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ES 3018 759 T3

DESCRIPCION
Malassezina y sus analogos como agentes aclarantes de la piel
Descripcién

REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS

La presente invencién reivindica el beneficio de la solicitud provisional de Estados Unidos con nimero de serie 62/306,468,
presentada el 10 de marzo de 2016.

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a composiciones cosméticas como se define en la reivindicacién 1 que comprenden
compuestos producidos por una levadura Malassezia, asi como anélogos quimicos de compuestos producidos por una
levadura Malassezia. La presente invencién también se refiere a métodos cosméticos como se define en la reivindicacién
2 de uso de compuestos (incluidos sus analogos) y composiciones.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

En todo el mundo, las personas utilizan agentes aclarantes de la piel para lograr una serie de objetivos cosméticos, entre
los que se incluyen la produccién de un efecto antienvejecimiento, la correccién del dafio solar y el cumplimiento de ciertos
estandares culturales de belleza. Muchos productos aclarantes de la piel disponibles comercialmente, aunque son
eficaces en diversos grados, contienen ingredientes nocivos, algunos de los cuales se han relacionado con el cancer. Por
tanto, existe la necesidad de nuevos agentes y formulaciones aclarantes de la piel que exhiban niveles més altos de
seguridad y/o eficacia que los agentes que estan actualmente en el mercado.

Malassezia es un género de levadura lipofilica que se encuentra cominmente en la flora normal de la piel humana.
Malassezia es responsable de una serie de enfermedades de la piel, incluida la tifia versicolor (pitiriasis versicolor), la
dermatitis seborreica y la dermatitis atépica.

Wille G. et al., "Malassezin, A Novel Agonist of the Aryl Hydrocarbon Receptor from the Yeast Malassezia furfur’,
BIOORGANIC & MEDICINAL CHEMISTRY, PERGAMON, GB, vol. 9, no. 4, 1 de abril de 2001, paginas 955-960 se refiere
a la levadura Malassezia furfur que convierte el triptéfano en varios compuestos indélicos, uno de los cuales, la
malassezina, se identificé y sintetiz6 a partir de N-Boc-indol-3-carbaldehido en cinco etapas, y se descubrié que cicliza
facilmente a indolo[3,2-b] carbazol, que se sabe que interactlia con el receptor de hidrocarburos de arilo (AHR).

US 2016/039754 A1 se refiere a un método para fabricar diindoliimetanos e indolil/pirrolometanos y los compuestos
resultantes que son eficaces para modular la actividad de los receptores de hidrocarburos de arilo, para inhibir la actividad
de PCSK9 y para estimular la secrecién del péptido similar al glucagén 1 en mamiferos.

Bettina Jux et al.,, "The Aryl Hydrocarbon Receptor Mediates UVB Radiation-Induced Skin Tanning", Journal of
Investigative Dermatology, vol. 131, n.° 1, 1 de enero de 2011, paginas 203-210 se refiere al papel del receptor de
hidrocarburos de arilo (AhR) en la respuesta al estrés por UVB en queratinocitos epidérmicos.

Hans-Joachim Kramer et al., "Malassezin, A novel Agonist of the Aryl Hydrocarbon Receptor from the Yeast Malassezia
furfur, Induces Apoptosis in Primary Human Melanocytes", CHEMBIOCHEM, vol. 6, n.° 5, 5 de abril de 2005, péaginas
860-865 se refiere a estudios sobre melanocitos humanos en los que se observé que experimentaban apoptosis cuando
se exponian a la mezcla cruda de metabolitos del triptéfano de M. furfur, identificAndose el compuesto activo como
malassezina y caracterizdndose como un agonista del receptor de hidrocarburos de arilo (Ah).

La tifia versicolor es una enfermedad de la piel no contagiosa causada por el crecimiento excesivo de Malassezia que
altera localmente los niveles de pigmentacién. Las levaduras Malassezia tienen dos vias metabélicas para sintetizar
pigmentos de indol derivados de melanina y triptéfano. Los pigmentos de indol incluyen malassezina, un metabolito de
triptéfano de Malassezia que puede producir apoptosis de melanocitos y contribuir con la caracteristica de
despigmentacién del crecimiento excesivo de Malassezia.

La invencién descrita en la presente utiliza composiciones cosméticas como se define en la reivindicacién 1 que

comprenden compuestos producidos por la levadura Malassezia, incluida la malassezina, y analogos quimicos de esta,
como la base para composiciones aclarantes de la piel seguras y eficaces.

COMPENDIO DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a una composicién cosmética que comprende:
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(a) un compuesto seleccionado del grupo que consiste en:

Ir=

o un hidrato o sal cosméticamente aceptable de este,

ZT

H
N

(b) un vehiculo, diluyente o portador cosméticamente aceptable, y

(c) uno o més ingredientes seleccionados del grupo que consiste en perfumes, estrégenos, vitamina A, vitamina C,
vitamina E, acido pirtvico, acido lactico, acido glicélico, lanolina, vaselina, aloe vera, metilparabeno, propilparabeno
y pigmentos.

La presente invencién también se refiere a un método cosmético para aclarar el tono de piel en un sujeto que
comprende poner en contacto al sujeto con una composicién que comprende:
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(a) un compuesto seleccionado del grupo que consiste en:

Iz

CHO

ZzT
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H
N

N
H

o un hidrato, o sal cosméticamente aceptable de este. Los siguientes parrafos a lo largo de toda la descripcién incluyen
referencias al objeto "divulgado” en la presente descripcion. Sin embargo, este objeto no es parte de la invencién que
se define en las reivindicaciones.

Se describe un compuesto para aclarar la piel. El compuesto es un analogo quimico de un compuesto producido por una
levadura Malassezia, o una forma cristalina, hidrato o sal cosmética o farmacéuticamente aceptable de este.

También se describe un compuesto para inducir la apoptosis de melanocitos. El compuesto es un anélogo quimico de un
compuesto producido por una levadura Malassezia, o una forma cristalina, hidrato o sal cosmética o farmacéuticamente
aceptable de este.

También se describe un compuesto para modular la actividad de los melanocitos. El compuesto es un analogo quimico
de un compuesto producido por una levadura Malassezia, o una forma cristalina, hidrato o sal cosmética o
farmacéuticamente aceptable de este.

También se describe un compuesto para agonizar el receptor de hidrocarburo de arilo (AhR). El compuesto es un analogo
quimico de un compuesto producido por una levadura Malassezia, o una forma cristalina, hidrato o sal cosmética o
farmacéuticamente aceptable de este.

También se divulga un compuesto para mejorar la hiperpigmentacién causada por un trastorno de hiperpigmentacién. El
compuesto es un anélogo quimico de un compuesto producido por una levadura Malassezia, o una forma cristalina, hidrato
o sal cosmética o farmacéuticamente aceptable de este.

También se describe un compuesto para modular la melanogenesis. El compuesto es un analogo quimico de un
compuesto producido por una levadura Malassezia, o una forma cristalina, hidrato o sal cosmética o farmacéuticamente
aceptable de este.

También se describe un compuesto para modular la biogénesis de melanosomas. El compuesto es un analogo quimico
de un compuesto producido por una levadura Malassezia, o una forma cristalina, hidrato o sal cosmética o
farmacéuticamente aceptable de este.

También se describe un compuesto para modular la transferencia de melanosomas. El compuesto es un anélogo quimico
de un compuesto producido por una levadura Malassezia, o una forma cristalina, hidrato o sal cosmética o
farmacéuticamente aceptable de este.

Una modalidad de la presente invencién es una composicién cosmética como se define en la reivindicaciéon 1. También
se describe una composicién que comprende una levadura Malassezia y un vehiculo, diluyente o portador cosmética o
farmacéuticamente aceptable.

También de describe una composicién que comprende un compuesto aislado o aislable de una levadura Malassezia y un
vehiculo, diluyente o portador cosmética o farmacéuticamente aceptable.

También se describe una composicién que comprende cualquiera de los compuestos, incluidos los analogos, descritos

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 3018 759 T3

en la presente y un vehiculo, diluyente o portador cosmética o farmacéuticamente aceptable.

Otra modalidad de la presente invenciéon es un método cosmético como se define en la reivindicacién 2. También se
describe un método para aclarar la piel en un sujeto que comprende poner en contacto al sujeto con cualquiera de los
compuestos o composiciones descritos en la presente.

También se describe un método para inducir la apoptosis de melanocitos en un sujeto. El método comprende poner en
contacto al sujeto con cualquiera de los compuestos o composiciones descritos en la presente.

También se describe un método para modular la actividad de melanocitos en un sujeto. El método comprende poner en
contacto al sujeto con cualquiera de los compuestos o composiciones descritos en la presente.

También se describe un método para agonizar un receptor de hidrocarburo de arilo (AhR) en un sujeto. EI método
comprende poner en contacto al sujeto con cualquiera de los compuestos o composiciones descritos en la presente.

También se describe un método para mejorar la hiperpigmentacién causada por un trastorno de hiperpigmentacién en un
sujeto que lo necesite. El método comprende poner en contacto al sujeto con cualquiera de los compuestos o
composiciones descritos en la presente.

También se describe un método para modular la produccién de melanina en un sujeto. El método comprende poner en
contacto al sujeto con cualquiera de los compuestos o composiciones descritos en la presente.

También se describe un método para modular la biogénesis de melanosomas en un sujeto. El método comprende poner
en contacto al sujeto con cualquiera de los compuestos o composiciones descritos en la presente.

También se describe un método para modular la transferencia de melanosomas en un sujeto. El método comprende poner
en contacto al sujeto con cualquiera de los compuestos o composiciones descritos en la presente.

También se describe un compuesto. El compuesto tiene la estructura de férmula (I1):

Rep

"~ B Ui r\l$ f
Py \ !
Rf} !

Tz

{ih

en donde:
R1, R2, R3, R4, R5, R6, R7, R8, R9, R10, y R11 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en hidrégeno

y metilo, y al menos uno de R1, R2, R3, R4, R5, R6, R7, R8, R9, R10 y R11 es metilo; o una forma cristalina, hidrato o
sal cosmética o farmacéuticamente aceptable de este.

También se describe un compuesto. El compuesto tiene la estructura de formula (l11):
Rg

(111)
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en donde: R1, R2, R3, R4, R5, R6, R7, R8, R9, y R10 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en
hidrégeno y metilo, y al menos uno de R1, R2, R3, R4, R5, R6, R7, R8, R9, y R10 es metilo; o una forma cristalina, hidrato
o sal cosmética o farmacéuticamente aceptable de este.

También se describe un compuesto para aclarar la piel. El compuesto tiene la estructura de férmula (l1):
Rio

(I

en donde: R1, R2, R3, R4, RS, R6, R7, R8, R9, R10, y R11 se seleccionan independientemente del grupo que consiste
en hidrégeno y metilo; o una forma cristalina, hidrato o sal cosmética o farmacéuticamente aceptable de este.

También se describe un compuesto para aclarar la piel. EIl compuesto tiene la estructura de formula (l11):
XY

en donde: R1, R2, R3, R4, R5, R6, R7, R8, R9, y R10 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en
hidrégeno y metilo; o una forma cristalina, hidrato o sal cosmética o farmacéuticamente aceptable de este.

También se describe un compuesto para inducir la apoptosis de melanocitos. El compuesto tiene la estructura de férmula

(l):
Rig

R4

(n

en donde: R1, R2, R3, R4, RS, R6, R7, R8, R9, R10, y R11 se seleccionan independientemente del grupo que consiste
en hidrégeno y metilo; o una forma cristalina, hidrato o sal cosmética o farmacéuticamente aceptable de este.

También se describe un compuesto para inducir la apoptosis de melanocitos. El compuesto tiene la estructura de férmula

(ny:
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R4
(111)

en donde: R1, R2, R3, R4, R5, R6, R7, R8, R9, y R10 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en
hidrégeno y metilo; o una forma cristalina, hidrato o sal cosmética o farmacéuticamente aceptable de este.

También se describe un compuesto para agonizar el receptor de hidrocarburo de arilo (AhR). EI compuesto tiene la
estructura de féormula (Il):

(n

en donde: R1, R2, R3, R4, RS, R6, R7, R8, R9, R10, y R11 se seleccionan independientemente del grupo que consiste
en hidrégeno y metilo; o una forma cristalina, hidrato o sal cosmética o farmacéuticamente aceptable de este.

También se describe un compuesto para agonizar el receptor de hidrocarburo de arilo (AhR). EI compuesto tiene la
estructura de férmula (lIl):

(I

en donde: R1, R2, R3, R4, R5, R6, R7, R8, R9, y R10 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en
hidrégeno y metilo; o una forma cristalina, hidrato o sal cosmética o farmacéuticamente aceptable de este.

También se describe una composicién que comprende un compuesto que tiene la estructura de formula (I1):
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(n

en donde: R1, R2, R3, R4, RS, R6, R7, R8, R9, R10, y R11 se seleccionan independientemente del grupo que consiste
en hidrégeno y metilo; o una forma cristalina, hidrato o sal cosmética o farmacéuticamente aceptable de este, y un
vehiculo, diluyente o portador cosmética o farmacéuticamente aceptable.

También se describe una composicién que comprende un compuesto que tiene la estructura de férmula (lI1):
Rq

R
) (I1D)

en donde: R1, R2, R3, R4, R5, R6, R7, R8, R9, y R10 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en
hidrégeno y metilo; o una forma cristalina, hidrato o sal cosmética o farmacéuticamente aceptable de este, y un vehiculo,
diluyente o portador cosmética o farmacéuticamente aceptable.

También se describe un método para aclarar la piel en un sujeto. EI método comprende: poner en contacto al sujeto con

un compuesto que tiene la estructura de férmula (I1):
Rio

R4

(n

en donde: R1, R2, R3, R4, RS, R6, R7, R8, R9, R10, y R11 se seleccionan independientemente del grupo que consiste
en hidrégeno y metilo; o una forma cristalina, hidrato o sal cosmética o farmacéuticamente aceptable de este.

También se describe un método para aclarar la piel en un sujeto. EI método comprende: poner en contacto al sujeto con
un compuesto que tiene la estructura de férmula (l11):
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(111

en donde: R1, R2, R3, R4, R5, R6, R7, R8, R9, y R10 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en
hidrégeno y metilo; o una forma cristalina, hidrato o sal cosmética o farmacéuticamente aceptable de este.

También se describe un método para inducir la apoptosis de melanocitos en un sujeto. El método comprende: poner en
contacto al sujeto con un compuesto que tiene la estructura de férmula (l1):

(n

en donde: R1, R2, R3, R4, RS, R6, R7, R8, R9, R10, y R11 se seleccionan independientemente del grupo que consiste
en hidrégeno y metilo; o una forma cristalina, hidrato o sal cosmética o farmacéuticamente aceptable de este.

También se describe un método para inducir la apoptosis de melanocitos en un sujeto. El método comprende: poner en
contacto al sujeto con un compuesto que tiene la estructura de féormula (Il1):

(I

en donde: R1, R2, R3, R4, R5, R6, R7, R8, R9, y R10 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en
hidrégeno y metilo; o una forma cristalina, hidrato o sal cosmética o farmacéuticamente aceptable de este.

También se describe un método para agonizar un receptor de hidrocarburo de arilo (AhR) en un sujeto. EI método
comprende: poner en contacto al sujeto con un compuesto que tiene la estructura de formula (I1):
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(n

en donde: R1, R2, R3, R4, RS, R6, R7, R8, R9, R10, y R11 se seleccionan independientemente del grupo que consiste
en hidrégeno y metilo; o una forma cristalina, hidrato o sal cosmética o farmacéuticamente aceptable de este.

También se describe un método para agonizar un receptor de arihidrocarburo (AhR) en un sujeto. El método comprende:

poner en contacto al sujeto con un compuesto que tiene la estructura de féormula (Il1):
Rg

Rig H Fe

Ry

Rz

Ra
Rs

I=z

R4
(I11)

en donde: R1, R2, R3, R4, R5, R6, R7, R8, R9, y R10 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en
hidrégeno y metilo; o una forma cristalina, hidrato o sal cosmética o farmacéuticamente aceptable de este.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

El archivo de la patente o la solicitud contiene al menos un dibujo a color. Las copias de esta patente o publicacién de
solicitud de patente con los dibujos a color seran proporcionadas por la Oficina bajo peticién y pago de la cuota necesaria.

La Figura 1A es un diagrama esquematico de las capas componentes de la piel. El diagrama de insercién muestra la
composicién celular de la epidermis y la dermis. La Figura 1B es un diagrama esquemético que muestra los posibles
mecanismos de accidn de los agentes causantes de hipopigmentacién.

La Figura 2 es un conjunto de esquemas sintéticos para malassezina y derivados de malassezina: Figura 2A:
malassezina e indolo[3,2-b]carbazol; Figura 2B: compuestos | y IV; Figura 2C: compuesto II.

La Figura 3A es un grafico resumido que muestra los valores de ECs de la induccién de anexina V para ciertos
compuestos en células MeWo y WM115. Las Figuras 3B-3M son graficos de lineas que muestran el porcentaje de
MeWo (Figuras 3B-3G) o WM115 (Figuras 3H-3M) marcadas con anexina V después de la exposicién a diversas
concentraciones de los compuestos enumerados.

Las Figuras 4A-4D son graficos que muestran niveles relativos de anexina V (%) en células MeWo y WM115 después
de la exposicién a diversas concentraciones de los compuestos enumerados durante 6, 24, 48 y 72 horas. Las Figuras
4E-4J son histogramas que muestran los resultados de las Figuras 4A-4D. Las Figuras 4K y 4L son histogramas que
muestran el porcentaje de células MeWo (Figura 4K) y WM115 (Figura 4L) marcadas con anexina V después de 6
horas de exposicién a los compuestos enumerados a las concentraciones mostradas.

Las Figuras 5A-5K son micrografias que muestran la morfologia de las células MeWo después de 6 horas de
tratamiento con diversas concentraciones de CV-8684, CV-8685, CV-8688, DMSO, y estaurosporina.

10
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Las Figuras BA-6K son micrografias que muestran la morfologia de las células MeWo después de 24 horas de
tratamiento con diversas concentraciones de CV-8684, CV-8685, CV-8688, DMSO, y estaurosporina.

Las Figuras 7A-7K son micrografias que muestran la morfologia de las células MeWo después de 48 horas de
tratamiento con diversas concentraciones de CV-8684, CV-8685, CV-8688, DMSO, y estaurosporina.

Las Figuras 8A-8K son micrografias que muestran la morfologia de las células MeWo después de 72 horas de
tratamiento con diversas concentraciones de CV-8684, CV-8685, CV-8688, DMSO, y estaurosporina.

Las Figuras 9A-9K son micrografias que muestran la morfologia de las células WM115 después de 6 horas de
tratamiento con diversas concentraciones de CV-8684, CV-8685, CV-8688, DMSO, y estaurosporina.

Las Figuras 10A-10K son micrografias que muestran la morfologia de las células WM115 después de 24 horas de
tratamiento con diversas concentraciones de CV-8684, CV-8685, CV-8688, DMSO, y estaurosporina.

Las Figuras 11A-11K son micrografias que muestran la morfologia de las células WWM115 después de 48 horas de
tratamiento con diversas concentraciones de CV-8684, CV-8685, CV-8688, DMSO, y estaurosporina.

Las Figuras 12A-12K son micrografias que muestran la morfologia de las células WM115 después de 72 horas de
tratamiento con diversas concentraciones de CV-8684, CV-8685, CV-8688, DMSO, y estaurosporina.

Las Figuras 13A-13D son graficos que muestran el porcentaje de células MeWo y WM115 viables que quedan
después del tratamiento con diversas concentraciones de CV-8684 (Figura 13A), CV-8685 (Figura 13B), CV-8688
(Figura 13C), o estaurosporina (Figura 13D) durante 6, 24, 48, y 72 horas. La viabilidad celular se ensayé usando
CellTiter-Glo®. Las Figuras 13E-13J son histogramas que muestran los resultados de las Figuras 13A-13D. La Figura
13K es un grafico de resumen que compara los porcentajes de células MeWo y WM115 viables después de la
exposicién a las concentraciones enumeradas de malassezina, indolocarbazol, compuesto Il y estaurosporina durante
24,48 y 72 horas.

Las Figuras 14A-14D son graficos que muestran los niveles de liberacién de lactato deshidrogenasa ("LDH") de las
células MeWo y WM115 después del tratamiento con varias concentraciones de CV-8684 (Figura 14A), CV-8685
(Figura 14B), CV-8688 (Figura 14C), o estaurosporina (Figura 14D) durante 6, 24, 48, y 72 horas. Las Figuras 14E-
14J son histogramas que muestran los resultados de las Figuras 14A-14D. Las Figuras 14Ky 14L son histogramas
que muestran los niveles de lactato deshidrogenasa después de exponer células MeWo (Figura 14K) y WM115
(Figura 14L) a las concentraciones enumeradas de malassezina, carbazol, compuesto |l y estaurosporina durante 24
horas.

Las Figuras 15A-15E muestran datos sin procesar y graficos de linea de la activacién del receptor de arilhidrocarburo
("AhR") en células HepG2 transfectadas de manera estable con un plasmido del gen indicador de luciferasa sensible
a AhR tras la exposicién a diversas concentraciones de omeprazol (Figura 15A), CV-8684 (Figura 15B), CV-8685
(Figura 15C), CV-8686 (Figura 15D) y CV-8688 (Figura 15E). La Figura 15F muestra los valores de ECsp para cada
compuesto probado.

Las Figuras 16A-16K son fotografias de matrices MelanoDerm™ en el dia 0 o el dia 7 después de la exposicién a
ningln tratamiento (Figura 16A), agua desionizada estéril (Figura 16B), 1 % de acido kéjico (Figura 16C), 0,2 % de
DMSO (Figura 16D), 0,05 % de DMSO (Figura 16E), 200 uM de CV-8684 (Figura 16F), 50 uM de CV-8684 (Figura
16G), 200 uM de CV-8686 (Figura 16H), 50 uM de CV-8686 (Figura 16l), 200 uM de CV-8688 (Figura 16J) y 50 pM
de CV-8688 (Figura 16K).

Las Figuras 17A-17K son fotomicrografias aumentadas 15X de matrices MelanoDerm™ en el dia 0 o el dia 7 después
de la exposicidén a ningun tratamiento (Figura 17A), agua desionizada estéril (Figura 17B), 1 % de &cido kéjico (Figura
17C), 0,2 % de DMSO (Figura 17D), 0,05 % de DMSO (Figura 17E), 200 yM de CV-8684 (Figura 17F), 50 uM de CV-
8684 (Figura 17G), 200 uM de CV-8686 (Figura 17H), 50 uM de CV-8686 (Figura 171), 200 uM de CV-8688 (Figura
17J) y 50 uM de CV-8688 (Figura 17K).

Las Figuras 18A-18F son fotografias de piel de pez cebra expuesto a ningun tratamiento (Figura 18A), DMSO (Figura
18B), feniltiourea (“PTU”) (Figura 18C)y compuesto Il a 2,5 uyM (Figura 18D), 5 uM (Figura 18E) y 10 uM (Figura 18F).
Las flechas rojas indican melanocitos normales.

Las Figuras 19A-19F son fotografias de pez cebra expuestos a ningun tratamiento (Figura 19A), DMSO (Figura 19B),
feniltiourea (“PTU”) (Figura 19C) y compuesto Il a 0,3 uM (Figura 19D), 1 uM (Figura 19E) y 3 uM (Figura 19F). Las
flechas rojas indican melanocitos normales. Las flechas amarillas indican melanocitos anormalmente pequefios.

La Figura 20 es un gréafico de resumen que muestra la cantidad y el porcentaje de peces cebra con pigmentacién
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cutanea disminuida después de la exposicidn a las afecciones enumeradas. Las Ultimas seis filas muestran los efectos
de diversas concentraciones del compuesto II.

Las Figuras 21A-21E son fotografias del pez cebra tratado con ningun tratamiento (Figura 21A), DMSO (Figura 21B),
PTU (Figura 21C), 0,5 uM (Figura 21D) y 1,5 pM (Figura 21E). Los paneles inferiores incluyen regiones de inversién
de esquema de color.

Las Figuras 22A y 22B son histogramas que muestran la densidad de pigmentacion medida por pixeles
pigmentados/mm3 (Figura 22A) y pixeles totales (Figura 22B) de fotografias de embriones de pez cebra,
ejemplificadas en las Figuras 21A-21E.

Las Figuras 23A-23C son espectros de masas de CV-8684 en DMSO (Figura 23A), medio RPMI (Figura 23B) y DMEM
(Figura 23C). Las Figuras 23D-23F son espectros de masas de CV-8686 en DMSO (Figura 23D), medio RPMI (Figura
23E) y DMEM (Figura 23F). Las FiguraS 23G-23I son espectros de masas de CV-8688 en DMSO (Figura 23G), medio
RPMI (Figura 23H) y DMEM (Figura 23l). La Figura 23J es un grafico resumido que muestra el porcentaje de
compuesto de prueba que queda en el disolvente indicado después de 2 horas de incubacion.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Se describe un compuesto para aclarar la piel. El compuesto es un analogo quimico de un compuesto producido por una
levadura Malassezia, o una forma cristalina, hidrato o sal cosmética o farmacéuticamente aceptable de este.

Tal como se utiliza en la presente, el término “compuesto” se refiere a dos 0 mas atomos que estan conectados por uno
0 mas enlaces quimicos. Los enlaces quimicos incluyen, pero no se limitan a, enlaces covalentes, enlaces iénicos, enlaces
de hidrégeno e interacciones de van der Waals. Los enlaces covalentes incluyen enlaces simples, dobles y triples. Los
compuestos incluyen, pero no se limitan a, moléculas organicas.

Los compuestos/moléculas organicos incluyen hidrocarburos lineales, ramificados y ciclicos con o sin grupos funcionales.
El término "Cyy" cuando se usa junto con una fraccion quimica, tal como alquilo, alquenilo, alquinilo o alcoxi, pretende
incluir grupos que contienen de x a y carbonos en la cadena. Por ejemplo, el término "alquilo Cy.," significa grupos
hidrocarburos saturados sustituidos o no sustituidos, incluidos los grupos alquilo de cadena lineal y alquilo de cadena
ramificada que contienen de x a y carbonos en la cadena, incluidos grupos haloalquilo como trifluorometilo y 2,2,2-
trifluoroetilo, etc. Los términos "alquenilo Cy.," y "alquinilo Cy.," se refieren a grupos alifaticos insaturados sustituidos o no
sustituidos analogos en longitud y posible sustitucién a los alquilos descritos anteriormente, pero que contienen al menos
un enlace doble o triple, respectivamente.

El término “alifatico”, tal como se utiliza en la presente, significa un grupo compuesto por atomos de carbono e hidrégeno
que no contiene anillos aromaticos. Por consiguiente, los grupos alifaticos incluyen grupos alquilo, alquenilo, alquenilo y
carbociclilo.

El término "alquilo" significa los grupos alifaticos radicales o saturados que no tienen una estructura de anillo, lo que
incluye grupos alquilo de cadena lineal y grupos alquilo de cadena ramificada.

El término "alquenilo”, tal como se utiliza en la presente, significa un grupo alifatico que contiene al menos un enlace
doble.

El término "alquinilo”, tal como se utiliza en la presente, significa un grupo alifatico que contiene al menos un enlace triple.
Tal como se utiliza en la presente, un “compuesto aromatico”, “aromatico” o un compuesto que contiene un “anillo
aromatico” es un arilo o un compuesto heteroarilo. El término "arilo", tal como se utiliza en la presente, incluye grupos
aromaticos de anillo-sencillo sustituidos o no sustituidos en los que cada atomo del anillo es carbono. Preferiblemente, el
anillo es un anillo de 3 a 8 miembros, mas preferiblemente un anillo de 6 miembros. El término "arilo" también incluye
sistemas de anillos policiclicos que tienen dos 0 mas anillos ciclicos en los que dos 0 méas carbonos son comunes a dos
anillos contiguos en donde al menos uno de los anillos es aromatico, p. ej., los otros anillos ciclicos pueden ser
cicloalquilos, cicloalquenilos cicloalquinilos, arilos, heteroarilos y/o heterociclilos. Los grupos arilo incluyen benceno,
naftaleno, fenantreno, fenol, anilina y similares. El término "heteroarilo" incluye estructuras de anillo Gnico aromatico
sustituidas o no sustituidas, preferiblemente anillos de 3 a 8 miembros, mas preferiblemente anillos de 5 a 7 miembros,
incluso més preferiblemente anillos de 5 a 6 miembros, cuyas estructuras de anillo incluyen al menos un heteroatomo,
preferiblemente de uno a cuatro heteroatomos, mas preferiblemente uno o dos heteroatomos. El término "heteroarilo"”
también incluye sistemas de anillos policiclicos que tienen dos o mas anillos ciclicos en los que dos 0 més carbonos son
comunes a dos anillos contiguos en donde al menos uno de los anillos es heteroaromético, p. ej., los otros anillos ciclicos
pueden ser cicloalquilos, cicloalquenilos, cicloalquinilos, arilos, heteroarilos y/o heterociclilos. Los grupos heteroarilo
incluyen, por ejemplo, pirrol, furano, tiofeno, indol, imidazol, oxazol, tiazol, pirazol, piridina, pirazina, piridazina y pirimidina,
y similares. Preferiblemente, ciertos compuestos incluyen al menos uno, preferiblemente dos, grupos indol asi como al
menos un grupo aldehido.
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El término “sustituido” significa fracciones que tienen al menos un sustituyente que reemplaza un atomo de hidrégeno en
uno o mas carbonos de la estructura principal. Se entenderd que "sustitucién" o "sustituido con" incluye la condicién
implicita de que dicha sustitucién esta de acuerdo con la valencia permitida del &tomo sustituido y el sustituyente, y que
la sustitucién da como resultado un compuesto estable, p. ej., que no experimentan espontaneamente una transformacién
tal como por reordenamiento, ciclacién, eliminacién, etc. Los sustituyentes permisibles pueden ser uno o mas e iguales o
diferentes para los compuestos orgénicos apropiados.

Tal como se utiliza en la presente, “aclarante de la piel” y sus variaciones gramaticales se refieren, en general, a cualquier
reduccién real o percibida de la pigmentacién de la piel. Se han utilizado métodos para aclarar la piel para reducir la
pigmentacién de las areas hiperpigmentadas de la piel como resultado de la edad, la exposicion al sol o un trastorno de
hiperpigmentacion. La aplicacion de los compuestos y composiciones cosméticas de la presente invencion a, por ejemplo,
la piel de un sujeto, puede reducir la pigmentacion de modo que la piel parezca méas clara o més blanca que antes de
dicha aplicacién. La pigmentacién de la piel se puede evaluar de varias formas, incluidas, entre otras, evaluaciones
visuales utilizando, por ejemplo, la escala cromética de von Luschan, la prueba de tipificacién cutdénea de Fitzpatrick
(Fitzpatrick et al., 1988) y la Escala de Hiperpigmentacién de Taylor (Taylor et al., 2005) y métodos de espectrofotometria
de reflectancia (Zonios, et al., 2001). Por ejemplo, la prueba de tipificacién cutanea de Fitzpatrick incluye seis tipos de piel
(I-VI), y la piel Tipo VI que se convierte en en el Tipo V 0 menos se ha "aclarado" como se usa el término en la presente.
Tal como se plantea més adelante, el aclaramiento de la piel puede deberse a una serie de fenémenos, entre los que se
incluyen la modulacién de la actividad de los melanocitos, la induccién de la apoptosis de los melanocitos, el agonismo
de un receptor de hidrocarburos de arilo (AhR) o la modulacién de la produccién de melanina, la biogénesis de
melanosomas o la transferencia de melanosomas.

Ciertos compuestos se producen por, se aislan de o son aislables de una levadura Malassezia. Las levaduras Malassezia
yeasts son levaduras del género Malassezia e incluyen, pero no se limitan a, Malassezia globosa, Malassezia restricta,
Malassezia furfur, Malassezia sympodialis, Malassezia slooffiae, Malassezia obtusa, Malassezia pachydermatis,
Malassezia dermatis, Malassezia japonica, Malassezia nana, Malassezia yamatoensis, Malassezia equine, Malassezia
caprae, y Malassezia cuniculi. (Guého, et al., 1996, Gaitanis, et al., 2013). La levadura Malassezia forma parte de la flora
cutanea humana normal y normalmente no produce efectos patégenos. Sin embargo, la levadura Malassezia puede
causar una serie de enfermedades, que incluyen, entre otras, pitiriasis versicolor (tanto las variedades hiperpigmentadas
como hipopigmentadas), dermatitis seborreica, caspa, dermatitis atépica, foliculitis por Malassezia, psoriasis y
papilomatosis confluente y reticulada. (Gaitanis, et al., 2013).

Tal como se utiliza en la presente, el término “analogo quimico” se refiere a un compuesto que esta relacionado
estructuralmente con un compuesto original y contiene diferentes grupos funcionales o sustituyentes. Por ejemplo, un
compuesto original es malassezina, y los analogos quimicos de malassezina contienen determinados grupos funcionales
y sustituyentes que son diferentes de la malassezina. Los analogos quimicos pueden tener ventajas significativas con
respecto a un compuesto original determinado, lo que incluye un perfil farmacocinético adecuado para el uso cosmético.
Puede generarse un analogo quimico a partir de una molécula originaria mediante una o mas reacciones quimicas.
También se pueden usar esquemas de sintesis alternativos que no se originan con un compuesto originario para generar
analogos quimicos.

Un compuesto es “producido por una levadura Malassezia” si, en el transcurso de su ciclo de vida, una levadura
Malassezia sintetiza, secreta, acumula o genera de algin otro modo el compuesto en condiciones de crecimiento
apropiadas. La levadura Malassezia secreta diferentes compuestos dependiendo de con qué se suplementa su medio de
crecimiento. (Nazzaro-Porro, et al., 1978). Los compuestos producidos por una levadura Malassezia en cualquier
condicién de crecimiento incluyen, por ejemplo, malassezina y analogos quimicos de esta.

Un compuesto producido por una levadura Malassezia tiene la estructura de férmula (1):

Q N

\
N
H
D
El compuesto puede ser un analogo quimico de malassezina.

La Malassezina es un ejemplo de un compuesto producido por una levadura Malassezia. La Malassezina, también
conocida como 2-(1H-indol-3-ilmetil)-1H-indol-3-carbaldehido, es un metabolito triptéfano originalmente aislado de
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Malassezia furfur. La Malassezina es un agonista conocido del receptor de hidrocarburos de arilo (AhR), un receptor
implicado en el crecimiento celular, la diferenciacién y la expresién génica. (Wille et al., 2001). La Malassezina también
induce la apoptosis en los melanocitos humanos primarios. (Kramer, et al., 2005). Recientemente, Winston-McPherson y
sus colegas sintetizaron ciertos analogos quimicos de malassezina, quienes examinaron la actividad agonista de AhR de
los anéalogos. (Winston-McPherson, et al., 2014).

También se describe un compuesto para inducir la apoptosis de melanocitos. El compuesto es un anélogo quimico de un
compuesto producido por una levadura Malassezia, o una forma cristalina, hidrato o sal cosmética o farmacéuticamente
aceptable de este.

Tal como se utiliza en la presente, el término "melanocito" se refiere a una célula dendritica de la epidermis que
normalmente sintetiza la tirosinasa y, dentro de los melanosomas, el pigmento melanina. Los melanocitos pueden exhibir
regulacién positiva de ciertos genes, que incluyen, pero no se limitan a, uno o méas de los siguientes: tirosinasa (albinismo
oculocutaneo |A), factor de transcripcién asociado a microftalmia, alfa-2-macroglobulina, proteina 1 relacionada con
tirosinasa, familia de portadores de solutos 16, proteina GS3955, v-kit Hardy-Zuckerman 4 sarcoma felino, albinismo
ocular 1, proteina Rag D, glucogenina 2, receptor acoplado a proteina G, familia C, albinismo oculocuténeo I, delecionado
en céncer de eso6fago 1, melan-A, SRY-box 10, ATPasa, Clase V, tipo 10C, metaloproteinasa de matriz 1, factor de
crecimiento transformante latente beta b, cartucho de unién a ATP, subfamilia C, hidroxiprostaglandina deshidrogenasa
15, miembro 1 de la superfamilia transmembrana 7, glutaminil-péptido ciclotransferasa y otros genes identificados por Lee
y colegas. (Lee, et al., 2013).

Los melanocitos, al igual que muchos otros tipos de células, sufren muerte celular programada o apoptosis. Las vias de
apoptosis de los melanocitos son conocidas por los expertos en la técnica (Wang, et al., 2014), y las vias de apoptosis
generalmente han sido revisadas por Elmore (Elmore, 2007). Un compuesto o composicién cosmética de la presente
invencién "induce" la apoptosis de melanocitos, por ejemplo, provocando la activacién de determinadas vias de
transduccién de sefiales proapoptéticas o provocando la represién de determinadas vias antiapoptéticas en un melanocito.
Se prevé que el compuesto o composicion cosmética de la presente invencién puede activar/reprimir directamente una
via relacionada con la apoptosis mediante la interaccién directa con una molécula de sefializacién de la via o mediante la
interaccién indirecta con una molécula de la via a través de la interaccidn directa con una o mas moléculas intermediarias
que no funcionan tipicamente dentro de la via.

Un compuesto producido por una levadura Malassezia tiene la estructura de la férmula (1):

0 N

A\
N
H
n

El compuesto puede ser un analogo quimico de malassezina.
También se describe un compuesto para modular la actividad de melanocitos. El compuesto es un anélogo quimico de
un compuesto producido por una levadura Malassezia, o una forma cristalina, hidrato o sal cosmética o farmacéuticamente
aceptable de este.
La actividad de melanocitos se puede modular de varias formas, que incluyen, pero no se limitan a, inducir la apoptosis
de los melanocitos o alterar la expresién génica de los melanocitos, la motilidad celular, el crecimiento celular, la

produccién de melanina, la biogénesis de melanosomas o la transferencia de melanosomas.

Un compuesto producido por una levadura Malassezia tiene la estructura de férmula (1):

0 N

\
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El compuesto puede ser un analogo quimico de malassezina.

También se describe un compuesto para agonizar el receptor de hidrocarburo de arilo (AhR). El compuesto es un analogo
quimico de un compuesto producido por una levadura Malassezia, o una forma cristalina, hidrato o sal cosmética o
farmacéuticamente aceptable de este.

Tal como se utiliza en la presente, los términos "agonista", "agonizante" y variaciones gramaticales de estos se refieren a
una molécula que desencadena (p. €j., inicia o promueve), mejora, estimula o activa parcial o totalmente una o mas
actividades biolégicas. Los agonistas incluyen sustancias naturales asi como sustancias sintéticas.

Un receptor de hidrocarburo de arilo (AhR) es cualquier receptor de hidrocarburo de arilo que existe naturalmente en un
sujeto como se describe en la presente. Los expertos en la técnica conocen los receptores de hidrocarburos de arilo.
(Noakes, 2015). Los agonistas de los receptores de hidrocarburos de arilo incluyen, pero no se limitan a, compuestos
relacionados con triptéfano tales como quinurenina, 4cido quinurénico, acido cinabarinico y 6-formilindolo [3,2-b] carbazol
(FICZ). La malassezina también se conoce como un agonista del receptor de hidrocarburos de arilo. (Wille, et al.,, 2001).

Un compuesto producido por una levadura Malassezia tiene la estructura de férmula (1):

Q N

A\
A

N
H
D
El compuesto puede ser un analogo quimico de malassezina.

También se describe un compuesto para mejorar la hiperpigmentacién causada por un trastorno de hiperpigmentacion.
El compuesto es un analogo quimico de un compuesto producido por una levadura Malassezia, o una forma cristalina,
hidrato o sal cosmética o farmacéuticamente aceptable de este.

Tal como se usa en la presente, los compuestos, composiciones cosméticas de la presente invencién y métodos se
pueden usar para mejorar la hiperpigmentacién causada por un trastorno de hiperpigmentacién, por ejemplo, reduciendo
el nivel de hiperpigmentacién en areas afectadas por un trastorno de hiperpigmentacién, retardando la hiperpigmentacién
adicional o previniendo que se produzca una mayor hiperpigmentacién. Sin embargo, solo el uso cosmético de las
composiciones forma parte de la invencién. Sin embargo, debido a que todos los sujetos pueden no responder a un
protocolo, régimen o procedimiento de dosificacién particular, la mejora de la hiperpigmentacién provocada por un
trastorno de hiperpigmentacién no requiere que la respuesta fisiolégica deseada o el resultado se logre en todos y cada
uno de los sujetos o la poblacién de sujetos. Por consiguiente, un sujeto o una poblacidén de sujetos determinados pueden
no responder o responder de manera inadecuada a la dosificacidn, pero otros sujetos o poblaciones de sujetos pueden
responder y, por lo tanto, experimentar una mejora en su trastorno de hiperpigmentacién.

Tal como se utiliza en la presente, el término "hiperpigmentacién" es un trastorno de la piel real o percibido de un color
oscuro excesivo. El deterioro de la piel puede ser real, por ejemplo, atribuido a la edad, la exposicién excesiva al sol o
una enfermedad o afeccién que produzca areas de piel oscura. Las éreas oscuras de la piel pueden tener la forma de
puntos, manchas o éreas relativamente grandes de color oscuro. El deterioro de la piel también se puede percibir, por
ejemplo, una percepcién por parte de un individuo de que el tono de su piel es demasiado oscuro. El individuo puede
tener un deseo cosmético de aclarar el tono de la piel. Este es el objeto de la invencién.

Los trastornos de hiperpigmentacién son trastornos en los que la hiperpigmentacién es el sintoma principal y trastornos
en los que la hiperpigmentacién se produce como sintoma secundario. Los trastornos de hiperpigmentacion incluyen,
pero no se limitan a, trastornos de hiperpigmentacién congénita y trastornos de hiperpigmentacién adquirida. Los
trastornos de hiperpigmentacién congénita incluyen, entre otros, los que implican hiperpigmentacién epidérmica (nevo de
células nevus, nevus de Spitz y nevus spilus), hiperpigmentacién dérmica (nevus azul, nevus Ohta, melanosis dérmica,
nevus Ito y mancha mongol), efélides, acropigmentation reticularis, spitzenpigment/acropigmentacién y lentiginosis
(lentiginosis generalizada, sindrome LEOPARD, lentiginosis con patrén heredado, complejo de Carney, sindrome de
Peutz-Jeghers, sindrome de Laugier—Hunziker—Baran, y sindrome de Cronkhite—Canada). (Yamaguchi, et a/., 2014). Los
trastornos de hiperpigmentacién adquiridos incluyen, pero no se limitan a, lentigos/lentigo seniles, melasma/cloasma,
melanosis de Riehl, macula melanética labial, melanosis peneana/vulvovaginal, eritromelanosis folicularis faciei Kitamura,
pigmentacién inducida por UV (bronceado y petaloides de pigmentaciéon actinica), pigmentacién posinflamatoria
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(melanosis por friccibn y dermatosis reseca), pigmentacién inducida por sustancias quimicas/farmacos (bifenilo
policlorado, arsénico, 5-FU, bleomicina, ciclofosfamida, metotrexato, clorpromazina, fenitoina, tetraciclina y cloroquina),
lineas de demarcacién pigmentosa, y deposicién de material extrafio (tal como caroteno, plata, oro, mercurio, bismuto y
tatuajes). La hiperpigmentacién relacionada con trastornos sistémicos incluye trastornos del metabolismo/enzimas
(hemocromatosis, enfermedad de Wilson, enfermedad de Gaucher, enfermedad de Niemann-Pick, amiloidosis, ocronosis,
acantosis nigricans y porfiria cutanea tardia), trastornos endocrinos (enfermedad de Addison, sindrome de Cushing e
hipertiroidismo), trastornos nutricionales (pelagra, deficiencia de vitamina B12, deficiencia de acido félico, enfermedad del
vagabundo y prurigo pigmentosa), mastocitosis, enfermedades del colageno, disfuncién hepatica y disfuncién renal. La
hiperpigmentacién también puede relacionarse con enfermedades infecciosas (sarampién, sifilis y Malassezia furfur) y
sindromes (enfermedad de von Recklinghausen, sindrome de Sotos, sindrome POEMS, sindrome de Naegeli, sindrome
de Cantu, sindrome de McCune-Albright, sindrome de Watson y sindrome de Bloom). (Yamaguchi, et al., 2014).

Un compuesto producido por una levadura Malassezia tiene la estructura de férmula (1):

o N

\
A

N
H
n
El compuesto puede ser un analogo quimico de malassezina.

También se describe un compuesto para modular la produccién de melanina. El compuesto es un anélogo quimico de un
compuesto producido por una levadura Malassezia, o una forma cristalina, hidrato o sal cosmética o farmacéuticamente
aceptable de este.

La melanina es un pigmento producido naturalmente que da color a la piel y al cabello. En la Figura 1A se muestra un
diagrama esquematico de la piel. La melanina es producida por los melanocitos en orgéanulos conocidos como
melanosomas. Un compuesto o una composicion cosmética de la presente invencién modula la produccién de melanina
en un sujeto mediante, por ejemplo, la modulacién de la biogénesis de melanosomas y la inhibicién directa o indirecta de
la sintesis de melanina a nivel enziméatico.

La biogénesis de melanosomas se produce a través de cuatro etapas: La etapa | se caracteriza por pre-melanosomas,
que son esencialmente vacuolas no pigmentadas. En la etapa |l, los pre-melanosomas desarrollan estrias en las que se
deposita la melanina en la etapa Ill. La etapa IV da como resultado melanosomas maduros que son ricos en contenido de
melanina. Los compuestos y composiciones cosméticas de la presente invencién modulan la biogénesis de melanosomas
inhibiendo o atenuando los procedimientos biol6gicos que normalmente promueven cualquiera o todas estas etapas.
(Wasmeier, et al., 2008).

La sintesis de melanina comprende principalmente tres enzimas: tirosinasa, proteina 1 relacionada con tirosinasa y
dopacromo tautomerasa. Los factores adicionales que afectan el trafico intracelular de estas enzimas incluyen, pero no
se limitan a, BLOC-1, OA1 y SLC45A2. Los compuestos y composiciones cosméticas de la presente invencién pueden
modular la produccién de melanina, por ejemplo, inhibiendo o atenuando la actividad de cualquiera de estas enzimas o
factores. (Yamaguchi, et al., 2014).

Una vez que se han formado los melanosomas y se ha sintetizado la melanina, los melanosomas se deben transferir de
los melanocitos epidérmicos a los queratinocitos de la piel y del cabello. Los melanosomas se originan cerca del nlcleo
de los melanocitos y se transportan a la periferia de los melanocitos a lo largo de microtibulos y filamentos de actina. Los
compuestos y composiciones cosméticas de la presente invencién modulan la transferencia de melanosomas interfiriendo
con cualquiera de los procedimientos bioldgicos que dan como resultado el transporte de melanosomas desde la regién
perinuclear a la periferia de los melanocitos y hacia los queratinocitos adyacentes. En la Figura 1B se muestra un diagrama
esquematico de la sintesis de melanina, el transporte de melanina y la apoptosis de los melanocitos.

Un compuesto producido por una levadura Malassezia tiene la estructura de férmula (1):
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Z1

I=

n
El compuesto puede ser un analogo quimico de la malassezina.

También se describe un compuesto para modular la biogénesis de melanosomas El compuesto es un analogo quimico
de un compuesto producido por una levadura Malassezia, o una forma cristalina, hidrato o sal cosmética o
farmacéuticamente aceptable de este.

Un compuesto producido por una levadura Malassezia tiene la estructura de férmula (1):

H
o N

\ ==
N
H
n
El compuesto puede ser un analogo quimico de la malassezina.
También se describe un compuesto para modular la transferencia de melanosomas. El compuesto es un analogo quimico
de un compuesto producido por una levadura Malassezia, o una forma cristalina, hidrato o sal cosmética o

farmacéuticamente aceptable de este.

Un compuesto producido por una levadura Malassezia tiene la estructura de férmula (1):

H
o N

\ 7
\ _———

U

El compuesto puede ser un analogo quimico de la malassezina.

Una modalidad de la presente invencién es una composicién cosmética como se define en la reivindicaciéon 1. También
se describe una composicién que comprende una levadura Malassezia y un vehiculo, diluyente o portador cosmética o
farmacéuticamente aceptable.

También se describe una composicién que comprende un compuesto aislado o aislable de una levadura Malassezia y un
vehiculo, diluyente o portador cosmética o farmacéuticamente aceptable.

Un compuesto aislado de una levadura Malassezia necesariamente existe, antes del aislamiento, en una levadura
Malassezia o es producido por una levadura Malassezia. Por lo tanto, un compuesto aislado de una levadura Malassezia
se deriva de células de levadura reales. Los expertos en la técnica conocen protocolos estandar para extraer compuestos
de material celular.

Un compuesto aislable de una levadura Malassezia no necesita derivar de células de levadura reales. En cambio, las

reacciones sintéticas pueden usarse para generar compuestos producidos en levadura sin la participaciéon de células de
levadura reales. Las reacciones de sintesis organica son bien conocidas por los expertos en la técnica y pueden usarse
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a este respecto.

También se describe una composicién que comprende cualquiera de los compuestos descritos en la presente, incluidos
los anélogos, y un vehiculo, diluyente o portador cosmética o farmacéuticamente aceptable.

Una modalidad adicional de la presente invencién es un método cosmético como se define en la reivindicacién 2. También
se describe un método para aclarar la piel en un sujeto que comprende poner en contacto al sujeto con cualquiera de los
compuestos o composiciones descritos en la presente.

Tal como se utiliza en la presente, el término “poner en contacto” y sus variaciones gramaticales se refieren a acercar dos
0 méas materiales lo suficiente como para que puedan interactuar. Por tanto, solo con fines ilustrativos, un compuesto
puede ponerse en contacto con un melanocito, por ejemplo, interactuando con un receptor en la superficie del melanocito.
De forma similar, una composicién cosmética de la presente invencién puede entrar en contacto con un sujeto humano,
por ejemplo, aplicandose directamente sobre la piel del sujeto.

Tal como se utiliza en la presente, un “sujeto” significa una célula, un tejido, un organismo de un mamifero o poblaciones
de estos. Los sujetos son preferiblemente humanos, incluidas células, tejidos y seres humanos, pero por lo demas incluyen
primates, animales de granja, animales domésticos, animales de laboratorio, etc. Algunos ejemplos de animales agricolas
incluyen vacas, cerdos, caballos, cabras, etc. Algunos ejemplos de animales domésticos incluyen perros, gatos, etc.
Algunos ejemplos de animales de laboratorio incluyen primates, ratas, ratones, conejos, cobayas, etc.

También se describe un método para inducir la apoptosis de melanocitos en un sujeto. El método comprende poner en
contacto al sujeto con cualquiera de los compuestos o composiciones descritos en la presente.

También se describe un método para modular la actividad de melanocitos en un sujeto. El método comprende poner en
contacto al sujeto con cualquiera de los compuestos o composiciones descritos en la presente.

También se describe un método para agonizar un receptor de hidrocarburo de arilo (AhR). El método comprende poner
en contacto al sujeto con cualquiera de los compuestos o composiciones descritos en la presente.

También se describe un método para mejorar la hiperpigmentacién causada por un trastorno de hiperpigmentacién en un
sujeto que lo necesita. El método comprende poner en contacto al sujeto con cualquiera de los compuestos o
composiciones descritos en la presente.

Tal como se utiliza en la presente, un sujeto que “necesita” una mejoria de la hiperpigmentacién provocada por un
trastorno de hiperpigmentacién incluye sujetos con una necesidad real o percibida de una mejoria.

También se describe un método para modular la produccién de melanina en un sujeto. El método comprende poner en
contacto al sujeto con cualquiera de los compuestos o composiciones descritos en la presente.

También se describe un método para modular la biogénesos de melanosomas en un sujeto. EI método comprende poner
en contacto al sujeto con cualquiera de los compuestos o composiciones descritos en la presente.

También se describe un método para modular la transferencia de melanosomas en un sujeto. El método comprende poner
en contacto al sujeto con cualquiera de los compuestos o composiciones descritos en la presente.

También se describe un compuesto. El compuesto tiene la estructura de férmula (I1):

{in

en donde: R1, R2, R3, R4, RS, R6, R7, R8, R9, R10, y R11 se seleccionan independientemente del grupo que consiste
en hidrégeno y metilo, y al menos uno de R1, R2, R3, R4, R5, R6, R7, R8, R9, R10 y R11 es metilo; o una forma cristalina,
un hidrato o una sal cosmética o farmacéuticamente aceptable de este.

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 3018 759 T3

También se describe el compuesto que se selecciona del grupo que consiste en:

(11T

en donde: R1, R2, R3, R4, R5, R6, R7, R8, R9, y R10 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en
hidrégeno y metilo, y al menos uno de R1, R2, R3, R4, R5, R6, R7, R8, R9, y R10 es metilo; o una forma cristalina,
hidrato o sal cosmética o farmacéuticamente aceptable de este.

H
N ‘
N

H
También se describe un compuesto para aclarar la piel. El compuesto tiene la estructura de férmula (l1):

También se describe el compuesto.
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(n
en donde: R1, R2, R3, R4, R5, R, R7, R8, R9, R10, y R11 se seleccionan independientemente del grupo que consiste
en hidrégeno y metilo; o una forma cristalina, hidrato o sal cosmética o farmacéuticamente aceptable de este.

También se describe el compuesto que se selecciona del grupo que consiste en:
H

Iz

También se describe un compuesto para aclarar la piel. EIl compuesto tiene la estructura de formula (Il1):
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Ry

(HH
en donde: R1, R2, R3, R4, R5, R6, R7, R8, R9, y R10 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en

hidrégeno y metilo; o una forma cristalina, hidrato o sal cosmética o farmacéuticamente aceptable de este.

También se describe un compuesto que se selecciona del grupo que consiste en:
H
N

I=

H

N ‘
N
H

También se describe un compuesto para inducir la apoptosis de melanocitos. El compuesto tiene la estructura de
formula (11):

(n

en donde: R1, R2, R3, R4, R5, R6, R7, R8, R9, R10, y R11 se seleccionan independientemente del grupo que consiste
en hidrégeno y metilo; o una forma cristalina, hidrato o sal cosmética o farmacéuticamente aceptable de este.

También se describe un compuesto que se selecciona del grupo que consiste en:
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ZT

=1

Tz

ZT

I=

También se describe un compuesto para inducir la apoptosis de melanocitos. El compuesto tiene la estructura de
férmula (111):

(1
en donde: R1, R2, R3, R4, R5, R6, R7, R8, R9, y R10 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en
hidrégeno y metilo; o una forma cristalina, hidrato o sal cosmética o farmacéuticamente aceptable de este.

También se describe un compuesto que se selecciona del grupo que consiste en:
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=T

=z

N
H

También se describe un compuesto para agonizar el receptor de hidrocarburo de arilo (AhR). El compuesto tiene la

estructura de féormula (Il):
|\10

(n

en donde: R1, R2, R3, R4, R5, R, R7, R8, R9, R10, y R11 se seleccionan independientemente del grupo que consiste
en hidrégeno y metilo; o una forma cristalina, hidrato o sal cosmética o farmacéuticamente aceptable de este.

También se describe un compuesto que se selecciona del grupo que consiste en:
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CHO \
A\

CHO \
N\
CHO \
N\

También se describe un compuesto para agonizar el receptor de hidrocarburo de arilo (AhR). El compuesto tiene la

estructura de férmula (lIl):
Rg

Ra

(1)

en donde: R1, R2, R3, R4, R5, R, R7, R8, R9, y R10 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en
hidrégeno y metilo; o una forma cristalina, hidrato o sal cosmética o farmacéuticamente aceptable de este.

También se describe un compuesto que se selecciona del grupo ue consiste en:

(ﬁj‘
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H

N ‘
N
H

También se describe una composicién que comprende un compuesto que tiene la estructura de férmula (I1):
|\10

15

20

25

30

en donde: R1, R2, R3, R4, R5, R, R7, R8, R9, R10, y R11 se seleccionan independientemente del grupo que consiste

(n

en hidrégeno y metilo; o una forma cristalina, hidrato o sal cosmética o farmacéuticamente aceptable de este, y un
vehiculo, diluyente o portador cosmética o farmacéuticamente aceptable.

La presente invenciéon es una composicién como se define en la reivindicacién 1 que comprende un compuesto
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seleccionado del grupo que consiste en:
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y H
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N
H

También se describe una composicién que comprende un compuesto que tiene la estructura de férmula (lI1):
Rg

Ra

(1)
en donde: R1, R2, R3, R4, R5, R6, R7, R8, R9, y R10 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en
hidrégeno y metilo; o una forma cristalina, hidrato o sal cosmética o farmacéuticamente aceptable de este, y un
vehiculo, diluyente o portador cosmética o farmacéuticamente aceptable.

También se describe un compuesto que se selecciona del grupo que consiste en:
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También se describe un método para aclarar la piel de un sujeto. El método comprende: poner en contacto al sujeto con

un compuesto que tiene la estructura de férmula (I1):
150

R
T OHG

Rj

Ry

(n

en donde: R1, R2, R3, R4, R5, R6, R7, R8, R9, R10, y R11 se seleccionan independientemente del grupo que consiste
en hidrégeno y metilo; o una forma cristalina, hidrato o sal cosmética o farmacéuticamente aceptable de este.

También se describe un compuesto que se selecciona del grupo que consiste en:
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También se describe un método para aclarar la piel de un sujeto. El método comprende: poner en contacto al sujeto con

un compuesto que tiene la estructura de férmula (l11):
Re

Ry

oy

en donde: R1, R2, R3, R4, R5, R6, R7, R8, R9, y R10 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en
hidrégeno y metilo; o una forma cristalina, hidrato o sal cosmética o farmacéuticamente aceptable de este.

También se describe un compuesto que se selecciona del grupo que consiste en:
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También se describe un método para inducir la apoptosis de melanocitos en un sujeto. El método comprende: poner en
contacto al sujeto con un compuesto que tiene la estructura de férmula (I1):

Re
()

en donde: R1, R2, R3, R4, R5, R6, R7, R8, R9, R10, y R11 se seleccionan independientemente del grupo que consiste
en hidrégeno y metilo; o una forma cristalina, hidrato o sal cosmética o farmacéuticamente aceptable de este.

También se describe un compuesto que se selecciona del grupo que consiste en:
H
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También se describe un método para inducir la apoptosis de melanocitos en un sujeto. El método comprende: poner en
contacto al sujeto con un compuesto que tiene la estructura de féormula (Il1):
Ba

Rq

[§18)

en donde: R1, R2, R3, R4, RS, R6, R7, R8, R9, y R10 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en
hidrégeno y metilo; o una forma cristalina, hidrato o sal cosmética o farmacéuticamente aceptable de este.

También se describe un compuesto que se selecciona del grupo que consiste en:

H
N

=z

N
H

También se describe un método para agonizar un receptor de hidrocarburo de arilo (AHR) en un sujeto. El método
comprende: poner en contacto al sujeto con un compuesto que tiene la estructura de formula (Il):
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(i

en donde: R1, R2, R3, R4, R5, R6, R7, R8, R9, R10, y R11 se seleccionan independientemente del grupo que consiste
en hidrégeno y metilo; o una forma cristalina, hidrato o sal cosmética o farmacéuticamente aceptable de este.

También se describe un compuesto que se selecciona del grupo que consiste en:

También se describe un método para agonizar un receptor de hidrocarburo de arilo (AhR) en un sujeto. El método
comprende: poner en contacto al sujeto con un compuesto que tiene la estructura de férmula (l11):
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(1)

en donde: R1, R2, R3, R4, R5, R6, R7, R8, R9, y R10 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en
hidrégeno y metilo; o una forma cristalina, hidrato o sal cosmética o farmacéuticamente aceptable de este.

También se describe un compuesto que se selecciona del grupo que consiste en:
H
N

Iz

H

N ‘
N
H

Tal como se utiliza en la presente, el término "composicién" significa una entidad que comprende un compuesto, asi como
cualquier entidad que resulte, directa o indirectamente, de combinaciones de un compuesto con otros ingredientes. Las
composiciones cosméticas de la presente invencion se pueden usar como, por ejemplo, reactivos de investigacién in vitro
0 in vivo. Las composiciones cosméticas de la presente invencién también se pueden aplicar directamente a la piel de un
sujeto humano o0 no humano para un efecto cosmético.

Una composicion de la presente invencién se puede administrar de cualquier manera deseada y eficaz: para ingestién
oral o para administracién parenteral o de otro tipo de cualquier manera apropiada, como intraperitoneal, subcutanea,
tépica, intradérmica, por inhalacién, intrapulmonar, rectal, vaginal, sublingual, intramuscular, intravenosa, intraarterial,
intratecal o intralinfatica. Ademas, una composicién cosmética de la presente invencién puede administrarse junto con
otras composiciones. Una composicién cosmética de la presente invencién puede encapsularse o protegerse de algun
otro modo contra secreciones gastricas u otras, si se desea.

Las composiciones cosméticas de la invencién comprenden uno 0 mas ingredientes activos mezclados con uno o0 mas
portadores cosmética o farmacéuticamente aceptables y uno o mas de otros compuestos, ingredientes y/o materiales,
como se define en la reivindicacién 1. Independientemente de la via de administracidén seleccionada, los compuestos y
composiciones cosméticas de la presente invencibn se formulan en formas de dosificacién cosmética o
farmacéuticamente aceptables mediante métodos convencionales conocidos por los expertos en la técnica.

Los vehiculos, diluyentes y portadores cosmética o farmacéuticamente aceptables son conocidos en la técnica e incluyen
materiales adecuados para poner en contacto con los tejidos de los seres humanos y los no humanos sin producir
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toxicidad, incompatibilidad, inestabilidad, irritacién, respuesta alérgica no deseadas y similares. Los vehiculos, diluyentes
y portadores cosmética o farmacéuticamente aceptables incluyen cualquier sustancia sustancialmente no téxica que se
puede utilizar convencionalmente, por ejemplo, para administracidn tépica, oral, peritoneal o subcutédnea de productos
cosméticos o farmacéuticos en los cuales los compuestos y las composiciones cosméticas de la presente invencién
permaneceran estables y biodisponibles cuando se aplican, inoculan, inyectan o se administran de algin otro modo a un
sujeto humano o no humano. Los portadores cosmética o farmacéuticamente aceptables adecuados para aplicacién
tépica son conocidos por los expertos en la técnica e incluyen liquidos, cremas, aceites, lociones, ungientos, geles o
sélidos cosmética o farmacéuticamente aceptables, tales como cremas cosméticas de noche convencionales, cremas de
base, bronceadores, protectores solares, lociones para manos, maquillaje y bases de maquillaje, mascarillas y similares.
Los portadores adecuados para una forma de dosificaciéon seleccionada y una via de administracién prevista son bien
conocidos en la técnica, y los portadores aceptables para una forma de dosificacién y un método de administracién
elegidos pueden determinarse utilizando el estado de la técnica.

Las composiciones cosméticas de la presente invencién comprenden uno o mas ingredientes seleccionados del grupo
que consiste en perfumes, estrégenos, vitaminas A, C y E, acido pirtvico, acido lactico, acido glicélico, lanolina, vaselina,
aloe vera, metilparabeno, propilparabeno y pigmentos. Las composiciones pueden contener otros ingredientes
convencionales en cosmética incluyendo perfumes, estrégenos, vitaminas A, C y E, alfa-hidroxi o alfa- ceto 4cidos tales
como los acidos pirtvico, lactico o glicélico, lanolina, vaselina, aloe vera, metil o propil parabeno, pigmentos y similares.
Los vehiculos, diluyentes y portadores cosmética o farmacéuticamente aceptables no limitantes de la presente invencién
incluyen azlcares (p. €j., lactosa, sacarosa, manitol y sorbitol), almidones, preparaciones de celulosa, fosfatos de calcio
(p. €., fosfato dicalcico, fosfato tricalcico e hidrégeno fosfato de calcio), citrato de sodio, agua, soluciones acuosas (p. €j.,
solucién salina, inyeccién de cloruro de sodio, inyeccidén de Ringer, inyeccién de dextrosa, inyeccién de dextrosa y cloruro
de sodio, inyeccién de lactato de Ringer), alcoholes (p. ej., alcohol etilico, alcohol propilico y alcohol bencilico), polioles
(p. ej., glicerol, propilenglicol y polietilenglicol), ésteres organicos (p. ej., oleato de etilo y triglicéridos), polimeros
biodegradables (p. ej., polilactido-poliglicélido, poli(ortoésteres) y poli(anhidridos)), matrices elastoméricas, liposomas,
microesferas, aceites (p. ej., maiz, germen, oliva, ricino, sésamo, semilla de algodén y mani), manteca de cacao, ceras
(p. €., ceras para supositorios), parafinas, siliconas, talco, silicilato, etc.

Las composiciones cosméticas de la invencidén pueden, opcionalmente, contener ingredientes y/o materiales adicionales
comUnmente usados en composiciones cosméticas. Estos ingredientes y materiales se conocen bien en la técnica e
incluyen, por ejemplo, (1) rellenos o extensores, tales como almidones, lactosa, sacarosa, glucosa, manitol, y acido
silicico;  (2) aglutinantes, tales como  carboximetilcelulosa, alginatos, gelatina, polivinilpirrolidona,
hidroxipropilmetilcelulosa, sacarosa y acacia; (3) humectantes, tales como glicerol; (4) agentes desintegrantes, tales como
agar-agar, carbonato de calcio, almidén de papa o tapioca, acido alginico, ciertos silicatos, almidén glicolato de sodio,
carboximetilcelulosa de sodio reticulada y carbonato de sodio; (5) agentes retardadores de la solucién, tal como parafina;
(6) aceleradores de absorcién, tales como compuestos de amonio cuaternario; (7) agentes humectantes, tales como
alcohol cetilico y monoestearato de glicerol; (8) absorbentes, tales como caolin y arcilla de bentonita; (9) lubricantes, tales
como talco, estearato de calcio, estearato de magnesio, polietilenglicol sélido, y laurilsulfato de sodio; (10) agentes de
suspensién, tales como alcoholes isostearilicos etoxilados, sorbitol de polioxietileno y ésteres de sorbitan, celulosa
microcristalina, metahidroxido de aluminio, bentonita, agar-agar y tragacanto; (11) agentes amortiguadores; (12)
excipientes, tales como lactosa, azucares con leche, polietilenglicol, grasas animales y vegetales, aceites, ceras,
parafinas, manteca de cacao, almidones, tragacanto, derivados de celulosa, polietilenglicol, siliconas, bentonitas, acido
silicico, talco, salicilato, 6xido de zinc, hidréxido de aluminio, silicatos de calcio, y poliamida en polvo; (13) diluyentes
inertes, tales como agua u otros disolventes; (14) conservantes; (15) agentes tensoactivos; (16) agentes dispersantes;
(17) agentes de liberaciéon de control o de retardo en la absorcién, tal como hidroxipropilmetilcelulosa, otras matrices
poliméricas, polimeros biodegradables, liposomas, microesferas, monoestearato de aluminio, gelatina, y ceras; (18)
agentes opacificantes; (19) adyuvantes; (20) agentes humectantes; (21) agentes emulsionantes y de suspensién; (22),
agentes solubilizantes y emulsionantes, tales como alcohol etilico, alcohol isopropilico, carbonato de etilo, acetato de etilo,
alcohol bencilico, benzoato de bencilo, propilenglicol, 1,3-butilenglicol, aceites (en particular, aceites de semilla de
algoddn, frutos secos, maiz, germen de trigo, oliva, ricino y sésamo), glicerol, alcohol tetrahidrofurilico, polietilenglicol y
ésteres de acidos grasos de sorbitén; (23) propulsores, tales como clorofluorohidrocarburos e hidrocarburos volatiles no
sustituidos, tales como butano y propano; (24) antioxidantes; (25) agentes que hacen que la formulacién sea isoténica
con la sangre del receptor previsto, tales como azlcares y cloruro de sodio; (26) agentes espesantes; (27) materiales de
revestimiento, tal como lecitina; y (28) agentes edulcorantes, saborizantes, colorantes, perfumantes y conservantes. Cada
uno de esos ingredientes o materiales debe ser "aceptable" en el sentido de ser compatible con los demas ingredientes
de la formulacién y no perjudicial para el sujeto. Los ingredientes y materiales adecuados para una forma de dosificacién
seleccionada y una via de administracién prevista son bien conocidos en la técnica, y los ingredientes y materiales
aceptables para una forma de dosificacién y un método de administracién elegidos pueden determinarse utilizando el
estado de la técnica.

Las composiciones cosméticas de la presente invencién adecuadas para la administracién oral pueden estar en forma de
capsulas, sellos, pildoras, tabletas, polvos, granulos, una solucién o suspensién en un liquido acuoso o ho acuoso,
emulsién liquida aceite en agua o agua en aceite, un elixir o jarabe, una pastilla, un bolo, un electuario o una pasta. Estas
formulaciones se pueden preparar por métodos conocidos en la técnica, p. ej., por medio de procedimientos
convencionales de recubrimiento, mezclado, granulacion o liofilizacion.
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Se pueden preparar formas de dosificacidén sélidas para administracién oral (cdpsulas, tabletas, pildoras, grageas, polvos,
granulos y similares), p. ej.,, mezclando el ingrediente o los ingredientes activos con uno o més vehiculos cosmética o
farmacéuticamente aceptables y, opcionalmente, uno o més rellenos, extensores, aglutinantes, humectantes, agentes
desintegrantes, agentes retardadores de la solucién, aceleradores de la absorcién, agentes humectantes, absorbentes,
lubricantes y/o agentes colorantes. Pueden emplearse composiciones sélidas de un tipo similar como cargas en capsulas
de gelatina rellenas blandas y duras usando un excipiente adecuado. Una tableta puede prepararse por compresién o
moldeo, opcionalmente con uno o0 mas ingredientes accesorios. Las tabletas comprimidas se pueden preparar usando un
aglutinante, lubricante, diluyente inerte, conservante, desintegrante, tensoactivo o agente dispersante adecuados. Las
tabletas moldeadas se pueden fabricar moldeandolos en una maquina adecuada. Las tabletas y otras formas de
dosificacion sélidas, tales como capsulas, pildoras y granulos, se pueden marcar o preparar opcionalmente con
recubrimientos y cubiertas, tales como recubrimientos entéricos y otros recubrimientos bien conocidos en la técnica de
formulacion cosmética. También se pueden formular para que proporcionen una liberaciéon lenta o controlada del
ingrediente activo que contienen. Pueden esterilizarse, por ejemplo, mediante filtracién a través de un filtro de retencién
de bacterias. Estas composiciones también pueden contener opcionalmente agentes opacificantes y pueden ser de una
composicién tal que liberen el ingrediente activo solo, o preferentemente, en una cierta porcidén del tracto gastrointestinal,
opcionalmente, de manera retardada. El ingrediente activo también puede estar en forma microencapsulada.

Las formas de dosificacién liquidas para administracién oral incluyen emulsiones, microemulsiones, soluciones,
suspensiones, jarabes y elixires cosmética o farmacéuticamente aceptables. Las formas de dosificacién liquidas pueden
contener diluyentes inertes adecuados comunmente usados en la técnica. Ademéas de diluyentes inertes, las
composiciones orales también pueden incluir adyuvantes, tales como agentes humectantes, agentes emulsionantes y de
suspensién, agentes edulcorantes, aromatizantes, colorantes, perfumantes y conservantes. Las suspensiones pueden
contener agentes de suspension.

Las composiciones cosméticas de la presente invencién para la administracidn rectal o vaginal pueden presentarse como
un supositorio, que se puede preparar mezclando uno o mas ingredientes activos con uno o mas portadores no irritantes
adecuados que son sélidos a temperatura ambiente, pero liquidos a temperatura corporal y, por lo tanto, se derretird en
el recto o en la cavidad vaginal y liberard el compuesto activo. Las composiciones cosméticas de la presente invencién
que son adecuadas para la administracién vaginal también incluyen pesarios, tampones, cremas, geles, pastas, espumas
o formulaciones en aerosol que contienen tales vehiculos cosmética o farmacéuticamente aceptables que se sabe que
son apropiados en la técnica.

Las formas de dosificacién para administracién tépica o transdérmica incluyen polvos, aerosoles, unguentos, pastas,
cremas, lociones, geles, soluciones, parches, gotas, emulsiones, suspensiones, aerosoles e inhaladores. Se pueden
afadir a la formulacién cualesquiera vehiculos convencionales, auxiliares y opcionalmente otros ingredientes activos.

Los auxiliares preferidos provienen del grupo que comprende conservantes, antioxidantes, estabilizantes, solubilizantes,
vitaminas, colorantes, mejoradores del olor, formadores de peliculas, espesantes y humectantes.

Las soluciones y emulsiones pueden comprender los vehiculos convencionales, tales como solventes, solubilizantes y
emulsionantes, por ejemplo agua, etanol, isopropanol, carbonato de etilo, acetato de etilo, alcohol bencilico, benzoato de
bencilo, propilenglicol, 1,3-butilglicol, aceites, en particular aceite de semilla de algodén, aceite de cacahuete, aceite de
maiz, aceite de oliva, aceite de ricino y aceite de sésamo, ésteres de 4cidos grasos de glicerol, polietilenglicoles y ésteres
de 4cidos grasos de sorbitdn, o mezclas de estas sustancias.

Las emulsiones pueden existir en diversas formas. Asi, pueden ser, por ejemplo, una emulsién o microemulsién del tipo
agua en aceite (W/O) o del tipo aceite en agua (O/W), o una emulsién multiple, por ejemplo del tipo tipo agua en aceite
en agua (W/O/W).

Las composiciones cosméticas segun la invencién también pueden presentarse en forma de preparaciones dispersas,
exentas de emulsionantes. Pueden ser, por ejemplo, hidrodispersiones o emulsiones de Pickering.

Las suspensiones pueden comprender vehiculos convencionales, tales como diluyentes liquidos, por ejemplo agua, etanol
o propilenglicol, medios de suspension, por ejemplo alcoholes isoestearilicos etoxilados, ésteres de polioxietilensorbitol y
ésteres de polioxietilensorbitan, celulosa microcristalina, metahidréxido de aluminio, bentonita, agar-agar y tragacanto, o
mezclas de estas sustancias.

Las pastas, unguentos, geles y cremas pueden comprender vehiculos convencionales, por ejemplo, grasas animales y
vegetales, ceras, parafinas, almidén, tragacanto, derivados de celulosa, polietilenglicoles, siliconas, bentonitas, acido
silicico, éxido de talco y zinc, 0 mezclas de estas sustancias.

Los aceites faciales y corporales pueden comprender vehiculos convencionales, como aceites sintéticos, como ésteres
de acidos grasos, alcoholes grasos, aceites de silicona, aceites naturales, como aceites vegetales y extractos vegetales
oleosos, aceites de parafina, aceites de lanolina o mezclas de estas sustancias.

Los aerosoles pueden comprender propulsores convencionales, por ejemplo, clorofluorocarburos, propano/butanc o
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dimetil éter.

Las composiciones cosméticas de la presente invencién adecuadas para administraciones parenterales comprenden uno
0 mas compuestos en combinacién con una o méas soluciones, dispersiones, suspensiones 0 emulsiones acuosas o no
acuosas isoténicas estériles cosmética o farmacéuticamente aceptables, o polvos estériles que pueden reconstituirse en
soluciones inyectables estériles o dispersiones justo antes de su uso, que pueden contener antioxidantes, reguladores de
pH, solutos adecuados que hacen que la formulacién sea isoténica con la sangre del receptor pretendido, o0 agentes de
suspensién o espesantes. Se puede mantener la fluidez adecuada, por ejemplo, mediante el uso de materiales de
revestimiento, mediante el mantenimiento del tamafio de particula requerido en el caso de dispersiones y mediante el uso
de tensoactivos. Estas composiciones cosméticas también pueden contener adyuvantes adecuados, tales como agentes
humectantes, agentes emulsionantes y agentes dispersantes. También puede ser deseable incluir agentes isotdnicos.
Ademas, se puede producir una absorcidn prolongada de la forma cosmética inyectable mediante la inclusién de agentes
que retrasan la absorcién.

En algunos casos, para prolongar la eficacia, resulta deseable ralentizar la absorcién de una inyeccién subcutanea o
intramuscular. Esto se puede lograr por el uso de una suspension liquida de material cristalino o amorfo con deficiente
solubilidad en agua.

La velocidad de absorciéon del agente activo/farmaco depende entonces de su velocidad de disolucién que, a su vez,
puede depender del tamafio del cristal y la forma cristalina. Alternativamente, la absorcidn retardada de una composicién
administrada por via parenteral se puede lograr disolviendo o suspendiendo la composicién activa en un vehiculo oleoso.
Las formas de depdsito inyectables se pueden preparar formando matrices de microencapsula del ingrediente activo en
polimeros biodegradables. Dependiendo de la relacién del ingrediente activo al polimero y de la naturaleza del polimero
particular empleado, se puede controlar la velocidad de liberacién del ingrediente activo. Las formulaciones inyectables
de depdsito también se preparan atrapando el farmaco en liposomas o microemulsiones que son compatibles con el tejido
corporal. Los materiales inyectables se pueden esterilizar, por ejemplo, mediante filtracién a través de un filtro de retencién
de bacterias.

Las composiciones cosméticas de la presente invencion pueden presentarse en contenedores sellados de dosis unitaria
o multidosis, por ejemplo, ampollas y viales, y pueden almacenarse en una condicidn liofilizada que requiere solamente
la adicién del portador liquido estéril, por ejemplo agua para inyeccién, inmediatamente antes del uso. Pueden prepararse
soluciones y suspensiones para inyeccion extemporanea a partir de polvos, granulos y comprimidos estériles del tipo
descrito anteriormente.

En la presente invencion, el término “forma cristalina” significa la estructura cristalina de un compuesto. Un compuesto
puede existir en una o mas formas cristalinas, que pueden tener diferentes caracteristicas estructurales, fisicas,
farmacolégicas o quimicas. Se pueden obtener diferentes formas cristalinas usando variaciones en la nucleacién, cinética
de crecimiento, aglomeracién y rotura. La nucleacién se produce cuando se supera la barrera de energia de transicion de
fase, lo que permite que se forme una particula a partir de una solucién sobresaturada. El crecimiento de cristales es el
agrandamiento de las particulas de cristal causado por la deposicién del compuesto quimico en una superficie existente
del cristal. La tasa relativa de nucleacién y crecimiento determina la distribucidén deltamafio de los cristales que se forman.
La fuerza impulsora termodinamica tanto para la nucleacién como para el crecimiento es la sobresaturacién, que se define
como la desviacién del equilibrio termodinamico. La aglomeracién es la formacién de particulas més grandes a través de
dos o més particulas (p. ej., cristales) que se pegan y forman una estructura cristalina mas grande.

El término “hidrato”, tal como se utiliza en la presente, significa una forma sélida o semisélida de un compuesto quimico
que contiene agua en un complejo molecular. El agua se encuentra generalmente en una cantidad estequiométrica con
respecto al compuesto quimico.

Tal como se utiliza en la presente, “sal cosmética o farmacéuticamente aceptable" se refiere a un derivado de los
compuestos descritos en la presente en donde los compuestos se modifican mediante la produccién de sales 4cidas o
béasicas de estos. Los ejemplos de sales cosmética o farmacéuticamente aceptables incluyen, pero no se limitan a, sales
de 4cidos minerales u orgéanicos de residuos basicos tales como aminas; sales alcalinas u organicas de residuos acidos
tales como 4cidos carboxilicos, y similares. Por ejemplo, tales sales incluyen sales de amoniaco, L-arginina, betaina,
benetamina, benzatina, hidréxido de calcio, colina, deanol, dietanolamina (2,2'-iminobis(etanol)), dietilamina, 2-
(dietilamino)-etanol, 2-aminoetanol, etilendiamina, N-etil-glucamina, hidrabamina, 1H-imidazol, lisina, hidréxido de
magnesio, 4-(2-hidroxietil)-morfolina, piperazina, hidréxido de potasio, 1-(2-hidroxi-etil)-pirrolidina, hidréxido de sodio,
trietanolamina (2,2',2"-nitrilotris(etanol)), trometamina, hidréxido de zinc, acido acético, acido 2,2-dicloroacético, acido
adipico, acido alginico, acido ascérbico, acido L-aspartico, &cido bencenosulfénico, acido benzoico, acido 2,5-
dihidroxibenzoico, acido 4-acetamido-benzoico, acido (+)-canforico, acido (+)-alcanfor-10-sulfénico, acido carbénico,
acido cinamico, acido citrico, acido ciclamico, acido decanoico, acido dodecilsulflrico, acido etano-1,2-disulfénico, acido
etanosulfénico, acido 2-hidroxi-etanosulfénico, acido etilendiamonotetraacético, acido férmico, acido fumarico, acido
galarico, acido gentésico, acido D-glucoheptédnico, &cido D-glucdnico, acido D-glucurénico, acido glutdmico, éacido
glutantico, acido glutarico, acido 2-oxo-glutarico, acido glicerofosférico, glicina, acido glicélico, acido hexanoico, acido
hipurico, acido bromhidrico, acido clorhidrico acido isobutirico, acido DL-lactico, acido lactobédnico, acido laurico, lisina,
acido maleico, acido (-)-L-malico, 4cido malénico, acido DL-mandélico, 4cido metanosulfénico, acido galactarico, acido
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naftaleno-1,5-disulfénico, acido naftaleno-2-sulfénico, acido 1-hidroxi-2-naftoico, acido nicotinico, acido nitrico, acido
octanoico, acido oleico, acido orético, acido oxalico, 4cido palmitico, 4cido pamoico (acido embénico), acido fosférico,
acido propidnico, acido (-)-L-piroglutdmico, 4cido salicilico, acido 4-amino-salicilico, 4cido sebacico, acido estearico, acido
succinico, acido sulfdrico, acido tanico, acido (+)-L-tartarico, acido tiocianico, acido p-toluenosulfénico y acido
undecilénico. Se pueden formar otras sales cosmética o farmacéuticamente aceptables con cationes de metales como
aluminio, calcio, litio, magnesio, potasio, sodio, zinc y similares.

Las sales cosmética o farmacéuticamente aceptables pueden sintetizarse a partir de un compuesto descrito en la presente
que contiene un radical bésico o acido mediante métodos quimicos convencionales. Generalmente, tales sales se pueden
preparar haciendo reaccionar las formas de &cido o base libre de estos compuestos con una cantidad suficiente de la
base o acido apropiado en agua o en un diluyente organico como éter, acetato de etilo, etanol, isopropanol o acetonitrilo,
0 una mezcla de estos.

Los compuestos se incluyen en las composiciones cosméticas de la presente invencién como se define en la reivindicacién
1.

La terminologia usada en la presente tiene el propésito de describir solamente modalidades particulares y no pretende

ser taxativa. Como se usa en la descripcion y en las reivindicaciones anexas, las formas singulares "un", "una" y "el”, “la"
incluyen las referencias plurales, a menos que el contexto lo indique claramente de otra manera.

Para enumerar los intervalos numéricos en la presente, se contempla explicitamente cada ndmero interviniente entre
estos con el mismo grado de precisién. Por ejemplo, para el intervalo de 6-9, se contemplan los nimeros 7 y 8 ademas
de 6y 9, y para el intervalo de 6,0-7,0, los numeros 6,0, 6,1, 6,2, 6,3, 6,4, 6,5, 6,6, 6,7, 6,8, 6,9 y 7,0 se contemplan
explicitamente.

Los siguientes ejemplos se proporcionan para ilustrar mas las composiciones cosméticas y los métodos cosméticos de la

presente invencién. Estos ejemplos son solamente ilustrativos y no pretenden limitar el alcance de la invencién de ninguna
manera.

EJEMPLOS
Ejemplo 1

Materiales y métodos

Aislamiento de compuestos producidos por Malassezia

La malassezina se aisla utilizando, por ejemplo, los procedimientos descritos en Wille et al., 2001. El protocolo se
describe brevemente a continuacion.

Medio

Se esteriliza un medio que consta de Tween 80 (30 ml), cicloheximida (0,5 g), cloranfenicol (0,05 g), agar (20 g) y un
volumen de agua suficiente para una mezcla de 1000 ml y se mezcla con 0,3 % de L-tripotofan estéril filtrado a una
concentracion de 0,3 % g a 50 °C. Las porciones de 10 ml se vierten en placas de petri de 10 cmy el pH se ajusta a 5,5
usando 0,1 M de HCI.

Cultivar Malassezia furfur y los compuestos aislantes producidos por el M. furfur

Malassezia furfur se frota en el medio descrito anteriormente y se incuba durante 14 dias a 30 °C. El contenido de la placa
de Petri se tritura y se extrae con acetato de etilo durante 12 horas. El extracto se filtra sobre lana de vidrio, se evapora a
sequedad y se disuelve en metanol. A continuacidn, el extracto se fracciona mediante cromatografia en Sephadex LH-20
con metanol como eluyente.

La separacién adicional se realiza con cromatografia preparativa en capa fina con tolueno: formiato de etilo: acido férmico

(10:5:3). Las zonas principales se dividen entre agua y acetato de etilo. Las fracciones se analizan para determinar la
actividad de interés. Los compuestos de las fracciones de interés se aislan mediante HPLC.

Sintesis de Malassezina y andlogos quimicos de Malassezina

La malassezina se sintetiza de acuerdo con el protocolo que se presenta en Wille ef al., 2001. Los analogos quimicos de
malassezina se sintetizan de acuerdo con nuevos protocolos de sintesis, asi como los descritos en Winston-McPherson,
et al., 2014.
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Protocolos de deteccién

Los compuestos iluminadores de la piel eficaces se evallan utilizando ambos protocolos de analisis conocidos por los
expertos en la técnica y métodos de analisis novedosos. Por ejemplo, la malassezina y sus analogos quimicos se evallan
mediante un bioensayo de tirosinasa, como se describié anteriormente. Se utilizan otros protocolos de deteccién que
implican modelos de tejido in vivo e in vitro, incluidos los ensayos de unién del receptor de hidrocarburo de arilo (AhR).

Bioensayo de tirosinasa

Los bioensayos de tirosinasa se realizan tal como se describe en Wille et al., 2001. Brevemente, L-DOPA se mezcla con
enzima tirosinasa. La extincién se mide durante 1 minuto, lo que indica la formacién de dopaquinona. Usando, por ejemplo,
las fracciones discutidas anteriormente, estas fracciones se disuelven en DMSO y se agregan directamente a la reaccién
de tirosinasa, con DMSO puro como un control. La actividad inhibidora de la tirosinasa se mide como un aumento reducido
de la extincién en comparacién con el control.

Ensayo de unién del receptor de airlhidrocarburos

Los ensayos de unién a AhR se realizan de acuerdo con el protocolo que se describe, por ejemplo, en Song, et a/., 2002.
En resumen, se expresan AhR humanos y murinos in vitro utilizando, por ejemplo, una reaccién de TnT Quick-coupled
Reticulocyte Lysate Systems (Promega, Madison, WI). Los estudios de unién del ligando receptor utilizan la velocidad de
sedimentacion en gradientes de sacarosa como se describe en Karchner, et al.,, 1999.

Ensayo EROD

Los compuestos, composiciones y formulaciones también se evallan usando el ensayo de etoxiresorufina-O-deetilasa
(EROD) conocido por los expertos en la técnica. (Donato, et al., 1993; Whyte, et al., 2000; Wille et a/., 2001).

Ensayos de apoptosis de melanocitos

Se evallan los compuestos candidatos para determinar la actividad inductora de apoptosis en los melanocitos. Los
melanocitos epidérmicos humanos se cultivan en Medio 254 complementado con Suplemento de crecimiento de
melanocitos humanos (HMGS) (Thermo-Fisher Scientific, Waltham, MA) o Medio basal de células dérmicas (ATCC,
Manassas, VA). Los componentes adicionales de los medios de crecimiento de melanocitos humanos pueden incluir,
entre otros, insulina (5 pg/ml), acido ascérbico (50 pg/ml), L-glutamina (6 mM), epinefrina (1,0 pM) y cloruro de calcio (0,2
mM). Los cultivos de melanocitos humanos se mantienen a 37 °C en 5 % de COa.

Los compuestos candidatos se diluyen en DMSO y se mezclan directamente en cultivos de melanocitos. Se utilizan como
controles volimenes equivalentes de DMSO puro. Los ensayos de citotoxicidad conocidos por los expertos en la técnica
se realizan de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los ensayos de citotoxicidad que se utilizan en la presente
invencién incluyen, entre otros, ensayo de citotoxicidad verde CellTox™, ensayos de caspasa fluorescente Apo- ONE,
ensayo ApoTox-Glo™ y ensayos Caspase-Glo® (Promega, Madison, WI). La deteccién de fluorescencia se logra usando
FACS estandar o ensayos de microscopia conocidos por los expertos en la técnica, incluidos los descritos en Kramer, et
al., 2005.

Se utilizan medios adicionales para evaluar la apoptosis, incluidos analisis FACS para anexina V y anélisis de
transferencia Western para la expresidon de caspasa-9. La inmunoelectrotransferencia se realiza segln métodos
conocidos por los expertos en la técnica.

Ensayos de xenoinjerto de ratén

Se generan modelos de xenoinjerto de ratén de piel humana de acuerdo con los protocolos conocidos en la técnica.
(Black, et al., 1985; Manning et al., 1973; Reed, et al., 1973; Plenat, et al,, 1992; Scott et al., 1998; Otulakowski, et al.,
1994). Una vez establecidos, los modelos de xenoinjerto de ratén se exponen a compuestos de la presente invencién y
se observan cambios en la pigmentacién en comparacién con los controles. Los cambios en la pigmentacién de la piel se
evallan usando varias escalas de pigmentacién conocidas por los expertos en la técnica, que incluyen, pero no se limitan
a, la prueba de tipificacion cutédnea de Fitzpatrick y la escala de hiperpigmentacién de Taylor. (Taylor, et al., 2005).

Ensayos humanos

Los compuestos, composiciones y formulaciones se aplican a seres humanos, por ejemplo, sobre piel humana, y se
comparan con sustancias de control. Los cambios en la pigmentacién de la piel se evallan usando varias escalas de
pigmentacién conocidas por los expertos en la técnica, que incluyen, pero no se limitan a, la prueba de tipificacién cuténea
de Fitzpatrick y la escala de hiperpigmentacién de Taylor.
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Ejemplo 2

Diana bioquimica de malassezina y sus analogos

Se espera que los compuestos y composiciones cosméticas de la presente invencién exhiban, por ejemplo, inhibicion de
tirosinasa y actividad agonista de AhR comparable a malassezina. Se espera que los compuestos y composiciones
cosméticas de la presente invencién exhiban, por ejemplo, una inhibicién de tirosinasa mas potente y un agonismo de
AhR més fuerte en comparacién con malassezina. Asimismo, se espera que algunos de los compuestos y composiciones
cosméticas de la presente invencién sean inhibidores de tirosinasa y agonistas de AhR menos eficaces que malassezina.
Tales compuestos, composiciones y formulaciones pueden tener perfiles de toxicidad mas favorables en comparacion
con compuestos

Ejemplo 3
Eficacia in vitro

Se espera que los compuestos y composiciones cosméticas de la presente invencién induzcan la apoptosis de los
melanocitos y modulen la actividad de los melanocitos, la produccién de melanina, la biogénesis de melanosomas y/o la
transferencia de melanosomas al menos tan potente como malassezina. También se contempla que algunos de los
compuestos y composiciones cosméticas de la presente invencién afectaran estos procedimientos biolégicos de forma
menos potente que malassezina. Tales compuestos y composiciones pueden tener perfiles de toxicidad mas favorables
en comparacién con especies mas potentes.

Ejemplo 4
Eficacia in vivo

Se espera que los compuestos y composiciones cosméticas de la presente invencién sean al menos tan eficaces como
malassezina para iluminar la piel y mejorar la hiperpigmentacién causada por trastornos de hiperpigmentaciéon. Se espera
ademas que los compuestos y composiciones cosméticas de la presente invencién presenten perfiles farmacocinéticos
favorables en términos de, por ejemplo, vida media y absorcidn. Ciertos compuestos exhibirdn una vida media més larga,
mientras que otros exhibiran una vida media mas corta. De manera similar, ciertos compuestos exhibiran diferentes
perfiles de absorcién, con algunos compuestos que tardan mas en absorberse completamente y otros que tardan menos
tiempo en absorberse completamente.

Ejemplo 5

Sintesis de malassezina y derivados de malassezina

Se sintetizaron malassezina (“CV-8684") y su derivado ciclado indolo[3,2-b] carbazol (“CV-8685") de acuerdo con el
esquema que se muestra en la Figura 2A.

Sintesis de (2-yodo-fenif)carbamato de terc-butilo, compuesto 1

A una solucién de 2-yodo-anilina (25,0 g, 0,114 mol) en tetrahidrofurano (250 mL) a 0 °C se le agregé LiIHMDS (251,0 mL,
1 M en THF, 0,251 mol) lentamente manteniendo la temperatura interna por debajo de 5 °C durante 40 min. Después de
30 min de agitacién a 0°C, se afiadié lentamente una solucién de anhidrido BOC (27,0 g, 0,125 mol) en THF (50 ml)
mientras se mantenia la temperatura interna por debajo de 5 °C durante 40 min. La mezcla de reaccién se calent6 a
temperatura ambiente y se agité durante 1 hora. Se afiadié NH4Cl saturado (250 ml) para detener la reaccidén. La capa
organica se separ6 y se lavo con agua (150 ml). La capa acuosa combinada se extrajo con acetato de etilo (2 x 150 ml) y
las capas se separaron. La capa de acetato de etilo se combiné con la capa organica original y se concentrd al vacio para
dar como un aceite marrén. El compuesto bruto se purificd mediante cromatografia en columna (0-5 % de acetato de
etilo/hexanos). El compuesto 1 se obtuvo como un liquido amarillo claro (29,0 g, 80 %).

Sintesis del compuesto 2

Se afladié yoduro de cobre (0,95 g, 10% mol) y PdCI2(PPh3)4 (1,75 g, 5% mol) a una solucién desgasificada del
compuesto 1 (16,0 g, 0,05 mol), propargil metil éter (4,25 g, 0. 06 mol) en trietilamina (200 ml) a temperatura ambiente.
Después de agitar a temperatura ambiente durante 2 horas, la reaccién se completé (monitoreada por TLC usando 10 %
de acetato de etilo/hexanos). La mezcla de reaccion se diluyd con acetato de etilo (300 ml), la mezcla de reaccién se lavé
con agua, NaCl saturado y se secd sobre Na SO, El disolvente se filtrd y se concentré al vacio para dar como un aceite
marrén. El compuesto bruto se purific6 mediante cromatografia en columna (10 % de acetato de etilo/hexano). El
compuesto 2 se obtuvo como un liquido amarillo claro (13,0 g, 99 %).
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Sintesis del compuesto 3

A un matraz secado al horno se afiadi6é PtCI2 (0,26 g, 0,001 mol), Na2CO3 (1,6 g, 0,015 mol), indol (2,32 g, 0,02 mol) y
compuesto 2 (2,6 g, 0,01 mol) en dioxano (120 ml). El matraz se desgasificé con nitrégeno, se selld y se calenté a 100 °C
durante la noche. Luego se completé la reaccién (monitoreada por TLC utilizando 10 % de acetato de etilo/hexanos). El
disolvente se evaporé a presion reducida. La mezcla de reaccién se diluyd con acetato de etilo (200 ml), la mezcla de
reaccién se lavé con agua, NaCl saturado y se secé sobre Na,SO4. El disolvente se filtré y se concentré al vacio para dar
como un aceite marrén.

Se repitidé esta reaccién utilizando el compuesto 2 (2,6 g, 0,01 mol) en un lote diferente. Ambos lotes de compuestos
brutos se combinaron y purificaron mediante cromatografia en columna (10 % de acetato de etilo/hexano). El compuesto
3 se obtuvo como un sélido de color marrdn claro (3,8 g, 55 %).

Sintesis del compuesto 4

Se afiadié carbonato de potasio (4,6 g, 0,0329 mol) a una solucién del compuesto 3 (3,8 g, 0,0109 mol) en una mezcla de
metanol (150 ml) y agua (50 ml) a temperatura ambiente. La suspensién resultante se calenté a reflujo durante la noche.
Luego se completd la reaccion (monitoreada por TLC utilizando 20 % de acetato de etilo/hexanos). La mezcla de reaccién
se enfrié a temperatura ambiente y el solvente se concentré al vacio. El residuo se recogi6 en acetato de etilo (200 ml) y
se lavé con agua y salmuera, luego se sec6 (sulfato de sodio), se filtrd y el solvente se concentrd al vacio para dar un
sélido marrdn. Compuesto bruto purificado mediante cromatografia en columna (20% acetato de etilo/hexano. El
compuesto 4 se obtuvo como un sélido de color naranja (2,2 g, 81 %).

Sintesis del compuesto Malassezina (CV-8684)

Se afiadié dimetilformamida (20 ml) a un matraz seco de fondo redondo de dos bocas de 100 ml en argén a 0 °C. Se
afiadié POCI3 (0,75 g, 0,0048 mol) lentamente mientras se mantenia la temperatura interna por debajo de 5 °C durante
10 min. Después de 30 minutos de agitacién a 0 °C, se afiadié lentamente una solucién del compuesto 4 (1,0 g, 0,004
mol) en dimetilformamida (5 ml) mientras se mantenia la temperatura interna por debajo de 5 °C durante 10 min. La mezcla
resultante se agité a temperatura ambiente durante la noche. Luego se complet6 la reaccidbn (monitoreada por TLC
utilizando 20 % de acetato de etilo/hexanos). La mezcla de reaccién se vertid en bicarbonato de sodio acuoso saturado
(150 ml) y se agit6é durante 1 hora. La mezcla resultante se extrajo con acetato de etilo (2 x 100 ml). Las capas organicas
se combinaron y lavaron con agua, NaCl saturado y se secaron sobre Na>SO.. El solvente se filtré y se concentré al vacio
para dar un sélido marrén. El compuesto bruto se purific6 mediante cromatografia en columna (0-20 % de acetato de
etilo/hexanos). Se obtuvo el compuesto Malassezina (CV-8684) como un sélido rosa claro (0,82 g, 74 %).

Pureza por HPLC: 97,8 % (% de area). Espectro de "H-RMN, '3C consistente con la estructura. ESI-EM: Calculado para:
C1gH1sN20 (M + H)+: 275, encontrado: 275,2

Sintesis del compuesto indolo[3,2-b]carbazol (CV-8685).Se afiadi® HCI concentrado (0,25 ml) a una solucién de
malassezina (0,75 g) en tetrahidrofurano (120 ml) a temperatura ambiente. La mezcla resultante se calentd a reflujo
durante la noche. Luego se completé la reaccién (monitoreada por TLC utilizando 40 % de acetato de etilo/hexanos). La
mezcla de reaccién se enfri6 a temperatura ambiente y se agité durante 1 hora. Se filtrd el sélido, se lavd con
tetrahidrofurano (20 ml) y se secé para dar indolo[3,2-b]carbazol (CV-8685) sélido amarillo claro (0,55 g, 78%).

Pureza por HPLC: 96,22 % (% de area). Espectro de '"H-RMN, '3C consistente con la estructura. ESI-EM: Calculado para:
CigH13N2 (M + H)+: 257, encontrado: 257,5.

Se sintetizaron el compuesto | (“CV-8686") y el compuesto IV (“CV-8687") de acuerdo con el esquema que se muestra en
la Figura 2B.

Sintesis del compuesto 5

A un matraz secado al horno se afiadié PtCI2 (1,0 g, 0,0038 mol), Na2CO3 (6,1 g, 0,057 mol), 6-metil indol (10,0 g, 0,076
mol) y el compuesto 2 (10,0 g, 0,038 mol) en dioxano (250 ml). El matraz se desgasificé con nitrégeno, se selld y se
calent6 a 100 °C durante la noche. Luego se completd la reaccion (monitoreada por TLC utilizando 10 % de acetato de
etilo/hexanos). El disolvente se evapord a presién reducida. La mezcla de reaccién se diluyd con acetato de etilo (400 ml),
la mezcla de reaccién se lavé con agua, NaCl saturado y se secd sobre Na>SO.. El disolvente se filtré y se concentré al
vacio para dar como un aceite marrén. Compuesto bruto purificado mediante cromatografia en columna (10 % de acetato
de etilo/hexano). El compuesto 5 se obtuvo como un sélido de color marrén claro (6,5 g, 47%).

Sintesis del compuesto 6

Se agreg6 carbonato de potasio (7,4 g, 0,054 mol) a una solucién de mezcla del compuesto 5 (6,5 g, 0,018 mol) en
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metanol (150 mL) y agua (50 mL) a temperatura ambiente. La suspensién resultante se calentd a reflujo durante la noche.
Luego se completd la reaccion (monitoreada por TLC utilizando 20 % de acetato de etilo/hexanos). La mezcla de reaccién
se enfrié a temperatura ambiente y el solvente se concentré al vacio. El residuo se recogi6 en acetato de etilo (200 ml) y
se lavé con agua y salmuera, luego se sec6 (sulfato de sodio), se filtrd y el solvente se concentrd al vacio para dar un
sélido marrén. Compuesto bruto purificado mediante cromatografia en columna (20 % de acetato de etilo/hexano). El
compuesto 6 se obtuvo como un sélido de color naranja (3,3 g, 72 %).

Sintesis del compuesto compuesto | (CV-8686)

Se afiadié dimetilformamida (20 ml) a un matraz seco de fondo redondo de dos bocas de 100 ml en argén a 0 °C. Se
afadid lentamente POCI3 (0,6 g, 0,0038 mol) mientras se mantiene la temperatura interna por debajo de 5 °C durante 10
min. Después de 30 minutos de agitacién a 0 °C, afiadié lentamente una solucién del compuesto 6 (1,0 g, 0,0038 mol)
en dimetilformamida (5 ml) mientras se mantenia la temperatura interna por debajo de 5 °C durante 10 min. La mezcla
resultante se agité a temperatura ambiente durante la noche. Luego se complet6 la reaccidbn (monitoreada por TLC
utilizando 20 % de acetato de etilo/hexanos). La mezcla de reaccién se vertié en bicarbonato de sodio acuoso saturado
(150 ml) y se agit6é durante 1 hora. La mezcla resultante se extrajo con acetato de etilo (2 x 100 ml). Las capas organicas
se combinaron y lavaron con agua, NaCl saturado y se secaron sobre Na>SO.. El solvente se filtré y se concentré al vacio
para dar un sélido marrén. El compuesto bruto se purific6 mediante cromatografia en columna (0-20 % de acetato de
etilo/hexanos). Se obtuvo el compuesto | (CV-8686) como un sélido rosa claro (0,84 g, 75 %).

Pureza por HPLC: 97,01 % (% de area). Espectro de '"H-RMN, '3C consistente con la estructura. ESI-EM: Calculado para:
C1gH17N20O (M + H)+: 289, encontrado: 289,1 Sintesis del compuesto compuesto IV (CV-8687)

Se agregd HCI concentrado (0,3 mL) a una solucidén del compuesto | (1,0 g) en tetrahidrofurano (125 mL) a temperatura
ambiente. La mezcla resultante se calent6 a reflujo durante la noche. Luego se completé la reacciéon (monitoreada por
TLC utilizando 40 % de acetato de etilo/hexanos). La mezcla de reaccién se enfrié6 a temperatura ambiente y se agité
durante 1 hora. Se filtrd el sélido, se lavd con tetrahidrofurano (20 ml) y se sec6 para dar el compuesto IV (CV-8687)
sélido amarillo claro (0,84 g, 89 %).

Pureza por HPLC: 98,4 % (% de area). Espectro de "H-RMN, '3C consistente con la estructura. ESI-EM: Calculado para:
CigH1sN2 (M + H)+: 271, encontrado: 271,3.

Se sintetizé el compuesto Il (“CV-8688") de acuerdo con el esquema que se muestra en la Figura 2C.
Sintesis del compuesto 7

Se afiadié yoduro de cobre (0,53 g, 10 % mol) y PdCIx(PPhs)4 (1,0 g, 5 % mol) a una solucidén desgasificada del compuesto
1 (9,0 g, 0,03 mol), 3-metoxi-1-butino (2,8 g, 0. 035 mol) en trietilamina (150 ml) a temperatura ambiente. Después de
agitar a temperatura ambiente durante 2 horas. La reaccidén se completd (se controld por TLC usando 10 % de acetato de
etilo/hexanos). La mezcla de reaccién se diluyé con acetato de etilo (300 ml), la mezcla de reaccidn se lavo con agua,
NaCl saturado y se sec6 sobre NaxSO4. El disolvente se filtrd y se concentrd al vacio para dar como un aceite marrén. El
compuesto bruto se purificé mediante cromatografia en columna (10 % de acetato de etilo/hexano). El compuesto 7 se
obtuvo como un liquido amarillo claro (7,0 g, 90 %).

Sintesis del compuesto 8

A un matraz secado al horno se afiadi6é PtCI2 (0,68 g, 0,0025 mol), Na2CO3 (4,0 g, 0,038 mol), indol (6,0 g, 0,05 mol) y
compuesto 7 (10,0 g, 0,025 mol) en dioxano (250 ml). El matraz se desgasificé con nitrégeno, se selld y se calenté a 100
°C durante la noche. Luego se completé la reaccién (monitoreada por TLC utilizando 10 % de acetato de etilo/hexanos).
El disolvente se evaporé a presidon reducida. La mezcla de reaccién se diluyé con acetato de etilo (400 ml), la mezcla de
reaccién se lavé con agua, NaCl saturado y se secé sobre Na,SO4. El disolvente se filtré y se concentré al vacio para dar
como un aceite marrébn. Compuesto bruto purificado mediante cromatografia en columna (10 % de acetato de
etilo/hexano). El compuesto 8 se obtuvo como un sélido de color marrén claro (3,5 g, 77%).

Sintesis del compuesto 9

Se agregé carbonato de potasio (3,8 g, 0,027 mol) a una solucién de mezcla del compuesto 8 (3,3 g, 0,0091 mol) en
metanol (75 mL) y agua (25 mL) a temperatura ambiente. La suspensién resultante se calenté a reflujo durante la noche.
Luego se completd la reaccion (monitoreada por TLC utilizando 20 % de acetato de etilo/hexanos). La mezcla de reaccién
se enfrié a temperatura ambiente y el solvente se concentré al vacio. El residuo se recogi6 en acetato de etilo (200 ml) y
se lavé con agua y salmuera, luego se sec6 (sulfato de sodio), se filtrd y el solvente se concentrd al vacio para dar un
sélido marrén. Compuesto bruto purificado mediante cromatografia en columna (20 % de acetato de etilo/hexano). El
compuesto 9 se obtuvo como un sélido de color naranja (2,1 g, 88 %).

Sintesis del compuesto compuesto Il (CV-8688)
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Se afiadié dimetilformamida (20 ml) a un matraz seco de fondo redondo de dos bocas de 100 ml en argdn a 0 °C. Se
afiadié POCI3 (0,76 g, 0,005 mol) lentamente mientras se mantenia la temperatura interna por debajo de 5 °C durante 10
min. Después de 30 minutos de agitacidén a 0 °C, se afiadi6é lentamente una solucién del compuesto 9 (1,3 g, 0,005 mol)
en dimetilformamida (5 ml) mientras se mantenia la temperatura interna por debajo de 5 °C durante 10 min. La mezcla
resultante se agité a temperatura ambiente durante la noche. Luego se complet6 la reaccidbn (monitoreada por TLC
utilizando 20 % de acetato de etilo/hexanos). La mezcla de reaccidn se vertié en bicarbonato de sodio acuoso saturado
(150 ml) y se agit6é durante 1 hora. La mezcla resultante se extrajo con acetato de etilo (2 x 100 ml). Las capas organicas
se combinaron y lavaron con agua, NaCl saturado y se secaron sobre Na>SO.. El solvente se filtr y se concentré al vacio
para dar un sélido marrén. El compuesto crudo cristalizé en cloroformo (25 ml). Se obtuvo el compuesto Il (CV-8688)
como un sélido rosa claro (0,81 g, 53 %).

Pureza por HPLC: 98,94 % (% de area). Espectro de '"H-RMN, '3C consistente con la estructura. ESI-EM: Calculado para:
C1gH17N20 (M + H)+: 289, encontrado: 289,0.

Ejemplo 6

Morfologia celular

La morfologia celular tipica después de varios tratamientos se muestra en las figuras 5A-5K, 6A-6K, 7A-7K, 8A-8K, 9A-
9K, 10A-10K, 11A-11K y 12A-12K. La morfologia de ambas lineas celulares se vio afectada significativamente por 100
MM de CV-8684 y CV-8688, asi como por el tratamiento con estaurosporina a las 6 horas. CV-8685 parecié afectar
solamente a WM115 a 100 uM.

Ejemplo 7

Actividad inductora de apoptosis de malassezina y derivados de malassezina — Ensayos de anexina V
preliminares

Materiales y reactivos

El kit de ensayo de anexina V-FITC se adquirié de Beyotime Biotechnology, el medio RPMI 1640 y el medio Eagle
modificado de Dulbecco ("DMEM") se adquirieron de Gibco, el suero fetal bovino ("FBS") se adquiri6 de Invitrogen,
solucién antibiética antimicética estabilizada (100x) se compré a Sigma, y 0,25 % de tripsina-EDTA (1X), rojo de fenol se
compré a Invitrogen.

Cultivo celular

Las células MeWo (ATCC® HTB-65™) y WM115 (ATCC® CRL-1675) se adquirieron de ATCC (Manassas, VA) y se
mantuvieron del siguiente modo: para MeWo: DMEM suplementado con 10 % de FBS; para WM115: RPMI 1640
suplementado con 10 % de FBS (10 % de FBS, 1 % de solucién antibiética antimicética estabilizada).

Resumen del estudio

En las etapas intermedias de apoptosis, se traslocé la fosfatidilserina (“PS”) de la valva interior a la exterior de la
membrana celular, lo que expone PS al ambiente extracelular, donde se puede detectar. Los conjugados de anexina V
altamente fluorescentes proporcionan métodos de deteccion rapidos y fiables para estudiar la externalizacién de PS.

Durante el primer conjunto de estudios, tanto las células MeWo como las WM115 se trataron con compuestos de prueba
a 10 dosis a partir de 100 pM con una dilucién de 3 veces. Se utilizé estaurosporina como control positivo. Después del
tratamiento de 6 horas, se evalud la apoptosis celular usando un ensayo de anexina V. Los compuestos de prueba
evaluados fueron CV-8684, CV-8685, CV-8686, CV-8687, y CV-8688.

Procedimientos de ensayo

Para la siembra de células, se cosecharon las células y se determind la cantidad de células utilizando el contador de
células Countess®. A continuacién, las células se diluyeron con medio de cultivo hasta la densidad deseada. Se afiadieron
40 pl de suspensién celular por pozo al nimero requerido de pozos en una placa de 384 pozos (Corning 3712 - placa de
fondo transparente). La densidad celular final fue de 6,000 células/pozo. Después de la siembra en placa, las placas se
incubaron a 37 °C y 5 % de CO; durante la noche.

Para la preparacién de la placa fuente de compuestos, se disolvié cada compuesto de prueba en DMSO hasta una
solucién madre 10 mM. Se realizé una dilucién en serie de 3 veces utilizando un manipulador de liquidos EVO200™
(TECAN) para generar diez concentraciones de compuesto de prueba. Se empleé DMSO al 0,1 % como control (negativo)
de vehiculo. La placa fuente de compuesto se centrifugé luego a temperatura ambiente a 1,000 RPM durante 1 minuto y

41



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 3018 759 T3

se agitd usando un agitador de placas durante 2 minutos.

Para el tratamiento del compuesto, se transfirieron 40 nL de compuesto de la placa fuente de compuestos a la placa de
cultivo de 384 pocillos utilizando un manipulador de liquidos Echo550 (LabCyte Inc.). Después de 6 horas de incubacién,
las placas se retiraron de la incubadora para su deteccién.

Para el ensayo de anexina V preliminar, se retiraron las placas de la incubadora y se dejaron equilibrar a temperatura
ambiente durante 15 minutos. Luego se elimind el medio de cultivo. Se afladieron a cada pozo 20 pL de anexina V-FITC
premezclada y solucién de trabajo de tinte Hoechst33342. A continuacién, las células se incubaron a temperatura
ambiente durante 20 minutos. Las placas se sellaron y centrifugaron durante 1 minuto a 1,000 RPM para eliminar las
burbujas. Posteriormente, la placa se leyé utilizando un lector de placas Acumen eX3. La actividad relativa se calculé de
acuerdo con la siguiente férmula: Actividad (%) = 100 % x (ConteOanexina VVCONteOiula total), ¥ S€ calculd la ECso usando
GraphPad Prism (v. 5,01).

Resultados

En el anélisis preliminar planteado arriba, CV-8688 aumenté notoriamente la tincién de anexina V de las células MeWo,
con un EC50 de 908,57 nM. La estaurosporina, el control positivo, aumenté considerablemente la tincién de Anexina V
en ambas lineas celulares. (Figuras 3A-3M).

Ejemplo 8

Actividad inductora de apoptosis de malassezina y derivados de malassezina: evaluacién adicional mediante
ensayos de AnexinaV

Resumen del estudio

Para investigar adicionalmente el impacto de los compuestos de prueba sobre la apoptosis, se realizaron multiples
lecturas, que cubren diferentes etapas de la apoptosis, en las células MeWo y WM115. Ambos tipos de células se trataron
con compuestos de prueba a 3 dosis (100 pM, 10 uM y 1 uM). Se utilizé estaurosporina como control positivo. Después
del periodo de tratamiento deseado (6, 24, 48 o 72 horas), se evalué la apoptosis midiendo los porcentajes de células que
demostraban la unién de la anexina V después de la exposicién a los compuestos de prueba. Los compuestos de prueba
evaluados fueron CV-8684, CV-8685 y CV-8688.

Procedimientos de ensayo

La siembra de células se realizé como se planted arriba con las siguientes excepciones: la densidad celular final fue de
4,000 células/pocillo para las detecciones de 6 horas y 24 horas, mientras que se utilizaron 2,000 células/pocillo para las
detecciones de 48 horas y 72 horas. Para cada punto de tiempo, se prepararon placas de fondo transparente de 384
pozos (Corning 3712) y placas de fondo blancas sélidas (Corning 3570). Las placas se incubaron como se discutié
anteriormente.

Para la preparacién de la placa fuente de compuestos, se disolvié cada compuesto de prueba en DMSO hasta una
solucién madre 10 mM. Dos concentraciones adicionales fueron generaciones por dilucién de 10 vecesa 1 mM y 0,1 mM.
Se usb estaurosporina como control positivo y 1 % de DMSO como control de vehiculo (negativo). La placa de origen del
compuesto se centrifugé a temperatura ambiente a 1,000 rpm durante 1 minuto y se agité usando un agitador de placas
durante 2 minutos.

Se transfirieron 400 nL de compuesto de prueba de la placa fuente de compuestos a las placas de cultivo de 384 pocillos
utilizando el manipulador de liquidos Echo550. Después de 6, 24, 48 y 72 horas, las placas se retiraron de la incubadora
para las detecciones.

Para el ensayo de anexina V, se retiraron las placas de la incubadora y se equilibraron a temperatura ambiente durante
15 minutos. Se elimind el medio de cultivo y las células se lavaron dos veces con PBS. Se afiadieron 20 pl de solucién de
trabajo de anexina V-FITC premezclada a cada pozo. Las células se incubaron a temperatura ambiente durante 20
minutos. Las placas se leyeron usando Acumen eX3 para contar el niUmero de células positivas a FITC. La actividad
relativa se calcul6é de acuerdo con la siguiente formula: Actividad relativa (%) = 100 % x (Conteomyestra/CONtEOVehiculo)-

Resultados

CV-8684 indujo la apoptosis en la mayor concentracién evaluada después de 6 horas de tratamiento en las células MeWo
y WM115. CV-8685 mostré el efecto de induccién dentro de 24 horas de tratamiento en WM115, mientras que 48 horas
de tratamiento parecieron provocar apoptosis en ambos tipos de células. Finalmente, CV-8688 mostré el efecto de
induccién dentro de las 6 horas posteriores al tratamiento de una manera dependiente de la dosis en ambos tipos de
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células. (Figuras 4A-4L).
Ejemplo 9

Viabilidad celular después de la exposiciéon a Malassezina y derivados de Malassezina — Ensayos CellTiter-Glo®

Procedimientos de ensayo

El ensayo CellTiter-Glo® 2,0 se adquirié de Promega. La siembra celular, la preparacién de la placa fuente del compuesto
y la exposicién de las células a los compuestos de prueba se realizaron como se describe en el Ejemplo 8.

Para el ensayo CellTiter-Glo®, se retiraron las placas de la incubadora y se equilibraron a temperatura ambiente durante
15 minutos. Los reactivos CellTiter-Glo® se descongelaron y equilibraron a temperatura ambiente antes del experimento.
A continuacién, se afladieron 40 pl de reactivo CellTiter-Glo® a cada pozo para la deteccién (en una proporcién de 1:1
con respecto al medio de cultivo). A continuacién, las placas se incubaron a temperatura ambiente durante 30 minutos y
se leyeron usando un lector de placas EnSpire (PerkinElmer). La actividad restante se calculé de acuerdo con la siguiente
formula:

Actividad restante (%) = 100% X (LuMmuestra - LUMkg )/ (LUMyehiculo - LUMIkg).
Resultados
CV-8684 mostré inhibicién de la viabilidad celular dependiente de la dosis en ambas lineas celulares probadas, aunque
el efecto inhibidor parecié ser mas potente en las células MeWo. CV-8685 mostré el efecto inhibidor sobre la viabilidad de
las células WM115 de una manera dependiente de la dosis solo después de un tratamiento de 24 horas. CV-8688 inhibi6
la viabilidad de ambos tipos de células de una manera dependiente de la dosis. La estaurosporina, el control positivo,

ejercié una inhibicién del 100 % de la viabilidad celular en ambas lineas celulares después de un tratamiento de 24 horas.
(Figuras 13A-13K).

Ejemplo 10

Citotoxicidad de malassezina y derivados de malassezina: Ensayos de liberacidn de lactato deshidrogenasa

Resumen del estudio

El ensayo LDH mide cuantitativamente la liberacion de lactato deshidrogenasa (“LDH”) a los medios desde las células
dafladas como un biomarcador para la citotoxicidad y la citélisis.

Procedimientos de ensayo

Se adquirié el ensayo de integridad de membrana homogénea CytoTox-ONE™ de Promega. La siembra celular, la
preparacién de la placa fuente del compuesto y la exposicién de las células a los compuestos de prueba se realizaron
como se describe en el Ejemplo 8.

Para el ensayo de liberacién de LDH, las placas se retiraron de la incubadora y se equilibraron a temperatura ambiente
durante 15 minutos. A continuacién, las placas se centrifugaron a 1,000 rpm durante 1 minuto. Se transfirieron 20 pl de
medio de cultivo celular a una nueva placa sélida negra de 384 pozos. Luego, se agregaron 20 pl de CytoTOX-ONE™ en
cada pozo y se incubaron a temperatura ambiente durante 10 minutos. Posteriormente, se afiadieron 10 pl de solucién
de parada a cada pozo y las placas se agitaron a 500 rpm durante 1 minuto. Las placas se leyeron usando una longitud
de onda de excitacién de 560 nm y una longitud de onda de emisién de 590 nm en EnSpire. La actividad relativa se calculé
de acuerdo con la siguiente férmula:

Actividad relativa (%) = 100% X (LUMmuyestra — LUMpkg)/(LUMyehiculo — LUMpKg).
Resultados

CV-8684 no indujo una liberacién significativa en ninguna de las lineas celulares después de 72 horas de incubacién. CV-
8685 mostré un efecto de induccién dependiente de la dosis sobre la liberacién de LDH de las células WM115, pero no
MeWo, después de un tratamiento de 24 horas. CV-8688 indujo la liberacién de LDH a la concentracién mas alta probada.
(Figuras 14A-14L).
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Ejemplo 11

Potencial de activacién del receptor de hidrocarburos de arilo de malassezina y derivados de malassezina

Procedimientos de ensayo

Las células HepG2-AhR-Luc se adquirieron de Pharmaron, el sistema de ensayo de luciferasa One-Glo se adquirié de
Promega, el DMEM se adquirié de Hyclone y la penicilina/estreptomicina se adquirié de Solabio.

Se prepararon los medios de cultivo para las células HepG2 transfectadas de forma estable complementando DMEM con
alta glucosa y L-glutamina, asi como FBS al 10 %.

Se cultivaron las células HepG2-AhR-Luc en matraces T-75 a 37 °C, CO2 al 5 % y una humedad relativa del 95 %. Se
permitié que las células alcanzaran un 80-90 % de confluencia antes de la separacion y divisién.

Se enjuagaron las células cultivadas con 5 mL de PBS. Se aspiré el PBS, se afiadieron 1,5 ml de tripsina al matraz y las
células se incubaron a 37 °C durante aproximadamente 5 minutos o hasta que las células se desprendieron y flotaron. La
tripsina se inactivd afiadiendo un exceso de medio que contenia suero.

Se transfirié la suspensién celular a un tubo cénico y se centrifugd a 120 g durante 10 minutos para sedimentar las células.
Las células se resuspendieron en un medio de siembra a una densidad adecuada. Se transfirieron 40 pL de células a una
placa de cultivo de 384 pozos (5 x 10° células/pozo). Las placas se colocaron en la incubadora a 37 °C durante 24 horas.
A continuacién, se prepararon soluciones madre de compuestos de prueba y control positivo de omeprazol. Se
transfirieron 40 nL de soluciones de compuesto a la placa de ensayo utilizando Echo550. A continuacién, la placa se volvid
a colocar en la incubadora para el tratamiento del compuesto.

Posteriormente, después de 24 horas de tratamiento, se sacé la placa de la incubadora y se dej6 enfriar a temperatura
ambiente. En cada pozo se afiadieron 30 pL de reactivo One-Glo igual al del medio de cultivo. Se permitié que las células
se lisaran durante al menos 3 minutos y luego se midieron en un luminémetro.

Se graficaron las respuestas a la dosis utilizando el anélisis de regresién no lineal en XLfit, y también se calcularon los
valores de ECso.

Resultados
Los resultados del ensayo de AhR-Luciferasa se muestran en las Figuras 15A-15F.
Ejemplo 12

Ensayos MelanoDerm™

Resumen del estudio

El propésito de este estudio es evaluar la posible irritacion dérmica del articulo de prueba para el modelo de piel
MelanoDerm™ después de exposiciones repetidas para la seleccién de dosis para un estudio posterior. La toxicidad se
determinara midiendo la conversién relativa de MTT (bromuro de 3-{4,5-dimetiltiazol-2-il] -2,5-difeniltetrazolio) en los
tejidos tratados con el articulo de prueba en comparacién con los tejidos tratados con el control negativo/solvente.

El modelo de piel MelanoDerm™ proporcionado por MatTek Corporation (Ashland, MA) se utilizara en este estudio. El
tejido MelanoDerm™ consiste en queratinocitos epidérmicos normales derivados de seres humanos (NHEK) y
melanocitos (NHM) que han sido cultivados para formar un modelo multicapa altamente diferenciado de la epidermis
humana. Los NHM dentro de los cocultivos experimentan una melanogénesis espontdnea que conduce a tejidos de
diferentes niveles de pigmentacién. Los cultivos se cultivan en insertos de cultivo celular en la interfaz aire-liquido, lo que
permite la aplicacién tépica de moduladores cutaneos. El modelo MelanoDerm™ exhibe caracteristicas morfolégicas y
ultraestructurales similares ain vivo. Los NHM localizados en la capa de células basales de los tejidos MelanoDerm™ son
dendriticos y producen espontdneamente granulos de melanina que pueblan progresivamente las capas del tejido. Por
tanto, el sistema de prueba se puede utilizar para seleccionar materiales que puedan inhibir o estimular la produccién de
melanina en relacién con los controles negativos.

El disefio experimental de este estudio consiste en la determinacién del pH del articulo de prueba puro en caso de ser
posible (y/o la solucién dosificadora seguin corresponda) y un ensayo definitivo para determinar la viabilidad del tejido
relativa después de exposiciones repetidas. El modelo de piel MelanoDerm™ estara expuesto al articulo de prueba
durante un total de 7 dias. El articulo de prueba se aplicara tépicamente al modelo de piel MelanoDerm™ cada 48 horas
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(dentro de un plazo de 4812 horas desde el tratamiento anterior). La toxicidad del articulo de prueba sera determinada
por la reduccién de MTT con enzima microsomal dependiente de NAD(P)H (y, en menor grado, por la reduccién de
succinato deshidrogenasa de MTT) en tejidos de control y tratados con articulo de prueba. (Berridge et al., 1996). Los
datos se presentaran en forma de supervivencia relativa (conversién de MTT en relacién con el control negativo).

Materiales

El medio de mantenimiento MelanoDerm™ (EPI-100-LLMM) y el modelo de piel MelanoDerm™ (MEL-300-A) fueron
suministrados por MatTek Corporation. Sigma suministré 1 % de acido kéjico (preparado en agua desionizada estéril) y
MTT (bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio). El medio de Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) que
contenia 2 mM de L-glutamina (medio de adicion MTT) fue suministrado por Quality Biological. Aldrich suministré
isopropanol. La solucién salina amortiguada con fosfato de Dulbecco libre de Ca++ y Mg++ estéril (CMF-DPBS) fue
suministrada por Invitrogen o equivalente. El agua desionizada estéril fue suministrada por Quality Biological o
equivalente. E| DMSO fue suministrado por CiVenti Chem.

Procedimientos de ensayo

Los articulos de prueba generalmente se examinaran puros o segln lo indique el Patrocinador (véase Anexo del protocolo
1). Se aplicaran diez microlitros (10 pL) o 25 UL de cada articulo de prueba directamente sobre el tejido para cubrir la
superficie superior. Dependiendo de la naturaleza del articulo de prueba (liquidos, geles, cremas, espumas, etc.), puede
ser necesario el uso de un dispositivo dosificador, malla u otra ayuda para permitir la distribucién uniforme del articulo de
prueba sobre la superficie del tejido.

En los dias de la dosificacién, cada articulo de prueba se diluird por lo menos 200 veces utilizando el volumen adecuado
de EPI-100-LLMM (o un disolvente alternativo, seglin se determine durante el ensayo de solubilidad). Se preparara una
nueva dilucion en EPI-100-LLMM para cada dosificacion. La dilucién final a realizar para la preparacion de la solucidén de
dosificacién se determinara a partir de la evaluacién de solubilidad anterior y se documentara en el libro de trabajo del
estudio.

DMSO diluido como 0,5 % (v/v) en EPI-100-LLMM se utilizard como control vehiculo y se dosificara a los tejidos (dosis de
10 yL y 25 pL) seguin el mismo procedimiento utilizado para los articulos de prueba y los controles del ensayo.

Los articulos de prueba se aplicaran tépicamente al tejido de MelanoDerm™ cada 48 horas (dentro de un marco de 48+2
horas del tratamiento anterior) durante un ensayo de 7 dias. Se aplicardn a cada tejido diez y 25 microlitros,
respectivamente, de cada articulo de prueba. Se aplicaran a cada tejido veinticinco microlitros de los controles positivo y
negativo, respectivamente.

Se determinaré el pH del articulo de prueba liquido puro (y/o solucidén de dosificacion segln sea necesario), en caso de
ser posible. El pH se determinard usando papel de pH (por ejemplo, con un intervalo de pH de 0 — 14 para estimar y/o un
intervalo de pH de 5 — 10 para determinar un valor més preciso). Los incrementos de pH tipicos en el papel de pH de
intervalo més estrecho son aproximadamente de 0,3 a 0,5 unidades de pH. El incremento maximo en el papel de pH es
de 1,0 unidades de pH.

El ensayo definitivo incluird un control negativo y un control positivo. Los tejidos MelanoDerm™ designados para el control
negativo del ensayo se trataran con 25 pL de agua desionizada estéril. Se utilizaran veinticinco microlitros de 1 % de éacido
kéjico (preparado en agua desionizada estéril y filtrado en el momento de la preparacién) para dosificar los tejidos
designados El 1 % de 4cido kéjico se almacenara en un tubo cubierto con papel de aluminio hasta que se use dentro de
las 2 horas posteriores a la preparacion. Los tiempos de exposicién de los controles negativo y positivo seréan idénticos a
los utilizados para los articulos de prueba.

Es necesario evaluar la capacidad de cada articulo de prueba de reducir directamente el MTT. Se preparara una solucién
de MTT de 1,0 mg/ml en medio de adicién de MTT como se describe a continuacién. Se agregaran aproximadamente 25
ML del articulo de prueba a 1 mL de la solucién de MTT y la mezcla se incubara en la oscuridad a 37°C + 1°C durante una
a tres horas. Un control negativo, 25 pL de agua desionizada estéril, se analizard al mismo tiempo. Si el color de la solucién
MTT se vuelve azul/violeta, se presume que el articulo de prueba ha reducido el MTT. Los materiales de prueba insolubles
en agua pueden mostrar reduccidn directa (oscurecimiento) solo en la interfaz entre el articulo de prueba y el medio.

La prueba de reduccién directa de MTT para los articulos de prueba se puede haber realizado anteriormente en un estudio
independiente. En tales casos, los resultados de la prueba de reduccién directa MTT se pueden utilizar para este estudio
especifico y se hara referencia al estudio inicial.

Exposicién del tejido: Al menos 16 horas después de iniciar los cultivos, se fotografiaran dos tejidos MelanoDerm™
(considerados no tratados en el dia 0) con una camara digital para ayudar en la evaluacidén visual del grado de
pigmentacién de los tejidos en el tiempo cero del ensayo. Los procedimientos exactos utilizados para recopilar imagenes
de los tejidos se especificaran en el libro de trabajo del estudio y en el informe. Los tejidos MelanoDerm™ se enjuagarén
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con CMF- DPBS, se secaran en papel absorbente estéril y se eliminaran el exceso de liquido. Los tejidos MelanoDerm™
se transferirdn a los pozos que contienen MTT apropiados después del enjuague y se procesaran en el ensayo MTT como
se describe en la seccién Ensayo MTT.

Al menos 16 horas después de iniciar los cultivos, se moveran los tejidos a una placa de 6 pocillos nueva que contenga
0,9 mL de EPI-100-LLMM precalentado nuevo. La prueba se llevard a cabo durante un periodo de 7 dias. Se trataran dos
tejidos por via topica el primer dia y cada 48 horas (en un plazo de 48 +/-2 horas desde el tratamiento anterior) con 10 y
25 microlitros, respectivamente, de cada articulo de prueba. El medio se actualizaré diariamente (dentro de un plazo de
24 +/- 2 horas desde la realimentacidn anterior); los tejidos se trasladaran a una nueva placa de 6 pozos que contiene 0,9
mL de EPI-100-LLMM fresco y precalentado.

Se tratarén dos tejidos por via topica el primer dia y cada 48 horas (en un plazo de 48 +/- 2 horas desde el tratamiento
anterior) con 25 uL de controles positivos y negativos, respectivamente. El medio se actualizara diariamente (dentro de
un plazo de 24 +/- 2 horas desde la realimentacidn anterior); los tejidos se trasladaran a una nueva placa de 6 pozos que
contiene 0,9 mL de EPI-100-LLMM fresco y precalentado. Los tejidos se incubarén a 37+1°C en atmdsfera humidificada
de 5£1% CO2 en aire (condiciones estandar de cultivo) para los tiempos de exposicién adecuados.

En los dias de dosificacion, el tejido de MelanoDerm™ se enjuagara suavemente primero tres veces utilizando ~ 500 pyL
de CMF-DPBS para retirar cualquier articulo de prueba residual. Luego, los tejidos se trasladarén a una nueva placa de
6 pozos que contiene 0,9 mL de EPI-100-LLMM fresco precalentado y se dosificard con el articulo de prueba apropiado,
control negativo o positivo. Los tejidos se incubardan a 37+1°C en atmésfera humidificada de 5+1% CO2 en aire
(condiciones estandar de cultivo) para los tiempos de exposicién adecuados. El procedimiento de enjuague exacto se
documentara en el libro de trabajo del estudio.

Al final de la prueba de 7 dias, los tejidos MelanoDerm™ dosificados con el control negativo o positivo, y con cada articulo
de prueba, se fotografiardn con una camara digital para ayudar en la evaluacién visual del grado de pigmentacién de los
tejidos en el final del ensayo (Dia 7). Los procedimientos exactos utilizados para recopilar imagenes de los tejidos se
especificaran en el libro de trabajo del estudio y en el informe. Luego, la viabilidad de los tejidos se determinard mediante
la reduccién de MTT como se indica a continuacién.

Ensayo MTT: Una solucién madre 10X de MTT preparado en PBS (filtrado en el momento de la preparacidn del lote) se
descongelara y se diluira en medio de adiciéon de MTT tibio para producir la solucién de 1,0 mg/ml no mas de dos horas
antes de su uso. Se agregaran trescientos pL de la solucién de MTT a cada pozo desighado de una placa de 24 pozos
previamente etiquetada.

Después del tiempo de exposicién, cada tejido de MelanoDerm™ designado para el ensayo de MTT se enjuagara con
CMF-DPBS, se secaré en papel absorbente estéril y se eliminara el exceso de liquido. Los tejidos MelanoDerm™ se
transferiran a los pozos que contienen MTT apropiados después del enjuague. Las placas de 24 pozos se incubaran en
condiciones estandar durante 3 + 0,1 horas.

Después de 3 + 0,1 horas, los tejidos MelanoDerm™ se secaran en papel absorbente estéril, se eliminaré el exceso de
liquido y se transferiran a una placa de 24 pocillos preetiquetada que contenga 2,0 mL de isopropanol en cada pocillo
designado. Las placas se cubriran con parafilm y se conservaran en el refrigerador (2-8°C) hasta que se recoja el ultimo
tiempo de exposicién. Si es necesario, las placas pueden almacenarse durante la noche (o hasta 24 horas después de
cosechar el Ultimo tiempo de exposicién) en el refrigerador antes de extraer el MTT. Luego, las placas se agitaran durante
al menos 2 horas a temperatura ambiente. Al final del periodo de extraccién, el liquido dentro de los insertos de cultivo
celular se decantara en el pozo del que se tomé el inserto de cultivo celular. La solucién de extracto se mezclara y se
transferiran 200 pL a los pozos correspondientes de la placa de 96 pozos. Se agregaran doscientos L de isopropanol a
los pozos designados como blancos. La absorbancia a 550 nm (OD550) de cada pozo se medira con un lector de placas
Vmax de Molecular Devices (con la funcién AUTOMIX encendida).

En los casos en los cuales se demuestre que el articulo de prueba reduce el MTT, solo los articulos de prueba que
permanezcan unidos al tejido después del enjuague, que producen una sefial de reduccién de MTT falsa, presentan un
problema. Para demostrar que el posible articulo de prueba residual no esta actuando para reducir directamente el MTT,
se realiza una verificacidén funcional en el ensayo definitivo para demostrar que el material de prueba no se une al tejido
y conduce a una sefial de reducciéon de MTT falsa.

Para determinar si el articulo de prueba residual esta actuando para reducir directamente el MTT, se usa un tejido de
control muerto por congelacién. El tejido muerto por congelacion se prepara en el [IVS colocando tejidos
MelanoDerm™/EpiDerm™ (Melanoderm™ sin melanocitos) sin tratar en el congelador a -20°C al menos durante la noche,
descongelando a temperatura ambiente y luego volviendo a congelar. Una vez sacrificado, el tejido puede almacenarse
indefinidamente en el congelador. Los tejidos muertos por congelacién pueden recibirse ya preparados de MatTek
Corporation y almacenarse en el congelador a-20°C hasta su uso. Para probar la reduccién del articulo de prueba residual,
los tejidos muertos se tratan con el articulo de prueba de la manera normal. Todos los procedimientos de ensayo se
realizaran de la misma manera que para el tejido viable. Al menos un control muerto tratado con agua desionizada estéril
(control muerto negativo) se probara en paralelo ya que se espera una pequefia cantidad de reducciéon de MTT a partir
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del NADH residual y las enzimas asociadas dentro del tejido muerto.

Si se observa poca o0 ninguna reduccién de MTT en el control destruido con articulo de prueba, la reducciéon de MTT
observada en el tejido viable tratado con articulo de prueba se puede atribuir a las células viables. Si hay una reduccién
apreciable de MTT en el control muerto tratado (en relacidén con la cantidad en el tejido viable tratado), se deben tomar
medidas adicionales para tener en cuenta la reduccién quimica o el articulo de prueba puede considerarse no
comprobable en este sistema. Los valores de ODS550 de los controles muertos se analizardn como se describe a
continuacion.

Los datos de absorbancia en bruto se capturaran y se guardaradn como un archivo de impresidén y se importaran a una
hoja de célculo de Excel. Se calculara el valor medio de OD550 de los pozos en blanco. El valor medio corregido de la
OD550 de los controles negativos se determinara restando el valor medio de la OD550 de los pozos en blanco de sus
valores medios de la OD550. Los valores de OD550 corregidos de las exposiciones de los articulos de prueba individuales
y las exposiciones de los controles positivos se determinaran restando de cada uno el valor de OD550 medio de los pozos
en blanco. Todos los célculos se realizaran utilizando una hoja de célculo de Excel. Aunque los algoritmos discutidos se
realizan para calcular el analisis de punto final a nivel de grupo de tratamiento, los mismos célculos se pueden aplicar a
las réplicas individuales.

Exposicion del articulo de prueba corr. OD550 = exposicién del articulo de prueba OD550 — OD550 medio del blanco

Si se utilizan controles destruidos (KC), se realizaran los siguientes célculos adicionales para corregir la cantidad de MTT
reducida directamente por los residuos del articulo de prueba. El valor sin procesar de OD550 para el control muerto del
control negativo se restara de los valores de OD550 sin procesar de cada uno de los controles muertos tratados con el
articulo de prueba, para determinar los valores netos de ODS50 de los controles muertos tratados con el articulo de
prueba.

OD550 neto para cada articulo de prueba KC = Articulo de prueba ODS50 sin procesar KC — Control negativo de OD550
sin procesar KC

Los valores de OD550 netos representan la cantidad de MTT reducido debido a la reduccién directa de los residuos del
articulo de prueba en momentos de exposicién especificos. En general, si el valor neto de la OD550 es mayor que 0,150,
la cantidad neta de reduccién de MTT se restara de los valores corregidos de la OD350 de los tejidos tratados viables
para obtener un valor final de la OD550 corregida. Estos valores finales de OD550 corregidos se utilizaran luego para
determinar el % de viabilidades de control.

OD550 corregido final = articulo de prueba OD550 corregido (viable) — articulo de prueba ODS50 neto (KC)

Finalmente, se realizar4 el siguiente % de calculos de control:

% de viabilidad = [(OD550 final corregido del articulo de prueba o control positivo) / (OD550 medio corregido del control
negativo)] x 100

Resultados

Los resultados del ensayo MelanoDerm™ se muestran en las Figuras 16A-16K. Los tejidos tratados con Malasezina,
compuesto | y compuesto || demostraron una pigmentacién reducida el dia 7 del experimento. Las Figuras 17A-17K
muestran imagenes aumentadas 15X de muestras de MelanoDerm™ expuestas al tratamiento indicado.

Ejemplo 13

Ensayos de pez cebra

Procedimientos de ensayo

Compuestos: Los compuestos seran proporcionados por el patrocinador del estudio como solucién Madre Maestra (MS)
en la concentracién soluble més alta en agua/PBS o DMSO.

Procedimientos estandar para la recolecciéon de embriones: El pez cebra Phylonix AB se generard mediante apareamiento
natural o utilizando un sistema de produccién masiva de embriones (MEPS, Aquatic Habitats). Se generaran
aproximadamente 50 peces cebra por hembra de pez cebra. El pez cebra se mantendra a 28 °C en agua de pescado. El
pez cebra se limpiara (se eliminard el pez cebra muerto) y se clasificara por etapa de desarrollo. Debido a que el pez
cebra se nutre de un saco vitelino adherido, no se requiere alimentacién durante los 6 dias posteriores a la fertilizacién

(dpf).
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Solubilidad del compuesto: Solucién Maestra (MS) (utilizando la concentraciéon mas alta) se diluirh en DMSO puro en
soluciones sub-maestra (SS) es decir: 10, 50, 100, 200, 300 mM, etc. Agua de pescado [200 mg de sal marina instantanea
del océano (sistemas de acuario) por litro de agua desionizada; pH 6,6 — 7,0 mantenido con regulador neutro 2,5 mg/litro
(Seachem Laboratories Inc.); conductividad 850 — 950 uS], suministrado por Phylonix, se dispensara en un recipiente de
prueba, 4 ml/recipiente.

Para generar la solucién del compuesto de prueba (TS), 4 ul de cada SS se agregaran directamente al agua de mar.
Ejemplo: 4 pl de 10 mM SS afiadidos al agua de los peces generaran 10 uM TS; la concentracion final de DMSO sera del
0,1 %. Alternativamente, para obtener las mismas concentraciones finales de TS y DMSO, se pueden agregar 10 pl de
SS a 10 ml/recipiente de agua de pescado. Para los ensayos que pueden tolerar DMSO hasta un 1 %, se pueden utilizar
40 pl de SS para generar 100 uM de TS. Si se utilizan 10 ml de agua de pescado, el volumen de SS debe aumentarse
proporcionalmente para obtener las mismas concentraciones finales de TS y DMSO. La solucién se incubara a 28 °C
durante el tiempo especificado para cada ensayo y se examinara visualmente a diario para detectar la presencia de
precipitacion.

Concentracién maxima tolerable (MTC): MTC (LC1o) se utilizard como criterio estandar para la letalidad del compuesto,
determinada utilizando 10 concentraciones de compuesto. Después de determinar la concentracién mas alta de
compuesto soluble, el patrocinador del estudio seleccionara 10 concentraciones.

Se distribuiran treinta peces cebra AB de tipo salvaje de Phylonix de aproximadamente 2 dpf con corion en pocillos de
microplacas de 6 pocillos que contienen 4 ml/pocillo de agua para peces y DMSO a una concentracién que varia de 0,1-
1 % dependiendo de la solubilidad del compuesto.

Inicialmente se probaran 10 concentraciones (es decir: 0,01, 0,05, 0,1, 0,5, 1, 5, 10, 50, 100 y 500 UM (o hasta la
concentracién permitida por la solubilidad del compuesto). Si es necesario, se probaran concentraciones adicionales mas
altas (hasta 2000 pM) o mas bajas (hasta 0,001 uM).

El pez cebra se incubara con cada concentracién de compuesto de prueba en la oscuridad a 28°C durante 3 dias. El pez
cebra no tratado y tratado con 0,1-1% de DMSO se utilizara como controles de ensayo y de vehiculo. Para calcular el %
de letalidad, después del tratamiento, el nimero de peces cebra muertos se contaré diariamente y se eliminara. A 5 dpf,
los animales muertos se contaran para calcular el % de letalidad (= namero total de peces cebra muertos/30). Tenga en
cuenta que si el pez cebra muerto se desintegra, el nUmero de peces cebra muertos se deducira al contar el nimero de
peces cebra vivos.

Para calcular el MTC, las curvas de letalidad se generaran trazando el % de letalidad en funcién de la concentracién
utilizando el software EXCEL. Para obtener la media y la SD de MTC, los experimentos se realizarén 3 veces.

Evaluar visualmente el efecto del compuesto sobre la pigmentacidn de la piel del pez cebra: Las células pigmentarias de
la piel del pez cebra, incluidos los xantéforos, iridéforos y melanéforos (melanocitos), se originan en las células de la
cresta neural. En el pez cebra, las células precursoras del pigmento de la piel diferenciadas expresan pigmento a ~ 24
hpf. El foco de este estudio son los melanocitos que expresan melanina, el pigmento negro de la superficie de la piel. Los
melanocitos aparecen inicialmente como pequefias manchas de color negro en la regién dorsal de la cabeza. A medida
que se desarrolla el pez cebra, el nimero de parches aumenta y se fusiona para formar bandas que se extienden hasta
la regién de la cola. En contraste, el pez cebra albino mutante exhibe una pigmentacién de piel escasa. Los compuestos
se administraran a 2 dpf, para evaluar si los compuestos detienen el procedimiento continuo de pigmentacién embrionaria,
que se completa con 5 dpf. Se probarén tres concentraciones, MTC, 50% MTC y 25% MTC, para cada compuesto.

Se trataran treinta y dos dpf de pez cebra AB de tipo salvaje Phylonix autoguiado con cada concentracién de compuesto
durante 3 dias. Se utilizara como controles el pez cebra sin tratar y tratado con 0,1 % de DMSO. Control positivo:
feniltiourea (PTU, 0,03 %).

Los peces cebra serdn examinados visualmente diariamente utilizando un microscopio de luz de diseccion; los peces
cebra tratados con compuestos y PTU serdn comparados con los peces cebra sin tratar y los peces cebra de control
tratados con vehiculos. El nimero de peces cebra que presenten una disminucién de la pigmentacién se contara
diariamente y se expresara como % de los animales de prueba; se proporcionard una imagen representativa. Para
identificar la concentracién 6ptima del compuesto y el tiempo de tratamiento para la disminucién de la pigmentacién, se
generara una curva cinética representando el porcentaje de pez cebra que presenta una disminucién de la pigmentacién
de la piel frente al tiempo (dpf). Se utilizara la prueba exacta de Fisher para determinar si el efecto compuesto es
significativo (P <0,05).

Se realizard una evaluacién visual adicional del efecto del compuesto sobre la pigmentacién de la piel del pez cebra
después del tratamiento con: 0,1, 1 y 3 uM. Se trataran treinta y dos dpf de pez cebra AB de tipo salvaje Phylonix
autoguiado con cada concentracién de compuesto durante 3 dias. Se utilizard como controles el pez cebra sin tratar y
tratado con 0,1 % de DMSO. Control positivo: feniltiourea (PTU, 0,003%). El pez cebra se examinaréa visualmente a diario
utilizando un microscopio 6ptico de diseccién; el pez cebra tratado con compuesto y PTU se compararé con el pez cebra
de control no tratado y tratado con vehiculo.
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En 5 dpf se contara la cantidad de peces cebra con disminucién de la pigmentacién y se expresaran como % de los
animales de prueba; se proporcionara una imagen representativa. Para identificar la concentracion éptima del compuesto
y el tiempo de tratamiento para la disminucién de la pigmentacién, se generard una curva cinética representando el
porcentaje de pez cebra que presenta una disminucién de la pigmentacidn de la piel frente a la concentracién. Se utilizara
la prueba exacta de Fisher para determinar si el efecto compuesto es significativo (P <0,05).

Cuantificar el efecto del compuesto sobre la pigmentacién de la piel del pez cebra: Segun los resultados de la evaluacién
visual, utilizaremos las condiciones éptimas (concentracién, tiempo de tratamiento del compuesto) para cuantificar el
efecto del compuesto sobre la pigmentacién de la piel del pez cebra.

Veinte peces cebra AB de tipo salvaje Phylonix en la etapa éptima determinada por los resultados de la evaluacién visual
serén tratados con la concentracién 6ptima del compuesto. Se utilizara como controles el pez cebra sin tratar y tratado
con 0,1 % de DMSO. Control positivo: feniltiourea (PTU, 0,03 %).

La imagen de vista dorsal de un pez cebra entero sera capturada utilizando una cdmara SPOT a 2X. La regién dorsal de
la cabeza y el tronco se definird como regién de interés (ROI) mediante la funcién de seleccién de Adobe Photoshop. La
pigmentacién de la piel negra en la ROI se resaltara utilizando la funcién de resaltado de Photoshop. La sefial de pigmento
total (PS) en pixeles se determinard mediante la funcién de histograma de Photoshop.

Si el compuesto afecta el crecimiento del pez cebra, la longitud del cuerpo (L) y el ancho del tronco (W) seran menores,
lo que afectara el area de ROl y el PS final. Por lo tanto, normalizaremos la medicién de la sefial final (FS) usando FS =
PS/LxW.

Se espera que los peces cebra no tratados y tratados con vehiculo presenten un valor de FS similar para demostrar que
el vehiculo no produce efecto. Se espera que el pez cebra tratado con PTU muestre un FS bajo para validar el ensayo.
El pez cebra tratado con el compuesto se comparara con el pez cebra de control tratado con vehiculo.

Para determinar si el efecto del compuesto es significativo (P < 0,05), la FS media para el pez cebra tratado con compuesto
se compararéa con la FS media del pez cebra tratado con vehiculo utilizando la prueba t de Student.

Se realizara una cuantificacién adicional del efecto del compuesto sobre la pigmentacidn de la piel del pez cebra después
del tratamiento con: concentracién de compuesto de 0,5y 1,5 pM.

Veinte peces cebra AB de tipo salvaje Phylonix 2 dpf seran tratados con una concentracién del compuesto de 0,5y 1,5
MM. Se utilizard como controles el pez cebra sin tratar y tratado con 0,1 % de DMSO. Control positivo: feniltiourea (PTU,
0,003%).

La imagen de vista dorsal de un pez cebra entero sera capturada utilizando una cdmara SPOT a 2X. La regién de la
cabeza dorsal se definira como regién de interés (ROI) utilizando la funcién de seleccién de Adobe Photoshop. La
pigmentacién de la piel negra en la ROI se resaltaréa utilizando la funcién de resaltado de Photoshop. La sefial de pigmento
total (PS) en pixeles se determinard mediante la funcién de histograma de Photoshop.

Si el compuesto afecta el crecimiento del pez cebra, la longitud del cuerpo (L) sera mas corta y el ancho del tronco (W)
serd menor, lo que afectara el area de ROl y el PS final. Por lo tanto, normalizaremos la medicién de la sefial final (FS)
usando FS = PS/LxW.

Se espera que los peces cebra no tratados y tratados con vehiculo presenten un FS similar para confirmar la ausencia de
efecto del vehiculo. Se espera que el pez cebra tratado con PTU muestre un FS bajo, validando el ensayo. El pez cebra
tratado con el compuesto se compararéa con el pez cebra de control tratado con vehiculo.

Para determinar si el efecto del compuesto es significativo (P < 0,05), la FS media para el pez cebra tratado con compuesto
se compararéa con la FS media del pez cebra tratado con vehiculo utilizando la prueba t de Student.

Resultados
Los resultados de la evaluacién visual para el pez cebra expuesto al compuesto Il se muestran en las Figuras 18A-18F y
las Figuras 19A-19F. En la Figura 20 se muestra un grafico que resume los resultados de la parte de evaluacidn visual

del estudio.

Las regiones de evaluacién cuantitativa de interés y los resultados para el pez cebra expuestos al compuesto Il se
muestran en las Figuras 21A-21E y Figuras 22A-22B.
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Ejemplo 14

Estabilidad de malassezina y derivados de malassezina en DMSO y medios de cultivo celular

Los compuestos ensayados se prepararon a 100 pM en DMSO y medio de cultivo. Las soluciones se incubaron a
temperatura ambiente durante 2 horas y se analizaron mediante LC-EM. El area del pico se usé para evaluar el compuesto
que queda en el solvente.

Resultados

Los resultados de LC-MS se muestran en las Figuras 23A-23J. Los resultados indican que los compuestos son estables
en medio de cultivo después de 2 horas de incubacion.

DOCUMENTOS

Berridge, M.V., Tan, A.S., McCoy, K.D., Wang, R. The Biochemical and Cellular Basis of Cell Proliferation Assays
That Use Tetrazolium Salts. Biochemica 4:14-19 (1996).

Black, et al. Athymic Nude Mice and Human Skin Grafting. In: Maibach, et al. (eds.). Models in Dermatology Vol. 1.
Karger, Basel, 1985, 228-39.

Costin, G.-E., Raabe, R. Optimized in vitro pigmentation screening assay using a reconstructed three dimensional
human skin model. Rom. J. Biochem. 50 (1), 15-27 (2013).

Donato, et al. A Microassay for Measuring Cytochrome P4501A1 and P45011B1 Activities in Intact Human and Rat
Hepatocytes Cultured on 96-Well Plates. Anal Biochem. 1993; 213(1):29-33.

Elmore. Apoptosis: A Review of Programmed Cell Death. Toxicologic Pathology 2007; 35:495-516.

Fitzpatrick, et al. The Validity and Practicality of Sun-Reactive Skin Types | Through VI. Arch Dermatol. 1988;
124(6):869-871.

Gaitanis, et al. Skin Diseases Associated With Malassezia Yeasts: Facts and Controversies. Clinics in Dermatology
2013; 31:455-463.

Guého, et al. The Genus Malassezia With Description of Four New Species. Antonie Van Leeuwenhoek 1996; 69:337-
55.

Karchner, et al. Identification and Functional Characterization of Two Highly Divergent Aryl Hydrocarbon Receptors
(AHR1 and AHR?2) in the Teleost Fundulus heteroclitus. The Journal of Biological Chemistry 1999; 274(47):33814-24.
Kramer, et al. Malassezin, A Novel Analyst of the Aryl Hydrocarbon Receptor From The Yeast Malassezia furfur,
Induces Apoptosis in Primary Human Melanocytes. ChemBioChem 2005; 6:860-5.

Lee, et al. Comparison of Gene Expression Profiles Between Keratinocytes, Melanocytes and Fibroblasts. Ann
Dermatol. 2013; 25(1):35-45.

Manning, et al. Maintenance of Skin Xenografts of Widely Divergent Phylogenetic Origin on Congenitally Athymic
(Nude) Mice. J Exp Med 1973; 138:488-94.

Nazzaro-Porro, et al. Identification of Tyrosinase Inhibitors in Cultures of Pityrosporum. The Journal of Investigative
Dermatology 1978; 71:205-208.

Noakes. The Aryl Hydrocarbon Receptor: Una revisién de su papel en la fisiologia y patologia del tegumento y su
relacién con el metabolismo de triptéfano. Journal of Tryptophan Research 2015; 8: 17-18.

Otulakowski, et al. Use of a Human Skin-Grafted Nude Mouse Model for the Evaluation of Topical Retinoic Acid
Treatment. J Invest Dermatol 1994; 102:515-8.

Park, J.I., Lee, H.Y., Lee, J.E., Myung, C.H., Hwang, J.S. Inhibitory effect of 2-methyl-naphtho[1,2,3-de]quinolin-8-one
on melanosome transport and skin pigmentation. Sci. Rep. Jul. 6:6:29189. Doi: 10,1038/srep29189 (2016).

Plenat, et al. Host-Donor Interactions in Healing of Human Split-Thickness Skin Grafts Onto Nude Mice: In Situ
Hybridization, Immunohistochemical and Histochemical Studies. Transplantation 1992; 53:1002-10.

Reed, et al. Long-Term Maintenance of Normal Human Skin on Congenitally Athymic (Nude) Mice. Proc Soc Exp Biol
Med 1973; 143:350-3.

Scott, et al. The Permeability of Grafted Human Transplant Skin in Athymic Mice. J Pharm Pharmacol 1988; 40:128-
9. Song, et al. A Ligand For The Aryl Hydrocarbon Receptor Isolated From Lung. PNAS 2002; 99(23):14694-9.
Taylor, et al. The Taylor Hyperpigmentation Scale: a new visual assessment tool for the evaluation of skin color and
pigmentation. Cutis. 2005 Oct; 76(4):270-4.

Wang, et al. Stress-Induced RNASET2 Overexpression Mediates Melanocyte Apoptosis Via The TRAF2 Pathway In
Vitro. Cell Death and Disease 2014; 5:e1022

Wasmeier, et al. Melanosomas de un vistazo. Journal of Cell Science 2008; 121:3995-3999.

Wille, et al. Malassezin — A Novel Agonist of the Arylhydrocarbon Receptor From The Yeast Malassezia furfur.
Bioorganic & Medicinal Chemistry 2001; 9:955-60.

Winston-McPherson, et al. Synthesis and Biological Evaluation of 2,3'-diindolylmethanes as Agonists of Aryl
Hydrocarbon Receptor. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters 2014; 24:4023-4025.

Whyte, et al. Ethoxyresorufin-O-deethylase (EROD) Activity in Fish As A Biomarker of Chemical Exposure. Critical
Reviews in Toxicology 2000; 30(4):347-570.

Yamaguchi, et al. Melanocytes and Their Diseases. Cold Spring Harb Perspect Med 2014; 4:a017046.

Zonios, et al. Skin Melanin, Hemoglobin, and Light Scattering Properties can be Quantitatively Assessed In Vivo Using

50



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 3018 759 T3

Diffuse Reflectance Spectroscopy. J Invest Dermatol. 2001; 117:1452-1457.

51



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 3018 759 T3

REIVINDICACIONES
1. Una composicién cosmética que comprende:

(a) un compuesto que se selecciona del grupo que consiste en:

CHO \

N
H

o un hidrato o sal cosméticamente aceptable de este,

(b) un vehiculo, diluyente o portador cosméticamente aceptable, y

(c¢) uno o mas ingredientes seleccionados del grupo que consiste en perfumes, estrégenos, vitamina A, vitamina
C, vitamina E, &cido piravico, é&cido lactico, acido gliclico, lanolina, vaselina, aloe vera, metilparabeno,
propilparabeno y pigmentos.

2. Un método cosmético para aclarar el tono de piel en un sujeto que comprende: poner en contacto al sujeto con una
composicién que comprende:

(a) un compuesto seleccionado del grupo que consiste en:
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CHO \ CHO \
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o un hidrato, o una sal cosméticamente aceptable de este.
El método cosmético de la reivindicacién 2, en donde la composicidén comprende:

(b) un vehiculo, diluyente o portador cosméticamente aceptable, y

(c) uno o mas ingredientes seleccionados del grupo que consiste en perfumes, estrégenos, vitamina A, vitamina
C, vitamina E, &cido piravico, é&cido lactico, acido gliclico, lanolina, vaselina, aloe vera, metilparabeno,
propilparabeno y pigmentos.

El método cosmético de la reivindicacién 2, en donde la composicidén comprende:

(b) un vehiculo, diluyente o portador cosméticamente aceptable, en donde el vehiculo, diluyente o portador
cosméticamente aceptable comprende uno o mas ingredientes seleccionados del grupo que consiste en lactosa,
sacarosa, manitol, sorbitol, un almidén, un fosfato de calcio, citrato de sodio, alcohol etilico, alcohol propilico, alcohol
bencilico, un poliol, un triglicérido, un polimero biodegradable, una matriz elastomérica, liposomas, microesferas,
aceite de maiz, aceite de germen, aceite de oliva, aceite de ricino, aceite de sésamo, aceite de semilla de algodén,
aceite de cacahuete, manteca de cacao, una cera, parafina, silicona, talco y salicilato.

El método cosmético de la reivindicacién 2, en donde la composicidén comprende:

(b) un vehiculo, diluyente o portador cosméticamente aceptable, y
(c) uno o mas compuestos, ingredientes y/o materiales cosméticamente aceptables seleccionados del grupo
que consiste en:

(i) almidones, lactosa, sacarosa, glucosa, manitol, acido silicico;

(i) carboximetilcelulosa, alginatos, gelatina, polivinilpirrolidona, hidroxipropilmetilcelulosa, sacarosa,
acacia;

(i) glicerol;

(iv) alcohol cetilico, monoestearato de glicerol;

(v) caolin, arcilla de bentonita;

(vi) talco, estearato de calcio, estearato de magnesio, polietilenglicoles sélidos, laurilsulfato sédico;

(vii) alcoholes isostearilicos etoxilados, ésteres de sorbitol y sorbitdn de polioxietileno, celulosa
microcristalina, metahidréxido de aluminio, bentonita, agar-agar, tragacanto;

(viii) lactosa, azlcares de la leche, polietilenglicoles, grasas animales, grasas vegetales, aceites, ceras,
parafinas, manteca de cacao, almidones, derivados de celulosa, polietilenglicol, siliconas, bentonitas, acido
silicico, talco, salicilato, 6xido de zinc, hidréxido de aluminio, silicatos de calcio, polvo de poliamida;

(ix) conservantes;

(x) agentes tensioactivos;

(xi) hidroxipropilmetilcelulosa, liposomas, microesferas, monoestearato de aluminio, gelatina, ceras;

(xii) agentes humectantes;
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(xiii) alcohol etilico, alcohol isopropilico, carbonato de etilo, acetato de etilo, alcohol bencilico, benzoato de
bencilo, propilenglicol, 1,3-butilenglicol, aceite de semilla de algodén, aceite de cacahuete, aceite de maiz,
aceite de germen, aceite de oliva, aceite de ricino, aceite de sésamo, glicerol, alcohol tetrahidrofurfurilico,
polietilenglicoles, ésteres de &cidos grasos de sorbitéan; y

(xiv) lecitina.

6. El método cosmético de la reivindicacién 2, en donde la composicién comprende:

(b) uno o més portadores cosméticamente aceptables seleccionados del grupo que consiste en una crema, aceite,
locién, unguento, gel y sélido cosméticamente aceptables.

7. El método cosmético de la reivindicacién 2, en donde la composicién comprende:

(b) un vehiculo, diluyente o portador cosméticamente aceptable, en donde la composiciéon es una composicién
tépica o transdérmica seleccionada de un polvo, espray, ungiento, pasta, crema, locién, gel, parche, emulsién y
suspensién.

8. La composicién cosmética de la reivindicacién 1 o el método cosmético de cualquiera de las reivindicaciones 2 a 7,
en donde el compuesto es

ZT

Iz

o un hidrato, o una sal cosméticamente aceptable de este.

9. La composicién cosmética de la reivindicaciéon 1 u 8, o el método cosmético de cualquiera de las reivindicaciones 2
a 8, en donde la composicién es una emulsién o microemulsién.

10. La composicidn cosmética de la reivindicacién 9 o el método cosmético de la reivindicacion 9, en donde el
compuesto es

ZT

N
H

o un hidrato, o una sal cosméticamente aceptable de este.

11. La composicién cosmética de la reivindicacién 9, o el método cosmético de la reivindicacién 9, en donde la
composicién es una emulsién o microemulsién de aceite en agua o agua en aceite.

12. La composicién cosmética de la reivindicacién 11 o el método cosmético de la reivindicacidén 11, en donde el
compuesto es
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Iz

o un hidrato, o una sal cosméticamente aceptable de este.
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Figura 1B

Melanocitos Queratinocito
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1 — Inhibicion de la sintesis de melanina -
inhibicion de tirosinasa

2 — Inhibicion del transporte de melanina a
queratinocitos

3 — Apoptosis de melanocitos
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Figura 2A
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Figura 2B
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Figura 2C
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Figura 3A

ID de compuesto

EC50 [nM] en MeWo

EC50 [nM] en WM115

Estaurosporina 580,28 801,66
CV-8684 >10.000 >10.000
CV-8685 >10.000 >10.000
CV-8686 >10.000 >10.000
CV-8687 >10.000 >10.000
CV-8688 908,57 >10.000
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Figuras 3B-3D
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Figuras 3E-3G
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Figuras 3H-3J
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Figuras 3K-3M
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Figura 4A

Dosis de CVv-8684 Dosis de CVv-8684
Tiempo anexina Nivel relativo de anexina V (%) anexina Nivel relativo de anexina V (%)
de V de i V de i

ensayo MeWo n=1 n=2 Media STD WM115 n=1 n=2 Media STD
6h 100 255,88 282,35 269,12 18,72 100 124,91 153,90 139,41 20,50
10 88,24 14559 116,91 40,55 10 138,29 49,07 93,68 63,09

1 136,76 158,82 147,79 15,60 1 104,83 111,52 108,18 4,73

24 h 100 95,89 72,14 84,02 16,80 100 106,24 116,06 111,15 6,94
10 90,62 80,06 8534 7,47 10 126,74 99,60 113,17 19,19

1 87,98 4223 6510 32,35 1 121,83 106,24 114,04 11,02

48 h 100 125,45 10545 115,45 14,14 100 23,31 29,97 2664 4,71
10 130,91 103,64 117,27 19,28 10 49,95 47,45 48,70 1,77

1 7455 5455 64,55 14,14 1 74,09 67,43 70,76 4,71

72 h 100 30,94 8,84 19,89 15,63 100 55,13 59,27 57,20 2,93
1 75,14 26,52 50,83 34,38 10 147,98 130,57 139,27 12,31

1 39,78 86,30 53,04 18,75 1 113,99 118,13 116,06 2,93
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Figura 4B

_ Dosis de _ _CV-8685 _ Dosis _ _CV-8685 _

Tiempo anexina Nivel relativo de anexina V (%) de_ Nivel relativo de anexina V (%)
de V de anexina

ensayo MeWo n=1 n=2 Media STD Vde n=1 n=2 Media STD
WM115

6h 100 110,29 127,94 119,12 12,48 100 89,22 66,91 78,07 1577

10 202,94 101,47 152,21 71,75 10 149,44 7584 112,64 52,05

1 75,00 79,41 77,21 3,12 1 120,45 113,75 117,10 4,73

24 h 100 106,45 60,70 83,58 32,35 100 146,08 143,49 144,79 1,84

10 146,04 112,61 129,33 23,64 10 133,38 106,53 119,96 18,99

1 85,34 122,29 103,81 26,13 1 118,95 105,95 112,45 9,19

48 h 100 187,27 330,91 259,09 101,57 100 127,37 198,98 163,16 50,62

10 107,27 214,55 160,91 75,85 10 125,70 5494 90,32 50,03

1 92,73 81,82 87,27 7,71 1 74,92 69,93 72,42 3,63

72 h 100 79,56 114,92 97,24 25,00 100 67,56 77,51 72,54 7,03

10 88,40 83,98 86,19 3,13 10 106,11 112,75 109,43 4,69

1 30,94 92,82 61,88 43,75 1 98,65 97,41 98,03 0,88
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Figura 4C

Tiempo Dosis_ de ) ) CVv-8688 ) Dosis_ de ) ) CVv-8688 )
de anexina Nivel relativo de anexina V (%) anexina Nivel relativo de anexina V (%)
ensayo I\)I/eS\(Iao n=1 n=2 Media STD WVM(T:S n=1 n=2 Media STD
6h 100 123,53 145,59 134,56 15,60 100 180,67 194,05 187,36 9,46
10 136,76 88,24 112,50 34,32 10 122,68 198,51 160,59 53,62
1 9265 70,59 8162 15,60 1 89,22 140,52 114,87 36,28
24 h 100 36,95 13,20 25,07 16,80 100 17,32 15,59 16,46 1,22
10 131,09 134,60 132,84 2,49 10 99,31 105,09 102,20 4,08
1 144,28 9501 119,65 34,84 1 114,90 66,40 90,65 34,30
48 h 100 8545 69,09 77,27 11,57 100 14,15 7,49 10,82 4,71
10 94,55 130,91 112,73 25,71 10 89,07 120,71 104,89 22,37
1 120,00 90,91 105,45 20,57 1 130,70 125,70 128,20 3,53
72 h 100 66,30 44,20 5525 15,63 100 2,49 1,66 2,07 0,59
10 66,30 110,50 88,40 31,25 10 108,19 114,40 111,30 4,40
1 70,72 66,30 68,51 3,13 1 96,99 113,99 10549 12,02
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Figura 4D

Dosis de Estaurosporina Dosis Estaurosporina

Tiempo anexina Nivel relativo de anexina V (%) de Nivel relativo de anexina V (%)
de V de anexina

ensayo MeWo n=1 n=2 Media STD Vde n=1 n=2 Media STD
WM115

6h 10 377,03 218,92 297,97 111,80 10 124,91 129,37 127,14 3,15

24 h 10 29,03 37,83 33,43 6,22 10 577 17,90 11,84 8,57

48 h 10 9,09 7,27 8,18 1,29 10 7,49 6,66 7,08 0,59

72 h 10 4420 26,52 3536 12,50 10 3,32 1,24 2,28 1,47

69



ES 3018 759 T3

Figuras 4E-4G
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Figuras 4H-4J
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Figura 4L
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Figuras 7A-7K
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Figuras 8A-8K
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Figuras 9A-9K
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Figura 13A

Dosis CVv-8684 Dosis CVv-8684
Tiempo de Viabilidad celular restante (%) de Viabilidad celular restante (%)
de CTG CTG
ensayo de n=1 n=2 Media STD de n=1 n=2 Media STD
MeWo WM115
6h 100 34,50 32,55 33,52 1,38 100 62,71 45,31 54,01 12,30
10 102,35 106,61 104,48 3,02 10 96,60 94,06 95,33 1,79
1 101,49 95,16 98,33 4,47 1 102,04 103,31 102,67 0,90
24 h 100 52,20 49,76 50,98 1,73 100 65,85 62,96 64,40 2,04
10 90,73 83,62 87,18 5,03 10 92,21 88,80 90,51 2,41
1 93,70 88,36 91,03 3,77 1 99,16 95,49 97,33 2,60
48 h 100 49,17 47,86 48,52 0,93 100 42,46 32,16 37,31 7,28
10 59,57 62,18 60,87 1,84 10 84,08 73,57 78,82 7,43
1 76,02 71,82 73,92 2,97 1 98,16 90,59 94,38 5,35
72 h 100 27,45 23,17 25,31 3,02 100 42,63 39,39 41,01 2,29
10 38,51 35,78 37,14 1,93 10 112,60 110,28 111,44 1,64
1 57,32 60,65 58,99 2,36 1 127,43 116,77 122,10 7,54
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Figura 13B

Dosis CV-8685 Dosis CV-8685
Tiempo de Viabilidad celular restante (%) de Viabilidad celular restante (%)
de CTG CTG
ensayo de n=1 n=2 Media STD de n=1 n=2 Media STD
MeWo WM115
6h 100 75,16 79,98 77,57 3,40 100 89,53 90,26 89,90 0,51
10 98,08 98,08 98,08 0,00 10 100,41 96,60 98,50 2,69
1 98,65 95,79 97,22 2,02 1 99,14 98,96 99,05 0,13
24 h 100 87,18 91,92 8955 3,35 100 65,58 62,31 63,94 2,32
10 94,89 93,11 94,00 1,26 10 87,49 87,10 87,29 0,28
1 90,14 88,36 89,25 1,26 1 94,70 92,74 93,72 1,39
48 h 100 100,26 94,13 97,19 4,33 100 57,17 57,80 57,49 0,45
10 80,59 80,21 80,40 0,27 10 85,34 82,61 83,97 1,93
1 97,07 92,52 94,80 3,22 1 97,32 96,06 96,69 0,89
72 h 100 73,74 6554 6964 5,80 100 75,99 67,19 71,59 6,23
10 69,51 69,56 69,53 0,04 10 108,89 101,01 104,95 5,57
1 61,97 66,74 64,35 3,37 1 122,79 118,16 120,47 3,28
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Figura 13C

Dosis CV-8688 Dosis CV-8688
Tiempo de Viabilidad de células restantes % de Viabilidad celular restante (%)
de CTG CTG
ensayo de n=1 n=2 Media  STD de n=1 n=2 Media STD
MeWo WM115
6h 100 3,33 2,70 3,02 0,45 100 63,25 42,41 52,83 14,74
10 108,32 93,82 101,07 10,25 10 96,78 95,51 96,15 0,90
1 101,76 94,50 98,13 513 1 97,87 99,50 98,69 1,15
24 h 100 9,91 8,85 9,38 0,74 100 4,32 2,25 3,29 1,47
10 96,07 91,92 94,00 2,94 10 92,08 91,16 91,62 0,65
1 88,36 99,63 94,00 7,97 1 91,56 93,00 92,28 1,02
48 h 100 1,01 0,75 0,88 0,18 100 1,05 0,78 0,91 0,19
10 70,14 66,56 68,35 2,53 10 91,85 88,91 90,38 2,08
1 83,54 76,01 79,78 5,33 1 97,95 97,95 97,95 0,00
72 h 100 0,90 0,72 0,81 0,13 100 2,53 2,33 2,43 0,14
10 54,30 52,34 53,32 1,38 10 113,52 106,57 110,05 4,91
1 79,95 67,49 73,72 8,81 1 122,79 118,62 120,71 2,95
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Figura 13D

Dosis Estaurosporina Dosis Estaurosporina
Tiempo de Viabilidad celular restante (%) de Viabilidad celular restante (%)
de CTG CTG
ensayo de n=1 n=2 Media STD de n=1 n=2 Media STD
MeWo WM115
6h 10 33,39 53,30 43,34 14,08 10 55,46 51,29 53,38 2,95
24 h 10 6,94 2,53 4,73 3,11 10 1,29 1,16 1,23 0,09
48 h 10 0,84 0,61 0,73 0,16 10 0,54 0,55 0,55 0,00
72 h 10 0,62 0,63 0,63 0,01 10 2,65 2,78 2,71 0,09
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quras 13H-13J
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Figura 13K

Viabilidad celular (% de células viables)
Compuesto Linea celular de MeWo Linea celular de WM115
24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h
Malassezina (100 uM) 51 % 49 % 25 % 64 % 37 % 41 %
Indolocarbazol (100 uM) 90 % 97 % 70 % 64 % 57 % 72 %
Compuesto Il (100 uM) 9 % 1% 1% 3% 1% 2%
PC con Estaurosporina (10 uM) 5% 1% 1% 1% 1% 3%
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Figura 14A

Dosis CVv-8684 Dosis CVv-8684
Tiempo de Nivel de LDH (%) de Nivel de LDH (%)
de LDH LDH
ensayo de n=1 n=2 Media STD de n=1 n=2 Media STD
MeWo WM115
6h 100 107,53 88,80 98,17 13,25 100 105,30 107,71 106,50 1,71
10 99,34 93,34 96,34 4,24 10 88,26 93,07 90,67 3,40
1 100,67 93,76 97,22 4,89 1 95,04 88,85 91,95 4,37
24 h 100 128,00 113,06 120,53 10,56 100 137,11 110,90 124,00 18,53
10 104,34 91,17 97,75 9,31 10 111,28 108,83 110,06 1,73
1 116,42 104,79 110,61 8,22 1 109,44 113,59 111,52 2,94
48 h 100 108,45 129,84 119,14 15,12 100 141,09 120,98 131,04 14,21
10 112,21 119,13 115,67 4,89 10 71,47 10567 88,57 24,18
1 114,69 112,52 113,60 1.53 1 87,84 108,38 98,11 14,52
72 h 100 88,08 86,69 87,39 0,98 100 172,24 145,78 159,01 18,71
10 89,41 85,17 87,29 3,00 10 134,39 125,37 129,88 6,38
1 83,42 75,05 79,24 5,91 1 155,11 14429 149,70 7,65
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Figura 14B

Dosis CV-8685 Dosis CV-8685
Tiempo de Nivel de LDH (%) de Nivel de LDH (%)
de LDH LDH
ensayo de n=1 n=2 Media STD de n=1 n=2 Media STD
MeWo WM115
6h 100 94,68 89,90 92,29 3,38 100 91,36 80,17 85,76 7,91
10 85,58 92,47 89,03 4,87 10 94,90 95,37 95,14 0,33
1 92,44 92,44 92,44 0,01 1 87,67 95,81 91,74 5,76
24 h 100 142,99 104,54 123,76 27,19 100 213,02 234,98 224,00 15,53
10 92,63 89,87 91,25 1,95 10 150,57 137,26 143,91 9,41
1 101,78 105221 103,49 2,43 1 9463 109,59 102,11 10,58
48 h 100 125,18 122,77 123,97 1,70 100 222,63 22448 22355 1,30
10 108,43 111,15 109,79 1,92 10 143,57 113,47 128,52 21,28
1 114,41 112,82 113,62 1,12 1 86,50 105,02 9576 13,10
72 h 100 88,24 56,05 72,14 22,76 100 262,72 259,96 261,34 1,95
10 72,96 72,35 72,66 0,43 10 175,23 171,15 17319 2,89
1 77,93 74,86 76,40 2,17 1 147,09 146,42 146,75 0,47
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Figura 14C

Dosis CV-8688 Dosis CV-8688
Tiempo de Nivel de LDH (%) de Nivel de LDH (%)
de LDH LDH
ensayo de n=1 n=2 Media STD de n=1 n=2 Media STD
MeWo WM115
6h 100 127,34 101,13 114,23 18,53 100 113,29 126,97 120,13 9,68
10 89,41 84,00 86,70 3,82 10 95,94 90,02 92,98 4,18
1 92,90 92,24 92,57 0,47 1 93,07 89,66 91,36 2,41
24 h 100 180,63 150,41 16552 21,37 100 406,53 379,09 392,81 19,41
10 103,64 99,45 101,55 2,96 10 115,00 102,91 108,96 8,55
1 104,70 103,26 103,98 1,02 1 99,80 113,95 106,87 10,00
48 h 100 142,36 143,69 143,03 0,94 100 240,09 276,78 258,43 25,95
10 97,14 103,68 100,41 4,63 10 71,88 98,21 85,04 18,62
1 107,03 111,80 109,42 3,37 1 91,02 93,94 92,48 2,07
72 h 100 104,85 111,78 108,32 4,90 100 262,85 264,08 263,47 0,87
10 72,51 79,43 75,97 4,89 10 108,06 111,37 109,71 2,34
1 78,39 75,68 77,03 1,91 1 148,60 143,38 145,99 3,69
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Figura 14D

Dosis Estaurosporina Dosis Estaurosporina
Tiempo de Nivel de LDH (%) de Nivel de LDH (%)
de LDH LDH
ensayo de n=1 n=2 Media STD de n=1 n=2 Media STD
MeWo WM115
6h 10 80,82 93,35 87,09 8,36 100 96,35 101,90 99,13 3,92
24 h 10 243,09 212,50 227,80 21,63 100 394,99 371,77 383,38 16,42
48 h 10 170,60 171,35 170,98 0,53 100 207,76 185,08 196,42 16,04
72 h 10 114,91 122,19 118,55 515 100 158,74 233,56 196,15 52,91
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Figuras 14E-14G
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% de liberacién de LDH con relacion al vehiculo
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Figura 14L

LDH (24 h de incubacion)
linea celular WM115
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Figura 15A

Lectura Omeprazol
Conc.{udl} n=1 n=2 - .
100000 200 200 | T )
300,00 710 930 ol /o
100,00 4420 5450 i /
33,33 1490 1230 |g& [ f
11,11 610 700 |§ | /
3,70 280 340 [~ Ll ]
1,23 350 320 | .
0,41 370 220 ook
0,14 310 390 i '
0,05 200 280 L ¥ Ve
0,02 310 290 0,01 3 G 160

EC50 (uM) 51,01
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Figura 15B

Cy-8684

f; * *
]

CV-8684
Lectura
Conc. {u) n=1 n=2 700 -
100,00 6370 5580 covnl
33,33 7370 6770 -
11,11 6650 6130 | O
3,70 2320 2760 |!5 som|
1,23 640 780 | & sl
0,41 360 460 -
0,14 330 280 L
0,05 300 370 isget-
0,02 270 270 sL*
0,01 250 260 0,01

Come o}

23k

EC50 (uM) 4,3

98




ES 3018 759 T3

Figura 15C

ID de compuesto = CVIRERS

‘Lectura fv-a6as
Congfuhd) n=1 n=2 1000 j ®
30,00 8420 9550 soco b e
11,11 7210 7660 i /e
3,70 5770 6220 som - s/
1,23 3010 3180 | S B 7
0,41 1640 1480 | % .l /
0,14 1170 830 |~ i ¢
0,05 420 840 - S
0,02 460 280 i . ,g/r
0,01 300 300 LS L ,
0,00 330 400 0,01 ¢ 1
Conetu i

EC50 (uM) 2,80
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Figura 15D

;ID de compuesto CV-RERE

Lectu ra CU-RE88
Conc.{ul} n=1 n=2 sa000 - ‘ :
10000 | 13830 14210 | | el
33,33 14800 13610 ¥ J/
11,11 14370 12280 10w |- /
3,70 8090 8930 | € som| ;
1,23 2080 2450 |§ o[ /
0,41 750 1000 + /
0,14 520 490 wer /
0,05 860 300 2000 - A
0,02 500 220 o & . ,
Cont.{udi}

EC50 (uM) 3,13
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Figura 15E
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Lectura NEES

Conc.{uM} n=1 n=2 34004 :
100,00 | 520,00 350,00 ] 3600+ /.
33,33 3310,00 3480,00 seack |
11,11 610,00 760,00 | "} |
3,70 270,00 430,00 || “°C

1,23 270,00 350,00 g v‘;s'::»er

0,41 300,00 240,00 'S sgqop

0,14 170,00 290,00 scaok J

0,05 360,00 270,00 ool f

0,02 490,00 210,00 L o . o
0,01 300,00 280,00 oot 4w § L ,‘ "/} E
0,00 270,00 260,00 0,001 S 0

EC50 (uM) 16,41
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Figura 15F

Cdédigo Cpds ID de compuesto EC50 (uM)
PC Omeprazol 51,01
Cpd01 CV-8684 4,39
Cpd02 CV-8685 2,80
Cpd03 CV-8686 3,13
Cpd04 CV-8688 16,41
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Figuras 16A-16E

Controles
Dia O Dia 7

' Tejidos tratados con control negativo

Tejidos tratados con control positivo
C (1 % de acido kdjico)

Tejidos tratados con control con vehiculo (DMSO)
D 02% E 005%
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Figuras 16F-16K
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Figuras 17A-17E
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Tejidos tratados con control negativo
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B
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Figuras 18A-18F

Sin tratar
A

DMSO
B

PTU

Cc

25uMm D

S5uM E

K

10uM F .
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Figuras 19A-19F
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Figura 20

Cantidad de pez cebra con disminucion
de la pigmentacién de la piel

% de pez cebra con
Condicién Pocillo 1 Pocillo 2 Pocillo 3 Total disminucién de la pigmentacién
de la piel
Sin tratar 1 0 0 1 3,3
DMSO 1 0 0 1 3,3
O:g%% 10 10 10 30 100,0
0,3 uM 0 3 0 3 10,0
1uM 2 6 7 15 50,0
2,5uM 9 10 10 29 96,7
3 uM 9 7 7 23 76,7
5uM* 7 20 66,7
10 uM * 0 1 3,3

109




ES 3018 759 T3

Figuras 21A-21E

1,5 uM

Sintratar  DMSO PTU 0.5 uM
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Figura 22A
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Figura 23B
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N.° de linea:1 R.Tiempo:1,242(N.°

escaneo:111)
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Figura 23C
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Figura 23D
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Figura 23E
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Figura 23F
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Figura 23G
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Figura 23J

Tiempo de Cromatograma
Compuesto| Medio Conc. incubacién ID Ret .
(uMm) (h) Tiem£>o Area % restante
CV-8684 DMSO 100 2 1 2,65 576025,00 100,00
RPMI 100 2 2 1,25 538008,00 98,40
DMEM 100 2 3 1,24 618641,00 107,40
CV-8686 DMSO 100 2 4 1,49 928029,00 100,00
RPMI 100 2 5 1,49 924480,00 99,62
DMEM 100 2 6 1,49 898129,00 96,78
CV-8688 DMSO 100 2 7 1,29 313314,00 100,00
RPMI 100 2 8 1,31 333242,00 106,36
DMEM 100 2 9 1,30 340709,00 108,74
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