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DESCRIPCION
Composiciones y métodos para aumentar la actividad telomerasa
Referencia a solicitudes anteriores

Esta solicitud reivindica el beneficio de la solicitud provisional en EE UU No. 61/179.305 presentada el 18 de mayo,
2009.

Campo de la invencion
La presente invencion se refiere a métodos y composiciones para aumentar la actividad telomerasa en células.
Antecedentes de la invencion

La telomerasa es una ribonucleoproteina que cataliza la adicién de repeticiones teloméricas a los extremos de los
teldomeros. Los teldmeros son tramos largos de secuencias repetidas que tapan los extremos de los cromosomas y
se cree que estabilizan el cromosoma. En seres humanos, los teldmeros tipicamente tienen de 7-10 kb de longitud y
comprenden repeticiones multiples de la secuencia -TTAGGG-. La telomerasa no se expresa en la mayoria de las
células adultas, y la longitud de los telémeros disminuye con rondas sucesivas de replicacion. Después de un cierto
numero de rondas de replicacion, el acortamiento progresivo de los teldmeros produce que las células entren en una
fase de crisis telomérica, que a su vez lleva a senescencia celular. Ciertas enfermedades se asocian con pérdida
telomérica rapida, lo que produce senescencia celular prematura. Se ha mostrado que la expresion del gen que
codifica la proteina telomerasa humana en células humanas confiere un fenotipo inmortal, presumiblemente evitando
la ruta de senescencia natural de las células. Ademas, se ha mostrado que la expresion del gen de la telomerasa en
células que envejecen con teldmeros cortos produce un aumento en la longitud de los teldbmeros y restablece un
fenotipo tipicamente asociado con células mas jovenes.

Las células somaticas, en contraste con las células tumorales y ciertas células madre, tienen poca o ninguna
actividad telomerasa y dejan de dividirse cuando los extremos teloméricos de al menos algunos cromosomas se han
acortado a una longitud critica, lo que produce senescencia celular programada (muerte celular). Puesto que la
pérdida de las repeticiones teloméricas en células somaticas, que produce senescencia, estd aumentada por
actividad telomerasa baja, la induccién de la actividad telomerasa, que tiene el efecto de afadir haces de
repeticiones teloméricas a los teldmeros, imparte de esta manera a células somaticas normales capacidad
replicativa aumentada, e imparte a células senescentes la capacidad de proliferar y salir apropiadamente del ciclo
celular tras la reparacion del tejido dafiado.

Los métodos de aumentar la actividad telomerasa terapéuticamente han sido investigados, por ejemplo, por Bodnar
Science 279(5349):349-52 (16 de enero 1998)); White, publicacion de solicitud internacional PCT No. WO
2000/08135 (Feb. 2000)); Hannon et al. publicacion de solicitud internacional PCT. WO 99/35243 (Julio 1999) y
publicacion de solicitud internacional PCT No. WO 2000/031238 (Junio 2000)); Franzese et al. Lifescience 69(13)
1509-20 (2001), y Yudoh et al. J. Bone and Mineral Res. 16(8):1453-1464 (2001). En estos articulos, la actividad
telomerasa generalmente se aumenta por sobreexpresion de hTERT, el gen que codifica el componente de la
proteina de la telomerasa humana, o por expresion de proteinas que median el ensamblaje de telomerasa, por
ejemplo, proteinas de choque térmico (White, PCT NO. WO2000/08135). Franzese et al. describieron que
Saquinavir, un inhibidor de proteasa recetado para el tratamiento de la infecciéon por VIH, aumentaba la actividad
telomerasa en células mononucleares de sangre periférica; Vasa et al. Circ Res. 87(7) 540-2 (2000) describio la
activacion de telomerasa, y un retraso resultante en senescencia endotelial, por administracion de un precursor de
oxido nitrico (NO).

Se ha descrito que varias saponinas de la familia de los astragaldsidos tienen varios efectos biolégicos incluyendo
aumentar la actividad telomerasa, Harley et al. publicacion de solicitud internacional PCT No. W02005/000245.
Seria beneficioso desarrollar un compuesto que fuera un activador de telomerasa eficaz.

Compendio de la invencion

La invencion descrita en el presente documento generalmente se refiere a compuestos y su uso para aumentar la
actividad telomerasa en células y composiciones para uso en aumentar la actividad telomerasa en células. Tales
compuestos y composiciones se pueden usar en células en cultivo celular, es decir, in vitro, o ex vivo o in vivo, tal
como células que crecen en los tejidos de un sujeto, incluyendo sujetos humanos y mamiferos no humanos.

Se ha descrito previamente que varias saponinas de la familia de los astragaldsidos tienen varios efectos biologicos
incluyendo aumentar la actividad telomerasa, Harley et al. publicacion de solicitud internacional PCT No.
W02005/000245. Sin embargo, los inventores han encontrado que la biodisponibilidad de los compuestos naturales
descritos en la misma incluyendo cicloastragenol es muy limitada cuando se administran por via oral a ciertas
especies de mamiferos. No estaba claro si la biodisponibilidad limitada era atribuible a la baja absorcion de los
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compuestos por los mamiferos, o el alto metabolismo de los compuestos en ciertas especies de mamiferos o una
combinacién de ambos. Tal baja biodisponibilidad significa que los compuestos previamente descritos eran mucho
menos eficaces como un activador de telomerasa oral en ciertas especies de mamiferos.

Se determiné que habia una necesidad para nuevos compuestos que serian potentes activadores de telomerasa y
que también estarian disponibles por via oral a través de un numero de especies de mamiferos y que tendrian una
semivida mejorada en especies de mamiferos representativas. Los compuestos quimicos descritos en el presente
documento poseen estas propiedades deseadas.

En formas de realizacion particulares, las composiciones comprenden un compuesto de formula | y sales
farmacéuticas del mismo como se describe posteriormente. Aspectos de la invencion incluyen formulaciones de
tales compuestos para uso en aplicaciones farmacéuticas, en particular, en aplicaciones donde se muestra que
aumentar la actividad telomerasa en células es, o se espera que sea, beneficioso. También se proporciona el uso de
los compuestos y formulaciones de los mismos para tales aplicaciones, incluyendo la aplicacion o administracion de
tales formulaciones tras haberse determinado la necesidad para, o ventaja de, aumentar la actividad telomerasa en
células o tejidos.

La presente invencion incluye, en un aspecto, un compuesto de férmula I:

en donde X', se selecciona de ceto (=0), hidroxi (-OH), y
“og(0)
H,Ne=H

1

b« A0

en donde X, se selecciona de ceto (=0), hidroxi (-OH), y

Sog(o)

H N H

R2

en donde X, se selecciona de ceto (=0), hidroxi (-OH), y

“og(0)
H,Ne=H

CH(CH,),

en donde al menos uno de X1, X2o X3 es
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~
OC(0) \ 0C(0) (53(0)
HN=F=H  HNeten HN—=H
= o CH(CH
R R2 (CHy), » respectivamente;

en donde R' o R? se seleccionan independientemente de -CH(CHs),, y -CH(CHs)CH,CHs;
y sales farmacéuticamente aceptables del mismo.

En una forma de realizacion X' es -OC(O)CH(NH2)R' en donde R' se selecaona del grupo Que consiste en -
CH(CHs)2, 0 -CH(CH3)CH,CHs. En otra forma de realizacion X? es -OC(O)CH(NH)R? en donde R? se selecciona del
grupo que consiste en -CH(CHzs)2, 0 -CH(CH3)CH2CHs.

En una forma de realizacion al menos uno de X', X% o X* es -OC(O)CH(NH2)CH(CHs),. En otra forma de realizacion
X'y X2 son -OC(O)CH(NH2)CH(CHs)2.

En una forma de realizacién al menos uno de X', o X? es -OC(O)CH(NH,)CH(CH3)CH2CHs. En otra forma de
realizacion X'y X? son -OC(O)CH(NH2)CH(CH3)CHZCH3

En formas de realizacion seleccionadas de la formula I, X' es un -OC(O)CH(NHz)CH(CH3)2, y X2y X3 se selecmonan
|ndepend|entemente de hidroxi y ceto. En formas de realizacién adicionales, X es -OC(O)CH(NH2)CH(CHs)z, y X'y
X® se seleccionan |ndepend|entemente de hidroxi y ceto. En formas de realizacion adicionales, X’ es -
OC(O)CH(NH2)CH(CHs),, y X' y X? se seleccionan |ndepend|entemente de hidroxi y ceto. En formas de reahzamon
adicionales X' y X* son ambos -OC(O)CH(NHZ)CH(CHg)z, y X* es OH. En formas de realizacion adn ad|C|onaIes X'
es -OC(O)CH(NH2)CH(CHa)2, y cada uno, de X y X son OH. En formas de realizacién aun adicionales, X* es -
OC(O)CH(NH2)CH(CHs),, y cada uno de X' y X* son OH.

En formas de realizacién seleccionadas de la formula I, X' es un -OC(O)CH(NH2)CH(CHs)CH,CHs, y X* y X° se
seleccionan independientemente de h|dr0X| y ceto. En formas de realizacién adicionales, X2 es -
OC(O)CH(NH2)CH(CH3)CH,CHs, y X' y X* se seleccionan |ndepend|entemente de hidroxi y ceto. En formas de
realizacion ad|C|onaIes X"y X? son ambos -OC(O)CH(NH,)CH(CH3)CH2CHs, y X es OH. En formas de realizacion
aun adicionales, X es -OC(O)CH(NH2)CH(CH3)CH2CHs, y cada uno de X2 Y. X? son OH. En formas de realizacion
aun adicionales, X? es -OC(O)CH(NH2)CH(CHs)CH,CHs, y cada uno de X'y X® son OH.

En algunas formas de realizaciéon de formula I, la sal farmacéuticamente aceptables es una sal clorhidrato.
Se contempla que los sustituyentes aminoacidos sean del estereoisémero L o natural.

Los compuestos ejemplares de formula | incluyen los designados en el presente documento como: éster 6a,16(3-
dihidroxi-17-[5-(1-hidroxi-1-metil-etil)-2-metil-tetrahidro-furan-2-il]-4,4,13,14-tetrametil-tetradecahidro-
ciclopropal9,10]ciclopenta[a]fenantren-3@-ilico del acido 2-(L)-amino-3-metil-butirico (designado en el presente
documento como 4); éster 6a-(2-amino-3-metil-butiriloxi)-16p-hidroxi-17-[5-(1-hidroxi-1-metil-etil }-2-metil-tetrahidro-
furan-2-il]-4,4,13,14-tetrametil-tetradecahidro-ciclopropal9, 10]ciclopenta[a]fenantren-3-ilico del acido 2-(L)-amino-3-
metil-butirico (designado en el presente documento como 7); éster 33,163 dihidroxi-17-[5-(1-hidroxi-1-metil-etil)-2-
metil-tetrahidro-furan-2-il]-4,4,13, 14-tetrametiltetradecahidrociclopropa[9, 10]ciclopenta[a]fenantren-6a-ilico del acido
2-(L)-amino-3-metil-butirico, (designado en el presente documento como 12), éster 6a, 163-dihidroxi-17-[5-(1-hidroxi-
1-metil-etil)-2-metil-tetrahidro-furan-2-il]-4,4,13,14-tetrametil-tetradecahidrociclopropa[9, 10]ciclopenta[alfenantren-3[3-
ilico del acido 2-(L)-amino-3-metil-pentanoico (designado en el presente documento como 14), éster 163-hidroxi-17-
[5-(1-hidroxi-1-metil-etil)-2-metil-tetrahidro-furan-2-il]-4,4,13,14-tetrametil-3-oxo-tetradecahidro-
ciclopropal9,10]ciclopenta[a]fenantren-6a-ilico del acido 2-(L)-amino-3-metil-butirico, (designado en el presente
documento como 30), éster 6a-(2-amino-3-metil-pentanoiloxi)-16B-hidroxi-17-[5-(1-hidroxi-1-metil-etil)-2-metil-
tetrahidro-furan-2-il]-4,4,13,14-tetrametil-tetradecahidro-ciclopropa[9,10]ciclopenta[a]fenantren-3B-ilico del acido 2-
(L)-amino-3-metil-pentanoico (designado en el presente documento como 32), éster 3,6a-dihidroxi-17-[5-(1-hidroxi-
1-metil-etil)-2-metil-tetrahidro-furan-2-ill-4,4,13, 14-tetrametiltetradecahidrociclopropa[9, 10]ciclopenta[a]fenantren-
16B-ilico del acido 2-(L)-amino-3-metil-butirico, (designado en el presente documento como 36) y sales
farmacéuticamente aceptables de los mismos.

Los compuestos ejemplares de formula | incluyen los designados en el presente documento como: éster 6a,16(3-
dihidroxi-17-[5-(1-hidroxi-1-metil-etil)-2-metil-tetrahidro-furan-2-il]-4,4,13,14-tetrametil-tetradecahidro-
ciclopropal9,10]ciclopenta[a]fenantren-3@-ilico del acido 2-(L)-amino-3-metil-butirico, sal clorhidrato; éster 6a-(2-
amino-3-metil-butiriloxi)-16B-hidroxi-17-[5-(1-hidroxi-1-metil-etil)-2-metil-tetrahidro-furan-2-il]-4,4,13,14-tetrametil-
tetradecahidro-ciclopropal9,10]ciclopenta[a]fenantren-33-ilico del acido 2-(L)-amino-3-metil-butirico, sal clorhidrato;
éster 3B,163 dihidroxi-17-[5-(1-hidroxi-1-metil-etil)}-2-metil-tetrahidro-furan-2-il]-4,4,13,14-
tetrametiltetradecahidrociclopropa[9,10]ciclopentalalfenantren-6o-ilico del acido 2-(L)-amino-3-metil-butirico, sal
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clorhidrato, éster 6a, 16B-dihidroxi-17-[5-(1-hidroxi-1-metil-etil)-2-metil-tetrahidro-furan-2-il]-4,4,13,14-tetrametil -
tetradecahidrociclopropa[9,10]ciclopentalalfenantren-3B-ilico del acido 2-(L)-amino-3-metil-pentanoico, sal
clorhidrato, éster 16B-hidroxi-17-[5-(1-hidroxi-1-metil-etil)-2-metil-tetrahidro-furan-2-il]-4,4,13,14-tetrametil-3-oxo-
tetradecahidro-ciclopropal9,10]ciclopenta[a]fenantren-6a-ilico del acido 2-(L)-amino-3-metil-butirico, sal clorhidrato,
éster 6a-(2-amino-3-metil-pentanoiloxi)-168-hidroxi-17-[5-(1-hidroxi- 1-metil-etil)-2-metil-tetrahidro-furan-2-il]-
4,4,13,14-tetrametil-tetradecahidro-ciclopropa[9,10]ciclopentalalfenantren-3B-ilico del acido 2-(L)-amino-3-metil-
pentanoico, sal clorhidrato, o éster 3[3,6a-dihidroxi-17-[5-(1-hidroxi-1-metil-etil)-2-metil-tetrahidro-furan-2-il]-4,4,13,14-
tetrametiltetradecahidrociclopropa[9,10]ciclopentalalfenantren-16B-ilico del acido 2-(L)-amino-3-metil-butirico, sal
clorhidrato.

Un compuesto de formula | anterior, cuando se formula en un solvente, es eficaz para producir un nivel de actividad
telomerasa en queratinocitos o CMSP, medido en un ensayo TRAP, al menos el 50% mayor, al menos el 70%
mayor, al menos el 80% mayor, o al menos el 90% mayor que el nivel en dichas células tratadas con dicho solvente,
medido en un ensayo TRAP como se describe en el presente documento. En formas de realizacion adicionales, el
compuesto es eficaz para producir un nivel de actividad telomerasa en queratinocitos o CMSP, medido en un ensayo
TRAP, al menos el 100% mayor que el nivel en dichas células tratadas con dicho solvente, medido en un ensayo
TRAP como se describe en el presente documento.

La presente invencion divulga, en un aspecto, un método de aumentar la actividad telomerasa en una célula o tejido.
El método comprende poner en contacto la célula o tejido con un compuesto de formula | aislado. El método puede
comprender ademas el paso preliminar de identificar una célula o tejido en el que se desea un aumento en la
actividad telomerasa.

El método de poner en contacto un compuesto de férmula | aislado con una célula o tejido puede comprender, antes
de dicho contacto, identificar una célula o tejido en la que se desea un aumento de actividad telomerasa. Los
beneficios que se van a llevar a cabo al aumentar la actividad telomerasa en una célula o tejido incluyen, por
ejemplo, aumento de la capacidad replicativa y/o tiempo de vida de dicha célula o células en dicho tejido.

El método puede incluir identificar, determinar o diagnosticar una afeccidon en un sujeto de modo que se desea
aumentar la actividad telomerasa en las células o tejido del sujeto, y administrar el compuesto al sujeto. El sujeto es
un sujeto mamifero, tal como un animal doméstico tal como un perro, gato, ratén, rata, mono o un sujeto o paciente
humano.

Tales afecciones o enfermedades para prevencion o tratamiento pueden incluir, por ejemplo, infecciones viricas y
oportunistas incluyendo VIH, varias enfermedades degenerativas, tal como enfermedad neurodegenerativa,
enfermedad degenerativa de los huesos o articulaciones, y tejidos conjuntivos, degeneracién macular, retinopatia
diabética, enfermedades cardiovasculares incluyendo enfermedades vasculares centrales y periféricas, enfermedad
de Crohn y otras afecciones inmunitarias, enfermedades hepaticas incluyendo fibrosis y cirrosis, enfermedades
pulmonares incluyendo fibrosis pulmonar, asma, enfisema y EPOC, trastornos hematopoyéticos (incluyendo anemia,
trombocitopenia, neutropenia y otras citopenias), enfermedades gastrointestinales inflamatorias cronicas tal como
esofago de Barrett, cualquier trastorno relacionado con la pérdida de capacidad proliferativa en poblaciones de
células madre o células progenitoras. Tales afecciones pueden incluir sindrome de insuficiencia de la médula dsea,
anemia aplasica, anemia mielodisplasica o sindrome mielodisplasico. Tales afecciones también incluyen heridas u
otras afecciones agudas o croénicas de la piel y sus apéndices, tal como, por ejemplo, una quemadura, una abrasion,
una incisién, un injerto, una lesién causada por un agente infeccioso, una ulcera venosa crénica, una ulcera
diabética, una ulcera de compresién o decubito, una Ulcera mucosa, formacién queloide, pérdida de pelo o pigmento,
y otras aberraciones estructurales de la piel y sus apéndices. Tales afecciones también incluyen cancer y estados
precancerosos en los que la baja telomerasa o teldmeros acortados se asocian con inestabilidad genémica, o tasas
de mutacion aumentadas, o pérdida de funciones supresoras de tumores, y consecuentemente los sujetos tienen un
riesgo aumentado de inicio de tumor, evolucion de tumor o recaida del tumor.

La invencién proporciona el uso de un compuesto de férmula | aislado como se ha definido anteriormente en
prevenir o tratar una afeccién en un paciente, tal como las indicadas anteriormente, aumentando la actividad
telomerasa en células o tejido del paciente, el método comprende administrar a un paciente en necesidad de tal
prevencion o tratamiento. Las composiciones se pueden administrar por varias vias, por ejemplo, por via oral, topica,
parenteral, subcutanea, inhalacién e intravenosa.

En una forma de realizacion adicional, la invencién proporciona el uso de una formulaciéon tépica de un compuesto
de férmula | aislado como se ha definido anteriormente en tratar un afeccidon aguda o crénica de la epidermis, por lo
cual las células epidérmicas se ponen en contacto con dicha formulacion tépica.

Las células con las que la formulacion se pone en contacto también pueden incluir células de explante que se ponen
en contacto ex vivo, por ejemplo, para terapias celulares, u otras células en cultivo. Segun esto, la invencion
proporciona el aumento de la capacidad replicativa y capacidad funcional mejorada de células in vitro o ex vivo, que
comprende poner en contacto dichas células con una cantidad eficaz de una composicién que comprende un
compuesto de féormula | como se ha definido anteriormente, incluyendo formas de realizacion seleccionadas de los
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compuestos como se han definido anteriormente. En general, las células son células de mamifero; en formas de
realizacion seleccionadas, las células son células madre, tal como células madre o progenitoras de médula 6sea,
células estromales de médula dsea, células madre epidérmicas y epiteliales de la piel y otros tejidos incluyendo
intestino, higado y pancreas, células precursoras de islotes, células de neuroesferas, células corticosuprarrenales,
células satélite musculares, células madre y progenitoras mesenquimatosas incluyendo precursores de osteoblastos,
células epiteliales pigmentadas de retina, células precursoras endoteliales, pericitos, y células inmunitarias capaces
de expansion clonal incluyendo células T (CD4 y CD8) de memoria € indiferenciadas y B.

En una forma de realizacion adicional, la invencion proporciona el aumento de trasplante de un tejido de un donante
vivo o cadaver a un paciente vivo que comprende poner en contacto el tejido de trasplante con un compuesto de
férmula I aislado como se ha definido anteriormente. En una forma de realizacién adicional, la invencién proporciona
el aumento de trasplante de un tejido de un donante a un paciente vivo que comprende administrar el compuesto de
férmula | aislado como se ha definido anteriormente al paciente ya sea antes, simultaneo con, o durante un periodo
de tiempo después del trasplante del tejido. El tejido trasplantado puede ser tejido soélido, tal como un rifién, corazén,
pulmones, etc., o tejido hematopoyético tal como, sin limitacion, células sanguineas tal como leucocitos, linfocitos o
células precursoras hematopoyéticas que pueden derivar de la médula dsea.

En una forma de realizacion, la invencién proporciona una composicién farmacéutica que comprende, en un vehiculo
farmacéuticamente aceptable, un compuesto de féormula | como se ha descrito anteriormente.

En otra forma de realizacion, la invencién proporciona una formulacién farmacéutica tépica de un compuesto de
férmula | aislado como se ha definido anteriormente. Las formas de realizacion seleccionadas de los compuestos
también se han definido anteriormente. La formulacién tépica tipicamente comprende uno o mas componentes
seleccionados del grupo que consiste en un emulsionante, un soporte (por ejemplo, liposomas), un espesante, y un
emoliente de piel. Tales composiciones se pueden usar para el tratamiento de heridas u otras afecciones agudas o
cronicas de la epidermis.

Uso de un compuesto de formula | aislado como se ha definido anteriormente, incluyendo formas de realizacion
seleccionadas como se ha descrito anteriormente, en la fabricacion de un medicamento para prevenir o tratar una
enfermedad o afeccion. Uso de un compuesto de formula | aislado como se ha definido anteriormente, incluyendo
formas de realizacion seleccionadas como se ha descrito anteriormente, en la fabricaciéon de un medicamento para
prevenir o tratar enfermedades objeto de prevencion o tratamiento aumentando la actividad telomerasa en una
célula o tejido. Uso de un compuesto de férmula | aislado como se ha definido anteriormente, incluyendo formas de
realizacion seleccionadas como se ha descrito anteriormente, para prevenir o tratar una enfermedad o afeccién. Uso
de un compuesto de féormula | aislado como se ha definido anteriormente, incluyendo formas de realizacion
seleccionadas como se ha descrito anteriormente, para prevenir o tratar una enfermedad objeto de prevencion o
tratamiento aumentando la actividad telomerasa en una célula o tejido. El uso puede comprender ademas el paso
preliminar de identificar una célula o tejido en la que se desea un aumento de actividad telomerasa. Los beneficios
que se van a llevar a cabo al aumentar la actividad telomerasa en una célula o tejido incluyen, por ejemplo, aumento
de la capacidad replicativa y/o tiempo de vida de dicha célula o células en dicho tejido y aumento de la capacidad
funcional.

El uso puede incluir identificar, determinar o diagnosticar una afeccién o enfermedad en un sujeto de modo que se
desea aumentar la actividad telomerasa en las células o tejido del sujeto. Tales afecciones pueden incluir, por
ejemplo, infecciones viricas y oportunistas incluyendo VIH, varias enfermedades degenerativas, tal como
enfermedad neurodegenerativa, enfermedad degenerativa de los huesos o articulaciones y tejidos conjuntivos,
retinopatia diabética, degeneracion macular, enfermedades cardiovasculares incluyendo enfermedades vasculares
centrales y periféricas, enfermedad de Crohn y otras afecciones inmunitarias, enfermedades hepaticas incluyendo
fibrosis y cirrosis, enfermedades pulmonares incluyendo fibrosis pulmonar, asma, enfisema y EPOC, trastornos
hematopoyéticas (incluyendo anemia, trombocitopenia, neutropenia y otras citopenias), enfermedades
gastrointestinales inflamatorias crénicas tal como eséfago de Barrett, cualquier trastorno relacionado con la pérdida
de capacidad proliferativa en poblaciones de células madre o células progenitoras. Tales afecciones pueden incluir
sindrome de insuficiencia de la médula 6sea, anemia aplasica, anemia mielodisplasica o sindrome mielodisplasico.
Tales afecciones también incluyen heridas u otras afecciones agudas o crénicas de la piel y sus apéndices, tal
como, por ejemplo, una quemadura, una abrasion, una incisién, un injerto, una lesion causada por un agente
infeccioso, una ulcera venosa crénica, una Ulcera diabética, una ulcera de compresién o decubito, una Ulcera
mucosa, formacion queloide, pérdida de pelo o pigmento, y otras aberraciones estructurales de la piel y sus
apéndices. Tales afecciones también incluyen cancer y estados precancerosos en los que la baja telomerasa o
teldmeros acortados se asocian con inestabilidad gendmica, o tasas de mutacion aumentadas, o pérdida de
funciones supresoras de tumores, y consecuentemente los sujetos tienen un riesgo aumentado de inicio de tumor,
evolucion de tumor o recaida del tumor.

De forma similar, se contempla el uso de un compuesto de formula | aislado como se ha definido anteriormente,
incluyendo formas de realizacion seleccionadas como se ha descrito anteriormente, para la fabricacion de un
medicamento para el tratamiento de un afeccion cronica o aguda de la epidermis. Otra forma de realizacion es el uso
de un compuesto de formula | aislado como se ha definido anteriormente, incluyendo formas de realizacion
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seleccionadas como se ha descrito anteriormente, para el tratamiento de una afeccién cronica o aguda de la
epidermis.

Estos y otros objetos y caracteristicas de la invencidon seran mas completamente aparentes cuando la siguiente
descripcion detallada de la invencion se lea junto con las figuras acompafantes.

Breve descripcion de las figuras

La figura 1 muestra un aumento de la actividad telomerasa en células mononucleares de sangre periférica (CMSP)
de ratén después de una dosis del compuesto 4 C3-(L)-valil-cicloastragenol, medido en un ensayo TRAP.

La figura 2 muestra un aumento de la actividad telomerasa en bigotes de ratén después de una dosis del compuesto
4 C3-(L)-valil-cicloastragenol, medido en un ensayo TRAP.

Descripcion detallada de la invenciéon
|. Definiciones

Los siguientes términos, como se usan en el presente documento, tienen los significados dados a continuacion, a
menos que se indique de otra manera.

Un esquema de numeracion de atomos de carbono general usado para la nomenclatura de los compuestos
descritos en el presente documento es como se muestra a continuacion.

26

Por tanto, C3-(L)-valil-cicloastragenol se refiere a la (L) valina unida a través de un enlace éster al carbono 3 de la
estructura del compuesto.

“Alquilo de C15” se refiere a un radical monovalente aciclico completamente saturado que contiene carbono e
hidrégeno, que puede ser ramificado o lineal que tiene de 1 a 5 atomos de carbono. Los ejemplos de grupos alquilo
son metilo, etilo, n-propilo, n-butilo, isopropilo, isobutilo, sec-butilo, tert-butilo.

“Ceto” significa =O.
“Hidroxi” significa -OH.

El término “aminoacido” comprende los residuos de los aminoacidos naturales (por ejemplo, Ala, Arg, Asn, Asp, Cys,
Glu, GIn, Gly, His, Hyl, Hyp, lle, Leu, Lys, Met, Phe, Pro, Ser, Thr, Trp, Tyr, y Val) en forma D o L, asi como
aminoacidos no naturales. El término también comprende aminoacidos naturales y no naturales que tienen un grupo
protector de amino convencional (por ejemplo, acetilo o benciloxicarbonilo). Otros grupos protectores de amino
adecuados los conocen los expertos en la materia (véase, por ejemplo, T.W. Green, Protecting Groups in Organic
Synthesis; Tercera Edicion, Wiley Nueva York 1999). A menos que se especifique de otra manera los sustituyentes
aminoacidos estan unidos al cicloastragenol a través sus grupos carboxi a través de enlaces ésteres. Por tanto, C3-
(L)-valil-cicloastragenol es éster de C3-(L)-valil-cicloastragenol.

El término “isémero” incluye, pero no esta limitado a isémeros opticos y analogos, isbmeros estructurales y
analogos, isomeros conformacionales y analogos y similares.

Los expertos en la materia apreciaran que los compuestos de la invencién que tienen un centro quiral pueden existir
en y ser aislados en formas Opticamente activa y racémica. Algunos compuestos pueden mostrar polimorfismo. Se
debe entender que la presente invencidon abarca cualquier forma racémica, épticamente activa, polimoérfica o
estereoisomérica o mezclas de las mismas, de un compuesto de la invencién que posee las propiedades utiles
descritas en el presente documento, siendo bien conocido en la técnica cédmo preparar formas 6pticamente activas
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(por ejemplo, por resolucion de la forma racémica por técnicas de recristalizacion, por sintesis a partir de materiales
de partida 6pticamente activos, por sintesis quiral, o por separacion cromatografica usando una fase estacionaria
quiral) y como determinar la capacidad de los compuestos para aumentar la actividad telomerasa usando las
pruebas descritas en el presente documento. En una forma de realizacion, los aminoacidos estan en la forma natural

(L).

La invencion incluye “sales farmacéuticamente aceptables” de los compuestos de esta invencién, que se pueden
producir, en una forma de realizacién, para formar sales de metales alcalinos y para formar sales de adicién libre de
acidos libres o bases libres. Las sales de adiciéon acida farmacéuticamente aceptables adecuadas de compuestos de
esta invencion se pueden preparar a partir de un acido inorganico o a partir de un acido organico. En una forma de
realizacion, los ejemplos de acidos inorganicos son acido clorhidrico, bromhidrico, yodhidrico, nitrico, carbénico,
sulfarico y fosférico. En una forma de realizacion, los acidos organicos se pueden seleccionar de las clases alifatica,
cicloalifatica, aromatica, aralifatica, heterociclica, carboxilica y sulfonica de acidos organicos, ejemplos de los cuales
son acido formico, acético, propionico, succinico, glicélico, glucénico, lactico, malico, tartarico, citrico, ascérbico,
glucurénico, maleico, fumarico, pirlvico, aspartico, glutamico, benzoico, antranilico, oxalico, mesilico, salicilico,
estearico y acido galacturénico. En una forma de realizacion, las sales de adicion de bases farmacéuticamente
aceptables adecuadas de compuestos de esta invencion incluyen sales metalicas hechas de aluminio, calcio, litio,
magnesio, potasio, sodio y cinc o sales organicas hechas de N,N’-dibenciletilidendiamina, colina, cloroprocaina,
etanolamina, etilendiamina y procaina. Todas estas sales se pueden preparar por medios convencionales a partir de
los compuestos correspondientes. Las sales farmacéuticamente aceptables se pueden preparar en otras formas de
realizacion por tratamiento con bases inorganicas, por ejemplo, hidréxido de sodio. En otra forma de realizacion, se
pueden hacer ésteres de los compuestos con acido carboxilicos alifaticos y aromaticos, por ejemplo, ésteres de
acido acético y acido benzoico.

“Células madre” se refiere a células relativamente indiferenciadas de un linaje comudn que retienen la capacidad de
dividirse y ciclar a lo largo de la vida posnatal, para proporcionar células que se pueden diferenciar adicionalmente y
especializarse (por ejemplo, las células madre en las capas basales de la piel o en tejido hematopoyético, tal como
células primitivas en la médula ésea de las que derivan varios tipos de células sanguineas).

Mediante “eficaz para aumentar la actividad telomerasa en una célula”, con referencia a un compuesto, se quiere
decir que una composicién que contiene el compuesto a una concentraciéon de 10 uM o menos es eficaz para
producir un nivel de actividad telomerasa en un queratinocito o célula fibroblasto, medido en un ensayo de actividad
telomerasa (por ejemplo, ensayo TRAP) como se describe en el presente documento, que es mayor, en un factor de
al menos 1,5 (es decir, al menos el 50% mayor) que el nivel producido por una formulacion similar que no contiene el
compuesto, medido en un ensayo TRAP. En algunas formas de realizacion, el compuesto es eficaz, a una
concentracion de 10 uM o menos, para producir un nivel de actividad telomerasa en tal célula, medido en un ensayo
TRAP como se describe en el presente documento, que es mayor en un factor de al menos 2 (es decir, al menos el
100% mayor) que el nivel producido por una formulacién similar que no contiene el compuesto.

Un “sujeto” es un mamifero. El sujeto puede ser un mamifero doméstico, por ejemplo, un perro, gato, raton, rata,
mono, etc. El sujeto o paciente puede ser un ser humano.

En referencia a la administracién de un compuesto a un paciente, una “cantidad eficaz” se refiere a una cantidad
eficaz para aumentar la actividad telomerasa en las células o tejido del paciente, de modo que se alcanza un
resultado terapéutico deseado. En referencia a un tratamiento de células in vitro o ex vivo, una “cantidad eficaz” se
refiere a una cantidad eficaz para aumentar la actividad telomerasa en las células, aumentando de esta manera la
capacidad replicativa y/o tiempo de vida de las células.

En concentraciones expresadas en el presente documento como % (p/v), el 100% (p/v) corresponde a 1 g de
soluto/ml de solvente. Por ejemplo, el 0,1% (p/v) = 1 mg/ml.

Una “formulacién de un compuesto aislado” se refiere a una formulaciéon preparada combinando el compuesto
aislado con uno o mas de otros ingredientes (que pueden ser ingredientes activos o inactivos) para producir la
formulacion. La frase “compuesto aislado” se refiere a un compuesto que (antes de la formulaciéon) se ha producido
por un proceso que implica uno o mas pasos de sintesis quimica, resultando en una preparacién del compuesto que
no es de menos del 80% (p/p) de pureza.

II. Métodos y composiciones para aumentar la actividad telomerasa

Segun la presente invencion, se proporcionan composiciones y métodos in vitro para aumentar la actividad
telomerasa en una célula.

Se ha encontrado que los compuestos de la presente invencién son capaces de aumentar la actividad telomerasa en
células y estan enseguida biolégicamente disponibles cuando se administran a mamiferos sea por via intravenosa u
oral.
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Segun el método, una célula o tejido se pone en contacto con un compuesto de féormula | aislado como se divulga en
el presente documento, en una cantidad eficaz para aumentar la actividad telomerasa en la célula o tejido, relativo al
nivel de la actividad telomerasa en la célula o tejido en ausencia del compuesto. El método también puede incluir un
paso preliminar de identificar una célula o tejido en el que se desea un aumento en la actividad telomerasa.

La presente invencion incluye, en un aspecto, un compuesto de férmula I:

10 en donde X1, se selecciona de ceto (=0), hidroxi, y

oc(o)
HNe—=H
1

T m

bl

en donde X2, se selecciona de ceto (=0), hidroxi, y

15
o)
H N==H
R2 .
en donde X3, se selecciona de ceto (=0), hidroxi, y
Soco)
H,Ne==H
CH(CH,), .
20 ’
en donde al menos uno de X1, X2o X3 es
~ N
Oc(0) \09(0) 0¢(0)
HNwt=H  HNeiaH  HN=H
= = CH(CH
R R2 (CHy), » respectivamente;
25

en donde R' o R? se seleccionan independientemente de -CH(CHs),, y -CH(CHs)CH,CHs;
y sales farmacéuticamente aceptables del mismo.

30 En una forma de realizacion X' es -OC(O)CH(NH,)R' en donde R' se selecciona del grupo que consiste en -
CH(CHs)2, 0 -CH(CHs3)CH,CHs. En otra forma de realizacion X? es -OC(O)CH(NH.)R? en donde R? se selecciona del
grupo que consiste en -CH(CHzs)2, 0 -CH(CH3)CH2CHs.

En una forma de realizacion al menos uno de X', X? o X* es -OC(O)CH(NH2)CH(CHs).. En otra forma de realizacion
35 X'y X®son -OC(O)CH(NH2)CH(CH3)CH(CHa)e.
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En una forma de realizacién al menos uno de X', o X? es -OC(O)CH(NH,)CH(CH3)CH2CHs. En otra forma de
realizacion X'y X? son -OC(O)CH(NH2)CH(CH3)CHZCH3

En formas de realizacion seleccionadas de la formula I, X' es un -OC(O)CH(NHz)CH(CH3)2, y X2y X3 se selecmonan
|ndepend|entemente de hidroxi y ceto. En formas de realizacion adicionales, X* es -OC(O)CH(NH2)CH(CHa), y X'y
X® se seleccionan |ndepend|entemente de hidroxi y ceto. En formas de realizacion adicionales, X° es -
OC(O)CH(NHz)CH(CH3)2, y X' y X? se seleccionan |ndepend|entemente de hidroxi y ceto. En formas de reallzaC|on
adicionales X' y X? son ambos -OC(O)CH(NH2)CH(CHs)2, y X* es OH. En formas de realizacién atin ad|C|onaIes X'
es -OC(O)CH(NH2)CH(CHa)2, y cada uno, de X2 y X* son OH. En formas de realizacién aun adicionales, X? es -
OC(O)CH(NH2)CH(CHs),, y cada uno de X' y X* son OH.

En formas de realizacién seleccionadas de la formula I, X' es un -OC(O)CH(NH2)CH(CHs)CH,CHs, y X* y X° se
seleccionan independientemente de h|dr0X| y ceto. En formas de realizacién adicionales, X* es -
OC(O)CH(NH2)CH(CH3)CH,CHs, y X' y X* se seleccionan |ndepend|entemente de hidroxi y ceto. En formas de
realizacion ad|C|onaIes X" y X? son ambos -OC(O)CH(NH2)CH(CH3)CHZCH3, y X es OH. En formas de realizacion
aun adicionales, X es -OC(O)CH(NH2)CH(CH3)CH2CHs, y cada uno de X v X son OH. En formas de realizacion
aun adicionales, X? es -OC(O)CH(NH2)CH(CHs)CH,CHs, y cada uno de X'y X® son OH.

En algunas formas de realizacion de formula I, la sal farmacéuticamente aceptables es una sal clorhidrato.

Los compuestos ejemplares de formula | incluyen los designados en el presente documento como: éster 6a,16(3-
dihidroxi-17-[5-(1-hidroxi-1-metil-etil)-2-metil-tetrahidro-furan-2-il]-4,4,13,14-tetrametil-tetradecahidro-
ciclopropal9,10]ciclopenta[a]fenantren-3@-ilico del acido 2-(L)-amino-3-metil-butirico (designado en el presente
documento como 4); éster 6a-(2-amino-3-metil-butiriloxi)-16p-hidroxi-17-[5-(1-hidroxi-1-metil-etil )-2-metil-tetrahidro-
furan-2-il]-4,4,13,14-tetrametil-tetradecahidro-ciclopropal9, 10]ciclopenta[a]fenantren-3-ilico del acido 2-(L)-amino-3-
metil-butirico (designado en el presente documento como 7); éster 33,163 dihidroxi-17-[5-(1-hidroxi-1-metil-etil)-2-
metil-tetrahidro-furan-2-il]-4,4,13, 14-tetrametiltetradecahidrociclopropa[9, 10]ciclopenta[a]fenantren-6a-ilico del acido
2-(L)-amino-3-metil-butirico, (designado en el presente documento como 12), éster 6a, 163-dihidroxi-17-[5-(1-hidroxi-
1-metil-etil)-2-metil-tetrahidro-furan-2-il]-4,4,13,14-tetrametil-tetradecahidrociclopropa[9, 10]ciclopenta[alfenantren-3[3-
ilico del acido 2-(L)-amino-3-metil-pentanoico (designado en el presente documento como 14), éster 163-hidroxi-17-
[5-(1-hidroxi-1-metil-etil)-2-metil-tetrahidro-furan-2-il]-4,4,13,14-tetrametil-3-oxo-tetradecahidro-
ciclopropal9,10]ciclopenta[a]fenantren-6a-ilico del acido 2-(L)-amino-3-metil-butirico, (designado en el presente
documento como 30), éster 6a-(2-amino-3-metil-pentanoiloxi)-16B-hidroxi-17-[5-(1-hidroxi-1-metil-etil)-2-metil-
tetrahidro-furan-2-il]-4,4,13,14-tetrametil-tetradecahidro-ciclopropa[9,10]ciclopenta[a]fenantren-3-ilico del acido 2-
(L)-amino-3-metil-pentanoico (designado en el presente documento como 32), éster 3,6a-dihidroxi-17-[5-(1-hidroxi-
1-metil-etil)-2-metil-tetrahidro-furan-2-il]-4,4,13, 14-tetrametiltetradecahidrociclopropa[9, 10]ciclopenta[a]fenantren-
16B-ilico del acido 2-(L)-amino-3-metil-butirico, (designado en el presente documento como 36) y sales
farmacéuticamente aceptables de los mismos.

Los compuestos ejemplares de formula | incluyen los designados en el presente documento como: éster 6a,16(3-
dihidroxi-17-[5-(1-hidroxi-1-metil-etil)-2-metil-tetrahidro-furan-2-il]-4,4,13,14-tetrametil-tetradecahidro-
ciclopropal9,10]ciclopenta[a]fenantren-3@-ilico del acido 2-(L)-amino-3-metil-butirico, sal clorhidrato; éster 6a-(2-
amino-3-metil-butiriloxi)-16B-hidroxi-17-[5-(1-hidroxi-1-metil-etil)-2-metil-tetrahidro-furan-2-il]-4,4,13,14-tetrametil-
tetradecahidro-ciclopropal9,10]ciclopenta[a]fenantren-33-ilico del acido 2-(L)-amino-3-metil-butirico, sal clorhidrato;
éster 3B,163 dihidroxi-17-[5-(1-hidroxi-1-metil-etil)}-2-metil-tetrahidro-furan-2-il]-4,4,13,14-
tetrametiltetradecahidrociclopropa[9,10]ciclopentalalfenantren-6o-ilico del acido 2-(L)-amino-3-metil-butirico, sal
clorhidrato, éster 6a, 16B-dihidroxi-17-[5-(1-hidroxi-1-metil-etil)-2-metil-tetrahidro-furan-2-il]-4,4,13,14-tetrametil -
tetradecahidrociclopropa[9,10]ciclopentalalfenantren-3B-ilico del acido 2-(L)-amino-3-metil-pentanoico, sal
clorhidrato, éster  16B-hidroxi-17-[5-(1-hidroxi-1-metil-etil)-2-metil-tetrahidro-furan-2-il]-4,4,13,14-tetrametil-3-oxo-
tetradecahidro-ciclopropal9,10]ciclopenta[a]fenantren-6a-ilico del acido 2-(L)-amino-3-metil-butirico, sal clorhidrato,
éster 6a-(2-amino-3-metil-pentanoiloxi)-168-hidroxi-17-[5-(1-hidroxi- 1-metil-etil)-2-metil-tetrahidro-furan-2-il]-
4,4,13,14-tetrametil-tetradecahidro-ciclopropa[9,10]ciclopentalalfenantren-3B-ilico del acido 2-(L)-amino-3-metil-
pentanoico, sal clorhidrato, o éster 3[3,6a-dihidroxi-17-[5-(1-hidroxi-1-metil-etil)-2-metil-tetrahidro-furan-2-il]-4,4,13,14-
tetrametiltetradecahidrociclopropa[9,10]ciclopentalalfenantren-16@-ilico del acido 2-(L)-amino-3-metil-butirico, sal
clorhidrato.

En una forma de realizacion, el compuesto se selecciona de los siguientes compuestos de formula I

10
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y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

Los compuestos ejemplares de formula | incluyen los compuestos en la siguiente tabla, con referencia a la formula I:

11
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Numero de
compuesto

Nombre

X1

4

éster 6a,16B-dihidroxi-17-[5-(1-hidroxi-1-metil-etil)-2-
metil-tetrahidro-furan-2-il]-4,4,13,14-tetrametil-
tetradecahidro-ciclopropa[9, 10]ciclopenta[a]fenantren-
3B-ilico del acido 2-(L)-amino-3-metil-butirico

-OC(O)CH(NH,)
CH(CHa)

éster 6a-(2-amino-3-metil-butiriloxi)-16p-hidroxi-17-[5-(1-
hidroxi- 1-metil-etil)-2-metil-tetrahidro-furan-2-il}-
4,4,13,14-tetrametil-tetradecahidro-
ciclopropa[9,10]ciclopenta[alfenantren-33-ilico del acido
2-(L)-amino-3-metil-butirico

-OC(O)CH(NH,)
CH(CHa),

-OC(O)CH(NH,)
CH(CHa),

12

éster 3B,16B  dihidroxi-17-[5-(1-hidroxi-1-metil-etil)-2-
metil-tetrahidro-furan-2-il]-4,4,13,14-
tetrametiltetradecahidro-
ciclopropa[9,10]ciclopenta[alfenantren-6a-ilico del acido
2-(L)-amino-3-metil-butirico

-OC(O)CH(NH,)
CH(CHa)

14

éster 6a, 16B-dihidroxi-17-[5-(1-hidroxi-1-metil-etil)-2-
metil-tetrahidro-furan-2-il]-4,4,13,14-tetrametil-
tetradecahidro-ciclopropal9,10]ciclopenta[alfenantren-
3B-ilico del acido 2-(L)-amino-3-metil-pentanoico

-OC(O)CH(NH,)
CH(CH3)CH,CHs

30

éster 16B-hidroxi-17-[5-(1-hidroxi-1-metil-etil)-2-metil-
tetrahidro-furan-2-il]-4,4,13,14-tetrametil-3-oxo-

=0

-OC(O)CH(NH,)
CH(CHa),

tetradecahidro-ciclopropal[9, 10]ciclopenta[a]fenantren-
6a-ilico del acido 2-(L)-amino-3-metil-butirico

32 éster 6a-(2-amino-3-metil-pentanoiloxi)-163-hidroxi-17-
[5-(1-hidroxi-1-metil-etil)-2-metil-tetrahidro-furan-2-il]-
4,4,13,14-tetrametil-tetradecahidro-
ciclopropa[9,10]ciclopenta[alfenantren-33-ilico del acido
2-(L)-amino-3-metil-pentanoico

-OC(O)CH(NH,)
CH(CH3)CH,CHs

-OC(O)CH(NH,)
CH(CH3)CH,CHs

36 éster 33,6a-dihidroxi-17-[5-(1-hidroxi-1-metil-etil)-2-metil-
tetrahidro-furan-2-il]-4,4,13,14-tetrametiltetradecahidro-
ciclopropa[9,10]ciclopentalalfenantren-163-ilico del
acido 2-(L)-amino-3-metil-butirico

-OC(O)CH
(NH2)CH(CHs).

Un compuesto de la férmula | anterior, cuando se formula en un solvente, es eficaz para producir un nivel de
actividad telomerasa en queratinocitos o fibroblastos, medido en un ensayo TRAP, al menos el 50% mayor, al
menos el 70% mayor, al menos el 80% mayor, o al menos el 90% mayor que el nivel en dichas células tratadas con
dicho solvente, medido en un ensayo TRAP como se describe en el presente documento. En formas de realizacion
adicionales, el compuesto es eficaz para producir un nivel de actividad telomerasa en queratinocitos o fibroblastos,
medido en un ensayo TRAP, al menos el 100% mayor que el nivel en dichas células tratadas con dicho solvente,
medido en un ensayo TRAP como se describe en el presente documento.

La invencion también proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden uno o mas compuestos de férmula
I

En un aspecto adicional, la invenciéon proporciona el uso de un compuesto de férmula | aislado para aumentar la
telomerasa en una célula o tejido, poniendo en contacto la célula o tejido con dicho compuesto. De nuevo, esto
puede incluir el paso de identificar una célula o tejido en el que se desea un aumento en actividad telomerasa.

lll. Fuentes y sintesis de compuestos de férmula |

Los compuestos de formula se pueden sintetizar como sigue.
Los astragaldsidos I-VII se pueden aislar de raiz de Astragalus membranaceus, como se describe, por ejemplo, en

A. Kadota et al., documento JP Kokai No. 62012791 A2 (1987). Como se describe en el mismo, el tejido de la raiz (8
kg) que esta comercialmente disponible de varias fuentes de hierbas beneficiosas, se somete a reflujo con MeOH, y
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el extracto concentrado (200 g) se redisuelve en MeOH y se fracciona por cromatografia en columna en gel de silice,
usando mezclas de CHCI3/MeOH/H,O como eluyentes. Cada fraccidon se procesa por cromatografia inversa en gel
de silice, usando mezclas de solventes similares, para dar las siguientes cantidades aproximadas de compuestos
aislados: acetilastragalosido | (0,2 g), astragalosido | (3,5 g), isoastragaldsido | (0,3 g), astragaldsido 1l (2,3 g),
astragalésido Il (1,0 g), astragaldsido IV (0,8 g), astragalésido V (0,1 g), astragalésido VI (0,3 g) y astragaldsido VII
(0,1 g). Véase también Kitagawa et al., Chem. Pharm. Bull. 31(2):698-708 (1983b).

Se puede preparar cicloastragenol (2) por tratamiento de astragaldsido IV (1) con HCI metandlico, seguido por
neutralizacion, procesamiento estandar, y purificacion por cromatografia como se describe en la seccion
experimental posteriormente (ejemplo 1). También se puede obtener cicloastragenol por degradacion oxidativa
(tratamiento con oxigeno y sodio elemental) de un extracto de butanol de Astragalus membranaceus, como se
describe por P-H Wang et al., J. Chinese Chem. Soc. 49:103-6 (2002).

La preparacion de varias formas de realizacion de formula I, por ejemplo, compuestos que tienen grados variables
de esterificacion, alquilacion o acilaciéon, o grupos ceto, se puede preparar segun métodos conocidos de sintesis
organica, usando materiales de partida naturales y/o comercialmente disponibles tal como cicloastragenol, con
separacion de productos segun sea necesario. Se dan varios ejemplos en la seccion experimental posteriormente.

IV. Determinacioén de la actividad biolégica

A. Protocolo del ensayo TRAP

Se puede determinar la capacidad de un compuesto para aumentar la actividad telomerasa en una célula usando el
ensayo TRAP (protocolo de amplificacién de repeticiones teloméricas), que se conoce en la técnica (por ejemplo,
Kim et al., patente en EE UU No. 5.629.154; Harley et al., patente en EE UU No. 5.891.639). Como se usa en el
presente documento, “actividad telomerasa medida en un ensayo TRAP” se refiere a la actividad telomerasa medida
en queratinocitos o fibroblastos segun el siguiente protocolo. La actividad tipicamente se compara a la actividad
similarmente medida en un ensayo control de tales células (por ejemplo, una actividad telomerasa el 50% mayor que
la observada en un control de solvente).

Las lineas celulares adecuadas para uso en el ensayo, células mononucleares de sangre periférica humana
normales (CMSP) o queratinocitos epidérmicos humanos (neonatales (HEK), se pueden obtener de fuentes
comerciales, tal como Cascade Biologics, Portland, OP, o 4C Biotech, Seneffe, Bélgica, o de la ATCC (Coleccion
Americana de Cultivos Tipo). Las lineas celulares de fibroblastos humanos normales de la ATCC, que se pueden
localizar en la pagina web de la ATCC, incluyen, por ejemplo, CCL135, CCL137 y CCL151.

Por ejemplo, los queratinocitos epidérmicos humanos neonatales (HEK) se siembran en una placa de microtitulacion
de 96 pocillos a aproximadamente 5000 células/pocillo, en medio de crecimiento (por ejemplo, medio Epi-Life +
suplemento de crecimiento de queratinocitos suministrados por Cascade Biologics, Inc.) y se incuban durante un dia.
Se afiaden las composiciones de prueba en un solvente adecuado, tal como etanol al 95% o DMSO, a pocillos
seleccionados en un intervalo de concentraciones y se incuban durante 24 +/- 1 horas adicionales.

Los compuestos que se van a probar primero se formulan a una concentracién final deseada de 10X en DMSO al
10%. EI compuesto formulado se afiade al cultivo de 96 pocillos junto con un control de DMSO para proporcionar
varias concentraciones del compuesto. La concentracion final de DMSO puede ser del 1% en todos los pocillos.
Para otros tipos celulares o en otras situaciones, se pueden desear concentraciones mayores o menores de DMSO.

Se puede realizar un ensayo de citotoxicidad en paralelo con el ensayo TRAP de telomerasa preparando una placa
de cultivo en duplicado tratada con los mismos compuestos y usando un colorante que responde a metabolismo tal
como azul alamar para evaluar el nimero de células al principio y al final de las incubaciones con los compuestos de
prueba.

Si la citotoxicidad de los compuestos de prueba no se mide objetivamente, la morfologia de las células tratadas se
puede observar primero con el microscopio, para verificar que no hay signos visuales de crecimiento irregular.

Para realizar el ensayo TRAP, el medio se elimina de los pocillos, y las células se enjuagan dos veces en PBS (sin
Ca ni Mg). Las placas se enfrian en hielo, y se afiade tampon de lisis de Nonidet P40 (aproximadamente 100 ul por
pocillo) y se trituran pipeteando arriba y abajo varias veces. Las células se incuban después en hielo durante 1 hora.

Alternativamente, las células se pueden recoger a las 24 h +/- 1 h eliminando el medio de crecimiento y lavando una
vez con PBS (solucion salina tamponada en fosfato) eliminando tanto medio como sea posible. Las células se lisan
después afadiendo 50 pl de tampdn M-Per (Pierce Cat# 78503 & 78501) e incubando en hielo durante 1 h +/- 15
min. La placa se centrifuga, opcionalmente, a 2000 RPM, 5 min. El lisado se recoge cuidadosamente de cada pocillo
de la placa y se transfiere a una placa de 96 pocillos de almacenamiento con fondo en V nueva, dejando las células
de la monocapa intactas.
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Alternativamente, la solucién de lisis de células se puede preparar afadiendo 3,0 ml de Nonidet® P40, 1,0 ml de
tampon de lisis de CHAPS (véase a continuacion), y 1,0 ml de tampén de TRAP 10X (véase a continuacion) a 5,0 ml
de H;O sin DNasa ni RNasa (el agua sin DNasa ni RNasa se puede generar por tratamiento con DEPC
(pirocarbonato de dietilo) o comprar de vendedores tales como Sigma).

Tampon de lisis de CHAPS

Solucién madre Para 1 ml Concentracion final
TrissHCI1 M pH 7,5 10 ul 10 mM

MgCl, 1 M 1ul 1 mM

EGTAO0,5M 2.l 1 mM

AEBSF 100 mM 1l 0,1 mM

CHAPS? al 10% 50 pl 0,5%

BSA 1mg 1 mg/mi

Glicerol al 100% 100 pl 10%

H20 sin DNasa ni RNasa 936 pl (hasta 1 ml)

@ El detergente CHAPS se afiade justo antes del uso del tampdn de lisis. Ademas, AEBSF (fluoruro de 4-(2-
aminoetil)-bencenosulfonilo HCI) se afiade al tampdn de lisis justo antes del paso de extraccion.

El nivel de actividad telomerasa en los lisados celulares se mide usando un ensayo TRAP

Tampon TRAP 10X

Solucién madre Concentracion final
Tris-HCI 1 M pH 8,3 200 mM

MgCl> 1 M 15 mM

KCl1M 650 mM

Tween 20 (Boehringer Mannheim) 0,5%

EGTAO0,1M 10 mM

BSA 20 mg/ml 1 mg/mi

Se combinan los siguientes materiales para generar una muestra maestra de PCR

Solucién madre Por reaccion (45 pl) Concentracion final?
Tampoén TRAP 10X 5,0 ul 1X

dNTP 2,5 mM 1,0 ul 50 uM

Cebador Cy5-TS (0,5 mg/ml) 0,1 ul 1 ng/mi

Cebador ACX (0,1 mg/ml) 1,0 ul 2 ng/ml

Taq polimerasa (5 U/ul) 0,4 ul 0,04 unidades/pul
Extracto celular 5-10 ul

H,O sin DNasa ni RNasa 32,5-37,5 pyl (hasta 45 pl totales)

@ Basado en un volumen final de mezcla de PCR de 40 pl mas 10 ul de lisado celular = 50 pl.

La mezcla de PCR incluye los siguientes componentes: cebador Cy5-TS, un oligonucleétido marcado en 5’ con Cy5
que tiene la secuencia 5-AAT CCG TCG AGC AGA GTT-3' (SEQ ID NO:1), es un sustrato de telomerasa.
Dependiendo de la actividad telomerasa en el medio, se afiadiran repeticiones de telémero (que tienen la secuencia
(AGGGTT), al sustrato, para formar productos de telomerasa extendidos, también denominados productos de
telomerasa. El cebador ACX, que tiene la secuencia 5'- GCG CGG CTT ACC CTT ACC CTT ACC CTA ACC-3' (SEQ
ID NO: 2), es un cebador inverso anclado que hibrida con los productos extendidos de telomerasa.

Se afiade una muestra de lisado celular (por ejemplo, 5 yl) a la mezcla de PCR en un tubo de reaccion, y la
extension de telomeros y amplificacion por PCR se hace en la maquina de PCR de mesa con los siguientes perfiles
de ciclo: 30°C durante 30 minutos, repetir 28 ciclos de la siguiente reaccion de 3 pasos: 94°C/30 s, 60°C/30 s, y
72°C/1 min, seguido por 72°C/4 minutos y mantener a 4°C.

Se afiade colorante de carga que contiene, por ejemplo, azul de bromofenol y xileno cianol, y las muestras se
someten a PAGE no desnaturalizante del 10-15% en TBE 1x, hasta que el azul de bromofenol se sale del gel. El
producto de reaccién TRAP se observa, por ejemplo, usando un fluoroimager para la deteccion de productos de
telomerasa marcados con CY5 (excitacion maxima a 650 nm; emision maxima a 670 nm).

La actividad telomerasa se puede medir por vol. de pixeles capturados total (bandas de la escalera de ADN) por
encima del fondo para cada carril del gel. La actividad se puede normalizar midiendo el ARN total (ng/ml) usando el
kit de cuantificacion de ARN Ribogreen® de Molecular Probes, cat # R-11490 y segun las condiciones
comercialmente recomendadas con un intervalo de estandar de ARN de 0,8-200 ng/ml, dilucién 1:200 del colorante
RG, dilucién de la muestra 100-250x.
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Vol de pixeles totales/ARN = Actividad telomerasa relativa normalizada
El nimero de células (usado para evaluar la citotoxicidad) era directamente proporcional a la lectura de azul alamar.

Alternativamente, se puede afiadir un conjunto de estandar interno y cebador para fines de cuantificacion. El
estandar interno TSU2 un oligonucledtido que tiene la secuencia 5'-AAT CCG TCG AGC AGA GTT AAA AGG CCG
AGA AGC GAT-3'; SEQ ID NO:3), una extension de la secuencia del cebador TS, se afiade en una pequeia
cantidad controlada. El cebador U2, que tiene la secuencia 5-ATC GCT TCT CGG CCT TTT (SEQ ID NO:4), es un
cebador inverso disefiado para hibridar con la region 3’ del estandar interno.

La cantidad final del estandar interno TSU2 después de la amplificacion generalmente es 5-10 pmol por mezcla de
reaccion de 50 pul. Este control interno da un producto de amplificacion por PCR 36-mero especifico que aparece
como una banda distinta en el gel por debajo del primer producto de adicidon de telémero (es decir, el producto de
una adicion de telomero al oligonucledtido TS, seguido por amplificacion con el cebador de retorno ACX). Esta
banda de control interno se puede usar para normalizar las amplificaciones de PCR de diferentes muestras.

El numero relativo de moléculas de producto de telomerasa (TM) generadas en el ensayo se determina segun la
férmula a continuacion:

TM = (Tproductos TRAP — TBDK1)/(Testint — TBDK2)

donde: Tproductos TRAP €S la intensidad total medida en el gel para todos los productos de telomerasa, Tepk1 €s la
intensidad del fondo medida en un carril blanco para un area equivalente en tamario a la abarcada por los productos
de telomerasa, Testint €S la intensidad para la banda del estandar interno, y Tepk2 €s la intensidad de fondo medida
en un carril blanco para un area equivalente a la abarcada por la banda del estandar interno. El nimero resultante es
el numero de moléculas de productos de telomerasa generados para un tiempo de incubacion determinado que,
para los fines de determinar TM, se designa en el presente documento como 30 minutos.

Los compuestos de férmula | como se describen anteriormente son capaces de producir, a una concentracién de 1
MM o menor, un nivel de actividad telomerasa en fibroblastos o queratinocitos al menos el 50% mayor que la vista en
un control de solvente. Incluso actividades mas potentes pueden ser apropiadas para algunas aplicaciones, tales
como compuestos que producen actividades telomerasa al menos aproximadamente el 75%, el 100% o el 500%
mayor que el nivel de tal actividad vista en un control de solvente, medida en el ensayo TRAP descrito, a
concentraciones de 10 yM o menores.

La eficacia en aumentar la actividad telomerasa se evaludé para compuestos de férmula | anteriores en varias
concentraciones. Los ensayos se llevaron a cabo en células HEKneoP (queratinocitos neonatales), segun el
protocolo descrito anteriormente. Las concentraciones tipicamente variaron desde aproximadamente 0,001 uM a 10
MM en DMSO.

La capacidad de los compuestos para aumentar la actividad de telomerasa se muestra en la tabla 2.

B. Protocolo de ensayo de cicatrizacion

Los compuestos de formula | se pueden usar para fomentar la cicatrizacién de heridas, quemaduras, abrasiones u
otras afecciones agudas o crénicas de la epidermis como se discute mas adelante. Como se usa en el presente
documento, “actividad de cicatrizacion medida en un ensayo de raspado” se refiere a la actividad medida en
queratinocitos o fibroblastos segun el siguiente protocolo, y expresada como el valor de WH mostrado en la férmula
posteriormente.

Las células se siembran en botellas (5 x 10° células por botella) y se cultivan durante 2 dias en una camara
humidificada con CO; al 5%, 37°C. Para crear la “herida”, una pipeta de plastico de 2 ml se arrastra suavemente
para “raspar” la superficie celular. La herida ideal es de aproximadamente 2-3 mm de anchura y 50 mm de longitud
(a lo largo del eje largo de la botella de cultivo celular). Las células se vuelven a tratar con medio que contiene o bien
vehiculo (DMSO; muestra control) o composiciones de prueba en multiples concentraciones. Se identifica un area de
herida, la botella se marca, y el aspecto de las células se documenta fotograficamente durante 3-4 dias de cultivo
continuado de las células.

La cantidad de cierre de herida se determina midiendo la anchura de la herida a lo largo del tiempo para muestras
tratadas con compuestos relativa a las células tratadas con vehiculos u otras células control. Las medidas se hacen
a partir de fotografias tomadas para cada una de las muestras los dias 1 (inmediatamente después de raspar), 2, 3,
y 4. Se calcula el porcentaje de cicatrizacion (también expresado como como “actividad de cicatrizacion”) mediante
la siguiente férmula:

WH =100 — [100 x Wq/Wo],
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donde W, es la anchura de la herida el dia n y Wy es la anchura de la herida el dia uno (es decir, inmediatamente
después de raspar).

V. Indicaciones terapéuticas y tratamiento

La presente invenciéon proporciona el uso de una formulaciéon de un compuesto de férmula | aislado como se ha
divulgado en la seccion Il anteriormente, en una cantidad eficaz para aumentar la actividad telomerasa en la célula
para aumentar la actividad telomerasa en una célula, poniendo en contacto una célula o tejido con dicha
formulacion. El método puede incluir el paso preliminar de identificar una célula o tejido en el que se desea un
aumento de la actividad telomerasa. La célula puede estar en cultivo, es decir, in vitro o ex vivo, o en un sujeto o
paciente in vivo.

Los beneficios que se van a llevar a cabo de un aumento en la actividad telomerasa en una célula o tejido incluyen,
por ejemplo, aumento de la capacidad replicativa y/o tiempo de vida de las células puestas en contacto y capacidad
funcional mejorada de las células (es decir, expresion mejorada de las funciones diferenciadas normales de las
células). Esto puede comprender ademas diagnosticar una afeccién en un sujeto o paciente en donde se desea un
aumento en la actividad telomerasa en las células o tejido del paciente; por ejemplo, diagnosticar una enfermedad
objeto para tratamiento por un aumento en actividad telomerasa en células o tejido. Segun esto, la invencion
proporciona el tratamiento de una afeccion en un paciente, aumentando la actividad telomerasa en células o tejido
de dicho paciente, por lo cual se va a administrar una cantidad eficaz de un compuesto de férmula | como se ha
divulgado en la seccion Il anteriormente a un sujeto en necesidad de tal tratamiento. Una “cantidad eficaz” se refiere
a una cantidad eficaz para aumentar la actividad telomerasa en las células o tejido del paciente, de modo que se
alcance un resultado terapéutico.

Tales afecciones o enfermedades para tratamiento o prevencién pueden incluir, por ejemplo, afecciones asociadas
con senescencia celular o con una velocidad aumentada de proliferaciéon de una célula en ausencia de telomerasa,
lo que produce pérdida de repeticiones del teldmero acelerada. Mediante “velocidad aumentada de proliferacién” se
quiere decir una velocidad mayor de divisién celular comparada con células normales de ese tipo celular, o
comparada con células normales en otros individuos de ese tipo celular. La senescencia de esos grupos de células a
una edad anémalamente temprana puede finalmente producir enfermedad (véase, West ef al., patente en EE UU
No. 6.007.989).

Existen varios estados de enfermedad en los que un aumento en la actividad telomerasa en ciertos tipos de células
puede ser beneficioso. Segun esto, la invencion proporciona el tratamiento de una afeccion o enfermedad en un
paciente seleccionado de lo siguiente, aumentando la actividad telomerasa en las células del paciente, que
comprende administrar a un sujeto en necesidad de tal tratamiento, una cantidad eficaz de un compuesto de férmula
I como se ha descrito anteriormente. En algunos casos, la afeccién también se puede someter a tratamiento por
terapia celular ex vivo, como se describe ademas posteriormente, empleando los tipos celulares asociados
(indicados entre paréntesis).

(a) enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington, e ictus (células del sistema
nervioso central incluyendo neuronas, células de glia, por ejemplo, astrocitos, células endoteliales, fibroblastos),

(b) enfermedades seniles de la piel, tal como atrofia y adelgazamiento dérmico, elastolisis y arrugas en la piel,
hiperplasia o hipoplasia de las glandulas sebaceas, lentigo senil y otras anomalias de la pigmentacion,
encanecimiento del pelo y pérdida o adelgazamiento del pelo, o Ulceras de piel cronicas (fibroblastos, células de
glandulas sebaceas, células de foliculo piloso),

(c) enfermedad articular degenerativa (células del cartilago articular, tal como condrocitos y fibroblastos lacunares y
sinoviales),

(d) osteoporosis y otras afecciones degenerativas del sistema esquelético (células del sistema esquelético, tal
como osteoblastos, células estromales o mesenquimatosas de la médula 6sea, células osteoprogenitoras),

(e) enfermedades seniles y relacionadas con el estrés del sistema vascular incluyendo ateroesclerosis,
calcificacion, trombosis y aneurismas (células del corazén y sistema vascular, incluyendo células endoteliales,
células de musculo liso, y fibroblastos adventicios),

(f) degeneracion macular senil (células del ojo, tal como células del epitelio pigmentadas y vasculares
endoteliales),

() SIDA (células CD8" restringidas por VIH),

(h) alteracion del sistema inmunitario senil y relacionado con el estrés, incluyendo alteracion del recambio de
tejidos, que se produce con el envejecimiento natural, cancer, terapia contra el cancer, infecciones agudas o
cronicas, o con trastornos genéticos que producen recambio celular acelerado, y anemias relacionadas y otras
afecciones degenerativas (otras células del sistema inmunitario, incluyendo células en los linajes linfoide,
mieloide y eritroide, tal como linfocitos B y T, monocitos, macréfagos circulantes y especializados de tejido,
neutrdfilos, eosindfilos, basdfilos, células NK, y sus respectivos progenitores), y

(i) fibrosis pulmonar o cirrosis hepatica o fibrosis hepatica;

(i) enfermedades gastrointestinales inflamatorias crénicas tal como eséfago de Barrett; y

(k) sindrome de insuficiencia de la médula dsea, anemia aplasica, anemia mielodisplasica o sindrome
mielodisplasico.
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Ademas de los tipos celulares indicados anteriormente, tipos celulares adicionales en los que un aumento en la
actividad telomerasa puede ser terapéuticamente beneficioso incluyen, pero no estan limitados a, células del higado,
glandulas endocrinas y exocrinas, musculatura lisa, o musculatura esquelética.

Como ejemplo, en el caso de individuos infectados con VIH, el recambio de células CD8" esta aumentado ya que
estas células intentan controlar el nivel de células CD4" infectadas con VIH. En el SIDA (punto (g) anteriormente), se
cree que la enfermedad estd causada por la senescencia temprana de células CD8" restringidas por VIH. El
envejecimiento de tales células se atribuye no solamente a la cantidad anormal de pérdida de secuencias de
telémeros por duplicacién celular, sino, ademas, a la velocidad replicativa aumentada de las células, de modo que el
desgaste del telédmero es mayor de lo normal para ese grupo de células. Por tanto, la invenciéon proporciona una
cantidad eficaz de un compuesto de férmula | como se ha divulgado en la seccion |l anteriormente para uso en tratar
un sujeto infectado con VIH, y més particularmente de reducir la senescencia temprana de células CD8" restringidas
por VIH en un sujeto infectado por VIH, por lo cual el compuesto se va administrar a un sujeto en necesidad de tal
tratamiento.

Un aumento en la actividad telomerasa puede beneficiar a células que no se dividen, asi como a células que
proliferan, por ejemplo, en afecciones asociadas con susceptibilidad aumentada a muerte celular debido a estrés, tal
como isquemia en insuficiencia cardiaca o en ictus (véase, por ejemplo, Oh y Schneider, J Mol Cell Cardiol
34(7):717-24; Mattson, Exp Gerontol. 35(4):489-502). Por tanto, la invencion proporciona una cantidad eficaz de un
compuesto de féormula | como se ha divulgado en la seccion Il anteriormente para uso en reducir la muerte celular
inducida por estrés o dafio al ADN en un sujeto, tal como un sujeto que experimenta estados isquémicos en tejido
debido a insuficiencia cardiaca o ictus, aumentando la actividad telomerasa en células del sujeto, por lo cual dicho
compuesto se va a administrar a un sujeto en necesidad de tal tratamiento. Como se ha indicado anteriormente, esto
puede incluir el paso preliminar de diagnosticar en el sujeto la afeccién indicada.

En otro aspecto, las composiciones se pueden usar en el tratamiento de individuos en los que uno o mas tipos
celulares son limitantes en ese paciente, y cuya vida se puede extender extendiendo la capacidad de esas células
para seguir la replicacion o resistir la muerte celular inducida por estrés. Un ejemplo de tal grupo de células es
linfocitos presentes en pacientes de sindrome de Down. Por tanto, la invencién proporciona un método de aumentar
la capacidad replicativa y/o tiempo de vida de linfocitos presentes en un paciente de sindrome de Down,
aumentando la actividad telomerasa en dichas células del paciente, que comprende administrar a tal paciente una
cantidad eficaz de un compuesto de féormula I como se ha divulgado en la seccion Il anteriormente. Las
composiciones también se pueden usar para mejorar la resistencia a muerte celular inducida por estrés que se
produce durante el envejecimiento normal.

En un aspecto adicional de la invencién, aumentar la actividad telomerasa es eficaz para prevenir fibrosis pulmonar
o para fomentar la curacién de fibrosis pulmonar. Se ha determinado que los telémeros cortos son una firma de
fibrosis pulmonar idiopatica y de cirrosis hepatica criptogénica (Alder et al., PNAS (2008) 105(35) 13051-13056). Los
presentes compuestos se pueden usar para tratar fibrosis pulmonar o cirrosis hepatica.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona un compuesto aislado de férmula | como se ha definido
anteriormente para uso en aumentar el trasplante de un tejido de un donante vivo o cadaver a un paciente o sujeto
vivo, por lo cual el tejido de trasplante se pone en contacto con dicho compuesto. En un aspecto adicional, la
invencion proporciona un compuesto aislado de féormula | como se ha definido anteriormente para uso en aumentar
el trasplante de un tejido a un paciente o sujeto vivo, por lo cual el compuesto se va a administrar al paciente bien
antes, simultaneo con, o durante un periodo de tiempo después del trasplante del tejido en el paciente. El tejido
trasplantado puede ser tejido solido, tal como un rifién, corazén, pulmones, etc., o tejido hematopoyético tal como,
sin limitacion, células sanguineas tal como leucocitos, linfocitos o células precursoras hematopoyéticas que pueden
derivar de la médula 6sea.

En un aspecto adicional de la invencion, aumentar la actividad telomerasa es eficaz para fomentar la cicatrizacion de
heridas, quemaduras, abrasiones u otras afecciones agudas o crénicas de la epidermis. Por tanto, la invencion
proporciona una cantidad eficaz de una formulaciéon de un compuesto aislado de férmula | como se ha divulgado
anteriormente en la seccién |l para uso en tratar una afeccion aguda o crénica de la epidermis, por lo cual dicha
formulacion se va a administrar a un paciente en necesidad de tal tratamiento, por via tépica al area afectada.

Como se usa en el presente documento, una “afeccién aguda o crénica de la epidermis” incluye afecciones agudas
tal como lesiones padecidas en traumatismo, quemaduras, abrasiones, incisiones quirurgicas, sitios donantes de
injertos, y lesiones causadas por agentes infecciosos, y afecciones cronicas tal como Ulcera venosa cronica, Ulcera
diabética, ulcera de compresion, llagas de presion, y ulceras o llagas de la superficie mucosa. También se incluyen
lesiones de la piel o superficie epitelial causadas por una afeccion inflamatoria o infeccion persistente, o por un
defecto genético (tal como formacion de queloides y anomalias de coagulacion). Véase, por ejemplo, la publicacion
PCT No. WO 02/91999.
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Los efectos deseables de un aumento en la actividad telomerasa en tal tratamiento incluyen proliferacion o migracion
celular en el sitio de tratamiento, epitelizacién de la superficie, cierre de una herida si esta presente, o
restablecimiento de funcion fisiolégica normal. Mediante “epitelizacion” o “reepitelizacion” de un sitio de tratamiento
se quiere decir un aumento en la densidad de células epiteliales en el sitio como resultado de la terapia aplicada.

Los compuestos y formulaciones también se pueden usar para aumentar el crecimiento de células injertadas. Los
efectos deseables de un aumento en la actividad telomerasa en tal tratamiento incluye cobertura del sitio de
tratamiento, supervivencia de las células injertadas, falta de rechazo inmunitario, cierre de una herida si esta
presente, o restablecimiento de la funcion fisioldgica normal. Las células injertadas pueden participar en el cierre de
la herida bien participando directamente en el proceso de cicatrizacion (por ejemplo, volviéndose parte del tejido
cicatrizado) o cubriendo la herida y proporcionando de esta manera un entorno que fomenta la cicatrizaciéon por
células huéspedes.

La invencion también contempla la manipulacion de la piel y la reparacion de cualquier defecto percibido en la
superficie de la piel.

En un aspecto adicional, los compuestos y composiciones de la invencion se pueden usar para aumentar la
capacidad replicativa y/o extender el tiempo de vida de células en cultivo, por ejemplo, en terapia celular ex vivo o in
vitro o en la produccién de anticuerpos monoclonales, aumentando la actividad telomerasa en las células. Aumentar
la actividad telomerasa aumenta la capacidad replicativa de tales células ralentizando la pérdida de repeticiones
teloméricas y/o mejorando la resistencia a muerte celular inducida por estrés durante la proliferacion celular.

En el caso de aplicaciones ex vivo, se afiade una cantidad eficaz de un compuesto de férmula | como se ha descrito
anteriormente a células de explante obtenidas de un sujeto. Una “cantidad eficaz” se refiere a una cantidad eficaz
para aumentar la actividad telomerasa en las células, aumentando de esta manera la capacidad replicativa y/o el
tiempo de vida de las células.

Las células de explante pueden incluir, por ejemplo, células madre, tal como células madre de médula ésea (patente
en EE UU No. 6.007.989), células estromales de médula 6sea (Simonsen et al., Nat Biotechnol 20(6):592-6, 2002), o
células corticosuprarrenales (Thomas et al, Nat Biotechnol 18(1):39-42, 2000). Los estados de enfermedad tal como
los indicados en los puntos (a)-(g) anteriormente también se pueden someter a terapia celular ex vivo. Los ejemplos
incluyen el uso de células satélite de musculo para el tratamiento de distrofia muscular, osteoblastos para tratar
osteoporosis, células epiteliales pigmentadas de la retina para degeneracién macular senil, condrocitos para artrosis,
etcétera.

Por ejemplo, el reconocimiento de que células CD8" funcionales son limitantes en pacientes de SIDA para controlar
la expansién de células CD4+ infectadas permite que se idee un protocolo terapéutico en el que células CD8"
restringidas por VIH se retiran de un individuo infectado por VIH en una fase temprana, al principio de detectar el
SIDA, se almacenan en un banco y después se reintroducen en el individuo en una fase mas tardia, cuando el
individuo ya no tiene disponibles las células CD8" requeridas. Por tanto, la vida de un individuo se puede extender
mediante un protocolo que implica la administracion continuada de las células limitantes de ese individuo en puntos
de tiempo apropiados. Estos puntos apropiados se pueden determinar siguiendo la senescencia de células CD8", o
determinando la longitud de los telémeros en tales células CD8", como una indicacion de cuando esas células se
volveran senescentes. Segun la invencion, las células almacenadas se pueden expandir en nimero en presencia de
un agente que ralentiza la pérdida de repeticiones de teldmeros, es decir, compuesto de féormula | como se ha
divulgado en la seccién Il anteriormente.

Segun esto, la invencién proporciona métodos de terapia celular ex vivo, que incluyen obtener una poblacion celular
de un sujeto, y expandir la poblacion celular ex vivo, en donde la poblacién celular se trata con un compuesto de
férmula | como se ha divulgado en la seccioén Il anteriormente, en una cantidad eficaz para aumentar la actividad
telomerasa y aumentar de esta manera la capacidad replicativa y/o tiempo de vida de la poblacién celular. El método
generalmente incluye diagnosticar en un sujeto una afeccion objeto al tratamiento por terapia celular ex vivo, tal
como las indicadas anteriormente.

En una forma de realizacién adicional, la invencion proporciona un método de proliferacion de células madre, en
donde una poblacién de células madre se trata con un compuesto de férmula | como se ha divulgado en la seccion Il
anteriormente, en una cantidad eficaz para aumentar la actividad telomerasa y aumentar de esta manera la
capacidad replicativa y/o tiempo de vida de la poblacion celular.

VI. Formulaciones y métodos de administracién

La invencion abarca métodos de preparar composiciones farmacéuticas Utiles para aumentar la actividad telomerasa
en una célula y/o fomentar la cicatrizacion. Segun esto, un compuesto de férmula | aislado como se ha descrito en la
seccion Il se combina con un excipiente farmacéutico, y opcionalmente con otros agentes medicinales, adyuvantes,
y similares, que pueden incluir ingredientes activos e inactivos. Las composiciones pueden tomar la forma de formas
farmacéuticas sdlidas, semisolidas, polvo liofilizado, o liquidas, tal como, por ejemplo, comprimidos, capsulas,
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polvos, formulaciones de liberacién sostenida, soluciones, suspensiones, emulsiones, supositorios, cremas,
pomadas, lociones, aerosoles, o similares. Las formulaciones se pueden proporcionar en formas farmacéuticas
unitarias adecuadas para la administracion sencilla de dosis precisas.

También se puede formular un compuesto de formula | aislado para la administracion oral. Para una administracion
farmacéutica oral, los excipientes adecuados incluyen grados farmacéuticos de soportes tal como manitol, lactosa,
glucosa, sacarosa, almidén, celulosa, gelatina, estearato de magnesio, sacarina sddica y/o carbonato de magnesio.
Para uso en formulaciones liquidas orales, la composicidon se puede preparar como una solucién, suspension,
emulsioén, o jarabe, que se suministra bien en forma sélida o liquida adecuada para hidratacion en un soporte
acuoso, tal como, por ejemplo, solucién salina acuosa, dextrosa acuosa, glicerol, o etanol, polietilenglicol,
dihidroxiestearato de macrogol-15 o, por ejemplo, agua o solucion salina normal. Si se desea, la composicion
también puede contener cantidades minoritarias de sustancias auxiliares no téxicas tal como agentes humectantes,
agentes emulsionantes, o tampones.

Para uso en cicatrizaciéon o tratamiento de otras afecciones agudas o cronicas de la epidermis, un compuesto de
férmula 1 se formula para administracion tépica. El vehiculo para la aplicaciéon topica puede estar en una de varias
formas, por ejemplo, una locién, crema, gel, pomada, barra, espray o pasta. Estas formas de producto se pueden
formular segin métodos conocidos. Pueden comprender varios tipos de soportes incluyendo, pero no limitado a,
soluciones, aerosoles, emulsiones, geles, y liposomas. El soporte se puede formular, por ejemplo, como una
emulsion que tiene una base de aceite en agua o agua en aceite. Los componentes hidrofébicos (oleaginosos)
adecuados empleados en emulsiones incluyen, por ejemplo, aceites vegetales, grasas y aceites animales,
hidrocarburos sintéticos, y ésteres y alcoholes de los mismos, incluyendo poliésteres, asi como aceites de
organopolisiloxanos. Tales emulsiones también incluyen un emulsionante y/o tensioactivo, por ejemplo, un
tensioactivo no ionico, tal como los que se conocen bien en la técnica, para dispersar y resuspender la fase
discontinua en la fase continua.

La formulacién tépica tipicamente contiene uno o mas componentes seleccionados de un agente estructurante, un
espesante o agente gelificante, y un emoliente o lubricante. Los agentes estructurantes frecuentemente empleados
incluyen alcoholes de cadena larga, tal como alcohol estearilico, y éteres o ésteres de glicerol y éteres o ésteres de
oligo(6xido de etileno) de los mismos. Los espesantes y agentes gelificantes incluyen, por ejemplo, polimeros de
acido acrilico o metacrilico y ésteres de los mismos, poliacrilamidas, y espesantes naturales tal como agar,
carragenano, gelatina, y goma guar. Los ejemplos de emolientes incluyen ésteres triglicéridos, ésteres y amidas de
acidos grasos, ceras, tal como cera de abeja, espermaceti o cera carnauba, fosfolipidos tal como lecitina, y esteroles
y ésteres de acidos grasos de los mismos. Las formulaciones tdpicas pueden incluir ademas otros componentes
como se sabe en la técnica, por ejemplo, astringentes, fragancias, pigmentos, agentes potenciadores de penetracion
en la piel, protectores solares, etc.

Las composiciones farmacéuticas también se pueden formular para la administracion por via parenteral,
transdérmica, o por inhalacién. Una composicion inyectable para la administracion parenteral tipicamente contiene el
principio activo en una solucion IV adecuada, tal como solucién salina fisiologica estéril. La formulacion también se
puede formular como una suspensién en un lipido o fosfolipido, en una suspensién liposémica, o en una emulsién
acuosa.

Para la administracién por inhalacién, el principio activo se formula como particulas de aerosol sélidas o liquidas. La
formulacién también puede incluir un propelente y/o un dispersante tal como lactosa, para facilitar la formacion de
aerosol. Para la administracion transdérmica, el principio activo se incluye en un parche transdérmico, que permite la
administracion lenta del compuesto a una region de la piel seleccionada, y que también puede incluir sustancias
potenciadoras de la penetracion, tal como alcoholes alifaticos o glicerol.

Los métodos para preparar tales formulaciones los conocen o seran aparentes para los expertos en la materia; por
ejemplo, véase, Remington's Pharmaceutical Sciences (19? Ed., Williams & Wilkins, 1995). La composicién que se
va a administrar contendra una cantidad del compuesto seleccionado en una cantidad farmacéuticamente segura y
eficaz para aumentar la actividad telomerasa en las células o tejido diana.

La composicion farmacéutica contiene al menos el 0,1% (p/v) de un compuesto de férmula | como se ha descrito
anteriormente, mayor del 0,1%, hasta aproximadamente el 10%, hasta aproximadamente el 5%, y hasta
aproximadamente el 1% (p/v). La eleccion de una concentracion adecuada depende de factores tales como la dosis
deseada, frecuencia y método de administracion del principio activo.

Para el tratamiento de un sujeto o paciente, tal como un mamifero o un paciente humano, se determinan las dosis
basandose en factores tales como el peso y la salud global del sujeto, la afeccion tratada, gravedad de los sintomas,
etc. Se determinan las dosis y concentraciones para producir el beneficio deseado al tiempo que se evita cualquier
efecto secundario no deseado. Las dosis tipicas de los compuestos objeto estan en el intervalo de 1-50 mg/kg/dia,
1-25 mg/kg/dia, 1-20 mg/kg/dia, 4-15 mg/kg/dia. Las dosis tipicas de los compuestos objeto estan en el intervalo de
aproximadamente 1 a 1.500 mg/dia para un paciente humano, aproximadamente 1-500 mg/dia. En formas de
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realizacion especificas, por ejemplo, el compuesto designado en el presente documento como 4 se administra a un
nivel de al menos 1 mg/kg/dia o al menos 5 mg/kg/dia.

La administracion de compuestos de férmula | puede ser en dias alternos, a diario, dos veces al dia o con mas
frecuencia. La administracion puede ser una vez, durante 1-20 dias, durante 5-10 dias, o continuamente durante
tanto como sea necesario para prevenir o tratar la enfermedad o afeccién que se previene o trata.

Los siguientes ejemplos se ofrecen a modo de ilustracion y no a modo de limitacion.

Ejemplos

Los compuestos 1, 2, 5, 8, 16, 18, 20, 22 y 27 se divulgan en el presente documento como compuestos
comparativos. Los compuestos 3, 6, 9, 10, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23-26, 28, 29, 31 y 33-35 son intermedios para la

preparacion de los compuestos de la invencion.

Ejemplo 1. Conversion de astragaldsido IV (1) a 17-[5-(1-hidroxi-1-metil-etil)-2-metil-tetrahidro-furan-2-il]-4,4,13,14-
tetrametil-tetradecahidro-ciclopropa[9, 10]ciclopenta[alfenantreno-3(3,6a,16B-triol [cicloastragenol] (2)

1 2

A astragalésido IV (1) (5,00 g, mmol) se afiadié “HCI-MeOH 10” (TCI America) (500 ml) y la mezcla se agité a
temperatura ambiente durante 7 dias. La mezcla de reaccién se concentréo hasta aproximadamente la mitad del
volumen a presion reducida a 20°C (sin calentar). La mezcla se repartié en bicarbonato de sodio acuoso y acetato de
etilo. La fase acuosa se extrajo con acetato de etilo de nuevo. Las fases organicas se combinaron, se lavaron con
cloruro de sodio saturado, se secaron sobre sulfato de sodio anhidro, y se concentraron a presion reducida. El
residuo se purificé por cromatografia en columna (cloroformo/metanol de 20:1 ~ 14:1). Para sustituir el solvente
residual con etanol, el material purificado se disolvio en etanol y el solvente se eliminé a presion reducida para dar 2
(2,1 g, 64%).

'H RMN (CDCl3) & (ppm) 0,34 (d, J= 4,7 Hz, 1H), 0,48 (d, J=4,3 Hz, 1H), 0,92 (s, 3H), 0,93 (s, 3H), 1,0-1,8 (m, 13H),
1,11 (s, 3H), 1,19 (s, 3H), 1,22 (s, 6H), 1,27 (s, 3H), 1,9-2,0 (m, 4H), 2,30 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 2,54 (q, J = 11,8 Hz,
1H), 3,27 (m, 1H), 3,50 (m, 1H), 3,72 (t, J = 7,4 Hz, 1H), 4,65 (q, J = 7,4 Hz, 1H), ESI-MS m/z Positivo 491 (M+H)",
Negativo 549 (MA-AcO)". TLC (Merck, Kieselgel 60) Rf = 0,33 (cloroformo/metanol 6:1)

Ejemplo 2. Preparacion del éster 6a,16p-dihidroxi-17-[5-(1-hidroxi-1-metil-etil)-2-metil-tetrahidro-furan-2-il]-4,4,13,14-

tetrametil-tetradecahidro-ciclopropa[9,10]ciclopenta[a]fenantren-3@-ilico del acido 2-(L)-amino-3-metil-butirico, sal
clorhidrato [C3-(L)-valil-cicloastragenol] (4)

Boc-Val-OH, DIC

—_——
e L L
S

(50%)
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Preparacion de 3: Se disolvio Boc-(L)-valina-OH (18 g, 81,63 mmoles) (Bachem, Torrance, CA) en 150 ml de
diclorometano (DCM). A esto se afiadieron 15 g (81,63 mmol) de pentafluorofenol. La reaccion se enfrié en un bafio
de hielo seguido por la adicién lenta de 12,8 ml (81,63 mmol) de 1,3-diisopropilcarbodiimida (DIC). Después de la
adicién completa la mezcla de reaccion se agitdé a temperatura ambiente durante 30 minutos tiempo en que la
mezcla de reacciéon se volvio turbia (precipitacion de diisopropilcarbodiimida-urea). A esta mezcla se afiadieron
después 10 g (20,41 mmol) de (2) seguido por 10 g (81,63 mmol) de dimetilaminopiridina (DMAP) y la reaccién se
agitd a temperatura ambiente durante 24 horas. La mezcla de reaccion se transfirié a un embudo separador y se
lavé con H2O (2x), HCI ac. al 1% (2x), NaOH ac. 0,1 N (2x), NaHCOs sat. (3x), H20 (1x) y salmuera (1x), la fase
organica se separo, se seco sobre Na SOy, se filtro y el solvente se evaporo al vacio. El residuo se purificé usando
cromatografia rapida con gradiente de solvente de MeOH del 2%-5% en DCM para proporcionar 7,0 (50%) del
producto diana 3 junto con 6,0 g (33%) del producto bis.

"H RMN para 3: (CDCIs3) & ppm: 0,38 (1H, bs ), 0,52 (1H, bs), 0,90-1,38 (m, 30H), 1,39-1,45(s,m 12H), 1,59-1,63 (m,
5H), 1,76-1,82(m, 2H), 1,96-2,01(m, 4H), 2,16-2,20 (m, 1H), 2,30-2,35 (d, 1H), 2,49-2,54 (q, 1H), 3,45-3,57 (t, 1H),
3,71-3,76(t, 1H), 4,19-4,21(m, 1H), 4,53-4,61(m, 1H), 4,69-4,71(q, 1H), 5,0-5,2(d, 1H . MS (M+H) 690.

Preparacion de 4: A 1 g (1,45 mmol) de 3 se afadieron 1,8 ml de HCI 4,0 M/dioxano y se agité durante 4 h. Los
solventes se evaporaron y el producto se precipité en 10 ml de éter dietilico frio y los sélidos se filtraron. Los solidos
se secaron después a alto vacio durante la noche para dar 800 mg (88%) del producto diana 4 (éster 6a,163-
dihidroxi-17-[5-(1-hidroxi-1-metil-etil)-2-metil-tetrahidro-furan-2-il]-4,4,13,14-tetrametil-tetradecahidro-
ciclopropal9,10]ciclopenta[a]fenantren-33-ilico del acido 2-(L)-amino-3-metil-butirico, sal clorhidrato) como un polvo
blanco.

"H RMN para 4: (DMSOds) 6 ppm: 0,36 (bs, 1H), 0,49 (bs, 1H), 0,80-1,39 (m, 29H), 1,44-1,60(m, 3H), 1,61-1,70 (m,
2H), 1,81-1,89(m, 4H), 2,19-2,30(m, 2H), 2,41-2,60 (m, 2H), 3,29-3,41(m, 2H), 3,58-3,61(t, 1H), 3,81-3,83(m, 1H),
4,18-4,39 (bs, 4H), 4,49-4,51(q, 2H), 4,54-4,59(m, 1H), 8,40-8,58(bs, 2H). MS (M+H) 590.

Ejemplo 3. Preparacion del éster 6a,16p-dihidroxi-17-[5-(1-hidroxi-1-metil-etil)-2-metil-tetrahidro-furan-2-il]-4,4,13,14-

tetrametil-tetradecahidro-ciclopropa[9,10]ciclopenta[a]fenantren-3B-ilico del acido 2-(D)-amino-3-metil-butirico, sal
clorhidrato [C3-(D)-valil-cicloastragenol] (5)

CIHyN

Usando el procedimiento del ejemplo 2 con Boc-(D) valina-OH (Bachem, Torrance, CA) (18 g, 81,63 mmol) se
preparé el compuesto 5.

"H RMN para 5: (DMSOds) 3 ppm: 0,30 (bs, H), 0,50 (bs, 1H), 0,80-1,39 (m, 29H), 1,46-1,58(m, 3H), 1,61-1,70 (m,

2H), 1,79-1,89(m, 4H), 2,16-2,32(m, 2H), 2,38-2,54 (m, 2H), 3,29-3,41(m, 2H), 3,58-3,61(t, 1H), 3,81-3,83(m, 1H),
4,13-4,24 (bs, 4H), 4,50-4,52(q, 2H), 4,54-4,59(m, 1H), 8,43-8,60(bs, 2H). MS (M+H) 590.

21



10

15

20

25

30

35

ES 2596 631 T3

Ejemplo 4: Preparacion del éster 6a-(2-amino-3-metil-butiriloxi)-168-hidroxi-17-[5-(1-hidroxi-1-metil-etil)-2-metil-

tetrahidro-furan-2-il]-4,4,13,14-tetrametil-tetradecahidro-ciclopropa[9,10]ciclopenta[a]fenantren-3B-ilico del acido 2-
(L)-amino-3-metil-butirico, sal clorhidrato [C3,C6-(L,L)-bisvalil-cicloastragenol] 7

o]
Boc-Val-OH, DIC Y ﬁ\)l\
¢)

DMAP, NMP H

F

F.$F

F" Y OH
F

Preparacion de 6: Se disolvié Boc-(L) valina-OH (10 g, 46,08 mmol) en 80 ml de N-metilpirrolidona (NMP). A esto se
afnadieron 8,5 g (46,08 mmol) de pentafluorofenol. La reaccion se enfrié en un bafio de hielo seguido por la adicion
lenta de 7,2 ml (46,08 mmol) de DIC. Después de la adicion completa la mezcla de reaccion se agito a temperatura
ambiente durante 30 minutos tiempo en que la mezcla de reaccion se volvio turbia (precipitacion de
diisopropilcarbodiimida-urea). A esta mezcla se afiadieron después 3,2 g (6,60 mmol) de 2 seguido por 5,5 g (45
mmol) de DMAP y la reaccion se agitdé a temperatura ambiente durante 24 horas. La mezcla de reaccion se transfirio
a un embudo separador y se lavé sucesivamente con H.O (6x), HCI ac. al 1% (2x), NaOH ac. 0,1 N (2x), NaHCOs
sat. (3x), H2O (1x) y salmuera (1x), la fase organica se separd, se secod sobre Na;SO., se filtré y el solvente se
evaporo al vacio. El residuo se purificé usando cromatografia rapida con gradiente de solvente de MeOH del 2%-5%
en DCM para proporcionar 4,8 (83%) del producto diana 6.

'"H RMN para 6: (CDCI3) & ppm: 0,38 (1H, bs ), 0,60 (1H, bs), 0,80-1,0 (m, 24H), 1,15 (s,s 6H), 1,20 (s,s 6H), 1,31(s,
6H), 1,35 (s,s 4H) 1,41 (s,s 18H), 1,56-1,60(m, 4H), 1,79-1,83 (m, 3H), 3,71-3,76 (t, 1H), 4,08-4,21(m, 2H), 4,58-
4,60(m, 1H), 4,61-4,70(q, 1H), 4,72-4,80 (m, 1H), 4,82-4,84 (d, 1H), 4,9-5,0 (d, 1H). MS (M+H) 889.

Preparacion de 7: A 4,5 g (5,06 mmol) de 6 se afadieron 13 ml de HCI 4,0 M/dioxano y se agité durante 4 h. Los
solventes se evaporaron y el producto se precipitd con 40 ml de éter dietilico frio y los soélidos se filtraron. Los sdlidos
se secaron después a alto vacio durante la noche para dar 3,1 g (91%) del producto diana 7 como un polvo blanco.
'H RMN para 7: (DMSOds) & ppm: 0,24 (bs, 1H), 0,59 (bs, 1H), 0,80-1,20 (m, 35H), 1,41-1,85 (m, 12H), 2,10-2,22
(m, 2H), 2,32-2,42(m, 4H), 2,19-2,30(m, 2H), 3,59-3,62(m, 1H), 3,81-3,83(m, 2H), 4,40-4,53 (m, 1H), 4,60-4,71(m,
1H), 4,81-4,9(m, 1H), 8,40-8,70(d, 4H). MS (M+H) 689.

Ejemplo 5: Preparacion del éster 6a-(2-amino-3-metil-butiriloxi)-168-hidroxi-17-[5-(1-hidroxi-1-metil-etil)-2-metil-
tetrahidro-furan-2-il]-4,4,13,14-tetrametil-tetradecahidro-ciclopropa[9,10]ciclopenta[a]fenantren-3B-ilico del acido 2-
(D)-amino-3-metil-butirico, sal clorhidrato [C3,C6-(D,D)-bisvalil-cicloastragenol] 8

Usando el mismo procedimiento del ejemplo 4 y Boc-(D) valina-OH (Bachem, Torrance, CA), se prepar6 el
compuesto 8.
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"H RMN para 8: (DMSOds) & ppm: 0,26 (bs, 1H), 0,60 (bs, 1H), 0,78-1,23 (m, 35H), 1,39-1,80 (m, 12H), 2,10-2,22
(m, 2H), 2,19-2,30(m, 2H) 2,35-2,40 (m, 4H), 3,60-3,62(m, 1H), 3,80-3,85(m, 2H), 4,42-4,53 (m, 1H), 4,58-4,70(m,
1H), 4,81-4,9(m, 1H), 8,40-8,70(d, 4H). MS (M+H) 689.

Ejemplo 6: Preparacion del éster 3B,163 dihidroxi-17-[5-(1-hidroxi-1-metil-etil)-2-metil-tetrahidro-furan-2-il]-
4,4,13,14-tetrametiltetradecahidro-ciclopropa[9,10]ciclopenta[aJfenantren-6a-ilico del acido 2-(L)-amino-3-metil-
butirico, sal clorhidrato [C6-(L)-valil-cicloastragenol] 12

Boc-Val-OH, DIC

DMAP, DCM

Fé F
F OH
F

4.0M HCl/dioxano

H =N
il 5=

O
O
Y. n
u,-”
CIHaN (

Preparacion de 9: A 5 g (10,22 mmol) de 2 se afiadieron 40 ml de CHCI3 y 2,1 ml (26 mmol) de piridina. La mezcla
de reaccion se enfrié en un bafio de hielo y a esto se afiadieron lentamente 2,5 ml (26 mmol) de anhidrido acético.
Después de la adicion completa la reaccion se agitdé a 4°C durante 24 h. La TLC mostré tres manchas
correspondientes a los productos 9, monoacetilado y bis acetilado. La mezcla de reaccion se diluyé con 100 ml de
DCM y se lavd sucesivamente con lo siguiente: NaHCOs3 ac. sat. (3x), HCI 1 M (1x), H20 (1x) y salmuera (1x). La
fase organica se separd, se secd sobre Na»SO,, se filtr6 y se evaporé al vacio. El crudo se purificé usando
cromatografia rapida con MeOH al 2% en DCM para proporcionar 2,3 g (42%) de 9 como sdlidos blancos. "H RMN
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para 9: (CDCls) & ppm: 0,38 (1H, bs), 0,49 (1H, bs), 0,90-1,25 (m, 32H), 1,39-1,45(m 2H), 1,50-1,60 (m, 2H), 1,70-
1,82(m, 2H), 1,96-2,01(m, 4H), 2,18-2,20 (s, 3H), 2,30-2,35 (d, 1H), 3,45-3,57 (m, 1H), 3,71-3,76(m, 1H), 4,49-
4,59(m, 1H), 4,69-4,72(m, 1H),. MS (M+H) 533.

Preparacion de 10: Se disolvieron 1,08 g (5,0 mmol) de Boc-(L)-valina en 5 ml de DCM. A esto se afadieron 920 mg
(5,0 mmol) de pentafluorofenol. La reaccion se enfrié en un bafio de hielo seguido por la adicién lenta de 0,78 ml (5,0
mmol) de DIC. Después de la adicion completa la mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 30
minutos. A esta mezcla se afiadieron después 532 mg (1,0 mmol) de 9 seguido por 490 mg (4,0 mmol) de DMAP y la
reaccion se agitdé a temperatura ambiente durante 24 horas. La mezcla de reaccion se transfirid a un embudo
separador y se lavo sucesivamente con NaHCOs3 sat. (3x), HCI 0,1 N (1x), H20 (3x) y salmuera (1x), la fase organica
se separo, se seco sobre Na,SOy, se filtrd y el solvente se evapord al vacio. Se afiadieron 20 ml de Et,0 al residuo y
el precipitado blanco se filtré con succién. Esta operacion se repitido una vez mas y el filtrado se evaporé y el residuo
se purificd usando cromatografia rapida con gradiente de solvente de MeOH del 2%-5% en DCM para proporcionar
590 mg (81%) de 10.

"H RMN para 10: (CDCI3z) & ppm: 0,35 (1H, bs ), 0,53 (1H, bs), 0,75-1,30 (m, 38H), 1,45(s 9H), 1,50-1,60 (m, 2H),
1,70-1,82(m, 2H), 1,96-2,01(m, 4H), 2,18-2,20 (s, 3H), 2,30-2,35 (d, 1H), 3,71-3,76(m, 1H), 4,13-4,19 (m, 1H), 4,40-
4,41 (m, 1H), 4,51-4,53 (m, 1H), 4,60-4,63 (m, 1H), 4,69-4,72(m, 1H), 4,81-4,83(m, 1H). MS (M+H) 731.

Preparacion de 11: Se disolvieron 500 mg (0,68 mmol) de 10 en 5,0 ml de MeOH anhidro y se afiadieron al mismo
2,8 ml de MeONa 0,5 M/MeOH. La reaccion se agitd a temperatura ambiente durante 24 horas. La reaccion se
neutralizé cuidadosamente (siguiendo con un pH metro) mediante la adicion gota a gota de HCI 1M/MeOH vy los
solventes se evaporaron al vacio. El residuo se disolvié en 30 ml de DCM y se lavo sucesivamente con NaHCO3 sat.
(1x), H20 (1x) y salmuera (1x), se seco sobre Na;SOys, se filtrd y los solventes se evaporaron al vacio. El producto
crudo se purificé usando cromatografia rapida para proporcionar 403 mg (86%) de 11 como solidos blancos. El
crudo se llevé al siguiente paso sin ninguna purificacion. 'H RMN para 11: (CDClz) & ppm: 0,30 (1H, bs), 0,58 (1H,
bs), 0,86-1,35 (m, 38H), 1,47(s 9H), 1,53-1,61 (m, 2H), 1,70-1,82(m, 2H), 1,96-2,01(m, 4H), 2,30-2,35 (d, 1H), 3,19-
3,22 (m, 1H), 3,71-3,76(m, 1H), 4,13-4,19 (m, 1H), 4,40-4,41 (m, 1H), 4,60-4,63 (m, 1H), 4,69-4,72(m, 1H), 4,81-
4,83(m, 1H). MS (M+H) 690.

Preparacion de 12: A 400 mg (0,58 mmol) de 10 se afiadieron 0,73 ml de HCI 4,0 M/dioxano y se agit6 durante 4
horas. Los solventes se evaporaron después al vacio y el residuo se lavé con 5 ml de éter dietilico frio. Los sdlidos
se filtraron y se secaron a alto vacio durante la noche para proporcionar 290 mg (80%) de 12 como solidos blancos.

'"H RMN para 12: (DMSOds) 6 ppm: 0,30 (bs, 1H), 0,45 (bs, 1H), 0,80-1,19 (m, 29H), 1,47-1,58(m, 3H), 1,61-1,70 (m,
2H), 1,81-1,89(m, 4H), 2,19-2,30(m, 2H), 2,43-2,60 (m, 2H), 3,03-3,05 (m, 1H), 3,56-3,60 (t, 1H), 3,73-3,75 (m, 1H),
3,80-4,09 (bs, 4H), 4,40-4,51(m, 1H), 4,71-4,79(m, 1H), 8,40-8,58(bs, 2H). MS (M+H) 590.

Ejemplo 7: Preparacion del éster 6a,16B-dihidroxi-17-[5-(1-hidroxi-1-metil-etil)-2-metil-tetrahidro-furan-2-il]-
4,4,13,14-tetrametil-tetradecahidrociclopropa[9, 10]ciclopenta[a]fenantren-3p-ilico del acido 2-(L)-amino-3-metil-
pentanoico, sal clorhidrato [C3-(L)-isoleucil-cicloastragenol] 14

Boc-lle-OH, DIC
Y
DMAP, DCM 4

F
F. F .
Fﬁou

F
2 . 13

Preparacion de 13: Se disolvio Boc-(L) isoleucina-OH (Bachem, Torrance, CA) (1,9 g, 8,16 mmol) en 25 ml de DCM.
A esto se afadieron 1,5 g (8,16 mmol) de pentafluorofenol. La reaccién se enfrié en un bafio de hielo seguido por la
adicioén lenta de 1,3 ml (8,16 mmol) de DIC. Después de la adicién completa la mezcla de reaccion se agité a
temperatura ambiente durante 30 minutos tiempo en que la mezcla de reaccion se volvio turbia (precipitacion de
diisopropilcarbodiimida-urea). A esta mezcla se afiadié después 1,0 g (2,04 mmol) de 2 seguido por 976 mg (8,0
mmol) de DMAP y la reaccion se agitdé a temperatura ambiente durante 24 horas. La mezcla de reaccion se transfirio
a un embudo separador y se lavé con H20 (2x), HCI ac. al 1% (2x), NaOH ac. 0,1 N (2x), NaHCO3 sat. (3x), H20 (1x)
y salmuera (1x), la fase organica se separod, se secod sobre Na,SO., se filtrd y el solvente se evapor6 al vacio. El
residuo se purificd usando cromatografia rapida con gradiente de solvente de MeOH del 2%-5% en DCM para
proporcionar 943 mg (67%) del producto diana 13 junto con 330 mg el bis producto.
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"H RMN para 13: (CDCI3) 6 ppm: 0,38 (1H, bs ), 0,52 (1H, bs), 0,93-1,28 (m, 33H), 1,39-1,45(s,m 12H), 1,59-1,63 (m,
5H), 1,76-1,82(m, 2H), 1,96-2,01(m, 4H), 2,16-2,20 (m, 1H), 2,30-2,35 (d, 1H), 2,49-2,54 (q, 1H), 3,45-3,57 (m, 1H),
3,71-3,76(t, 1H), 4,19-4,21(dd, 1H), 4,53-4,61(m, 1H), 4,69-4,71(q, 1H), 5,0-5,2(d, 1H . MS (M+H) 704.

OH

4.0M HCl/dioxano

OH e

Preparacion de 14: A 700 mg (1,0 mmol) de 11 se afiadieron 1,25 ml de HCI 4,0 M/dioxano y se agité durante 4
horas. Los solventes se evaporaron y el producto se precipitd en 10 ml de éter dietilico y los sdélidos se filtraron. Los
soélidos se secaron después a alto vacio durante la noche para proporcionar 512 mg (80%) del producto diana 12
como un polvo blanco. "H RMN para 12: (DMSOds) & ppm: 0,36 (bs, 1H), 0,49 (bs, 1H), 0,80-1,39 (m, 32H), 1,44-
1,60(m, 3H), 1,61-1,70 (m, 2H), 1,81-1,89(m, 4H), 2,19-2,30(m, 2H), 2,41-2,60 (m, 2H), 3,29-3,41(m, 1H), 3,58-
3,61(t, 1H), 3,86-3,90(m, 1H), 4,18-4,39 (bs, 4H), 4,51-4,53(m, 2H), 4,54-4,59(m, 1H), 8,40-8,58(bs, 2H). MS (M+H)
604.

Ejemplo 8: Preparacion de una mezcla del éster 6a,16B-dihidroxi-17-[5-(1-hidroxi-1-metil-etil}-2-metil-tetrahidro-
furan-2-il]-4,4,13,14-tetrametil-tetradecahidro-ciclopropal9, 10]ciclopenta[a]fenantren-3B-ilico del acido 2-(L)-amino-
hexanoico, sal clorhidrato [C3-(L)-ornitinil-cicloastragenol] 16a; el éster 33,16B-dihidroxi-17-[5-(1-hidroxi-1-metil-
etil)-2-metil-tetrahidro-furan-2-il]-4,4,13,14-tetrametil-tetradecahidro-ciclopropa[9, 10]ciclopenta[alfenantren-6a-ilico
del acido 2-(L)-5-diamino-pentanoico, sal clorhidrato [C6-(L)-ornitinil-cicloastragenol] 16b; y el éster 3(3,6a-
dihidroxi-17-[5-(1-hidroxi-1-metil-etil)-2-metil-tetrahidro-furan-2-il]-4,4,13,14-tetrametil-tetradecahidro-
ciclopropal9,10]ciclopenta[a]fenantren-16B-ilico del acido 2-(L)-5-diamino-pentanoico, sal clorhidrato [C16-(L)-
ornitinil-cicloastragenol] 16c

Boc-Om-OH, DIC

DMAP, DCM

15¢

Preparacion de 15a, 15b y 15c: Se disolvié (Boc)z-(L) ornitina-OH (4,5 g, 13,6 mmol) (Bachem, Torrance, CA) en 15
ml de DCM. A esto se afadieron 2,5 g (13,6 mmol) de pentafluorofenol. La reaccién se enfrié en un bafio de hielo
seguido por la adicion lenta de 2,2 ml (13,6 mmol) de DIC. Después de la adicion completa la mezcla de reaccion se
agité a temperatura ambiente durante 30 minutos tiempo en que la mezcla de reaccion se volvié turbia (precipitacion
de diisopropilcarbodiimida-urea). A esta mezcla se afiadieron después 700 mg (1,43 mmol) de 2 seguido por 1,6 g
(13,6 mmol) de DMAP y la reaccion se agité a temperatura ambiente durante 24 horas. La mezcla de reaccion se
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transfirié a un embudo separador y se lavé con H2O (2x), HCI ac. al 1% (2x), NaOH ac. 0,1 N (2x), NaHCOs sat. (3x),
H20 (1x) y salmuera (1x), la fase organica se separod, se seco sobre Na;SOs, se filtré y el solvente se evapord al
vacio. Al residuo se afadieron entonces 25 ml de éter dietilico y la urea precipité. El filtrado se evaporé y el residuo
se purificd usando cromatografia rapida con gradiente de solvente de MeOH del 2%-5% en DCM para proporcionar
690 mg (60%) de una mezcla de productos 15a, 15b y 15¢, y 120 mg del bis producto C3, C6.

El '"H RMN mostré cantidades mayoritarias de los productos 15a y 15b con el 2% del regioisémero 15¢c. "H RMN de
la mezcla (15a, 15b y 15¢): (CDCl3) 6 ppm: 0,38 (1H, bs ), 0,52 (1H, bs), 0,90-1,38 (m, 26H), 1,39-1,45(s,m 27H),
1,59-1,63 (m, 5H), 1,76-1,82(m, 2H), 1,96-2,01(m, 4H), 2,16-2,20 (m, 1H), 2,30-2,35 (d, 1H), 2,49-2,54 (q, 1H), 3,10-
3,19 (m, 6H), 3,19-3,22 (m, 1H), 3,45-3,57 (t, 1H), 3,71-3,76(m, 1H), 4,19-4,21(m, 1H), 4,22-4,30 (m, 1H), 4,52-
4,60(m, 1H), 4,61-4,65(m, 1H), 4,79-4,81 (m, 1H), 4,95-5,01(m,1H), 5,13-5,21(m, 1H), 5,38-5,41 (m, 1H) . MS (M+H)
804

16c

16b

Preparacion de 16a, 16b y 16c: A 200 mg (0,25 mmol) de la mezcla de 15a, 15b, 15¢, se afadieron 10 ml de HCI
1,0 M/éter dietilico y se agitd durante 16 h. Los sélidos blancos se filtraron y se lavaron con 10 ml de Et,O (4x). los
soélidos se secaron después a alto vacio durante la noche para proporcionar 160 mg (95%) de los productos diana
16a, 16b, 16c, como un polvo blanco. El "H RMN mostré cantidades mayoritarias de los productos 16a y 16b con el
2% del regioisomero C-16 (16c).

'"H RMN de la mezcla (16a, 16b y 16c): (D20) & ppm: 0,26 (1H, bs ), 0,52 (1H, bs), 0,90-1,18(m, 26H), 1,49-1,74 (m,
5H), 1,83-2,10(m, 2H), 2,20-2,31(m, 4H), 2,81-2,92 (m, 2H), 3,19-3,20 (m, 1H), 3,39-3,42 (m, 1H), 3,62-3,71 (m, 1H),
3,88-4,00(m, 1H), 4,08-4,12 (m, 1H), 4,52-4,57(m, 1H), 4,61-4,65(m, 1H), 4,79-4,81 (m, 1H). MS (M+H): 605.

Ejemplo 9: Preparacion de una mezcla del éster 1-{6a,16B-dihidroxi-17-[5-(1-hidroxi-1-metil-etil }-2-metil-tetrahidro-
furan-2-il]-4,4,13,14-tetrametil-tetradecahidro-ciclopropal9, 10]ciclopenta[a]fenantren-33-ilico} del acido 2-(L)-amino-
pentanodioco, sal clorhidrato [C3-(L)-glutamato-cicloastragenol] 18a; el éster 1-{383,16B-dihidroxi-17-[5-(1-hidroxi-
1-metil-etil)-2-metil-tetrahidro-furan-2-ill-4,4,13,14-tetrametil-tetradecahidro-ciclopropal9, 10]ciclopenta[a]fenantren-
6a-ilico} del acido 2-(L)-amino-pentanodioico, sal clorhidrato [C6-(L)-glutamato-cicloastragenol] 18b; y el éster 1-
{3B,60-dihidroxi-17-[5-(1-hidroxi-1-metil-etil}-2-metil-tetrahidro-furan-2-il]-4,4,13,14-tetrametil-tetradecahidro-
ciclopropal9,10]ciclopenta[a]fenantren-16@-ilico} del acido 2-(L)-amino-pentanodioico, sal clorhidrato [C16-(L)-
glutamato-cicloastragenol] 18c

26



10

15

20

ES 2596 631 T3

Boc-Glu(OtBu)-CH, DIC

DMAP, DCM
CF
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Preparacion de 17a, 17b y 17c: Se disolvié Boc-(L)-acido glutamico (Bachem, Torrance, CA) (O-tBu)-OH (4,5 g,
14,82 mmol) en 15 ml de DCM. A esto se afiadieron 2,73 g (14,82 mmol) de pentafluorofenol. La reaccion se enfrid
en un bafo de hielo seguido por la adicién lenta de 2,3 ml (14,82 mmol) de DIC. Después de la adicion completa la
mezcla de reaccion se agitd a temperatura ambiente durante 30 minutos tiempo en que la mezcla de reaccion se
volvié turbia (precipitacion de diisopropilcarbodiimida-urea). A esta mezcla se afadieron después 765 mg (1,56
mmol) de cicloastragenol 2 seguido por 1,8 g (14,82 mmol) de DMAP vy la reaccién se agitoé a temperatura ambiente
durante 24 horas. La mezcla de reaccion se transfirio a un embudo separador y se lavé con H2O (2x), HCI ac. al 1%
(2x), NaOH ac. 0,1 N (2x), NaHCOs3 sat. (3x), H20 (1x) y salmuera (1x), la fase organica se separo, se seco sobre
NazSOy, se filtrd y el solvente se evaporé al vacio. Al residuo se afiadieron entonces 50 ml de éter dietilico y la urea
precipitd. El filtrado se evapord y el residuo se purificé usando cromatografia rapida con gradiente de solvente de
MeOH del 2%-5% en DCM para proporcionar 714 mg (60%) de una mezcla inseparable de productos 17a, 17b y
17¢c, y 140 mg (9%) del bis producto (C3, C6). EI 'H RMN mostré cantidades mayoritarias de los productos 17a y
17b con el 2% del regioisémero (17c).

'H RMN de la mezcla (17a, 17b y 17c): (CDCI3) & ppm: 0,29 (1H, bs ), 0,56 (1H, bs), 0,90-1,20 (m, 26H), 1,30-
1,40(s,m 25H), 1,48-1,65 (m, 3H), 1,82-1,92(m, 2H), 2,16-2,22 (m, 2H), 2,42-2,50 (m, 2H), 3,20-3,40 (m, 1H), 3,55-
3,61 (m, 1H), 3,82-3,96(m, 1H), 4,42-4,50 (m, 1H), 4,62-4,71 (m, 1H), 4,79-4,81 (m, 1H), 4,95-5,01(m,1H), 5,13-
5,21(m, 1H), 5,38-5,41 (m, 1H). MS (M+H) 776.
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Preparacion de 18a, 18b y 18c: A 260 mg (0,34 mmol) de la mezcla de 17a, 17b y 17c, se afiadieron 10 ml de HCI
1,0 M/éter dietilico y se agité durante 16 h. Los sélidos blancos se filtraron y se lavaron con 10 ml de Et,0 (4x). Los
solidos se secaron después a alto vacio durante la noche para proporcionar 210 mg (95%) de los productos diana 18
como un polvo blanco. El 'H RMN mostré cantidades mayoritarias de los productos C-3 (18a) y C-6 (18b) con menos
del 2% del regioisémero C-16 (18c). 'H RMN de la mezcla (18a, 18b y 18c): (D;0) & ppm: 0,26 (1H, bs), 0,49 (1H,
bs), 0,90-1,18 (m, 26H), 1,49-1,74 (m, 4H), 1,83-2,10(m, 2H), 2,20-2,31(m, 4H), 2,39-2,50 (m, 4H), 2,81-2,92 (m,
2H), 3,29-3,30 (m, 1H), 3,39-3,42 (m, 1H), 3,62-3,71 (m, 1H), 3,88-4,02(m, 3H), 4,524,57(m, 1H), 4,61-4,65(m, 1H),
4,79-4,81 (m, 1H). MS (M+H): 620.

Ejemplo 10: Preparacion de una mezcla del éster 6a,16B-dihidroxi-17-[5-(1-hidroxi-1-metil-etil}-2-metil-tetrahidro-
furan-2-il]-4,4,13,14-tetrametil-tetradecahidro-ciclopropal9, 10]ciclopenta[a]fenantren-3a-ilico del acido 2-(L)-amino-3-
fenilpropidnico, sal clorhidrato [C3-(L)-fenilalanil-cicloastragenol] 20a; éster 3(3,16B-dihidroxi-17-[5-(1-hidroxi-1-
metil-etil)-2-metil-tetrahidro-furan-2-il]-4,4,13,14-tetrametil-tetradecahidro-ciclopropa[9, 10]ciclopenta[a]fenantren-6a-
ilico del acido 2-(L)-amino-3-fenilpropidnico, sal clorhidrato [C6-(L)-fenilalanil-cicloastragenol] 20b

OH

V3

= e Y . +
| 2 _\Q %19; O:‘imD
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Preparacion de 19a, 19b: Se disolvié Boc-(L)-fenilalanina-OH (Bachem, Torrance, CA) (5,0 g, 18,84 mmol) en 30 ml
de DCM. A esto se afnadieron 3,5 g (18,84 mmol) de pentafluorofenol. La reaccién se enfrié en un bafio de hielo
seguido por la adicion lenta de 2,9 ml (1,9 mmol) de DIC. Después de la adicion completa la mezcla de reaccién se
agitoé a temperatura ambiente durante 30 minutos tiempo en que la mezcla de reaccion se volvié turbia (precipitacion
de diisopropilcarbodiimida-urea). A esta mezcla se afiadié después 1,0 g (1,56 mmol) de cicloastragenol 2 seguido
por 1,8 g (15 mmol) de DMAP y la reaccion se agité a temperatura ambiente durante 24 horas. La mezcla de
reaccion se transfiri6 a un embudo separador y se lavo con H2O (2x), HCI ac. al 1% (2x), NaOH ac. 0,1 N (2x),
NaHCOj3; sat. (3x), H20 (1x) y salmuera (1x), la fase organica se separo, se sec6 sobre Na;SO4, se filtrd y el solvente
se evapord al vacio. Al residuo se afadieron entonces 50 ml de éter dietilico y la urea precipitd. El filtrado se
evaporo y el residuo se purificd usando cromatografia rapida con gradiente de solvente de MeOH del 2%-5% en
DCM para proporcionar 950 mg (68%) de una mezcla inseparable (C-3 y C-6) de productos y 290 mg (30%) del bis
producto (C3 y C6). El "H RMN mostré cantidades mayoritarias de los productos C-3 (19a) y C-6 (19b).

"H RMN de la mezcla (19a y 19b): (CDCl3) 6 ppm: 0,32 (1H, bs ), 0,60 (1H, bs), 0,70-1,20 (m, 14H), 1,30-1,40(s,m
12H), 1,48-1,65 (m, 2H), 1,76-1,92(m, 4H), 2,22-2,32 (m, 1H), 2,52-2,58 (m, 1H), 2,86-2,91(m, 1H), 3,0-3,18(m, 1H),
3,20-3,24 (m, 1H), 3,55-3,61 (m, 1H), 3,72-3,80(m, 1H), 4,0-4,10 (m, 1H), 4,42-4,58 (m, 2H), 4,61-4,63 (m, 1H), 4,77-
4,78 (m,1H), 4,81-4,90 (m, 1H), 7,08-7,25 (m, 5H) . MS (M+H) 738.
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Preparacion de la mezcla 20a, 20b: A 330 mg (0,45 mmol) de la mezcla de 19a y 19b, se afadieron 10 ml de HCI
1,0 M/éter dietilico y se agité durante 8 h. Los sdlidos blancos se filtraron y se lavaron con 10 ml de Et;O (3x). Los
soélidos se secaron después a alto vacio durante la noche para proporcionar 260 mg (86%) de los productos diana
20a y 20b como un polvo blanco

'"H RMN de la mezcla (20a y 20b): (DMSOds) 6 ppm: 0,22 (1H, bs ), 0,55 (1H, bs), 0,70-1,10 (m, 24H), 1,20-1,30(m,
3H), 1,42-1,55 (m, 2H), 1,61-1,80(m, 2H), 1,87-1,89(m, 2H), 2,19-2,20 (d, 1H), 2,42-2,50 (m, 1H), 2,92-3,10 (m, 2H),
3,20-3,21 (m, 2H), 3,30-3,34 (m, 1H), 3,55-3,61 (m, 1H), 3,78-3,88 (m, 1H), 4,12-4,20 (m, 2H), 4,42-4,45 (m, 1H),
4,48-4,53 (m, 1H), 4,80-4,82 (m, 1H), 7,08-7,25 (m, 5H), 8,62-8,80(bs, 3H) . MS (M+H) 638

Ejemplo 11: Preparacion del éster 16f3-hidroxi-17-[5-(1-hidroxi-1-metil-etil)-2-metil-tetrahidro-furan-2-il}-6a-metoxi-
4.,4,13,14-tetrametil-tetradecahidro-ciclopropa[9,10]ciclopenta[alfenantren-3-ilico del acido 3-metil-2-(L)-
metilminobutirico, sal clorhidrato [C3-(L)-valil-C6-metoxi-cicloastragenol] (22)

Este analogo se hizo empezando desde el intermedio 3 mediante el siguiente procedimiento

Preparacion de 21: Se disolvieron 280 mg (0,41 mmol) de 3 en 1,5 ml de NMP y se afiadieron en el mismo 33 mg
(0,82 mmol) de NaH (dispersion al 60% en aceite). La reaccion se agitd durante 10 minutos seguido por la adicién de
80 ul de sulfato de dimetilo y se agitdé a temperatura ambiente durante 16 h. La mezcla de reaccion se diluyd con 25
ml de DCM y se lavé con H20 (4x 5 ml) y salmuera (1x 5 ml), se secd sobre Na2S04 vy se filtré. El filtrado se
concentro a presion reducida. El crudo se purificé usando cromatografia rapida con gradiente de solvente de MeOH
del 1%-3% en DCM para proporcionar 170 mg (58%) de 21.

"H RMN para 21: (CDCl3) & ppm: 0,38 (1H, bs), 0,52 (1H, bs), 0,90-1,38 (m, 30H), 1,39-1,45(s,m 12H), 1,59-1,63 (m,
5H), 1,76-1,82(m, 2H), 1,96-2,01(m; 4H), 2,16-2,20 (m, 1H), 2,30-2,35 (d, 1H), 2,49-2,54 (q, 1H), 2,70-2,73 (s,s, 3H),
3,20-3,22 (s,s 3H), 3,26-3,28 (t, 1H), 3,70-3,75 (t, 1H), 4,19-4,21 (m, 1H), 4,53-4,61 (m, 1H), 4,70-4,73 (q, 1H). MS
(M+H) 718.
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Preparacion de 22: A 150 mg (0,21 mmol) de 21 se afiadieron 8 ml de HCI 0,1M/éter dietilico y se agité durante 24 h.
Los sdlidos blancos se filtraron y lavaron con éter dietilico (2 x 5 ml). Los solidos se secaron después a alto vacio
durante la noche para dar 115 mg (85%) del producto diana 22 como un polvo blanco.

'"H RMN para 22: (DMSOds) 6 ppm: 0,35 (bs, 1H), 0,48 (bs, 1H), 0,81-1,40 (m, 29H), 1,45-1,60(m, 3H), 1,61-1,70 (m,
2H), 1,81-1,89(m, 4H), 2,19-2,30(m, 2H), 2,41-2,70 (m, 5H), 3,0-3,18 (m, 3H) 3,20-3,28 (m, 2H), 3,58-3,61(t, 1H),
3,81-3,83(m, 1H), 4,0-4,12 (bs, 4H), 4,49-4,51(m, 1H), 4,62-4,70(m, 1H), 9,20-9,42 (bs, 2H). MS (M+H) 618.

Ejemplo 12: Preparacion del éster 6a,16p-dimetoxi-17-[5-(1-metoxi-1-metil-etil)-2-metil-tetrahidro-furan-2-il]-
4,4,13,14-tetrametil-tetradecahidro-ciclopropa[9,10]ciclopentalalfenantren-3B-ilico del acido 2-(L)-amino-3-metil-
butirico, sal clorhidrato [C3-(L)-valil-C6,C16-dimetoxi-cicloastragenol] (27)

on THEMSH/Me;SO,
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Preparacion de 23: Se disolvieron 5,0 g (10,2 mmol) de 2 en piridina (50 ml) y se enfrié a 0°C. Se afiadid cloruro de
benzoilo (2,35 ml, 20,4 mmol) y la mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 24 h. La mezcla de
reaccion se diluyé con 200 ml de éter dietilico y se lavé con NaHCOs3 sat. (2x), H20 (2x) y salmuera (1x). Se seco
sobre MgSOs, se filtrd y los solventes se evaporaron al vacio. El crudo se purificé por cromatografia en columna
usando MeOH al 1%-2% en DCM para proporcionar 1,6 g (26%) de 23 como solidos blancos.
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"H RMN para 23: (CDCls) & ppm: 0,38 (bs, 1H), 0,55 (bs, 1H), 0,90-2,0 (m, 37H),1,70-1,82(m, 2H), 2,30-2,35 (m, 1H),
2,50-2,6 (m, 1H), 3,45-3,57 (m, 1H), 3,71-3,76(m, 1H), 4,69-4,72(m, 1H), 4,79-4,81 (m, 1H), 7,41 (t, 2H), 7,52 (t, 1H),
8,03 (d, 2H). MS (M+H) 595.

Preparacion de 24: Se disolvieron 600 mg (1,01 mmol) de 23 en THF (10 ml) y se afiadié NaH (323 mg, 8,08 mmol)
y la mezcla de reaccion se agité durante 20 minutos. Se afiadié sulfato de dimetilo (509 mg, 4,04 mmol) y la mezcla
de reaccién se agitd a temperatura ambiente durante 16 h. La mezcla de reaccién se diluyé con 100 ml de éter
dietilico y se extingui6é con H;O y se lavé sucesivamente con H;O (2x) y salmuera (1x), se secod sobre MgSO., se
filtré y los solventes se evaporaron al vacio. El crudo se purificé por cromatografia en columna usando MeOH al 1%-
2% en DCM para proporcionar 460 mg (72%) de 24 como sélidos blancos.

"H RMN para 24: (CDCls) 8 ppm: 0,30 (bs, 1H), 0,53 (bs, 1H), 0,90-2,0 (m, 37H), 2,40-2,45 (m, 2H), 2,92-2,96 (m,
1H), 3,10-3,14 (s, 3H), 3,22-3,24(s, 3H), 3,80-3,82(m, 1H), 3,9-4,10 (m,1H), 4,69-4,79 (m, 1H), 7,43 (t, 2H), 7,52 (t,
1H), 8,04 (d, 2H). MS (M+H) 637.

Preparacion de 25: Se disolvieron 460 mg (0,72 mmol) de 24 en DCM (10 ml) y a esto se afiadieron 10 ml de una
solucion 0,5 M de NaOMe en MeOH y la mezcla de reacciéon se agité a 40°C durante 48 horas. La mezcla de
reaccion se extinguié con una solucién de NaHCO3 sat. y los solventes se evaporaron después a presion reducida.
El crudo se purificé por cromatografia en columna usando MeOH al 1%-2% en DCM para proporcionar 210 mg
(55%) de 25 como solidos blancos.

"H RMN para 25: (CDCls) & ppm: 0,24 (bs, 1H), 0,49 (bs, 1H), 0,90-2,0 (m, 37H), 2,40-2,45 (m, 2H), 2,92-2,96 (m,
1H), 3,10-3,14 (s, 3H), 3,22-3,24(s, 3H), 3,26-3,28 (m,1H), 3,80-3,82(m, 1H), 3,9-4,10 (m,1H). MS (M+H) 533.

Preparacion de 26: Se disolvié Boc-Val-OH (685 mg, 3,16 mmol) en 3 ml de DCM. A esto se afiadieron 581 mg (3,16
mmol) de pentafluorofenol. La reaccion se enfrié en un bafio de hielo seguido por la adicion lenta de 0,49 ml (3,16
mmol) de DIC. Después de la adicion completa la mezcla de reaccion se agitdé a temperatura ambiente durante 10
minutos tiempo en que la mezcla de reaccion se volvié turbia (precipitacion de diisopropilcarbodiimida-urea). A esta
mezcla se afiadieron después 210 mg (0,395 mmol) de 25 seguido por 385 mg (3,16 mmol) de DMAP y la reaccion
se agitd a temperatura ambiente durante 48 horas. La mezcla de reaccion se transfirié a un embudo separador y se
lavé con H2O (2x), HCI ac. al 1% (2x), NaOH ac. 0,1 N (2x), NaHCOs sat. (3x), H20 (1x) y salmuera (1x), la fase
organica se separo, se seco sobre Na;SO,, se filtré y el solvente se evapord al vacio. Al residuo se afiadieron
entonces 10 ml de éter dietilico y la urea precipitd. El filtrado se evapor6é y el residuo se purificé usando
cromatografia rapida con gradiente de solvente de MeOH del 2%-5% en DCM para proporcionar 277 mg (96%) del
producto diana 26.

"H RMN para 26: (CDCls) & ppm: 0,23 (bs, 1H), 0,49 (bs, 1H), 0,90-2,0 (m, 52H), 2,20-2,25 (m, 1H), 2,32-2,45 (m,
1H), 2,92-3,0 (m, 1H), 3,08-3,10 (s, 3H), 3,19-3,20 (s, 3H), 3,22-3,25(s, 3H), 3,82-3,84 (m, 1H), 3,90-3,92 (m, 1H),
4,10-4,21(m, 1H), 4,50-4,58(m, 1H), 4,91-5,01 (m, 1H). MS (M+H) 732.

Preparacion de 27: A 100 mg (0,14 mmol) de 26 se afiadieron 8 ml de HCI 0,1M/éter dietilico y se agité durante 8 h.
Los sodlidos blancos se filtraron y lavaron con éter dietilico (2 x 5 ml). Los solidos se secaron después a alto vacio
durante la noche para dar 65 mg (70%) del producto diana 27 como un polvo blanco.

'H RMN para 27: (DMSOds) 5 ppm: 0,20 (bs, 1H), 0,38 (bs, 1H), 0,75-1,90 (m, 43H), 2,10-2,15 (m, 1H), 2,20-2,25
(m, 1H), 2,82-2,88 (m, 1H), 2,93-3,03 (s, 3H), 3,19-3,20 (s, 3H), 3,22-3,25(s, 3H), 3,70-3,79 (m, 1H), 3,90-3,92 (m,
1H), 4,10-4,21(m, 1H), 4,50-4,58(m, 1H), 8,14-8,24 (bs, 3H). MS (M+H) 632.

Ejemplo 13: preparacion del éster 16p-hidroxi-17-[5-(1-hidroxi-1-metil-etil)-2-metil-tetrahidro-furan-2-il]-4,4,13,14-

tetrametil-3-oxo-tetradecahidro-ciclopropa[9,10]ciclopenta[a]fenantren-6a-ilico del acido 2-(L)-amino-3-metil-butirico,
sal clorhidrato [C6-(L)-valil-cicloastragenona] (30): Preparacion de 3-(L)-valil-cicloastragenona
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Preparacion de 28: A una solucion agitada de DMSO (6,4 g, 4 equ, 100 ml de DCM) de -60 a -70°C, se afiadio
cloruro de oxalilo (5,2 g en 10 ml de DCM) y se agité durante 10 minutos. Se afiadié el compuesto 2 (10 g en 200 ml
de DCM) durante un periodo de 10 minutos y la mezcla de reaccion se agitdé durante 30 minutos seguido por la
adicion de trietilamina (10,3 g durante 5 min). La reaccion se agité de -60 a -70°C durante 1-2 horas hasta que la
reaccion se completd. El producto crudo 28 se purificd por cromatografia en columna. Se eluyé con éter de
petréleo:acetato de etilo = 4:1 para conseguir 8 g del producto de monooxidacion.

"H RMN para 28: (CDCls) 3 ppm: 0,38 (bs, 1H), 0,58 (bs, 1H), 0,80-1,32 (m, 25H),1,50-2,20(m, 12H), 2,30-2,70 (m,
4H), 2,50-2,6 (m, 1H), 3,45-3,52 (m, 1H), 3,71-3,76(m, 1H), 4,69-4,72(m, 1H), MS (M+H) 489.

Preparacion de 29: Se disolvié Boc-(L) Val-OH (0,54 g) en 15 ml de DCM. A esta solucién se afiadieron 0,45 g de
pentafluorofenol. La reaccion se enfrid en un bafo de hielo seguido por la adicion lenta de 0,4 ml de DIC. Después
de la adicion completa la mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 30 minutos tiempo en que la
mezcla de reacciéon se volvio turbia (precipitacion de diisopropilcarbodiimida-urea). A esta mezcla se afiadieron
después 0,3 g del compuesto 28 seguido por 0,3 g de DMAP vy la reaccion se agité a temperatura ambiente durante
24 horas. La mezcla de reaccion se transfirid a un embudo separador y se lavé con NaOH ac. 0,1 N (2x), H20 (3x) y
salmuera (1x), la fase organica se separd, se seco sobre Na;SO,, se filtrd y el solvente se evapord al vacio. El
residuo que incluye el compuesto 29 no se purifico, sino que se llevo al siguiente paso de desproteccion.

Preparacion de 30: El producto anterior se traté con HCI en acetato de etilo durante 12 horas. El producto se aislo
después por extraccion con agua y tras secarlo proporcioné la sal de HCI cruda que se purifico por HPLC prep con
mezcla de éter de petrdleo y acetato de etilo. Las fracciones puras se juntaron para proporcionar 120 mg del
producto final 30.

"H RMN para 30: (DMSOds) & ppm: 0,40 (bs, 1H), 0,80 (bs, 1H), 0,80-1,32 (m, 29H),1,50-2,20(m, 12H), 2,30-2,32
(m, 2H), 2,40-2,45 (m, 2H), 3,60-3,62 (m, 1H), 3,93-4,01 (m, 1H), 4,49-4,51(m, 1H), 4,79-4,81 (m, 1H). MS (M+H)
588.

Ejemplo 14: Preparacion del éster 6a-(2-amino-3-metil-pentanoiloxi)-16p-hidroxi-17-[5-(1-hidroxi-1-metil-etil }-2-metil-

tetrahidro-furan-2-il]-4,4,13,14-tetrametil-tetradecahidro-ciclopropa[9,10]ciclopenta[a]fenantren-3B-ilico del acido 2-
(L)-amino-3-metil-pentanoico, sal clorhidrato [C3,C6-(L,L)-bis-isoleucina-cicloastragenol]-32
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Preparacion de 31: Se disolvio Boc-(L)-lle-OH (4,6 g, 20 mmol) en 25 ml de N-metilpirrolidona (NMP). A esto se
afadieron 3,7 g (20 mmol) de pentafluorofenol. La reaccién se enfrié en un bafio de hielo seguido por la adicién lenta
de 3,1 ml (20 mmol) de DIC. Después de la adicion completa la mezcla de reaccion se agitdé a temperatura ambiente
durante 30 minutos tiempo en que la mezcla de reaccion se volvié turbia (precipitacion de diisopropilcarbodiimida-
urea). A esta mezcla se afadié después 1,0 g (2,04 mmol) de 2 seguido por 1,7 g (14 mmol) de DMAP y la reaccion
se agité a temperatura ambiente durante 24 horas. La mezcla de reaccion se transfirié a un embudo separador y se
lavo sucesivamente con H20 (6x), HCI ac. al 1% (2x), NaOH ac. 0,1 N (2x), NaHCOs sat. (3x), H20 (1x) y salmuera
(1x), la fase organica se separo, se seco sobre Na>SOy, se filtrd y el solvente se evapord al vacio. El residuo se
purificé usando cromatografia rapida con gradiente de solvente de MeOH del 2%-5% en DCM para proporcionar 1,4
g (80%) del producto diana 31.

'"H RMN para 31: (CDCIs3) & ppm: 0,38 (1H, bs ), 0,60 (1H, bs), 0,80-1,0 (m, 24H), 1,13 (s,s 6H), 1,20 (s,s 6H), 1,32(s,
6H), 1,35 (s,s 4H) 1,41 (s,s 18H), 1,55-1,60(m, 6H), 1,79-1,83 (m, 3H), 3,71-3,75 (t, 1H), 4,08-4,20 (m, 2H), 4,58-4,60
(m, 1H), 4,61-4,71 (q, 1H), 4,72-4,80 (m, 1H), 4,82-4,84 (d, 1H), 4,9-5,0 (d, 1H). MS (M+H) 915.

Preparacion de 32: A 1,5 g (1,6 mmol) de 31 en 4 ml de Et;0O anhidro se afiadieron 3,5 ml de HCI 4,0 M/dioxano y se
agitd durante 4 horas. Los solventes se evaporaron y el producto se precipitdé con tres veces de 40 ml de éter
dietilico frio y los sdlidos se filtraron. Los sélidos se secaron después a alto vacio durante la noche para dar 3,1 g
(91%) del producto diana 32 como un polvo blanco. 'H RMN para 32: (DMSQds) 5 ppm: 0,22 (bs, 1H), 0,57 (bs, 1H),
0,80-1,20 (m, 35H), 1,41-1,80 (m, 14H), 2,10-2,21 (m, 2H), 2,34-2,42 (m, 4H), 2,20-2,30 (m, 2H), 3,59-3,62 (m, 1H),
3,81-3,83 (m, 2H), 4,42-4,53 (m, 1H), 4,61-4,71(m, 1H), 4,81-4,9 (m, 1H), 8,40-8,70(d, 4H). MS (M+H) 717.

Ejemplo 15: Preparacion del éster 38,6a-dihidroxi-17-[5-(1-hidroxi-1-metil-etil)-2-metil-tetrahidro-furan-2-il]-4,4,13,14-

tetrametiltetradecahidrociclopropa[9,10]ciclopentalalfenantren-16@-ilico del acido 2-(L)-amino-3-metil-butirico, sal
clorhidrato [C16-(L)-valil-cicloastragenol]-36
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Preparacion de 33: A 4 g (8,2 mmol) de 2 se afiadieron 100 ml de piridina y se enfrié en un bafio de hielo. A esto se
afiadieron lentamente 77 ml (820 mmol) de anhidrido acético seguido por 100 mg (0,81 mmol) de DMAP. La mezcla
de reaccion se agitoé durante 16 horas. La mezcla de reaccion se enfrié en un bafio de hielo y se extinguié con HCI
ac. al 3% y se diluy6 con 200 ml de DCM yse lavé sucesivamente con lo siguiente: NaHCO3; ac. sat. (2x), H20 (3x) y
salmuera (1x). La fase organica se separo, se seco sobre NaSO, se filtrd y se evapor6 al vacio. El crudo se purlflco
por cromatografia rapida con MeOH al1% en DCM para proporcionar 4,2 g (89%) de 33 como soélidos blancos. 'H
RMN para 33: (CDCl3) 8 ppm: 0,38 (1H, bs), 0,49 (1H, bs), 0,90-1,25 (m, 32H), 1,39-1,45(m 2H), 1,50-1,60 (m, 2H),
1,70-1,82(m, 2H), 1,96-2,01(m, 4H), 2,18-2,20 (s,s 6H), 2,30-2,35 (d, 1H), 3,71-3,76(m, 1H), 4,49-4,59(m, 1H), 4,69-
4,72(m, 2H),. MS (M+H) 575.

Preparacion de 34: Se disolvieron 1,54 g (2,7 mmol) de 33 en 8,0 ml de NMP. A la solucion transparente se
afnadieron 800 mg (8,3 mmol) de tert-butdxido de potasio y se agité durante 45 min. A esto se afiadieron 3,0 g (8,9
mmol) de Boc-Val-ONp seguido por 245 mg (2 mmol) de DMAP y se agité durante 24 h. La mezcla de reaccion se
diluy6 con 100 ml de DCM vy se lavé sucesivamente con lo siguiente: H20 (4x), HCl ac. al 1% (1x), NaHCOs ac. sat.
(2x), H20 (3x) y salmuera (1x). La fase organica se separo, se seco sobre Na>SOu, se filtrd y se evapor6 al vacio. El
crudo se purificé por cromatografla rapida con éter de petréleo/acetato de etilo para proporcionar 1,0 g (48%) de 34
como sdlidos blancos. '"H RMN para 34: (CDCls) & ppm: 0,38 (1H, bs), 0,49 (1H, bs), 0,90-1,25 (m, 38H), 1,39-
1,45(m,s 11H), 1,50-1,60 (m, 2H), 1,70-1,82(m, 2H), 1,96-2,01(m, 4H), 2,18-2,20 (s,s 6H), 2,30-2,35 (d, 1H), 3,71-
3,76(m, 1H), 4,13-4,18 (m, 1H), 4,49-4,59(m, 1H), 4,62-4,72 (m, 1H), 5,12-5,17 (m, 1H), 5,38-5,42 (m, 1H). MS
(M+Na") 796

Preparacion de 35: A 700 mg (0,91 mmol) de 34 se afiadieron 20 ml de solucion 0,5 M de MeOH/MeONa y se agité
durante 16 h. La reaccion se enfrié en un bafio de hielo y se extinguié con una solucién de HCI ac. al 1% hasta un
pH de 5. El metanol se evaporo a presion reducida y a la fase acuosa se afiadié una solucion de NaHCO3 ac. sat. y
se extrajo con DCM (4x), la fase organica combinada se seco sobre Na;SOy4, se filtré y se evapor6 al vacio. El crudo
se purificd por cromatografia raplda con un gradiente del 2% al 3% de MeOH/DCM para proporcionar 360 mg (58%)
de 35 como solidos blancos. "H RMN para 35: (CDCls) & ppm: 0,38 (1H, bs), 0,49 (1H, bs), 0,90-1,25 (m, 38H), 1,39-
1,45(m,s 11H), 1,50-1,60 (m, 2H), 1,70-1,82(m, 2H), 2,10-2,20 (m, 2H), 2,30-2,35 (d, 1H), 3,20-3,25 (m, 1H), 3,41-
3,50 (m, 1H), 3,71-3,76(m, 1H), 4,13-4,18 (m, 1H), 5,12-5,17 (m, 1H), 5,38-5,42 (m, 1H). MS (M+Na+) 712

Preparacion de 36: A 350 mg (0,51 mmol) de 35 se afiadieron 10 ml de solucién 1,0 M de HCI/Et;O y se agitd
durante 5 h. Los solventes se evaporaron a presion reducida y el residuo se lavé con 10 ml de Et;O anhidro (3x) y se
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filtré al vacio. Los sélidos blancos se secaron a alto vacio para proporcionar 250 mg (78%) de 36 como solidos
blancos. '"H RMN para 36: (DMSOds) 6 ppm: 0,38 (1H, bs), 0,49 (1H, bs), 0,801,25 (m, 29H), 1,39-1,83 (m,4H), 2,10-
2,20 (m, 2H), 2,30-2,40 (m, 4H), 3,18-3,21 (m, 1H), 3,38-3,40 (m, 1H), 3,71-3,76 (m, 1H), 4,13-4,17 (m, 1H), 5,40-
5,42 (m, 1H), 8,38-8,53 (bs, 3H). MS (M+H) 590

Ejemplo biolégico 1: Queratinocitos / Ensayo de protocolo de amplificacion de repeticiones de telomerasa (TRAP)

Se puede determinar la capacidad de un compuesto para aumentar la actividad telomerasa en una célula usando el
ensayo TRAP (protocolo de amplificaciéon de repeticion telomérica), que se conoce en la técnica (por ejemplo, Kim et
al., patente en EE UU No. 5.629.154; Harley et al., patente en EE UU No. 5.891.639). La actividad tipicamente se
compara con la actividad medida similarmente en un ensayo control de tales células (por ejemplo, una actividad
telomerasa el 50% mayor que la observada en un solvente control).

Las lineas celulares adecuadas para uso en el ensayo, fibroblastos humanos normales (NHF) o queratinocitos
humanos normales (NHK), se pueden obtener de fuentes comerciales, tal como Cascade Biologics, Portland, OR, o
4C Biotech, Seneffe, Bélgica, o de la ATCC (Coleccion Americana de Cultivos Tipo). Las lineas celulares de
fibroblastos humanos normales de la ATCC, que se pueden localizar en la pagina web de la ATCC incluyen, por
ejemplo, CCL135, CCL137 y CCL151.

Se juntaron queratinocitos epidérmicos humanos (HEK neonatales) de tres donantes individuales (Cascade
Biologics, Portland, OR) y se gener6 un banco de células de trabajo. Las células se cultivaron en medio EpiLife
(Cascade Biologics, Cat.# M-EPI-500, Portland, OR) suplementado con HKGS (suplemento de crecimiento de
queratinocitos humanos) (Cascade, Cat.# S-001-5). Se sembraron células HEKneo-P en placa de 96 pocillos
durante 24 h antes del tratamiento tripsinizando las células y neutralizando la digestion por tampdn de neutralizacion
TN® (Cascade Biologics, Portland, OR) para hacer una suspension celular. Las células se sembraron a 5000
células/100 pl/pocillo en medio de crecimiento y la placa se incub6 a 37°C, CO; al 5%/aire al 95%, en un incubador
de cultivo celular humidificado. Cuando las células alcanzan una confluencia del 75-80%, la densidad de siembra
debe ser aproximadamente 2,5x1 0%/cm?.

Se formularon los compuestos que se van a probar en DMSO al 10% con las concentraciones deseadas. Se
afiadieron 11 pl del compuesto formulado en una concentracién de 0,01 a 10 yM al cultivo de 96 pocillos junto con
un control de 11 pyl de DMSO al 10%. También se incluyé un control no tratado (NT). Las células se recogieron a las
24 h +/- 1 h eliminando el medio de crecimiento y lavando una vez con PBS (solucion salina tamponada con fosfato)
eliminando tanto medio como fue posible. Las células se lisaron afiadiendo 50 ul de tampoén M-Per (Pierce Cat#
78503 & 78501) e incubando en hielo durante 1 h +/- 15 min. La placa opcionalmente se centrifugd a 2000 RPM, 5
min. El lisado se recogié cuidadosamente de cada pocillo de la placa y se transfiri6 a una placa de 96 pocillos de
almacenamiento con fondo en V nueva, dejando las células de la monocapa intactas.

Se realizd un ensayo de citotoxicidad en paralelo con la lisis celular preparando una placa de cultivo celular en
duplicado tratada con los mismos compuestos. Después de 24 horas +/- 1 hora de incubacién con compuestos, se
afiadieron 11 pl de azul alamar 1x a la placa duplicada y la placa se incub6 a 37°C. La placa se leyé 1y 3 h con un
lector de placas de fluorescencia con longitud de onda de excitacién a 530 nm y longitud de onda de emision a 590
nm. La viabilidad celular (citotoxicidad) era directamente proporcional a la lectura de azul alamar.

Tampon TRAP 10 X:

Tris-HCI pH 8,3 200 mM

MagCI2 15 mM
KCI 650 mM
Tween 20 0,5%
EGTA 10 mM
BSA 1 mg/mi
Cebadores:

cebador Cy5-TS (AAT CCG TCG AGC AGA GTT) extremo 5 marcado (SEQ ID NO:1) cebador ACX
(GCGCGGCTTACCCTTACCCTTACCCTAACC) (SEQ ID NO:2) la Taqg polimerasa era AmpliTaqg ADN Polimerasa,
(Applied Biosystems, cat. # N8080171) y dNTP (Invitrogen, cat. # R72501).

Tabla 1. Marco del ensayo TRAP

Concentracion madre

Por reaccion (ul)

Concentracion final

Tampoén TRAP 10X con BSA 5 1x
dNTP 2,5 mM 1 50 uM
Cebador Cy5-TS 0,5 mg/ml, 83 uM 0,1 1 ng/ul
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ACX 0,1 mg/ml, 11 uyM 1 2 ng/ul
Taq polimerasa 5 U/ml 0,4 0,04 U/ul
extracto celular 5-10

H>O 32,5-37,5

Total 45

La mezcla de PCR incluye los siguientes componentes: cebador Cy5-TS, un oligonucleétido marcado en 5’ con Cy5
que tiene la secuencia 5-AAT CCG TCG AGC AGA GTT-3' (SEQ ID NO:1), es un sustrato de telomerasa.
Dependiendo de la actividad telomerasa en el medio, se afadiran repeticiones de telémero (que tienen la secuencia
..AGGGTT..) al sustrato, para formar productos extendidos de telomerasa, también denominados productos de
telomerasa o productos TRAP. El cebador ACX, que tiene la secuencia 5'- GCG CGG CTT ACC CTT ACC CTT ACC
CTA ACC-3' (SEQ ID NO: 2), es un cebador inverso anclado que hibrida con los productos extendidos de
telomerasa.

Se afiade una muestra de lisado celular (5-10 pl) a la mezcla de PCR en un tubo de reaccién, y se lleva a cabo la
extension/amplificacion de telémeros incubando la muestra a las siguientes temperaturas y tiempos indicados 30°C
durante 30 minutos, después 28 ciclos de la reaccion de PCR en 3 pasos: 94°C durante 30 segundos, 60°C durante
30 segundos, y 72°C durante 1 minuto, seguido por 72°C durante 4 minutos y mantener a 4°C. Los productos de
reaccion de PCR estan listos para someterlos a carrera en electroforesis en gel de poliacrilamida.

Se afiadio colorante de carga que contiene, por ejemplo, azul de bromofenol y xileno cianol a la mezcla de reaccion,
y las muestras se someten a electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) no desnaturalizante del 10-15% en TBE
1x. Los productos de reaccion TRAP se observan, por ejemplo, usando un fluoroimager para la detecciéon de
productos de telomerasa marcados con CY5 (excitacion maxima a 650 nm; emision maxima a 670 nm).

La actividad telomerasa se midi6 por vol. de pixeles capturados total (bandas de la escalera de ADN) por encima del
fondo para cada carril del gel. La actividad se normalizé midiendo el ARN total (ng/ml) usando el kit de cuantificacion
de ARN Ribogreen® de Molecular Probes, cat. # R-11490 y segun las condiciones comercialmente recomendadas
con un intervalo de estandar de ARN de 0,8-200 ng/ml, dilucion 1:200 del colorante RG, dilucién de la muestra 100-
250x.

Vol de pixeles totales/ARN = Actividad telomerasa relativa normalizada

La viabilidad celular (citotoxicidad) era directamente proporcional a la lectura de AA.

Los resultados se muestran en la tabla 2.

Tabla 2
Compuesto # | Nombre Estructura Actividad en | CEs y
ensayo HEK | veces de
in vitro aumento de
actividad
CE50 30 nM,
Max: 3,3
veces
2 cicloastragenol +
CEso 6-22
nM,
Max: 4,5
C3-(L)-valil- veces
4 cicloastragenol +
MW=624,5
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C3,C(6)-(L,L)-
bisvalil-
cicloastragenol
MW=761

CEs0 41-50
nM,

Max: 4,8
veces

12

C6-(L)-valil-
cicloastragenol
MW=624,5

CEso 28-32
nM,

Max: 4,1
veces

14

C3-(L)-isoleucil-
cicloastragenol
MW=639

CEso 9-21
nM,

Max: 4,0
veces

18a,
18D,
18c

C3-(L)-
glutamato-
cicloastragenol,
C6-(L)-
glutamato-
cicloastragenol,
L-glutamato-
C16-
cicloastragenol
MW=654,5

Activo en
CMSP

16a,
16D,
16¢

C3-(L)-ornitinil-
cicloastragenol,
C6-(L)-ornitinil-
cicloastragenol,
C16-(L)-ornitinil-
cicloastragenol
MW=677

20a,
20b,

C3-(L)-
fenilalanil-
cicloastragenol,
C6-(L)-
fenilalanil-
cicloastragenol,
MW=637,5

Activo en
CMSP
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Max 3 veces
a0,37-11
UM
C3,6-(L)-
32 isoleucil-
cicloastragenol
Max 3,0
veces a
0,01-0,12
C16-(L)-valil- uM
36 cicloastragenol
MW=624,5
CE50 31 }JM,
Max: 3,5
30 C6-(L)-valil-C3-
cicloastragenona
C3-(L)-N-metil
valil-C6 metoxi-
22 :
cicloastragenol
MW=652,5
C3,C6-(D,D9-
bisvalil-
8 .
cicloastragenol
MW=761
C3-(D)-valil-
5 cicloastragenol
MW=624,5
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C16-(L)-valil-
C3,6-diacil-
cicloastragenol
MW=710,5

C6-(L)-valil-C3-
acil-
cicloastragenol
MW=667,5

C3-(L)-valil-
C6,16,25-
27 trimetoxi-

cicloastragenol ) ¢

MW=652,5 N

CiHyN

W

5.

+ la activaciéon de telomerasa es 2 veces o0 mas en comparacion con el vehiculo control en el pico de la curva de
dosis completa.

Ejemplo biolégico 2: Célula monocitica de sangre periférica / Ensayo de protocolo de amplificacion de repeticiones
de telomerasa (TRAP)

Aislamiento de CMSP. Se recogié sangre en vacutainers con heparina sédica y se juntd en unico tubo de
polipropileno de 50 ml. La sangre se diluyé 1:1 con PBS 1X y se mezcld por completo por inversion. 25 ml de la
sangre diluida se echaron encima de 12 ml de Lympholyte-H (Cedarlane Laboratories) y se centrifugd a temperatura
ambiente durante 20 min a 800 g. Usando una pipeta, la capa de linfocitos en la interfase de Lympholyte-H se retiré
cuidadosamente y se transfirié a un tubo nuevo de 50 ml. Las células transferidas se diluyeron 1:1 con PBS 1Xy se
centrifugaron a 800 g durante 10 min para precipitar los linfocitos. Los linfocitos se lavaron 2 veces con medio
“completo”, que consiste en RPMI (Sigma, No. de catalogo R8758) que se habia suplementado con SBF inactivado
por calor al 10% y Hepes 10 mM.

Condiciones de cultivo. Las células se contaron usando exclusién de azul de tripan y se resuspendieron en medio
completo que esta suplementado con 50 unidades de hlL-2/ml de modo que la concentracion final de células sea
1x10%ml. A la suspension celular, se anadieron bolas recubiertas de Ac CD2/3/28 del kit de activacidon/expansion de
células T (Miltenyi, No. catalogo 130-441) en una proporcion de 1:2 (bola:célula). Las células se hicieron crecer en
una botella y la mitad del medio se cambia cada 2-3 dias (junto con 20 unidades de hIL-2/ml). Al menos una vez a la
semana las células se cuentan y se ajusta el nivel de medio para mantener las células aproximadamente 5x10°/ml.

Formulacién de analogos. Los analogos se formularon en DMSO de grado cultivo puro a una concentracion de 1
mM. De esta solucidn madre, los analogos se diluyen a 100 yM en medio RPMI completo. Una parte de la
formulacién 100 pM se diluy6 a 10 uM en medio RPMI completo que contenia DMSO al 10%. Ademas, se formul6 el
vehiculo control diluyendo DMSO en medio RPMI completo para obtener una solucién al 10% (esto es equivalente a
la cantidad de DMSO en las diluciones de analogos).

Tratamiento con analogos. Después de 10-14 dias en cultivo, las células se contaron y resuspendieron en medio
acondicionado a una concentracion de 1x10%ml. Se sembraron 0,5 ml de esta suspension celular en los pocillos de
una placa de 24 pocillos. El analogo se diluyé en medio RPMI completo fresco para obtener concentraciones de 2
MM (de la solucion madre 100 uyM) y 0,2 uM (de la solucién madre 10 yM). Ademas, se diluye en vehiculo control
(DMSO al 10% en medio RPMI) 1:50 en medio RPMI completo fresco. Cada pocillo que contiene 0,5 ml de la
suspension celular (deben ser 5x10° por pocillo) recibe 0,5 ml de analogo diluido o vehiculo control DMSO. Las
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concentraciones finales de los analogos eran por tanto 1 yM y 0,1 uM y la concentracién final de DMSO en todos los
pocillos (incluyendo el vehiculo control) es del 0,1%.

Recogida de células y preparacion de lisado celular. 24 horas después de la adicion de los analogos y vehiculo
control DMSO al cultivo, las células de retiraron de los pocillos y se afadieron a tubos de microcentrifuga. Las
células se centrifugaron a 14.000 rpm durante 2 minutos y el medio se aspird, seguido por resuspension en 0,5 ml
de PBS 1X frio. Las células se centrifugaron otra vez durante 2 minutos y el PBS se aspird. El precipitado celular se
resuspendié en 100 pl de M-PER (reactivo de extraccion de proteina de mamifero) y se incubd en hielo durante 30
minutos. Después de la incubacion, la suspension se centrifugd a 14.000 rpm durante 20 minutos a 4°C. Después de
la centrifugacion, 80 ul de lisado se transfirieron a un tubo de microcentrifuga prehelado, teniendo cuidado de no
transferir restos celulares. La concentracion final del lisado celular era 5000 células/ul.

Reaccion TRAP y gel. Las muestras se analizaron usando una reacciéon TRAP PCR de 1 paso. Antes de realizar la
reaccion, las muestras se diluyeron 1:5 en tampén M-PER (1000 células/pl). Para cada reaccion se uso la siguiente
mezcla: 37,5 pl de H;O, 5 pl de tampén TRAP 10x con BSA, 1 pl de dNTP 2,5 mM, 1 pl de cebador ACX 0,1 mg/ml,
0,1 yl de cebador TS marcado con Cy5 0,5 mg/ml, 0,4 yl de Taq polimerasa 5 U/ul, y 5 pl de muestra diluida
(reaccion total 50 pl). la reaccion de PCR fue como sigue: 30°C durante 30 minutos, 28 ciclos de 94°C durante 30
segundos, 60°C durante 30 segundos y 72°C durante 1 minuto, seguido por 72°C durante 4 minutos. Los productos
de PCR se separaron en un gel de poliacrilamida al 12,5% y se analizaron usando un fosfoimager STORM.

Compuesto Nombre Actividad en CMSP Veces de aumento a 1 uM

2 cicloastragenol ++ 1,6-20,7

C3-(L)-valil-cicloastragenol
4 MW=624.5 ++ 1,4-19,4

C3-(L)-ornitinil-cicloastragenol,

C6-(L)-ornitinil-cicloastragenol,

C16-(L)-ornitinil-cicloastragenol
MW=677

mezcla 16a, 16b, 16¢ + 1,2-8,1

C3-(L)-glutamato-cicloastragenol,
C6-(L)-glutamato-cicloastragenol,
mezcla 18a, 18b, 18c L-glutamato-C16-cicloastragenol + 0,9-6,8
MW=654,5

C3-(L)-fenilalanil-cicloastragenol,
mezcla 20a, 20b, C6-(L)-fenilalanil-cicloastragenol, -+ 2,0-4.1
MW=637,5

Ejemplo biolégico 3: Administracion de compuestos a ratones y analisis de los niveles en plasma y actividad
telomerasa en tejidos

Se determinaron los niveles en plasma de un compuesto después de una Unica administraciéon intravenosa, oral,
intraperitoneal o subcutanea en ratones C57BL/6 macho. Se recogieron muestras de plasma y se usaron para
determinar la concentracion en plasma del compuesto y metabolitos. Ademas, se recogieron muestras de tejido,
incluyendo muestras de bigotes, y células mononucleares de sangre periférica (CMSP) para analisis de la actividad
telomerasa.

Los ratones C57BL/6 se dividieron en grupos de tratamiento. A los ratones se les suministr6 SLAC-MO1 # W080208
(Shanghai Laboratories Animal Center, Shanghai, China) a voluntad a lo largo de la parte del estudio en vida con la
excepcion del periodo de ayuno durante la noche antes de la dosificacion oral. El agua estaba disponible a voluntad.

Se ajustaron controles medioambientales para la sala de animales para mantener una temperatura de 23+2°C,
humedad del 50-70%, y un ciclo de 12 horas de luz/12 horas de oscuridad. El ciclo de 12 horas de oscuridad se
puede interrumpir temporalmente para acomodar los procedimientos de estudio. Los animales se aclimataron a los
procedimientos de estudio durante 1-7 dias antes de la administracién de la dosis inicial.

Los animales usados en este estudio se seleccionaron basandose en pesos corporales que estan en el +20% del
peso corporal medio, salud general y aclimatacion a estar enjaulados. Los animales tuvieron acceso libre tanto a
alimento como agua durante el curso entero del estudio con la excepcion del periodo de ayuno durante la noche
antes de la dosificacion oral.

Las dosis se administraron por via intravenosa a través de la vena de la cola, por via oral, subcutanea o por via

intraperitoneal como se indica en la tabla 3. Se tomaron los pesos corporales el dia de la administracion de la dosis.
El volumen de dosis se determiné en base al peso corporal individual tomado el dia de la dosificacion.
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Se recogieron muestras de sangre (aproximadamente 300 pl) mediante punciéon cardiaca o mediante puncion
retroorbital después de anestesia en tubos que contenian anticoagulante K2-EDTA y NaF 1 mg/ml en varios puntos
de tiempo después de la dosificacion. La sangre se almacend en hielo y después el plasma se separé6 mediante
centrifugacion (8000 rpm x 6 minutos). El plasma se almacené a 20°C hasta el analisis por LC-MS/MS.

Se realizd la eutanasia por inhalacion de diéxido de carbono seguido por desangrado. Se recogieron bigotes y
células mononucleares de sangre periférica (CMSP) en algunos animales a las 30 horas y se almacenaron a -80°C
después del procesamiento.

Las CMSP se recogieron de la sangre usando K-EDTA como el anticoagulante. Después de la recogida, el tubo se
invirti6 suavemente 8-10 veces para mezclar. El tubo se centrifugd a 12000 rpm durante 30 s para precipitar las
células, el sobrenadante se retird y los precipitados de CMSP se congelaron rapidamente en nieve
carbénica/metanol y se almacenaron a -80°C. Las células se procesaron como se indica en el ejemplo biolégico 2.
La figura 1 muestra la actividad telomerasa en CMSP durante el tiempo después del tratamiento con el compuesto 4.

Se arrancé una unica o un grupo de vibrisas y se colocaron 10-20 vibrisas/animal en 200 pl de tampdn M-Per (Pierce
catalogo #: 78503/78501/78505, sumergiendo los foliculos). Las muestras se congelaron en nieve carbénica/metanol
en 1 hora del arrancado. La figura 2 muestra la actividad telomerasa en bigotes durante el tiempo después del
tratamiento con el compuesto 4.

Se determind que los compuestos de férmula | monosustituidos con aminoacidos cuando se administran a ratones
muestran alguna conversion a cicloastragenol y los compuestos disustituidos con aminoacidos pueden mostrar una
cantidad menor de conversion a compuestos monosustituidos.

Las mezclas de isdmeros posicionales, C3-(L)-ornitinil-cicloastragenol, C6-(L)-ornitinil-cicloastragenol y C16-(L)-
ornitinil-cicloastragenol (mezcla 16a, 16b, 16c) y C3-(L)-glutamato-cicloastragenol, C6-(L)-glutamato-cicloastragenol
y L-glutamato-C6-cicloastragenol (mezcla 18a, 18b, 18c) no estaban biodisponibles en ratones.

La biodisponibilidad de los compuestos se muestra en la tabla 3.

Tabla 3. Estudio y biodisponibilidad en ratones

Compuesto de | Nivel de | Vehiculo Ruta de | Biodisponibilidad
prueba dosis dosificacion | %F
(mg/kg)
4 10 EtOH al 2%/agua al 98% PO 48
4 10 EtOH al 2%/agua al 98% SC 66
7 10 EtOH al 2%/agua al 98% PO 25
7 10 EtOH al 2%/agua al 98% SC 61
12 5 EtOH al 2%/agua al 98% PO 8
12 5 EtOH al 2%/agua al 98% IP 42
14 10 PEG400 al 5%/solutol HS-15 al 5%/agua al 90% | PO 42

Ejemplo biologico 4: Administracién de compuestos a ratas macho y analisis de niveles en plasma y actividad
telomerasa en tejidos

Se determinaron los niveles en plasma de un compuesto después de una Unica administracion intravenosa y oral en
ratas Sprague Dawley macho canuladas en la arteria carétida. Se recogieron muestras de sangre y se usaron para
determinarla concentracién en plasma del compuesto y metabolitos. Ademas, se recogieron muestras de tejido,
incluyendo muestras de bigotes, y CMSP para analisis de la actividad telomerasa.

Las ratas Sprague Dawley macho canuladas en la arteria carétida se dividieron en grupos de tratamiento segun la
tabla 6. A las ratas se les suministr6 SLAC-MO1 # YY080208 (Shanghai Laboratories Animal Center, Shanghai,
China) a voluntad a lo largo de la parte del estudio en vida con la excepcién del periodo de ayuno durante la noche
antes de la dosificacion oral. El agua estaba disponible a voluntad.

Se ajustaron controles medioambientales para la sala de animales para mantener una temperatura de 23+2°C,
humedad del 50-70%, y un ciclo de 12 horas de luz/12 horas de oscuridad. El ciclo de 12 horas de oscuridad se
puede interrumpir temporalmente para acomodar los procedimientos de estudio. Los animales se aclimataron a los
procedimientos de estudio durante 1-7 dias antes de la administracién de la dosis inicial.

Los animales usados en este estudio se seleccionaron basandose en pesos corporales que estan en el +20% del
peso corporal medio, salud general y aclimatacion a estar enjaulados. Los animales tuvieron acceso libre tanto a
alimento como agua durante el curso entero del estudio con la excepcion del periodo de ayuno durante la noche
antes de la dosificacion oral.
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Los compuestos se disolvieron en EtOH al 2%/agua al 98% para dar una concentracion final de 2,5 mg/mly 1 mg/ml
tanto para administracién intravenosa como oral, respectivamente. La concentracion de cada compuesto se confirmé
por analisis de HPLC.

Las dosis se administraron por via intravenosa a través de la vena de la cola y por via oral, como se indica en la
tabla 4. Se tomaron los pesos corporales el dia de la administracion de la dosis. El volumen de dosis se determiné
en base al peso corporal individual tomado el dia de la dosificacion.

Se recogieron muestras de sangre (aproximadamente 250 pl) a través de las canulas de la arteria en tubos que
contenian anticoagulante K»-EDTA y NaF 1 mg/ml en los puntos de tiempo apropiados. La sangre se almacend en
hielo y después el plasma se separé mediante centrifugacion (8000 rpm x 6 minutos). El plasma se almacené a 20°C
hasta el analisis por LC-MS/MS.

Muestras de tejido: Se recogieron muestras de bigotes en algunos animales 30 h después de la dosificacion
mediante pinzas hemostaticas y se colocaron 10-20 vibrisas/animal en un tubo eppendorf de 1,5 ml que contenia
200 pl de tampén M-Per (Pierce catalogo #: 78503/78501/78505). Las muestras se congelaron en nieve
carbénica/metanol en 1 hora del arrancado.

Se determiné que los compuestos de férmula | monosustituidos con aminoacidos cuando se administran a ratas
muestran alguna conversion a cicloastragenol y los compuestos disustituidos con aminoacidos pueden mostrar una
cantidad menor de conversion a compuestos monosustituidos.

Se calculd el porcentaje de biodisponibilidad.

Tabla 4. Estudio y biodisponibilidad en ratas

Compuesto de | Nivel de | Vehiculo Ruta de | Biodisponibilidad
prueba dosis dosificacion | %F
(mg/kg)

2 10 EtOH al 2%/agua al 98% PO 22,6

4 10 EtOH al 2%/agua al 98% PO 36

7 10 EtOH al 2%/agua al 98% PO 44

12 10 EtOH al 2%/agua al 98% PO 27

14 10 PEG400 al 5%/solutol HS-15 al 5%/agua al 90% | PO 93

20a, 20b 10 EtOH al 2%/agua al 98% PO 0,68

Ejemplo biolégico 5: Administracion de compuestos a perros Beagle macho y analisis de niveles en plasma y
actividad telomerasa en tejidos

Se determinaron los niveles en plasma de un compuesto después de una Unica administracion intravenosa y oral en
perros Beagle macho. Se recogieron muestras de sangre y se usaron para determinarla concentracion en plasma
del compuesto y metabolitos. Ademas, se recogieron muestras de tejido, incluyendo muestras de bigotes, y células
CMSP para analisis de la actividad telomerasa.

Los perros Beagle macho se dividieron en grupos de tratamiento segun la tabla 5. A los perros se les suministrd
SLAC-MO1 # 080701 (Shanghai Laboratories Animal Center, Shanghai, China) a voluntad a lo largo de la parte del
estudio en vida con la excepcion del periodo de ayuno durante la noche antes de la dosificacion oral. El agua estaba
disponible a voluntad.

Se ajustaron controles medioambientales para la sala de animales para mantener una temperatura de 23+2°C,
humedad del 50-70%, y un ciclo de 12 horas de luz/12 horas de oscuridad. El ciclo de 12 horas de oscuridad se
puede interrumpir temporalmente para acomodar los procedimientos de estudio. Los animales se aclimataron a los
procedimientos de estudio durante 1-7 dias antes de la administracién de la dosis inicial.

Los animales usados en este estudio se seleccionaron basandose en pesos corporales que estan en el +20% del
peso corporal medio, salud general y aclimatacion a estar enjaulados. Los animales tuvieron acceso libre tanto a
alimento como agua durante el curso entero del estudio con la excepcion del periodo de ayuno durante la noche
antes de la dosificacion oral.

Los compuestos se disolvieron en EtOH al 2%/agua al 98% o una solucion de PEG400 al 5%, solutol HS-15 (BASF,
TX) al 5%, agua al 90%, para dar una concentracion final de 2,5 mg/ml y 1 mg/ml tanto para administracion
intravenosa como oral, respectivamente. La concentracién de cada compuesto se confirmé por analisis de HPLC.

Las dosis se administraron por via intravenosa a través de la vena femoral izquierda y después por dosificacion oral

una semana mas tarde. Se tomaron los pesos corporales el dia de la administracién de la dosis. El volumen de dosis
se determind en base al peso corporal individual tomado el dia de la dosificacion.
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Se recogieron muestras de sangre (aproximadamente 250 pl) a través de la vena femoral derecha en tubos que
contenian anticoagulante Ko-EDTA y NaF 1 mg/ml en los puntos de tiempo apropiados. La sangre se almacend en
hielo y después el plasma se separé mediante centrifugacion (8000 rpm x 6 minutos). El plasma se almacené a 20°C
hasta el analisis por LC-MS/MS.

Se calculd el porcentaje de biodisponibilidad y se muestra en la tabla 5.

Tabla 5. Estudio y biodisponibilidad en perros

Compuesto de | Nivel de | Vehiculo Ruta de | Biodisponibilidad
prueba dosis dosificacion | %F
(mg/kg)
2 10 EtOH al 2%/agua al 98% PO 3
4 10 EtOH al 2%/agua al 98% PO 47
14 10 PEG400 al 5%/solutol HS-15 al 5%/agua al 90% | PO 55

Ejemplo bioldégico 6: Aumento de telomerasa y proliferacion celular en células madre/progenitoras
hematopoyéticas de médula 6sea

Se obtuvieron células progenitoras hematopoyéticas CD34+ derivadas de médula ésea humanas de un donante
sano de 47 afos de edad.

i) Activacion de telomerasa por el compuesto 4 en cultivo liquido de células humanas a corto plazo

Se hicieron crecer las células progenitoras hematopoyéticas CD34+ derivadas de médula ésea humanas en medio
de Dulbecco modificado por Iscove (IMDM) (Invitrogen, CA) + suero bovino fetal (SBF) al 10% durante 3 dias en
presencia del compuesto 4 (1 uM, 100 nM, 10 nM), vehiculo (DMSO al 1%) o nada. La actividad telomerasa
aumento en ~60-70% en la muestra de compuesto 4 100 nM relativa al vehiculo control (evaluado por ensayo TRAP
en gel tradicional).

Tabla 6. Actividad telomerasa de células huCD34+: (veces de vehiculo control)

Aumento de actividad telomerasa
compuesto 4 1 uM 1,3 veces
compuesto 4 100 nM 1,8 veces
compuesto 4 10 nM 1,4 veces

ii) Aumento en el numero de unidades formadoras de colonias en cultivos de células humanas tratados con
compuesto 4 (14 dias de tratamiento)

Se sembraron las células progenitoras CD34+ humanas (donante sano de 47 afios de edad) en un ensayo de
formacion de colonias estandar en presencia del compuesto 4 (100 nM), vehiculo (DMSO al 0,1%) o nada. Después
de 14 dias, las colonias hematopoyéticas se enumeraron (CFU-E, BFU-E, CFU-GM y CFU-GEMM). Las placas que
contenian el compuesto 4 tenian un 17% mas de unidades formadoras de colonias que el vehiculo solo. (El recuento
total de colonias fue: sin tratar 106,5; tratadas con vehiculo, 103,5, tratadas con el compuesto 4, 121,5).

Tabla 7. Formacién de colonias en células huCD34+

CFU-E BFU-E CFU-GM CFU-GEMM Total
DMSO al 0,1% vehiculo 5,5 16 79,5 2,5 103,5
compuesto 4 100 nM 11 25,5 80 5 121,5

Se obtuvieron células de linaje empobrecido derivadas de médula 6sea de ratdn (enriquecidas para células madre y
progenitoras hematopoyéticas, pero no una poblacion pura).

i) Aumento en el numero de unidades formadoras de colonias en cultivos de células derivadas de médula 6sea de
raton tratados con compuesto 4 de ratones HSC de tipo salvaje normales (12 dias de tratamiento).

Se sembraron células de médula 6sea de linaje emprobrecido de raton de tipo salvaje de dos ratones separados en
un ensayo de formacion de colonias estandar en presencia del compuesto 4 (100 nM y 500 nM), vehiculo (DMSO al
0,1%) o nada. Después de 12 dias, las colonias hematopoyéticas se enumeraron (BFU-E, CFU-GM y CFU-GEMM).

En el ratén 1, el recuento total de colonias era: sin tratar, 136; tratado con vehiculo, 122; compuesto 4 100 nM, 161;
compuesto 4 500 nM, 162.

En el ratén 2, el recuento total de colonias era: sin tratar, 107; tratado con vehiculo, 117; compuesto 4 100 nM, 121;
compuesto 4 500 nM, 129.
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Tabla 8. Formacién de colonias de células de ratéon

BFU-E CFU-GM CFU-GEMM Total

Raton 1 DMSO al 0,1% | 41 80 1 122
vehiculo

Ratoén 1 compuesto 4 | 50 111 0 161
100 nM

Ratoén 1 compuesto 4 | 38 124 1 162
500 nM

Raton 2 DMSO al 0,1% | 26 89 2 117
vehiculo

Ratoén 2 compuesto 4| 31 90 1 121
100 nM

Ratoén 2 compuesto 4| 29 98 2 129
500 nM

Se observé un aumento en el recuento total de colonias con la administracién del compuesto 4.

ii) Activacion de telomerasa por el compuesto 4 en cultivo liquido a corto plazo en células de linaje empobrecido
derivadas de médula 6sea de raton de ratones mTERT heterocigotos y control de tipo salvaje (de los mismos
padres)

Se hicieron crecer células de médula ésea de linaje empobrecido de ratones mTERT heterocigotos y de tipo salvaje
en IMDM + SBF al 15% que contenia factor de células madre (Kit1), IL-3 e IL-11 durante tres dias en presencia del
compuesto 4 (1 yM, 100 nM, 10 nM), vehiculo (DMSO al 0,1%) o nada. La actividad telomerasa de las células de
tipo salvaje aumento en el 40-50% cuando se trataron con el compuesto 4 100 nM y 1 uM, relativa a las tratadas con
vehiculo control.

La actividad telomerasa en las células mTERT heterocigotas aumenté en el 50% cuando se trataron con el
compuesto 4 1 uM, relativa a las tratadas con vehiculo control.

iii) Aumento en el niumero de unidades formadoras de colonias en cultivos tratados con el compuesto 4 de células de
ratobn mTERT heterocigotos (12 dias de tratamiento)

Se sembraron células de médula ésea de linaje empobrecido de ratén mTERT heterocigoto en un ensayo de
formacién de colonias estandar en presencia del compuesto 4 (100 nM y 500 nM), vehiculo (DMSO al 0,1%) o nada.
Después de 12 dias, las colonias hematopoyéticas se enumeraron (BFU-E, CFU-GM y CFU-GEMM). EIl recuento
total de colonias fue: sin tratar: 67; tratadas con vehiculo: 64; compuesto 4 100 nM: 68; y compuesto 4 500 nM: 77.

Tabla 9. El compuesto 4 fomenta las unidades formadoras de colonias en células de médula 6sea de linaje
empobrecido de ratones mTERT +/-

BFU-E CFU-E CFU-GEMM Total
DMSO al 0,1% 26 37 1 64
compuesto 4 100 nM 22 43 3 69
compuesto 4 500 nM 27 48 1 77

Ejemplo biolégico 7: Efecto de la administracion del compuesto 4 a ratones BALC/c sobre la actividad telomerasa y
densidad capilar en tapones de Matrigel y actividad telomerasa en células madre/progenitoras de médula 6sea

Se dosificaron ratones BALB/c (2-3 meses) con el compuesto 4 en etanol al 2% a 10 mg/kg/dia PO (dos veces al
dia). Los ratones se predosificaron durante 1 dia (dia -1). Se inyecté Matrigel™ (BDBiosciences, California) por via
subcutanea en el abdomen el dia 0, y los tapones de Matrigel™ se recogieron el dia 12.

La mitad del tapén se analizdé para actividad telomerasa (extraccion con tampoén de células RBC, seguido por
extraccion en M-PER) usando el ensayo TRAP. Se observé un aumento de 1,9 veces (p<0,2) n=5/grupo en la
actividad telomerasa en el tapén de Matrigel™ después de tratamiento con el compuesto 4.

El ARN total, que refleja el nimero de células, aumentd 1,6 veces (p<0,2) n=5/grupo en los tapones de Matrigel™
después de tratamiento con el compuesto 4.

La otra mitad del tapon de Matrigel™ se us6 para histologia e inmunotincion de CD31 para analizar la densidad
capilar (CD31 es un marcador para células endoteliales, que recubren los capilares). Se observé un aumento de 1,3
veces en la densidad de capilares (inmunotincion de CD31) (p<0,5) n=5/grupo después de tratamiento con el
compuesto 4.
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ii) Células de médula ésea recogidas

Se purificaron células madre y progenitoras de médula 6sea de los ratones tratados usando tecnologia de
separacion magnética de empobrecimiento de linaje (columnas Miltenyi MACS). Se observé un aumento de 1,3a 1,5
veces en la actividad telomerasa determinado mediante el ensayo TRAP en células madre y progenitoras de médula
6sea (p<0,1) n=3/grupo que habian sido tratadas con el compuesto 4 comparado con el control.

Ejemplo biolégico 8: Efecto de la administracion del compuesto 4 a ratones C57BL/6 TERT (+/-) que envejecen
sobre la actividad y densidad capilar en tapones de Matrigel™ y nuimero de células madre/progenitoras de médula
Osea

Se dosificaron ratones Tert (+/-) que envejecen con antecedentes C57BL/6 (8-9 meses) con el compuesto 4 a 10
mg/kg/dia PO (dos veces al dia) en etanol al 2%. Los ratones se predosificaron durante 1 dia (dia -1). Se inyecto
Matrigel™ por via subcutanea en el abdomen el dia 0O, y los tapones de Matrigel™ se recogieron el dia 12.

La mitad del tapdn se analiz6 para actividad telomerasa y contenido de hemoglobina que es indicativo de la
formacioén de vasos sanguineos (extraccion con tampoén de células RBC, seguido por extraccion en M-PER). La otra
mitad del tapdn se proceso para histologia.

El tapdn de Matrigel™ tuvo un aumento de 1,8 veces (p<0,02) o un aumento de 2,6 veces (p<0,01), en la actividad
telomerasa determinada por 2 experimentos TRAP repetidos, n=15/grupo para ratones tratados con el compuesto 4.

El tapon de Matrigel™ tuvo un aumento de 1,2 veces en los niveles de hemoglobina (p<0,2) n=15/grupo para
ratones tratados con el compuesto 4.

El ARN total, que refleja el nUmero de células, aumenté 1,5 veces (p<0,1) n=15/grupo en los tapones de Matrigel™
después de tratamiento con el compuesto 4.

Se purificaron células madre y progenitoras de médula 6sea usando tecnologia de separacién magnética de
empobrecimiento de linaje (columnas Miltenyi MACS). La médula ésea mostré un aumento de 1,3 veces (p<0,18) o u
aumento de 1,9 veces (p<0,03) en actividad telomerasa determinada por 2 experimentos TRAP repetidos. n=6/grupo
en ratones tratados con el compuesto 4.

El nimero de células madre/progenitoras de médula ésea purificadas aumenté 1,5 veces (p<0,1) n=6/grupo en
ratones tratados con el compuesto 4.

Ejemplo biologico 9: Efecto de la administracion del compuesto 4 y el compuesto 7 en pericitos cerebrales
humanos

Se cultivaron pericitos cerebrales humanos (donante mujer de 27 afios) a PD 10 durante un total de 30 h en
compuesto 7 0,5 uM disuelto en agua. Se analizaron la actividad telomerasa y la formacion de tubo.

Los pericitos cerebrales se cultivaron primero durante 24 h en una botella T-75 en compuesto 7 0,5 pM, y después
se separaron en una placa de 24 pocillos recubierta con Matrigel para fomentar la formacion de tubo (hecho en
triplicado). Se incluyd otra vez compuesto 7 0,5 uM en el medio. Después de 6 h las muestras se fijaron y se
contaron los puntos de ramificacion usando un microscopio, 5 campos/pocillos, con 3 pocillos/condicion. Los
pericitos tratados con el compuesto 7 tuvieron 1,9 veces mas puntos de ramificacion que el control (p<0,15).

Se prepararon y trataron células como antes, pero la placa de 24 pocillos no se recubrié con Matrigel. Después de 6
h las células se recogieron para analisis TRAP (extracto en M-PER). Se observé un aumento de 2,8 veces en
actividad telomerasa en pericitos tratados con el compuesto 7.

Se sembraron pericitos cerebrales humanos (donante mujer de 27 afios) a PD 10 y se trataron con compuesto 4 0,1
y 0,5 pM en DMSO al 0,1% 24 horas después de sembrar. Las células se incubaron con el farmaco durante 30 horas
y se recogieron para analisis TRAP (extracto en M-PER). Se observé un aumento de 1,8 y 1,9 veces en actividad
telomerasa con tratamiento de compuesto 4 0,1 y 0,5 uM, respectivamente. Se probaron muestras en duplicado.

Ejemplo biolégico 10: Efecto de la administracion de los compuestos 4 y 12 en células epiteliales en vias
respiratorias pequenas humanas

Se usaron células epiteliales de vias respiratorias pequefias humanas (SAEC) y fibroblastos derivados de vias
respiratorias (incluyendo la linea celular de fibroblastos pulmonares fetales IMR-90) para los experimentos in vitro
para probar el efecto de compuestos sobre la actividad telomerasa.

Se sembraron SAEC vy la linea celular de fibroblastos derivados de vias respiratorias IMR-90 en placas de 24
pocillos. Se trataron con 1 yM o 0,1 uM de compuesto 12 durante 48 horas en una concentracién final de etanol al
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0,2% en el medio. Las células se lavaron con PBS y se lisaron con tampon de lisis M-Per. Se realiz6 un ensayo
TRAP en gel para evaluar la actividad telomerasa. Se encontré que el compuesto 12 aumentd selectivamente la
actividad telomerasa 2-4 veces en células derivadas de epitelio (SAEC) pero no en las células derivadas de
fibroblastos IRM-90. Experimentos replicados confirmaron estos descubrimientos. En estudios similares el
compuesto 4 tenia propiedades y potencia similares al compuesto 12.

Se trataron SAEC continuamente con 0,1 yM de compuesto 4 en una concentracion final de etanol del 0,004%
durante 60 dias en cultivo continuo. EI compuesto 4 aumenté la capacidad replicativa a largo plazo de SAEC en
aproximadamente 2 duplicaciones de poblacion (aumento 4X en numero de células calculado). No se vio efecto en
fibroblastos de pulmon en el cultivo a largo plazo con el compuesto 4.

Se hicieron crecer SAEC humanas o fibroblastos humanos en presencia de diferentes concentraciones del
compuesto 4 en una concentracion final de DMSO del 1% en el medio. Después de 3 dias las células se recogieron
y se midi6 la proliferacion usando el ensayo de proliferacion de azul alamar. Las SAEC mostraron proliferacion
aumentada en aproximadamente el 50% en experimentos de cultivo a corto plazo. No se vio efecto con tratamiento
con el compuesto 4 en fibroblastos de pulmoén en proliferacion a corto plazo. Los marcadores de senescencia p16 y
p21 se redujeron significativamente en SAEC que se trataron con el compuesto 4 durante solo 3 dias, y la reduccion
de estos marcadores en fibroblastos fue muy pequefia.

Se sembraron SAEC en una placa de 24 pocillos y se trataron con compuesto 12 a 1 yM y 0,1 uyM en una
concentracion final de etanol del 0,2% en el medio. Después de 24 horas, el medio se cambid y las células se
trataron de nuevo con compuesto 12. Ademas, una parte de las células se trataron con bleomicina (10 pug/ml) y
TGFB (10 ng/ml). Cuarenta y ocho horas después del segundo tratamiento, las células se lavaron y lisaron con
tampon de lisis M-Per. Se corrié un ensayo TRAP en gel para evaluar la actividad telomerasa en las células. En un
modelo in vitro de fibrosis usando SAEC tratadas con TGFB y bleomicina, el marcador de miofibroblastos/fibrosis
actina de musculo liso alfa (aSMA) aumento y la expresion del biomarcador epitelial E-cadherina (E-CAD) disminuy®.
Tanto TGFB como bleomicina suprimieron la actividad telomerasa de SAEC y la adicién del compuesto 4
parcialmente restablecié o protegi6 la actividad telomerasa contra los efectos de estos compuestos en cultivo.

Aunque la invencion se ha descrito con respecto a formas de realizacion y aplicaciones particulares, los expertos en
la materia apreciaran la gama de aplicaciones y métodos de la invencion divulgados en el presente documento.
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REIVINDICACIONES

Un compuesto de formula I:

en donde X1, se selecciona de ceto, hidroxi, y
“og(0)
HN=+=H

1

Xm

5
en donde X2, se selecciona de ceto, hidroxi, y

“og(0)

H Nt

.

. Bu.

en donde X3, se selecciona de ceto, hidroxi, y

“og(0)
HN=+=H
CH(CH,), .

en donde al menos uno de X1, X2 y X3 son

~N
Soco) oco)  OLO)
HNoZ=H  HNetaq  HN==H
1 R2 y CH(CH,),

e

respectivamente;
en donde R' o R? se seleccionan independientemente de -CH(CHs),, y -CH(CHs)CH,CHs;
y sales farmacéuticamente aceptables del mismo.

El compuesto de la reivindicacion 1, en donde X' es un -OC(O)CH(NH2)CH(CHa)2 y X* y X* son OH.

og(o)

H,N=+=H

Ille]

Am

El compuesto de la reivindicacién 1, en donde X' es
consiste en -CH(CHj3)2, 0 -CH(CH3)CH2CHs.

1 en donde R' se selecciona del grupo que
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Soc(o)

H,N=i=H
2

Am

El compuesto de la reivindicacion 1, en donde X? es en donde R? se selecciona del grupo que

consiste en -CH(CHj3)2, 0 -CH(CH3)CH2CHs.
“og(o)
HNer=H

El compuesto de la reivindicaciéon 1, en donde X3 es CH(CH”’.

“og(o)

HNr=H
El compuesto de la reivindicacién 1, en donde al menos uno de X', X20X3es CH(CH’)“.
El compuesto de la reivindicacion 1, en donde al menos uno de X' o X? es -OC(O)CH(NH2)CH(CH3)CH2CHs.

El compuesto de la reivindicacion 1, en donde X' es un -OC(O)CH(NH,)CH(CH3)CH,CHs y X? y X® son -OH,
X? es un -OC(O)CH(NH2)CH(CHs)2 y X' y X* son OH o X? es un -OC(O)CH(NH,)CH(CH3)CH2CHs y X' y X°
son OH.

Un compuesto segun la reivindicacion 1 seleccionado del grupo que consiste en:
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y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

Un compuesto segun la reivindicacion 1 seleccionado del grupo que consiste en:

éster 6a,16B-dihidroxi-17-[5-(1-hidroxi-1-metil-etil)-2-metil-tetrahidro-furan-2-il]-4,4,13,14-tetrametil-
tetradecahidro-ciclopropal[9,10]ciclopenta[a]fenantren-3p-ilico del acido 2-(L)-amino-3-metil-butirico;
éster 60-(2-amino-3-metil-butiriloxi)-16p-hidroxi-17-[5-(1-hidroxi-1-metil-etil )-2-metil-tetrahidro-furan-2-il]-

4,4,13,14-tetrametil-tetradecahidro-ciclopropa[9,10]ciclopentalalfenantren-3p-ilico del acido 2-(L)-amino-3-
metil-butirico;

éster 3B,16P dihidroxi-17-[5-(1-hidroxi-1-metil-etil)-2-metil-tetrahidro-furan-2-il]-4,4,13,14-tetrametil-
tetradecahidrociclopropa[9,10]ciclopentalalfenantren-6a-ilico del acido 2-(L)-amino-3-metil-butirico;

éster 6a, 16B-dihidroxi-17-[5-(1-hidroxi-1-metil-etil}-2-metil-tetrahidro-furan-2-il]-4,4,13,14-tetrametil-
tetradecahidrociclopropa[9,10]ciclopenta[alfenantren-3p-ilico del acido 2-(L)-amino-3-metil-pentanoico;

éster 16B-hidroxi-17-[5-(1-hidroxi-1-metil-etil)-2-metil-tetrahidro-furan-2-il}-4,4,13,14-tetrametil-3-oxo-
tetradecahidro-ciclopropal[9,10]ciclopenta[a]fenantren-6a-ilico del acido 2-(L)-amino-3-metil-butirico;

éster  6a-(2-amino-3-metil-pentanoiloxi)-16B-hidroxi-17-[5-(1-hidroxi- 1-metil-etil }-2-metil-tetrahidro-furan-2-il]-
4,4,13,14-tetrametil-tetradecahidro-ciclopropa[9,10]ciclopentalalfenantren-3B-ilico del acido 2-(L)-amino-3-
metil-pentanoico;

éster 3B,6a-dihidroxi-17-[5-(1-hidroxi-1-metil-etil)-2-metil-tetrahidro-furan-2-il}-4,4,13,14-tetrametil-
tetradecahidrociclopropa[9,10]ciclopentalalfenantren-16f3-ilico del acido 2-(L)-amino-3-metil-butirico,

y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

Un compuesto de las reivindicaciones 1-10 para uso en aumentar la actividad telomerasa en una célula o
tejido.

El compuesto para uso segun la reivindicacion 11 en donde la célula o tejido se identifica como que requiere
actividad telomerasa aumentada.

Una composicién farmacéutica que comprende el compuesto de las reivindicaciones 1-10 en un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

La composicién farmacéutica que comprende una formulacion tépica del compuesto de las reivindicaciones 1-
10.

Un método de aumentar la capacidad replicativa de células ex vivo, que comprende poner en contacto dichas

células con un compuesto de las reivindicaciones 1-10, en una cantidad eficaz para aumentar la actividad
telomerasa en dichas células.
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16. El método de la reivindicacién 15, en donde dichas células son células de explante obtenidas de un paciente.
17.  Un compuesto de las reivindicaciones 1-10 para uso en aumentar la capacidad replicativa de células.

18.  Un compuesto de las reivindicaciones 1-10 para uso en el tratamiento de una enfermedad.
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Actividad telomerasa
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Actividad telomerasa de CMSP de ratones (PD)
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FIG. 1
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Actividad telomerasa

Actividad telomerasa de bigotes de raton (PD)
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