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DESCRIPCION
Compuestos para blanquear (aclarar) la piel
Campo de la invencién

La presente invencidn se refiere a inhibidores novedosos de tirosinasa, a composiciones farmacéuticas,
dermatoldgicas y cosméticas que comprenden dichos inhibidores, y a métodos de fabricacidén y uso de los mismos.

Antecedentes de la invencién

El color de la piel humana est4 determinado por la cantidad y el tipo de melanina producida por células especializadas,
los melanocitos, que estan localizados en las capas basales de la piel. La melanina, uno de los pigmentos naturales
més ampliamente distribuidos, es un biopolimero homogéneo de tipo polifenol con una estructura compleja y color que
varia de marrén a negro (eumelanina) y de rojo a amarillo (feomelanina) (Prota G. Med. Res. Rev. 1988, 8, 525-556).
En la piel humana, se cree que la melanina actlia como un agente protector contra la radiacién ultravioleta. Como tal,
las personas que viven cerca del ecuador tienen una piel mas oscura que las que viven en éreas alejadas del ecuador.

La sobreproduccién de melanina puede causar diferentes tipos de color anormal de la piel, color del cabello, y otros
trastornos dermatolégicos, como el melasma, manchas de edad y sitios de dafio actinico. La melanina se produce a
través de una serie de reacciones oxidativas y etapas de polimerizacién que comienzan con el aminoacido tirosina. La
tirosinasa (EC1.14.18.1), una enzima de tipo lll que contiene cobre, cataliza dos reacciones iniciales en la produccién
de melanina: 1) la orto-hidroxilacién de L-tirosina por accién de monofenolasa, y 2) la oxidacién de 3,4-
dihidroxifenilalanina (L-DOPA) — o-dopaquinona por accién de difenolasa. La ultima etapa de oxidacién es mucho
méas rapida que la primera, de esta manera, se considera que la hidroxilacién de la tirosina es la etapa determinante
de la velocidad en la biosintesis de la melanina. La conversion posterior de o-dopaquinona en melanina se produce a
través de una serie de reacciones de polimerizacién enzimética y no enzimatica. Otras enzimas, tales como la
tautomerasa dopacromética (proteina relacionada con la tirosinasa 2; TRP-2) y acido dihidroxiindolcarboxilico (DICHA)
oxidasa (proteina relacionada con la tirosinasa 1; TRP-1) también estan involucrados en el proceso de la biosintesis
de melanina. Dado que la tirosinasa desempefia un papel clave en el proceso de produccién de melanina, los
inhibidores de esta enzima se usan a menudo como agentes para blanquear la piel (Mosher et al. En Dermatology in
General Medicine, 1983, 205-125, Fitzpatrick T. B., Eisen A. Z., Wolff K., Freedberg I. M., Austern K. F. (eds), Mc-
Graw-Hill, Nueva York; Maeda K., Fukuda M, /n vitro effectiveness of several whitening cosmetic components in human
melanocytes. J. Soc. Cosmet, Chem. 1991, 42, 361-368).

Se ha descrito en la bibliografia una serie de inhibidores tanto naturales como sintéticos de tirosinasa. La mayoria de
los compuestos comprenden una estructura de fenol. Estos compuestos actlan como agentes quelantes de metales
(Kojima et al. Biol. Pharma. Bull. 1995, 18, 1076-1078.; Seo et al. J. Agric. Food Chem. 2003, 51, 2837-2853.; Fu et
al. J. Agric. Food Chem. 2003, 53, 7408-7414.; Kim, Y.-J.; Uyama, H. Cell. Mol. Life Sci. 2005, 62, 1707-1723 y las
referencias citadas en el mismo). Un producto farmacéutico que contiene hidroquinona (2-4 %) es moderadamente
eficaz, pero la hidroquinona se considera que es citotéxica para los melanocitos y potencialmente mutagénica para
las células de mamiferos. Desafortunadamente, varios agentes supuestamente activos, por ejemplo, arbutrina y &cido
kéjico, entre otros, no se ha demostrado que sean clinicamente eficaces cuando se analizan criticamente en estudios
cuidadosamente controlados (Frenk, E. En Melasma: New Approaches to Treatment; Martin Dunitz: Londres, 1995, 9-
15.; Dooley, T. P. En: Drug Discovery Approaches for Developing Cosmeceuticals: Advanced Skin Care and Cosmetic
Products; Hori, W., Ed.; Comunicaciones comerciales internacionales: Southborough, MA, 1997; Dooley, T. P. J.
Dermatol. Treat. 1997, 7, 188-200).

Muchos inhibidores de la tirosinasa son derivados de resorcinol o derivados de polifenoles de flavonoides o de frans-
estilbeno, tales como resveratrol o sus derivados. Se sabe que estos tipos de compuestos forman quelatos fuertes
con iones metélicos. (Seo et al. J. Agric. Food Chem. 2003, 51, 2837-2853; Fu et al. J. Agric. Food Chem. 2003, 53,
7408-7414; Kim, Y.-J.; Uyama, H. Cell. Mol. Life Sci. 2005, 62, 1707-1723 y las referencias citadas en el mismo; Lerch,
K. En: Metal ions in Biological Systems, pag.143-186; Sigel, H., Ed.; Marcel Dekker, NY, 1981.; Wilcox et al. En:
Substrate analogue binding to the coupled binuclear copper active site in tyrosinase, J. Am. Chem. Soc. 1985, 107,
4015-4027 .; Sanchez-Ferrer et al. Biochim. Biophys. Acta 1995, 1247, 1-11.; Decker et al. Angew. Chem. Int. Ed. 2000,
39. 1591-1595.; Decker et al. Angew. Chem. Int. Ed. 2006, 45. 4546-4550.; Briganti et al. Pigment Cell Res. 2003, 16,
101-110). Se han usado varios compuestos basados en el resto resorcinol como inhibidores de tirosinasa, véase: JP
2008-056651 A, JP 2000-095721 A; US 2005/0267047A1; US 5,339,785; US 6,093,836; US 2008/0032938 A1; US
7.282.592 B2; US 7.339.076 B1; US 5,880,314; US 6.852.310 B2; US 6,077,503; US 2005/0271608 A1; US 5.523.421;
US 2007/0098655 A1; US 2005/0267047 A1. Ademés, el documento JP 5150894 divulga derivados de bibencilo, el
documento JP 2001/335472 se refiere a derivados de estilbeno, y el documento JP 5244400 demuestra alquilresorcinol
glucésidos como inhibidores de tirosinasa y agentes blanqueadores de la piel.

Aunque se ha informado de muchos compuestos como potentes inhibidores de tirosinasa, muy pocos de ellos han
mostrado propiedades para blanquear la piel. Adicionalmente, se descubrié que la mayoria de estos agentes eran
téxicos o que tenian efectos secundarios adversos en los seres humanos. Como tal, contintia la busqueda de nuevos
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productos naturales o compuestos sintéticos que tengan una potente actividad inhibidora de la tirosinasa con baja
citotoxicidad.

Sumario de la invencién
La invencion es como se define en el juego de reivindicaciones adjunto.

La presente solicitud proporciona una nueva serie de agentes despigmentantes novedosos que tienen una excelente
actividad inhibitoria contra la tirosinasa y una citotoxicidad muy baja. Los compuestos son estables y se sintetizan
facilmente a partir de los materiales de partida cominmente disponibles. Mas especificamente, la presente invencidn
proporciona derivados de 2,4-dihidroxibenceno novedosos, que son Utiles como inhibidores de la tirosinasa. La
invencién abarca sales farmacéuticamente aceptables de estos inhibidores de tirosinasa. La invencién también abarca
composiciones farmacéuticas que comprenden al menos un inhibidor de tirosinasa de la invencién y al menos un
vehiculo farmacéuticamente aceptable. Las composiciones de la presente invencién se pueden preparar en cualquier
forma farmacéutica adecuada que sea farmacéuticamente aceptable.

Los inhibidores de tirosinasa de la presente invencién también son capaces de inhibir la enzima tirosinasa en un sujeto
que lo necesite, después de administrar una cantidad eficaz de una composicién que comprende al menos un inhibidor
de 2,4-dihidroxibenceno tirosinasa de la presente invencion.

Los inhibidores de tirosinasa de la presente invencién ademés pueden ser (tiles también en la prevencién y tratamiento
de enfermedades y afecciones relacionadas con la actividad de la enzima tirosinasa. Dichos usos puede comprender
administrar internamente o por via tdpica a un sujeto que lo necesite en una cantidad terapéuticamente eficaz de al
menos un inhibidor novedoso de 2,4-dihidroxibenceno tirosinasa de la presente invencién.

Los inhibidores de tirosinasa de la presente invencién también pueden encontrar aplicaciones para inhibir la sintesis
de melanina en un sujeto que lo necesite. Dichas aplicaciones pueden comprender una cantidad eficaz de una
composicién que comprende al menos un compuesto de 2,4-dihidroxibenceno de la presente invencién.

Los inhibidores de tirosinasa de la presente invencién son para su uso en la prevencién y tratamiento de enfermedades
y afecciones relacionadas con la sobreproduccién o distribucién desigual de melanina, que comprende administrar
internamente o por via tépica a un sujeto que lo necesite, una cantidad terapéuticamente eficaz de al menos un al
menos un compuesto de 2,4-dihidroxibenceno de la presente invencién. Las enfermedades y afecciones relacionadas
con la sobreproduccién o distribucién desigual de la melanina incluyen, pero sin limitacién, manchas de
hiperpigmentacidén causadas por el envejecimiento de la piel, melasma, hepatopatias, quemaduras térmicas y heridas
tépicas, pigmentacién de la piel debido a afecciones inflamatorias causadas por hongos, infecciones microbianas y
viricas, vitiligo, carcinoma, melanoma, asi como otras afecciones de la piel de mamiferos.

Los inhibidores de tirosinasa de la presente invencién también son para su uso para prevenir y tratar el oscurecimiento
de la piel y el dafio resultante de la exposicién al sol 0 a la radiacién ultravioleta (UV). Los inhibidores de |a tirosinasa
de la presente invencidn también pueden utilizarse para prevenir y tratar el oscurecimiento de la piel y los dafios
derivados de la exposicién a sustancias quimicas, calor, viento y ambientes secos. Finalmente, los inhibidores de
tirosinasa de la presente invencién pueden ser también para su uso en prevencién y tratamiento de arrugas, piel floja,
lineas y circulos oscuros alrededor de los ojos, calmar la piel sensible y prevenir y tratar la dermatitis y otras afecciones
de la piel relacionadas con alergias.

En aplicaciones especificas, la dosis del(de los) inhibidor(es) de la 2,4-dihidroxibenceno tirosinasa de la presente
invencién administrada al sujeto que lo necesite es una cantidad eficaz no téxica generalmente seleccionada del
intervalo de 0,001 % a 100 % en funcién del peso total de la formulacién final, y/o de 0,01 mg a 200 mg por kilogramo
en funcién del peso corporal del sujeto. Las personas expertas en la materia que utilizan pruebas clinicas rutinarias
pueden determinar las dosis 6ptimas para la dolencia particular que se esta tratando. Las composiciones de esta
invencién se pueden administrar por cualquier método conocido por un experto en la materia. Los modos de
administracién incluyen, pero sin limitacién, administracién enteral (oral), administracién parenteral (intravenosa,
subcutanea e intramuscular) y aplicacién tépica. Un inhibidor de tirosinasa para su uso en el tratamiento de acuerdo
con esta invencién puede comprender administrar internamente o por via tdpica a un paciente que lo necesite una
cantidad terapéuticamente eficaz de al menos un 2,4-dihidroxibenceno de la presente invencién. En un modo de
administracion preferido, la composicién se administra por via tépica.

En el presente documento también se describen, pero no forman parte de la materia objeto reivindicada, métodos
novedosos para la sintesis del(de los) inhibidor(es) de 2,4-dihidroxibenceno tirosinasa como se describe en los
Ejemplos 1-5. Por tanto, se describen en el presente documento opciones comercialmente viables para la sintesis y/o
el aislamiento, purificacion y formulacién de los 2,4-dihidroxibencenos de la presente invencién para producir una
composicién de materia que tenga la actividad fisiolégica deseable.

En otra posible aplicacion mas, los 2,4-dihidroxibencenos se pueden utilizar en la industria alimentaria para inhibir el
pardeamiento y los cambios de color en frutas, hortalizas, zumos y otros productos alimentarios.
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Aunque los métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en el presente documento se pueden usar
en la practica o el ensayo de la presente invencién, se describen a continuacién los métodos y materiales adecuados.

Se debe entender que tanto la anterior descripcién general como la siguiente descripcion detallada, son ejemplares y
explicativas Unicamente y no son restrictivas de la invencidén tal y como se reivindica. Otros objetos, ventajas y
caracteristicas novedosas seran evidentes para los expertos en la materia a partir de la siguiente descripcidén detallada.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 ilustra graficamente un perfil de la inhibicion en la produccién de melanina (¢) por 4-(piridin-
ilmetil)benceno-1,3-diol (7) como se describe en el Ejemplo 7. Los datos se presentan como contenido de melanina
(% del control no tratado) frente a la concentracién de inhibidor (UM). Se determiné que la Clso del compuesto 7
era 14 yM. La Figura 1 también ilustra graficamente la viabilidad celular (DL so0) (X) @ concentraciones variables de
compuesto 7.

La Figura 2 ilustra graficamente un perfil de la inhibicibn en la produccién de melanina (¢) por 4-(2-
(benzo[d][1,3]dioxol-5-iletil)benceno-1,3-diol (15) como se describe en el Ejemplo 7. Los datos se presentan como
contenido de melanina (% del control no tratado) frente a la concentracién de inhibidor (uM). Se determiné que la
Clso del compuesto 15 era 3,3 uM. La Figura 2 también ilustra graficamente la viabilidad celular (DLso) (x) a
concentraciones variables de compuesto 15. Se determiné que la DLso para el compuesto 15 era de 66 pM.

La Figura 3 ilustra graficamente un perfil de la inhibicién en la produccién de melanina () por 4,4'-(etano-
1,2diil)dibenceno-1,3-diol (16) como se describe en el Ejemplo 7. Los datos se presentan como contenido de
melanina (% del control no tratado) frente a la concentracién de inhibidor (UM). Se determiné que la Clso del
compuesto 16 era 1,7 uM. La Figura 3 también ilustra graficamente la viabilidad celular (DLso) (x) a concentraciones
variables de compuesto 16. Se determind que la DLso para el compuesto 16 era de 260 uM.

La Figura 4 ilustra gréficamente un perfil de la inhibicion en la produccién de melanina () por 4-(2,4-
dimetoxifenetil)benceno-1,3-diol (17) como se describe en el Ejemplo 7. Los datos se presentan como contenido
de melanina (% del control no tratado) frente a la concentracién de inhibidor (uM). Se determiné que la Clso del
compuesto 17 era 11,9 yM. La Figura 4 también ilustra graficamente la viabilidad celular (DLso) (x) a
concentraciones variables de compuesto 17. Se determiné que la DLso para el compuesto 17 era de 157,8 uM.

La Figura 5 ilustra gréficamente un perfil de la inhibicion en la produccién de melanina () por 4-(3,5-
dimetoxifenetil)benceno-1,3-diol (18) como se describe en el Ejemplo 7. Los datos se presentan como contenido
de melanina (% del control no tratado) frente a la concentracién de inhibidor (uM). Se determiné que la Clso del
compuesto 18 era 2,97 yM. La Figura 5 también ilustra graficamente la viabilidad celular (DLso) (x) a
concentraciones variables de compuesto 18. Se determiné que la DLso para el compuesto 18 era de 222,2 uM.

La Figura 6 ilustra graficamente un perfil de la inhibicién en la produccién de melanina (*) por 4-(2,4-dimetoxi-3-
metilfenetil)benceno-1,3-diol (19) como se describe en el Ejemplo 7. Los datos se presentan como contenido de
melanina (% del control no tratado) frente a la concentracién de inhibidor (UM). Se determiné que la Clso del
compuesto 19 era 24,7 yM. La Figura 6 también ilustra graficamente la viabilidad celular (DLso) (x) a
concentraciones variables de compuesto 19. Se determiné que la DLso para el compuesto 19 era de 130,3 uM.

La Figura 7 ilustra graficamente un perfil de la inhibicién en la produccién de melanina () por 4-(2-(furan-2-
il)etil)benceno-1,3-diol (24) como se describe en el Ejemplo 7. Los datos se presentan como contenido de melanina
(% del control no tratado) frente a la concentracién de inhibidor (UM). Se determiné que la Clso del compuesto 24
era 1,6 uM. La Figura 7 también ilustra graficamente la viabilidad celular (DLso) (X) @ concentraciones variables de
compuesto 24. Se determin6 que la DLso para el compuesto 24 era 345,9 pM.

La Figura 8 ilustra graficamente un perfil de la inhibicién en la produccién de melanina () por 4-(2-(tetrahidrofuran-
2-il)etil)benceno-1,3-diol (25) como se describe en el Ejemplo 7. Los datos se presentan como contenido de
melanina (% del control no tratado) frente a la concentracién de inhibidor (UM). Se determiné que la Clso del
compuesto 25 era 5 uM. La Figura 8 también ilustra graficamente la viabilidad celular (DLso) (x) a concentraciones
variables de compuesto 25. Se determiné que la DLso para el compuesto 25 era >1000 uM.

La Figura 9 ilustra graficamente un perfil de la inhibicién en la producciéon de melanina (*) por el compuesto 30
como se describe en el Ejemplo 7. Los datos se presentan como contenido de melanina (% del control no tratado)
frente a la concentraciéon de inhibidor (uM). Se determiné que la Clso del compuesto 30 era 156 uM. La Figura 9
también ilustra graficamente la viabilidad celular (DL 50) (x) a concentraciones variables del compuesto 25. Se
determind que la DLso para el compuesto 30 era de 187,8 uM.

La Figura 10 ilustra graficamente un perfil de la inhibicién en la produccién de melanina (¢) por el 4cido kéjico como
se describe en el Ejemplo 7. Los datos se presentan como contenido de melanina (% del control no tratado) frente
a la concentracidn de inhibidor (uM). Se determiné que la Clso del &cido kdjico en el ensayo murino era 303,5 uM.
La Figura 10 también ilustra graficamente la viabilidad celular (DLso) (X) a concentraciones variables de 4cido
kéjico. Se determind que la DLso para el &cido kéjico era >1000 pM.

La Figura 11A representa la piel reconstruida preparada como se describe en el Ejemplo 8. La piel reconstruida se
hizo crecer en la interfaz aire-liquido, haciendo posible imitar la aplicacién tépica de agentes blanqueadores de la
piel.

La Figura 11B muestra fotograficamente los resultados de los estudios de piel reconstruida como se describe en
el Ejemplo 8. Las fotografias de la muestra de piel tomadas después de 15 dias del experimento muestran
importantes efectos de blanqueamiento dependientes de la dosis en los melanocitos, que aparecen en las



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 998 662 T3

fotografias como células dendriticas oscuras.
Descripcion detallada de la realizacién preferida
La presente divulgacion se refiere a agentes farmacéuticos que son potentes inhibidores de la enzima tirosinasa. En

particular, se refiere a derivados de 2,4-dihidroxibenceno sustituidos que son inhibidores de tirosinasa que tienen las
estructuras representadas en las Férmulas I-IV a continuacion o sales farmacéuticamente aceptables de las mismas.

N O X OH Ry Ot lR,,
R {0y R
/@r R /@/K/l 2 1 O Rs
HO O HOY &N
Formmda 1 Formula 11 Formula T Formula IV

En particular, la invencién se dirige a compuestos de Férmula 111

Cﬂl R 1
R,

HO
Forpuda TH

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde R+1 es H, y Rz es furan-3-ilo, tetrahidrofuran-3-ilo, furan-
2-ilo tetrahidrofuran-2-ilo, 5-etilfuran-2-ilo o piridin-3-ilo. Se ha demostrado que estos compuestos tienen una excelente
actividad inhibidora de la tirosinasa y una baja citotoxicidad. Se ilustra la actividad inhibitoria de compuestos
representativos contra la tirosinasa de hongos, asi como, la inhibicién de la produccién de melanina por células de
melanoma B16-F1 murinas. Las propiedades de blanqueamiento de la piel de los compuestos representativos se
evaluaron por medio de un modelo de piel humana reconstruida como se describe en el Ejemplo 8. Estos compuestos
o sus sales farmacéuticamente aceptables de los mismos se muestran Utiles para aplicaciones tanto cosméticas como
meédicas, como se detalla a continuacién.

Como se usa en este contexto, el término "derivado” o "anélogo"” se refiere a un compuesto que tiene una estructura
o funcién quimica similar a la de los compuestos de Férmula I-IV que retienen el nucleo del anillo de 2,4-
dihidroxibenceno.

En el presente documento se usan diversos términos para referirse a aspectos de la presente invencién. Para ayudar
a aclarar la descripcién de los componentes de esta invencién, se proporcionan las siguientes definiciones. Salvo que
se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento tienen el mismo
significado que el comprendido habitualmente por un experto en la materia a la que pertenece esta invencién.

Cabe sefialar que, como se usa en el presente documento, el término "una" entidad se refiere a uno o mas de esa
entidad; por ejemplo, un inhibidor de tirosinasa se refiere a uno 0 mas inhibidores de tirosinasa. Como tal, los términos
"un" o0 "una", "uno o mas" y "al menos uno" se pueden usar indistintamente en el presente documento.

Como se usa en el presente documento, "aproximadamente" se entendera por un experto en la materia y variara hasta
cierto punto segun el contexto en el que se usa. Si hay usos del término que no estan claros para los expertos en la
materia dado el contexto en el que se utilizan, "aproximadamente" significara hasta mas o menos el 10 % del término
en particular.

El término "alquilo" como se usa en el presente documento se refiere a un hidrocarburo saturado, de cadena lineal o
ramificada, que tiene el nimero indicado de atomos de carbono. Por ejemplo, alquilo (C4-C+o) significa un hidrocarburo
de cadena lineal o ramificada que tiene de uno a diez 4tomos de carbono. Un grupo alquilo puede estar no sustituido
u opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes como se describe en el presente documento.

Eltérmino "alcoxi" como se usa en el presente documento se refiere a un grupo -O-alquilo que tiene el nimero indicado
de 4tomos de carbono. Por ejemplo, un grupo alcoxi (C1-C1o) incluye -OCHs, -OCH2CHs, etc. hasta diez atomos de
carbono.

Como se usa en el presente documento, el término "heterodtomo" pretende incluir oxigeno (O), nitrégeno (N) y azufre
(S).

El término "heteroaromatico" como se usa en el presente documento se refiere a un anillo heterociclico aromatico de
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5 a 14 miembros y que tiene al menos un heteroatomo seleccionado de nitrégeno, oxigeno y azufre, y que contiene al
menos 1 atomo de carbono. Los heteroaromaticos representativos incluyen piridilo, furilo, tienilo, pirrolilo e imidazolilo,
etc. El grupo heteroarilo puede unirse a través de cualquier heteroatomo o 4tomo de carbono, donde sea quimicamente
aceptable. Un grupo heteroarilo puede estar no sustituido u opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes
como se describe en el presente documento.

Como se usa en el presente documento, el término "heterociclo" se refiere a sistemas de anillo no aromaticos de 5 a
14 miembros que estdn saturados, insaturados y que contiecnen de 1 a 4 heterodtomos seleccionados
independientemente de nitrégeno, oxigeno y azufre, y en donde los heterodtomos de nitrégeno y azufre pueden estar
opcionalmente oxidados, y el heteroatomo de nitrégeno puede estar opcionalmente cuaternizado. El heterociclo se
puede unir a través de cualquier heterodtomo o atomo de carbono, donde sea quimicamente aceptable. Los ejemplos
representativos de heterociclos no aromaticos incluyen, pero sin limitacién, tetrahidrofuranilo, tetrahidropirrolilo,
piranilo y tetrahidropiranilo, etc. Un grupo heterociclo puede estar no sustituido u opcionalmente sustituido con uno o
méas sustituyentes como se describe en el presente documento.

Eltérmino "aromatico”, como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier compuesto que incluye o consiste
en uno o mas anillos arométicos de hidrocarburo. Los anillos pueden ser sistemas de anillo mono o policiclicos.
Ejemplos de anillos adecuados incluyen, pero sin limitacién, benceno, bifenilo, terfenilo, naftaleno, etc.

El término "hidroxialquilo" como se usa en el presente documento, se refiere a un grupo alquilo que tiene el nimero
indicado de atomos de carbono en donde uno 0 mas de los atomos de hidrégeno en el grupo alquilo se reemplazan
con un grupo -OH. Ejemplos representativos de grupos hidroxialquilo incluyen, pero sin limitacién, -CH2OH, -
CH2CH20H, -CH2CH2CH20H, -CH2CH2CH2CH2CH20H, -CH2CH2CH2CH2CH2CH2OH, vy versiones ramificadas de los
mismos. Tipicamente, el hidroxilalquilo es un compuesto de férmula -alquil-(C1-C10)-OH.

"Terapéutico" como se usa en el presente documento, incluye prevencién, tratamiento y/o profilaxis. Cuando se utiliza
terapéutico se refiere a seres humanos, asi como a otros animales.

"Dosis o cantidad farmacéutica o terapéuticamente eficaz" se refiere a un nivel de dosificacién suficiente para inducir
un resultado biolégico deseado. Ese resultado puede ser el alivio de los signos, sintomas o causas de una enfermedad,
o cualquier otra alteracién deseada de un sistema bioldgico. La dosificacién precisa variard de acuerdo con una
diversidad de factores, incluyendo, pero sin limitacién, la edad y el tamafio del sujeto, la enfermedad y el tratamiento
efectuado.

Un "huésped" o "paciente" o "sujeto”" es un mamifero vivo, ser humano o animal, para quien se desea la terapia. El
"huésped", "paciente”" o "sujeto” generalmente se refiere al receptor de la terapia a practicar de acuerdo con el uso
médico de la invencién. Debe observarse que la invencién descrita en el presente documento se puede usar para
aplicaciones tanto veterinarias como humanas, y que el término "huésped" no debe interpretarse de manera limitativa.
En el caso de aplicaciones veterinarias, los intervalos de dosificacién se pueden determinar como se describe a
continuacion, teniendo en cuenta el peso corporal del animal.

Como se usa en el presente documento, la expresion "farmacéuticamente aceptable" significa aprobado por una
agencia reguladora de un gobierno federal o estatal o listado en la Farmacopea de EE. UU. u otra farmacopea
generalmente reconocida para uso en animales y, de manera més particular, en seres humanos. El término "vehiculo"
se refiere a un diluyente, adyuvante, excipiente, o vehiculo con el que se administra el agente terapéutico e incluye,
pero sin limitacién, liquidos estériles tales como agua y aceites.

Una "sal farmacéuticamente aceptable" o "sal" de un inhibidor de tirosinasa es un producto del compuesto divulgado
que contiene un enlace idnico, y se produce tipicamente haciendo reaccionar el compuesto divulgado con un acido o
una base, adecuado para administrar a un sujeto. Una sal farmacéuticamente aceptable puede incluir, pero sin
limitacion, sales de adicién de acidos que incluyen clorhidratos, bromhidratos, fosfatos, sulfatos, hidrogenosulfatos,
alquilsulfonatos, arilsulfonatos, arilalquilsulfonatos, acetatos, benzoatos, citratos, maleatos, fumaratos, succinatos,
lactatos y tartratos; cationes de metales alcalinos tales como Li, Na, K, sales de metales alcalinotérreos tales como
Mg o Ca, o sales de aminas organicas.

Una "composicién farmacéutica" es una formulacién que comprende los compuestos divulgados en una forma
adecuada para la administracién a un sujeto. Una composicién farmacéutica de la invencién se formula preferiblemente
para que sea compatible con su via de administracion prevista. Los ejemplos de vias de administracién incluyen, pero
sin limitacién, administracién oral y parenteral, por ejemplo, intravenosa, intradérmica, subcutanea, por inhalacién,
tépica, transdérmica, transmucosa y rectal.

El término "sustituido", como se usa en el presente documento, significa que uno o méas hidrégenos en el dtomo
designado estan sustituidos por una seleccién del grupo indicado, con la condicién de que no se supere la valencia
normal del &tomo designado, y que la sustitucion dé como resultado un compuesto estable. Cuando un sustituyente
es ceto (es decir, =O), entonces se reemplazan 2 hidrégenos en el atomo. Los ejemplos de sustituyentes incluyen,
pero sin limitaciéon, grupos alquilo C1-Cio, hidroxi (-OH); alcoxi C1-Cio. Tipicamente un anillo aromético,
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heteroaromatico o heterociclico tendréa 1-3 sustituyentes.

Los siguientes aspectos y realizaciones referidos a los compuestos de Férmula | no forman parte de la materia objeto
de la reivindicacién y son meramente ilustrativos.

Se divulga en el presente documento un compuesto que tiene la estructura mostrada en la Férmula I, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo:

OH

Fomulk §

en donde R se puede seleccionar de un anillo aroméatico, heteroaromatico o heterociclico sustituido o no sustituido. En
un ejemplo, R se puede seleccionar del grupo que consiste en: fenilo, bifenilo, 2-piridilo, 3-piridilo, 4-piridilo, 2-furanilo,
3-furanilo sustituidos o no sustituidos. En un ejemplo R puede estar sustituido con 1 a 3 restos (R, R", R")
seleccionados independientemente del grupo que consiste en un grupo alquilo C1-C1o, un grupo alcoxi C1-C10 0 un
grupo hidroxilo. En otros ejemplos, R se puede seleccionar del grupo que consiste en 1'-(4'-metoxi)fenilo; 1'-(2,4-
dihidroxi)fenilo; 1'-(3-piridilo); 1'-(bifenil-4-ol).

Los siguientes aspectos y realizaciones referidos a los compuestos de Férmula Il no forman parte de la materia objeto
de la reivindicacién y son meramente ilustrativos.

También se divulga un compuesto que tiene una estructura mostrada en la Férmula |l o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo:

OH X

HO
Formula Il

en donde X = H 0 -OH y R se puede seleccionar de un anillo aromético, heteroaromatico o heterociclico sustituido o
no sustituido. En un ejemplo, R se puede seleccionar del grupo que consiste en un: fenilo, bifenilo, 2-piridilo, 3-piridilo,
4-piridilo, 2-furanilo, 3-furanilo, sustituido o no sustituido. En un ejemplo, R puede estar sustituido con 1 a 3 restos (R/,
R", R") seleccionados independientemente del grupo que consiste en un grupo alquilo C+-C+o, un grupo alcoxi C4+-C1o
0 un grupo hidroxilo. En otros ejemplos, R se puede seleccionar del grupo que consiste en 2'-furilo; 3'-furilo; 3'-piridilo;
3'-(2-metoxipiridilo); 1'-(2,4,6-trimetoxi fenilo); 1'-(3,4-dioxalano fenilo) y cuando X = OH, R es 3'-piridilo.

La presente invencidén se refiere a un compuesto que tiene una estructura mostrada en la Férmula Ill o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.

OH R,

Fiy
Farnmwula Il
en donde R1 es H y Rz es 3-furilo; 3-tetrahidrofurilo; 2'-furilo, 2'-tetrahidrofurilo o 2'-(5'-etil)-furilo; 3'-piridilo.

Los siguientes aspectos y realizaciones referidos a los compuestos de Férmula IV no forman parte de la materia objeto
de la reivindicacién y son meramente ilustrativos.

Ademas, se divulga un compuesto que tiene una estructura mostrada en la Férmula Il o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo.
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R
POt

HO
Formuala IV

en donde === representa un enlace doble o sencillo,

R1 se puede seleccionar del grupo que consiste en H o alquilo C+4-C1o;

R4 se puede seleccionar del grupo que consiste en=H, OHu O; y

Rs se puede seleccionar del grupo que consiste en un sustituido o no sustituido: anillo aromatico, anillo
heteroaromatico, anillo heterociclico o un resto hidroxilalquilo. En ejemplos especificos, R1 es H o CHs y Rs se puede
seleccionar de un sustituido o no sustituido: anillo aromatico, anillo heteroaromatico o un anillo heterociclico o un
hidroxilalquilo C1-C1o (-C1-C10)-OH). En aln otros ejemplos, Rs se puede sustituir con 1 a 3 restos (R', R", R")
seleccionados independientemente del grupo que consiste en un grupo alquilo C1-C1o, un grupo alcoxi C1-C10 0 un
grupo hidroxilo. En otros ejemplos Rs se puede seleccionar del grupo que consiste en un sustituido o no sustituido:
fenilo, bifenilo, 2-piridilo, 3-piridilo, 4-piridilo, 2-furanilo, 3-furanilo o 2-tetrahidrofuranilo. En ejemplos especificos R1 =
R4=Hy Rs puede seleccionarse de 1'-(3',5'-dimetoxi)fenilo; 1'-(3',5-dihidroxi)fenilo; 1-(2',4',6-trimetoxifenilo); R1 = Me,
R4 = OH, Rs es 1'-(2',4'-dihidroxi)fenilo; R1 = Me, R4 = O, Rs es 1'-(2',4'-dihidroxi)fenilo; y R1= R4 = H, Rs-CH2CH20H.
con las siguientes condiciones:

condicién 1: cuando R1 = R4 = H; Rs no puede ser 1'-(2,4-dimetoxi-3-metil)fenilo.

condicién 2. cuando R1 = R4 = H; Rs no puede ser 1'-(2,4-dihidroxi)fenilo; 1'-(2,4-dialcoxi) fenilo; 1'-(2,4-
dialquenoxi)fenilo o 1'-(2,4-dibenciloxi)fenilo.

condicién 3: Rs no puede ser 1'-(4-hidroxi)fenilo.
condicién 4: cuando R1 = R4 = H; Rs no puede ser 1'-(2,4-di(CO)R", en donde R es un grupo alquilo-(C1-C20).

condicién 5: cuando R1 = R4 =H y Rs no puede ser un fenilo 1'<(2,4-disustituido); en donde dichos sustituyentes se
seleccionan de -OR? y -OR3, en donde R?y R3 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en H o
un alquilo (C1-Cxo).

condicién 6: cuando R1 = H y R4 = OH; Rs no puede ser 1'-(3,4-dihidroxi)fenilo; 1'-(3,4-dimetoxi)fenilo; 1'<(2-
hidroxi)fenilo; 1'-(2-metoxi)fenilo; 1'-(4-metoxi)fenilo; fenilo; 1'-(3-metoxi,4-hidroxi)fenilo; .

La Tabla 1 enumera anélogos novedosos representativos del 2,4-dihidroxibenceno de Férmula | que son Utiles como
inhibidores de la tirosinasa. Los métodos sintéticos que se pueden utilizar para preparar cada compuesto, identificados
en la Tabla 1 se describen en detalle en el Ejemplo 1. Se proporcionan datos de soporte de RMN de 'H y '3C para
cada compuesto sintetizado. En general, los compuestos de Férmula | se pueden sintetizar a partir de materiales
facilmente disponibles utilizando técnicas convencionales de sintesis organica. Se pueden encontrar ofras rutas de
preparacion en la bibliografia y la técnica pertinente. Los valores de Clso para estos compuestos segun lo determinado
por el ensayo de tirosinasa como se describe en el Ejemplo 6 también se exponen en la Tabla 1. Para seleccionar
compuestos de Férmula |, la Tabla 5 proporciona valores de Clso determinados por los ensayos basados en células
de melanoma murino descritos en el Ejemplo 7 y de viabilidad celular (DLso) segun lo determinado por los métodos
descritos en el Ejemplo 8.

La Tabla 2 enumera derivados novedosos representativos de 2,4-dihidroxibenceno de Férmula Il que son Utiles como
inhibidores de tirosinasa. Los métodos sintéticos que se pueden usar para preparar cada compuesto identificado en
la Tabla 2 se describen en detalle en el Ejemplo 2. Se proporcionan datos de soporte de RMN de 'H y '3C para cada
compuesto sintetizado. En general, los compuestos de Férmula |l pueden sintetizarse a partir de materiales facilmente
disponibles utilizando técnicas de sintesis organica convencionales. Se pueden encontrar otras rutas de preparacién
en la bibliografia y la técnica pertinente. Los valores de Clso para estos compuestos segun lo determinado por el
ensayo de tirosinasa como se describe en el Ejemplo 6 también se exponen en la Tabla 2. Para seleccionar
compuestos de Férmula Il, la Tabla 5 proporciona valores de Clso determinados por el ensayo basado en células de
melanoma murino descrito en el Ejemplo 7 y de viabilidad celular (DLso) segun lo determinado por los métodos
descritos en el Ejemplo 8.

La Tabla 3 enumera anélogos novedosos representativos del 2,4-dihidroxibenceno de Férmula Il segun la invencion
que son Utiles como inhibidores de la tirosinasa. Los métodos sintéticos que se pueden usar para preparar cada
compuesto identificado en la Tabla 3 se describen en detalle en el Ejemplo 3. Se proporcionan datos de soporte de
RMN de 'H y '3C para cada compuesto sintetizado. En general, los compuestos de Férmula Ill se pueden sintetizar a
partir de materiales facilmente disponibles usando técnicas de sintesis organica convencionales. Se pueden encontrar
otras rutas de preparacién en la bibliografia y la técnica pertinente. Los valores de Clso para estos compuestos segun
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lo determinado por el ensayo de tirosinasa como se describe en el Ejemplo 6 también se exponen en la Tabla 3. Para
seleccionar compuestos de Férmula Ill, la Tabla 5 proporciona valores de Clso determinados por el ensayo basado en
células de melanoma murino descrito en el Ejemplo 7 y de viabilidad celular (DLso) segln lo determinado por los
métodos descritos en el Ejemplo 8.

La Tabla 4 enumera analogos novedosos de 2,4-dihidroxibenceno representativos de Férmula IV que son Utiles como
inhibidores de tirosinasa. Los métodos sintéticos que se pueden usar para preparar cada compuesto identificado en
la Tabla 4 se describen en detalle en el Ejemplo 4 y el Ejemplo 5 (compuesto 34). Se proporcionan datos de soporte
de RMN de 'Hy '3C para cada compuesto sintetizado. En general, los compuestos de Férmula IV pueden sintetizarse
a partir de materiales facilmente disponibles utilizando técnicas de sintesis organica convencionales. Se pueden
encontrar otfras rutas de preparacién en la bibliografia y la técnica pertinente. Los valores de Clsp para estos
compuestos segln lo determinado por el ensayo de tirosinasa como se describe en el Ejemplo 6 también se exponen
en la Tabla 4. Para seleccionar compuestos de Férmula IV, la Tabla 5 proporciona valores de Clso determinados por
el ensayo basado en células de melanoma murino descrito en el Ejemplo 7 y de viabilidad celular (DLsp) segun lo
determinado por los métodos descritos en el Ejemplo 8.

En resumen, los compuestos expuestos en las Tablas 1-4 mostraron una excelente inhibicién de la enzima tirosinasa
de hongos, asi como, produccién de melanina por células B16-F1 (Tabla 5, Figuras 1-9). La citotoxicidad se observé
solo a altas concentraciones. Todos los compuestos ejemplificados en la Tabla 5 (es decir, los compuestos 7, 15, 16,
17,18, 19, 24, 25, 30) eran mucho més potentes que el acido kéjico, un blanqueador de piel de uso comln como se
ilustra en la Figura 10. La Clso de acido kéjico (ensayo de tirosinasa) es 20 uM. La Clso de &cido kéjico (ensayo murino)
es 303,5 pM. Adicionalmente, dos de los compuestos ensayados (compuestos 16 y 25) mostraron fuertes efectos de
blanqueamiento de la piel en un modelo de piel reconstruida sin ninguna citotoxicidad detectable como se describe en
el Ejemplo 8.

La presente invencién abarca composiciones farmacéuticas que comprenden al menos un inhibidor de tirosinasa de
acuerdo con la Férmula Il. Las composiciones de la presente invencién se pueden formular como composiciones
farmacéuticas, que incluyen otros componentes tales como un excipiente farmacéutica y/o cosméticamente aceptable,
un adyuvante, y/o un portador. Por ejemplo, las composiciones de la presente invencién pueden formularse en un
excipiente que el huésped a tratar puede tolerar. Un excipiente es una sustancia inerte utilizada como diluyente o
vehiculo para un agente terapéutico. Ejemplos de tales excipientes incluyen, pero sin limitacién, agua, tampones,
solucién salina, solucién de Ringer, solucién de dextrosa, manitol, solucién de Hank, conservantes y otras soluciones
salinas acuosas fisiolégicamente equilibradas. Los vehiculos no acuosos, tales como aceites fijos, aceite de sésamo,
oleato de etilo o triglicéridos también pueden usarse. Otras formulaciones utiles incluyen suspensiones que contienen
agentes potenciadores de la viscosidad, tales como carboximetilcelulosa sddica, sorbitol o dextrano. Los excipientes
también pueden contener cantidades minimas de aditivos, tales como sustancias que potencian la isotonicidad y la
estabilidad quimica. Los ejemplos de tampones incluyen tampdn fosfato, tampén bicarbonato, tampén Tris, histidina,
citrato y glicina, o mezclas de los mismos, mientras que los ejemplos de conservantes incluyen, pero sin limitacién,
EDTA, EDTA disédico, BHA, BHT, vitamina C, vitamina E, bisulfito sédico, SnCly, timerosal, m- u o-cresol, formalina y
alcohol bencilico. Las formulaciones convencionales pueden ser liquidas o sélidas, que pueden recogerse en un
liqguido adecuado como una suspensién o solucién para administracién. Por tanto, en una formulacién que no es
liquida, el excipiente puede comprender dextrosa, seroalbimina humana, conservantes, etc., a la que se puede afiadir
agua o solucidn salina estéril antes de la administracién.

La composicién también puede incluir un adyuvante o un vehiculo. Los adyuvantes son tipicamente sustancias que
generalmente mejoran la respuesta biolégica de un huésped a un agente bioactivo especifico. Los adyuvantes
adecuados incluyen, pero sin limitacién, adyuvante de Freund, otros componentes de la pared celular bacteriana,
aluminio, magnesio, cobre, cinc, hierro, calcio, y otras sales basadas en iones metélicos, silice, polinucleétidos,
toxoides, proteinas séricas, proteinas de la cubierta viral, otras preparaciones derivadas de bacterias, interferén
gamma; coadyuvantes de copolimero de bloques; tal como el adyuvante Titermax de Hunter (VaxcelTM., Inc. Norcross,
Ga.), adyuvantes Ribi (disponibles en Ribi ImmunoChem Research, Inc., Hamilton, Mont.); y saponinas y sus
derivados, tal como Quil A (disponible en Superfos Biosector A/S, Dinamarca). Los portadores son tipicamente
compuestos que aumentan la vida media de una composicién terapéutica en el huésped tratado. Los vehiculos
adecuados incluyen, pero sin limitacion, formulaciones poliméricas de liberacién controlada, implantes biodegradables,
liposomas, bacterias, virus, aceites, ésteres, y glicoles. Los portadores adecuados se describen en "Remington: The
Science and Practice, Vigésima edicién", publicado por Lippincott Williams & Wilkin.

La composicién se puede preparar como una formulacién de liberacién controlada, que libera lentamente la
composicién de la presente invencién en el huésped. Como se usa en el presente documento, una formulacién de
liberacién controlada comprende una composicion de la presente invencién en un vehiculo de liberacién controlada.
Los expertos en la materia conocerén vehiculos adecuados de liberacién controlada. Las formulaciones de liberacion
controlada preferidas son biodegradables (es decir, bioerosionables).

Las composiciones de esta invencién se pueden administrar por cualquier método conocido por un experto en la
materia. Los modos de administracién incluyen, pero sin limitacién, administracién enteral (oral), administracién
parenteral (intravenosa, subcutédnea e intramuscular) y aplicacion tépica. La administracion de los inhibidores de
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tirosinasa segun esta invencién se administran internamente o por via tépica a un paciente que lo necesite, una
cantidad terapéuticamente eficaz de al menos uno de los analogos de 2,4-dihidroxibenceno de la presente invencién.

Los agentes terapéuticos de la presente invencién se pueden administrar por via tépica por cualquier medio adecuado,
conocido por los expertos en la materia para la administracién tépica de composiciones terapéuticas que incluyen,
pero sin limitaciéon, como un ungtento, gel, locién, o base de crema, o como una pasta de dientes, enjuague bucal, o
recubierto con material de hilo dental 0 como emulsién, como un parche, vendaje o mascarilla, una gasa antiadherente,
un vendaje, un hisopo o una toallita de tela.

Una composicion terapéutica se puede administrar en una diversidad de formas farmacéuticas unitarias dependiendo
del método de administracion. Para modos de administracién particulares, una composicidn terapéutica de la presente
invencién se puede formular en un excipiente de la presente invencién. Un reactivo terapéutico de la presente
invencién se puede administrar a cualquier huésped, preferiblemente a mamiferos y, mas preferiblemente, a seres
humanos. El modo particular de administraciéon dependera de la afeccién a tratar.

Las pomadas adecuadas pueden comprender la concentracién deseada de al menos un analogo de 2 4-
dihidroxibenceno de Férmula, es una cantidad eficaz, no tdxica, generalmente seleccionada del intervalo de 0,001 %
a 100 % basado en el peso total de la formulacidn tépica, de 65 a 100 % (preferiblemente de 75 a 96 %) de parafina
blanda blanca, de 0 a 15 % de parafina liquida y de 0 a 7 % (preferiblemente de 3 a 7 %) de lanolina o un derivado o
equivalente sintético de la misma. En otro ejemplo de pomadas adecuadas, la pomada puede comprender una matriz
de parafina de polietileno-liquido.

Las cremas adecuadas pueden estar compuestas por un sistema emulsionante junto con la concentracién deseada
de al menos un anélogo de 2,4-dihidroxibenceno de Férmula Ill como se ha proporcionado anteriormente. El sistema
emulsionante puede estar compuesto, preferiblemente, por de 2 a 10 % de alcoholes de polioxietileno (por ejemplo, la
mezcla disponible con la marca registrada Cetomacrogol™1000), de 10 a 25 % de alcohol estearilico, de 20 a 60 %
de parafina liquida y de 10 a 65 % de agua; junto con uno 0 més conservantes, por ejemplo, de 0,1 a 1 % de N,N"-
metilenebis[N'-[3-(hidroximetil)-2,5-dioxo-4-imidazolidinillurea] (disponible con el nombre Imidurea USNF), de 0,1 a
1 % de alquil 4-hidroxibenzoatos (por ejemplo, la mezcla disponible de Nipa Laboratories con la marca comercial
Nipastat), de 0,01 a 0,1 % de 4-hidroxibenzoato de butilo sédico (disponible en Nipa Laboratories con la marca
comercial Nipabutyl sodium), y de 0,1 a 2 % de fenoxietanol.

Los geles adecuados pueden estar compuestos por un sistema semisélido en el que una fase liquida esta restringida
dentro de una matriz polimérica tridimensional con un alto grado de reticulacién. La fase liquida puede estar compuesta
por agua, junto con la cantidad deseada de al menos un analogo de 2,4-dihidroxibenceno del compuesto de Férmula
Ill, de 0 a 20 % de aditivos miscibles en agua, por ejemplo, glicerol, polietilenglicol, o propilenglicol, y de 0,1 a 10 %,
preferiblemente de 0,5 a 2 %, de un agente espesante, que puede ser un producto natural, seleccionado del grupo
que incluye, pero sin limitacién, tragacanto, pectina, carragenina, agar y acido alginico, o un compuesto sintético o
semisintético, seleccionado del grupo que incluye, pero sin limitacion, metilcelulosa y carboxipolimetileno (carbopol);
junto con uno o mas conservantes, seleccionados del grupo que incluye, pero sin limitacién, por ejemplo, de 0,1a 2 %
de 4-hidroxibenzoato de metilo (metilparabeno) o fenoxietanol-diferencial. Otra base adecuada, puede comprender la
cantidad deseada de al menos un analogo de 2,4-dihidroxibenceno del compuesto de Férmula lll, junto con de 70 a
90 % de polietilenglicol (por ejemplo, ungiento de polietilenglicol que contiene un 40 % de polietilenglicol 3350 y un
60 % de polietilenglicol 400, preparado de acuerdo con el Formulario Nacional de EE.UU. (USNF), de 5 a 20 % en
peso de agua, de 0,02 a 0,25 % de un antioxidante (por ejemplo, hidroxitolueno butilado), y de 0,005 a 0,1 % de un
agente quelante (por ejemplo, acido etilendiamina tetraacético (EDTA)).

El término parafina blanda, como se ha usado anteriormente, abarca las bases en crema o en ungiento de parafina
blanda blanca y parafina blanda amarilla. El término lanolina engloba la grasa de lana nativa y la grasa de lana
purificada. Los derivados de lanolina incluyen en particular lanolinas que se han modificado quimicamente para alterar
sus propiedades fisicas o quimicas y los equivalentes sintéticos de lanolina incluyen, en particular, compuestos
sintéticos o semisintéticos y mezclas que se conocen y se usan en las técnicas farmacéuticas y cosméticas como
alternativas a la lanolina, y pueden denominarse, por ejemplo, como sustitutos de lanolina.

Un equivalente sintético adecuado de lanolina que se puede usar es el material disponible con la marca registrada
Softisan ™ conocida como Softisan 649. Softisan 649, disponible en Dynamit Nobel Aktiengesellschaft, es un éster de
glicerina de acidos grasos vegetales naturales, de acido isostearico y de acido adipico; sus propiedades son discutidas
por H. Hermsdorf en Fette, Seifen, Anstrichmittel, N.° de Publicacidén 84, N.° 3 (1982), pag. 3-6.

Las otras sustancias mencionadas anteriormente como constituyentes de bases de pomadas o cremas adecuadas y
sus propiedades se analizan en trabajos de referencia convencionales, por ejemplo en la farmacopea. Cetomacrogol
1000 tiene la formula CH3a(CH2)m(OCH2CH2)nOH, en donde m puede ser 15 0 17 y n puede ser de 20 a 24. El
hidroxitolueno butilado es 2,6-di-terc-butil-p-cresol. Nipastat es una mezcla de 4-hidroxibenzoatos de metilo, etilo,
propilo y butilo.

Las composiciones de la invencién se pueden producir mediante técnicas farmacéuticas convencionales. Por lo tanto,
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las composiciones mencionadas anteriormente, por ejemplo, pueden prepararse convenientemente mezclando a una
temperatura elevada, preferiblemente 60-70 °C, parafina blanda, parafina liquida si esta presente, y lanolina o derivado
0 equivalente sintético de la misma. La mezcla se puede enfriar a temperatura ambiente y, después de la adicién de
la sal de calcio cristalina hidratada de mupirocina, junto con el corticosteroide y cualquier otro ingrediente, se agita
para asegurar una dispersién adecuada.

Independientemente de la forma de administracién, la dosis especifica se calcula de acuerdo con el peso corporal
aproximado del huésped. El perfeccionamiento adicional de los calculos necesarios para determinar la dosificacién
apropiada para el tratamiento que implica cada una de las formulaciones mencionadas anteriormente se realiza de
manera rutinaria por los expertos en la materia y esta dentro del alcance de las tareas que rutinariamente realizan sin
una experimentacion excesiva, especialmente a la luz de la informacién de dosificacién y los ensayos divulgados en
el presente documento. Estas dosificaciones se pueden determinar mediante el uso de los ensayos establecidos para
determinar las dosificaciones utilizadas junto con los datos de dosis-respuesta apropiados.

Los inhibidores de tirosinasa de la invencién se pueden sintetizar facilmente usando metodologias sintéticas conocidas
o mediante una modificacién de metodologias sintéticas conocidas. Como seria facilmente reconocido por un experto
en la materia, las metodologias descritas a continuacidén permiten la sintesis de analogos de 2,4-dihidroxibenceno que
tienen una diversidad de sustituyentes. En el presente documento se divulga un método para sintetizar los analogos
de 2,4-dihidroxibenceno descritos en el presente documento. Los métodos sintéticos ejemplares se describen en los
ejemplos 1-5 a continuacién.

La invencion abarca los compuestos de Férmula Il para su uso para prevenir o tratar (por ejemplo, aliviar uno 0 mas
sintomas de) afecciones médicas. El uso médico para prevenir o tratar comprende administrar una cantidad
terapéuticamente eficaz de al menos un inhibidor de tirosinasa de la presente invencién a un paciente que lo necesite.
Las composiciones de la invencién también pueden usarse para terapia profilactica.

Los compuestos reivindicados pueden usarse para tratar a un sujeto que padece un trastorno mejorado por la inhibicién
de la actividad tirosinasa o la produccidén de cantidades excesivas de melanina. Dicho uso comprende administrar a
un sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un inhibidor de tirosinasa como se describe en el presente
documento.

Como se usa en el presente documento, "tratamiento" describe el manejo y cuidado de un paciente con el propésito
de combatir una enfermedad, afeccién o trastorno e incluye la administracién de los compuestos activos para prevenir
el inicio de los sintomas o complicaciones, aliviando los sintomas o complicaciones, o eliminar la enfermedad, afeccién
o trastorno. Mas especificamente, "tratar" incluye revertir, aliviar, minimizar, suprimir o detener al menos un sintoma o
efecto perjudicial de un estado de enfermedad (trastorno), progresién de la enfermedad, u otra condicién anormal. El
tratamiento contina mientras mejoran los sintomas y/o la patologia.

Més especificamente, la presente invencién también proporciona un método para inhibir la sintesis de melanina en un
sujeto que lo necesite. Dicho método comprende administrar una cantidad eficaz de una composicién que comprende
al menos uno de los analogos de 2,4-dihidroxibenceno de la presente invencién.

Los inhibidores de la tirosinasa de la presente invencién ademas son para uso en la prevencién y tratamiento de
enfermedades y afecciones relacionadas con la sobreproduccién o distribucién desigual de la melanina. Las
enfermedades y afecciones relacionadas con la sobreproduccién o distribucién desigual de la melanina incluyen, pero
sin limitaciéon, manchas de hiperpigmentaciéon causadas por el envejecimiento de la piel, melasma, hepatopatias,
quemaduras térmicas y heridas topicas, pigmentacién de la piel debido a afecciones inflamatorias causadas por
hongos, infecciones microbianas y viricas, vitiligo, carcinoma, melanoma, asi como otras afecciones de la piel de
mamiferos.

Los inhibidores de la tirosinasa de la presente invencién también son para su uso en prevenir y tratar el oscurecimiento
de la piel y el dafio resultante de la exposicion al sol, a la radiacién ultravioleta (UV), sustancias quimicas, calor, viento
y ambientes secos. Finalmente, el método puede usarse para prevenir y tratar arrugas, piel floja, lineas y circulos
oscuros alrededor de los ojos, calmar la piel sensible y prevenir y tratar la dermatitis y otras afecciones de la piel
relacionadas con alergias.

Ademas de su uso para la prevencidén y el tratamiento de las enfermedades y afecciones de la piel descritas
anteriormente, las composiciones terapéuticas descritas en el presente documento proporcionan una composicién
eficaz que proporciona el beneficio de un aspecto de la piel suave y juvenil con un color de piel mejorado, elasticidad
aumentada, envejecimiento reducido y retrasado, aspecto y textura juvenil mejorados, y mayor flexibilidad, firmeza,
suavidad y flexibilidad.

En otra aplicacién mas de los inhibidores de tirosina de la presente invencién, los derivados de 2,4-dihidroxibenceno

de la presente invencién se pueden usar en la industria alimentaria para inhibir el pardeamiento y los cambios de color
en las frutas, hortalizas, zumos y otros productos alimentarios.
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Los siguientes ejemplos se proporcionan para ilustrar la presente invencién. Deberia entenderse, sin embargo, que la
invencién no debe limitarse a las condiciones o detalles especificos descritos en estos ejemplos.

Ejemplos

Ejemplo 1 de referencia. Métodos generales y especificos para la sintesis de compuestos de Férmula |

OH

H(Y
Formulal

Los compuestos de Férmula | se prepararon generalmente como se establece en el Esquema 1, utilizando un
bromobenceno sustituido como R para fines de ilustracion. Resumidamente, los compuestos de bifenilo de Férmula |
se prepararon mediante la reaccién de acoplamiento de Kumada (Tamao, K.; Sumitani, K.; Kumada, M, Journal of the
American Chemical Society. 1972, 94. 4374-4376) usando un catalizador de Ni(dppp)Cl2 de los correspondientes
reactivos de Grighard con bromuro de arilo apropiado, seguido de una reaccién de desbencilacién reductora del grupo
bencilo.

Esquema 1

(’\/” & Mg, L, THE pacrame OH \/J {{
—_——
i 9o - i) 88r,, {11,(‘12
7 T hwo” HO
Fnd)

NidpproCl, THF
Procedimiento representativo del Esquema 1: Sintesis de 4'-metoxibifenil-2,4-diol (1)

El 4-bromoanisol (2,80 g, 15 mmol) se traté con virutas de magnesio (480 mg, 20 mmol) y yodo (una pizca) en THF
para obtener el reactivo de Grignard correspondiente. El reactivo de Grignard se afiadié entonces a una solucién
agitada de 4-bromoresorcinol protegido con bencilo (3,7 g, 10 mmol) y Ni(dppp)Cl2 (2,7 g, 5 mmol) en THF a 0 °C. La
mezcla de reaccion se dejé agitar a temperatura ambiente durante 30 minutos, después de lo cual se calent6 a reflujo
durante 4 h. La mezcla de reaccion se enfrié entonces y se interrumpié con cloruro de amonio, se extrajo con acetato
de etilo, se lavé con salmuera y se secé sobre Na2SOs anhidro, se filtrd y se concentré en un evaporador rotatorio y
se purificaron por cromatografia en columna para obtener (1,98 g, 50 %) del producto acoplado como un sdélido
blanquecino.

El producto acoplado resultante (1,5 g, 3,7 mmol) se traté entonces con una cantidad catalitica de Pd al 10 % sobre
carbén activado (150 mg) y una cantidad en exceso de formiato de amonio (1,9 g, 29,6 mmol) en 15 ml de una solucién
de THF/MeOH (1:2) a reflujo durante 3 h para eliminar el grupo de proteccién de bencilo. Después de la filtracion a
través de Celite para eliminar el catalizador, el producto en bruto se purificé por cromatografia en columna para
producir (720 mg, 90 %) del compuesto 1 en forma de un sélido blanquecino. RMN de "H (MeOD, 500 MHz): & 7,152
(d, 2H, J = 8,5 Hz), 6,718-6,762 (m, 3H), 6,443 (d, 1H, J = 2,5 Hz), 6,241 (dd, 1H, J=2,5y 8,0 Hz), 3,663 (s, 3H).

Los compuestos representativos 2-4 de Férmula | (véase la Tabla 1) se sintetizaron de acuerdo con el mismo protocolo
utilizando materiales de partida apropiados. Los rendimientos globales variaron de 40-50 %.

Bifenil-2,2',4,4'-tetraol (2)

RMN de 'H (MeOD, 300 MHz): & 7,007-6,953 (m, 2H), 6,378-6,327 (m, 6H). RMN de '3C (MeOD, 75 MHz). &
157,971(6C), 130,246(2CH), 107,134(2CH), 102,589(2CH).

4-(Piridin-3il)benceno-1,3-diol (3)

RMN de "H: (CDCls, 300 MHz): 5 8,829 (s, 1H), 8,539 (d, 1H, J = 3,6 Hz), 7,885 (d, 1H, J = 7,5 Hz), 7,605-7,261 (m,
1H), 6,753 (s, 1H), 6,711 (d, 1H, J = 8,4 Hz). RMN de ™ (CDCls, 75 MHz): & 157,036(C), 150,534(CH), 137,420(CH),
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136,926(CH), 134,400(C), 131,618(CH), 129,237(C), 127,931(CH), 120,872(C), 106,821(CH), 101,769(CH).
4-(4'-hidroxibifenil)benceno-1,3-diol (4)

5 RMN de 'H (MeOD, 300 MHz): & 7,511-7,183 (m, 9H), 6,88-6,83 (m, 2H). RMN de 13C (MeOD, 75 MHz): 5 156,949 (3
C), 141,204(2 C), 132,709(2 C), 128,557(2 CH), 127,893(3 CH), 126,256(3 CH), 115,472(3 CH).

Tabla 1. Compuestos de referencia representativos de férmula |

Compuesto Estructura Ensayo de tirosinasa de
hongos
0 Clso: = 12,8 uM
~.
4'-Metoxibifenil-2,4-diol (1)
HO OH
HO OH Clso: = 60,0 uM
Bifenil-2,2',4,4'-tetraol (2)
11O Oll
Clso: = 0,5 uM
| =
4-(Piridin-3il)benceno-1,3-diol (3) /@i@‘f
HO OH
OH Clso: = 70,0 uM
4-(4'-hidroxibifenil)benceno-1,3-diol (4) O
HO I OH

10 Ejemplo 2 de referencia. Métodos generales y especificos para la sintesis de compuestos de Férmula Il

Ol X

Formula

Los compuestos de Férmula |l se prepararon como se ilustra en el Esquema 2. Resumidamente, con referencia al

15  Esquema 2, los compuestos de difenilmetano ilustrativos de la Férmula Il se prepararon mediante reaccién de adicién
de Grignard con un aldehido (RCHO, en donde R = anillo aromético o heteroaromatico), seguido de la deshidroxilacién
del grupo hidroxilo bencilico resultante y la desbencilacién de los grupos protectores de benciloxi in situ.

Esquema 2
$Hn I OBn OH ol X
pr B Me LB Pd-Cf AME
oo .
— B — R
, HHORCS MO/ THE
Bal) BaO refiuio "oy

20
Procedimiento representativo del Esquema 2: Sintesis de 4-(furan-2-ilmetil)benceno-1,3-diol (5)
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El 4-bromoresorcinol protegido con bencilo (2,80 g, 15 mmol) se traté con virutas de magnesio (480 mg, 20 mmol) y
yodo (una pizca) en THF para proporcionar el reactivo de Grignard correspondiente, que después se afiadidé a una
solucién agitada de 2-furaldehido (3,97 g, 10 mmol) en THF a 0 °C. La mezcla se dejé calentar a temperatura ambiente
y se agité atemperatura ambiente durante 3 horas. La mezcla se inactivd con cloruro de amonio, se extrajo con acetato
de etilo, se lavé con salmuera y se sec6 sobre Na2SOa4 anhidro, se filtrd, se concentré en un evaporador rotatorio y se
purificd por cromatografia en columna para proporcionar (3,0 g, 80 %) del producto acoplado.

El producto acoplado (2,5 g, 6,5 mmol) se traté entonces con una cantidad catalitica de Pd al 10 % sobre carbdn
activado (250 mg) y una cantidad en exceso de formiato de amonio (3,33 g, 52 mmol) en THF/MeOH (18 ml) a reflujo
para eliminar los grupos protectores de bencilo. La deshidroxilacion parcial del grupo hidroxi bencilo también tuvo lugar
durante la reaccién de desbencilacién. Una vez finalizado, la mezcla de reaccién se filtr6 a través de Celite para
eliminar el catalizador y se concentré para proporcionar el producto en bruto, que después se purificd por cromatografia
en columna para producir (740 mg, 60 %) del compuesto 5 como un sélido blanquecino, asi como, el compuesto
hidroxilado (X = OH) (270 mg, 20 %). RMN de 'H (MeOD, 500 MHz): 3 7,306 (dd, 1H, J= 1,0y 2,0 Hz), 6,8565 (d, 1H,
J = 8,5 Hz), 6,8085 (d, 1H, J = 8,5 Hz), 6,3155 (d, 1H, J = 2,5 Hz), 6,2965 (d, 1H, J = 2,5 Hz), 6,255-6,223 (m, 2H).
RMN de '3C (MeOD, 125 MHz): & 156,604(C), 156,504(C), 156,064(C), 155,556(C), 155,290(C), 140,575(CH),
131,443(CH), 130,325(CH), 116,098(C), 116,973(C), 109,761(CH), 106,303(CH), 106,111(CH), 105,156(CH),
102,513(CH), 102,061(CH), 79,946(CH), 67,489(CHy), 35,257(CH), 29,875(CHz), 27,102(CHz2), 25,218(CH2).

Los compuestos representativos 6-11 de Férmula Il (véase la Tabla 2) se sintetizaron de acuerdo con el mismo
esquema de reaccion general usando los materiales de partida apropiados. Los rendimientos globales variaron de 50-
60 %.

4-(Furan-3-ilmetil)benceno-1,3-diol (6)

RMN de "H (MeOD, 500 MHz): & 8,39 (d, 1H, J = 2 Hz), 8,28 (dd, 1H, J= 5y 1,5 Hz), 6,63-6,69 (m, 1H), 7,25-7,28 (m,
1H), 6,87 (d, 1H, J = 8,5 Hz), 6,31 (d, 1H, J = 2,5 Hz), 6,24 (dd, 1H, J =8 y 2,5 Hz), 3,25 (s, 2H). RMN de '3C (MeOD,
125 MHz): & 156,897(C), 155,797 (C), 148,727(CH), 145584(CH), 138,672(C), 137,021(CH), 130,536(CH),
123,476(CH), 117,446(C), 106,221(CH), 102,283(CH), 32,196(CHs).

4-(Piridin-ilmetil)benceno-1,3-diol (7)

RMN de "H (MeOD, 500 MHz): & 8,39 (d, 1H, J = 2 Hz), 8,28 (dd, 1H, J= 5y 1,5 Hz), 6,63-6,69 (m, 1H), 7,25-7,28 (m,
1H), 6,87 (d, 1H, J = 8,5 Hz), 6,31 (d, 1H, J = 2,5 Hz), 6,24 (dd, 1H, J =8 y 2,5 Hz), 3,25 (s, 2H). RMN de C (MeOD,
125 MHz): & 156,897(C), 155,797 (C), 148,727(CH), 145584(CH), 138,672(C), 137,021(CH), 130,536(CH),
123,476(CH), 117,446(C), 106,221(CH), 102,283(CH), 32,196(CHs).

También se obtuvo un producto hidroxilado (20 %) y se separé con éxito mediante cromatografia en columna (véase
el compuesto 11 a continuacién).

4-((2-Metoxipiridin-3-il)metil)benceno-1,3-diol (8)

RMN de H (MeOD, 500 MHz): & 7,9015 (dd, 1H, J = 1,5 y 5,0 Hz), 7,277 (dt, 1H, J = 1,0 y 7,0 Hz), 6,778-6,823 (m,
2H), 6,313 (dd, 1H, J= 2,5 y 6,5 Hz), 6,239 (dt, 1H, J=2,0y 8,5 Hz), 3,935 (s, 3H), 3,749 (s, 2H). RMN de 13C (MeOD,
125 MHz): 5 161,927(C), 157,766(C), 156,578(C). 155,941(C), 143,115(CH), 137,880(CH), 130,828(CH), 124,794(C),
116,498(CH), 106,133(CH), 102,098(CH), 52,482(CHs), 28,505(CHb>).

4-(2,4,6-trimetoxibencil)benceno-1,3-diol (9)

RMN de 'H (MeOD, 500 Hz): 5 6,587 (d, 1H, J = 8,5 Hz), 6,242 (s, 1H), 6,239 (s, 2H), 6,106 (dd, 1H, J =2,5y 8,0 Hz),
3,798 (s, 3H), 3,775 (s, 6H), 3,703 (s, 2H). RMN de "® (CDCls, 125 Hz): 5 160,150(C), 158,100(2 C), 155,986(C),
165,509(C), 132,723(CH), 119,535(C), 109,882(C), 107,232(CH), 103,475(CH), 91,531(2CH), 56,258(2 CHz),
55,802(CHzs), 23,157(CHy).

4-(Benzo[d][1,3]dioxol-5-ilmetil)benceno-1,3-diol (10)

RMN de 'H (MeOD, 500 MHz): & 6,775 (d, 1H, J = 8,5 Hz), 6,62-6,68 (m, 3H), 6,295 (d, 1H, J = 2,0 Hz), 6,202-6,223
(m, 1H), 5,842 (s, 2H), 3,733 (s, 2H). RMN de '3C (MeOD, 125 MHz): 5 155,840(C), 155,124(C), 148,362(C),
146,548(C), 134,234(C), 131,868(CH), 121,597(CH), 119,754(C), 109,431(CH), 108,687(CH), 108,154(CH),
103,761(CH), 101,299(CHz), 35,949(CHa2).

4-(hidroxil(piridin-3-il)metil)benceno-1,3-diol (11)

RMN de "H (MeOD, 300 MHz): & 8,528 (d, 1H, J =2,1 Hz), 8,355 (dd, 1H, J=3,6 y 4,8 Hz), 7,820 (td, /= 1,5y 7,5 Hz),
7,353 (t, 1H, J = 5,4 Hz), 7,086 (d, 1H, J = 7,8 Hz), 6,315-6,267 (m, 2H), 6,067 (s, 1H); Menor parcial: 8,497 (d, 1H, J
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= 2,1 Hz), 7,018 (d, 1H, J = 9,3 Hz), 5,661 (s, 1TH). RMN de 3C (MeOD, 125 MHz). & 157,659(C), 155,283(C),

147,120(CH), 146,694(CH), 141,308(C), 135,144(CH), 127,604(CH), 123,495(CH),

102,231(CH), 68,285(CH).

120,885(C), 106,466(CH),

Tabla 2. Compuestos de referencia representativos de la férmula Il

Compuesto Estructura Ensayo de tirosinasa
de hongos
4-(Furan-2-ilmetil)benceno-1,3-diol (5) OI1 Clso: =1,8 uM
O
\ /
HO
4-(Furan-3-ilmetil)benceno-1,3-diol (6) OH Clso: = 3,0 uM
el
0
o
HO
4-(Piridin-ilmetil)benceno-1,3-diol (7) OH Clso: =2,0 uM
| =X
s
HO N
4-((2-Metoxipiridin-3-il)metil)benceno-1,3- Ol Clso: = 50,0 uM
diol (8)
s
»
HO MeO N
4-(2,4,6-trimetoxibencil)benceno-1,3-diol (9) OH OMe Clso: = 30,0 uM

110 il Me() il OMe
4-(Benzo[d][1,3]dioxol-5-ilmetil)benceno-1,3- OH Clso: = 0,85 uM
diol (10)

jopvy,

R(® 0
4-(hidroxil(piridin-3-il)metil)benceno-1,3-diol OH OH Clso: = 4,9 uM
(1)

=
L~
HO N

Ejemplo 3. Métodos generales y especificos para la sintesis de compuestos de Férmula lll

OH R,
R,

10

HO

Formala TH

Los compuestos de Férmula Ill se prepararon como se ilustra en el Esquema 3, a continuacién. Resumidamente, con
referencia al Esquema 3, Los compuestos de 1,2-difeniletileno de Férmula Ill se prepararon por reaccién de Wittig
entre la sal de Wittig correspondiente y el aldehido, seguido de hidrogenacién con Pd sobre carbén activado y formiato

de amonio (AMF).
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Esquema 3
On & 0 R,
g e i alul, THF = PA-C7AME =
SO . e s
AN i OBu R, RO T MOWIHE g S 2y
o reflujo 3h - ":*“R'
2 0 =

| (BT X8
Bal)

Procedimiento representativo del esquema 3: 4-fenetilbenceno-1,3-diol (12)

A una solucién de la sal de fosfonio de bromuro de bencilo (5,2 g, 12 mmol) en THF (25 ml), se le afiadié nBu-Li en
hexano (6,9 ml, 11 mmol) a 0 °C. La mezcla de reaccidén se dejé agitar a temperatura ambiente durante 1 h, tiempo
durante el cual la mezcla desarrollé un color rojo que indica la formacién de iluro. Se afiadié una solucién de 2,4-
bis(benzoloxi)benzaldehido (3,2 g, 10 mmol) en THF (10 ml) a la solucién de iluro a -80 °C y se dej6 agitar durante la
noche sin retirar el bafio a baja temperatura. Durante ese periodo, el color rojo desaparecié y se formé una suspension
blanquecina que se diluyé con hexano y se filtré. El filtrado se concentrd y el residuo se hizo pasar a través de un
lecho corto de gel de silice eluyendo con acetato de etilo-hexano (5:95) para producir el producto acoplado (3,6 g,
92 %) en una relacién de (E/Z: 20/80) como un aceite amarillo pélido.

El producto acoplado (3 g, 7,7 mmol) se disolvi6é entonces en 24 ml de THF/MeOH (1:2) seguido de un tratamiento con
Pd al 10 % sobre carbén activado (300 mg) y formiato de amonio (3,92 g, 62 mmol) a reflujo durante 4 h. Después del
enfriamiento, la mezcla de reaccién se filtré a través de Celite para retirar el exceso de catalizador. El producto en
bruto se purificé por cromatografia en columna eluyendo con hexano y acetato de etilo (75:25) para producir el
compuesto 12 (1,5 g, 95 %) como un sdlido blanquecino. RMN de "H (MeOD, 500 MHz): & 7,19-7,09 (m, 5H), 7,77 (d,
1H, =8 Hz), 6,35 (t, 1H, J = 2,5 Hz), 6,22 (s, 1H), 2,80 (d, 2H, J =6 Hz), 2,78 (d, 2H, J = 4 Hz). RMN de *C (MeOD,
125 MHz): & 155,911(C), 155,604(C), 142,535(C), 130,302(CH), 128,177(CH), 128,170(CH), 127,815(CH),
127,800(CH), 125,238(CH), 119,561(C), 106,029(CH), 102,150(CH), 36,274(CH3), 31,803(CH2).

Los compuestos representativos 13-27 de Férmula Ill (véase la Tabla 3) se sintetizaron de acuerdo con el mismo
esquema de reaccion general usando los materiales de partida apropiados. Los rendimientos globales variaron de 35-
55 %. En algunos casos, la reaccién de hidrogenacién a alta presidén reductora se realizé con éxito utilizando un
aparato Parr en lugar de métodos de CTH para obtener los compuestos finales.

4-(4-hidroxifenetilbenceno)-1,3-diol (13)

RMN de 'H (MeOD, 500 MHz): & 6,985 (dd, 2H, J = 3 y 5 Hz), 6,764 (d, 1H, J = 8 Hz), 6,716-6,617 (m, 2H), 6,326 (d,
1H, J=2,5 Hz), 6,215 (dd, 1H, J=2,5y 8,5 Hz), 2,719 (s, 2H), 2,675 (d, 2H, J = 8,5 Hz). RMN de *C (MeOD, 125 MHz):
5 155,756(C), 155,500(C), 154,560(C), 133,707(C), 130,354(CH), 129,125(2CH), 119,742(C), 114,586(2CH),
106,048CH), 102,127(CH), 35,393(CHz), 31,988(CHy).

4-(4-metoxifenetil)benceno-1,3-diol (14)

RMN de 'H (MeOD, 500 MHz): 8 7,052 (d, 2H, J = 8,5 Hz), 6,748-6,772 (m, 3H), 6,343 (d, 1H, J = 2,5 Hz), 6,222 (dd,
1H, J=2,5y 8,0 Hz), 3,683 (s, 3H), 2,745 (t, 4H, J= 6,0 Hz). RMN de '3C (MeOD, 125 MHz): & 157,700(C), 155,893(C),
155,601(C), 134,660(C), 130,317(CH), 129,073(2CH), 119,608(C), 113,255(2CH), 106,007(CH), 102,139(CH),
54,303(CHs), 35,350(CH2), 31,944(CH>).

4-(2-(benzo[d][1,3]dioxol-5-iletil)benceno-1,3-diol (15)

RMN de 'H (MeOD, 500 MHz): 8 6,75 (d, 1H, J = 8 Hz), 6,67 (d, 1H, J = 8 Hz), 6,66 (d, 1H, J = 1,5 Hz), 6,61 (dd, 1H,
J=8y15Hz), 627 (d, 1H, J = 2,5 Hz), 6,17 (dd, 1H, J = 8 y 2,5 Hz), 5,87 (s, 2H), 2,71-2,72 (m, 4H). RMN de 3C
(MeOD, 125 MHz): & 156,01(C), 155,01 (C), 147,41(C), 145,47(C), 136,52(C), 130,14(CH), 120,87(CH), 119,23(C),
108,48(CH), 107,39(CH), 105,82(CH), 102,03(CH), 100,45(CHz), 35,95(CHz), 32,03(CHz).
4,4'-(etano-1,2diil)dibenceno-1,3-diol (16)

RMN de 'H (MeOD, 500 MHz): 5 6,81 (d, 2H, J = 2 Hz), 6,29 (s, 2H), 6,20 (dd, 2H, J =2y 2 Hz), 2,68 (s, 4H). RMN de
3C (MeOD, 125 MHz): 5 155,83 (2 C), 155,47 (2 C), 130,04 (2 CH), 145,47(C), 120,01 (2 C), 105,95(2 CH), 102,05(2
CH), 30,04(2 CH2).

4-(2,4-dimetoxifenetil)benceno-1,3-diol (17)
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RMN de "H (MeOD, 500 MHz): & 6,93 (d, 1H, J = 8 Hz), 6,73 (d, 1H, J = 8 Hz), 6,46 (d, 1H, J = 2 Hz), 6,37 (dd, 1H, J
=8y 2Hz), 6,28 (d, 1H, J = 2 Hz), 6,17 (dd, 1H, J = 8 y 2 Hz), 3,77 (s, 3H), 3,74 (s, 3H), 2,67-2,73 (m, 4H). RMN de
13C (MeOD, 125 MHz): & 159,177 (C), 158,307 (C), 155,801(C), 155,564(C), 155,564 (C), 130,047 (CH), 129,758 (CH),
122,988(C), 119,900 (C), 105,796 (CH), 103,771 (CH), 101,991 (CH), 97,867 (CH), 54,392 (CHs), 54,289 (CHs),
29,901(CHs), 29,834(CHb>).

4-(3,5-dimetoxifenetil)benceno-1,3-diol (18)

RMN de "H (MeOD, 500 MHz): § 6,77 (d, 1H, J = 10 Hz), 6,34 (d, 2H, J = 5 Hz), 6,32 (d, 1H, J = 5 Hz), 6,25 (t, 1H, J =
5 Hz), 6,20 (dd, 1H, J= 10y 5 Hz), 3,68 (s, 6H), 2,75 (s, 4H). RMN de '3C (MeOD, 125 MHz): & 160,67 (C, 2C), 155,98
(C), 155,60 (C), 144,91 (C), 130,32 (CH), 119,38 (C), 106,20 (CH, 2C), 105,97 (CH), 102,08 (CH), 97,50 (CH), 54,25
(2 CHs), 36,48 (CH2), 31,47 (CHa).

4-(2,4-dimetoxi-3-metilfenetil)benceno-1,3-diol (19)

RMN de H (MeOD, 500 MHz): 5 6,972 (d, 1H, J = 8,5 Hz), 6,624 (d, 1H, J = 9,0 Hz), 6,285 (dd, 1H, J = 1y 2,5 Hz),
6,184 (ddd, 1H, J = 1,5, 2,5 y 8 Hz), 3,783 (s, 3H), 3,694 (s, 3H), 2,723-2,762 (m, 4H), 2,114 (s, 3H). RMN de 13C
(MeOD, 125 MHz): & 157,034 (C), 156,915 (C), 155,953 (C), 155,664 (C), 130,066 (CH), 127,197 (C), 126,967 (CH),
119,834 (C), 118,705 (C), 105,855 (CH), 105,841 (CH), 102,046 (CH), 59,749 (CHs), 54,637 (CHs), 31,008 (CHs),
29,916 (CH2), 7,941 (CHs).

4-(2,4,6-trimetoxifenetil)benceno-1,3-diol (20)

RMN de "H (MeOD, 500 MHz): 5 6,698. (dd, 1H, J = 1,5 y 8 Hz), 6,262 (t, 1H, J = 2,5 Hz), 6,135-6,157 (m, 3H), 3,775
(s, 3H), 3,730 (s, 3H), 3,723 (s, 3H), 2,750 (t, 2H, J = 8,0 Hz), 2,563 (t, 2H, J = 8,0 Hz). RMN de 13C (MeOD, 125 MHz):
5 159,369 (C), 158,799 (2C), 155,638 (C), 155,556 (C), 129,840 (CH), 120,359 (C), 111,082 (C), 105,696 (CH), 101,906
(CH), 90,367 (2 CH), 54,744 (2 CHs), 54,281 (CHs), 28,790 (CH>), 22,653 (CHs).

4-(1-fenilpropan-2-il)benceno-1,3-diol (21)

RMN de "H (MeOD, 500 Hz): & 6,928 (d, 2H, J = 8,5 Hz), 6,8541 (d, 1H, J = 8,0 Hz), 6,631 (d, 2H, J = 8,0 Hz), 6,259
(d, 1H, J= 2,0 Hz), 6,219 (dd, 1H, J= 2,5y 8,0 Hz), 3,231 (¢, 1H, J = 6,5 Hz), 2,854 (dd, 1H, J = 5,5y 13,0 Hz), 2,519
(dd, 1H, J = 9,0 y 13,5 Hz), 1,087 (d, 3H, J = 7,0 Hz). RMN de °C (MeOD, 500 Hz): 5 155,482(C), 155,093(C),
153,428(C), 154,716(C), 132,452(CH), 129,673(2CH), 124,583(C), 114,242(2CH), 105870(CH), 102,016(CH),
42,284(CHy), 33,835(CH), 18,575(CHs).

4-(2-(furan-3-il)etil)benceno-1,3-diol (22)

RMN "H (CDCls, 300 MHz): 7,348 (s, 2H), 7,187 (s, 1H), 6,342 (d, 1H, J = 8,1 Hz), 6,282 (d, 2H, J = 10,2 Hz), 2,795~
2,663 (m, 4H). RMN de 1 (CDCls, 75 MHz): & 154,903(C), 154,594(C), 143,043(CH), 139,307(CH), 131,236(CH),
124,802(C), 120,509(C), 111,259(CH), 107,970(CH), 103,249(CH), 30,310(CH2), 25,544(CHb>).

4-(2-(tetrahidrofuran-3-il)etil)benceno-1,3-diol (23)

RMN 'H (CDCls, 300 MHz): & 6,933 (d, 1H, J = 8,4 Hz), 6,359-6,283 (m, 2H), 3,951-3,709 (m, 3H), 3,388 (t, 1H, J =
7,5 Hz), 2,602-2,492 (m, 2H), 2,262-2,163 (m, 2H), 1,707-1,585 (m, 3H). RMN de '3 (CDCls, 75 MHz): & 155,056,
154,544, 132,595, 120,639, 110,008, 107,810, 103,074, 68,188, 64,108, 33,005, 32,718, 28,432.

4-(2-(furan-2-il)etil)benceno-1,3-diol (24)

RMN de 'H (MeOD, 500 MHz): & 7,31 (d, 1H, J = 2 Hz), 6,78 (d, 1H, J = 8 Hz), 6,28 (d, 1H, J = 2 Hz), 6,24 (dd, 1H, J
=3y 2Hz), 6,18 (dd, 1H, J = 8 y 2,5 Hz), 5,95 (dd, 1H, J = 3 Hz), 2,78-2,82 (m, 4H). RMN de '3C (MeOD, 125 MHz):
5 156,145 (C), 156,104 (C), 155,675(C), 140,334(CH), 129,995 (CH), 118,790 (C), 109,576 (CH), 105,867(CH),
104,315 (CH), 102,020 (CH), 28,209(CH>), 28,150(CHy).

4-(2-(tetrahidrofuran-2-il)etil)benceno-1,3-diol (25)

RMN de '"H (MeOD, 500 MHz): 5 6,83 (d, 1H, J = 8 Hz), 6,26 (d, 1H, J = 2,5 Hz), 6,21 (dd, 1H, J = 8 y 2,5 Hz), 3,79-
3,85 (m, 2H), 3,70-3,73 (m, 1H), 2,57-2,60 (m, 1H), 2,51-2,56 (m, 1H), 1,98-2,01 (m, 1H), 1,86-1,90 (m, 2H), 1,77-1,80
(m, 1H), 1,70-1,71 (m, 1H), 1,48-1,54 (m, 1H). RMN de '3C (MeOD, 125 MHz): 6 156,01 (C), 155,619 (C), 155,675(C),
129,958 (CH), 119,326 (C), 105,855 (CH), 102,130 (CH), 79,187(CH), 67,104 (CH2), 35,728 (CHz), 30,771 (CHz2),
25,951(CH2), 25,218 (CHy).

4-(2-(5-etilfuran-2-il)etil)benceno-1,3-diol (26)
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RMN de "H (MeOD, 500 MHz): 5 6,786 (d, 1H, J = 8,0 Hz), 6,278 (d, 1H, J = 2,5 Hz), 6,1845 (dd, 1H, J=2,5y 8,0 Hz),
5,189 (s, 2H), 2,766 (s, 4H), 2,578 (¢, 2H, J = 7,5 Hz), 1,194 (td, 3H, J = 7,5 y 1,0 Hz). RMN de 13C (MeOD, 125 MHz):
5 156,090(C), 155649(C), 155,401(C), 154,142(C), 129,999(CH), 118,938(C),
103,779(CH), 102,006(CH), 28,309(CH>), 28,268(CH>), 20,828(CHs), 11,443(CHs).

4-(2-(piridin-3il)etil)benceno-1,3-diol (27)

105,852(CH), 104,734(CH),

RMN de 'H (MeOD, 300 MHz): & 8,293 (dd, 1H, J = 4,8 y 1,5 Hz), 8,250 (d, 1H, J = 1,8 Hz), 7,605 (dt, 1H, J = 8,1
1,5 Hz), 7,291 (ddd, 1H, J = 7,5, 4,5 y 0,6 Hz), 6,673 (d, 1H, J = 8,4 Hz), 6,270 (d, 1H, J = 2,4 Hz), 6,139 (dd, 1H, J =
8,4y 2,1 Hz), 2,880 (td, 2H, J = 6,6 y 1,8 Hz), 2,778 (td, 2H, J = 6,6 y 1,2 Hz). RMN de 3C (MeOD, 125 MHz): &

156,06(C), 156,04(C), 149,00(CH), 146,00(CH), 138,90(C), 137,34(CH),

106,03(CH), 102,25(CH), 33,14(CH>), 31,48(CHb>).

Tabla 3. Compuestos representativos de férmula Il

130,57(CH), 123,72(CH), 118,31(C),

Compuesto Estructura Ensayo de tirosinasa
de hongos
4-Fenetilbenceno-1,3-diol (12) Clso: =2,8 uM
N
HO
4-(4-hidroxifenetilbenceno)-1,3-diol (13) OH Clso: =2,9 uM
‘A/‘
HO
4-(4-metoxifenetil)benceno-1,3-diol (14) OMe Clso: =1,2 uM
‘A/‘
HOY
4-(2-(benzo[d][1,3]dioxol-5-iletil)benceno- O Clso: = 0,25 pM
1,3-diol (15) OH O S
® ’
HO
4,4'-(etano-1,2diil)dibenceno-1,3-diol (16) 11O OH Clso: = 0,35 uM
OII O
HO I
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(continuacion)

Compuesto Estructura Ensayo de tirosinasa
de hongos
4-(2,4-dimetoxifenetil)benceno-1,3-diol (17 Clso: = 3,0 uM
( ) (17 o MeO. | OMe 50 M
HO I
4-(3,5-dimetoxifenetil)benceno-1,3-diol (18) OMe Cl50: =2,8 M
r
O OMe
HO
4-(2,4-dimetoxi-3-metilfenetil)benceno-1,3- Clso: = 0,80 pM
diol (19) Ol MeO ! OMe
HO I
4-(2,4,6-trimetoxifenetil)benceno-1,3-diol MeO Clso: = 40,0 pM
(20) OH O OMe
J 7
HO
4-(1-fenilpropan-2-il)benceno-1,3-diol (21) Clso: = 8,4 uM
Ol O
H(O) I
4-(2-(furan-3-il)etil)benceno-1,3-diol (22) OH 0 Clso: =1,0 uM
/@/\b
HO
4-(2-(tetrahidrofuran-3-il)etil)benceno-1,3- Ol 0 Clso: = 5,8 uM
diol (23) /©/\J:)
1O
4-(2-(furan-2-il)etil)benceno-1,3-diol (24) OH 0 \ Clso: = 0,2 uM
(j\/@
HO
4-(2-(tetrahidrofuran-2-il)etil)benceno-1,3- OH 0 Clso: = 4,5 uM

diol (25)

N /@/\A)
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(continuacion)

Compuesto Estructura Ensayo de tirosinasa
de hongos
4-(2-(5-etilfuran-2-il)etil)benceno-1,3-diol Clso: = 0,86 pM
(26) Ofl O
\
2
HO
4-(2-(piridin-3il)etil)benceno-1,3-diol (27) Clso: =1,8 uM
OH = |
S

HO

Ejemplo 4 de referencia. Métodos generales y especificos para la sintesis de compuestos de Férmula IV

OH R,
R, :

HO

Forawmla BV

Los compuestos de Férmula IV se prepararon como se describe en el Esquema 4. Resumidamente, los 1,3-
difenilpropanos ilustrativos de Férmula IV se prepararon mediante condensacién aldélica catalizada por base para
proporcionar las calconas respectivas, que se redujeron después por transferencia catalitica de hidrégeno (CTH)
utilizando formiato de amonio (AMF) y un catalizador de Pd-C.

Esquema 4

OBa {!) 8 O

R‘i A N f\()H,’ Me(3H R) /U mi CF AMEIGA
B} Ba(¥ de ta a refitjo

OH Ol OH OO

R,
\/I)*R N '——R’

HO HO H(

Procedimiento representativo del Esquema 4: Sintesis de los compuestos 28, 29 y 30
Método general para la reaccién de condensacién aldélica

A una solucién que contenia 2,4-dibenciloxiacetofenona (7,67 g, 23,1 mmol) y 3,5-dimetoxibenzaldehido (3,80 g,
23 mmol) en 100 ml de MeOH anhidro se le afiadi6 KOH (1,4 g, 25 mmol) y la mezcla se agité durante 5h a
temperatura ambiente. Precipité un sélido amarillo que se filtré y se lavé con agua. El producto en bruto finalmente se
cristalizé en MeOH para proporcionar un sélido cristalino amarillo (9,97 g; 87 %).

Método general para la reduccién por CTH

El producto de condensacién, la cetona a,B-insaturada (3 g, 7,5 mmol) se disolvié en 24 ml de acido acético glacial
seguido de la adicién de Pd al 10 % sobre carbén activado (300 mg) y formiato de amonio (3,92 g, 62 mmol) y la
mezcla de reaccién se sometié a reflujo durante 4 h. Después de enfriarla, la mezcla de reaccién se filtrd a través de
Celite para eliminar el catalizador. El producto en bruto se concentré en un evaporador rotatorio y se purificé por
cromatografia en columna eluyendo con hexano y acetato de etilo (75:25) para dar el compuesto 28 (1,1 g, 50 %)
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como un sélido blanquecino y el compuesto 29 (0,57 g, 25 %) como un liquido amarillo espeso.
Método general para la desmetilacién

A una solucidn agitada de 28 (1,4 g, 4,9 mmol) en CH2Cl2 seco (20 ml) en atmésfera de argdn a -80 °C, se le afiadié
BBrs (2,67 g, 10,7 mmol) y la mezcla se calenté lentamente a 0 °C. La reaccién se interrumpié afiadiendo agua enfriada
con hielo y se afiadié metanol. El disolvente se eliminé entonces en un evaporador rotatorio y el producto en bruto se
purificd por cromatografia en columna eluyendo con acetato de etilo/hexanos (25:75) para proporcionar el compuesto
30 (1,14 g, 90 %) como un sélido.

4-(3-(3,5-dimetoxifenil)propil)benceno-1,3-diol (28)

RMN de 'H (MeOD, 500 MHz): & 6,828 (d, 1H, J = 8,5 Hz), 6,344 (d, 2H, J = 2,5 Hz), 6,288 (d, 1H, J = 2,5 Hz), 2,265
(t, 1H, J = 2,0 Hz), 6,226 (dd, 1H, J = 2,5 Hz y 8,0 Hz), 3,723 (s, 6H), 2,503-2,558 (m, 4H), 1,800-1,826 (m, 2H). RMN
de 13C (MeOD, 125 MHz): 5 160,772 (2C), 155,860(C), 155,597(C), 145,065(C), 130,080(CH), 119,774(C), 106,055(2
CH), 105,937(CH), 102,094(CH), 97,326(CH), 54,226(2 CHs), 35,587(CHy), 31,563(CHs), 28,924(CHb>).

4-(3-(3,5-dimetoxifenil)-1-hidroxipropil)benceno-1,3-diol (29)

RMN de H (MeOD, 500 MHz): & 6,977 (d, 1H, J = 8,0 Hz), 6,316-6,337 (m, 3H), 6,309 (t, 1H, J = 2,5 Hz), 6,259 (,
1H, J = 2,5 Hz), 4,781 (dd, 1H, J =55 Hz, J2 = 7,5 Hz), 3,704 (s, 6H), 2,623 (ddd, 1H, J = 13,5 Hz, J2 = 10,0 Hz, J3 =
5,5 Hz), 2,5222 (ddd, 1H, J = 20,0 Hz, J2 = 9,5 Hz, J3 = 6,5 Hz), 2,031-1,908 (m, 2H). RMN de 13C (MeOD, 125 MHz):
5 160,806(2C), 157,356(C), 156,189(C), 144,503(C), 128,070(CH), 118,275(C), 106,640(CH), 106,155(2 CH),
102,239(CH), 97,515(CH), 78,440(CH), 54,185(CHs), 54,059(CHs), 37,786(CHz), 32,070(CHo).

4-(3-(3,5-dihidroxifenil)propil)benceno-1,3-diol (30)

RMN de H (MeOD, 500 MHz): & 6,827 (d, 1H, J = 8,0 Hz), 6,267 (d, 1H, J = 2,0 Hz), 6,21 1 (dd, 1H, J= 2,5y 8,5 Hz),
6,142 (d, 2H, J = 2,0 Hz), 6,074 (t, 1H, J = 2,5 Hz), 2,507 (t, 2H, J = 8,0 Hz), 2,455 (t, 2H, J = 8,0 Hz), 1,76-1,84 (m,
2H). RMN de 13C (MeOD, 125 MHz): 5 157,848(2C), 155,849(C), 155,582(C), 145,065(C), 129,995(CH), 119,793(C),
106,559(2CH), 105,859(CH), 102,054(CH), 99,514(CH), 35,420(CHs), 31,593(CHs), 28,961(CHb>).

4-(3-(2,4,6-trimetoxifenil)propil)benceno-1,3-diol (31)

El compuesto 31 se sintetizd siguiendo un procedimiento similar al descrito para el compuesto 28 anterior utilizando
como materiales de partida 2,4-dibenciloxiacetofenona y 2,4,6-trimetoxibenzaldehido. RMN de H (MeOD, 500 MHz):
56,822 (d, 1H, J = 8,0 Hz), 6,250 (d, 1H, J = 2,5 Hz), 6,197 (dd, 1H, J = 2,5 y 8,0 Hz), 6,165 (s, 2H), 3,768 (s, 3H),
3,764 (s, 6H), 2,562 (t, 2H, J = 7,5 Hz), 2,461 (t, 2H, J = 7,5 Hz), 1,617-1,653 (m, 2H). RMN de 3C (MeOD, 125 MHz):
d 159,273(C), 158,729(2C), 155,556(C), 155,449(C), 129,655(2CH), 120,426(C), 111,382(C), 105,789(CH),
101,968(CH), 90,285(CH), 54,655(2CHs3), 54,274(CHs), 29,716(CHz), 29,064(CH2), 22,142(CHz).

4-(3-(2,4-dihidroxifenil)propil)-2-metilbenceno-1,3-diol (32)

El compuesto 32 se sintetizé siguiendo un procedimiento similar al descrito para el compuesto 30 utilizando como
materiales de partida 2,4-dibenciloxiacetofenona y 2,4-dimetoxi-3-metilbenzaldehido. RMN de 'H (MeOD, 500 MHz):
56,879 (d, 1H, J = 8,5 Hz), 6,747 (d, 1H, J = 8,0 Hz), 6,352 (d, 1H, J = 1,5 Hz), 6,341 (d, 1H, J = 4,0 Hz), 6,285 (dd,
1H, J = 8,0 Hz y 2,5 Hz), 2,567 (dd, 4H, J = 8,0 y 7,5 Hz), 2,133 (s, 3H), 1,786-1,817 (m, 2H). RMN de '3C (MeOD,
125 MHz): 8 155,486(C), 155,316(C), 153,428(C), 152,906(C), 130,295(CH), 126,523(CH), 120,933(C), 120,518(C),
111,556(C), 106,788(CH), 106,377(CH), 102,283 (CH), 30,767(CH2), 29,649(CH>), 29,127(CH2), 7,833(CHs).

4-(3-(2,4-dihidroxi-3-metilfenil)-3-(2,4-dihidroxifenil)propan-1-ona (33)

El compuesto 33 se sintetizé siguiendo un procedimiento similar al descrito para el compuesto 28 utilizando como
materiales de partida 2,4-dibenciloxiacetofenona y 2 ,4-dimetoxi-3-metilbenzaldehido. La reduccién con formiato de
Pd-C/amonio se llevé a cabo a temperatura ambiente en lugar de usar calentamiento a reflujo. La reaccién de
desmetilacién con triibromuro de boro se realizé utilizando un protocolo similar al descrito en el procedimiento para el
compuesto 30. RMN de "H (MeOD, 500 NHz): 5 7,628 (d, 1H, J = 9,0 Hz), 6,868 (d, 1H, J = 8,0 Hz), 6,349 (d, 1H, J =
9,0 Hz), 6,283 (d, 1H, J =2,5 Hz), 6,203 (dd, 1H, J=2,5y 8,0 Hz), 3,127 (t, 2H, J = 7,5 Hz), 2,862 (t, 2H, J = 7,5 Hz),
2,031 (s, 3H). RMN de '>C (MeOD, 500 Hz): 5 205,420(C), 162,894(C), 162,264(C), 156,438(C), 155,782(C),
130,710(CH), 129,510(CH), 118,364(C), 112,249(C), 110,820(C), 106,596(CH), 105,970(CH), 102,142(CH),
47,089(CH2), 25,810(CH2), 6,361(CHs).

Ejemplo 5 de referencia. Sintesis de 4-(5-hidroxifenil)benceno-1,3-diol (34)

El compuesto 34 se sintetiz6 como se establece en el Esquema 5.
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A una solucién de la sal de fosfonio de bromuro de 2,4-bis(benzoloxi)bencilo (7,72, 12 mmol) en THF (25 ml) se le
afiadié nBu-Li en hexano (6,9 ml, 11 mmol) a 0 °C. La mezcla de reaccién se dej6é agitar a temperatura ambiente
durante 1 h, durante ese periodo la mezcla desarrollé un color rojo que indicaba la formacién de iluro. Se afiadié una
solucién de 4-(tetrahidropiraniloxi)butanal (1,72 g, 10 mmol) en THF (10 ml) a la solucién de iluro a -80 °C y se dej6
agitar la mezcla durante la noche sin retirar el bafio a baja temperatura, durante ese periodo, el color rojo desaparecié
y se formé una suspensién blanquecina que se diluyé con hexano y se filtr6. El filtrado se concentré y el residuo se
hizo pasar a través de un lecho corto de gel de silice eluyendo con acetato de etilo-hexano (5:95) para dar el producto
acoplado (5,2 g, 92 %) en una relacién de (E/Z: 20/80) como un aceite amarillo palido.

El producto acoplado (3,6 g, 7,7 mmol) se disolvié entonces en 24 ml de THF/MeOH (1:2) seguido de un tratamiento
con Pd al 10 % sobre carbén activado (360 mg) y formiato de amonio (3,92 g, 62 mmol) a reflujo durante 4 h. Después
de enfriarse, la mezcla de reaccién se filtré a través de Celite para retirar el exceso de catalizador. El producto en
bruto, después de la concentracién, se purificé por cromatografia en columna eluyendo con hexano y acetato de etilo
(80:20) para producir el producto reducido (2,15 g, 95 %) como un liquido espeso incoloro.

A una solucién agitada del producto reducido (1,2 g, 4 mmol) en etanol (20 ml) se le afiadié tolueno-4-sulfonato de
piridinio (350 mg, 1,39 mmol) a temperatura ambiente y la mezcla se agité durante 24 h. La eliminacién del disolvente
al vacio seguido de cromatografia en columna del residuo sobre gel de silice eluyendo con acetato de etilo-hexano
(10:90) dio el compuesto del titulo (34) como un sélido blanguecino (690 mg, 88 %). RMN de 'H (MeOD, 500 MHz): &
8,825 (d, 1H, J = 7,5 Hz), 6,2705 (d, 1H, J = 0,5 Hz), 6,215 (d, 1H, J = 7,5 Hz), 3,538 (t, 2H, J = 6,5 Hz), 2,491 (1, 2H,
J = 7,5 Hz), 1,526-1,585 (m, 4H), 1,358-1,40 (m, 2H). RMN de '3C (MeOD, 125 MHz): & 155,705(C), 155,482(C),
129,984(CH), 120,108(C), 105,926(CH), 102,061(CH), 61,722(CHz), 32,189(CH2), 29,182(CHz), 29,086(CH2),
25,322(CH2), 103,761(CH).

Tabla 4. Compuestos de referencia representativos de Férmula IV

Compuesto Estructura Ensayo de tirosinasa
de hongos
4-(3-(3,5-dimetoxifenil)propil)benceno-1,3- OI1 Clso: =1,02 uM
diol (28) OMe
HO l l
OMe
4-(3-(3,5-dimetoxifenil)-1- Clso: = 5,15 uM
hidroxipropil)benceno-1,3-diol (29) OH OH
‘ i OMe
HOY
OMe
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(continuacion)

Compuesto Estructura Ensayo de tirosinasa
de hongos
4-(3-(3,5-dihidroxifenil)propil)benceno-1,3- OH Clso: = 0,5 uM
diol (30) OH
HO/‘/V\,”
OH
4-(3-(2,4,6-trimetoxifenil)propil)benceno- OH OMe Clso: = 0,165 pM
HO MeO OMe
4-(3-(2,4-dihidroxifenil)propil)-2- OH OH Clso: =2,3 uM
metilbenceno-1,3-diol (32) \/‘/\/\‘\

HO I I OH
4-(3-(2,4-dihidroxi-3-metilfenil)-3-(2,4- Clso = 2,54 uM
dihidroxifenil)propan-1-ona (33) W

HO I I OH
4-(5-hidroxipentil)benceno-1,3-diol (34) OH OH Clso=1,0 uM

Ejemplo 6. Ensayo de tirosinasa

Reactivos

La tirosinasa aislada de las especies de hongos Agaricus bisporus se adquirié en Sigma-Aldrich Inc. (N.° de catalogo
T3824-50KU). La enzima se disolvid en el tampén de ensayo de tirosinasa (fosfato de sodio 100 mM, pH 6,8) a una
concentracién de 10 U/uly se almacené a -70 °C. Para los experimentos, la enzima se diluyd nuevamente en el tampén
de ensayo a una concentracién de 0,2 U/pl.

Todos los compuestos de ensayo se disolvieron inicialmente en DMSO al 100 % a una concentracién de 400 mM. Los
compuestos se diluyeron adicionalmente en DMSO al 100 % hasta una concentracién de 80 uM. Las soluciones madre
de 80 UM de los compuestos se diluyeron entonces diez veces en el tampén de ensayo de tirosinasa hasta la
concentracién de 8 uyM. Los compuestos se diluyeron entonces en serie en incrementos por triplicado en el tampén de
ensayo que contenia DMSO al 10 %, manteniendo la concentracién de DMSO constante en todas las muestras. Estos
compuestos diluidos en serie se utilizaron posteriormente como soluciones madre concentradas dos veces en los
ensayos de actividad de tirosinasa.

El sustrato de tirosinasa, L-DOPA (Sigma-Aldrich Inc, N.° de catalogo 37830) se disolvi6é en el tampén de ensayo de
tirosinasa hasta una concentracién de 4 mM. Esta solucidén se usé entonces como la solucién madre concentrada
cuatro veces de sustrato en los ensayos de actividad de tirosinasa.

Condiciones de ensayo

Los ensayos de tirosinasa se realizaron en placas de 96 pocillos de fondo transparente a temperatura ambiente. El
volumen final de los ensayos fue de 200 pl por pocillo. Se mezclaron 100 pl de compuestos de ensayo concentrados
dos veces con 50 pl de L-DOPA 4 mM. Las reacciones se iniciaron afiadiendo 50 I de tirosinasa de hongos (0,2 U/pl,
10 U por reaccidn), y se dej6é proceder durante 15 minutos. La acumulacién de producto coloreado se controld
mediante absorcién de luz a 450 nm utilizando un lector de placas Victor 2 (Perkin-Elmer Inc.).

Resultados
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Los ensayos se realizaron por triplicado y cubrieron un intervalo de concentraciéon de compuestos de ensayo de 4 uyM
a 5,5 nM. La absorcién media (n = 3) de los pocillos que no contenian enzima se resté como blancos. Los datos se
calcularon como porcentaje de actividad de los pocillos que contenian la tirosinasa, pero no compuestos de ensayo.
Los valores de Clso se calcularon a partir de ajustes de regresion no lineal utilizando el software GraphPad Prism. Los
resultados para compuestos representativos de Férmulas |-V se exponen en las Tablas 1-4 a continuacién, y en las
Figuras 1-9.

Ejemplo 7. Ensayos basados en células de melanoma murino

Los compuestos seleccionados se analizaron para determinar la capacidad de suprimir la produccién de melanina por
las células de melanoma murino B16-F1 como se detalla a continuacion.

Materiales

Se adquirieron células de melanoma murino B16-F1 de la ATCC (N° de catédlogo CRL-6323). La solucién de CellTiter96
AqueousOne se adquirié de Promega (N.° de catalogo G3581). Se adquirieron filtros de baja proteina con un tamafio
de poro de 0,2 um, en PALL Life Sciences. (N° de catadlogo PN4454). Se adquirié Alpha-MSH en Bachem Inc. (N° de
catalogo H-1075.0005). Todos los reactivos de cultivo de tejidos se adquirieron de Invitrogen Inc.

Las células B16-F1 se mantuvieron en medios de crecimiento celular (DMEM/Glucosa Alta complementada con
glutamina, piruvato de sodio, suero de ternera fetal dializado al 10 %, aminoécidos no esenciales al 1 %, 50
unidades/ml de penicilina y 50 pg/ml de estreptomicina) a 37 °C en una atmésfera humidificada de 95 % de aire y 5 %
de COo.

Todos los compuestos de ensayo se disolvieron inicialmente en DMSO al 100 % a una concentracién de 400 mM.
Después, se afiadieron 6 ul de compuestos de ensayo 400 mM a 1,2 ml de los medios de crecimiento celular
complementados con alfa-MSH 200 nM, dando una concentracién final de 2 mM para el compuesto de ensayo y una
concentracién de 0,5 % para DMSO. Los compuestos se centrifugaron durante 1 hora a 20.000xg. Los sobrenadantes
(1 ml) se recogieron y se filtraron a través de filtros estériles de 0,2 ym. Los compuestos se diluyeron en serie en
incrementos de dos veces en los medios de crecimiento celular estériles complementados con DMSO al 0,5 % y alfa-
MSH 200 nM, manteniendo asi la concentracién de alfa-MSH y DMSO constante para todas las muestras. Estos
compuestos diluidos en serie se utilizaron posteriormente como soluciones madre concentradas dos veces en los
ensayos de produccion de melanina y de viabilidad celular.

Métodos

Las células B16-F1 se sembraron en los pocillos de placas de 96 pocillos de fondo transparente a 40.000 células por
pocillo, en 100 ul de los medios de crecimiento celular. Al dia siguiente, se afiadieron 100 ul de compuestos de ensayo
concentrados dos veces recién preparados a los pocillos. Las células se mantuvieron a 37 °C en una atmoésfera
humidificada de 95 % de aire y 5% de CO2 durante 72 horas. Al final del periodo de incubacién, los medios
acondicionados que contenian melanina se retiraron de las células y se transfirieron a otra placa. Para medir el
contenido de melanina, la absorcién de luz de los medios acondicionados se tomé a 450 nm con un lector de placas
Victor 2 (Perkin-Elmer Inc.).

La viabilidad de las células se midi6 utilizando un ensayo convencional de reduccién de tetrazolio basado en el
potencial redox de las células vivas. Después de la aspiracién de los medios acondicionados que contienen melanina,
las células se rellenaron inmediatamente con 100 pl de medio fresco complementado con una solucién de 16 % de
CellTiter96 AqueousOne que contiene sales de tetrazolio. Las células se mantuvieron a 37 °C durante 20-40 minutos
adicionales. La conversion de tetrazolio se supervisé midiendo la absorbancia de los pocillos celulares a 450 nm con
un lector de placas Victor 2 (Perkin-Elmer Inc.

Resultados

Los resultados de los experimentos representativos se resumen en la Tabla 5 y en las Figuras 1-9. Més del 90 % de
la melanina producida por las células cultivadas de melanoma se encuentra en medios extracelulares. Por lo tanto, al
final del experimento, se recogieron medios que contenian melanina y se determinaron las cantidades relativas de
melanina por adsorcién a 450 nm. La viabilidad de las células se determiné mediante un procedimiento colorimétrico
de uso comun que esta basado en la conversién de los compuestos de tetrazolio en productos de formazén coloreados
(utilizando el ensayo CellTiter96 AqueousOne de Promega). Las enzimas deshidrogenasas en células
metabdlicamente activas logran esta conversion, y la cantidad de producto de formazan es directamente proporcional
al numero de células vivas en el cultivo.

Los ensayos se realizaron por cuadruplicado y cubrieron un intervalo de concentracién de compuestos de ensayo de
2 UM a 1000 uM. La absorcién media (n = 4) de los pocillos que no contenian células se resté como blancos. Los
resultados se calcularon como porcentaje de pocillos que contenian las células pero no compuestos de ensayo. Los
valores de Clso se calcularon a partir de ajustes de regresién no lineal utilizando el software GraphPad Prism. Los
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Tabla 5. Resultados del ensayo de tirosinasa de hongos, Ensayo de produccién de melanina y estudios de viabilidad
celular para compuestos representativos de férmulas I-IV

o

Compuesto Estructura Ensayo de tirosinasa Produccién de Viabilidad
de hongos melanina celular
7 invencién Ol Clso =2,0 uM Clso: =14 M
| ~
s
HO N
15 comparativo 0 Clso: = 0,25 uM Clso: = 3,3 uM DLso: =
OH O ) 66
MM
® i
1O
16 comparativo HO ol Clso: = 0,35 uM Clso: = 1,7 uM DLso: =
OH O 260 M
HO :
17 comparativo VieO OM Clso: = 3,0 uM Clso: = 11,9 uM DLso: =
oIt O ¢ 157,8 UM
HO i
18 comparativo OMe Clso: =2,8 uM Clso: = 2,97 uM DLso: =
222,2 uyM
ol O
O OMe
HO
19 comparativo CI50: = 0,80 uM Clso: = 24,7 UM DLso: =
130,3 pM
o V0 O OMe WM
HO '
24 comparativo OH 0 Clso: = 0,2 uM Clso: = 1,60 uM DLso: =
Y
HO
25 comparativo Clso: = 4,5 uM Clso: =5 uM DLso:
HO
31 comparativo oH OMe Clso: = 0,165 uM Clso: = 156,1 uM DLso: =
HO O MeO OMe
acido kdjico Clso: =20 uM Clso: = 303,5 uM DLso: =
comparativo 1o >1000 uM

Ejemplo 8. Estudios de piel humana reconstruida
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Materiales y métodos

Los efectos de blanqueamiento de la piel de los compuestos de ensayo se estudiaron utilizando un modelo de piel
reconstruida, Melanoderm ™ proporcionado por MatTek Corp. (Ashland, MA) de acuerdo con las especificaciones del
fabricante. Resumidamente, los queratinocitos epidérmicos humanos normales y los melanocitos humanos normales
derivados de donantes de piel oscura se cultivaron conjuntamente en una superficie de membrana recubierta de
coldgeno para formar tejido cutaneo altamente diferenciado de multiples capas (MEL-300-B). Los tejidos se
mantuvieron en la incubadora de CO2 a 37 °C. Las superficies apicales de la piel reconstruida (9 mm de didmetro) se
expusieron al aire, mientras que las superficies inferiores permanecieron en contacto con 5ml de medio de
mantenimiento, que contenia factores diferenciadores de la piel (EPI-100-NNM-113). Los compuestos de ensayo se
formularon en propilenglicol al 80 % de la siguiente manera: se disolvieron 10 mg de cada compuesto de ensayo
durante la noche en 1 ml de propilenglicol (1,2-propanodiol, Sigma-Aldrich). Los compuestos se esterilizaron entonces
pasando a través de un filtro de 0,2 um y se diluyeron en agua estéril/propilenglicol hasta concentraciones finales de
0,2 %. 0,4 % y 0,8 %. La concentracién de propilenglicol se mantuvo al 80 % para todas las muestras. Ademas se
utilizaron los siguientes controles: agua estéril, propilenglicol al 80 % y acido kéjico al 1 % en agua.

Los compuestos de ensayo se aplicaron a la superficie apical de los tejidos de la siguiente manera: 10 pyl de cada
compuesto de prueba, 10 pl de propilenglicol al 80 % (control del vehiculo), 25 pl de agua estéril (control negativo) y
25 pl de acido kdéjico al 1 % (control positivo). Las muestras se volvieron a aplicar cada dos dias durante 15 dias.
Todas las muestras se ensayaron por duplicado. Al final del experimento, se tomaron iméagenes microscopicas
utilizando un microscopio fotografico equipado con un objetivo de contraste de fase 25X y una camara CCD en color.

Resultados

Las posibles propiedades de blanqueamiento de la piel de los compuestos de ensayo se exploraron mas a fondo en
un modelo de piel reconstruida. El modelo consiste en queratinocitos epidérmicos normales derivados de humanos y
melanocitos, que se han cultivado conjuntamente para formar una epidermis humana altamente diferenciada
multicapa. En este estudio, los melanocitos se obtuvieron de un donante altamente pigmentado. La piel reconstruida
se hizo crecer en la interfaz aire-liquido, haciendo posible imitar la aplicacién tépica de agentes blanqueadores de la
piel (Figura 10A).

Diferentes concentraciones de compuestos de ensayo, propilenglicol al 80 % (control del vehiculo), agua (control
negativo) o acido kéjico al 1 % (control positivo) se aplicaron repetidamente por via tépica sobre la superficie de la piel
reconstruida durante 15 dias. Dos de los compuestos de ensayo, concretamente, el compuesto n.° 16 y el compuesto
n.° 25, mostraron efectos de blanqueamiento significativos sobre los melanocitos de la piel, sin causar alteraciones
detectables de la morfologia celular (Figura 10B). De ellos, el compuesto n.° 16 mostré el mayor efecto con un
blanqueamiento significativo de los melanocitos observado tan pronto como 3 dias después del comienzo del
experimento (datos no mostrados). Las fotografias de la muestra de piel tomadas después de 15 dias del experimento
muestran importantes efectos de blanqueamiento dependientes de la dosis en los melanocitos, que aparecen en las
fotografias como células dendriticas oscuras.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de Férmula IlI:

OH R,
Ry
1O

Formula U}

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde:

RiesH;y
R2 es furan-3-ilo, tetrahidrofuran-3-ilo, furan-2-ilo, tetrahidrofuran-2-ilo, 5-etilfuran-2-ilo o piridin-3-ilo.

2. El compuesto de la reivindicacién 1, en donde el compuesto se selecciona del grupo que consiste en 4-(2-(furan-3-
il)etil)benceno-1,3-diol (22), 4-(2-(tetrahidrofuran-3-il)etil)benceno-1,3-diol (23), 4-(2-(furan-2-il)etil)benceno-1,3-diol
(24), 4-(2-(tetrahidrofuran-2-il)etil)benceno-1,3-diol (25), 4-(2-(5-etilfuran-2-il)etil)benceno-1,3-diol (26), y 4-(2-(piridin-
3-il)etil)benceno-1,3-diol (27).

3. Una composicion que comprende el compuesto de la reivindicacion 1 o la reivindicacién 2 y un vehiculo farmacéutica
0 cosméticamente aceptable.

4. Un compuesto de la reivindicacién 1 o la reivindicacién 2 para su uso en la prevencién o tratamiento de
enfermedades o afecciones relacionadas con la sobreproduccién o distribucién desigual de la melanina.

5. El compuesto para el uso segun la reivindicacidn 4, en donde las enfermedades o afecciones se seleccionan de
hiperpigmentacidén o dafios resultantes de la exposicion al sol 0 a la radiacion ultravioleta (UV), bronceado, manchas
de hiperpigmentacién causadas por el envejecimiento de la piel, melanoma, hepatopatias, quemaduras térmicas,
heridas tépicas, pigmentacién de la piel debida a afecciones inflamatorias provocadas por infecciones flingicas,
microbianas o viricas, vitiligo, carcinoma o melanoma.
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