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DESCRIPCION

Compuestos de doble accidon que se dirigen al receptor A;a de adenosina y al transportador de adenosina para la
prevencion y el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas

Campo técnico

La presente invencion proporciona la identificacion, sintesis y uso del compuesto activo para el tratamiento de
enfermedades neurodegenerativas, tales como la enfermedad de Huntington.

Abreviaturas: A2aR, receptor Axa de adenosina; Ac;O, anhidrido acético; CGS, 6-amino-9-(5-etilcarbamoil-3,4-dihidroxi-
oxolan-2-il)-2 -{2-[4-(2-carboxietil)fenilletilamino}purina; DIEA, diisopropiletiiamina; DMF, N,N-dimetilformamida; DML,
ligandos multiples disefiados; ENT, transportador equilibrativo de nucleétidos, ESI, ionizacién por electrospray; EtOAc,
acetato de etilo; HD, enfermedad de Huntington; hENT1, transportador equilibrativo de nucledsidos humano 1; HBA,
aceptor de enlaces de hidréogeno; HBD, dador de enlaces de hidrégeno; HBTU. 2-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-
tetrametiluronio; HOBt, 1-hidroxibenzotriazol; HP, hidrofobicidad; HPLC, cromatografia liquida de alta resolucion; IR,
infrarrojo; JNK, cinasa c-Jun N-terminal; MS, espectrometria de masa; MsCl, cloruro de metanosulfonilo; MTT, bromuro
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio; NBTI, S-(4-nitrobencil)-6-tioinosina; NMR, resonancia magnética nuclear;
py, piridina; PyBOP, benzotriazol-1-il-oxitripirrolidinofosfonio hexafluorofosfato; RA, anillo aromatico; t-BuOH, butanol
terciario; TEMPO, 2,2,6,6-tetrametilpiperidinil-1-oxi; THF, tetrahidrofurano; TLC, cromatografia en capa delgada; TsCl,
cloruro de p-toluenosulfonilo; TsOH, acido p-toluenosulfénico; ZM,  4-(2-[7-Amino-2-{2-furil}{1,2,4}triazolo{2,3-
a}1,3,5}triazin-5-il-amino]etil )fenol.

Técnica anterior
Introduccion

La enfermedad de Huntington (HD) es una enfermedad neurodegenerativa autosdémica dominante provocada por una
expansion del trinucledétido CAG en el gen de Huntingtina (Htt), que expresa sintomas de corea, demencia y
psiquiatricos.' El tratamiento eficaz de HD todavia no se ha desarrollado, aunque se han reportado unos pocos
agentes terapéuticos con efectos moderados.* 5 Se ha demostrado que el agonista selectivo del receptor Azx de
adenosina (A2aR), CGS21680 (en breve, CGS), puede atenuar los sintomas de HD en un modelo de raton
transgénico,® y se ha demostrado que este compuesto es capaz de rescatar la deficiencia del ciclo de la urea de la
enfermedad HD mediante la potenciacion de la actividad del sistema ubiquitina-proteosoma.” Sin embargo, se conoce
que CGS ejerce un efecto inmunosupresor fuerte,® entre otros efectos secundarios, y por lo tanto no es adecuado para
uso clinico. Por otra parte, un analogo de adenosina, designado como T1-11 (compuesto 1), también un agonista de
A2aR, se aisla recientemente de Gastordia elata y muestra que previene la apoptosis de células PC12 derivadas de
suero, lo que sugiere su potencial terapéutico en el tratamiento de enfermedades degenerativas neuronales.®

Resumen de la invencion

Se ha reconocido que tanto el A,aR como el transportador de adenosina (tal como el transportador equilibrativo de
nucledsidos ENT1) se localizan en el estriado, '3 donde el Htt mutante se agrega.' La inhibicion del transportador de
adenosina elevaria las concentraciones locales de adenosina, y de ese modo aumenta la eficacia en agonizar el A2aR.
De manera interesante, se ha encontrado que el compuesto 1 también es un inhibidor de ENT1. Por otra parte, el efecto
inmunosupresor potente de CGS era una consecuencia de la sefalizacion de AzaR, lo que indica que la afinidad de
union extremadamente fuerte a A2aR puede no ser una propiedad deseable para agentes terapéuticos clinicamente
utiles.

Por lo tanto, es de considerable interés modificar el compuesto 1 aln para conservar su propiedad de accion multiple.
Ademas, los compuestos transientes o de unidén débil pueden ser preferibles a los compuestos de unién estable,'®
especialmente cuando se dirigen al sistema de sefializacion de A2aR debido a las razones mencionadas anteriormente.
Los ligandos muiltiples disefiados (DML)'®'” son conceptualmente distintos a los compuestos promiscuos descubiertos
mediante tamizaje aleatorio, porque ellos se disefian racionalmente para optimizar las propiedades deseadas. Se ha
propuesto que los DML pueden ser ventajosos para el tratamiento de enfermedades con etiologias complejas, p. €.,
asma, obesidad, cancer, y enfermedades psiquiatricas, en comparacion con los compuestos de direccionamiento
individual. '8 Se ha concebido que la redundancia y la robusteza intrinseca de las redes bioldgicas complejas pueden
ser responsables del fracaso de farmacos altamente selectivos en suministrar los efectos terapéuticos destinados.'® Una
evaluacion reciente indica que la farmacologia de A2aR es de hecho mas compleja,?° y por lo tanto los DML pueden ser
especialmente adecuados para el direccionamiento del sistema de sefalizacion de A2aR. Sin embargo, disefar ligandos
de mudltiple direccionamiento es frecuentemente una tarea desafiante,?"?2 en parte debido a la dificultad en la
construccion apropiada de los modelos computacionales para describir las interacciones de los ligandos con diversos
objetivos, y en parte debido al aumento de las limitaciones de la sintesis quimica, y la satisfaccion de las propiedades
quimico fisicas de los compuestos. Quizas asociado con la complejidad creciente en la medida que aumenta el nimero
de objetivos, actualmente la mayoria de los DML reportados son ligandos de doble funcién.??
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En la solicitud provisional presentada anteriormente, solicitud de patente provisional de los EE.UU. 61/260,932, hemos
descrito una serie de compuestos que se han sintetizado y que muestran dobles funciones tanto en receptores como
transportadores de adenosina. Otros derivados de adenosina se han descrito en el documento W02008/156513 o
US2008/0176816 A1.

De acuerdo con un aspecto de la presente invencion, se proporciona una composicion que comprende una cantidad

eficaz de un compuesto de férmula:
f\ I’] Het

OH OH ’

HO.
O

en donde n es 1 a 3, el heterociclo (sustituido) contiene anillos de 5 o 6 miembros y el heterociclo fusionado contiene
heteroatomos de nitrégeno, oxigeno o azufre y los sustituyentes se seleccionan del grupo que consiste en hidrégeno,
fldor, cloro, bromo, yodo, hidroxilo, alquilo C1., trifluorometilo y fenilo sustituido, para el uso en el tratamiento de una
enfermedad neurodegenerativa en un sujeto que lo necesite.

En algunas modalidades, el compuesto es

HO
@)

OH OH

La enfermedad neurodegenerativa puede ser una enfermedad por mal plegamiento de las proteinas que se define como
una enfermedad provocada por el mal plegamiento de las proteinas. En algunas modalidades, la enfermedad
neurodegenerativa se selecciona del grupo que consiste en enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson,
esclerosis lateral amiotréfica, enfermedad de Prion, enfermedad de Huntington, y ataxias espinocerebelosas.

Como otra modalidad, la presente invencién proporciona una composicién que comprende una cantidad eficaz de al
menos uno de los compuestos descritos anteriormente y un portador farmacéuticamente aceptable.

Para disefar racionalmente los ligandos de doble accion apropiados como agentes terapéuticos para la enfermedad de
Huntington, primero se construyen dos modelos de farmacoéforo, uno para los agonistas de AzaR, y el otro para los
inhibidores de ENT1. Los farmacéforos tridimensionales son distribuciones espaciales especificas de las caracteristicas
funcionales quimicas de una serie de compuestos que dirigen el mismo sitio activo de una biomolécula y ejercen la
misma funcion,?® que son particularmente Utiles si las estructuras por rayos X de alta resolucién o por NMR de las
biomoléculas objetivo ain no se encuentran disponibles. El analisis de farmacoforos se ha aplicado exitosamente a
numerosas tareas de descubrimiento de farmacos.?*?° Aunque la estructura cristalina de alta resolucion del receptor
Aza de adenosina humano se ha liberado recientemente,? esta representa la conformacion vinculada con el antagonista
ZM241385 (en breve, ZM), no con un agonista. Por otra parte, la estructura cristalina de ENT1 humano (hENT1) adn no
se encuentra disponible, y ademas no existe una plantilla estructural adecuada para el moldeado por homologia.

En base al plegamiento estructural de 1, se intentd disefiar una serie de derivados de adenosina (Figura 1). Las
modificaciones quimicas de la adenosina se llevaron a cabo si el ajuste farmacdéforo del compuesto modificado predice
una actividad aceptable. Los ensayos competitivos de unidon a ligando se realizaron para verificar si los compuestos
disefiados de hecho se unen al A;aR y al ENT1 con buena afinidad. Finalmente, se analizé si estos compuestos
pudieran prevenir la apoptosis de las células PC12 derivadas de suero, lo que es un indicio decisivo de su potencial
para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas.3'32
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Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Estructuras de CGS, NBTI y algunos derivados de adenosina disefiados con modificacion en las posiciones N°
y C°.

Figura 2. El modelo 3D del farmacéforo de los agonistas del receptor A;a de adenosina. (A) Las caracteristicas
geométricas del modelo de farmacoforo. Cian: hidrofobicidad (HP), oro: anillo aromatico (RA), magenta: dador de
enlaces de hidrogeno (HBD), verde: aceptor de enlaces de hidrégeno (HBA) (B) Ajuste de CGS en el modelo de
farmacoforo. (C) Ajuste del compuesto 1. (D) Ajuste de NBTI. (E) Ajuste del compuesto 6. (F) Ajuste del compuesto 11.
Figura 3. El modelo 3D del farmacdéforo de los inhibidores del transportador equilibrativo de nucleésidos humano
(hENT1). (A) Las caracteristicas geométricas del modelo de farmacoforo. Oro: anillo aromatico (RA), verde: aceptor de
enlaces de hidrégeno (HBA1: 3.431A distancia de RA; HBA2: 10.388A distancia a de RA). (B) Ajuste de NBTI en el
modelo de farmacéforo. (C) Ajuste del compuesto 1. (D) Ajuste de CGS. (E) Ajuste del compuesto 6. (F) Ajuste del
compuesto 11.

Figura 4. El grafico de dispersion de los valores de pK; predichos de los agonistas de Aza-R en funcion de los valores de
pKi medidos. Los circulos rellenos representan los compuestos de entrenamiento, y los circulos abiertos los compuestos
sintetizados.

Figura 5. El grafico de dispersion de los valores de pK; predichos de los inhibidores de ENT1 en funcién de los valores
de pKimedidos. Los circulos rellenos representan los compuestos de entrenamiento, y los circulos abiertos los
compuestos sintetizados.

Descripcion de las modalidades

Modelo de farmacoforo de los agonistas del receptor A;ade adenosina humano. Como parte del enfoque de disefio de
farmacos de doble farmacéforo, se construyé primero un modelo 3D del farmacoforo de los agonistas de A;aR humano
(hA24R) para disefar los compuestos que podrian funcionar como agonistas de hA;aR. El conjunto de entrenamiento
incluye 25 compuestos que tienen una gran diversidad estructural y actividad de hA;aR (Kide 1.2 nM a 187 uM)
seleccionados de la bibliografia. Un agonista potente de hAaR CGS,* se incluye, ademas, en este conjunto de
entrenamiento. El moédulo HypoGen® de Catalyst® de Accelrys® 34 se us6 para construir el modelo de farmacéforo de
estos ligandos. El farmacoforo construido se ilustra en la Figura 2A, que permite cuatro caracteristicas geométricas que
incluyen hidrofobicidad (HP, en cian), anillo aromatico (RA, en oro), dador de enlaces de hidrogeno (HBD, en magenta)
y aceptor de enlaces de hidrogeno (HBA, en verde). Para CGS las cuatro caracteristicas del farmacéforo construido
pueden ajustarse con precision (Figura 2B). Por el contrario, S-(4-nitrobencil)-6-tioinosina (NBTI)3® carece de un ajuste
del anillo aromatico (Figura 2D), de acuerdo con su afinidad débil como un ligando de hA;aR, aunque este muestra una
union fuerte con el transportador de adenosina. Los ligandos de doble accion disefiados 1, 6 y 11 se ajustan al menos a
tres caracteristicas en este modelo de farmacéforo para agonistas de Az2aR (Figuras 2C, 2E y 2F).

Modelo de farmacoforo de los inhibidores de transportadores equilibrativos de nucleésidos. Para disefiar compuestos de
doble funcién que actien cooperativamente como los agonistas de hA2aR y los inhibidores de hENT1, se construyé
ademas el farmacdforo de los inhibidores de hENT1 (Figura 3A). El conjunto de entrenamiento incluye 25 compuestos
que poseen actividad inhibidora de hENT1 en el intervalo de ICso de 0.29 nM a 32 uM, que se seleccionaron de la
bibliografia (ver Informacion de Apoyo). El modelo de farmacoforo construido de los inhibidores de hENT1 consiste en
solo tres caracteristicas, que incluyen dos aceptores de enlaces de hidrégeno y un anillo aromatico. Los cinco
compuestos (NBTI, 1, CGS, 6, y 11) pueden ajustarse en estas tres caracteristicas (Figuras 3B-F). El nimero diferente
de caracteristicas entre los farmacoforos de los agonistas de hAaR e inhibidores de hENT1 pudiera atribuirse a la
naturaleza de los compuestos del conjunto de entrenamiento.

Mediante el escrutinio cuidadoso de las estructuras en el conjunto de entrenamiento de agonistas de hAzaR (ver
Informacion de Apoyo), se encontré que muchos de ellos poseen un grupo hidrofébico en el extremo 5' de nucledsido,
especialmente esos compuestos con mayor potencia, que incluye CGS. Por lo tanto, el farmacéforo construido debe
incluir esta caracteristica importante. Por el contrario, en el conjunto de entrenamiento de inhibidores de hENT1, casi
todo el extremo 5' del nucledsido posee un grupo hidroxilo polar.

Las diferencias de farmacéforos entre los dos objetivos en investigacion también arrojaron luz sobre el disefio de los
compuestos de doble funcién. Por ejemplo, el compuesto 6 no se ajusta bien a la caracteristica hidrofébica en el modelo
de farmacoéforo del receptor Aza, y este es de hecho menos potente que CGS, que se ajusta bien a todas las
caracteristicas. Sin embargo, el compuesto 6 podria ajustarse bien en las tres caracteristicas en el modelo de hENT1.

Como para el compuesto 11, este se ajusta bien a todas las caracteristicas que incluyen la hidrofobicidad del modelo de
farmacoforo de A2aR. No obstante, este alin se ajusta bien al modelo de farmacdéforo de hENT1, lo que indica la mayor
tolerancia del modelo de farmacéforo de ENT1. En resumen, mediante la comparacion de las caracteristicas y calidades
de ajuste de compuestos de estos dos modelos de farmacdéforos, se puede formular la hipétesis que el bolsillo de union
de hA2aR tiene un sitio hidrofébico importante, y el bolsillo de unién a hENT1 puede ser mas flexible para acomodar los
nucledsidos con porciones hidrofébicas en el extremo 5' en esta serie de compuestos. Los analisis de farmacéforos
proporcionan una idea del disefio y la comprension del compuesto de doble funcién en ausencia de la informacion
estructural de hENT1.
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Sintesis de derivados de adenosina. Una libreria representativa de analogos de adenosina (Figura 1) se desarrollé en
base a los modelos de farmacoforos. El compuesto 1, aislado originalmente de Gastrodia elata,® se sintetizd con un alto
rendimiento mediante la reaccién de sustitucion de 6-cloropurina ribofurandsido (17) con 4-hidroxibencilamina (como la
sal clorhidrica) en presencia de una base de diisopropiletiiamina. Como la 4-hidroxibencilamina no se encontrd
comercialmente disponible, se prepard en dos etapas a partir de 4-hidroxibenzaldehido mediante la reaccién de
condensacion con hidroxilamina para dar una oxima intermediaria, que se hidrogend posteriormente mediante la
catalisis de Pd/C y HCI. Mediante los procedimientos similares a aquel para el compuesto 1, se prepararon una serie de
derivados de adenosina sustituidos con N® 2-6 mediante las reacciones de sustitucion de 6-cloropurina ribofurandsido
con bencilaminas sustituidas apropiadas. En lugar del método de calentamiento convencional, se aplicé ademas la
radiacion de microondas para acortar el tiempo de reaccién en la preparacion de N°-(3-indoliletil)adenosina (6).

N = M e
N N OMe
(E'Nf\ 4-metoxibencilamina {KNIL:) Me,C{OMe)z, TsOH
M - N -
HG = HO Me,CO, rt, 2 h; 89 %

i,
DIEA, PrOH, 709C, B h para las 2 etapas

H OH

OH 17

L TCL
N N OMe TsCl, py, J N OMe
) i ®
NN n,6h x\] N

OH

HG !

°><D 3-aceténido <

A=0Ts Hy0"
MaMy g X =Cl (7-acetonido) ——» 7

X = N 70 %

(8-acetonido)

y i) PPh, THEMH,0
HN,\@\ ~100°% i) Ac,0 o TSCl, py,
i) Hy0"
“fn OMe
{’N | 7

0
[
] NN OMe
i A J
oH on B RN o N" 9 R=Ac
(8 % de 3-acetonido)
OH OH 10 R=Ts

(T % de 3-acetonido)

Esquema 1. Sintesis de N6-(4-metoxibencil)adenosina (3) y sustitucion de su grupo 5°-hidroxi con cloro, azida,
acetamida, y p-toluenosulfonamida.

El tratamiento de N®-(4-metoxibencil)adenosina 3 con 2,2-dimetoxipropano en acetona anhidra ofrecio el 3-acetonido
correspondiente, que reaccioné con cloruro de p-toluenosulfonilo en presencia de piridina para dar una mezcla de
derivados de tosilato y de cloro (Esquema 1). El derivado de tosilato era inestable, mientras que el compuesto de cloruro
(7-acetonido) podria aislarse mediante cromatografia e hidrolizarse posteriormente para dar 7. Sin la separacion, esta
mezcla se tratd con azida sodica, seguido por la hidrdlisis catalizada por acido, para dar un compuesto de
azida 8. Alternativamente, la reduccion de Staudinger de 8-acetonido dio una amina intermediaria, que se convirtio a la
acetamida 9 y a la sulfonamida 10 correspondiente después de la eliminacion del grupo 2',3'-isopropilideno en acido.
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CuS0Qy, ascorbato R HHA@\
N N OMe

8 HzOIt-BUOH, 1t >§\ v

R—=——H (reaccion clic) 0

12 R =n-CyHg (81 %)

OH OH 13 R =n-CgHyz(95 %)
14 R =PhCH. (82 %)

i) Reaccién clic Me /\Q
8-acetonido ii) MsGl, EtzN — Q,Nfﬂ OhMe
* = Ny N M """J
HOCHy—==—H iii) MaBHy, DMF he N
vy HyO"

OH OH 11 (25 %)

Esquema 2. Elaboracion del grupo 5°-azido mediante la reaccion clic para dar compuestos triazol.

En otro enfoque (Esquema 2), la cicloadicion 1,3-dipolar catalizada por Cu* (reaccion clic)® del compuesto azida 8 con
1-hexino, 1-octino, y 3-fenil-1-propino ofrecioé los derivados de triazol 12, 13y 14, respectivamente. De manera similar, la
reaccion clic de 8-aceténido con alcohol propargilico dio un compuesto de triazol, del que se activo el grupo hidroxilo
como un mesilato y después se redujo mediante NaBH. para dar un grupo metilo. El compuesto 11 se obtuvo después
de la eliminacioén del grupo 2',3-isopropilideno.

cl ct
N i N
¢ SN i) MesCiOMe)s, TSOH, ¢ f” EtNH;CH HBTU, DIEA,
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OH OH O><3 N
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N
(/ | =N Para 19: /\@
P SN oH

H NN i) 4HOCgHCHzNHATI, { [ J
N 00 DIEA, PIOH,70°C, 2h < N
il -~
i) 3 M HOL THF/H,0, t, 140 E1 o
O 16R=Et 15
0>< 20R=H OH OH (51 % de 18)
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A-MEOCsHCHaNH, A

]
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N
&)
N N7
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Oxo 21 07(\0 22 (54 % de 18)
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0
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OH OH

Esquema 3. Sintesis de derivados de carboxamida y tetrazol.
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El acetonido de 6-cloropurina ribofurandsido se oxidd6 mediante (diacetoxiyodo) benceno con la catalisis de 2,2,6,6-
tetrametilpiperidinil-1-oxi (TEMPO)® para dar un acido carboxilico 18. Las reacciones de acoplamiento de acido 18 con
etilamina y amonio dieron las amidas 19 y 20, respectivamente.

El atomo de cloro en 19 se reemplazé por 4-hidroxibencilamina, y la hidrélisis posterior del aceténido proporciond
amida 15. Por otra parte, la amida 20 se convirtid a nitrilo 21 en el tratamiento con Me;SO, cloruro de oxalilo y i-
ProNEt.“% Después el atomo de cloro se sustituyé por 4-metoxibencilamina, una cicloadicién 1,3-dipolar del grupo ciano
con NaNjs introdujo la porcion de tetrazol deseada en la posicion C-5',41 que da 16 después de la eliminacion del grupo
2',3'-isopropilideno en condiciones acidas.

Evaluacion biologica de derivados de adenosina modificados en N y CS. Las propiedades farmacoldgicas de los
analogos de adenosina preparados se caracterizaron por los Servicios Farma MDS mediante el uso de ensayos de
union a radioligandos. Las constantes de unién (Ki) de algunos compuestos representativos se muestran en la Tabla 1.
El agonista potente de A,aR CGS parece carecer de la actividad contra ENT1, mientras que el inhibidor NBTI de ENT1
no muestra la capacidad de unién con A;aR. Ni CGS o NBTI son farmacos de doble funcion. Algunos de los analogos de
adenosina preparados muestran las dobles acciones sobre A;aR y ENT1, en particular, los compuestos 1, 4 y 6 que
muestran los valores de K; en el intervalo micromolar bajo y submicromolar con A;aR y ENT1, respectivamente. Excepto
para 11y 15, los derivados de adenosina que tienen la modificacion en la posicion C-5' parece deteriorar su unién con
AzaR, aunque aun conservan alta afinidad con ENT1.

Tabla 1. Actividad de union de los derivados de adenosina modificados en N® y C® con receptor y transportador de
adenosina.?

Compuesto Ki (M)
Aoa-RP ENT1¢
CGS 7.77 x 1072 -
NBTI >10 2.9 x 10
1 2.62 5.38 x 10"
1-acetonido >100 >100
2 14.4 1.44 x 102
3 30.1 3.18 x 10"
4 3.21 3.72
5 27.7 6.51 x 103
6 4.39 3.47
7 > 100 2.98
8 - 5.81 x 10"
9 > 100 1.43
10 > 100 2 x 10"
11 41.8 9.60 x 10"
12 > 100 5.11 x 10
13 > 100 5.2 x 1072
14 > 100 1.16 x 10
15 20.3 >10
16 > 100 1.17

@] os ensayos de union a radioligandos se realizaron por los Servicios Farma MDS de Taiwan (Taipei, Taiwan) mediante
el uso de protocolos estandar de union. ’Receptor de adenosina Aza humano. ¢ Transportador de equilibrio 1 del conejillo
de indias.

Hemos reportado anteriormente que el compuesto 1 aislado de un extracto metandlico acuoso de Gastrodia
elata previno la apoptosis de células PC12 derivadas de suero mediante la supresion de la actividad de JNK.'® En este
estudio, las células PC12 derivadas de suero se trataron con el compuesto en la dosis indicada por 24 h. La viabilidad
celular se control6 mediante el ensayo de MTT, y se expresa como un porcentaje de la actividad de MTT medido en el
grupo que contiene suero. A una concentracion de 0.01 uM, los compuestos 4 y 6 también rescataron células PC12 de
la apoptosis provocada por la extraccion de suero por igual asi como también el 1 de acuerdo con la viabilidad celular de
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los ensayos de MTT. En conjunto, la doble funcion de estos compuestos en la activacion del receptor de adenosina y en
la inhibicion del transportador de adenosina podria aumentar sinérgicamente la concentracion eficaz de adenosina,
especialmente cuando estas dos proteinas se encuentran proximas.

Evaluacion estadistica de modelos de farmacéforos. La Figura 4 muestra el grafico de dispersion del pKi experimental
en funcion los valores de pK; predichos a partir del modelo de farmacaforo de los agonistas de AzaR. El valor de r? de los
valores de K; predichos en funcion de los valores de K; experimentales es 0.962, y la media cuadratica del error (rmse)
es 0.658 kcal/mol. Este modelo de farmacoforo se evalué adicionalmente mediante el uso de la prueba de aleatoriedad
de Fisher para la significancia estadistica, como se implementa en el mdédulo CatScramble. El médulo CatScramble
mezclé los valores de pK; aleatoriamente por 19 veces para generar nuevas hipotesis (es decir, modelos de
farmacoforos). Ninguna de las 19 hipétesis de los datos mezclados tuvieron un costo mas bajo que la hipétesis
informada. La Tabla 2 resume las caracteristicas ajustadas de los compuestos en la Figura 4, junto con la desviacion de
la distancia de la ubicacion ajustada de la caracteristica en el compuesto del centro de la caracteristica en el modelo de
farmacoforo. Para reiterar, la Tabla 2 es una representacion cuantitativa de la Figura 4. Cuando un ligando se ajusta en
un farmacoforo, la calidad de ajuste (o mapeo) se indica por el "valor de ajuste." Un valor de ajuste mas alto representa
un mejor ajuste, y la computadora ajusta los valores en dependencia de dos factores: los pesos asignados a las
caracteristicas de los farmacoforos y a cuan cerca se encuentran las caracteristicas en las moléculas de las ubicaciones
exactas de las caracteristicas en el modelo de farmacéforo.

Tabla 2. Comparacion de las actividades de los compuestos con el numero ajustado de caracteristicas del modelo de
farmacéforo de agonistas de Aza-R. Los nimeros se encuentran en la unidad de A.

Compuesto ID HBD HBA RA HP Valor de ajuste
CGS21680 V/0.166 | /0.125 | ~/0.201 \/0.436 10.6482
1(T1-11) V/0.121 V/0.135 | /0.248 x 8.68049
NBTI \/0.422 | ~/0.304 x '/0.901 8.62848
6 N/0.377 | \/0.359 | ~/0.403 x 8.52907
1 \/1.181 \/0.445 | \/0.434 | ~/0.544 9.59155

El agonista de A2aR potente CGS se ajusta a las cuatro caracteristicas del farmacdforo construido, y las desviaciones de
las ubicaciones de las caracteristicas ajustadas de las ubicaciones exactas de las caracteristicas del modelo de
farmacoforo son también muy pequefias. En comparaciéon con CGS, el compuesto 1 carece de una porcién hidrofébica
para ajustarse en la caracteristica del modelo de farmacoforo, y por lo tanto muestra una afinidad reducida. Por el
contrario, NBTI carece de una porcién de anillo aromatico, que suprime completamente la actividad para agonizar al
receptor de adenosina Aza. Esto indica que la caracteristica del anillo aromatico puede ser mas importante que la
porcién hidrofébica en este modelo de farmacéforo. EI compuesto 6 no se ajusta a la caracteristica hidrofébica del
modelo de farmacoforo, mientras que el compuesto 11 muestra un valor de ajuste mas alto. Por el contrario, los ensayos
de union indican que el compuesto 6 (Ki= 4.39 pM) muestra ~afinidad de unién 10 veces mas fuerte que el
compuesto 11 (Ki= 41.8 yM). Esto puede racionalizarse por el hecho de que todas las ubicaciones ajustadas de las
caracteristicas del compuesto 6 tienen menos desviaciones de las ubicaciones exactas de las caracteristicas.

El modelo de farmacoforo construido de los inhibidores de hENT1 consiste en sélo tres caracteristicas, a saber, una
caracteristica de anillo aromatico y dos aceptores de enlaces de hidrégeno. El valor de r? de los valores de K; predichos
en funcion de los valores de K; experimentales es 0.927, y la rmse es 0.85 kcal/mol (Figura 5). Este modelo de
farmacoforo se evalué adicionalmente mediante el médulo CatScrambler. Los cinco compuestos (NBTI, 1, CGS, 6,y 11)
pueden ajustarse en todas estas tres caracteristicas (Figuras 3B-F), y por lo tanto las desviaciones de las ubicaciones
exactas de las caracteristicas necesitan compararse (Tabla 3). Aparentemente, el inhibidor mas potente, NBTI, tiene el
valor de ajuste mas alto y la desviacion mas pequefia de las tres caracteristicas. Los valores de ajuste de los
compuestos 1, 11y 6 son 6.61, 6.4 y 5.86, respectivamente, que son consistentes con la clasificacion de su actividad
medida. CGS (con un valor de ajuste alto de 7.1) es obviamente un valor atipico de este modelo, ya que este compuesto
no tiene actividad inhibidora hacia hENT1. Sin embargo, CGS es el Unico compuesto con una caracteristica de anillo
aromatico ajustada a la porcion de nucleésido (Figura 3). Esto es por lo tanto importante para examinar cuidadosamente
si el grupo funcional ajustado es de hecho el mismo como los grupos funcionales de los compuestos del conjunto de
entrenamiento que definen la caracteristica consenso en el analisis de farmacoforo. El "valor de ajuste” sélo no puede
considerarse la medida de ajuste.
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Tabla 3. Comparacion de las actividades de los compuestos con el numero ajustado de caracteristicas del modelo de
farmacéforo del inhibidor de ENT1. Los nimeros estan en la unidad de A.

Compuesto ID HBD HBA RA Valor de ajuste
NBTI \/0.421 \/0.647 \/0.793 5.92748
1 \/0.544 \/0.619 \/0.586 4.94133
CGS21680 \/0.567 \/1.276 \/0.358 5.37611
6 \/0.421 \/0.647 \/0.493 5.40138
1 \/0.74 \/0.588 \10.942 4.35311

Conclusién

Hemos adoptado un enfoque de modelado de doble farmacoéforo para disefiar compuestos de doble accién que se
dirigen al sistema de sefializacion de A2aR. En base al andamiaje estructural de 1, se disefié y se sintetizé una serie de
derivados de adenosina y se llevaron a cabo modificaciones quimicas de adenosina si el ajuste del farmacdéforo del
compuesto modificado predice una actividad aceptable. Los ensayos competitivos de unién a ligando verifican que los
compuestos disefiados de hecho se unen tanto a A;aR como a ENT1 con afinidad moderada. La cantidad eficaz de los
compuestos disefiados para el tratamiento terapéutico de enfermedades neurodegenerativas, que incluyen la
enfermedad de Huntington, es 1.5-2.5 mg/kg, en base a la dosificacion oral de T1-11 representativo en ratones. La via
de administracion preferida de los compuestos disefiados es la administracion oral, ya sea en formas de liberacion
inmediata o de liberacion lenta. Finalmente, se muestra que estos compuestos previenen la apoptosis de las células
PC12 derivadas de suero, lo que es un indicio decisivo de su potencial para el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas.

Secciéon Experimental

Materiales y Métodos. Todos los reactivos y disolventes fueron de grado reactivo y se usaron sin purificacion adicional a
menos que se especificara de cualquier otra manera. El tetrahidrofurano y el éter dietilico se destilaron de
Na/benzofenona y el CH,Cl, se destilé6 de CaH,. Todos los experimentos de sensibilidad al aire o humedad se realizaron
bajo argdén. Todos los cristales se secaron en horno por mas de 2 horas y se usaron después del enfriamiento a
temperatura ambiente en desecantes. Las reacciones de microondas se realizaron mediante el uso de una unidad de
microondas de modo Unico enfocada (CEM Discover). La maquina consiste en un sistema de suministro de energia de
microondas enfocado continuo con una salida de energia seleccionable por el operador.

Los puntos de fusidn se registraron en un microaparato Yanaco. Las rotaciones 6pticas se midieron en un polarimetro
digital de Japan JASCO Co. DIP-1000. Los valores [a]p se dan en unidades de 10-'grados cm? g'. Los espectros
infrarrojos (IR) se registraron en Nicolet Magna 550-11. Los espectros de NMR se obtuvieron en Varian Unity Plus-400
(400 MHz) y los cambios quimicos () se registraron en partes por millén (ppm) en relacion con &4 7.24/ 8¢ 77.0 (linea
central de t) para CHCI3CDCls, 6n 2.05/ &¢ 29.92 para (CH3).CO/(CD3)2CO, &4 3.31/ 8¢ 49.0 para CH3OH/CDs0OD, y
On 2.49 (m) /. 8¢ 39.5 (m) para (CH3)>,SO/(CD3),SO. Los patrones de division se informaron como s (singlete), d
(doblete), t (triplete), q (cuarteto), m (multiplete) y br (ancho). Las constantes de acoplamiento (J) se dan en Hz. Los
experimentos de ESI-MS se realizaron en un espectrometro de masa de alta resolucién Bruker Daltonics BioTOF lll. La
cromatografia analitica en capa delgada (TLC) se realizé en placas de gel de silice 60 F2s4 de E. Merck (0.25 mm). Los
compuestos se visualizaron mediante UV, o aspersion con anisaldehido o ninhidrina. La cromatografia en columna se
llevd a cabo en columnas empaquetadas con gel de silice de 70-230 mesh. La pureza de los compuestos analizados en
A2a-R y ENT1 se evalud para ser 295 % mediante HPLC (Agilent HP-1100) con deteccion a 280 nm de longitud de
onda.

Construccion de modelos de farmacoforos. EI médulo HypoGen de Catalyst® de Accelrys se usé para construir el
modelo de farmacéforo de agonistas de A2aR humanos e inhibidores de ENT 1 humanos. Las estructuras quimicas de
los compuestos del conjunto de entrenamiento y sus afinidades de unién al AaR humano (o ENT 1 humano) se
recolectaron de la bibliografia (ver Informacién de Apoyo) .*'“4 Es importante asegurar que la actividad de los
compuestos de entrenamiento cubra al menos cuatro érdenes de magnitud, con al menos tres compuestos en cada
escala logaritmica. 4% Se recomienda, ademas, seleccionar compuestos con mayor diversidad quimica como el
conjunto de entrenamiento.*> Cada compuesto se esbozé con ChemDraw, y después se importo en Catalyst 4.11. La
"Mejor" opcion se usé para la generacion de la conformacion. En Catalyst®, se uso el algoritmo Poling para generar 250
conformaciones, cuyas energias son menores que 20.0 kcal/mol a partir de la energia mas baja de todas las
conformaciones. Se seleccionaron cinco caracteristicas moleculares, a saber, hidrofobicidad (HPh), aceptor de s de
hidrégeno (HBA), dador de enlaces de hidrégeno (HBD), atomo positivamente ionizable (Pl), y atomo negativamente
ionizable (NI). Todos estos compuestos se cargaron en la hoja de calculo de Catalyst y se les asignaron la incertidumbre
predeterminada de 3. Los otros parametros se encuentran como predeterminados.
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NB-(4-Hidroxibencil)adenosina (1).° Clorhidrato de hidroxilamina (1.29 g, 18.6 mmol) y acetato de sodio (1.67 g, 20.4
mmol) se afadieron a una solucién de 4-hidroxibenzaldehido (1.25 g, 10.2 mmol) en etanol (20 mL). La mezcla de
reaccion se agité a temperatura ambiente por 6 h. El etanol se eliminé a presion reducida. Al residuo se le afadié agua,
y después se extrajo con Et;O (3 x). La capa organica combinada se lavé sobre MgSQO,. Después los compuestos
volatiles se eliminaron mediante evaporacion rotativa a presion reducida, el residuo se recristalizd6 a partir de
CH.ClI; para dar la oxima de 4-hidroxibenzaldehido (1.3 g, 93 %). C7H7NO,; sélido amarillo claro, mp 92.0-93.6 °C.

Una soluciéon de la oxima preparada anteriormente (342 mg, 2.5 mmol) y acido clorhidrico concentrado (1 mL) en etanol
(20 mL) se sometio a hidrogenacion a presiéon atmosférica en presencia de Pd/C al 10 % (80 mg) por 4 h. La mezcla de
reaccion se filtr6 a través de Celite. El filtrado se concentré para rendir la sal clorhidrica de 4-hidroxibencilamina como
sélidos amarillos claros, que se usaron para la proxima etapa sin purificacién adicional.

Una mezcla de 4-hidroxibencilamina (395 mg, como la sal clorhidrica), 6-cloropurina ribosido (143 mg, 0.5 mmol), y
diisopropiletilamina (DIEA, 2 mL, 12 mmol) en 1-propanol (25 mL) se calenté a 70 °C por 6 h. La mezcla se concentré a
presién reducida, y se trituré con agua para dar precipitados blancos, que se filtraron para rendir el compuesto del
titulo 1 (151 mg, 81 %). La pureza del producto fue > 99 % como se muestra mediante HPLC en una columna ODS-3 de
Inertsil (4.6 x 250 mm, 5 ym) con elucién de TFA/MeOH (6:4) al 0.1 %. C17H19NsOs; polvo blanco, mp 208.7-209.2 °C
(lit.°>mp 216-219 °C) ; [0]*%p = -64.5 (DMSO, ¢ = 1) (lit.° [a]*'p = -87 (MeOH, ¢ = 0.1)); TLC (MeOH/EtOAc (1:9)) Rr=
0.3; 'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz) & 9.22 (1 H, s), 8.34 (1H, s), 8.30 (1 H, br s), 8.18 (1 H, s), 7.12 (2 H, d, J = 8.0 Hz),
6.65(2H, d, J=8.0Hz),5.86(1H,d,J=5.6Hz),541(2H,m), 518 (1 H,d, J=5.6 Hz),460(2H,m),413(1H,q,J=
4.6, 7.4 Hz), 3.95 (1 H, q, J= 3.4, 6.2 Hz), 3.66 (1 H, m), 3.53 (1 H, m); "*C NMR (DMSO-ds, 400 MHz) & 155.3, 153.6,
151.6, 147.6, 139.1, 129.5, 127.9 (2 x), 119.2, 114.4 (2 %), 87.6, 85.6, 73.3, 70.5, 61.5, 42.4; calcd de ESI-HRMS para
C17H20N50s: 374.1459, encontrado: m/z 374.1412 [M + HJ".

NB-(4-Bromobencil)adenosina (2). Mediante un procedimiento similar a aquel para el compuesto 1, 6-cloropurina ribosido
(98 mg, 0.34 mmol) se traté con clorhidrato de 4-bromobencilamina (5 equiv) y diisopropiletilamina (2 mL, 12 mmol) en
1-propanol (20 mL) a 70 °C por 7 h para dar el compuesto del titulo 2 (41 mg, 28 %) después de la recristalizaciéon a
partir de MeOH. La pureza del producto fue del 95 % como se muestra mediante HPLC en una columna HC-C18
(Agilent, 4.6 x 250 mm, 5 ym) con elucion de gradientes de CH3CN acuoso al 30-60 % en 20 min. C17H1sBrNsO4; polvo
blanco; mp 179.2-179.4 °C; [0]*%p = -50.1 (CH30OH, ¢ = 1.0); TLC (MeOH/EtOAc (1:9)) R= 0.69; IR vmax (neta) 3333,
2925, 2865, 2358, 1621, 1486, 1408, 1336, 1298, 1224, 1121, 1081, 1011 cm™"; '"H NMR (DMSO-ds, 400 MHz) & 8.47 (1
H, brs), 8.37(1H,s),819(1H,s), 747 (2H,d, J=8.0Hz), 7.28 (2 H, d, J=8.0 Hz), 5.88 (1 H, d, J = 6.4 Hz), 5.43 (1
H,d, J=6.0Hz),537 (1H,dd, J=2.4,7.2Hz),518 (1 H,d, J=4.8 Hz), 4.66 (2 H, brs), 4.61 (1 H, dd, J= 5.6, 6.0 Hz),
4.08-4.16 (2 H, m) 3.96 (1 H, d, J= 2.8 Hz), 3.64-3.69 (2 H, m), 3.57-3.52, (2 H, m); '3C NMR (DMSO-ds, 100 MHz) &
154.2, 152.1, 148.3, 139.9, 139.3, 130.9 (2 x), 130.6 (2 x), 119.6, 87.9, 85.9, 73.5, 70.7, 61.7, 42.4; calcd de ESI-HRMS
para C17H1sBrNsO4: 436.0620, encontrado: m/z 436.0654 [M + HJ*.

NB-(4-Metoxibencil)adenosina (3). Mediante un procedimiento similar a aquel para 1, 6-cloropurina ribésido (100 mg,
0.35 mmol) se tratdé con 4-metoxibencilamina (243 mg, 1.77 mmol) y diisopropiletilamina (2 mL, 12 mmol) en 1-propanol
(20 mL) a 70 °C por 7 h para dar el compuesto del titulo 3 (95 mg, 76 %) después de la recristalizacién a partir de
MeOH. La pureza del producto fue > 99 % como se muestra mediante HPLC en una columna HC-C18 (Agilent, 4.6 x
250 mm, 5 pm) con elucién de gradientes de CH3CN acuoso al 30-60 % en 20 min. C1sH1gNsO4; polvo blanco; mp 147.6-
148.2 °C; [0]?% = -55.3 (DMSO, ¢ = 1.0) (lit.2" [0]?°p = -66.15 (MeOH, ¢ = 0.12)); TLC (MeOH/EtOAc (1:9)) Rr= 0.60; 'H
NMR (DMSO-ds, 400 MHz) & 8.38 (2 H, m), 8.19 (1 H, brs), 8.30 (1 H, brs), 7.25(2H, d, J=8.4 Hz),6.83 (2H,d, J=
8.4 Hz), 5.87 (1 H, d, J= 6.0 Hz), 5.45-5.38 (2 H, m), 519 (1 H, d, J= 3.2 Hz), 4.61 (2 H, s), 4.14 (1 H, s), 3.95 (1 H,
dd, J = 3.2, 6.8 Hz), 3.70-3.64 (4 H, m), 3.57-3.52 (1 H, m); '3C NMR (DMSO-ds, 400 MHz) & 157.8, 154.2, 152.1, 148.2,
139.7, 131.7, 128.3 (2 x), 119.6, 113.4 (2 x), 87.8, 85.8, 73.4, 70.6, 61.6, 55.0; ESI-MS calcd para CisH19NgOs:
388.1615, encontrado: m/z 388.1620 [M+H]*.

NB-(3-Hidroxibencil)adenosina (4). Mediante un procedimiento similar a aquel para 1, 6-cloropurina ribosido (143 mg, 0.5
mmol) se tratd con sal clorhidrica de 3-hidroxibencilamina (395 mg, 2.46 mmol) y diisopropiletilamina (2 mL, 12 mmol)
en 1-propanol (25 mL) a 70 °C por 6 h. La mezcla se concentré a presion reducida, y se trituré con agua para dar
precipitados blancos, que se filtraron para rendir el compuesto del titulo 4 (151 mg, 81 %). La pureza del producto fue
>99 % como se muestra mediante HPLC en una columna HC-C18 (Agilent, 4.6 x 250 mm, 5 ym) con elucién de
gradientes de CH3CN acuoso al 30-60 % en 20 min. C17H19N5Os; polvo blanco, mp 195.6-196.5 °C; TLC (MeOH/EtOAc
(1:9)) Rr= 0.3; [a]*%p = -46.5 (DMSO, ¢ = 1.0); '"H NMR (DMSO-ds, 400 MHz) & 9.22 (1 H, s), 8.34 (1H, s), 8.30 (1 H, br
s), 818 (1 H,s),7.12(2H, d, J=8.0Hz), 6.65 (2 H, d, J= 8.0 Hz), 5.86 (1 H, d, J=5.6 Hz), 5.41 (2 H, m), 5.18 (1 H,
d,J=56Hz),460(2H, m),413(1H,q,J=4.6,7.4Hz),3.95(1H,q, J=3.4,6.2Hz),3.66 (1 H, m),3.53 (1 H, m); 3C
NMR (DMSO-ds, 400 MHz) & 155.3, 153.6, 151.6, 147.6, 139.1, 129.5, 127.9 (2 x), 119.2, 114.4 (2 %), 87.6, 85.6, 73.3,
70.5, 61.5, 42.4; calcd de ESI-HRMS para C17H20N50s5: 374.1459, encontrado: m/z 374.1412 [M+H]*.

NB-(4-Nitrobencil)adenosina (5). Mediante un procedimiento similar a aquel para 1, 6-cloropurina ribésido (102 mg, 0.36
mmol) se traté con clorhidrato de 4-nitrobencilamina (336 mg, 1.78 mmol) y diisopropiletilamina (2 mL, 12 mmol) en 1-
propanol (20 mL) a 70 °C por 7 h para dar el compuesto del titulo 5 (55.6 mg, 38 %) después de la recristalizacion a
partir de MeOH. La pureza del producto fue > 99 % como se muestra mediante HPLC en una columna HC-C18 (Agilent,
4.6 x 250 mm, 5 pym) con elucién de gradientes de CH3CN acuoso al 30-60 % en 20 min. C47H1gNsOs; cristales blancos
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de MeOH; mp 167.8-168.6 °C (lit.* mp 174-176 °C); [a]*®> = -50.7 (DMSO, ¢ = 0.5); TLC (MeOH/EtOAc (1:9)) R=
0.45; 'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz) & 8.62 (1 H, br s), 8.40 (1 H, s), 8.18-8.14 (3 H, m), 7.56 (2 H, d, J= 8.4 Hz), 5.88 (1
H, d, J=6.0 Hz), 544 (1 H, d, J= 5.6 Hz), 5.34 (1 H, t, J= 5.6 Hz) 7.12 (2 H, d, J= 8.0 Hz); 13C NMR (DMSO-ds, 400
MHz) & 152.1, 147.9, 146.1, 140.0, 127.8 (2 %), 123.3 (2 x), 87.8, 85.8, 73.4, 70.6, 61.6, 42.7; calcd de ESI-HRMS para
C17H19N6Os: 403.1361, encontrado: m/z 403.1372 [M+H]*.

NS-(3-Indoliletil) adenosina (6). En un frasco de fondo redondo (10 mL) se colocé una solucion de 6-cloropurina
ribonucledsido (71 mg, 0.25 mmol), tripamina (101 mg, 0.63 mmol) y diisopropiletilamina (0.24 mL, 2.88 mmol) en EtOH
(3 mL). El frasco se colocd en la cavidad de un reactor de microondas monomodo enfocado, y se irradio a 150 W por 10
min en etanol en reflujo. La mezcla se concentré mediante evaporacion rotativa, y el residuo se purific6 mediante
cromatografia rapida (gel de silice; MeOH/EtOAc (1:9)) para dar el compuesto del titulo 6 (85 mg, 83 %). La pureza del
producto fue > 99 % como se muestra mediante HPLC en una columna HC-C18 (Agilent, 4.6 x 250 mm, 5 ym) con
elucion de gradientes de CH3CN acuoso al 30-60 %. CzoH22NsOs; polvo blanco; mp 187.0-187.2 °C; [a]®%p = -55.7
(CH3OH, ¢ = 1.0); TLC (MeOH/EtOAc (1:9)) Rr= 0.41; "H NMR (DMSO-ds, 400 MHz) 5 10.78 (1 H, s), 8.33 (1 H, s), 8.25
(1H,s), 796 (1H,brs), 761 (1H,d,J=72Hz), 732 (1 H,d, J=9.2 Hz), 718 (1 H, s), 7.05 (1 H, t, J= 8.0 Hz), 5.80
(1H,d,J=6.0Hz), 547-5.44 (2H, m), 520 (1 H, d, J=4.4 Hz), 4.61 (1 H, d, J=5.6 Hz), 4.14 (1 H, d, J= 2.8 Hz), 3.96
(1 H,d,J=32Hz), 3.77 (1 H, br s), 3.69-3.52 (2 H, m), 3.01 (2 H, t, J= 7.2 Hz) ; 3C NMR (DMSO-ds, 100 MHz) &
154.3, 152.2, 148.0, 139.5, 136.0, 127.1, 122.4, 120.8, 119.6, 118.3, 118.1, 111.7, 111.2, 87.9, 85.8, 73.4, 70.6, 61.6,
40.5, 25.1; calcd de ESI-HRMS para Cz0H23NsO4 : 411.1775, encontrado: m/z 411.1750 [M + H]*.

5'-Cloro-5'-desoxi-N?-(4-metoxibencil)adenosina (7). La reaccion de 3-acetonido (2.96 g, 6.9 mmol) con cloruro de p-
toluenosulfonilo (6.3 g, 34.6 mmol) en piridina (6.0 mL) dio una mezcla de derivados de sulfonato y de cloro (5:1) como
se muestra mediante el espectro de NMR de 'H. La mezcla se preparé mediante cromatografia rapida (gel de silice;
CH2Ci2/MeOH (100:1)). El compuesto sulfonato mostré NMR de 'H (CDCj3, 400 MHz) & 8.25 (1 H, s), 7.66 (1 H, s), 7.60
(2H,d,J=8.0Hz),729(2H,d, /=84 Hz), 714 (2H, d, J=8.0 Hz), 6.86 (2 H, d, J= 8.4 Hz), 6.00 (1 H, s), 5.31 (1 H,
d, J=6.0 Hz), 5.04 (1 H, dd, J = 3.2, 6.0 Hz), 4.78 (br, s), 4.43-4.47 (1 H, m), 4.20-4.30 (2 H, m), 3.78 (3 H, s), 2.36 (3 H,
s), 1.58 (3 H, s), 1.36 (3 H, s). El compuesto sulfonato era inestable, y no se persiguié la conversion adicional.

El compuesto de cloro (7-acetonido) mostré NMR de 'H (CDCl3, 400 MHz) 8 8.3 (1 H, s), 7.74 (1 H,s), 7.29 (2 H, d, J =
8.4 Hz), 6.86 (2 H, d, J= 8.4 Hz), 6.07 (1 H, s), 545 (1 H, d, J= 6.4 Hz), 5.16 (1 H, s), 4.78 (br, s), 4.50 (1 H, d, J/=6.0
Hz), 3.83-3.77 (4 H, m), 3.63-3.59 (1 H, m), 1.62 (3 H, s), 1.40 (3 H, s). El compuesto 7-aceténido (8.5 mg, 0.019 mmol)
se disolvio en 3 M HCI/THF (1:1, 130 pL). La mezcla se agit6 a temperatura ambiente por 14 horas; y se neutralizé con
una disolucién acuosa saturada de NaHCOs3. La mezcla se concentré a presion reducida, y el residuo se extrajo con
CHxCI, y H20. La capa organica se seco sobre MgSO., se filtrd, y se concentré para dar el compuesto del titulo 7 (5.9
mg, 70 %). La pureza del producto fue > 99 % como se muestra mediante HPLC en una columna HC-C 18 (Agilent, 4.6
x 250 mm, 5 ym) con elucién de gradientes de CH3CN acuoso al 30-60 %. C1sH20CINsO4; sdlido blanco; mp 182.0-182.6
°C; TLC (EtOAc) R= 0.4; [0]?'p = -45.4 (THF, ¢ = 0.68); IRvmax (neta) 3329, 3127, 1630, 1586, 1515, 1487, 1421, 1379,
1354, 1297, 1253, 1174, 1111, 1063, 1031 ¢c™'; '"H NMR (CDsOD, 400 MHz) & 8.26 (1 H, s), 8.23 (1H, s), 7.30 (2 H,
d, J= 8.8 Hz), 6.86 (2 H, d, J= 8.8 Hz), 6.03 (1 H, d, J=4.8 Hz), 4.77 (1 H, t, J= 5.2 Hz), 4.72 (2 H, br s), 4.38 (1 H,
t,J=5.2Hz),4.27 (1 H, t, J=4.8 Hz), 3.94 (1 H, dd, J=6.8, 4.8 Hz), 3.83 (1 H, dd, J =6.8, 4.8 Hz), 3.76 (1H, s); '3C NMR
(DMSO-ds, 100 MHz) & 157.9, 154.2,152.5,148.6, 139.6,131.8,128.4 (2 %), 119.4,113.5 (2 x), 87.5, 83.7, 72.7, 71.3,
55.1, 44.9, 42.4; calcd de ESI-HRMS para C1sH21CIN5O4: 406.1282, encontrado: m/z406.1279 [M + HJ*.

5'-Azido-5'-desoxi-N?-(4-metoxibencil)adenosina (8). EI compuesto azida 8-aceténido (41.5 mg, 0.092 mmol) se agitd en
HCI/THF (1:1, 0.26 mL) 3 M a temperatura ambiente por 14 h, y después se neutralizé con solucion acuosa saturada de
NaHCos. La mezcla se concentrd a presion reducida, y el residuo se extrajo con CH;Cq2 y H20O. La capa organica se
seco sobre MgSos, se filtrd, y se concentré para dar un rendimiento cuantitativo del compuesto del titulo 8. La pureza del
producto fue 98 % como se muestra mediante HPLC en una columna HC-C18 (Agilent, 4.6 x 250 mm, 5 ym) con elucién
de gradientes de Cn3CN acuoso al 30-60 %. cisH2ongo04; SOlido blanco; mp 190.6-191.1 °C; TLC (Ch2Ci/MeOH (9:1)) r=
0.5; [01%4p = -13.9 (CHCy3, ¢ = 1.0); IR vmax(neta) 3333, 2925, 2853, 2102, 1620, 1512, 1465, 1337, 1295, 1246, 1176,
1110, 1069, 1034 ¢c™'; '"H NMR (CpsOD, 400 MHz) & 8.27 (1 H, br s), 8.24 (1 H, br s), 7.30 (2 H, d, J = 8.4 Hz), 6.86 (2
H,d,J=84Hz),6.02(1H,d J=48Hz),477 (1 H,t, J=52Hz), 473 (2H, brs), 436 (1H,t,J=5.2Hz),4.18 (1 H,
q,J=4.0Hz), 3.65 (2 H, t, J = 3.6 Hz); "*C NMR (DMSO-4, 100MHz) 157.9, 154.2, 152.4, 148.7, 139.7, 131.8 ,128.4 (2
x), 119.5, 113.5 (2 x), 87.8, 72.8, 70.9, 55.1, 51.8, 424 ; calcd de ESI-HRMS para cigroonsos: 413.1686,
encontrado: m/z 413.1686 [M+ HI*,

5'-Azido-5'-desoxi-2',3'-O-isopropilideno-N°-(4-metoxibencil)adenosina  (8-actonido). Para el acetonido  de Né-(4-
metoxibencil)adenosina (3-aceténido, 2.96 g, 6.9 mmol) en piridina anhidra (36 mL) se afiadié a una solucién de cloruro
de p-toluenosulfonilo (6.3 g, 34.6 mmol) en piridina anhidra (6.0 mL) gota a gota mediante una jeringa a una solucién de
. La mezcla se agité a temperatura ambiente por 6 h. La piridina se eliminé a presién reducida, y el residuo se extrajo
con CH2Cl, y H20. La capa organica se seco sobre MgSQsu, se filtrd, y se concentré para dar una mezcla de derivados
de sulfonato y de cloro (5:1) como se muestra mediante el espectro de NMR de 'H.

La mezcla preparada anteriormente se disolvié en DMF anhidro (70 mL), y se afiadié azida sodica (1.34 g, 20.6 mmol).

La mezcla se agité a 80 °C por 6 h, y después se concentrd a presion reducida. El residuo se extrajo con CH,Cl, y H20.
La capa organica se secd sobre MgSO., se filtrd, y se concentré para dar un aceite amarillo palido, que se purifico
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mediante cromatografia rapida (gel de silice; CH2Clo/MeOH (100:1)) para dar 8-aceténido (653 mg, 21 % de rendimiento
general). C21H24NsO4; aceite incoloro; TLC (EtOAc/Hexano (6:4)) Rr= 0.39; [a]?°p = +5.0 (EtOAc, ¢ = 1.0) ; IR vimax (neta)
3280, 2987, 2931, 2101, 1618, 1512, 1478, 1375, 1330, 1296, 1248, 1211, 1154, 1091 cm'; '"H NMR (CDCls, 400 MHz)
08.38(1H, brs), 772 (1H, br s), 7.26 (2 H, d, J= 8.8 Hz), 6.84 (2 H, d, J= 8.8 Hz), 6.37 (1H, brs),6.06 6 (1 H, d, J =
2.0 Hz), 5.46 -5.44 (1 H, m), 5.07 -5.05 (1 H, m), 4.77 (2 H, br s), 4.38 -4.35 (1 H, m), 3.77 (3 H, s), 3.51-3.62 (2 H, m),
1.61 (3 H, s), 1.39 (3 H, s) ; 3C NMR (CDCls, 100 MHz) & 158.7, 154.5, 153.1, 147.9, 139.0, 130.2, 128 .8 (2 x), 120.1,
114.4, 113.8 (2 x), 90.4, 85.6, 83.9, 82.0, 55.2, 52.2, 43.7, 29.7, 27.1, 25.3; calcd de ESI-HRMS para C31H24NgO4 :
453.1999, encontrado: m/z 453.1999 [M + H]*.

5'-Acetamido-5'-desoxi-Ne-(4-metoxibencil)adenosina (9).El compuesto azida 8-acetdnido (95 mg, 0.21 mmol) se agitd
con ftrifenilfosfina (66 mg, 0.24 mmol) en THF/H,O (10:1, 2 mL) a temperatura ambiente por 4.5 h. La mezcla se
concentro a presion reducida. El residuo se tomé con CH;Cl» y H2O, y se acidificé con solucion de HCI (1 M) hasta pH =
2. La fase acuosa se separo, se neutralizé con soluciéon acuosa saturada de NaHCOs, y se extrajo con CHyCl,. El
extracto organico se seco sobre MgSO,, se filtrd, y se concentrd para rendir un producto de amina cruda.

La amina cruda se trat6é con anhidrido acético (98.6 uL, 1.05 mmol) en piridina anhidra (0.2 mL). La mezcla se agit6 a
temperatura ambiente por 1.5 h, y se concentré a presion reducida. El residuo se extrajo con CH.Cl, y H,O. La capa
organica se seco sobre MgSO., se filtro, se concentrd, y se purific6 mediante cromatografia rapida (gel de silice;
CH2Cl,/MeOH (98:2)) para rendir el acetonido del compuesto 9 (56 mg, 57 % de rendimiento para las 2 etapas). La
pureza del producto fue > 99 % como se muestra mediante HPLC en una columna HC-C18 (Agilent, 4.6 x 250 mm, 5
pm) con elucion de gradientes de CH3CN acuoso al 30-60 %. Ca23H2sNeOs; aceite incoloro; TLC (CH.Cl./MeOH
(98:2)) Rr= 0.2; [a]?5p = -146.6 (CHCI3, ¢ = 1.0); IR vimax (neta) 3280, 3062, 2989, 2930, 2835, 2358, 1667, 1620, 1513,
1376, 1336, 1296, 1246, 1215, 1096, 1034 cm™'; '"H NMR (CDCls, 400 MHz) & 8.36-8.38 (2 H, m), 7.73 (1 H, s), 7.28 (2
H,d,J=88Hz),6.86 (2H,d, J=8.8Hz),6.15(1 H, brs),5.77 (1 H,d, J=4.8 Hz), 5.26 (1 H, t, J = 4.8 Hz), 4.81 (1 H,
dd, J=4.0,2.4 Hz), 4.76 (2 H, brs), 4.47-4.48 (1 H, m), 4.11-4.17 (1 H, m), 3.79 (3H, s), 3.24 (1H, d, J = 14.4 Hz), 2.15
(3H, s), 1.61 (3 H, s), 1.34 (3 H, s); "*C NMR (CDCls, 100 MHz) & 170.5, 158.8, 154.8, 152.7, 147.7, 139.7, 130.0 ,128.9
(2 x), 121.1, 114.6, 113.9 (2 x), 92.5, 83.3, 82.2, 81.3, 55.3, 43.9, 41.1, 27.6, 25.4, 23.2; calcd de ESI-HRMS para
Ca23H28N6O0s: 469.2190, encontrado m/z 469.2193 [M + H]J*.

El aceténido de 9 (17.2 mg, 0.037 mmol) se agité en HCI/THF (1:1, 0.1 mL) 3 M a temperatura ambiente por 14 h, y
después se neutralizd con solucién acuosa saturada de NaHCOs;. La mezcla se concentré a presion reducida, y el
residuo se extrajo con CH2Cl; y H2O. La capa organica se secé sobre MgSO., se filtro, y se concentré para dar el
compuesto del titulo 9 (11 mg, 70 %). La pureza del producto 9 fue 99 % como se muestra mediante HPLC en una
columna HC-C18 (Agilent, 4.6 x 250 mm, 5 ym) con elucion de gradientes de CH3CN acuoso al 30-60 % en 20 min.
C20H24N60s; polvo blanco; mp 121.1-121.6 °C; TLC (CH.Cl/MeOH (9:1)) Rs= 0.5; [a]*®p = -108.7 (THF, ¢ = 0.89) ;
IR vmax (neta) 3275, 3071, 2923, 2852, 2360, 1621, 1512, 1375, 1339, 7.297, 1245, 1175, 1126, 1076 cm™; '"H NMR
(CDCls, 400 MHz) 6 8.76 (1 H, s), 8.27 (1H, s), 7.24 (2 H, d, J=8.4 Hz), 6.81 (2 H, d, J= 8.4 Hz), 6.54 (1 H, s), 5.70 (1
H,d,J=5.6Hz),4.72(3H,d, J=5.6 Hz), 423 (1 H, s), 418 (1 H, s), 3.98-4.03 (1 H, m), 3.75(3H, s),3.13(1H,d, J=
14.0 Hz), 2.02 (3 H, s); *C NMR (DMSO, 1.00 MHz) & 169.4, 157.9, 154.3, 152.3, 148.3, 140.2, 131.8, 128.4 (2 x),
119.8, 113.5 (2 x), 87.9, 83.6, 72.6, 71.3, 55.1, 42.4, 41.1, 22.7; calcd de ESI-HRMS para CoH24NsOs: 427.1730,
encontrado: m/z 427.1727 [M + HJ*.

5'-(p-Tolilsulfonamido)-5'-desoxi-N°-(4-metoxibencil)adenosina (10). EI compuesto de amina cruda (~72.4 mg),
preparado mediante la reduccion de Staudinger de 8-aceténido, se disolvid en piridina anhidra (1.1 mL), y se afiadié una
solucion de cloruro de p-toluenosulfonilo (159.4 mg, 0.87 mmol) en piridina anhidra (1.12 mL) gota a gota mediante una
jeringa. La mezcla se agité a temperatura ambiente por 4.5 h. La piridina se eliminé a presion reducida, y el residuo se
extrajo con Cn2Cp2 y H20. La capa organica se seco sobre MgSOs, se filtrd, y se concentré para dar un aceite incoloro,
que se purificé mediante cromatografia rapida (gel de silice; CH2Cl./MeOH (120:1 a 100:1)) para dar el aceténido del
compuesto 10 (40.4 mg, 41 % de rendimiento). CzsH32NeOs; TLC (EtOAc/Hexano (10:1)) r= 0.25; [0l%7p = +2.7
(CHCi3, ¢ = 1.0); IR vmax (neta) 2925, 2862, 2360, 1621, 1513, 1480, 1383, 1329, 1301, 1247, 1215, 1158, 1087, 1034 c™
', "TH NMR (CDCy3, 400 MHz) 6 9.29 (1 H, d, J = 10.0 Hz), 8.60 (1 H, s), 7.71 (2 H, d, J=8.0 Hz), 7.63 (1 H, s), 7.28 (2 H,
d,J=84Hz),724(2H,d,J=80Hz),6.85(2H, d, J=84Hz), 6.35 (1 H, brs), 570 (1 H, d, J= 4.8 Hz), 5.24 (1 H,
t,J=56Hz),493 (1 H,d,J=6.0Hz),4.78 (2H, brs), 449 (1 H,d, J=1.2Hz), 3.79 (3 H, s), 3.43-3.47 (1 H, m), 3.13
(1 H,dd, J=24, 10.8 Hz), 2.37 (3 H, s), 1.59 (3 H, s), 1.31 (3 H, s); 3C NMR (CDCy3, 100 MHz) & 158.9, 154.8, 153.1,
142.8, 139.2, 137.2, 130.0, 129.6 (2 %), 129.0(2 x), 126.7 (2 x), 114.5, 114.0 (2 x), 93.4, 82.8, 82.3, 82.6, 55.3, 45.3,
44 .1, 27.6, 25.2, 21.5; calcd de ESI-HRMS para CaH32NeO6S: 581.2182, encontrado: m/z 581.2198 [M + HI*,

El aceténido de 10 (41.7 mg, 0.072 mmol) se agité en HCI/THF (1:1,0.2 mL) 3 M a temperatura ambiente por 14 h, y
después se neutralizd con solucién acuosa saturada de NaHCOs;. La mezcla se concentré a presion reducida, y el
residuo se extrajo con CH.Cl; y H2O. La capa organica se secé sobre MgSO., se filtro, y se concentré para dar el
producto crudo, que se purific6 mediante cromatografia rapida (gel de silice; CH2Cl,/MeOH = 25:1) para rendir el
compuesto del titulo 10 (68 %). La pureza del producto fue > 99 % como se muestra mediante HPLC en una columna
HC-C 18 (Agilent, 4.6 x 250 mm, 5 pm) con elucion de gradientes de CH3CN acuoso al 30-60 %. C2sH27NsOs6S; TLC
(EtOAc/Hexano (10:1)) Rr= 0.25; [0]?°p = +25.9 (THF, ¢ = 0.8); IR vmax(neta) 3356, 2926, 2860, 2362, 1620, 1513, 1461,
1330, 1301, 1247, 1159, 1069, 1038 cm™"; '"H NMR (CD30OD, 400 MHz) 8 7.91 (1 H, s), 7.66 (1H, s), 7.27 (2H, d, J=8.0
Hz), 6.84-6.87 (4 H, m), 6.41 (2 H, d, J=8.4 Hz), 5.40 (1 H, d, J=6.4 Hz), 4.28 (3 H, br s), 3.77-3.82 (3 H, m), 2.88-2.89
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(1 H,m),285(1H,d,J=28Hz), 271 (1 H, d, J=28 Hz), 268 (1 H, d, J = 3.2 Hz), 1.92 (3 H, s); 3C NMR (CDs0D,
100 MHz) & 160.6, 156.3, 153.9, 149.3, 144.9, 142.0, 138.7, 132.2, 130.9 (2 %), 130.1 (2 x), 128.0 (2 x), 121.7, 115.1 (2
x), 91.6, 85.9, 74.4, 73.1, 55.9, 46.2, 44.8, 21.6; calcd de ESI-HRMS para CzsH2sNsOeS: 541.1869,
encontrado: m/z 541.1877 [M + HJ*.

5'-Desoxi-5'-(4-metil-1,2,3-triazol-1-il)-N°-(4-metoxibencil)adenosina (11). Una mezcla de compuesto azida 8-aceténido
(313 mg, 0.69 mmol), CuSO,e5H,0 (24.9 mg), ascorbato sédico (61.4 mg) y alcohol propargilico en H,O/t-BuOH (1:1, 7
mL) se agité a temperatura ambiente por 12 h, y después se concentré a presion reducida. El residuo se extrajo con
CHxCIl, y H,0. La capa organica se secd sobre MgSQy, se filtrd, y se concentrdé para rendir un aceténido de triazol (~
220 mg) como aceite incoloro. TLC (CH2Cl,/MeOH (9:1)) Rr= 0.5; calcd de ESI-HRMS para C24H2sNgOs: 509.2261,
encontrado: m/z 509.2267 [M + H]J*.

El compuesto de triazol preparado anteriormente se agité con trietilamina (0.15 mL, 1.08 mmol) y cloruro de
metilsulfonilo (0.08 mL, 1.08 mmol) en CH2Cl, anhidro (4.3 mL) a temperatura ambiente por 2 h. La mezcla se concentro
a presion reducida, y el residuo se extrajo con CH,Cl, y H20. La capa organica se seco sobre MgSO., se filtrd, y se
concentro para rendir un compuesto mesilato como aceite incoloro. TLC (EtOAc/Hex (4:1)) Rr= 0.45; calcd de ESI-
HRMS para Czs5H30NsO7SNa: 609.1856, encontrado: m/z 609.1876 [M + Na]*.

El mesilato se traté con NaBH4 (24.5 mg, 0.65 mmol) a 0 °C en DMF, y después se calent6 a 60 °C por 6 h. La mezcla
se concentrod a presion reducida, y el residuo se extrajo con CH.Cl; y H2O. La capa organica se seco sobre MgSQOy, se
filtrd, y se concentré para dar 11-acetonido como aceite incoloro. TLC (EtOAc/Hex (4:1)) Rr = 0.25; calcd de ESI-HRMS
para CasH2sNsO4: 493.2312, encontrado: m/z493.2312 [M + H]*. El acetdnido de 11 se agité en HCI/THF (1:1, 0.33 mL) 3
M a temperatura ambiente por 14 h, y después se neutralizdé con solucién acuosa saturada de NaHCOs. La mezcla se
concentrd a presion reducida, y el residuo se disolvié en THF, se filtrd, y se concentrd para dar el compuesto del
titulo 11 (48.1 mg, 25 % de rendimiento general). La pureza del producto fue 98 % como se muestra mediante HPLC en
una columna HC-C18 (Agilent, 4.6 x 250 mm, 5 pm) con elucién de gradientes de CH3CN acuoso al 30-60 %.
C21H24NgO4; polvo blanco; mp 183.0-183.2 °C; TLC (CH2Cl,/MeOH (9:1)) Rr= 0.12; [a]?p = +20.3 (CH3OH, ¢ = 0.45);
IR vmax (neta) 3217, 2921, 2850, 2685, 1620, 1513, 1470, 1337, 1297, 1244, 1176, 1111, 1058 cm™'; '"H NMR (CDs0D,
400 MHz) 5 8.22 (1 H, s), 7.99 (1H, s), 745 (1 H, s), 7.31 (2H, d, J=8.8 Hz), 6.87 (2H, d, J=8.8 Hz), 596 (1 H, d, J =
4.0 Hz), 4.82-4.68 (5 H, m), 446 (1 H, t,J= 4.0 Hz), 4.34 (1 H, q, J= 4.0 Hz), 3.77 (3 H, s), 2.15 (3 H, s); *C NMR
(CDCIs, 100 MHz) & 158.7, 154.2, 152.9, 148.0, 142.8, 138.8, 130.1, 128.8 (2 %), 123.1, 119.6, 113.8 (2 %), 89.3, 82.2,
734, 708, 552, 50.9, 439, 10.5; ESI-HRMS (modo negativo) calcd para Cz1H2NgOs: 451.1842,
encontrado: m/z 451.1843 [M - HJ.

5'-(4-Butil-1,2,3-triazol-1-il)-5'-desoxi-Né-(4-metoxibencil)adenosina (12). Un compuesto de azida 8 (13.31 mg, 0.032
mmol), CuSO4*SH,O (0.40 mg), ascorbato soddico (0.95 mg) y 1-hexino en H»O/t-BuOH (1:1, 430 pL) se agitdé a
temperatura ambiente por 30 h, y después se concentrd a presion reducida. El residuo se extrajo con CH2Cl, y H2O. La
capa organica se secé (MgSO,) y se concentr6 para dar el compuesto del titulo 12 (12.82 mg, 81 %). La pureza del
producto fue > 95 % como se muestra mediante HPLC en una columna HC-C18 (Agilent, 4.6 x 250 mm, 5 ym) con
elucién de gradientes de CH3CN acuoso al 30-60 %. C24H30NgO4; polvo blanco; mp 105.0-105.4 °C; TLC (CH.Cl,/MeOH
(9:1)) R=0.38; [0]?®p = -12.2 (CHClI3, ¢ = 1.0); IR vmax (neta) 3333, 3140, 2929, 2858, 2360, 1619, 1512, 1464, 1333,
1297, 1245, 1176, 1094, 1037 cm™'; '"H NMR (CDCls, 400 MHz) & 8.28 (1 H, s), 7.73 (1H, s), 7.27 (2 H, d, J = 8.4 Hz),
715(1H,s),6.84 (2H,d, J=8.4Hz),6.13 (1 H, brs), 589 (1 H,d, J=5.2 Hz), 4.73 (3 H, dd, J= 9.6, 4.8 Hz), 4.61-
467 (2H, m), 451 (1H,d,J=4.4Hz), 434 (1H, brs),3.78 (3 H, s), 2.45-2.57 (2 H, m), 1.39-1.46 (2 H, m), 1.19-1.28
(2 H, m), 0.84 (3 H, t, J=7.6 Hz); °C NMR (CDCls, 100 MHz) & 158.8, 154.3, 152.9, 148.5, 148.0, 138.8, 130.1, 128.9
(2 x), 122.5, 119.7, 113.9 (2 %), 89.5, 82.5, 73.5, 70.9, 55.3, 51.1, 44.0, 31.2, 25.0, 22.3, 13.8; calcd de ESI-HRMS para
C24H30NsO4: 493.2312, encontrado: m/z 493.2316 [M + HJ.

5'-Desoxi-5'-(4-hexil-1,2,3-triazol-1-il)-Né-(4-meoxibencil)adenosina (13). Una mezcla de compuesto azida 8 (10.30 mg,
0.025 mmol), CuSO4+5H,0 (0.31 mg), ascorbato sddico (0.73 mg) y 1-octino (4.46 pL, 0.03 mmol) en H,O/t-BuOH (1:1,
333 L) se agitd a temperatura ambiente por 37 h, y después se concentré a presion reducida. El residuo se extrajo con
CHxCl, y H;O. La capa organica se secO sobre MgSO,, se filtrd, y se concentré para dar el compuesto del
titulo 13 (12.36 mg, 94.6 %). La pureza del producto fue > 98 % como se muestra mediante HPLC en una columna HC-
C18 (Agilent, 4.6 x 250 mm, 5 pm) con elucién de gradientes de CH3CN acuoso al 30-60 %. C2sH34NgO4; polvo blanco;
mp 101.4-102.1 °C; TLC (CHzCl,/MeOH (9:1)) R= 0.33; [0]?°p =-9.7 (CHCI3, ¢ = 1.0); IR vimax (neta) 3332, 3148, 2926,
2855, 2359, 1620, 1513, 1463, 1336, 1297, 1246, 1175, 1109, 1037 cm™'; '"H NMR (CDCls, 400 MHz) & 8.26 (1 H, s),
7.67 (1H,s), 7.26 (2 H,d, J=8.4 Hz), 716 (1 H, s), 6.82 (2H, d, J= 8.4 Hz), 6.31 (1 H, brs), 591 (1 H, d, J = 4.4 Hz),
4.63-4.75 (4 H, m), 458 (1 H, t, J =4.8 Hz), 4.44-4.51 (2 H, m), 3.76 (3 H, s), 2.42-2.56 (2 H, m), 1.20-1.24 (8 H, m),
0.82 (3 H, t, J= 6.8 Hz); '*C NMR (DMSO-ds, 100 MHz) & 157.9, 154.2, 152.5, 148.4, 146.7, 139.7, 131.8, 128.4 (2 x),
122.5, 119.5, 113.6 (2 %), 93.9, 87.9, 824, 72.7, 70.9, 55.1, 51.2, 42.4, 31.1, 28.9, 28.3, 25.0, 22.2, 14.1; calcd de ESI-
HRMS para CyH34NsO4: 521.2625, encontrado: m/z 521.2628 [M + HJ-.

5'-(4-Bencil-1,2,3-triazol-1-il)-5'-desoxi-N°e-(4-metoxibencil)Jadenosina (14). Una mezcla de compuesto azida 8 (11.97 mg,
0.029 mmol), CuS0O4+5H,0 (0.36 mg), ascorbato sodico (0.85 mg) y 3-fenil-1-propino en Hyo/t-BuOH (1:1, 386 uL) se
ajusté a temperatura ambiente por 30 h, y después se concentrd a presion reducida. El residuo se extrajo con CH.Cl, y
H20 La capa organica se seco sobre MgSO; se filtro, y se concentrd para dar el compuesto del titulo 14 (12.57 mg, 82
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%). La pureza del producto fue 99 % como se muestra mediante HPLC en una columna HC-C18 (Agilent, 4.6 x 250 mm,
5 pm) con elucion de gradientes de CH3CN acuoso al 30-60 %. Cz7H2sNsOs; polvo blanco, mp 123.3-123.9 °C; TLC
(CH2Cl2/MeOH (9:1)) Rr= 0.38; [a]?p = +9.3 (CHCI3, ¢ = 1.0); IR vmax (neta) 3329, 3143, 3029, 2925, 2835, 2359, 1620,
1479,1434, 1333, 1296, 1245, 1176, 1109, 1034 cm™"; '"H NMR (CDCls, 400 MHz) & 8.27 (1 H, s), 7.66 (1H, s), 7.27 (2 H,
d, J=8.8 Hz), 7.10-7.19 (3 H, m), 7.03-7.06 (3 H, m), 6.81 (2 H, d, J= 8.8 Hz), 6.20 (1 H, br s), 5.86 (1 H, d, J = 4.8 Hz),
4.75 (2 H, brs), 4.67 (1H, dd, J=10.0, 4.8 Hz), 4.56-4.60 (2 H, m), 4.36 (1 H, t, J=4.4 Hz), 3.86 (2 H, dd, J=18.4, 16.0
Hz), 3.75 (3 H, s); 3C NMR (CDCls, 100 MHz) 158.8, 154.2, 152.9, 147.1, 138.8, 138.2, 130.1, 128.9 (2 x), 128.4 (2 x),
128.3 (2 x), 126.4, 123.3, 119.7, 113.9 (2 %), 89.4, 82.3, 73.6, 70.9, 55.3, 51.1, 44.0, 31.8; calcd de ESI-HRMS para
Ca7H28NsO4: 527.2155, encontrado: m/z527.2140 [M + HJ.

Etilamida de acido 3,4-dihidroxi-5-[6-(4-hidroxibencilamino)-purin-9-il]-to trahidrofuran-2-carboxilico (15). EI aceténido
derivado de 6-cloropurina ribofuranodsido (17-acetonido, 158 mg, 0.48 mmol) se agité con PhI(OAc), (509 mg, 1.56
mmol) y 2,2,6,6-tetrametilpiperidinil-1-oxi (TEMPO, 15.4 mg, 0.1 mmol) en una solucidon desgasificada de CH3CN/H.O
(1:1, 2.6 mL) a 40 °C por 4 h. La mezcla se concentro a presion reducida para rendir un producto de acido crudo 18.

El acido crudo se tratdé con etilamina (117 mg, como la sal clorhidrica), O-(benzotriazol-1-il)-N,N,N',N'-tetrametiluronio
hexafluorofosfato (HBTU, 375 mg, 0.72 mmol) y diisopropiletilamina (0.5 ml, 2.89 mmol) en DMF anhidro (11.6 mL) a
temperatura ambiente por 14 h. La mezcla se concentré a presion reducida. El residuo se extrajo con CH2Cl> y H2O. La
capa organica se sec6 sobre MgSO., se filtrd, se concentrd, y se purific6 mediante cromatografia rapida (gel de silice;
EtOAc/hexano (1:1)) para rendir un producto amida 19 como aceite incoloro.

El producto amida se traté con 4-hidroxibencilamina (385 mg, 2.4 mmol como la sal clorhidrica) y diisopropiletilamina
(2.8 mL), 16.9 mmol) en 1-propanol (28 mL) a 70 °C por 2 h. La mezcla se concentrd a presion reducida, y el residuo se
extrajo con CH.Cl, y H,O La capa organica se secé sobre MgSO., se filtr6, se concentro, y se purificé mediante
cromatografia rapida (gel de silice; CH2Cl./MeOH (97:3)) para dar 15-aceténido (179 mg, 82 %). C23H2sNeOs; aceite
incoloro; TLC (EtOAc/hexano (4:1)) R=0.13; [0]?*’p = -32.0 (EtOAc, ¢ = 1.0); IR vmax (neta) 3347, 3103, 2982, 2933,
1732, 1667, 1615, 1516, 1479, 1461, 1376, 1332, 1295, 1245, 1212, 1154, 1088 cm™'; "H NMR (CDCl3, 400 MHz) & 9.01
(1 H, brs), 8.35(1H, br s), 7.81 (1H, s), 7.14 (1H, br s), 7.04 (2 H, d, J= 8.0 Hz), 6.68 (2 H, d, J = 8.0 Hz), 6.49 (1 H, t,
4.8 Hz), 6.03 (1 H, d, J = 2.4 Hz), 5.33-5.38 (2 H, m), 4.70 (3 H, s), 3.09-3.16 (2 H, m), 1.62 (3 H, s), 1.37 (3 H, s), 0.90
(3 H,t,J=7.2 Hz); °C NMR (CDCls, 100 MHz) 5 168.7, 155.8, 154.2, 153.1, 147.7, 139.1, 128.8 (3 %), 119.6, 115.4 (2
x), 114.3, 91.6, 85.6, 83 .3, 824, 43.9, 34.0, 27.0, 25.1, 14.2; calcd de ESI-HRMS para CxH2sNsOs: 455.2043,
encontrado: m/z 455.2037 [M + HJ*.

El aceténido de 15 (26 mg, 0.057 mmol) se agité en HCI/THF (1:1, 0.3 mL) 1 M a temperatura ambiente por 16 h, y
después se neutralizé con solucién acuosa saturada de NaHCOs3;. Después de la concentracion, el residuo se trituré con
H20 para dar el compuesto del titulo 15, que se recristalizé a partir de MeOH (14.65 mg, 62 %). C19H22NgOs; polvo
blanco, mp 179.7-180.5 °C; TLC (EtOAc) Rr = 0.04; [a]?®p = -27.7 (MeOH, ¢ =1.0); IR vmax (neta) 3256, 2688, 2360, 1618,
1515, 1335, 1294, 1232, 1128, 1052 cm™"; '"H NMR (CD30D, 400 MHz) & 8.29 (1 H, s), 8.22 (1H, s), 7.20 (2H,d, J=8.4
Hz), 6.73 (2 H, d, J=8.4 Hz), 6.00 (1 H, d, J=7.6 Hz), 4.76-4.73 (1 H, m), 4.70 (2 H, br s), 4.46 (1 H, s), 4.30-4.31 (1 H,
m), 3.36 (2 H, q, 7.2 Hz), 1.21 (3 H, t, 7.2 Hz); '3C NMR (CDsOD, 100 MHz) & 171.8, 157.5, 155.8, 153.6, 149.1, 141.9,
130.5, 129.9 (2 x), 121.3, 116.2 (2 x), 90.5, 86.3, 74.9, 73.4, 44.9, 35.2, 15.3; calcd de ESI-HRMS para C1gH21NgOs:
413.1573, encontrado: m/z 413.1573 [M - H]*; Anal. Calcd para CigH22NeOseH,O: C, 52.77; H, 5.59; N, 19.43;
encontrado: C, 52.88; H, 5.40; N, 19.44.

2-[6-(4-Metoxibencilamino)-purin-9-il]-5-(1H-tetrazol-5 -il)-tetrahidrofuran-3,4-diol (16). El acido crudo 18 obtenido de la
oxidacion de 17-aceténido (aprox. 3.98 mmol) con PhI(OAc)./TEMPO se traté con cloruro de amonio (426 mg, 7.96
mmol), benzotriazol-1-il-oxitripirrolidinofosfonio hexafluorofosfato (PyBOP, 3.07 g, 5.97 mmol), hidroxibenzotriazol
(HOBt, 807 mg, 5.97 mmol) y diisopropiletilamina (2.5 mL, 15.9 mmol) en DMF anhidro (40 mL) a 50 °C por 14 h. La
mezcla se concentré a presion reducida. El residuo se extrajo con CH2Cl,y H,O. La capa organica se seco sobre
MgSO., se filtrd, se concentro, y se purificd mediante cromatografia rapida (gel de silice; EtOAc/hexano (1:1 a 4:1)) para
rendir un producto amida 20 como aceite incoloro.

Una solucion de dimetil sulfoxido (0.85 mL, 11.9 mmol) en CH,Cl; (10 mL) se afiadié a una solucién de cloruro de oxalilo
(0.7 mL, 7.96 mmol) en CH.Cl, (10 mL) a -78 °C. La mezcla se agité por 30 min, y se afadié una solucion de
amida 20 (ca. 3.98 mmol) en CHCl; (20 mL). La mezcla se agit6 a -78 °C por otros 30 min, y se afadid
diisopropiletilamina (2.6 mL, 15.9 mmol). Después de 1 h de agitacion, la formacion de nitrilo 21 se controlé6 mediante el
analisis por TLC. La mezcla se extrajo con CH2Cl» y H,O. La fase organica se seco sobre MgSQs, se filtrd, se concentro,
y se purificd mediante cromatografia rapida (gel de silice; EtOAc/hexano (2:3)) para rendir nitrilo 21 como aceite incoloro
(863 mg) contaminado con una cantidad pequefia de HOBt.

El producto nitrilo preparado anteriormente (863 mg, 2.68 mmol) se traté con 4-metoxibencilamina (1.84 g, 13.4 mmol) y
diisopropiletilamina (15.5 mL) en 1-propanol (26 mL) a 70 °C por 4 h. La mezcla se concentr6 a presion reducida, y el
residuo se extrajo con CH2Cl, y H;O. La capa organica se secé sobre MgSQ; se filtrd, se concentrd, y se purifico
mediante cromatografia rapida (gel de silice; CH>Cl./MeOH (300:1 a 150:1)) para dar el compuesto 22 (905 mg, 54 %
de rendimiento general). C21H2NeO4; aceite incoloro; TLC (EtOAc/hexano (4:1)) Rr= 0.55; [0]%%p = +25.8 (EtOAc, ¢ =
1.0); IR vimax (neta) 3373, 3282, 2990, 2925, 2853, 1679, 1618, 1512, 1465, 1376, 1331, 1295, 1249, 1212, 1135, 1086
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cm™'; 'TH NMR (CDCls, 400 MHz) & 8.39 (1 H, brs), 7.64 (1 H, br s), 7.26 (2 H, d, J = 10.4 Hz), 6.83 (2 H, d, J = 10.4 Hz),
6.54 (1 H, t,J=5.6 Hz), 6.13 (1H, s), 5.77 (1 H, d, J= 4.0 Hz), 5.68 (1 H, dd, J= 1.6, 4.0 Hz), 4.95 (1 H, d, J = 1.6 Hz),
4.75 (2 H, br s), 3.79 (3 H, s), 1.57 (3 H, s), 1.42 (3 H, s) ; "*C NMR (CDCls, 100 MHz) & 158.8, 154.5, 153.2, 148.2,
138.9, 130.2, 128.9 (2 %), 119.7, 115.9, 114.5, 113.9 (2 %), 91.6, 84.6, 83.9, 75.1, 55.3, 44.0, 26.6, 25.1; ESI-HRMS
(modo negativo) calcd para C21H22NsO4: 421.1624, encontrado: m/z 421.1612 [M - HJ.

Una solucion de nitrilo 22 (905 mg, 2.14 mmol) y NH4ClI (429 mg, 8.04 mmol) en DMF (20 mL) se enfrio a 0 °C, y se
afiadié NaNs (523 mg, 8.04 mmol). El bafio de hielo se elimingd; la mezcla se calenté a 40 °C por 1 h, lentamente a 90
°C, y se mantuvo la agitacion a 90 °C por 9 h. La mezcla se enfrid, se concentrd a presion reducida, se disolvié en
EtOAc, y se extrajo con soluciéon acuosa de NaHCO; (pH = 8). La fase acuosa combinada se acidificé mediante la
adicion de solucion de HCI (1 M) hasta pH = 2, y se extrajo con CH2Cl,. La capa organica se secd sobre MgSO., se
filtrd, y se concentrd para dar un producto de tetrazol practicamente puro 16-aceténido como aceite incoloro (460 mg, 46
% de rendimiento). Cz1H23NgO4 TLC (CH2Cl/MeOH (9:1)) Rr= 0.25; [0]?p = +13 .2 (EtOAc, ¢ = 1.0) ; IR Vmax (neta)
3361, 2926, 2852, 1613, 1513, 1481, 1375, 1333, 1293, 1249, 1210, 1176, 1154, 1101, 1034 cm™"; "H NMR (CDCls, 400
MHz) 6 7.90 (1 H, brs), 7.68 (1 H, brs), 7.35(2H, d, J= 8.4 Hz), 6.86 (2 H, d, J=8.4 Hz), 6.83 (1 H, brs), 6.18 (1 H, s),
5.85(1H,s), 573 (1H,d, J=6.0Hz), 549 (1 H, d, J=6.0 Hz), 4.92 (1 H, dd, J= 6.8, 7.6 Hz), 4.39 (1 H, dd, J= 4.0,
10.4 Hz), 3.77 (3 H, s), 1.69 (3 H, s), 1.43 (3 H, s) ; "*C NMR (CDCls, 100 MHz) & 158.4, 154.9, 152.9, 152.6, 146.2,
138.5, 129.5, 129.2 (2 x), 118 .4, 114.2, 113.7 (2 x), 93.4, 85.9, 83.7, 82.3, 55.4, 44.1, 27.1, 25.2; ESI-HRMS (modo
negativo) calcd para C21H23NgO4: 464.1795, encontrado: m/z 1786 [M - HJ.

El compuesto 16-aceténido (460 mg, 0.99 mmol) se agité en HCI/THF (1:1, 0.1 mL) 3 M a temperatura ambiente por 14
h, y después se neutralizd con solucion acuosa saturada de NaHCOs. La mezcla se concentrd a presion reducida; el
residuo se tomod con THF, se filtrd, y se concentré para dar el compuesto del titulo 16 (320 mg, 76 %). La pureza del
producto fue 99 % como se muestra mediante HPLC en una columna HC-C18 (Agilent, 4.6 x 250 mm, 5 ym) con elucién
de gradientes de CH3;CN acuoso al 30-60 % en 20 min. CigH19NgO4; polvo blanco; mp 210.0-210.6 °C; TLC
(CH2Cl2/MeOH (9:1)) R = 0.05; [a]?%p = -25.8 (THF, ¢ = 1.0) ; IR vimax (neta) 3397, 2841, 2692, 1623, 1511, 1475, 1419,
1339, 1302, 1236, 1180, 1124, 1045 cm™'; '"H NMR (DMSO-ds, 400 MHz) 5 8.82 (1 H, s), 8.30 (1 H, br s), 8.20 (1H, s),
7.26 (2H,d, J=8.0Hz), 6.83(2H, d, J=8.0Hz),6.08 (1H,d, J=5.6Hz), 553 (1H, d, J=6.0Hz),5.46 (1H,d, J=2.8
Hz), 5.18 (1 H, s), 4.91 (1 H, d, J=5.2 Hz), 4.62 (2 H, brs), 4.20 (1 H, s), 3.69 (3 H, d, J = 2.0 Hz); 3C NMR (DMSO-d,
100 MHz) 6 159.9, 157.4, 153.7, 151.9, 138.8, 131.5, 127.9 (2 x), 113.1 (2 x), 85.9, 79.1, 75.4, 74.3, 54.6, 41.9; ESI-
HRMS (modo negativo) calcd para C1gH19NgO4: 427.1730, encontrado: m/z 427.1727 [M - H]~.

6-Cloro-9-(2',3'-O-isopropilideno-B-D-ribofuranosil)-purina (17-acténido). Una mezcla de 6-cloropurina ribésido (286 mg,
1.0 mmol), 2,2-dimetoxipropano (0.6 mL, 4.90 mmol) y monohidrato de acido p-toluenosulfénico (420 mg, 2.21 mmol) en
acetona anhidra (10 mL) calentada a 55 °C por 2 h. La solucién se vertio lentamente en NaHCo3 saturado para agitacion
(10 mL), y se extrajo con C2Cpo. La capa organica combinada se secd sobre MgSos anhidro, concentrado mediante
evaporacion rotativa a presion reducida, y se purificé mediante cromatografia rapida (gel de silice; EtOAc/hexano (1:1))
para rendir el compuesto del titulo 17-aceténido (264 mg, 81 %). c13n15Clnaos; polvo blanco; mp 157.4-158.8 °C; TLC
(EtOAc/hexano (1:1)) rr = 0.23; '"H NMR (CDC3, 400 MHz) & 8.74 (1 H, s), 8.26 (1H, s), 5.98 (1 H, d, J = 4.4 Hz), 5.17 (1
H,t,J=5.2Hz),5.08 (1 H,d, J=6.0Hz), 4.98 (1 H, brs), 453 (1H, s), 3.95 (1 H, m), 3.81 (1 H, m), 1.63 (3 H, s), 1.36
(3 H, s); *C NMR (CDCj3, 400 MHz) & 151.7, 151.4, 150.2, 144.5, 132.8, 114.4, 94.0, 86.6, 83.7, 81.8, 63.5, 28.1, 25.8;
calcd de ESI-HRMS para c13116Clnso4: 327.0860, encontrado: m/z 327.0913 [M+ H]*.

NB-(4-Dimetitaminobencil)adenosina (23). Mediante un procedimiento similar a aquel para el compuesto 1, 6-cloropurina
ribésido (100 mg, 0.35 mmol) se traté con clorhidrato de 4-dimetilaminobencilamina (5 equiv) y diisopropiletilamina (2
mL, 12 mmol) en 1-propanol (20 mL) a 70 °C por 7 h para dar el compuesto del titulo 23 (68 mg, 49 %) después de la
recristalizacion a partir de MeOH. C19H24NsQ4; polvo blanco; mp 170.2-170.7 °C; [a]*% = -64.5 (DMSO, 1 = 10 cm); TLC
(MeOH/EtOAc (1:9)) Rr= 0.58; '"NMR (DMSO-ds, 400 MHz) & 8.34 (1 H, s), 8.28 (1 H, brs), 8.19 (1 H, brs), 7.15 (2 H,
d,J=8.8Hz),6.63(2H,d, J=8.8Hz),587 (1H,d, J=6.0Hz), 544-5.40 (2 H, m), 5.18 (1 H, d, J= 4.4 Hz), 4.62-4.58
(3H, m), 414 (1 H, dd, J= 4.4, 8.0 Hz), 3.95 (1 H, d, J = 4.4 Hz), 3.68-3.64 (1 H, m), 3.57-3.54 (1 H, m), 2.81 (6 H,
s); 3C NMR (DMSO-ds, 400 MHz) 8 154.2, 152.1, 149.2, 148.1, 139.6, 128.0 (2 x), 127.3, 119.6, 112.2 (2 x), 87.9, 85.8,
73.4,70.6, 61.6, 42.4, 40.3 (2 x); calcd de ESI-MS para C19H25NsO4: 401.1932, encontrado: m/z 401.1964 (M* + H).

NB-(1-Pirenilmetil)adenosina (24). En un frasco de fondo redondo (10 mL) se afiadieron 6-cloropurina ribésido (70 mg,
0.25 mmol) y clorhidrato de 1-pirenometilamina (167 mg, 0.63 mmol) en EtOH (3 mL). Diisopropiletilamina (0.24 mL,
2.88 mmol) se anadié como la base. El frasco de fondo redondo se colocé en la cavidad de un reactor de microondas
monomodo enfocado (CEM Discover) y se irradié en 150 W por 10 min en el punto de ebullicion de EtOH. El disolvente
se elimind mediante un rotavapor y el residuo se purifico mediante cromatografia rapida (gel de silice; EtOAc/MeOH
(95:5)) para rendir el producto deseado 24 (59 mg, 49 %). C27H23Ns04; polvo amarillo; mp 143.9-144.4 °C; [0]?% = -50.4
(DMSO, ¢ = 1.0); TLC (EtOAc/MeOH (9:1)) Rr= 0.43; '"H NMR (DMSO-ds, 400 MHz) 5 8.68 (1 H, brs), 8.54 (1 H, d, J=
9.2 Hz), 839 (1H,s),828(2H,d,J=7.6 Hz), 8.25-8.19 (4 H, m), 591 (1 H, d, J=6.0 Hz), 5.46 (2 H, br s), 5.40 (1 H,
brs),5.21 (1H,brs), 463 (1H,d, J=4.4Hz),4.16 (1 H, brs),3.98(1H,d, J=2.8Hz),3.68 (1H,d, J=12Hz), 3.58 (1
H, m); '*C NMR (DMSO-ds, 100 MHz) & 151.8, 139.5, 130.3, 129.8, 129.3, 127.3, 126.9, 126.8, 126.3, 125.7, 124.7,
124.6, 124.2, 123.5, 123.4, 122.7, 87.5, 85.5, 73.1, 70.2, 61.3; calcd de ESI-HRMS para Cy7H24Ns04: 482.1823,
encontrado: m/z 482.1827 [M + HJ*.
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Ensayos de unién a radioligandos. Los ensayos de union a radioligandos se realizaron mediante MDS Pharma Services
de Taiwan (Taipei, Taiwan) mediante el uso de protocolos estandar de unién. Para el ensayo de unién del receptor de
Aoa, las proteinas de membrana*®recolectadas de células HEK293 que sobreexpresan el receptor de Asa humano se
incubaron en amortiguador de reaccion [Tris-HCI 50 mM (pH 7.4), MgCl, 10 mM, EDTA 1 mM, y 2 U/mL de adenosina
desaminasa] que contiene 3H-CGS21680 (50 nM) por 90 min a 25 °C. La unién no especifica se evalu6 en presencia de
adenosina-5'-N-etilcarboxamida (NECA) 50 pM.

Los ensayos de union para transportadores de adenosina se realizaron como se describié antes.*” Las fracciones de
membrana se recolectaron de la corteza cerebral de conejillos de indias derivados de las lineas Duncan Hartley se
incubaron con NBTI marcado con 3H (0.5 nM) por 30 min a 25 °C en un amortiguador de incubacion que contiene Tris-
HCI 50 mM (pH 7.4). La unién no especifica se evalué en presencia de NBTI 5 pM, un inhibidor de alta afinidad del
transportador equilibrativo de nucledsidos 1 (ENT1), que inhibe sélo ENT1 a 0.5 nM.*8Las reacciones se terminaron
mediante filtracion sobre fibras de vidrio GF/B y mediante el lavado con el amortiguador de reaccion correspondiente.

Ensayo de metabolismo de MTT. Las células PC12 compradas de ATCC (Manassas, VA, USA) se mantuvieron en
medio de Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) complementado con suero de caballo al 10 % y suero fetal bovino al 5
% y se incubaron en incubadora de CO; (5 %) a 37 °C. La supervivencia se evalu6 mediante el ensayo de metabolismo
de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) como se describié en otras partes.*® % Brevemente,
las células cultivadas en placas de 150-mm se lavaron tres veces con PBS y se resuspendieron en DMEM. Las células
suspendidas (1 x 10* células) se cultivaron en placas de 96 pocillos y se trataron con o sin el reactivo indicado. Después
de la incubacion por 24 h, MTT (0.5 mg/mL) se afadié al medio y se incubd por 3 h. Después de desechar el medio,
DMSO (100 pL) se aplicod después al pocillo para disolver los cristales de formazan derivados del clivaje mitocondrial del
anillo de tetrazolio por las células vivas. La absorbancia a 570/630 nm en cada pocillo se midié en un lector de ensayo
inmunoabsorbente ligado a microenzimas (ELISA).
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1. Una composicién que comprende una cantidad eficaz de un compuesto de férmula:

<1
N P
HO N
O
OH OH .

en donde n es 1 a 3, el heterociclo (sustituido) contiene anillos de 5 o 6 miembros y el heterociclo fusionado
contiene heteroatomos de nitrégeno, oxigeno o azufre y el sustituyente se selecciona del grupo que consiste en
hidrégeno, fldor, cloro, bromo, yodo, hidroxi, alquilo Css, trifluorometilo y fenilo (sustituido), para usar en el
tratamiento de una enfermedad neurodegenerativa en un sujeto que lo necesite.

El compuesto de la reivindicacién 1, en donde el compuesto es:

HN
B
7

HO.

OH OH

La composicion de la reivindicacion 1 o 2, en donde la enfermedad neurodegenerativa es una enfermedad por el
mal plegamiento de proteinas.

La composicion de la reivindicacion 1 o 2, en donde la enfermedad neurodegenerativa se selecciona del grupo
que consiste en enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, esclerosis lateral amiotréfica, enfermedad
de Prion, enfermedad de Huntington y ataxias espinocerebelosas.

La composicion de la reivindicacion 4, en donde la enfermedad neurodegenerativa es enfermedad de Huntington.

La composicion de la reivindicacion 4, en donde la enfermedad neurodegenerativa es enfermedad de Alzheimer.

La composicién de la reivindicacion 4, en donde la enfermedad neurodegenerativa es esclerosis lateral
amiotrdfica.

La composicion de la reivindicacion 4, en donde la enfermedad neurodegenerativa es ataxia espinocerebelosa.
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