogénesis, la activacién de la telomerasa puede
conducir a una tasa reducida de envejecimiento.

La evaluacién de la longitud de los teldmeros es importante en la comprensién de la importancia biolégica y clinica
de los telébmeros. La longitud de los telémeros sirve como un indicador util en el estudio de la estabilidad
cromosémica, la actividad y/o expresion de la telomerasa, la capacidad proliferativa y proceso de envejecimiento de
las células. El valor clinico de los telémeros se puede demostrar en su importancia en el cancer, el sindrome de
envejecimiento prematuro o progeria segmentaria; anomalias genéticas, enfermedades derivadas de la inestabilidad
cromosomica, como el sindrome de Bloom (un trastorno hereditario poco frecuente que se caracteriza por una alta
frecuencia de roturas y reordenamientos en los cromosomas de la persona afectada) y en enfermedades
relacionadas con la edad, como el sindrome de Warner (una enfermedad rara que se manifiesta por el rapido
envejecimiento en las personas mas jovenes). La dindmica de la longitud de los telémeros tiene distintos patrones
de expresion en la progresion de enfermedades especificas. Por lo tanto, tiene un gran valor en el pronéstico de las
enfermedades.

La longitud de los telomeros se puede medir por transferencia Southern, ensayo de proteccion de hibridacion,
fluorescencia por hibridacion in situ, citometria de flujo, cebado in situ, reaccion en cadena de la polimerasa
cuantitativa y andlisis individual de la longitud telomérica.

La falta de actividad y/o expresion de la telomerasa y los telomeros cortos puede causar disqueratosis congénita,
anemia aplasica, aumento de la mortalidad por enfermedades cardiovasculares, ictus o infecciones, hipertension o
estrés crénico.

Se ha demostrado que la transduccion de la telomerasa en los ratones con telomerasa desactivada prevenia dafios
en el higado.

Ademas de la funcién de la telomerasa en el mantenimiento de la longitud de los telémeros, un nimero cada vez
mayor de datos sugiere que la proteina de la telomerasa transcriptasa inversa (TERT) tiene funciones fisiolégicas
adicionales, es decir, la protecciéon de las células y de los ratones de diversos dafios en un mecanismo (todavia no
dilucidado) que no implica el alargamiento de los telomeros.

Los compuestos que activan la telomerasa tienen su aplicacion, por lo tanto, en multiples escenarios clinicamente
relevantes.

Sumario de la invencion

En una realizacién, esta invencién proporciona un compuesto representado por la estructura de férmula VI:



10

15

20

ES 2527759 T3

Ry OH R

Vi

en la que Ry, Rs', R4, Re', R7'y Rg' son iguales y se seleccionan de heterocicloalquilo, alcoxi y dialquilamino y R1o es
metilo o por la estructura de formula XIV:

Br Br

o por la estructura de formula XV:

OH

o por la estructura de la formula XVI:

CH,0 OCH,

OCH, XVI

para su uso en el tratamiento en un sujeto de enfermedades que se pueden tratar mediante la estimulacion o el
aumento de la expresion y/o actividad de la telomerasa y seleccionadas de una enfermedad neurodegenerativa,
lesion del sistema nervioso, enfermedad vascular, una enfermedad o trastorno asociado con el envejecimiento, una
enfermedad degenerativa de las articulaciones, una enfermedad degenerativa del sistema esquelético, una
enfermedad degenerativa de la musculatura, degeneracién macular, infeccion, deterioro del sistema inmunitario,
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cancer, enfermedad degenerativa inflamatoria, un trastorno genético que causa renovacién celular acelerada,
anemia, infertilidad masculina o femenina y una enfermedad aguda o crénica o trastorno de la piel por contacto de la
piel afectada con el compuesto.

5 En otra realizacién, dicha afeccién o trastorno agudo de la piel es una herida, una quemadura, una abrasién, una
incisién, un sitio de injerto, una lesién vascular, una lesion causada por un agente infeccioso, una Ulcera venosa
cronica, una Ulcera diabética, una Ulcera de compresion, una Ulcera por presion, una llaga o Ulcera de la mucosa,
melanoma o formacién de queloides.

10  En otra realizacién, la estructura de la férmula VI esta representada por la estructura de formula VII:

I |

HO OH

NSO

| Vil

o por la estructura de la férmula VIII:
15

VIl

o por la estructura de la férmula IX:

20 AN [ X

o por la estructura de la formula X:
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o por la estructura de férmula XII:

o por la estructura de formula XIlI:
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En otra realizacion, la estructura de la férmula VI esta representada por la estructura de férmula XIV:

Br Br

OH X1V
o por la estructura de férmula XV:
HO OH
OH XV
o por la estructura de la formula XVI:
CH;0 OCH
3 Z ‘ 3
SN
I =
=
OCH;

XVI

En otra realizacion, la invencion hace uso de un compuesto representado por la estructura de la férmula VI, XIV, XV
o XVI como se ha definido anteriormente para el tratamiento de una afeccién relacionada con la edad que se puede
tratar mediante la estimulacién o el aumento de la expresion y/o actividad de la telomerasa, en la que la afeccién
relacionada con la edad es arrugamiento de la piel 0 encanecimiento del cabello.

En otra realizacion, la invenciéon hace uso de un compuesto representado por la estructura de formula VII, VIII, 1X, X,
Xl, XIl o XIIl como se ha definido anteriormente para el tratamiento de una afeccién relacionada con la edad que se
puede tratar mediante la estimulacion o aumento de la expresion y/o actividad de la telomerasa, en donde la
afeccion relacionada con la edad es arrugamiento de la piel o encanecimiento del cabello.

Breve descripcion de los dibujos

La materia considerada como la invencién se indica particularmente y se reivindica claramente en la parte final de la
memoria. La invencidn, sin embargo, tanto en cuanto a organizacién como método de funcionamiento, junto con los
objetos, caracteristicas y ventajas de la misma, puede entenderse mejor por referencia a la siguiente descripcién
detallada cuando se lee con los dibujos adjuntos en los que:

Fig. 1: Tratamiento de las células U-251 con los compuestos de la presente invencién y medicion de la actividad
de telomerasa mediante un ensayo TRAP. A. Actividad de la telomerasa en las células tratadas con el
Compuesto 68. B. Cuantificacion de los resultados y % de activacién de la telomerasa.

Fig. 2: Aumento dependiente del tiempo del nivel de proteina de la telomerasa por los compuestos de la presente
invencién. A. Analisis de transferencia Western con anticuerpo anti-telomerasa humana. B. Cuantificacion del
nivel de proteina de la telomerasa.
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Fig 3: El compuesto 68 aumenta la expresion de la ARN telomerasa. A. Andlisis de transferencia Northern
utilizando la sonda de ADNc especifica de hTERT. AD es actinomicina D.B. Cuantificacion del nivel de ARN.

Fig 4: El efecto del tratamiento con los compuestos de la presente invencidon sobre la supervivencia y la
proliferacién de hMSC.

Fig 5: Activacion de la expresion de la telomerasa en hMSC por los compuestos de la presente invencién. A.
hMSC tratadas con 250 nM de los compuestos 79, 77 y 68 durante 6 horas. La inmunofluorescencia se realiz
con anticuerpo anti-hTERT (rojo) y el ndcleo se tifié con DAPI (azul). B. hMSC tratadas con el compuesto 79
durante 6 y 24 h. La actividad telomerasa se midié por PCR en tiempo real usando un kit de deteccién de
telomerasa cuantitativa (Allied Biotech Inc., EE.UU.).

Fig 6: El efecto de los compuestos de la presente invencion sobre queratinocitos humanos senescentes in vitro.

Fig 7: A. El efecto de los compuestos de la presente invencién sobre las células epiteliales pigmentadas de la
retina humana bajo estrés oxidativo. B. El efecto de los compuestos sobre la actividad de la telomerasa en las
células del RPE (medido por un kit de deteccién cuantitativa de telomerasa-PCR en tiempo real).

Fig. 8: Prolongacion de la vida de C. elegans por los compuestos 68 y 77 activadores de la telomerasa.

Fig. 9: Activacion de la expresion de la telomerasa por los compuestos de la presente invencién en las células
del endometrio de rata. A,B. Andlisis histolégico. C-F. Analisis inmunohistoquimico con anticuerpo anti-hTERT
especifico. G. Actividad de la telomerasa en extractos nucleares derivados de endometrio de ratas inyectadas
con compuestos de la presente invencion. G(B) Actividad de la telomerasa en extractos nucleares derivados de
endometrio de ratas inyectadas con compuestos de la presente invencion medida por PCR en tiempo real
utilizando un kit de deteccidn cuantitativa de la telomerasa (Allied Biotech Inc., EE.UU.).

Fig. 10: Activacion de la telomerasa de las células de la corteza cerebral de rata por los compuestos de la
presente invencion.

Fig. 11: Activacion de la telomerasa de SNC de ratdn por los compuestos de la presente invencion.

Fig. 12: La proteina de la telomerasa aumenta en ratas tratadas con los compuestos de la presente invencion.

Fig. 13: Prevencion de la apoptosis inducida por glutamato en el cerebelo del ratén por el Compuesto 79.

Fig. 14: La expresion de la telomerasa se activa en el corazén del ratén por el Compuesto 79.

Fig. 15: El compuesto 68 previene el efecto de los fa&rmacos perjudiciales para el desarrollo embrionario en ratas.
Descripcion detallada de la presente invencion

En la siguiente descripcion detallada, se exponen numerosos detalles especificos con el fin de proporcionar una
comprensién completa de la invencién. Sin embargo, se entendera por los expertos en la técnica que la presente
invencion puede ponerse en practica sin estos detalles especificos. En otros casos no se han descrito en detalle
métodos, procedimientos y componentes bien conocidos para no oscurecer la presente invencion.

La presente invencion se refiere al uso de los compuestos tri-fenilo para el tratamiento de enfermedades o
afecciones susceptibles de ser afectadas por el aumento de la expresion de la telomerasa y/o la activacion de la
telomerasa, tal como se define en las reivindicaciones adjuntas.

La descripcién divulga el uso de tales compuestos, los cuales estimulan y/o incrementan la expresion y/o actividad
de la telomerasa en las células y tejidos de un sujeto, en donde la actividad esta disminuida, falta, esta alterada o es
anormal. Tales trastornos incluyen, entre otros, a) la enfermedad de Alzheimer; b) la enfermedad de Parkinson; c) la
enfermedad de Huntington; d) dafio nervioso, enfermedad de la motoneurona, esclerosis multiple (EM), lesion del
sistema nervioso central y periférico incluyendo lesion de la médula y accidentes vasculares cerebrales; €) ictus; f)
enfermedades o afecciones asociadas con el envejecimiento, tales como por ejemplo, el envejecimiento de la piel,
tales como la atrofia y adelgazamiento dérmico, elastolisis y arrugamiento de la piel, hiperplasia o hipoplasia de la
glandula sebacea, lentigo senil, anomalias de pigmentacién, envejecimiento de la pérdida de cabello y
adelgazamiento del cabello (calvicie, alopecia) o Ulceras crénicas de la piel; g) enfermedad degenerativa de las
articulaciones; h) osteoporosis, artrosis y otras afecciones del sistema esquelético; i) sarcopenia y otras afecciones
degenerativas de la musculatura; j) enfermedades del sistema vascular relacionadas con la edad y el estrés
incluyendo aterosclerosis, calcificacion, trombosis y aneurisma; k) degeneracion macular relacionada con la edad; )
el SIDA; m) deterioro del sistema inmunitario relacionado con la edad y el estrés, incluyendo el deterioro del
recambio de tejidos que se produce con el envejecimiento natural, el cancer, terapia del cancer, infecciones agudas
o cronicas, enfermedades inflamatorias degenerativas o con trastornos genéticos que provocan un recambio celular
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acelerado y anemias relacionadas y otras afecciones degenerativas; n) cicatrizacion de heridas, quemaduras,
abrasiones u otras afecciones agudas o cronicas de la epidermis o) defecto de la fase luteinica y/o p) insuficiencia
ovarica prematura (insuficiencia ovarica primaria o hipogonadismo hipergonadotrépico).

Los compuestos de la invencion:

La invenciéon comprende el uso de compuestos tri-fenilo representados por la estructura de férmulas VI a XVI.

El término “alquilo” se refiere a grupos alquilo de cadena lineal y cadena ramificada. En una realizacion, el grupo
alquilo tiene 1-12 carbonos. En otra realizacion, el grupo alquilo tiene 1-7 carbonos. En otra realizacion, el grupo
alquilo tiene 1-6 carbonos. En otra realizacién, el grupo alquilo tiene 1-7 carbonos. En otra realizacién, el grupo
alquilo tiene 2-6 carbonos. En otra realizacién, el grupo alquilo tiene 1-7 carbonos. En otra realizacién, el grupo
alquilo tiene 2-8 carbonos. En otra realizacién, el grupo alquilo tiene 3-6 carbonos. En otra realizacién, el grupo
alquilo tiene 3-7 carbonos. En otra realizacion, el grupo alquilo tiene 1-4 atomos de carbono. En otra realizacion, el
grupo alquilo ramificado es un alquilo sustituido por cadenas laterales de alquilo de 1 a 5 carbonos.

Un grupo “alcoxi” se refiere a un grupo alquilo como se ha descrito anteriormente, que esta unido al oxigeno.
Ejemplos de grupos alcoxi son etoxi, propoxi, terc-butoxi.

Un grupo “heterocicloalquilo” se refiere, en una realizacion, a un anillo no aromatico, monociclico o policiclico que
comprende carbono y ademas de carbono, azufre, fésforo, oxigeno o nitrégeno, como parte del anillo. Un grupo
heterocicloalquilo puede tener uno o mas dobles enlaces en el anillo siempre que el anillo no se vuelva aromatico
por su presencia. Ejemplos de grupos heterocicloalquilo incluyen, pero no se limitan a, piperidina, piperazina, pirano,
morfolina. Preferiblemente, el grupo heterocicloalquilo es un anillo monociclico o biciclico de una estructura de anillo
que comprende, ademas de atomos de carbono, azufre, oxigeno, nitrégeno o cualquier combinacion de los mismos,
como parte del anillo. En otra realizacion, el heterocicloalquilo es un anillo de 3-12 miembros. En otra realizacion, el
heterocicloalquilo es un anillo de 6 miembros. En otra realizacion, el heterocicloalquilo es un anillo de 5-7 miembros.
En otra realizacién, el heterocicloalquilo es un anillo de 4-8 miembros. En otra realizacion, el heterocicloalquilo es
una urea ciclica, imidazolinilo, imidazolidinilo, pirrolinilo, pirrolidinilo, oxazolinilo, isoxazolinilo, oxazolidinilo,
oxazolidonilo, isoxazolidonilo, pirazolinilo, pirazolidinilo, piperidilo, piperazina, morfolinilo.

Las sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos pueden producirse para formar sales de metales
alcalinos y para formar sales de adicion de acidos libres o bases libres. Sales de adicién de acido
farmacéuticamente aceptables adecuadas de los compuestos de esta invencién se pueden preparar a partir de un
acido inorganico o de un &cido organico. Ejemplos de &cidos inorganicos son &cido clorhidrico, bromhidrico,
yodhidrico, nitrico, carbonico, sulfurico y fosfoérico. En una realizacion, los &acidos organicos pueden ser
seleccionados de las clases de &cidos organicos alifaticos, cicloalifaticos, aromaticos, aralifaticos, heterociclicos,
carboxilicos y sulfonicos, ejemplos de los cuales son acido férmico, acético, propidnico, succinico, glicélico,
gluconico, lactico, malico, tartarico, citrico, ascérbico, glucurdnico, maleico, fumarico, piravico, aspartico, glutamico,
benzoico, antranilico, oxalico, p-toluenosulfénico, mesilico, salicilico, p-hidroxibenzoico, fenilacético, mandélico,
embonico (pamoico), metanosulfénico, etilsulfénico, bencenosulfénico, sulfanilico, estedrico,
ciclohexilaminosulfénico, algénico, galacturdnico. Sales de adicibn de base farmacéuticamente aceptables
adecuadas de los compuestos de esta invencion incluyen sales metdlicas hechas de aluminio, calcio, litio, magnesio,
potasio, sodio y zinc o sales organicas hechas de N,N'-dibenciletilendiamina, colina, cloroprocaina, dietanolamina,
etilendiamina, meglumina (N-metilglucamina) y procaina. Todas estas sales pueden prepararse por medios
convencionales a partir de los compuestos correspondientes.

Las sales farmacéuticamente aceptables se pueden preparar, a partir de los compuestos fendlicos, por tratamiento
con bases inorganicas, por ejemplo, hidréxido de sodio.

En algunas realizaciones, la invencion proporciona el uso del compuesto, para el tratamiento de una afeccién que se
puede tratar aumentando la actividad y/o expresion de la telomerasa en células o tejido de un sujeto, tales como el
tratamiento de una afeccién aguda o crénica de la epidermis y/o el tratamiento de enfermedades del sistema
vascular relacionadas con la edad y el estrés, incluyendo aterosclerosis, calcificacion, trombosis, hipertensién o
aneurisma y/o tratamiento de la degeneracién macular relacionada con la edad y/o enfermedades relacionadas con
la edad de la piel y/o tratamiento del deterioro del sistema inmunitario relacionado con la edad y el estrés.

En algunas realizaciones, la invencién proporciona composiciones que comprenden el compuesto de esta invencion
y/o el tratamiento de afecciones relacionadas con la infertilidad femenina incluyendo el defecto de la fase luteinica o
insuficiencia ovarica prematura (insuficiencia ovarica primaria o hipogonadismo hipergonadotrépico) y/o disminucion
de la actividad telomerasa de las células de la granulosa y/o el tratamiento de afecciones relacionadas con la
infertilidad masculina, incluyendo alteraciones en la espermatogénesis o en la liberacion de espermatozoides.

En una realizacion, los términos “tratar” o “tratamiento” incluyen el tratamiento preventivo, asi como el tratamiento de

remision del trastorno. Los términos “reducir”, “suprimir” e “inhibir” tienen su significado entendido cominmente de
atenuar o disminuir, o retrasar, en otra realizacién, o reducir, en otra realizacién, la incidencia, la gravedad o
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patogénesis de una enfermedad, trastorno o afeccién. En una realizacion, el tratamiento a largo plazo se refiere a la
demora en la progresiéon de, remision prolongada de, reduccion de la incidencia de, o la mejora de los sintomas
asociados con la enfermedad, trastorno o afeccion. En una realizacion, los términos “tratar” “reducir”, “suprimir” o
“inhibir” se refieren a una reduccién en la morbilidad, la mortalidad o una combinacién de las mismas, en asociacién
con la enfermedad, trastorno o afeccién indicada. En una realizacion, el término “progresion” se refiere a un aumento
en su alcance o gravedad, avance, crecimiento o empeoramiento. El término “recurrencia” significa en otra
realizacion, el regreso de una enfermedad después de una remision. En una realizacion, el uso en el tratamiento de
la invencion reduce la gravedad de la enfermedad, o en otra realizacién, los sintomas asociados con la enfermedad,
0 en otra realizacion, reduce el nUmero de biomarcadores expresados durante la enfermedad.

En una realizacién, el término “tratar” y sus aspectos incluidos, se refiere a la administracién a un sujeto con la
enfermedad, trastorno o afeccién indicada, o en algunas realizaciones, a un sujeto predispuesto a la enfermedad,
trastorno o afeccion indicada. El término “predispuesto a” debe considerarse que se refiere, entre otras cosas, a un
perfil genético o relacién familiar que se asocia con una tendencia 0 aumento estadistico en la incidencia, gravedad,
etc., de la enfermedad indicada. En algunas realizaciones, el término “predispuesto a” debe considerarse que se
refiere, entre otras cosas, a un estilo de vida que se asocia con un mayor riesgo de la enfermedad indicada. En
algunas realizaciones, el término “predispuesto a” debe considerarse que se refiere, entre otras cosas, a la
presencia de biomarcadores que estan asociados con la enfermedad indicada, por ejemplo, en el cancer, el término
“predispuesto a” puede comprender la presencia de precursores precancerosas del cancer indicado.

En algunas realizaciones, el término “reduccion de la patogénesis” debe entenderse que abarca la reduccion de
dafo tisular o dafno del érgano asociado con una enfermedad, trastorno o afeccién en particular. En otra realizacion,
el término “reduccion de la patogénesis” se debe entender que abarca la reduccién de la incidencia o gravedad de
una enfermedad, trastorno o afeccion asociada, con aquella en cuestion. En otra realizacion, el término “reduccion
de la patogénesis” se debe entender que abarca reducir el nimero de enfermedades, trastornos o afecciones
asociadas con la indicada o sintomas asociados a la misma.

El término “administrar”, en otra realizacion, se refiere a poner a un sujeto en contacto con un compuesto de la
presente invencion. La administracién se lleva a cabo in vivo, es decir, en células o tejidos de organismos vivos, por
ejemplo, seres humanos.

En una realizacion, la invencién hace uso del compuesto descrito de esta invencidén poniendo en contacto o uniendo
una enzima telomerasa en una cantidad eficaz para aumentar la actividad y/o expresion de la telomerasa y de ese
modo mediando en los efectos descritos.

Composiciones farmacéuticas

En algunas realizaciones, esta invencién proporciona el uso en métodos que comprenden administrar una
composiciéon que comprende los compuestos descritos. Como se usa en la presente memoria, “composicion
farmacéutica” significa una “cantidad terapéuticamente eficaz” del principio activo, es decir, los compuestos
utilizados en esta invencion, junto con un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable. Una “cantidad
terapéuticamente eficaz” como se usa en la presente memoria se refiere a la cantidad que proporciona un efecto
terapéutico para una afeccion y régimen de administracién dados.

En algunas realizaciones, las composiciones pueden comprender al menos un compuesto utilizado en esta
invencion, en cualquier forma o realizacién descrita en la presente memoria. En algunas realizaciones, el término
“un” se debe entender que abarca un unico o multiple del material indicado. En algunas realizaciones, el término “un”
0 “una” se refiere a al menos uno.

En algunas realizaciones, cualquiera de las composiciones consistira en un compuesto utilizado en esta invencion,
en cualquier forma o realizacién descrita en la presente memoria. En algunas realizaciones, las composiciones
consistiran esencialmente en un compuesto usado en cualquier forma o realizacién descrita en la presente memoria.

En algunas realizaciones, el término “comprende” se refiere a la inclusién del principio activo indicado, tales como
los compuestos utilizados en esta invencion, asi como la inclusion de otros principios activos y vehiculos,
excipientes, emolientes, estabilizadores, etc. farmacéuticamente aceptables, como se conocen en la industria
farmacéutica. En algunas realizaciones, cualquiera de las composiciones comprenderan un compuesto de férmula VI
- XVI en cualquier forma o realizacién descrita en la presente memoria. En algunas realizaciones, cualquiera de las
composiciones consistiran en un compuesto de formula VI - XVI, en cualquier forma o realizacién descrita en la
presente memoria. En algunas realizaciones, las composiciones consistiran esencialmente en un compuesto
utilizado en esta invencion, en cualquier forma o realizacion descrita en la presente memoria. En algunas
realizaciones, el término “comprende” se refiere a la inclusién del principio activo indicado, tal como el compuesto
utilizado en esta invencién, asi como la inclusion de otros principios activos, y vehiculos, excipientes, emolientes,
estabilizantes farmacéuticamente aceptables, como son conocidos en la industria farmacéutica. En algunas
realizaciones, el término “consiste esencialmente en” se refiere a una composicién, cuyo Unico principio activo es el
principio activo indicado, sin embargo, se pueden incluir otros compuestos que son para la estabilizaciéon y
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conservacion de la formulacién, pero que no estan implicados directamente en el efecto terapéutico del principio
activo indicado. En algunas realizaciones, el término “consiste esencialmente en” se refiere a una composicion, cuyo
Unico principio activo con un modo de accion comparable, o diana molecular comparable es el principio activo
indicado, sin embargo, se pueden incorporar otros principios activos con dichos principios activos secundarios que
actlan sobre diferentes dianas o con capacidad paliativa. En algunas realizaciones, el término “consiste
esencialmente en” puede referirse a los componentes que facilitan la liberacién del principio activo. En algunas
realizaciones, el término “que consiste en” se refiere a una composicién, que contiene un compuesto como se
describe en la presente memoria como el Unico principio activo y un vehiculo o excipiente farmacéuticamente
aceptable.

Un componente activo puede formularse en la composicién como formas de sales farmacéuticamente aceptables
neutralizadas. Las sales farmacéuticamente aceptables incluyen las sales de adicion de acido, que se forman con
acidos inorganicos tales como, por ejemplo, acidos clorhidrico o fosférico, o acidos organicos tales como acético,
oxalico, tartarico, mandélico. Las sales formadas a partir de los grupos carboxilo libres también se pueden derivar de
bases inorganicas tales como, por ejemplo, sodio, potasio, amonio, calcio, o hidréxidos férricos, y bases organicas
tales como isopropilamina, trimetilamina, 2-etilamino etanol, histidina, procaina.

Las composiciones farmacéuticas que contienen el compuesto utilizado en esta invencién se pueden administrar a
un sujeto por cualquier método conocido para una persona experta en la técnica, tales como por via oral, parenteral,
intravascular, paracanceral, transmucosa, transdérmica, intramuscular, intranasal, intravenosa, intradérmica,
subcutanea, sublingual, intraperitoneal, intraventricular, intracraneal, intravaginal, por inhalacion, por via rectal, por
via intratumoral, o por cualquier medio en el que el virus/composicién recombinante puede ser suministrada al tejido
(por ejemplo, aguja o catéter). Alternativamente, la administracion tépica puede ser deseable para la aplicaciéon a
células de la mucosa, para la piel o la aplicacion ocular. Otro método de administracion es a través de la aspiracion o
la formulacion de aerosol.

Las composiciones se formulan en una realizacion para la administracion oral, en las que los compuestos activos se
pueden incorporar con excipientes y usarse en forma de comprimidos ingeribles, comprimidos bucales, trociscos,
capsulas, elixires, suspensiones, jarabes, obleas. Los comprimidos, trociscos, pildoras, capsulas también pueden
contener lo siguiente: un aglutinante, como goma tragacanto, goma acacia, almidén de maiz, o gelatina; excipientes,
tales como fosfato dicalcico; un agente disgregante, tal como almidén de maiz, almidén de patata, acido alginico; se
puede anadir un lubricante, tal como estearato de magnesio y un agente edulcorante, tal como sacarosa, lactosa o
sacarina 0 un agente aromatizante, tal como menta, aceite de gaulteria 0 aroma de cereza. Cuando la forma
farmacéutica unitaria es una capsula, ésta puede contener, ademas de los materiales del tipo anterior, un vehiculo
liquido. Varios otros materiales pueden estar presentes como recubrimientos o para modificar de otro modo la forma
fisica de la unidad de administracion. Por ejemplo, los comprimidos, pildoras o capsulas pueden recubrirse con
goma laca, azucar o ambos. El jarabe de elixir puede contener el compuesto activo, sacarosa como agente
edulcorante, metil y propil parabenos como conservantes, un colorante y aromatizante, tal como aroma de cereza o
naranja. Ademas, los compuestos activos se pueden incorporar en preparaciones y formulaciones de liberacion
sostenida, liberacion pulsante, liberacion controlada o liberacion aplazada.

En otra realizacion, las composiciones comprenden uno o mas, materiales vehiculos farmacéuticamente aceptables.

En una realizacion, los vehiculos para uso dentro de tales composiciones son biocompatibles y en otra realizacion,
biodegradables. En otras realizaciones, la formulacion puede proporcionar un nivel relativamente constante de
liberacion de un componente activo. En otras realizaciones, sin embargo, se puede desear una tasa mas rapida de
liberacién inmediatamente después de la administracion. En otras realizaciones, la liberacion de los compuestos
activos puede ser disparada por evento. Los eventos de activacion de la liberacion de los compuestos activos
pueden ser el mismo en una realizacion o diferentes en otra realizacion. Eventos de activacion de la liberacién de los
componentes activos pueden ser la exposicion a la humedad en una realizaciéon, un pH mas bajo en otra realizacién
o el umbral de temperatura en otra realizacién. La formulacién de tales composiciones esta bien dentro del nivel de
experiencia normal en la técnica usando técnicas conocidas. Vehiculos ilustrativos Utiles a este respecto incluyen
microparticulas de poli(lactida-co-glicélido), poliacrilato, latex, almidén, celulosa, dextrano y similares. Otros
vehiculos de liberacién aplazada ilustrativos incluyen biovectores supramoleculares, que comprenden un ndcleo
hidréfilo no liquido (por ejemplo, un polisacarido u oligosacarido reticulado) y, opcionalmente, una capa externa que
comprende un compuesto anfifilico, tal como fosfolipidos. La cantidad de compuesto activo contenido en una
realizacién, dentro de una formulaciéon de liberaciéon sostenida depende del sitio de administracion, la velocidad y
duracion esperada de la liberacion y la naturaleza de la afeccidn a tratar suprimida o inhibida.

En una realizacién sera deseable suministrar las composiciones descritas en la presente memoria por via parenteral,
intravenosa, intramuscular, o incluso intraperitoneal. Tales enfoques son bien conocidos por el experto en la materia,
algunos de los cuales se describen adicionalmente, por ejemplo, en los documentos US-5.543.158; US- 5.641.515 y
US-5.399.363. En ciertas realizaciones, las soluciones de los compuestos activos como base libre o sales
farmacoldgicamente aceptables se pueden preparar en agua adecuadamente mezclada con un tensioactivo, tal
como hidroxipropilcelulosa. Las dispersiones también pueden prepararse en glicerol, polietilenglicoles liquidos y
mezclas de los mismos y en aceites. Deben ser estables en las condiciones de fabricacién y almacenamiento y
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deben conservarse contra la acciéon contaminante de microorganismos, tales como bacterias y hongos.

En otra realizacion, sera preferible incluir agentes isoténicos, por ejemplo, azlcares o cloruro de sodio. En otras
realizaciones, sera deseable la absorcién prolongada de las composiciones inyectables. La absorcién prolongada de
las composiciones inyectables puede ser provocada por el uso de agentes que retrasan la absorcion, por ejemplo,
monoestearato de aluminio y gelatina, en las composiciones.

Los vehiculos parenterales incluyen en ciertas realizaciones solucién de cloruro de sodio, dextrosa de Ringer,
dextrosa y cloruro de sodio, lactato de Ringer y aceites fijos. Los vehiculos intravenosos incluyen reponedores de
fluidos y nutrientes, reponedores de electrolitos tales como los basados en dexirosa de Ringer. También pueden
estar presentes conservantes y otros aditivos, tales como, por ejemplo, antimicrobianos, antioxidantes, agentes
quelantes, gases inertes.

En algunas realizaciones, los compuestos usados en esta invencién se pueden administrar en varias dosis a un
sujeto, que en una realizacién, es un sujeto humano. En una realizacién, los compuestos se administran a una dosis
de 0,1 - 200 mg por dia. En una realizacién, el compuesto se administra a una dosis de 0,1 - 10 mg, o en otra
realizacién, de 0,1 a 25 mg, o en otra realizacion, de 0,1 a 50 mg, o en otra realizacién, de 0,3 a 15 mg, o en otra
realizacién, de 0,3 a 30 mg, o en otra realizacion, de 0,5 a 25 mg, o en otra realizacién, de 0,5 a 50 mg, o en otra
realizacién, de 0,75 a 15 mg, o en otra realizacién, de 0,75 a 60 mg, o en otra realizacién, de 1 a 5 mg, o en otra
realizacién, de 1 a 20 mg, o en otra realizaciéon, de 3 a 15 mg, o en otra realizacion, de 1 a 30 mg, o en otra
realizacién, de 30 a 50 mg, o en otra realizacién, de 30 a 75 mg, o en otra realizacion, de 100 a 2.000 mg. En
algunas realizaciones, los compuestos se pueden administrar en diferentes dosis, como una funcién del tiempo, o
gravedad de la enfermedad/sintoma/afeccién o edad o de otros factores, como sera apreciado por un experto en la
técnica.

Los compuestos se pueden administrar en varias dosis. En una realizacion, los compuestos se administran a una
dosis de 1 mg. En otra realizacion, los compuestos se administran a una dosis de 5 mg, o en otra realizacion, 3 mg,
o en otra realizacion 10 mg, o en otra realizaciéon 15 mg, o en otra realizaciéon 20 mg, o en otra realizacién 25 mg, o
en otra realizacion 30 mg, o en otra realizacion 35 mg, o en otra realizacion 40 mg, o en otra realizaciéon 45 mg, o en
otfra realizacién 50 mg, o en otra realizacién 55 mg, o en otra realizacién 60 mg, o en otra realizacion 65 mg, o en
otfra realizacién 70 mg, o en otra realizacién 75 mg, o en otra realizacién 80 mg, o en otra realizacion 85 mg, o en
otra realizacién 90 mg, o en otra realizacién 95 mg o en otra realizacion 100 mg.

Aunque los compuestos se pueden administrar como el Unico agente farmacéutico activo, también pueden usarse en
combinacion con uno 0 mas otro compuesto y/o en combinacién con otros agentes usados en el tratamiento y/o
prevencion de las enfermedades, trastornos y/o afecciones, como comprendera un experto en la técnica. En otra
realizacién, los compuestos se pueden administrar secuencialmente con uno o mas de tales agentes para
proporcionar efectos terapéuticos y profilacticos sostenidos. En otra realizacion, los compuestos se pueden
administrar por diferentes vias, en diferentes momentos, o una combinacion de los mismos.

Ademas, los compuestos se pueden utilizar, ya sea individualmente o en combinacién, en combinacién con otras
modalidades para prevenir o tratar afecciones, enfermedades o trastornos. En algunas realizaciones, tales otras
modalidades de tratamiento pueden incluir, sin limitacién, la cirugia, la radiacién, la suplementacion hormonal, la
regulacion de la dieta, el desbridamiento de heridas, como sera apropiado para la afeccion que se trata. Estos se
pueden realizar secuencialmente (por ejemplo, el tratamiento con un compuesto usado en la invencion tras la cirugia
o radiacion) o en combinacion (por ejemplo, ademas de un régimen de dieta).

Los agentes activos adicionales se pueden emplear en general en cantidades terapéuticas como se indica en el
Vademécum (PDR) 532 edicidon (1999), o dichas cantidades terapéuticamente Utiles como serian conocidas por un
experto ordinario en la técnica. Los compuestos usados en la invencién y los otros agentes terapéuticamente activos
pueden administrarse a la dosis clinica maxima recomendada o en dosis mas bajas. Los niveles de dosificacion de
los compuestos activos en las composiciones de la invencion pueden variarse para obtener una respuesta
terapéutica deseada dependiendo de la via de administracién, la gravedad de la enfermedad y la respuesta del
paciente. La combinacion puede administrarse como composiciones separadas o como una forma de administracion
Unica que contiene ambos agentes. Cuando se administran como una combinacién, los agentes terapéuticos pueden
formularse como composiciones separadas que se administran al mismo tiempo o en tiempos diferentes o los
agentes terapéuticos se pueden dar como una sola composicion.

La composicién farmacéutica puede comprender los compuestos solos o puede incluir ademas un vehiculo
farmacéuticamente aceptable y puede estar en forma sélida o liquida tal como comprimidos, polvos, capsulas,
granulos, soluciones, suspensiones, elixires, emulsiones, geles, cremas, o supositorios, incluyendo supositorios
rectales y uretrales. Los vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen gomas, almidones, azlcares, materiales
de celulosa y mezclas de los mismos. La preparacién farmacéutica que contiene los compuestos de esta invencion
se puede administrar a un sujeto mediante, por ejemplo, implantacion subcutanea de un granulo; en una realizacion
adicional, el granulo proporciona la liberaciéon controlada de los compuestos durante un periodo de tiempo. La
preparacion también se puede administrar por inyeccion intravenosa, intraarterial, o intramuscular de una
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preparacion liquida, administracion oral de una preparacién liquida o sélida, o mediante aplicacién topica. La
administracion también puede llevarse a cabo mediante el uso de un supositorio rectal o un supositorio uretral. La
composicién farmacéutica también puede ser una formulacion parenteral; en una realizacion, la formulacién
comprende un liposoma que incluye un complejo de un compuesto utilizado en esta invencion.

La composicién farmacéutica se puede preparar mediante procesos de disolucion, mezclado, granulado o de
formacion de comprimidos conocidos. Para la administracion oral, los compuestos o sus derivados fisiolégicamente
tolerados tales como sales, ésteres, N-6xidos se mezclan con aditivos habituales para este propdsito, tales como
vehiculos, estabilizantes o diluyentes inertes y se convierten por métodos habituales en una forma adecuada para la
administracion, tales como comprimidos, comprimidos recubiertos, capsulas de gelatina dura o blanda, soluciones
acuosas, alcohdlicas u oleosas. Ejemplos de vehiculos inertes adecuados son bases de comprimidos
convencionales tales como lactosa, sacarosa o almidéon de maiz en combinacién con aglutinantes como acacia,
almidén de maiz, gelatina o con agentes disgregantes tales como almidén de maiz, almidén de patata, acido alginico
o con un lubricante de disgregacién tal como acido estearico o estearato de magnesio. Ejemplos de vehiculos o
disolventes oleosos adecuados son aceites vegetales o animales tales como aceite de girasol o aceite de higado de
pescado. Las preparaciones pueden efectuarse tanto como granulos secos como himedos.

Para la administracion parenteral (subcutanea, intravenosa, intraarterial, o intramuscular), los compuestos o0 sus
derivados fisiol6gicamente tolerados tales como sales, ésteres, N-6xido se convierten en una solucién, suspension,
o emulsién, si se desea con las sustancias habituales y adecuadas para este propésito, por ejemplo, solubilizantes u
otros auxiliares. Algunos ejemplos son: liquidos estériles tales como agua y aceites, con o sin la adiciéon de un
tensioactivo y otros adyuvantes farmacéuticamente aceptables. Aceites ilustrativos son los de petréleo, animales,
vegetales o sintéticos, por ejemplo, aceite de cacahuete, aceite de soja, o aceite mineral. En general, agua, solucién
salina, dextrosa acuosa y soluciones de azucar relacionadas y glicoles tales como propilenglicoles o polietilenglicol
son vehiculos liquidos preferidos, particularmente para soluciones inyectables.

La preparacién de composiciones farmacéuticas que contienen un componente activo es bien conocida en la
técnica. Generalmente, tales composiciones se preparan como un aerosol del polipéptido administrado a la
nasofaringe o como inyectables, bien como soluciones o suspensiones liquidas, sin embargo, también se pueden
preparar formas sélidas adecuadas para solucién en, o suspensién en, liquido antes de la inyeccion. La preparacion
también se puede emulsionar. El ingrediente terapéutico activo se mezcla a menudo con excipientes que son
farmacéuticamente aceptables y compatibles con el principio activo. Excipientes adecuados son, por ejemplo, agua,
solucion salina, dextrosa, glicerol, etanol, y combinaciones de los mismos. Ademas, si se desea, la composicién
puede contener cantidades menores de sustancias auxiliares tales como agentes humectantes o emulsionantes, o
agentes tampo6n de pH que mejoran la eficacia del principio activo.

Para la administracion tépica a las superficies corporales usando, por ejemplo, cremas, geles, gotas, y similares, los
compuestos o sus derivados fisiolégicamente tolerados tales como sales, ésteres, N-Oxidos, se preparan y aplican
como soluciones, suspensiones, o emulsiones en un diluyente fisiolégicamente aceptable con o sin un vehiculo
farmacéutico.

En otra realizacion, el compuesto activo puede administrarse en una vesicula, en particular un liposoma (ver Langer,
Science 249:1527-1533 (1990); Treat et al., en Liposomes in the Therapy of Infectious Disease and Cancer, Lopez-
Berestein y Fidler (eds.), Liss, Nueva York, pp 353-365 (1989); Lopez-Berestein, ibid, pp 317-327.; véase en general
ibid).

En una realizacion, la presente invencién proporciona el uso en preparaciones combinadas. En una realizacion, el
término “una preparacion combinada” define especialmente un “kit de partes” en el sentido de que los comparieros
de combinacion como se definid anteriormente se pueden administrar independientemente o mediante el uso de
diferentes combinaciones fijas con cantidades distinguidas de los compaferos de combinacién, es decir,
simultaneamente, concurrentemente, separadamente o secuencialmente. En algunas realizaciones, las partes del kit
de partes pueden administrarse, por ejemplo, simultdneamente o de forma cronolégicamente escalonada, es decir
en diferentes puntos temporales y con intervalos de tiempo iguales o diferentes para cualquier parte del kit de partes.
La relacion entre las cantidades totales de los compaferos de combinacion, en algunas realizaciones, puede
administrarse en la preparacion combinada. En una realizacién, la preparacién combinada se puede variar, por
ejemplo, con el fin de hacer frente a las necesidades de una subpoblacion de pacientes a ser tratados o las
necesidades del paciente individual cuyas diferentes necesidades pueden deberse a una enfermedad en particular,
la gravedad de una enfermedad, la edad, el sexo o el peso corporal como puede ser facilmente evidente para una
persona experta en la técnica.

Tratamiento de afecciones o enfermedades susceptibles de verse afectadas por la activacion y/o la
expresion de la telomerasa

Esta invencion proporciona compuestos y composiciones farmacéuticas que comprenden los mismos, para su uso

en el tratamiento de afecciones y/o enfermedades susceptibles de ser afectadas por el aumento de la expresion y/o
actividad de la telomerasa como se define en las reivindicaciones. Estos compuestos interactian con la enzima

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2527759 T3

telomerasa y estimulan y/o aumentan la expresion y/o actividad de la telomerasa en los tejidos y células de un
sujeto. Tal actividad puede ser reducida o estar ausente, lo que tiene como resultado el desarrollo de, o aumento de
la patogénesis o sintomas asociados con una enfermedad, trastorno o afecciéon en el sujeto. Tal enfermedad,
trastorno o afeccién puede comprender, entre otras, a) la enfermedad de Alzheimer; b) la enfermedad de Parkinson;
c) la enfermedad de Huntington; d) ictus; e) dafo nervioso, enfermedad de la motoneurona, esclerosis multiple (EM),
lesion del sistema nervioso central y periférico incluyendo lesién de la médula y los incidentes cerebrovasculares; f)
enfermedades de la piel relacionadas con la edad tales como la atrofia y adelgazamiento dérmico, elastolisis y
arrugamiento de la piel, hiperplasia o hipoplasia de la glandula sebacea, lentigo senil, anomalias de pigmentacién,
encanecimiento del cabello y la pérdida o adelgazamiento del cabello (calvicie, alopecia) o Ulceras de la piel
cronicas; g) enfermedad degenerativa de las articulaciones; h) osteoporosis, artrosis y otras afecciones
degenerativas del sistema esquelético; i) enfermedades del sistema vascular relacionadas con la edad y el estrés
incluyendo aterosclerosis, calcificacion, trombosis, hipertensién y aneurisma; j) degeneracién macular relacionada
con la edad; k) SIDA; I) deterioro del sistema inmunitario relacionado con la edad y el estrés, incluyendo el deterioro
del recambio de tejidos, que se producen con el envejecimiento natural, el cancer, terapia del cancer, infecciones
agudas o croénicas, enfermedades inflamatorias degenerativas o con trastornos genéticos que provocan un recambio
celular acelerado y anemias relacionadas y otras afecciones degenerativas; m) cicatrizacién de heridas,
quemaduras, abrasiones u otras afecciones agudas o crénicas de la epidermis; n) sarcopenia y/u otra enfermedad o
afeccion muscular; o) defecto de la fase luteinica y/o p) insuficiencia ovarica prematura (insuficiencia ovarica
primaria o hipogonadismo hipergonadotrdpico); q) alteraciones en la espermatogénesis y/o en la liberacion de
espermatozoides.

La telomerasa se detecta normalmente en niveles bajos en las células somaticas normales. En la piel, tejidos
linfociticos, tejido endometrial, foliculos pilosos y criptas intestinales, células mitéticas activas y células madre, la
expresion y/o actividad de la telomerasa se expresa en niveles bajos. La expresion y/o actividad de la telomerasa
esta regulada a diferentes niveles moleculares, incluyendo la transcripcién, el empalme del ARNm y a través de la
maduracion y modificacion de la telomerasa transcriptasa inversa (TERT) y el componente ARN de los telomeros
(TERC).

En una realizacion, los compuestos usados en esta invencion activan la telomerasa y, por lo tanto, son Utiles los
métodos como los descritos en la presente memoria.

La capacidad de un compuesto para aumentar la expresion y/o actividad de la telomerasa en una célula se puede
determinar usando el ensayo TRAP (Protocolo de amplificacion de repeticiones teloméricas), que se conoce en la
técnica (por ejemplo, Kim et al., US-5.629.154; Harley et al, US-5.891.639). La actividad se mide generalmente en
comparacioén con la actividad medida de manera similar en un ensayo de control de tales células (por ejemplo, una
actividad de la telomerasa 50 % mayor que la observada en un control de disolvente). Lineas celulares adecuadas
para uso en el ensayo, pueden comprender fibroblastos humanos normales (Now) o queratinocitos humanos
normales (NHK).

La longitud de los telémeros puede servir como indicador Util para la expresion y/o actividad de la telomerasa. En
una realizacion, la expresién y/o la activacion de la telomerasa es importante en el tratamiento de cancer, el
sindrome de envejecimiento prematuro o progeria segmentaria, anomalias genéticas y enfermedades relacionadas
con la edad. La longitud de los telémeros tiene distintos patrones de expresion en la progresion de la enfermedad
especifica y es una funcién de su activacion, por lo tanto, la medicion de dicha longitud como una funcién de
tratamiento tiene un valor, en términos de pronéstico de diferentes enfermedades.

La longitud del telomero se puede medir por Southern blot, ensayo de protecciéon de hibridacion, fluorescencia por
hibridacion in situ, citometria de flujo, cebado in situ, reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa y analisis
individual de la longitud telomérica, las cuales son todas técnicas conocidas en la técnica (Kah-Wai Lin y Ju Yan, J.
Cell. Mol. Med., 2005, Vol 9, N® 4, 977.989).

Esta invencion es util en métodos de tratamiento de una afeccion susceptible de ser afectada por la expresion de la
telomerasa y/o la activacion en un sujeto, comprendiendo el método administrar a un sujeto una cantidad eficaz de
un compuesto utilizado en esta invencion, en el que el compuesto estimula 0 aumenta la expresién y/o actividad de
la telomerasa en las células o tejido del sujeto, como se define adicionalmente en las reivindicaciones.

En una realizacién, dichas afecciones pueden comprender, por ejemplo, afecciones asociadas con la senescencia
celular o con un aumento de la tasa de proliferacién de una célula en ausencia de telomerasa, lo que conduce a una
pérdida acelerada de repeticion de los telomeros. El término “aumento de la tasa de proliferacion” se refiere a una
mayor tasa de divisién celular en comparacién con células normales de ese tipo celular, o en comparaciéon con
células normales dentro de otros individuos de ese tipo celular. La senescencia de esos grupos de células a una
edad anormalmente temprana puede conducir eventualmente a la enfermedad.

En algunas realizaciones, la presente invencion encuentra aplicacion en la mejora de la funcion inmunitaria en la

enfermedad. En algunas realizaciones, la presente invencion encuentra aplicacion en el aumento de la actividad de
los linfocitos T, por ejemplo, la actividad o capacidad de respuesta de los linfocitos T citotoxicos o de rescate de
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anergia, lo que se puede aplicar al tratamiento de multiples enfermedades, por ejemplo, en la infeccién o neoplasia.
En algunas realizaciones, esta invencion es particularmente util en el tratamiento de patégenos altamente
resistentes a la terapia convencional, organismos particularmente virulentos u organismos para los que no hay
disponibles otras terapias, por ejemplo, organismos resistentes a multiples farmacos.

En otra realizacion, la afeccién esta relacionada con la fertilidad femenina, incluyendo insuficiencia de la fase
luteinica, en la que hay una interrupcion en el ciclo menstrual normal de la mujer y el cuerpo no produce suficiente
progesterona, lo que tiene como resultado un retraso en el desarrollo del revestimiento de Utero (endometrio) o
insuficiencia ovarica prematura (insuficiencia ovarica primaria o hipogonadismo hipergonadotrépico), en el que hay
una pérdida del funcionamiento normal de los ovarios en una mujer menor de 40 afos de edad.

En otra realizacién, la afeccién esta relacionada con la fertilidad masculina, incluyendo la alteracion de la
espermatogénesis o de la liberacién de espermatozoides.

Ademas, los tipos de células en los que un aumento en la expresion y/o actividad de la telomerasa puede ser
terapéuticamente beneficioso incluyen células del higado, glandulas endocrinas y exocrinas, musculatura lisa o
musculatura esquelética.

En una realizacion, se cree que la enfermedad del SIDA esta causada por la senescencia temprana de las células
CD8+. El envejecimiento de tales células se atribuye no solamente a una cantidad anormal de pérdida de
secuencias teloméricas por duplicacion celular, sino, ademas, a la mayor tasa replicativa de las células, de tal
manera que el desgaste de los teldbmeros es mayor de lo normal para ese grupo de células. La invencion
proporciona asi el uso en métodos de tratamiento de un sujeto infectado por el VIH y mas particularmente en la
reduccion de la senescencia temprana de las células CD8+ restringidas por el VIH en un sujeto infectado por el VIH,
que comprende administrar a dicho sujeto un compuesto utilizado en esta invencién o una composicién que
comprende el mismo.

En una realizacién un aumento de la expresién y/o actividad de la telomerasa puede beneficiar a las células que no
estan en divisién, asi como a las células en proliferacién, por ejemplo, en afecciones asociadas con una mayor
susceptibilidad a la muerte celular debido a estrés, tales como la isquemia en la insuficiencia cardiaca o en el ictus
(Schneider, J. Mol. Cell. Cardiol 34(7):717-24; Mattson, Exp Gerontol 35(4):489-502). Esta invencion proporciona el
uso de métodos de reduccion de la muerte celular inducida por estrés o dafio del ADN en un sujeto, como un sujeto
que experimenta afecciones isquémicas en los tejidos debido a insuficiencia cardiaca o ictus, aumentando la
expresion y/o actividad de la telomerasa en las células del sujeto, que comprende administrar a dicho sujeto una
composicion que comprende un compuesto utilizado en esta invencion.

En una realizacion, esta invencion proporciona el uso en los métodos de aumento de la expresién y/o actividad de la
telomerasa, promoviendo asi la curacion de heridas, quemaduras, abrasiones u otras afecciones agudas o crénicas
de la piel tal como se define en las reivindicaciones, y, en alguna realizacion, en particular en la epidermis. Se
describe un método para tratar una afeccién aguda o crénica de la piel, mediante la administraciéon a dicho sujeto de
un compuesto como se describe en la presente memoria y/o una composicion que comprende el mismo. En una
realizacién, la composicién se administra por via topica a la zona afectada.

En otra realizacién, las afecciones de la piel agudas o cronicas tratadas mediante el uso de esta invencion pueden
comprender lesiones sufridas por traumatismo, quemaduras, abrasiones, incisiones quirdrgicas, sitios de injerto de
donantes y/o lesiones causadas por agentes infecciosos.

En otra realizacion, las afecciones agudas o crénicas de la piel pueden comprender Ulcera venosa cronica, Ulcera
diabética, ulcera de compresion, Ulceras por presion y las Ulceras o llagas de una superficie mucosa.

En otro aspecto, la afeccién aguda o crénica de la piel puede comprender lesiones superficiales causadas por una
afeccion inflamatoria persistente o infeccion, o por un defecto genético (como la formacién Haloid y anomalias de la
coagulacién).

En un aspecto, los métodos de curacién de heridas, quemaduras, abrasiones u otras afecciones agudas o crénicas
de la piel comprenden administrar una composiciéon que comprende un compuesto como se describe en la presente
memoria para estimular o aumentar la proliferacién o migraciéon celular en el sitio de tratamiento, aumentar la
densidad de las células epiteliales en el sitio como resultado de la terapia aplicada y por lo tanto el cierre de una
herida si esta presente, o la restauracion de la funcién fisiol6gica normal.

En algunos aspectos, esta invencion es (til en una terapia adyuvante en el tratamiento del cancer, en combinacion
con cirugia, radiacion, métodos/compuestos quimioterapéuticos e inmunoterapéuticos y en la mejora de la capacidad
de respuesta a otras terapias contra el cancer. En algunos aspectos, los compuestos de esta invencion suprimen la
latencia del cancer, es decir, mantener las células neoplasicas en un estado activo por el cual compuestos
adicionales que son téxicos para las células cancerosas son mas eficaces. En algunos aspectos, esta invencién
cuando se usa en la terapia adyuvante para el cancer aumenta la probabilidad de supervivencia de un sujeto con
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cancer.

Los compuestos y/o composiciones como se describe en la presente memoria pueden actuar como estimulantes de
(a) células con capacidad replicativa en el sistema nervioso central, incluyendo astrocitos, células endoteliales y
fibroblastos, que desemperfian un papel en estas enfermedades relacionadas con la edad como la enfermedad de
Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, la enfermedad de Huntington y el ictus o en la reparaciéon de dafios en los
nervios, enfermedad de la motoneurona, lesiéon del sistema nervioso central y periférico, incluyendo lesion de la
médula y los incidentes cerebrovasculares (ICV), tales como ictus, o en enfermedades tales como la esclerosis
multiple (EM); (b) células con capacidad replicativa finita en el tegumento, incluyendo fibroblastos, células de las
glandulas sebaceas, melanocitos, queratinocitos, células de Langerhans y células del foliculo piloso que pueden
desempefiar un papel en las enfermedades relacionadas con la edad del integumento como la atrofia dérmica,
elastolisis y arrugamiento de la piel, hiperplasia de la glandula sebacea, lentigo senil, encanecimiento del cabello y
pérdida del cabello (calvicie, alopecia), Ulceras crénicas de la piel, queratosis y deterioro de la cicatrizacion de
heridas relacionado con la edad; (c) células con capacidad replicativa finita en el cartilago articular, tales como
condrocitos y fibroblastos sinoviales lacunales y que desempefan un papel en la enfermedad degenerativa de las
articulaciones; (d) células con capacidad replicativa finita en el hueso, tales como osteoblastos y las células
osteoprogenitoras que desempefian un papel en la osteoporosis; (e) células con capacidad replicativa finita en el
sistema inmunitario tales como linfocitos B y T, monocitos, neutréfilos, eosindfilos, basoéfilos, células NK y sus
respectivos progenitores, que pueden jugar un papel en el deterioro del sistema inmunitario relacionado con la edad;
(f) células con capacidad replicativa finita en el sistema vascular incluyendo células endoteliales, células del musculo
liso y fibroblastos adventicios que pueden jugar un papel en las enfermedades del sistema vascular relacionadas con
la edad, incluyendo aterosclerosis, calcificacion, trombosis, hipertension y aneurismas; (g) células con capacidad
replicativa finita en los 6rganos del cuerpo, incluyendo, pero sin limitarse a higado, pulmén y pancreas (células de
los islotes), que puede jugar un papel en la enfermedad del higado (cirrosis), enfermedad pulmonar o diabetes; (h)
células con capacidad replicativa finita en el sistema reproductivo, incluyendo las células del foliculo del ovario y las
células del cuerpo luteo; (i) células con capacidad replicativa finita en el oido, incluyendo células auditivas ciliadas
internas y externas del 6rgano de Corti y (j) células con una capacidad replicativa finita en el ojo, tales como las
células del epitelio pigmentario y las células endoteliales vasculares que pueden desempefiar un papel importante
en la degeneracion macular relacionada con la edad.

Los siguientes ejemplos se presentan con el fin de ilustrar mas completamente las realizaciones preferidas de la
invencion.

Ejemplos
EJEMPLO 1

Sintesis del compuesto 77

Se afadieron 1,1,1-tris (4-hidroxifenil)etano (4 g, 13 mM), formaldehido (3,6 g, 120 mM) y una solucion al 40 % de
dimetilamina en agua (15 ml) a una solucién de 50 ml de agua y 60 ml de EtOH. La solucién se calenté a reflujo
durante 2,5 horas. La evaporacién parcial del disolvente precipité un sélido blanco, que se filiro, se lavé con agua y
se seco para dar 7,85 g de so6lido blanco de compuesto 77, 93 % de rendimiento, pf = 169°.

RMN CDCl; & 6,64 (6H, s, ArH), 3,40 (12H, s, CHy), 2,22 (36H, s, N-CHa), 2,06 (3H, s, C-CH).
EJEMPLO 3

Sintesis del compuesto 78

1,1,1-tris (4-hidroxifenil)etano (1,53 gr, 5 mM), formaldehido (1,35 gr, 45 mM) y 1-metil piperazina (2,5 ml, 50 mM) en
20 ml de agua y 25 ml de EtOH se calentaron a reflujo durante 3 horas. La evaporacion proporciond un sélido que
por CCF y RMN contenia 2 productos que no eran el material de partida. Se afiadieron formaldehido (0,75 gr, 25
mM) y 1-metilpiperazina (1,5 ml, 30 mM) a 5 ml de agua y 10 ml de EtOH y la reaccién se calent6 a reflujo durante 4
horas. La evaporacién y el tratamiento dieron 3,3 g de un so6lido de color amarillo claro a blanco, rendimiento 67 %,
pf = 632. Soluble en etanol y muy buena solubilidad en agua.

RMN CDCl; & 6,67 (6H, s, ArH), 3,53 (12H, s, CHy), 2,44 (48h, m a, anillo de piperazina), 2,26 (18H, s, N-CHjs), 2,00
(3H, s, C-CHj3).

EJEMPLO 5

Sintesis del compuesto 81

El compuesto 81 se sintetizé por un procedimiento analogo al descrito en el Ejemplo 1. Se obtuvo un sélido blanco.
pf = 135°
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RMN CDCl; & 6,68 (6H, s, ArH), 3,61 (12H, s, CHz), 2,51 (24H, t a, anillo N-CHy), 2,03 (3H, s, C-CHs), 1,76 (24H, t a,
anillo N-CHz),

EJEMPLO 6

Sintesis del compuesto 82

El compuesto 82 se sintetiz6é por un procedimiento analogo al descrito en el Ejemplo 1. Se obtuvo un sélido blanco.
pf =212°,

RMN CDCls 6 6,68 (6H, s, ArH), 3,69 (24H, t, J = 4,5 Hz, anillo N-CH), 3,52 (12H, s, CHy), 2,45 (24H, t a, anillo O-
CHz), 2,03 (3H, s, C-CHa).

EJEMPLO 7

Sintesis del compuesto 79

Etapa 1: El compuesto 77 (2,98 g, 4,6 mM), preparado por un proceso como el descrito en el Ejemplo 1, se afadi6 a
20 ml de anhidrido acético y se calent6 a 100° durante 4 horas. La mezcla se enfrié y se afadi6é agua. La mezcla se
agitd durante la noche a temperatura ambiente y después se extrajo con CHxCl,. El disolvente se evapor6 para dar
un derivado nona-acetato como un aceite amarillo y se purificod adicionalmente por cromatografia (gel de silice;
MeOH 1 %/CHzCly) para dar 3,2 g de un aceite viscoso de color amarillo, rendimiento 80 %.

Etapa 2: Se afadié una solucion de KOH (4 g) en agua a una solucion del nona-acetato de la etapa 1 (2,5 g) en 20
ml de EtOH. La mezcla se agité durante 20 horas a temperatura ambiente. La mezcla se acidificod con HCl y se
extrajo con CHxCl». El disolvente se evapord y dio 2,2 g de un aceite de color amarillo que se purific adicionalmente
mediante cromatografia en columna (gel de silice; MeOH 2 %/CHCl,) y recristaliz6 en tolueno-hexano para dar 1 g
del compuesto 79, 53 % de rendimiento, sélido blanco, pf 78°. CCF - Rf = 0,55 en MeOH 5 %/CHxCls.

RMN CDCls 8 7,93 (3H, s, OH), 6,79 (6H, s, Ar-H), 4,54 (12H, s, Ar-CHy), 3,55 (12H, ¢, J = 7,0 Hz, CHz), 2,05 (3H, s,
C-CHs), 1,22 (18H, t, J = 7,0 Hz, CHa).

EJEMPLO 8

Etapa 1: Se afiadié durante una hora una solucién de NaOH (1 g, 25 mM) en 10 ml de agua y sulfato de dimetilo (5,1
gr, 40 mM)(relacion molar 1:8) y simultdneamente, en porciones a una solucién de 1,1,1-tris(4-hidroxifenil)-etano
(1,58 g, 5 mM) en 20 ml de etanol y 10 ml de agua. La solucién se calenté a reflujo durante 1 hora y se agité 70
horas a TA. El precipitado blanco se filtrd, se lavé con agua y se secé para dar 1,74 g de 1,1,1-tris(4-metoxifenil)-
etano. La recristalizacién dos veces en 50 ml de etanol dio 1,15 gr de cristales blancos, 66 % de rendimiento y pf
160°. TLC Rf = 0,85 en CHCl,.

RMN CDCls & 6,99, 6,79(12H, ABc, Jas=8,8 Hz), 3,78 (9H, s, OCHa), 2,11(3H, s, CHs).

Etapa 2: A una solucion de 1,1,1-tris(4-metoxifenil)-etano (0,49 g, 1,4 mM), de la etapa 1, en 22 ml en 1, 2-
dicloroetano, se afiadié por partes una soluciéon de bromo (1,65 g, 10,2) (relacion 7,3:1) en 5 ml de 1,2-dicloroetano.
La solucién se agité a TA durante una noche y se calenté durante 3 horas a 70° y se traté (tiosulfato de sodio) para
dar 1,0 gr del producto bruto. La CCF no mostraba material de partida, pero la RMN mostraba mezclas, lo que indica
que la bromacién no fue completa (m a 6,90 ppm y 4-metoxi). El sélido se bromé de nuevo con 1 g de bromo y se
sometié a reflujo 18 horas. La mezcla se traté como anteriormente y se triturd con etanol caliente para dar 0,27 g de
un solido blanco, rendimiento 23 %, pf = 160°. CCF Rf = 0,95 en CHxCl>.

RMN CDCls 8 7,16 (6H, s, ArH), 3,92, 3,91 (relacién 6:4) (9H, 2s, OCHs), 2,04, 2,03 (relacion 4:6)(3H, s, CHa).
EJEMPLO 10

Reparacidn de fragmentos bicatenarios de ADN utilizando la telomerasa

Con el fin de evaluar la activacion y/o expresion de la telomerasa, se llevo a cabo un ensayo de reparacion del ADN.
Los fragmentos de ADN fueron generados por radiacion ionica. Todos los compuestos incrementaron la reparacion.
Estos resultados indican que la actividad y/o expresién de la telomerasa proporcionaba estabilidad en condiciones
de estrés.
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EJEMPLO 11

Efectos de los compuestos activadores de la tri-fenil telomerasa sobre la prolongacion de la vida con

nematodos

Se administr6 a nematodos (C. elegans) los compuestos activadores de la tri-fenil telomerasa presentados en las
tablas siguientes y la actividad y/o expresion de la telomerasa se midié en términos de prolongacion de la vida de los
nematodos. Los nematodos crecieron con los activadores a concentracién 50 micromolar y se midié la media, la
maxima y la semivida del Compuesto 68 y el Compuesto 77, dos moléculas representativas, frente a la del control
(Fig. 8). Los valores representan la media de vida.

Ry 0 Ry
Tabla 1
N2 compuesto | Ri | Rz | Rs | R4 | Prolongacién de la vida %
1 OH | OH | OH | CHs 30
R
S

BOAS!

N2 compuesto R X | Vida %
62 OCHs | P 29

R

N2 compuesto R R2 Rs Vida %
68 Br OH Br 13
77 CHz-Dimetilamino | OH | CHa-Dimetilamino 43
78 CH2-Metilpiperazina | OH | CH»>-Metilpiperazina 36
79 CH-OFEt OH CH2OFEt 16
81 CHs> - pirrolidina OH CHs> - pirrolidina
82 CH> - morfolina OH CHy - morfolina

EJEMPLO 12

Efectos de los compuestos activadores de la tri-feniltelomerasa sobre las células de glioblastoma humanas

Los compuestos 1, 62, 68, 77 y 79 (mencionados en las tablas anteriores) fueron examinados para determinar la
activacion y/o expresion de la telomerasa en las células de glioblastoma. Los compuestos 79 y 68 se sintetizaron
como se ha descrito anteriormente. Los compuestos 1 y 62 estan disponibles comercialmente. Se afadié 1 uM de
proteinas celulares nucleares (como la fuente de telomerasa) a una mezcla de reaccion especifica de telomerasa y
se llevé a cabo un ensayo de amplificacion de la repeticion de la telomerasa (TRAP) en ausencia o en presencia de
activadores de telomerasa (Compuestos 79, 68, 1 y 62). Los productos de reaccién se analizaron en PAGE seguido
por autorradiografia. Se calcul6 el % de actividad y/o expresion de la telomerasa.
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Células de glioblastoma U-251 se trataron con diferentes concentraciones de los compuestos de la presente
invencion durante 1 o 3 horas. El medio de cultivo se retird y las células se lavaron varias veces con PBS. El extracto
nuclear con Chaps se llevé a cabo mediante la metodologia estandar y la actividad de la telomerasa se determind
por TRAP utilizando nucleétidos radiactivos. En la Fig. 1A se muestra una imagen representativa de varios
experimentos que muestran los productos de la actividad de la telomerasa observados mediante el ensayo TRAP.
Las células fueron tratadas con el Compuesto 68 a 1 (carriles 2 y 4) 0 0,25 uM (carriles 3 y 5) durante 1 (carriles 2-3)
o 3 (carriles 4-5) horas, respectivamente. El carril 1 muestra solo el tratamiento con vehiculo. La cuantificaciéon de la
actividad de la telomerasa a partir de multiples experimentos se realizé usando un contador de centelleo B midiendo
el marcaje radiactivo total de los productos de la telomerasa, y la actividad de la telomerasa en cada muestra se
calculd en relacién al patron interno. El porcentaje de activacion de la telomerasa (de las células de control tratados
con el vehiculo sélo) se determiné para los compuestos de la presente invencion (Fig. 1B). Los compuestos de la
presente invencién incrementaron significativamente la actividad de la telomerasa en las células tratadas y el nivel
de activacion era dependiente de la naturaleza del compuesto, la concentracion y el tiempo de exposicion de las
células a los compuestos de la presente invencién.

El efecto de los compuestos de la presente invencion sobre el nivel de proteina de la telomerasa y de tratamiento a
largo plazo de una sola dosis del Compuesto 68 sobre la telomerasa fue probado exponiendo las células durante
diversos intervalos (3-24 h) a 1 uM del compuesto y detectando el nivel de proteina de la telomerasa por
transferencia Western con el anticuerpo anti-telomerasa. EI compuesto 68 aumentaba el nivel de proteina de la
telomerasa en las células tratadas (Fig. 2A). Se observé un aumento dependiente del tiempo en la telomerasa,
alcanzando la activaciéon un maximo al cabo de 1-3 h de tratamiento y luego, decreciendo gradualmente. El nivel de
actividad de la telomerasa fue sélo ligeramente superior en comparacién con el observado en las células tratadas
con vehiculo después de 24 h (Fig. 2B). No se observaron cambios en el nivel de la proteina B-actina (panel inferior)
u otras enzimas nucleares tales como la topoisomerasa |, lo que sugiere que una dosis Unica causa una rapida
activacion especifica de la telomerasa, aunque esta activacion es transitoria y el nivel de la telomerasa volvi6é a su
valor basal 24 h después del tratamiento, lo que indica una capacidad de los compuestos de la presente invencion
para controlar la activacion de la telomerasa.

También se realizaron experimentos para determinar el efecto de los compuestos de la presente invencién sobre el
nivel de ARNm de la telomerasa (incluyendo los ARNm de longitud completa y la variante de corte y empalme telo-
ARNm). Las células se trataron con una dosis Unica de 1 mM del compuesto 68 durante diversos intervalos (1-24 h).
Se prepararon extractos de ARN total y concentraciones iguales de ARN se analizaron mediante transferencia
northern con una sonda especifica hTERT. La Fig. 3A muestra los ARNm de longitud y las variantes de corte y
empalme de la telomerasa en las células no tratadas de control (carriles 1,2). El nivel del ARNm de longitud
completa, asi como las variantes de corte y empalme de ARNm aumentaron significativamente con el tiempo en las
células tratadas con compuestos de la presente invencién (hasta 4,5 veces de control) (Fig. 3B, carriles 3-7). El
aumento de la expresién de la telomerasa fue especifica ya que no se observd ningln efecto sobre el ARNm de
GAPDH (panel inferior). La adicion de actinomicina D (un inhibidor de la transcripcion del ARN) durante el
tratamiento con los compuestos de la presente invencidon (durante 3 h) suprimié la activacién de la expresion de la
telomerasa (Fig. 3A y B, comparar carril 8 a 4), lo que sugiere que los compuestos de la presente invencién activan
la expresion del gen de la telomerasa.

EJEMPLO 13

Efectos de los compuestos de la presente invencion sobre las células madre mesengquimales humanas

Las células madre mesenquimales humanas se aislaron por aspiracién de la cresta iliaca y se hicieron crecer en
cultivo celular durante 6 meses (paso 19) antes de la observacion de una disminucion significativa en el crecimiento
celular. Los compuestos de la presente invencidon se afadieron directamente al medio de cultivo diariamente durante
3 dias. Se observo una supervivencia y proliferaciéon de las hMSC significativa tras el tratamiento con diversos
compuestos de la presente invencioén (Fig. 4).

La posibilidad de que compuestos de la presente invencién potencien la supervivencia y la proliferaciéon de las hMSC
por la activacion de TERT se examiné mediante el cultivo de hMSC (p 3) en un portaobjetos de camara de cultivo de
tejidos con 17x10° células/pocillo durante 60 h. Se afiadieron los compuestos de la presente invenciéon durante 6 h
con medio fresco. Se llevé a cabo la inmunofluorescencia con un anticuerpo anti-hTERT (primer anticuerpo) y un
anticuerpo secundario fluorescente cy3. El nucleo fue tefiido con DAPI. Los compuestos de la presente invencién
activaban la expresién de la telomerasa en las hMSC (Fig. 5). La expresion de la proteina de la telomerasa se
observé tanto en el citoplasma como en el nucleo. El grado de activacién de la expresion de la telomerasa fue
Compuesto 68>79>77. La cuantificacion de la actividad de la telomerasa en las hMSC se realizé por PCR en tiempo
real (kit de deteccién de telomerasa cuantitativa) en extractos nucleares derivados de hMSC tratadas con el
compuesto 79 (250 nM) durante 6 o 24 h. El compuesto 79 aumentaba la actividad de la telomerasa en las hMSC en
12 0 6 veces de una manera dependiente del tiempo (Fig. 5B).
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EJEMPLO 14

Efectos de los compuestos de la presente invencion sobre queratinocitos humanos

Se obtuvieron queratinocitos humanos que habian perdido su capacidad para proliferar (en su quinto paso) de un
banco de piel local y se trataron con el compuesto 68 durante 24 h. Se examind la viabilidad celular, el niumero de
células y la morfologia. Las células tratadas con compuestos de la presente invencién mostraron una proliferacién
celular significativa (2-4 veces) y se observaron células viables (Fig. 6). EIl compuesto 79 exhibié un mejor efecto de
supervivencia de las células que el compuesto 68. Estos resultados apoyan un papel para los compuestos de la
presente invencion en el trasplante de piel, cicatrizacion de heridas, Ulceras crénicas de la piel y otras afecciones de
la piel.

EJEMPLO 15

Efectos de los compuestos de la presente invencidn sobre células epiteliales pigmentadas de retina humana

La exposicién cronica de las células epiteliales pigmentadas de retina humana (RPE) a estrés oxidativo las
predispone al desarrollo de la degeneracién macular relacionada con la edad (AMD). Las células RPE humanas se
expusieron a estrés oxidativo mediante el tratamiento con H2O2 (1 mM) durante 24 horas y H>O; (0,5 mM) durante
otras 24 horas. Las células se trataron a continuacién diariamente durante dos dias con los compuestos indicados
en la ausencia de H2O». Se observé un aumento del crecimiento celular como una consecuencia del tratamiento con
los compuestos (Fig. 7a). La actividad de la telomerasa estaba aumentada en las células RPE tratadas con los
compuestos 68 y 79 en 30 y 50 veces, respectivamente (Fig 7B). Estos resultados sugieren un papel para los
compuestos de la presente invencién en el tratamiento de la degeneracion macular y otras enfermedades de la
retina.

EJEMPLO 16

Prolongacion de la supervivencia en C. elegans

La supervivencia de C. elegans, un nematodo que normalmente sobrevive durante 12-14 dias, representa un modelo
aceptable para el estudio de la prolongacion de la vida. Se administré a los nematodos compuestos activadores de
la tri-fenil telomerasa y se determiné su efecto sobre la prolongacién de la vida de los nematodos. Los nematodos se
cultivaron con los activadores a una concentracién de 50 micromolar y se midié la media, la maxima y la semivida en
comparacioén con los controles no tratados. La vida aument6 en 13-43 % (Tabla 2) y la mediana de la vida aumento
aproximadamente 2 veces (de 12 dias a 22 dias, como se muestra en la Figura 8).

Tabla 2: Prolongacién de la supervivencia de C. elegans por compuestos telomerasa

N¢ de compuesto Prolongacién de la vida (%)
62 29
68 13
77 43
78 36
79 16

EJEMPLO 17

Activacion _de la_expresion de la telomerasa por los compuestos de la presente invencion en células
endometriales de rata

Se inyect6 a ratas hembras en diestro (la etapa en la que la capa epitelial del endometrio de la rata sufre
degradacién) por via subcutanea 6 mg/kg del compuesto 68 o vehiculo. Las ratas se sacrificaron 24 h mas tarde y se
prepararon cortes de endometrio a partir de los cuernos uterinos de ratas tratadas y no tratadas y se analiz6é por
procedimientos histoldgicos y por tincidn inmunohistoquimica. Los cortes endometriales se tifileron con hematoxilina-
eosina. El tratamiento con compuestos de la presente invencion impide la degradacion de la capa epitelial
endometrial. Ademas, morfolégicamente, el tejido endometrial se parecia a la estructura de las etapas proliferantes
(proestro y estro) (Fig. 9A, B). La activacion de la expresiéon de la telomerasa en las células endometriales de las
ratas tratadas fue examinada por inmunohistoquimica con anticuerpo anti-telomerasa (Fig. 9C-F). Hubo un aumento
significativo en la tincion de la telomerasa en el tejido endometrial de la rata inyectada con compuestos de la
presente invencion, especialmente en las capas epiteliales del lumen endometrial y de la capa epitelial de las
glandulas secretoras (comparese Fig. 9C y D, E y F). Ademas, la actividad de la telomerasa se midi6é en extractos
nucleares derivados del endometrio de los diversos grupos de tratamiento. Se observé un aumento significativo de
4-8 veces en la actividad de la telomerasa en las ratas inyectadas con los compuestos de la presente invencion (Fig.
9G), lo que indica que los compuestos de la presente invencién inyectados por via subcutanea en el cuello
alcanzaban el tejido endometrial, activaban la telomerasa y provocaban la proliferacion de tejido. Estos datos apoyan
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un papel para los compuestos de esta invencion de activacion de la telomerasa en animales y que afectan a la
proliferacién de un tejido in vivo. Los datos apoyan un papel para el tratamiento de la endometriosis con los
compuestos de esta invencién.

EJEMPLO 18

Activacion de la telomerasa de las células de la corteza cerebral de rata por los compuestos de la presente
invenciéon

Se examino el efecto de los compuestos de la presente invencién inyectados por via subcutanea en ratas hembra y
ratones macho adulto sobre la expresion de la telomerasa en varias regiones del cerebro. La colocalizacion de la
telomerasa y DAPI (DAPI o 4'.6-diamidino-2-fenilindol), una tincién fluorescente de union a ADN demostré la
activacion y/o expresién en estas células como consecuencia del tratamiento. Se observé una expresion de la
telomerasa muy baja en células especificas en diversas areas del SNC (Figs. 10 y 11). Las inyecciones de los
compuestos 79 y 77 en la rata activaron significativamente la expresién de la telomerasa en la corteza cerebral, pero
el compuesto 68 no lo hizo, lo que indica que los compuestos 79 y 77, pero no el compuesto 68, puede atravesar la
barrera hematoencefalica (BBB) (Fig. 10).

El compuesto 79 se inyectd por via subcutanea en ratones macho de tres meses de edad. Los ratones se
sacrificaron 24 h mas tarde y se aislaron la corteza, el cerebelo, el hipocampo, el hipotalamo, el tronco cerebral y el
bulbo olfativo y se sometieron a inmunofluorescencia. Se observé una expresién de la telomerasa baja en la mayoria
de las regiones del cerebro examinadas excepto en las células de Purkinje en el cerebelo (Fig. 11). La inyeccién de
compuestos de la presente invencién aumentd significativamente y drasticamente la expresion de la telomerasa en
las diversas regiones del cerebro. Esta activacion parece ser especifica de ciertas células neuronales. El compuesto
79, por ejemplo, aumento la expresién de la telomerasa en las motoneuronas presentes en el tronco cerebral.

La confirmacién de los resultados de inmunofluorescencia se obtuvo examinando el nivel de enzima proteina TERT
en extractos de proteinas nucleares derivados de cerebros extirpados de ratas tratadas o no tratadas con los
compuestos de la presente invencion. Se realizd6 un analisis de transferencia Western utilizando anticuerpo
especifico anti-hTERT y la activacién de la telomerasa (%) se determindé y se calculé respecto a los resultados
obtenidos con el vehiculo. Se observé un aumento significativo (9-13 veces) en la proteina de la telomerasa en
células de la corteza cerebral de rata tratadas con compuestos de la presente invencion (Fig. 12), lo que respalda un
papel para el uso de compuestos de la presente invencion en el tratamiento de enfermedades relacionadas con el
cerebro.

EJEMPLO 19

Prevencion de la apoptosis inducida por glutamato en el cerebelo de ratén

Se examin6 la capacidad de los compuestos de la presente invencidén para prevenir la apoptosis inducida por
glutamato en el cerebelo de ratdn. Los ratones fueron inyectados con 6 mg/kg del compuesto 79 o sélo con vehiculo.
Los ratones se sacrificaron 24 h después del tratamiento y se extrajeron sus cerebros. Se prepararon cortes de
cerebelo y se sometieron a tratamiento con glutamato en diversas concentraciones durante 30 min. Los cortes se
tifieron con yoduro de propidio y se contd y calculd el nimero de células apoptoéticas utilizando software especifico
(JImage). La prevencion de la apoptosis en los ratones tratados con los compuestos de la presente invencion se
calculd como un porcentaje con respecto a los ratones de control (Fig. 13). Esto apoya un papel para los
compuestos de la presente invencion en el tratamiento de convulsiones, ictus, enfermedad de Alzheimer, epilepsia,
esquizofrenia y adiccion al alcohol y opiaceos.

EJEMPLO 20

Activacion de la telomerasa de células de corazon de raton por los compuestos de la presente invencidn

Se midio la activacién de la telomerasa por los compuestos de la presente invencidén en extractos de proteinas del
corazon obtenidas de ratén (Fig. 14). Hubo un aumento significativo en la expresién de la telomerasa de corazén
después de la inyeccion del compuesto 79. Esto apoya un papel para los compuestos de la presente invencion en el
tratamiento del infarto, la isquemia y la miocarditis.

EJEMPLO 21

Prevencion del dafio por medicamentos a embriones por los compuestos de la presente invenciéon

La capacidad de los compuestos de la presente invencién para prevenir los efectos perjudiciales de los
medicamentos sobre el desarrollo embrionario se examiné en ratas. Las ratas hembra fueron tratadas con
camptotecina (CPT) (5 mg/kg), un farmaco anti-cancer y después se inyectaron con el compuesto 68 (6 mg/kg) o
vehiculo (0,1 %). Los embriones fueron extraidos los dias 14-15 de la gestacion y se examiné el dano. Los
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embriones tratados tanto con CPT como con el compuesto 68 se desarrollaron normalmente, mientras que los
embriones tratados con CPT s6lo mostraron evidencia de desarrollo anormal (Fig. 15).

EJEMPLO 22

Efecto de los compuestos de la presente invencidn sobre la tumorigenicidad de BCL1

Ratones (BALB/c x C57BL/6)F1 fueron inoculados con 10° células de linfoma/leucemia de células B (BCL1) murina.
Se desarrollé esplenomegalia y linfocitosis (leucemia) en todos los controles y en los ratones tratados con los
compuestos activadores de la telomerasa (40 o 80 mg/kg).

Tabla 3
Grupo experimental Mediana de la supervivencia (intervalo)
BCL 1 sélo 29 (21-35)
BCL 1 + Compuesto 77 10 mM 26 (22-41)

Los compuestos activadores de la telomerasa no fomentaron el desarrollo de la leucemia y no acortaron la
supervivencia de ratones a los que se inoculd con leucemia. Los compuestos activadores de la telomerasa de la
presente invencién no facilitaron la progresién del cancer existente, ni la administracion a largo plazo de los
compuestos tuvo como resultado el desarrollo de cancer.

EJEMPLO 23

Efecto de los compuestos de la presente invencidon sobre la enfermedad de injerto contra huésped (EICH)

como una funcion representativa de los linfocitos T

Se inocularon ratones (BALB/c x C57BL/6)F1 con 30x10° células de bazo C57BL/6 para la induccion de la EICH. Los
ratones tratados con el compuesto 77 mostraron signos mas graves de EICH aguda, como se demuestra por la
pérdida de peso en comparaciéon con los controles no tratados. Estos resultados sugieren que los compuestos de la
presente invencién se pueden usar como un potente adyuvante.

EJEMPLO 24

Efecto de los compuestos de la presente invencion sobre la enfermedad injerto contra leucemia (ICL) como
un ejemplo representativo de la inmunoterapia por linfocitos T

Se inocularon ratones (BALB/c x C57BL/6)F1 con 10° de BCL1 después de la irradiacion corporal total con 400 cGy
para permitir el injerto de linfocitos alogénicos para la induccién de efectos de injerto contra leucemia (ICL) mediada
por 30x10° de células de bazo C57BL/6. La supervivencia de los controles no tratados varié desde 21 hasta 35 dias
(mediana 29). La supervivencia de los ratones tratados con células madre alogénicas vari6 desde 13 hasta 22 dias,
ya que la leucemia activaba una EICH grave. En comparacion, la supervivencia de los ratones tratados con células
madre alogénicas y compuestos de la presente invencion varié desde 37 hasta 74 dias, sobreviviendo un ratén 125
dias. Esto apoya un papel para los compuestos de la presente invencién en el tratamiento de la leucemia.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto representado por la estructura de férmula VI:

R3| R4‘

HO OH
Ry R“ Re

Ry OH Ry

5 VI

en la que R, Rs', R4, Re', R7' ¥y Ro' son iguales y se seleccionan de heterocicloalquilo, alcoxi y dialquilamino y Rio es
metilo;
o por la estructura de formula XIV:

10
Br Br
HO I I OH
Br Br
Br I Br AV
OH
o por la estructura de férmula XV:
HO ] I OH
15 O XV
o0 por la estructura de la formula XVI:
CH;0. : : ~OCH;
OCH; XV,
20
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para su uso en el tratamiento en un sujeto de enfermedades que se pueden tratar mediante la estimulacion o el
aumento de la expresién y/o la actividad de la telomerasa y seleccionadas de una enfermedad neurodegenerativa,
lesion del sistema nervioso, enfermedad vascular, una enfermedad o un trastorno asociados al envejecimiento, una
enfermedad degenerativa de las articulaciones, una enfermedad degenerativa del sistema esquelético, una
enfermedad degenerativa de la musculatura, degeneracion macular, infeccion, deterioro del sistema inmunitario,
cancer, enfermedad degenerativa inflamatoria, un trastorno genético que causa renovacién celular acelerada,
anemia, infertilidad masculina o femenina y una enfermedad aguda o crénica o trastorno de la piel por contacto de la
piel afectada con el compuesto.

2. El compuesto para el uso de la reivindicacion 1, en donde dicha enfermedad de la piel aguda o crénica o trastorno
son una herida, una quemadura, una abrasioén, una incision, un sitio de injerto, una lesién causada por un agente
infeccioso, una Ulcera venosa cronica, una Ulcera diabética, una Ulcera por compresién, una Ulcera por presion, un
dolor o Ulcera de la mucosa, melanoma o formacién de queloides.

3. El compuesto para el uso de la reivindicacion 1 o de la reivindicacién 2, en el que dicho compuesto esta
representado por la estructura de férmula VII:

HO OH
TSSO
\
—N OCH N\
I / Vi1

o0 por la estructura de la férmula VIII:

VIl

o por la estructura de la formula IX:

o por la estructura de la férmula X:
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o por la estructura de férmula XI:

o por la estructura de férmula XII:

10
o por la estructura de formula XIlI:

OEt OH OFt X111

15 4. El compuesto para el uso de la reivindicacion 1 o de la reivindicaciéon 2, en el que dicho compuesto esta
representado por la estructura de formula XIV:
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Br Br
I OH
Br
I ' Br
OH

HO I
Br
B
XIV
HO, l I OH
OH <

5 XV

o por la estructura de férmula XV:

o por la estructura de la formula XVI:

CH;0 OCH,
OCH; XVI.
10
5. Uso de un compuesto representado por la estructura de formula VI, XIV, XV o XVI como se define en la
reivindicacion 1 para el tratamiento de una afeccion relacionada con la edad que se puede tratar mediante la
estimulacion o el aumento de expresion y/o de actividad de la telomerasa, en donde la afeccién relacionada con la
edad es arrugamiento de la piel o encanecimiento del cabello.
15

6. El uso de la reivindicacion 5, en el que dicho compuesto esta representado por la estructura de formula VI, VI,
IX, X, XI, Xll o Xlll como se define en la reivindicacion 3.

7. El uso de la reivindicacién 5, en el que dicho compuesto esta representado por la estructura de férmula XIV, XV o
20 XVl como se define en la reivindicacion 4.
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CEREBELO DE RATON
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Prevencion de la apoptosis por CMPD 79

en cerebelo de raton
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250 nM.

tratamiento con glutamato
Figura 13
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CMPD 68 previene el efecto perjudicial de los medicamentos

sobre el desarrollo del embridn en ratas
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Figura 15
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