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DESCRIPCION
Composiciones de nicotinoil ribésido y métodos de uso
Campo de la invencion

La invencion se refiere a composiciones de nicotinoil ribosidos y derivados de nicotinamida ribdsidos. En algunas
realizaciones, la invencion se refiere a métodos para preparar nicotinoil ribésidos. En algunas realizaciones, la
descripcion se refiere a composiciones farmacéuticas y suplementos nutricionales que contienen un nicotinoil
ribésido. En realizaciones adicionales, la descripcion se refiere a métodos de uso de nicotinoil ribosidos y derivados
de nicotinamida ribdsidos que promueven el aumento de los niveles intracelulares de nicotinamida adenina
dinucledtido (NAD+) en células y tejidos para mejorar la supervivencia celular y tisular.

Antecedentes de la invencion

La nicotinamida adenina dinucleétido (NAD+) es una coenzima natural que funciona como un intermediario en la
oxidacion celular y reacciones de reduccion, asi como un sustrato de ADP-ribosiltransferasa. La alteracion de los
niveles intracelulares de NAD+ puede mejorar la salud de una célula, pero la introduccién de compuestos que entran
en las vias metabdlicas de NAD+ también puede ser téxica para las células. Por ejemplo, el ribésido de benzamida
(BAR) es un agente antitumoral bien conocido. BR es un profarmaco que puede fosforilarse a su 5'-monofosfato y
luego convertirse en su metabolito activo benzamida adenina dinucleétido (BAD). Ese metabolito es un analogo
activo de NAD+ y un inhibidor de la inosina 5-monofosfato deshidrogenasa (IMPHD). La IMPDH esta vinculada a
transformaciones malignas. BAR muestra una sensibilidad selectiva frente al sistema nervioso central y a las lineas
celulares leucémicas. Sin embargo, BAD también inhibe otras deshidrogenasas, tales como la malato
deshidrogenasa y acido glutamico deshidrogenasa que pueden causar efectos adversos si se usa como terapéutico.
Por lo tanto, existe la necesidad de identificar composiciones que sean capaces de mejorar la salud de las células
dafadas o enfermas preferiblemente alterando los niveles intracelulares de NAD+ y que no tienen efectos adversos
si las composiciones se administran terapéuticamente.

Atkinson et al. (J. Chem Soc., 1965: 610 - 615 (1 de enero de 1965)) describe una sintesis de compuestos de
glicosilpiridinio a partir de glicosilaminas y haluros de glicosilo. Los compuestos se forman con la configuracion a en
el atomo de carbono anomérico.

Esmans et al. (Biomedical Mass Spectrometry, 1980, 7 (9): 377 - 380) describe ribésidos de éster de nicotinoilo que
tienen sustituyentes de benzoilo en las posiciones 5'y 3' del anillo de ribésido.

Lifshits et al. (Khimiya Geterotsiklicheskikh Soedinii, 1976, 3: 352-355) describe un analogo de ribésido de
nicotinamida que tiene una amida derivada de 4-amino-2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-oxilo en lugar de la sustitucion
de amida primaria en el anillo de piridilo.

Riemschneider et al. (Botyu Kagaku, 1976, 41: 99-106) describe analogos de nicotinamida-ribésido utiles como
agentes insecticidas que tienen grupos amino-éster en lugar de la sustitucion de amida primaria en el anillo de
piridilo.

Sumario de la invenciéon

La invencion se refiere a composiciones de nicotinoil ribdsidos y derivados de nicotinamida ribosidos de acuerdo con
las presentes reivindicaciones 1 a 8. En ciertas realizaciones, la invenciéon se refiere a métodos para preparar
nicotinoil ribosidos que incluyen nicotinamida ribésido de acuerdo con las presentes reivindicaciones 9 a 18. En
algunas realizaciones, la descripcion se refiere a composiciones farmacéuticas y suplementos nutricionales que
contienen un nicotinoil ribésido. En otras realizaciones, la descripcion se refiere a métodos de uso de nicotinoil
ribdsidos y derivados de nicotinamida ribdsido que promueven el aumento de los niveles intracelulares de
nicotinamida adenina dinucleétido (NAD+) en células y tejidos para mejorar la supervivencia celular y tisular.

En algunas realizaciones, la invencion se refiere a un compuesto que tiene la formula:

HO -

OH  oH

y los complejos de sal de los mismos, en donde R se selecciona del grupo consistente en alquilamino, -
NHCH,CH2NH;, -NHCH,CH-OH, dialquilamino, alquiloxi, -OCH,CH20H, y ariloxi.



ES 2670927 T3

En realizaciones adicionales, la invencion se refiere a un compuesto que tiene la siguiente féormula:

0
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y los complejos de sal del mismo, en donde R' es alquiloxi, -OCH,CH,OH, vy ariloxi; y R2, R3, y R* son iguales o
diferentes y, en cada aparicion, acilo o acilo sustituido independientemente.

5 En otras realizaciones, la invencion se refiere a un compuesto que tiene la siguiente férmula:
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y sus complejos de sal en donde, R' es alquilamino, -NHCH2NH;NH,, -NHCH,CH-OH, y dialquilamino; R2, R® y R*
son iguales o diferentes y, en cada caso, independientemente acilo o acilo sustituido.

En realizaciones adicionales, la invencion se refiere a un método para preparar un compuesto que tiene la Formula I:

O
= R!
HO.__ |N,
Q Férmula |
OH  on :
en donde, R' es alquilamina, -NHCH2CH:NH;, -NHCH,CH,OH, dialquilamino, alquiloxi, -OCH,CH,OH y ariloxi, que
comprende: i) mezclar a) tetraacilo o acil ribofuranosa sustituida y b) un compuesto que tiene la formula Il:
O
- R
S Formula Il

en donde, R%es alquiloxilo, -OCH>CH>OH o ariloxilo; en condiciones tales que un compuesto de férmula Ill:

o
ﬁ)LRQ
4
RO L
C OE Formula 111
oRrR*

en donde, R? es alquiloxi, -OCH2CH20OH o ariloxi, y R3, R* y RS son iguales o diferentes y, en cada caso, se forma
independientemente acilo o acilo sustituido; y ii) mezclar el compuesto de férmula Il con alquilamina,
NH2CH>CH2NH,, NH,CH>CH,OH, dialquilamina, alcéxido o HOCH,CH>O" en condiciones tales que se forme un

compuesto de férmula |. En realizaciones adicionales, las condiciones para preparar el compuesto | a partir del
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compuesto Il son en un disolvente de alcohol alquilico halogenado a una temperatura inferior a la temperatura
ambiente. En otras realizaciones, dicho disolvente es trifluorometanol.

En algunas realizaciones, la invencion se refiere a un compuesto que tiene la siguiente férmula:

o]
R® /\)LR-l

O P
"‘-.N/
O

. o

R’ FI'{1

-

5 y sus complejos de sal en donde, R'es alquiloxi, -OCH2CH,OH o ariloxi; y
R2, R® y R* son iguales o diferentes y, en cada caso, independientemente acilo o acilo sustituido.

En algunas realizaciones, la invencion se refiere a un método para preparar un compuesto que tiene la Formula I:

8]
b
HO _
M N
@ Formula |
OH ‘

en donde, R'es alquilamina, -NHCH,CHzNH,, -NHCH,CH,0OH, dialquilamina, alquiloxi, o -OCH,CH,OH,

10 que comprende: i) mezclar a) tetraacilo o acil ribofuranosa sustituida, preferiblemente tetraacetil ribofuranosa, y b) un
compuesto que tiene la férmula Il

= Rz
" = Formula Il

N

3

en el que, R? es alquiloxi, -OCH,CH,OH o ariloxi en condiciones tales que un compuesto de férmula Ill:

O
= R?
RO L
Qo Foérmula 111
or' L s

15 en donde, R? es alquiloxi, -OCH2CH,0H, o ariloxi, y R3, R* y R® son iguales o diferentes y, en cada caso, se forma
acilo independientemente o acilo sustituido; y ii) mezclar el compuesto de formula Il con alquilamina,
NH2CH>CH2NH,, NH,CH>CH,OH, dialquilamina, alcéxido o HOCH,CH»O" en condiciones tales que se forme un
compuesto de formula 1.

En algunas realizaciones, la invencion se refiere a un compuesto que tiene la formula:
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HO |

OH

OH

y complejos de sal de los mismos en los que R se selecciona del grupo que consiste en alquilamina,
NHCH2CH2NH;, -NHCH,CH,0H, dialquilamina, alquiloxi, y -OCH,CH,OH.

En realizaciones adicionales, la invencion se refiere a un compuesto que tiene la siguiente féormula:

o}
R? /-@)J\

) R’
O w
. N =
o)
2 o
R éa

y sus complejos de sal en donde, R' es un grupo alquiloxi o0 —OCH>CH,0OH o ariloxi; y R% R® y R* son iguales o
diferentes y, en cada caso, independientemente acilo o acilo sustituido.

En algunas realizaciones, la invencion se refiere a un compuesto que tiene la siguiente férmula:

(8]
R* /%)I\

. R
O
N
O
0
.0
FIQ} F|i4

10 y complejos de sal de los mismos en los que, R'es aminoalquilo, -NHCH,CH2NH,, -NHCH,CH,OH o diaminoalquilo
y R? R® y R* son iguales o diferentes y, en cada caso, independientemente acilo o acilo sustituido.

En algunas realizaciones, la invencion se refiere a un método para preparar un compuesto que tiene la Férmula I:

O
= R
HO._ |
N ,
d Formula |
OH

en donde, R es NHy, alquilamino, -NHCH2CH2NH;, -NHCH2CH,OH, dialquilamino, alquiloxi, y -OCH,CH>OH, que
15 comprende: i) mezclar tetra-acil ribofuranosa, preferiblemente tetraacetil ribofuranosa, y el compuesto de éster de
alquil o aril piridin-3-carboxilato bajo condiciones tales que un compuesto de formula Il:
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Formula Il

se forma, donde R? es -O-alquilo o -O-arilo v, R3, R* y R® son iguales o diferentes y, en cada caso,
independientemente acilo y iii) mezclar el compuesto de férmula Il con una alquilamina, NH>CH2CH;NH,,
NH>CH,CH,OH, dialquilamina, alcéxido o HOCH,CH,O" en condiciones tales que se forma un compuesto de férmula
I

En algunas realizaciones, la invencion se refiere a la preparacion de 1-[3,4-diacetiloxi-5-(acetiloximetil)oxolan-2-il]-
piridin-3-carboxilato de alquilo, preferiblemente 1-[3,4-diacetiloxi] -5-(acetiloximetil)oxolan-2-il]-piridin-3-carboxilato de
alquilo, que comprende mezclar una composicién que consiste esencialmente en 1,2,3,5-tetra-O-acetil-beta-D-
ribofuranosa, alquilpiridina-3 -carboxilato y trifluorometanosulfonato de trimetilsililo en condiciones tales que se forma
1-[3,4-diacetiloxi-5-(acetiloximetil)oxolan-2-il]-piridina 3-carboxilato de alquilo.

En algunas realizaciones, la invencion se refiere a un método para preparar 1-[3,4-dihidroxi-5-(hidroximetil)oxolan-2-
illpiridina-5-carboxamida de N-alquilo o N, N-dialquilo que comprende mezclar 1-[3,4-diacetiloxi-5-
(acetiloximetil)oxolan-2-il]-piridin-3-carboxilato de alquilo con una amina primaria o secundaria en condiciones tales
que se forma 1-[3,4-dihidroxi-5-(hidroximetil)oxolan-2-il]piridin-5-carboxamida de N-alquilo o N,N-dialquilo.

En algunas realizaciones, la i |nvenC|on se refiere a un método para preparar 1-[3,4-dihidroxi-5-(hidroximetil)oxolan-2-
il]piridin-5-carboxilato de O-AIqU|Io que comprende mezclar 1-[3,4-dihidroxi-5-(hidroximetilJoxolan-2-il]piridin-5-
carboxilato de O-AIqU|Io y Oxido de sodio y anU|Io en condiciones tales que se forma 1-[3,4-dihidroxi-5-
(hidroximetil)oxolan-2-il]piridin-5-carboxilato de O-AIqU|Io

En algunas realizaciones, la invencion se refiere a un compuesto sustituido o no sustituido capaz de inhibir la inosina
5'-monofosfato deshidrogenasa que tiene la férmula:

HO |

OH" GH

en donde, R es alquilamino, -NHCH2CH;NH;, -NHCH.CH,OH, dialquilamino, alquiloxi, y -OCH,CH,OH. En
realizaciones adicionales, R es -OMe, -OEt, -OCH,CH,0OH, -NHMe, -NHEt, -NHCH,CH,OH, -NHCH,CH=CH,, -
NHCH(CHj3)2, -NHCH2CH2NH_, -NHciclopropilo, -N(CHz) o pirrolidinilo N-sustituido. En realizaciones adicionales, el
compuesto se obtiene en una forma purificada.

En algunas realizaciones, la invencion se refiere a un compuesto que tiene la siguiente férmula:

5

en donde, R' es alquilamino, -NHCH2CH2NH,, -NHCH,CH;OH, o dialquilamino; n es 1; y R%, R® y R* son |guales o]
diferentes y, en cada caso, independientemente acilo o acilo sustituido. En realizaciones ad|C|onaIes R' no es -
NHMe, -NHEt, o -NEt,.
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En algunas realizaciones, la invencion se refiere a un compuesto purificado que tiene la siguiente formula:

en donde, R' es alquiloxi o -OCHCH»>OH, preferiblemente metoxi y etoxi y R2, n es uno;y R3, y R* son iguales o
diferentes y, en cada caso, independientemente acilo o acilo sustituido, preferiblemente acetilo y benzoilo. En
realizaciones adicionales, R' no es -OMe o -OEt.

En algunas realizaciones, la invenciéon se refiere a un método para preparar un derivado de nicotinamida que
comprende: i) mezclar tetra-acil ribofuranosa, preferiblemente tetraacetil ribofuranosa y éster de alquil o aril piridin-3-
carboxilato o un compuesto tioéster en condiciones tales que un segundo compuesto que tiene la siguiente férmula:

(@]
/ﬁ)J\Rz
3
RO

. =5
N

Q‘Z’

or* 5

se forma, en donde R? es -O-alquilo o -O-arilo, v, R3, R* y R® son iguales o diferentes y, en cada caso,
independientemente acilo y iii) mezclar dicho segundo compuesto con HR, en donde R es -OMe, -OEt, -
OCH2CH,0OH, -NHMe, -NHEt, -NHCH,CH,OH, -NHCH,CH=CH,, -NHCH(CHj3),, -NHCH>CH2NH>, -NHciclopropilo, -
N(CHs)2, o pirrolidinilo sustituido con N; en condiciones tales que se forma un compuesto que tiene la siguiente
férmula:

= R
HO P

M
0,

OH " on

En algunas realizaciones, la invencion se refiere a los compuestos descritos en la presente memoria y a los
complejos de sal de los mismos. En una realizacién adicional, dichos complejos de sal son preparaciones
farmacéuticas o suplementos nutricionales.

Breve descripcion de la figuras
La figura 1 muestra un esquema de métodos preferidos para preparar composiciones preferidas.

La figura 2 muestra datos sobre la mejora de la supervivencia celular cuando crecen en un medio suplementado con
nicotinamida ribosida (NAR) como se proporciona en el ejemplo 7.

La figura 3 muestra datos sobre el aumento de los niveles intracelulares de nicotinamida adenina dinucleétido
(NAD+) cuando las células madre embrionarias se exponen a un cultivo que contiene NAR, como se proporciona en
el ejemplo 6.

La figura 4 muestra datos sobre los efectos de NAR en la supervivencia celular como se proporciona en el ejemplo
8.

La figura 5 ilustra la preparacion de N-alquil nicotinamida ribdsidos.

La figura 6 ilustra reacciones controladas cinéticamente (-20°C) o termodinamicamente (4°C) de ribdsidos de
nicotinato de O-alquilo con alquilaminas.
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La figura 7 muestra la ruta biosintética de NAD+ en mamiferos. Abreviaturas: NA, acido nicotinico; Npt, acido
nicotinico fosforribosiltransferasa; NaMN, mononucleétido de acido nicotinico; Nmnat, nicotinamida mononucleétido
adenililtransferasa; NAAD, adenina dinucleétido de acido nicotinico; NAM, nicotinamida; NMN, mononucleétido de
nicotinamida; NR, ribésido de nicotinamida; Nrk, nicotinamida ribésido quinasa; ART, ADP-ribosil transferasa; PARP,
poli-ADP-polimerasas; Nampt, nicotinamida fosforribosiltransferasa, también conocido como el factor de mejora de
colonias de células pre-B (PBEF).

La figura 8 demuestra la reduccion de la toxicidad por estatinas (lovastatina) para células madre embrionarias de
ratén tratadas con nicotinamida ribésido (500 uM) durante periodos de 2, 4 y 7 dias. Los controles tratados con
estatinas se indican con simbolos menos. Las barras representan la concentracion de estatinas que conduce a una
disminucion del 50% en el nimero de células o el ensayo MTT, que mide la viabilidad celular. Las dos columnas
mas a la izquierda de cada dia se miden por conteo de células, las dos columnas de la derecha se miden por MTT.
Como se muestra, el tratamiento con NR reduce significativamente la toxicidad de las estatinas sobre la viabilidad
celular como se determina por un aumento en la cantidad de estatina requerida para matar las células.

La figura 9 muestra un diagrama de barras del contenido de NAD+ (pmoL) en células ES después de tratarse con
diferentes compuestos.

La figura 10 muestra el porcentaje de muerte celular después de un tratamiento de 48 horas con lovastatina (800 nM
y 5 pyM). Las células ES de ratén se trataron en presencia de derivados ribosidicos de nicotinato NAR (500 pM),
OENR (1 mM), TAENR (1 mM). Abreviaturas: NAR: ribésido de acido nicotinico, OENR: O-etil nicotinamida ribdsido,
TAENR: tri-O-acetil O'-etil nicotinamida ribosido. Las células control no se trataron con un derivado. El porcentaje de
muerte celular esta determinado por el porcentaje de células viables totales en los pocillos tratados con estatinas
frente a los controles no tratados (sin estatinas). El efecto de cada aditivo sobre la muerte celular se calcula de
manera similar, en comparacion con un control sin estatina en el que también esta presente el derivado de nicotinato
de ribdsido. Los recuentos de células en controles no tratados (sin estatinas) para cada grupo experimental fueron
similares, lo que indica una falta de toxicidad de los compuestos sobre las células.

La figura 11 muestra la estructura quimica de los compuestos probados en la FIG. 10.

La figura 12 ilustra datos del ensayo de proliferacion celular con tratamiento DMNR (1 mM) y ANR (1 mM). DMNR:
N-dimetil nicotinamida ribésido, ANR: N-alil nicotinamida ribésido.

La figura 13 muestra estructuras quimicas de los compuestos probados en la FIG. 12.
La figura 14 muestra '"H-RMN de nicotinamida ribésido

La figura 15 muestra 'H-RMN del ribdsido de nicotinato de O-etilo.

La figura 16 muestra 'H-RMN de N-metil nicotinamida ribosido.

La figura 17 muestra '"H-RMN de N-etil nicotinamida ribésido.

La figura 18 muestra 'H-RMN de N-alil-nicotinamida-ribésido.

La figura 19 muestra "H-RMN de N-etanol nicotinamida ribésido.

La figura 20 muestra 'H-RMN de dimetil nicotinamida ribdsido.

Descripcion detallada de la invencion

La invencion se refiere a composiciones de nicotinoil ribdsidos y derivados de nicotinamida ribosidos de acuerdo con
las presentes reivindicaciones 1 a 8. En algunas realizaciones, la invencion se refiere a métodos para preparar
nicotinoil ribésidos segun las reivindicaciones 9 a 18. En algunas realizaciones, la descripcion se refiere a
composiciones farmacéuticas y suplementos nutricionales que contienen un nicotinoil ribésido. En realizaciones
adicionales, la descripcion se refiere a métodos de uso de nicotinoil ribdsidos y derivados de nicotinamida ribosidos
que promueven el aumento de los niveles intracelulares de nicotinamida adenina dinucleétido (NAD+) en células y
tejidos para mejorar la supervivencia celular y tisular.

Un compuesto de "nicotinoil ribdsido" significa un compuesto sustituido o no sustituido de la siguiente formula:

HO. |,,

OH OH
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Las "sales" de ribonucledtidos de nicotinoilo se refieren a sales que constituyen la composicion que incluye

especificamente la sal de ribésido de nicotinoilo que tiene la férmula parcial Z y Z es un contraion, que
incluye cloruro, bromuro, yoduro, alcéxido, toluenosulfonato, metilsulfonato, sulfonato, fosfato o carboxilato (tal como
benzoato, succinato, acetato, glicolato, maleato, malato, fumarato, citrato, tartrato, ascorbato, cinamato, mandeloato
y difenilacetato).

Como se usa en el presente documento, la expresion "componente nicotinoil ribésido" se refiere a la parte de una
composicion que contiene todas las moléculas de nicotinoil ribdsido en una composiciéon dada, que incluye todas las
formas conformacionales y estereoméricas. En realizaciones preferidas, un compuesto dado (por ejemplo,
designado por una estructura) constituye un gran porcentaje (por ejemplo, en nimero de moléculas y/o en peso) del
componente nicotinoil ribdsido. Por ejemplo, una molécula de nicotinoil ribdsido dada puede estar presente en una
composicion acuosa a un nivel en el que el 70% de todas las moléculas de nicotinoil ribdsido son de ese compuesto
dado, mientras que la mayoria de la composicion en si misma esta compuesta de agua.

"Acilo" significa un grupo -C(=0)alquilo o -C(=O)arilo.

"Alquilo” significa un hidrocarburo alifatico no ciclico o ciclico, insaturado o saturado de cadena lineal o ramificada
que contiene de 1 a 10 atomos de carbono, mientras que la expresion "alquilo inferior" tiene el mismo significado que
alquilo, pero contiene de 1 a 6 carbonos atomos. La expresion "alquilo superior" tiene el mismo significado que
alquilo pero contiene de 2 a 10 atomos de carbono. Los alquilos de cadena lineal saturados representativos incluyen
metilo, etilo, n-propilo, n-butilo, n-pentilo, n-hexilo, n-sepilo, n-octilo, n-nonilo y similares; mientras que los alquilos
ramificados saturados incluyen isopropilo, sec-butilo, isobutilo, terc-butilo, isopentilo y similares. Los alquilos ciclicos
saturados representativos incluyen ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo y similares; mientras que los
alquilos ciclicos insaturados incluyen ciclopentenilo y ciclohexenilo, y similares. Los alquilos ciclicos también se
denominan en este documento "homociclos" o "anillos homociclicos". Los alquilos insaturados contienen al menos
un enlace doble o triple entre atomos de carbono adyacentes (denominados "alquenilo" o "alquinilo",
respectivamente). Los alquenilos representativos de cadena lineal y ramificada incluyen etilenilo, propilenilo, 1-
butenilo, 2-butenilo, isobutilenilo, 1-pentenilo, 2-pentenilo, 3-metil-1-butenilo, 2-metil-2-butenilo, 2,3-dimetil-2-
butenilo, y similares; mientras que los alquinilos de cadena lineal y ramificada representativos incluyen acetilenilo,
propinilo, 1-butinilo, 2-butinilo, 1-pentinilo, 2-pentinilo, 3-metil-1-butinilo y similares.

"Alquilamino” y "dialquilamino” significan uno o dos restos alquilo unidos a través de un puente de nitrégeno (es
decir, -N-alquilo) tal como metilamino, etilamino, dimetilamino, dietilamino y similares.

"Alquiltiol" significa un resto alquilo unido a través de un puente de azufre (es decir, -S-alquilo).

"Alquiloxi" significa un resto alquilo unido a través de un puente de oxigeno (es decir, -O-alquilo) tal como metoxi,
etoxi y similares.

"Alcoxido" significa un resto alquilo unido a un atomo de oxigeno cargado negativamente (es decir, ‘Oalquilo) tal
como metdxido o etdxido.

En el contexto de cierta realizacion, una "amina" significa -NH. o "amoniaco" el gas NHs.
"Arilo" significa un resto carbociclico aromatico tal como fenilo o naftilo.
"Ariloxi" significa un resto arilo unido a través de un puente de oxigeno (es decir, -O-arilo).

"Células" significa la unidad estructural de un organismo que consiste en uno o mas nucleos, citoplasmas y diversos
organulos, todos rodeados por una membrana celular semipermeable.

"Medios de crecimiento” son composiciones usadas para cultivar microorganismos o células en cultivo. Existen
diferentes tipos de medios para cultivar diferentes tipos de células. La mayor diferencia en los medios de crecimiento
se encuentra entre los utilizados para cultivar células en cultivo (el cultivo celular utiliza tipos de células especificos
derivados de plantas o animales) y los utilizados para cultivar microorganismos (generalmente bacterias o
levaduras). Estas diferencias surgen debido al hecho de que las células derivadas de organismos completos y
cultivadas en cultivo a menudo son incapaces de crecer sin la provisién de ciertos requisitos, tales como hormonas o
factores de crecimiento que generalmente ocurren in vivo. En el caso de las células animales, estos requisitos son a
menudo proporcionados por la adicion de suero sanguineo al medio. Estos medios a menudo son rojos o rosados
debido a la inclusién de indicadores de pH. Los medios de crecimiento para las células madre embrionarias
contienen preferiblemente un medio esencial minimo, es decir, Eagle: aminoacidos, sales (nitrato férrico
nonahidrato, cloruro potasico, sulfato magnésico, cloruro sdédico, dihidrogenofosfato sdédico), vitaminas (acido
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ascorbico, acido félico, nicotinamida, riboflavina, B-12) o Dulbecco: adicionalmente hierro, glucosa; aminoacidos no
esenciales, piruvato sédico, B-mercaptoetanol, L-glutamina, suero bovino fetal y factor inhibidor de la leucemia (LIF).
En el caso de los microorganismos, no existen tales limitaciones, ya que a menudo son organismos de células
individuales. Otra diferencia importante es que las células animales en cultivo a menudo crecen en una superficie
plana a la que se unen, y el medio se proporciona en forma liquida, que cubre las células. Las bacterias tales como
Escherichia coli (E. coli, el microbio mas comunmente utilizado en los laboratorios) pueden cultivarse en medios
sélidos o en medios liquidos, el medio nutriente liquido se denomina comunmente caldo nutriente. Los medios de
crecimiento preferidos para los microorganismos son caldo nutriente o medio Luria-Bertani (medio L-B). Las
bacterias cultivadas en cultivos liquidos a menudo forman suspensiones coloidales. Cuando el agar (una sustancia
que se transforma en un gel) se agrega a un medio liquido, puede verterse en placas de Petri donde se solidificara
(se llaman placas de agar) y proporcionaran un medio sdlido sobre el que se pueden cultivar microbios.

"Homociclo" (también denominado en este documento "anillo homociclico") significa un anillo carbociclico saturado o
insaturado (pero no aromatico) que contiene de 3 a 7 atomos de carbono, tales como ciclopropano, ciclobutano,
ciclopentano, ciclohexano, cicloheptano, ciclohexeno, y similares.

"Isdmeros" significa cualquiera de dos o mas sustancias que se componen de los mismos elementos en las mismas
proporciones pero que difieren en la disposicion tridimensional de los atomos que incluyen isémeros enantioméricos
(es decir, imagenes especulares) y diastereoméricos.

"Metileno" significa -CHa-.

El término "derivado”, cuando se usa en relacién con un compuesto quimico, se refiere a una estructura similar que,
tras la aplicacion, por ejemplo, la administracion a un sujeto, es capaz de proporcionar, directa o indirectamente, la
funcioén de dicho compuesto quimico que se describe que tiene. En el contexto de ciertas realizaciones, se entiende
que un "derivado de nicotinamida ribésido (NAR)" no incluye el compuesto NAR.

Como se usa en este documento, las expresiones "isomero purificado" y "composicién de isémero purificado
pretenden indicar una composicion (por ejemplo, derivada de una mezcla racémica o sintetizada de novo) en la que
un isémero se ha enriquecido (por ejemplo, isémero alfa) respecto al otro (por ejemplo, isbmero beta), y mas
preferiblemente, en el que el otro isémero representa menos del 10% y, mas preferiblemente, menos del 7% y, aun
mas preferiblemente, menos del 2% de la preparacion.

Las composiciones purificadas de acuerdo con la invencion contienen preferiblemente menos de 5% en masa/masa
(m/m), ventajosamente menos de 3% m/m de impurezas. Debe entenderse que las referencias en la presente
memoria a "impurezas" deben entenderse que incluyen productos de reaccion no deseados que no son isbmeros
formados durante la sintesis y no incluyen disolventes residuales que permanecen del proceso usado en la
preparacion de la composicion o excipientes utilizados en preparaciones farmacéuticas.

La expresion "esencialmente libre" de una molécula significa que la molécula esta presente en una composicion solo
Ccomo una impureza inevitable.

"Sujeto" significa cualquier animal, preferiblemente un paciente humano, ganado o mascota doméstica.

La "célula madre embrionaria" (ES) se define por su origen, es decir, desde una de las etapas mas tempranas del
desarrollo del embrién, llamado blastocisto. Especificamente, las células madre embrionarias se derivan de la masa
celular interna del blastocisto en una etapa antes de que se implante en la pared uterina. En esta etapa, el embrién
preimplantatorio del raton esta formado por 150 células y consiste en una esfera compuesta por una capa externa de
células (el trofectodermo), una cavidad llena de liquido (el blastocelo) y un grupo de células en el interior (la masa
celular interna). Las células ES pluripotentes pueden dar lugar a tipos celulares diferenciados que se derivan de las
tres capas germinales primarias del embriéon (endodermo, mesodermo y ectodermo).

La célula madre "adulta" es una célula indiferenciada (no especializada) que se encuentra en un tejido diferenciado
(especializado); puede renovarse y especializarse para producir todos los tipos de células especializadas del tejido
del que se origind. Las células madre adultas son capaces de autorrenovarse durante la vida del organismo. Se han
encontrado fuentes de células madre adultas en la médula dsea, el torrente sanguineo, la cornea y la retina del ojo,
la pulpa dental del diente, el higado, la piel, el tracto gastrointestinal y el pancreas. A diferencia de las células madre
embrionarias, no hay células madre adultas identificables que sean capaces de formar todas las células del cuerpo.
Sin embargo, las células madre sanguineas (derivadas del mesodermo) pueden generar un nudmero de células
diferenciadas que incluyen tanto el musculo esquelético (también derivado del mesodermo) como las neuronas
(derivadas del ectodermo).

El término "sustituido", como se usa en este documento, significa cualquiera de los grupos anteriores (es decir,
alquilo, arilo, arilalquilo, heteroarilo, heteroarilalquilo, homociclo, heterociclo y/o heterocicloalquilo) en donde al
menos un atomo de hidrégeno esta reemplazado con un sustituyente. En el caso de un sustituyente oxo ("=0"), se
reemplazan dos atomos de hidrogeno. Cuando se sustituyen, uno o mas de los grupos anteriores son
"sustituyentes". Los sustituyentes en el contexto de esta invencion incluyen halégeno, deuterio, tritio, boro, hidroxi,
0X0, ciano, nitro, amino, alquilamino, dialquilamino, alquilo, alcoxi, alquiltio, haloalquilo, arilo, arilalquilo, heteroarilo,
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heteroarilalquilo, heterociclo y heterocicloalquilo, asi como un sacarido, --NRiRp, --NRiC(=O)Rp, --
NRaC(=0O)NR:NRp, --NR;C(=0)ORp, --NRsSO2Rp, --C(=0)Ra, C(=0)OR,, --C(=O)NRaRp, --OC(=0O)NRzRy, --ORj, -
SRa, -SORg, --S(=0)2Rs, --OS(=0):R4 y --S(=0),OR.. Ademas, los sustituyentes anteriores pueden estar sustituidos
adicionalmente con uno o mas de los sustituyentes anteriores, de modo que el sustituyente alquilo sustituido, arilo
sustituido, arilalquilo sustituido, heterociclo sustituido o heterocicloalquilo sustituido. Ra y R, en este contexto pueden
ser iguales o diferentes e independientemente hidrogeno, alquilo, haloalquilo, alquilo sustituido, arilo, arilo sustituido,
arilalquilo, arilalquilo sustituido, heterociclo, heterociclo sustituido, heterocicloalquilo o heterocicloalquilo sustituido.
En el contexto de ciertas realizaciones, un compuesto se puede describir como "no sustituido”, lo que significa que el
compuesto no contiene sustituyentes adicionales unidos al compuesto. Un compuesto no sustituido se refiere a la
composicion quimica del compuesto sin sustituyentes adicionales, por ejemplo, el compuesto no contiene grupo(s)
protector(es). Por ejemplo, la prolina no sustituida es el aminoacido prolina aunque el grupo amino de prolina se
puede considerar disustituido con grupos alquilo.

Ruta de nicotinamida adenina dinucleétido

El nicotinamida adenina dinucleétido (NAD o NAD+) es importante como coenzima para diferentes enzimas.
Estudios recientes han mostrado que, cuando es el cosustrato de SIR2 (regulador de la informacién silenciosa 2), el
NAD+ tiene un papel en la regulacion de multiples procesos bioldgicos, tales como la apoptosis regulada por p53, el
almacenamiento de grasa, la resistencia al estrés y el silenciamiento génico. Sin limitar los usos potenciales de las
composiciones descritas en este documento a una Unica teoria, existen diversas vias a través de las cuales se
piensa actualmente que NAR se metaboliza. Nicotinamida ribosida (NAR) se conoce como un precursor NAD+ para
humanos y levaduras. Es capaz de entrar en una ruta natural que conduce a la sintesis biolégica de NAD+ bajo la
accion de la enzima nicotinamida ribosida quinasa (Nrk). NAR se convierte en NMN por Nrk, que luego se convierte
en NAD+ por la enzima nicotinamida mononucleétido adeniliitransferasa (Nmnat) (véase la figura 7).
Alternativamente, la nicotinamida ribésido puede ingresar en el metabolismo de NAD por medio de otras rutas
metabdlicas, que incluirian la acciéon de enzimas que separan el resto de nicotinamida del aztcar. Tal ruta incluiria la
accion de las fosforilasas que se ha demostrado que degradan el NAR en las células para formar nicotinamida y
ribosa-1-fosfato. La nicotinamida es competente para ingresar en el metabolismo de NAD+ y se convierte en NAD+
por la acciéon de la enzima nicotinamida pirofosforribosiltransferasa.

Las sirtuinas son histonas deacetilasas de clase Il (HDAC) y también son ADP-ribosil transferasas. Desacetilan
residuos de lisina en una nueva reaccion quimica que consume nicotinamida adenina dinucleétido (NAD+), liberando
nicotinamida, O-acetil-ADPribosa (AADPR) y el sustrato desacetilado. La alteracién de los niveles intracelulares de
NAD+ puede mejorar la salud de una célula, pero la introduccidon de compuestos que entran en las vias metabolicas
de NAD+ también puede ser toxica para las células. En algunas realizaciones, la invencion se refiere al uso de los
compuestos descritos en este documento para manipular los niveles de NAD+, para modular la actividad de sirtuinas
y otras ADP-ribosil transferasas, y para modular IMPHD. Estas realizaciones se usan para destruir o debilitar las
defensas de células cancerosas, o para promover la supervivencia de neuronas, miocitos o células madre a través
de la adicién a medios de crecimiento.

El acido nicotinico es un agente eficaz para controlar el colesterol de lipoproteinas de baja densidad, aumentar el
colesterol de lipoproteinas de alta densidad y reducir los niveles de ftriglicéridos y lipoproteinas (a) en seres
humanos. Aunque el tratamiento con acido nicotinico afecta a todos los lipidos clave en la direccion deseable y se
ha demostrado que reduce la mortalidad en las poblaciones objetivo, su uso es limitado debido a un efecto
secundario del calor y el enrojecimiento denominado sonrojo. Ademas, la nicotinamida protege contra las lesiones
por accidentes cerebrovasculares en los sistemas modelo, presumiblemente debido a multiples mecanismos,
incluido el aumento de los niveles mitocondriales de NAD+.

En algunas realizaciones, la invencion se refiere al uso de los compuestos descritos en este documento como
agonistas y antagonistas de enzimas en la ruta de la biosintesis del NAD+. En realizaciones adicionales, los
derivados de NAR descritos en este documento son agonistas, es decir, estimulan actividades normalmente
estimuladas por sustancias naturales, de una o mas surtuinas, preferiblemente SIRT1 en seres humanos o Sir2p en
levadura. En realizaciones adicionales, los derivados NAR son antagonistas de una o mas surtuinas.

Aunque el solicitante no pretende que la invencion esté limitada por ningin mecanismo particular, se cree que es Uutil
porque SIRT1 desacetila factores de transcripcion tales como FOXOs, p53 y factor nuclear Kappa B (NFKB), que
proporcionan resistencia al estrés, apoptosis y respuestas inflamatorias que mejoran la supervivencia del organismo.
La sirtuina SIRT1 regula al alza las vias de proteccion contra el estrés mediante la desacetilacion de los factores de
transcripcion FOXO, lo que conduce a una mayor transcripcion de GADDA45 (reparacion del ADN) y MnSOD
(desintoxicacion del oxigeno reactivo). SIRT1 regula a la baja de forma concomitante la transcripcion de FOXO de
los factores proapoptéticos Fas y mediadores que interactiian con Bcl-2 de la muerte celular (BIM).

Por ejemplo, la red p53 en situaciones normales no activadas no es funcional, pero se activa en las células como
respuesta a varias sefales inhibiendo el crecimiento anormal de las células y desencadenando la muerte celular
programada. SIRT1 interactia con p53 y desacetila el dominio regulador C-terminal. Esta actividad regula a la baja
los efectos de la activacion transcripcional de p53 en genes diana.
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Sintesis quimica de nicotinoil ribésidos

Debido a su importancia bioldgica, se han usado una serie de enfoques quimicos para preparar nicotinamida
ribdsido (NAR). Véase Franchetti et al., Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters 14, 4655 - 4568 (2004) y Tanimori
et al., Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters 12, 1135 - 1137 (2002). Sin embargo, todavia no existe una forma
sistematica de sintetizar los analogos de NAR. Una realizacion de la invencion se refiere a un método eficaz para
sintetizar estereoselectivamente B-NAR y sus diversos derivados en un recipiente con alto rendimiento. En
comparacion con los métodos anteriores, este método estereoselectivo es mas eficiente y ofrece mas posibilidades
de formar varios analogos de NAD+ con un procedimiento similar.

La sintesis de compuestos de nicotinoil ribésido se iniciéd con la preparacién de un intermedio preferido, 1-[3,4-
diacetiloxi-5-(acetiloximetil)oxolan-2-il]-piridin-3-carboxilato de etilo. A partir de esto, se prepararon derivados de O-
alquilo de ribosido de acido nicotinico. El reflujo del azucar protegido, 1,2,3,5-tetra-O-acetil-B3-D-ribofuranosa con
nicotinato de etilo (1,2 equiv.) en cloruro de metilleno bajo la catdlisis de TMSOTf (1 equiv) formo
estereoselectivamente el isomero 8 a un buen rendimiento (> 90%). Una de las ventajas de este método es que no
hay necesidad de pasar por la sililacion de nicotinamida. Después de la evaporacion del disolvente, se puede usar 1-
[3,4-diacetiloxi-5-(acetiloximetil)oxolan-2-il]-piridin-3-carboxilato de etilo directamente para la siguiente etapa. El -
NAR y sus derivados son extremadamente solubles en agua. La extraccion de acetato de etilo de la capa de agua
pudo eliminar la mayoria de los productos secundarios no polares y dar el 95% de productos puros de acuerdo con
la TLC. El 1-[3,4-diacetiloxi-5-(acetiloximetil)oxolan-2-il]-piridin-3-carboxilato de etilo también se traté con
NaOCH3/MeOH a -20°C para formar ribdsido de nicotinato de O-metilo. Otros ribdsidos de nicotinato de O-alquilo se
prepararon de manera similar. Los ribdsidos de nicotinato de O-alquilo pueden hidrolizarse con esterasa (de higado
de cerdo, Sigma) a pH = 7,0 para proporcionar ribésido de acido nicotinico limpio. La HPLC inversa se us6 para
detectar y purificar los productos.

El estudio termodinamico mostré la reaccion de 1-[3,4-diacetiloxi-5-(acetiloximetil)oxolan-2-il]-piridin-3-carboxilato de
etilo y NH3/MeOH a -20°C dio el producto 1-[3,4-diacetiloxi-5-(acetiloximetil)oxolan-2-il]-piridin-3-carboxilato de
metilo, en lugar de B-NAR. Sin embargo, sin agotar, la reaccidon podria ir mas alla para finalmente formar B-NAR
después de que se restauré a 4°C. Esto podria ser explicado termodinamicamente. Como la amida es
termodinamicamente mas estable que el éster, a mayor temperatura, el B-NAR mas estable seria el producto
primario. Sin embargo, la reacciéon con NaOCHs a una temperatura mas baja, -20°C, favorece cinéticamente la
formacion de ribosido de nicotinato de O-metilo.

La preparacion de derivados de N-alquil B-NAR comienza a partir del ribésido de nicotinato de 2,3,5-tri-O-acetil-P-
fenilo (véase la Figura 5) y un éster de fenilo activado. La incubacion de cloruro nicotinico con fenol en THF durante
la noche a temperatura ambiente produjo nicotinato de fenilo puro cuantitativamente, que luego se traté con 1,2,3,5-
tetra-O-acetil-B-D-ribofuranosa en cloruro de metileno bajo la catalisis de TMSOTf para dar 2,3,5-tri-O-acetil-3-fenil
nicotinato ribésido. El ribésido 2,3,5-Tri-O-acetil-B-fenil nicotinato podria transformarse adicionalmente para preparar
multiples derivados de N-alquil NR con la adiciéon de varias aminas primarias o secundarias. También se considero
que el éster etilico intermedio se usaba para construir los derivados de N-alquil-NAR, ya que en la bibliografia el
intercambio éster-amida se ha considerado una forma versatil y simple de preparar amidas. Sin embargo, el estudio
termodinamico de los inventores (ver Figura 6) mostré que la incubaciéon del éster etilico intermedio con N-
metilamina en metanol a -20°C formaba el ribosido de nicotinato de O-metilo como producto, en lugar del N-metil
nicotinamida ribésido esperado. EI MALDI-MS del producto mostré el peso molecular en 270, que es una masa mas
de la esperada 269. También se detectd eI pICO m/z en 138 en lugar de 137, lo que se debi6 a la pieza de nicotinato
de metilo después de que el enlace C'-N' del éster metilico se rompiera. Toda la informacién sugiere que se
produce una transesterificacion en lugar de un intercambio del éster-amida. A baja temperatura, tanto la
transesterificacion como las reacciones de éster-amida fueron muy lentas, de modo que la selectividad de la
reaccion se controld cinéticamente. La transesterificacién se favorecié mas cinéticamente que el intercambio de
éster-amida debido a la mayor concentracion del disolvente, metanol. Como la amida es termodinamicamente mas
estable que el éster, suponemos que la selectividad de la reaccion a temperatura mas alta se controlaria
termodinamicamente para formar el producto de amida mas estable. Por lo tanto, la misma mezcla de reaccion se
incubd a 4°C. Sin embargo, después de una noche, el ribésido se descompuso totalmente, y se formaron N-
metilamina y azucar libre, lo que no sucedio en la preparacion de 3-NAR con el uso de NH3/MeOH en absoluto. La
descomposicion puede deberse al hecho de que las N-alquilaminas son mas basmas/neutroﬂhcas que el amoniaco
libre, que tiende a atacar la posicién C-1' del ribésido y causar la ruptura del enlace Cc'-N".

Para evitar la descomposicion, se ha intentado con otro disolvente de reaccion, el trifluoroetanol (TFE). El TFE tiene
un pKa de 12,5, lo que lo hace mas acido en comparacién con disolventes como metanol o etanol Esta acidez del
TFE disminuye la neutrofilia de las N-alquilaminas y, por lo tanto, ayuda a estabilizar el enlace C"-N'. La reaccion del
éster etilico se realizd entonces en trifluoroetanol a 4°C durante dias. Se descubrié que la acidez del trifluoroetanol
también modera la nucleofilicidad/basicidad de la N-metilamina de modo que la reaccion de intercambio éster-amida
tarda semanas en completarse. El intercambio de éster-amida del éster de fenol en trifluroetanol a 4°C podria
completarse durante la noche. De manera bastante interesante, también se encontré que los grupos 2'-, 3'- y 5'-O-
acetilo en el azucar presentan diferentes tasas de desacetilacion en las mismas condiciones basicas. Después del
tratamiento con N-metilamina a 4°C durante Ia noche, MALDI-MS ha mostrado el peso molecular del producto
aislado como 311 en lugar del 269 esperado. La 'H-NMR también estaba de acuerdo en que el grupo 5-O-acetilo no
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habia sido quitado de la molécula. Este método de desproteccién selectiva de hecho presenta una oportunidad
conveniente para una modificacion selectiva en la posicion 5' de la ribosa. Después de que se afadiera 4N de
NH3/MeOH a la mezcla de reaccion, la reaccion se completd después de una incubacion durante la noche a -20°C, y
dio el producto desprotegido esperado. Todos los otros N-alquil nicotinamida ribésido también se han preparado con
un procedimiento similar.

Composiciones para la administracion

Las composiciones que comprenden los compuestos activos (derivados de nicotinamida ribosidos) incluyen
suplementos nutricionales/dietéticos y composiciones de farmaco a granel utiles en la fabricacién de composiciones
farmacéuticas (por ejemplo, composiciones impuras o no estériles) y composiciones farmacéuticas (es decir,
composiciones que son adecuadas para administracion a un sujeto) que pueden usarse en la preparacion de formas
de dosificacion unitaria. Dichas composiciones comprenden opcionalmente una cantidad profilactica o
terapéuticamente eficaz de un agente profilactico y/o terapéutico descrito en la presente memoria o una combinacion
de esos agentes y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Preferiblemente, las composiciones de la invencion
comprenden una cantidad profilactica o terapéuticamente eficaz del compuesto activo y otro agente terapéutico o
profilactico, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Estas composiciones pueden contener entre 0,1 - 99% del
ingrediente activo.

En una realizacion especifica, la expresion "farmacéuticamente aceptable" significa aprobado por una agencia
reguladora del gobierno federal o estatal o enlistado en la Farmacopea de EE.UU. u otra farmacopea generalmente
reconocida para uso en animales y, mas particularmente, en seres humanos. El término "vehiculo" se refiere a un
diluyente, adyuvante, excipiente o vehiculo con el que se administra el compuesto activo. Dichos vehiculos
farmacéuticos pueden ser liquidos, tales como agua y aceites, incluidos los de petréleo, animales, vegetales o de
origen sintético, tales como el aceite de cacahuete, aceite de soja, aceite mineral, aceite de sésamo y similares. Los
vehiculos farmacéuticos pueden ser soluciéon salina, goma arabiga, gelatina, pasta de almidén, talco, queratina,
silice coloidal, urea y similares. Ademas, se pueden usar agentes auxiliares, estabilizantes, espesantes, lubricantes
y colorantes. Cuando se administran a un sujeto, los vehiculos farmacéuticamente aceptables son preferiblemente
estériles. El agua puede ser el vehiculo cuando el compuesto activo se administra por via intravenosa. Las
soluciones salinas y las soluciones acuosas de dextrosa y glicerol también se pueden emplear como vehiculos
liquidos, particularmente para soluciones inyectables. Los vehiculos farmacéuticos adecuados también incluyen
excipientes tales como almidon, glucosa, lactosa, sacarosa, gelatina, malta, arroz, harina, tiza, gel de silice,
estearato de sodio, monoestearato de glicerol, talco, cloruro de sodio, leche desnatada en polvo, glicerol,
propilenglicol, agua, etanol y similares. Las presentes composiciones, si se desea, también pueden contener
cantidades menores de agentes humectantes o emulsionantes, o agentes tamponantes del pH.

Las presentes composiciones pueden tomar la forma de soluciones, suspensiones, emulsiones, tabletas, pildoras,
granulos, capsulas, capsulas que contienen liquidos, polvos, formulaciones de liberacion sostenida, supositorios,
emulsiones, aerosoles, pulverizaciones, suspensiones o cualquier otra forma adecuada para su uso. En una
realizacion, el vehiculo farmacéuticamente aceptable es una capsula (véase, por ejemplo, la Patente de Estados
Unidos N° 5.698.155).

En una realizacion preferida, el compuesto activo y opcionalmente otro agente terapéutico o profilactico se formulan
de acuerdo con procedimientos rutinarios como composiciones farmacéuticas adaptadas para la administracion
intravenosa a seres humanos. Tipicamente, el compuesto activo para la administracion intravenosa son soluciones
en tampon acuoso isoténico estéril. Cuando sea necesario, las composiciones también pueden incluir un agente
solubilizante. Las composiciones para la administracion intravenosa pueden incluir opcionalmente un anestésico
local tal como lidocaina para aliviar el dolor en el sitio de la inyeccion. Generalmente, los ingredientes se suministran
por separado o se mezclan juntos en una forma de dosificacion unitaria, por ejemplo, como un polvo seco liofilizado
o concentrado libre de agua en un recipiente herméticamente sellado tal como una ampolla o bolsita que indica la
cantidad de agente activo. Cuando el compuesto activo se va a administrar por infusion, se puede dispensar, por
ejemplo, con una botella de infusién que contiene agua estéril de calidad farmacéutica o solucion salina. Cuando el
compuesto activo se administra por inyeccion, se puede proporcionar una ampolla de agua estéril para inyeccién o
solucién salina de manera que los ingredientes se puedan mezclar antes de la administracion.

Las composiciones para la administracién oral pueden estar en forma de tabletas, pastillas, suspensiones acuosas u
oleosas, granulos, polvos, emulsiones, capsulas, jarabes o elixires, por ejemplo. Las composiciones administradas
por via oral pueden contener uno o mas agentes opcionales, por ejemplo, agentes edulcorantes tales como fructosa,
aspartamo o sacarina; agentes aromatizantes tales como menta, aceite de gaulteria o cereza; agentes colorantes; y
conservantes, para proporcionar una preparacion farmacéuticamente aceptable. Ademas, cuando estan en forma de
tableta o pildora, las composiciones pueden recubrirse para retrasar la desintegracion y la absorcion en el tracto
gastrointestinal, proporcionando asi una accién sostenida durante un periodo prolongado de tiempo. Las membranas
selectivamente permeables que rodean un compuesto de accionamiento osméticamente activo también son
adecuadas para una administracion oral del compuesto activo. En estas plataformas posteriores, el compuesto de
accionamiento absorbe fluido del entorno que rodea la capsula, que se hincha para desplazar el agente o la
composicion del agente a través de una abertura. Estas plataformas de entrega pueden proporcionar un perfil de
entrega de orden esencialmente cero en oposicion a los perfiles enriquecidos de las formulaciones de liberacién
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inmediata. También se puede usar un material de retardo de tiempo tal como monoestearato de glicerol o estearato
de glicerol. Las composiciones orales pueden incluir vehiculos estandar tales como manitol, lactosa, almidon,
estearato de magnesio, sacarina de sodio, celulosa, carbonato de magnesio y similares. Tales vehiculos son
preferiblemente de calidad farmacéutica.

Ademas, el efecto del compuesto activo puede retrasarse o prolongarse mediante una formulacion adecuada. Por
ejemplo, se puede preparar un comprimido lentamente soluble del compuesto activo e incorporarlo en una tableta o
capsula. La técnica puede mejorarse fabricando granulos de diferentes velocidades de disolucion y rellenando las
capsulas con una mezcla de los granulos. Las tabletas o capsulas pueden recubrirse con una pelicula que resista la
disolucién durante un periodo de tiempo predecible. Incluso las preparaciones parenterales pueden hacerse de
accion prolongada, disolviendo o suspendiendo el compuesto en vehiculos aceitosos o emulsionados que le
permitan dispersarse solo lentamente en el suero.

Las composiciones para uso de acuerdo con la presente invencién se pueden formular de manera convencional
usando uno o mas vehiculos o excipientes fisioldgicamente aceptables.

Por lo tanto, el compuesto y opcionalmente otro agente terapéutico o profilactico y sus sales y solvatos
fisioldgicamente aceptables se pueden formular en composiciones farmacéuticas para su administracién por
inhalacion o insuflacion (por la boca o la nariz) o por via oral, parenteral o mucosa (tales como la administracion
bucal, vaginal, rectal, sublingual). En una realizacion, se usa la administracion parenteral local o sistémica.

Para la administraciéon oral, las composiciones pueden tomar la forma de, por ejemplo, tabletas o capsulas
preparadas por medios convencionales con excipientes farmacéuticamente aceptables tales como agentes
aglutinantes (por ejemplo, almidén de maiz pregelatinizado, polivinilpirrolidona o hidroxipropil metilcelulosa); rellenos
(por ejemplo, lactosa, celulosa microcristalina o hidrogenofosfato de calcio); lubricantes (por ejemplo, estearato de
magnesio, talco o silice); disgregantes (por ejemplo, almidon de patata o almidon glicolato de sodio); o agentes
humectantes (por ejemplo, laurilsulfato de sodio). Las tabletas se pueden recubrir por métodos bien conocidos en la
técnica. Las preparaciones liquidas para la administraciéon oral pueden tomar la forma de, por ejemplo, soluciones,
jarabes o suspensiones, o pueden presentarse como un producto seco para su reconstitucion con agua u otro
vehiculo adecuado antes de su uso. Dichas preparaciones liquidas pueden prepararse por medios convencionales
con aditivos farmacéuticamente aceptables tales como agentes de suspension (por ejemplo, jarabe de sorbitol,
derivados de celulosa o grasas comestibles hidrogenadas); agentes emulsionantes (por ejemplo, lecitina o acacia);
vehiculos no acuosos (por ejemplo, aceite de almendras, ésteres oleosos, alcohol etilico o aceites vegetales
fraccionados); y conservantes (por ejemplo, metil o propil-p-hidroxibenzoatos o acido soérbico). Las preparaciones
también pueden contener sales tampodn, saborizantes, colorantes y edulcorantes, segin corresponda.

Las preparaciones para la administracion oral se pueden formular de forma adecuada para proporcionar una
liberacién controlada del compuesto activo.

Para la administracion bucal, las composiciones pueden tomar la forma de tabletas o pastillas formuladas de manera
convencional.

Para la administracion por inhalacién, las composiciones para uso de acuerdo con la presente invencion se
administran convenientemente en forma de una presentaciéon en aerosol a partir de envases presurizados o un
nebulizador, con el uso de un propelente adecuado, por ejemplo, diclorodifluorometano, triclorofluorometano,
diclorotetrafluoroetano, diéxido de carbono u otro gas adecuado. En el caso de un aerosol presurizado, la unidad de
dosificaciéon puede determinarse proporcionando una valvula para suministrar una cantidad medida. Pueden
formularse capsulas y cartuchos de, por ejemplo, gelatina para su uso en un inhalador o insuflador que contienen
una mezcla en polvo del compuesto y una base en polvo adecuada tal como lactosa o almidon.

Las composiciones se pueden formular para su administracion parenteral mediante inyeccion, por ejemplo, mediante
inyeccion en bolo o infusion continua. Las formulaciones para inyeccion se pueden presentar en una forma de
dosificacion unitaria, por ejemplo, en ampollas o en recipientes multidosis, con un conservante afadido. Las
composiciones farmacéuticas pueden tomar formas tales como suspensiones, soluciones o emulsiones en vehiculos
aceitosos 0 acuosos, y pueden contener agentes de formulacion tales como agentes de suspension, estabilizantes
y/o dispersantes. Alternativamente, el ingrediente activo puede estar en forma de polvo para su constituciéon con un
vehiculo adecuado, por ejemplo, agua estéril libre de pirégenos, antes del uso.

Las composiciones también se pueden formular en composiciones rectales tales como supositorios 0 enemas de
retencion, por ejemplo, que contienen bases de supositorios convencionales tales como manteca de cacao u otros
glicéridos.

Ademas de las formulaciones descritas previamente, las composiciones también se pueden formular como una
preparacion de depdsito. Tales formulaciones de accion prolongada pueden administrarse mediante implantacion
(por ejemplo, por via subcutanea o intramuscular) o mediante inyeccion intramuscular. Asi, por ejemplo, las
composiciones farmacéuticas pueden formularse con materiales poliméricos o hidréfobos adecuados (por ejemplo,
como una emulsidén en un aceite aceptable) o resinas de intercambio i6nico, o como derivados escasamente
solubles, por ejemplo, como una sal escasamente soluble.
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En otras realizaciones de la invencion, pueden administrarse agentes de terapia de radiacion tales como isétopos
radiactivos por via oral como liquidos en capsulas o como una bebida. Los is6topos radiactivos también se pueden
formular para inyeccion intravenosa. El oncélogo experto puede determinar la formulacién y la via de administracion
preferidas.

Las composiciones pueden, si se desea, presentarse en un paquete o dispositivo dispensador que puede contener
una o mas formas de dosificacion unitarias que contienen el ingrediente activo. El paquete puede comprender, por
ejemplo, una lamina metalica o de plastico, tal como un paquete blister. El paquete o el dispositivo dispensador
pueden ir acompafados de instrucciones de administracion.

En ciertas realizaciones preferidas, el paquete o dispensador contiene una o mas formas de dosificacién unitaria que
contienen no mas de la formulacién de dosificacion recomendada como se determina en Physician's Desk Reference
(562 edicion, 2002).

Los métodos para administrar el compuesto activo y opcionalmente otro agente terapéutico o profilactico incluyen,
pero no se limitan a, la administracion parenteral (por ejemplo, intradérmica, intramuscular, intraperitoneal,
intravenosa y subcutanea), epidural y mucosa (p. €j., vias intranasal, rectal, vaginal, sublingual, bucal u oral). En una
realizacién especifica, el compuesto activo y opcionalmente otros agentes profilacticos o terapéuticos se administran
por via intramuscular, intravenosa o subcutanea. El compuesto activo y opcionalmente otro agente profilactico o
terapéutico también pueden administrarse por infusion o inyeccion en bolo y pueden administrarse junto con otros
agentes biolégicamente activos. La administracion puede ser local o sistémica. El compuesto activo y opcionalmente
el agente profilactico o terapéutico y sus sales y solvatos fisioldgicamente aceptables también se pueden administrar
por inhalacién o insuflacion (a través de la boca o la nariz). En una realizacion preferida, se usa la administracion
parenteral local o sistémica.

En realizaciones especificas, puede ser deseable administrar el compuesto activo localmente en el area que
necesita tratamiento. Esto puede lograrse, por ejemplo, y no a modo de limitacién, mediante una infusién local
durante la cirugia, aplicacion tépica, por ejemplo, junto con un vendaje para heridas después de la cirugia, mediante
inyeccion, mediante un catéter, mediante un supositorio o por medio de un implante, siendo dicho implante de un
material poroso, no poroso o gelatinoso, que incluye membranas, tales como membranas elasticas o fibras. En una
realizacion, la administracion puede ser mediante inyeccion directa en el sitio (o sitio anterior) de un tejido de placa
aterosclerdtica.

La administracién pulmonar también puede emplearse, por ejemplo, mediante el uso de un inhalador o nebulizador,
y la formulacién con un agente de aerosolizacién, o mediante perfusién en un fluorocarbono o agente tensioactivo
pulmonar sintético. En ciertas realizaciones, el compuesto activo se puede formular como un supositorio con
aglutinantes y vehiculos tradicionales, tales como triglicéridos.

En otra realizacion, el compuesto activo puede administrarse en una vesicula, en particular un liposoma.

En aun otra realizacién, el compuesto activo se puede administrar en un sistema de liberacién controlada. En una
realizacién, se puede usar una bomba. En otra realizacién, se pueden usar materiales poliméricos.

La cantidad del compuesto activo que es efectiva en el tratamiento o la prevenciéon de afecciones cardiacas se
puede determinar mediante técnicas de investigacion estandar. Por ejemplo, la dosificacion del compuesto activo
que sera efectiva en el tratamiento o la prevencion de afecciones cardiacas se puede determinar administrando el
compuesto activo a un animal en un modelo tal como, por ejemplo, los modelos animales conocidos por los expertos
en la técnica. Ademas, los ensayos in vitro se pueden emplear opcionalmente para ayudar a identificar los intervalos
de dosificacion éptimos.

La seleccion de una dosis efectiva particular puede determinarse (por ejemplo, a través de ensayos clinicos) por un
experto en la materia basandose en la consideraciéon de varios factores que seran conocidos por los expertos en la
técnica. Tales factores incluyen la enfermedad a tratar o prevenir, los sintomas implicados, la masa corporal del
sujeto, el estado inmune del sujeto y otros factores conocidos por los expertos en la técnica.

La dosis precisa a emplear en la formulacion también dependera de la via de administracion y de la gravedad del
desgaste relacionado con la enfermedad, y debe decidirse de acuerdo con el juicio del médico y las circunstancias
de cada sujeto. Las dosis efectivas se pueden extrapolar a partir de curvas dosis-respuesta derivadas de sistemas
de prueba de modelos in vitro o animales.

La dosis del compuesto activo a administrar a un sujeto, tal como un ser humano, es bastante variable y puede
someterse a juicio independiente. A menudo es practico administrar la dosis diaria del compuesto activo a varias
horas del dia. Sin embargo, en cualquier caso dado, la cantidad del compuesto activo administrado dependera de
factores tales como la solubilidad del componente activo, la formulacién utilizada, el estado del sujeto (tal como el
peso) y/o la via de administracion.

El intervalo general de las cantidades efectivas del compuesto activo solo o en combinacién con otro(s) agente(s)
profilactico(s) o terapéutico(s) es de aproximadamente 0,001 mg/dia a aproximadamente 1000 mg/dia, mas
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preferiblemente de aproximadamente 0,001 mg/dia a 750 mg/dia, mas preferiblemente de aproximadamente 0,001
mg/dia a 500 mg/dia, mas preferiblemente de aproximadamente 0,001 mg/dia a 250 mg/dia, mas preferiblemente de
aproximadamente 0,001 mg/dia a 100 mg/dia, mas preferiblemente de aproximadamente 0,001 mg/dia a 75 mg/dia,
mas preferiblemente de aproximadamente 0,001 mg/dia a 50 mg/dia, mas preferiblemente de aproximadamente
0,001 mg/dia a 25 mg/dia, mas preferiblemente de aproximadamente 0,001 mg/dia a 10 mg/dia, mas
preferiblemente de aproximadamente 0,001 mg/dia a 1 mg/dia. Por supuesto, a menudo es practico administrar la
dosis diaria de compuesto en porciones, a varias horas del dia. Sin embargo, en cualquier caso dado, la cantidad de
compuesto administrado dependera de factores tales como la solubilidad del componente activo, la formulacién
utilizada, el estado del sujeto (tal como el peso) y/o la via de administracion.

Un medicamento popular contra el cancer es el taxol. Los intervalos de dosificacion tipicos de taxol incluyen menos
de 10 mg a 100 mg o mas. Las dosis particulares de taxol incluyen aproximadamente 5 mg, 10 mg, 20 mg, 40 mg,
50 mg, 60 mg, 80 mg, 100 mg, 150 mg, 200 mg. Por lo general, estas son dosis diarias. En general, las dosis mas
altas son menos preferidas debido a posibles alteraciones gastricas. Las dosis terapéuticas pueden oscilar entre 40
y 80 mg por dia cuando sea tolerable por un sujeto.

La invencion proporciona cualquier método de administracion de dosis mas bajas de agentes conocidos (por
ejemplo, taxol) de los que se pensé anteriormente que eran Utiles para la prevencion o el tratamiento del cancer.

La invencién proporciona un paquete o kit farmacéutico que comprende uno o mas recipientes que contienen un
compuesto activo y opcionalmente uno o mas agentes profilacticos o terapéuticos Utiles para la prevencion o el
tratamiento del cancer. La invencién también proporciona un paquete o kit farmacéutico que comprende uno o mas
recipientes que contienen uno o mas de los ingredientes de las composiciones farmacéuticas. Opcionalmente
asociado con dicho(s) contenedor(es) puede ser un aviso en la forma prescrita por una agencia gubernamental que
regule la fabricacion, el uso o la venta de productos farmacéuticos o bioldgicos, cuyo aviso refleje la aprobacién por
parte de la agencia de fabricacion, el uso o la venta para administracion humana; o instrucciones para el uso de la
composicion.

La presente invencion proporciona kits que se pueden usar en los métodos anteriores. En una realizacion, el kit
comprende el compuesto activo, en uno o mas recipientes, y opcionalmente uno o mas agentes profilacticos o
terapéuticos utiles para el tratamiento del cancer, en uno o mas recipientes.

EJEMPLOS

Ejemplo 1: Sintesis de ribosido de nicotinato de 2',3',5-triacetil etilo (1-[3,4-diacetiloxi-5-(acetiloximetil)oxolan-2-il]-
piridin-3-carboxilato de etilo)

Se afiadi6 lentamente un equivalente de trifluorometanosulfonato de trimetilsililo (TMSOTTf) en nicotinato de etilo (0,9
ml, 6,6 ml) y 1,2,3,5-tetra-O-acetil-B-D-ribofuranosa (1,4 g, 4,4 mmol) en 50 mL de cloruro de metileno anhidro a
temperatura ambiente. La mezcla luego se calento a reflujo durante 8 horas. La TLC tefida con H.SO4 en MeOH
mostro la desaparicion de 1,2,3,5-tetra-O-acetil-B-D-ribofuranosa, y un producto casi puro. El producto podia usarse
directamente para el siguiente paso después de que se evaporo el cloruro de metileno.

Ejemplo 2: Sintesis de B-NAR (ribdsido de nicotinamida)

Se afiadio 2',3',5"-triacetil etil nicotinato ribésido (180 mg, 0,44 mmol) en 4,7 ml de NH3s 4N/MeOH en hielo. Después
de mezclar bien, la reaccion se almacend a 4°C durante la noche. Después de eliminar el metanol al vacio, el
residuo se disolvié en agua y se extrajo con acetato de etilo tres veces para eliminar la impureza no polar. La capa
de agua se concentré luego y se inyectd en HPLC inversa para la purificacion (columna de Waters xTerra Prep
RP18®, 2 ml/min, acetato de amonio 20 mM).

Ejemplo 3: O-alquil B-nicotinato ribésidos

Se afadio ribdsido de 2',3',5'-triacetil etil nicotinato (25 mg, 0,61 ymol) en 0,9 ml de NaOMe/MeOH (255 mM) o
NaOEYEtOH (312 mM) en hielo. Después de mezclar bien, la reaccién se almacend a -20°C durante la noche. La
reaccion se inactivé con la adicion de acido acético a pH = 7. Después de eliminar el disolvente organico a vacio, el
residuo se disolvio en agua y se extrajo con ciclohexano para eliminar las impurezas no polares. La capa de agua se
concentrd luego y se inyectd en HPLC inversa para su purificacion.
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Tabla 1

Entrada (figura 1) | R Temp.
14 -OCHj3 -20°C
15 -OCH2CH;3 -20°C
16 -OCH,CH20OH | -20°C

Ejemplo 4: N-alquil B-nicotinamida ribésidos

Se afiadio cloruro de nicotina (1,78 g, 10 mmolL) a fenol (1,29 g, 12 mmoL) en 10 ml de THF. Después se afiadieron
trietilamina (5 ml) y piridina (5 ml) a la mezcla, que luego se agité a temperatura ambiente durante la noche.
Después de que el THF se evaporara, la mezcla se lavé luego con acetato de etilo en agua tres veces. La capa
organica se purificé entonces con columna de silice (Hexano:EtOAc = 4:1) para dar el producto puro. El ribésido se
prepar6 de acuerdo con el procedimiento proporcionado en el Ejemplo 1. Este éster de fenol (25 mg, 0,61 pymol) se
afnadi6 a diversas aminas (400 uM) en 0,9 ml de trifluoroetanol. Después de mezclar bien, la reaccion se almacend a
4°C durante la noche. El dia siguiente, se afadi6 4N de NH3z/MeOH a la mezcla de reaccién, y la reaccion se
almacend a -20°C durante la noche. Después de que la reaccién se inactivara con la adicion de HCI para hacer que
el pH fuera <7, el disolvente organico se eliminé al vacio. El residuo se disolvié en agua y se aislé con una
extraccion desechable de Octadecil-C18.

Tabla 2
Entrada (Figura 1) | Intermedio | Temp. Disolvente | Producto Rendimiento (%)

L Solv. T

—rv =V

3 R'=C2Hs | MeOH 4°C R =NH: 85
4 R'=CzHs | MeOH -20°C R = OCH3 85
5 R'=CzHs | EtOH -20°C R = OCzHs 81
6 R'= CzHs R=0H 80
9 R'=CeHs | TFE 4°C R = NHCHjs 80
10 R'=CeHs | TFE 4°C R =NHC2Hs 80
11 R'=CeHs | TFE 4°C R =NHCH;CH=CH; | 80
12 R'=CeHs | TFE 4°C R = NHC2HsNH: 55
13 R'=CeHs | TFE 4°C R = NH(CHj3): 52
Ejemplo 5

Sintesis de ribdsido de acido B-nicotinico (acido 1-[3,4-dihidroxi-5-(hidroximetil)oxolan-2-il]piridina-5-carboxilico)

Se disolvio 1-[3,4-diacetiloxi-5-(acetiloximetil)oxolan-2-il]-piridin-3-carboxilato de metilo en tampoén de fosfato (150
mM, pH = 7,0). Se afadieron 10 pl de esterasa a la mezcla y se mezclé bien. La reaccion se realizé a 25°C durante
la noche. La inyeccion de HPLC mostré un producto puro al 98%.

Ejemplo 6 (comparativo). Aumento de los niveles celulares de NAD+ producidos con medio enriquecido con
Nicotinamida Ribdsido (NAR)

Se sembraron células madre embrionarias de ratén sobre matraces de cultivo celular (250 ml, 75 sz) y se cultivaron

hasta una confluencia del 50% en 48 horas después del paso. A las 48 horas se separaron 2 matraces como
controles y se usaron 2 matraces para determinar el efecto de NAR sobre la biosintesis de NAD+. Las células se
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trataron con HCIO4 1 M y una cantidad especifica de "*0-NAM (mononucledtido de nicotinamida) y '*0-NAD+. Las
muestras se fraccionaron por HPLC vy las fracciones que contenian NAM y NAD+ se analizaron mediante ESI-MS y
MALDI-MS, respectivamente. La relacion maxima ('°0/*0) se usé para cuantificar cantidades de NAM y NAD+ en
cada muestra. Se encontré que las células tratadas con NAR muestran una mayor concentracion de NAD+ en
comparacion con los controles. De acuerdo con la medicion de los inventores, el nivel de NAD+ en las células
tratadas con NAR es 3886,6 pmoL/mg de proteina celular y contenido de acido nucleico, y el NAD+ en las células
control es solo 1782,2 pmoL/mg de proteina celular y contenido de acido nucleico. La proteina celular y el contenido
de acido nucleico se midieron por separado (véase la figura 3).

Ejemplo 7 (comparativo). Efecto de nicotinamida ribésido (NAR) sobre la muerte celular mediada por mms

Se pasan células madre embrionarias de ratén a 7 matraces (250 ml, 75 cm?) con 20 ml de medio [Para 500 ml: la
modificacion de Dulbecco del medio Eagle, glutamina 2 mM, suero de bovino fetal calificado al 10% ES al 10%,
penicilina/estreptomicina (5 ml 100 x), aminoacidos no esenciales (5 ml 100 %), piruvato sédico (5 ml 100 x), 4 ul de
beta-mercapto-etanol y concentracion final del factor inhibidor de la leucemia 1000 unidades/mL], nombrado desde
el no. 1 al no. 7. Después de 2 dias de incubacién a 37°C con 5% de CO,, se aiadido NAR al matraz n° 3, 5, 7 para
hacer la concentracion final a 1 mM, y las células se incubaron durante otro dia. Se afiadié Mms (200 mM) al matraz
n®2, 3, 4,5, 6, 7 para obtener una concentracion final de 1 mM. El matraz celular n. ° 1 se mantiene como control y
se utiliza para el paso. Después de 3 horas de incubacién, se cambioé el medio reciente por el matrazn®4, 5,6,7.Y
la Células no. 2 y 3 son cosechadas. Después de 6 horas, se cosechd el tratamiento de mms, Célula no. 4, 5. Y las
Células no. 6, 7 se cosechan a las 9 h de tratamiento de mms. Las células de cosecha (las vivas) se cuentan para
determinar el porcentaje de muerte con azul de tripano (ver figura 2).

Ejemplo 8 (comparativo). Supervivencia celular

Las células madre embrionarias de ratén se pasan a 2 matraces (250 ml, 75 sz) con 20 ml de medio, denominados
n°. Ay n° B. Después de 2 dias de incubacion a 37°C con 5% de COg, se afiadid NAR al matraz n°. A para obtener
la concentracion final a 1 mM, y ambas células se incubaron durante otro dia. Se afiadi6 Mms (200 mM) a ambos
matraces n°. A y n°. B para obtener una concentracion final de 1 mM. Después de 3 horas de incubacion, cada
cultivo celular (con/sin tratamiento de NR) se pasa a dos nuevos matraces con/sin 1 mM de NAR. Después de dos
dias de incubacién, el recuento de la supervivencia del cultivo en cada uno de estos 4 nuevos matraces: medio
mms/control, medio mms/NAR; medio mms + NAR/control; medio mms + NAR/NAR. Se descubrié después del
tratamiento con mms que las células cultivadas se dafiaban seriamente y que solo tenian una supervivencia muy
baja después del paso. Sin embargo, en comparacién con otros, el cultivo celular tratado con NAR proporciona los
numeros de cultivo mas altos. El recuento de células por hemocitometria se usé para determinar la supervivencia
frente al nimero de células (véase la figura 4).

Ejemplo 9 (comparativo). Efectos de las estatinas sobre la viabilidad celular y la mitigacion de la toxicidad por
nicotinamida ribésido

Se pasan cantidades iguales de células madre embrionarias de ratén en dos placas de cultivo tisular de 6 pocillos
(10 cm? cada pocillo) con 3 ml de medio [Para 500 ml: modificacion de Dulbecco de medio Eagle, glutamina 2 mM,
Suero Fetal Bovino ES al 10% calificado al 10%, penicilina/estreptomicina (5 ml 100 x), aminoacidos no esenciales
(5 ml 100 x), piruvato sddico (5 ml 100 x), 4uL de beta-mercapto-etanol y concentracion final del factor inhibidor de
leucemia 1000 unidades/ml], denominado desde el n. ° 1 al n. ° 6. Después de 2 dias de incubacién a 37°C con CO;
al 5%, se afiadieron diferentes concentraciones de lovastatina 0, 50, 250, 800, 2000 y 10000 nM a los pocillos 1-6 en
cada placa, respectivamente. Las dos placas se denominaron NR y no NR para representar el tratamiento y la falta
de tratamiento con el compuesto nicotinamida ribésido (NR). Cada pocillo en la placa NR se traté con 10 yL de NR
150 mM para hacer una concentracion final de NR en cada pocillo de 500 uM. A los 2, 4 y 7 dias las células se
analizaron mediante recuento de células y mediante ensayo de MTT después de tratar con tripsina las células para
despegarlas de las placas. A los 2 y 4 dias las células se volvieron a sembrar a partir de cada pocillo individual en
nuevos pocillos en placas nuevas de 6 pocillos y se trataron inmediatamente con la misma concentracion de NR y
estatinas que las células del pocillo de origen. Las células sembradas fueron idénticas en numero de las células
viables en cada caso segun se determind contando las células con una dilucion apropiada de las células
tripsinizadas de cada pocillo.

La viabilidad celular en cada punto de tiempo se represento frente a la concentracion de estatinas para determinar la
IC50 de la estatina en la placa con NR y sin NR donde IC50 se define como la concentracion de estatinas que
reduce la viabilidad celular en un 50% en las condiciones experimentales. La estatina tipicamente reduce la
viabilidad celular en un 50% a una concentracion entre 130 nM-300 nM en cada punto de tiempo para las células no
tratadas con NR (Figura 8). En presencia de NR, la CI50 de la estatina aumenta moderadamente a los 2 dias de
tratamiento y de dos a tres veces después de 4 y 7 dias de tratamiento (Figura 8). Esto muestra que NR mitiga la
toxicidad de estatinas de una manera significativa con NR disponible en medios celulares.

La viabilidad celular medida por recuento celular y el ensayo MTT es significativamente mayor en el grupo tratado
con NR versus sin NR virtualmente en cada concentracion de estatinas, lo que da como resultado una IC50 mayor
para las estatinas en presencia de NR (566 nM, determinada por el conteo celular; 656 nM determinado por el
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ensayo de MTT) frente a la ausencia de NR (248 nM, determinado por recuento de células; 216 nM determinado por
el ensayo de MTT). Destacadamente, a la concentracion de estatinas mas alta medida, 10 uM, los porcentajes
significativos de células viables permanecen en el grupo tratado con NR, medido tanto por recuento celular como por
ensayo MTT, mientras que la viabilidad celular en el grupo sin NR es casi completamente inviable. El analisis de los
datos utilizado fue analogo en los resultados de los dias 2 y 4 que se muestran graficamente en la FIG. 8.

Ejemplo 10. Evaluacion de diferentes derivados de ribésido de nicotinato como formas biodisponibles de niacina que
estimulan la sintesis de NAD+ en células

Se sembraron células Hela en una placa de 6 pocillos a 37°C con 5% de CO, durante 24 horas. Los compuestos
sintetizados (NAR: rib6sido de acido nicotinico, O-etil-NR: ribésido de nicotinato de etilo, Intermedio: TAENR,
ribdsido de triacetil-etil-nicotinato, véase la Figura 10) se afiadieron a las células separadamente después de 24
horas (no se afiadié ningun compuesto para el control). Las células se incubaron entonces durante otras 24 horas
antes de la cosecha. Las células se trataron con tripsina y se extrajo una alicuota para contar. Las células se
sedimentaron y luego se disolvieron en 100 ul de acido perclorico al 7%, y se afiadieron 535,5 pmolL de '®0O-NAD+
(95% enriquecido isotdpicamente) a cada muestra. Después de mezclar bien, las muestras se sedimentaron y luego
se neutralizaron con NaOH para hacer pH = 7~8. Las muestras se centrifugaron luego durante 3 minutos y el
sobrenadante (100 ul) se inyect6 en una columna C-18 (detector de red de diodos L2450 de la bomba Hitachi HPLC
L2130) y se separaron para aislar el pico que contenia NAD+. La elucion se recogidé durante el pico de NAD+ y la
solucion se congel6 y liofilizé. La muestra fue analizada por MALDI-MS en modo de detecciéon de iones positivos
para determinar el contenido de NAD+ (Tabla 3) midiendo los picos m/z = 664 (**0O-NAD+ y 666 ('°0-NAD+).

El experimento sugiere que diferentes formas de ribosidos de nicotinato estan disponibles como fuentes
metabolizables de niacina y que estas formas quimicas de niacina de nueva composicion tienen el efecto de
aumentar sustancialmente las concentraciones de NAD+ en las células como se determina mediante un ensayo
cuantitativo de MS. Los aumentos en las concentraciones de NAD+ dentro de las células pueden conducir a
beneficios clinicos. EI aumento minimo en la concentracion de NAD+ en las células que observamos fue de 618
pmol por millén de células (Tabla 3, y grafico de barras Figura 9) en células no tratadas hasta 1004 pmol por millon
de células en el caso del tratamiento con 500 micromolar del compuesto ribésido de nicotinato de O-etilo Esto
representa un aumento del 62% sobre el control del contenido NAD+. El aumento de la concentracion de este
compuesto a 800 micromolar condujo a un aumento en la concentracion de NAD+ de aproximadamente tres veces
(Tabla 3). De forma similar, el ribésido de acido nicotinico y el compuesto completamente esterificado tri-acetil-
etilnicotinato ribésido fue capaz de aumentar las concentraciones de NAD+ en las células en un 60% y tres veces
respectivamente (Tabla 3). Estos datos demuestran que estos derivados son metabolizados por las células y
aumentan las concentraciones de NAD+ en las células de manera sustantiva (60-300%). Estos compuestos
aumentan el NAD+ intracelular.

Tabla 3: Contenido de NAD+ (pmolL) en células ES después de tratarse con diferentes compuestos

Compuestos 664/666 | "°O-NAD+ O-NAD+ Numero de células | [NAD+])/10° células
(pmol) (pmol) (*10°) (pmol)

NAR (669 uM) 4,11 2201,2 535,5 2,04 1079

O-etii NR (500 | 2,02 10841 535,5 1,08 1004

uM)

O-etii NR (803 | 4,90 26227 535,5 1,17 2242

uM)

TAENR (750 uM) | 8,28 44322 535,5 2,16 2052

Control 2,01 1075,5 535,5 1,74 618

NAR: ribésido de acido nicotinico, O-etil-NR: ribésido de nicotinato de etilo, TAENR, triacetil-etil-nicotinato de
ribésido

Ejemplo 11. Reduccion de la toxicidad de estatinas

Las células ES crecieron en cuatro placas de 6 pocillos a 37°C con 5% de CO; durante 24 horas. Las células se
trataron después con lovastatina 0,800 6 5000 nM (concentracion final) y también se trataron con uno de NAR 500
pM, OENR 1 mM, TAENR 1 mM o ningin compuesto. Después de 48 horas, se eliminaron los medios celulares y las
células se recogieron por tripsinizacion. Las células se contaron por hemocitometria y usando tincién con yoduro de
propidio para evaluar la viabilidad. Las células se contaron para ningun tratamiento con estatinas y con tratamiento
con estatinas 800 nM y 5 uM en cada grupo. El porcentaje de muerte celular fue determinado por las células viables
en cada grupo dividido por los numeros de células en el grupo correspondiente no tratado con estatinas. Los
recuentos de células fueron similares en los controles de cada grupo (sin estatinas) lo que indicaba una baja
toxicidad de los compuestos ribosidicos de nicotinato afiadidos a las células tratadas.
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La figura 10 muestra datos que sugieren que la toxicidad de estatinas puede ser mitigada por compuestos
ribosidicos de nicotinato. Los porcentajes de muerte celular mas bajos muestran que los compuestos ribosidicos de
nicotinato evitan que las células sucumban al tratamiento tdxico con estatinas. Se cree que estos compuestos
pueden entrar en el metabolismo de NAD+ como lo demuestra el estudio de los inventores de la potencia de estas
moléculas como precursores de NAD+ y, de ese modo, proteger a las células del estrés o la toxicidad. Por lo tanto,
varios trastornos degenerativos que resultan de procesos de enfermedad pueden tratarse usando estos compuestos.

Ejemplo 12. Toxicidad de derivados de ribdsido de nicotinamida seleccionados

A placas de 96 pocillos, se incubaron células ES de ratéon en medio de cultivo celular durante un periodo de 24 horas
sin compuesto (control) dimetil nicotinamida ribésido (1 mM) o N-alil nicotinamida ribésido (1 mM). Después de un
periodo de 24 horas, las células se trataron con reactivo MTT y se incubaron adicionalmente a 37 grados
centigrados durante tres horas adicionales. Después de este tiempo, los medios se eliminaron mediante pipeta y se
afiadio DMSO para solubilizar el colorante. El color purpura se midié a 590 nm en un lector de placas para evaluar la
viabilidad celular. Todas las muestras se corrieron por duplicado y la lectura promedio de MTT se compar6 con la
lectura promedio versus el control. N-alil-nicotinamida-ribésido es capaz de reducir la proliferacion celular en
comparacion con los controles que no se tratan con el compuesto (Figura 12).

Ejemplo 13. Sintesis y caracterizacion quimica

Todos los disolventes organicos y reactivos se compraron de Sigma-Aldrich Corporation y VWR Scientific y se
usaron sin purificacion adicional. El sistema HPLC consiste en un sistema Hitachi EZChrom Elite HPLC con una
matriz de diodos L2450 como detector. El sistema de purificacion empleé un sistema de fase movil que implicaba 20
mM de tampén de acetato de amonio con un caudal de 2,0 ml/min y una columna Waters Delta PAK C18 (15 pym,
300 x 7,8 mm). Los espectros de masas MALDI se obtuvieron del centro de Recursos Proteémicos de la Universidad
Rockefeller con el uso del Espectrometro de Masas DERP MALDI-TOF PerSeptive Voyager. Los espectros de
HRMS se obtuvieron del Hunter College Mass Spectrometry Facility. Los espectros de 'H y C RMN se registraron
en el espectrometro de RMN de Bruker que opera a 400 MHz (DPX Avance), respectivamente. Los desplazamientos
quimicos de H y 3C se expresan en ppm con respecto a los picos de disolvente de deuterio estandar.

Nicotinato de fenilo:

Se afadié cloruro nicotinico (1,78 g, 10 mmolL) a fenol (1,29 g, 12 mmoL) en 10 ml de tetrahidrofurano (THF).
Después se afiadieron trietilamina (5 ml) y piridina (5 ml) a la mezcla, que luego se agit6 a temperatura ambiente
durante la noche. Después de evaporar el THF, la mezcla se lavd con acetato de etilo en agua tres veces. La capa
de acetato de etilo (EtOAC) se purificd entonces con columna de silice (Hexano:EtOAc = 4:1) para dar el producto
puro. 1H NMR (400 MHz, CDCls): & = 9,40 (s, 1 H), 8,86 (d, 1 H), 8,46 (d, 1 H), 7,45 (m, 3 H), 7,32 (d, 1 H), 7,24 (m,
2H).

2',3',5-Triacetil etil nicotinato ribésido (2):

AcO
0

N—vs

OAc OAc

1 equiv. de trifluorometanosulfonato de trimetilsililo (TMSOTf) se afiadié lentamente en nicotinato de etilo (0,9 ml, 6,6
ml) y 1,2,3,5-tetra-O-acetil-B-D-ribofuranosa (1,4 g, 4,4 mmol) en 50 ml de cloruro de metileno anhidro a temperatura
ambiente. La mezcla se calenté luego a reflujo durante 8 horas. La TLC (MeOH: MeOH: TEA = 5: 0,3: 0,05) tefiida
con 10% de H2SO4 en MeOH mostré la desaparicion de la ribofuranosa, y un producto casi puro. El producto 2 se
uso luego directamente para la siguiente etapa después de que se evaporo el cloruro de metileno. MS: M/Z (%):
410,06 (14, [M]"), 259,0 (100), 138,9 (22).
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2',3',5-Triacetil fenil nicotinato ribosido (8):

AcO
8]

N—r

OAc  OAc

1 equiv. de trifluorometanosulfonato de trimetilsililo (TMSOTf) se afiadié lentamente a fenil nicotinato (100 mg, 0,41
mmol) y 1,2,3,5-tetra-O-acetil-B-D-ribofuranosa (159 mg, 0,5 mmol) en 15 ml de cloruro de metileno anhidro a
temperatura ambiente. La mezcla luego se calenté a reflujo durante 5 horas. La TLC (MeOH: MeOH: TEA = 5: 0,3:
0,05) tefida con 10% de H>SO4 en MeOH mostro la desaparicion de 1, y un producto casi puro. El producto pudo
usarse directamente para el siguiente paso después de que se evaporara el cloruro de metileno. MS: M/Z (%): 458,1
(12, [M]"), 139,0 (64), 200,0 (76).

B-nicotinamida ribosido (3)

NHz

HO
QO

N—u

OH OH

El compuesto 2 (180 mg, 0,44 mmol) se ahadié a 4,7 ml de 4N de NH3/MeOH en hielo. Después de mezclar bien, la
reaccion se almaceno a 4°C durante la noche. Después de eliminar el metanol a vacio, el residuo se disolvié en
agua y se extrajo con acetato de etilo tres veces para eliminar las impurezas no polares. La capa de agua se
concentro luego y se inyecté en HPLC inversa para la purificacion. 1H NMR (400 MHz, D,O): & = 9,60 (s, 1 H), 9,31
(d, 1 H), 8,92 (d, 1 H), 8,16 (t, 1 H), 6,06 (d, 1 H), 4,31 (m, 2H), 4,19 (t, 1H), 3,90 (dd, 1H), 3,74 (dd, 1H). 13C RMN
(300 MHz, D,O): & = 146,0, 143,0, 141,3, 128,7, 100,2, 88,1, 77,7, 70,2, 60,6. MS: 255 (67, [M]"), 133,0 (4), 123,0
(82). HRMS (ESI) m/z [M]" calculado para C11H1sN205 255,09755, encontrado 255,09801.

O-alquil B-nicotinico ribésido (4, 5):

o
OR
N:
HO
o)
N—vs R=CH;, -CHs
OH OH

El compuesto 2 (25 mg, 0,61 ymol) se afiadié a 0,9 ml de NaOMe/MeOH (255 mM, para formar 4) o NaOEt/EtOH
(312 mM, para formar 5) en hielo. Después de mezclar bien, la reacciéon se almacen6 a -20°C durante la noche. La
reaccion se inactivé con la adicion de acido acético a pH = 7. Después de eliminar el disolvente organico a vacio, el
residuo se disolvio en agua y se extrajo con ciclohexano para eliminar las impurezas no polares. La capa de agua se
concentrd luego y se inyectd en HPLC inversa para su purificacion.

O-metil B-nicotinico ribésido (4): 1H RMN (400 MHz, D20O): 6 = 9,74 (s, 1 H), 9,24 (d, 1 H), 9,05 (d, 1 H), 8,23 (t, 1 H),
6,21 (d, 1H), 4,42 (m, 2H), 4,29 (t, 1H), 3,99 (m, 4H), 3,84 (dd, 1H), 13C RMN (300 MHz, D-0): & = 147,8, 144,0,
142,2, 129,0, 100,5, 87,9, 77,8, 69,9, 60,4, 54,4. MS: m/z (%): 270,1 (42, [M]"), 152,1 (81), 138,0 (92). HRMS (ESI)
m/z [M]" calculado para C12H1s NOg 270,09721, encontrado 270,09737.
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O-etil B-nicotinico ribésido (5): 1H NMR (400 MHz, D,O): & = 9,86 (s, 1 H), 9,37 (d, 1 H), 9,20 (d, 1 H), 8,37 (t, 1 H),
6,35 (d, 1 H), 4,55 (m, 4 H), 4,44 (t, 1 H), 4,15 (dd, 1 H), 3,98 (dd, 1 H), 1,49 (t, 3 H). 13C RMN (300 MHz, D,0): & =
148,9, 145,0, 143,5, 129,8, 101,7, 88,8, 79,0, 70,8, 65,7, 61,4, 15,0. MS: m/z (%): 284,1 (77, [M]"), 256,0 (6), 212,0
(83), 133,0 (7), 124,0 (14). HRMS (ESI) m/z [M]" calculado para C13H1sNOgs 284,11286, encontrado 284,11339.

Riboésido de acido B-nicotinico (6)

0

OH

HO
o)
N—vr

OH OH

El compuesto 5 se disolvié en tampén de fosfato (150 mM, pH = 7,0). Se afiadieron 10 pl de esterasa a la mezcla y
se mezclod bien. La reaccion se realizd a 25°C durante la noche. La inyeccion de HPLC mostré que la pureza del
producto esta por encima del 98%. 1H NMR (400 MHz, D;0): & =; MS: m/z (%): 256,1 (3, [M]+), 228,0 (80), 207,1
(42), 146,1 (17), 124,0 (23).

Derivados de N-alquil B-NAR (9, 10, 11, 12, 13):

O
NHR
N
HO R=CH;
0 -C,yHgq
-CH,CH-CH,
N—r -CH;CH,NH,
OoH  OH

El compuesto 8 (25 mg, 0,61 umol) se afiadié a diversas amina (400 uM) en 0,9 ml de trifluoroetanol. Después de
mezclar bien, la reaccion se almacend a 4°C durante la noche. El dia siguiente, se afiadié 4N de NH3/MeOH a la
mezcla de reaccion, y la reaccion se almacené a -20°C durante la noche. Después de que la reaccion se inactivara
con la adicion de HCI para hacer que el pH fuera <7, el disolvente organico se eliminé al vacio. El residuo se disolvié
en agua y se aislo con una columna de extraccion desechable de Octadecil-C18.

N-metil B-nicotinamida ribésido (9): 1H RMN (400 MHz, D,0O): & = 9,58 (s, 1 H), 9,28 (d, 1 H), 8,95 (d, 1 H), 8,30 (t, 1
H), 6,27 (d, 1 H), 4,75 (1 H), 4,53 (m, 1 H), 4,39 (t, 1 H), 4,08 (dd, 1 H), 3,93 (dd, 1 H), 3,00 (s, 3 H). 13C RMN (300
MHz, D,O): & = 145,3, 142,4, 140,0, 128,4, 100,0, 87,8, 77,5, 69,9, 60,2, 27,5. MS: m/z (%): 269,1 (13, [M]"), 248,0,
212,0, 137,0 (100). HRMS (ESI) m/z [M]" calculado para C12H17 N2Os 269,11320, encontrado 269,11378.

N-etil -nicotinamida ribésido (10): 1H NMR (400 MHz, D;0): & = 9,57 (s, 1 H), 9,27 (d, 1 H), 8,95 (d, 1 H), 8,29 (t, 1
H), 6,27 (d, 1 H), 4,52 (m, 2 H), 4,38 (t, 1 H), 4,07 (dd, 1 H), 3,92 (dd, 1 H), 3,49 (q, 2 H), 1,26 (t, 3 H). 13C RMN (300
MHz, D,O): & = 145,8, 142,7, 140,3, 129,0, 100,5, 88,0, 77,8, 70,0, 60,6, 36,0, 13,4. MS: m/z (%): 283,1 (93, [M]"),
227 (50), 207,1 (100), 151,1 (44).

N-alil B-nicotinamida ribésido (11): 1H NMR (400 MHz, D;0): 6 = 9,59 (s, 1H), 9,28 (d, 1 H), 8,98 (d, 1 H), 8,30 (t, 1
H), 6,27 (d, 1 H), 5,99 (m, 1 H), 5,27 (m, 1 H), 4,52 (m, 2 H), 4,38 (t, 1 H), 4,08 (m, 3 H), 3,92 (dd, 1 H). 13C RMN
(300 MHz, D2O): & = 146,2, 143,5, 140,7, 133,7, 129,4, 117,3, 100,9, 88,4, 78,2, 70,8, 61,0, 43,5. MS: m/z (%): 295,1
(63, [M]"), 163,1 (98), 133,1 (5), 123,1 (88).

N-etanol B-nicotinamida ribosido (12): 1H RMN (400 MHz, D,O): & = 9,55 (s, 1H), 9,24 (d, 1H), 8,93 (d, 1H), 8,24 (t,
1H), 6,22 (d, 1H), 5,99 (m, 1H), 4,48 (m, 2H), 4,33 (t, 1H), 4,02 (dd, 1H), 3,87 (dd, 1H), 3,77 (t, 2H), 3,58 (t, 2H), 13C
RMN (300 MHz, D;0): & = 145,0, 142,7, 140,3, 128,2, 99,3, 88,0, 77,8, 69,6, 59,9, 48,5, 41,9. MS: m/z (%): 295,1
(63, [M]"), 163,1 (98), 133,1 (5), 123,1 (88).

N-dimetil B-NAR:
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HO
o]

N—7

OH OH

MS: m/z (%): 283,3 (13, [M]"), 151,2 (100).
Derivados de 5'-O-acetil N-alquil B-NAR (9', 10, 11', 12", 13 ")

0
NHR
N:
AcO R=CH,
'{.':'Hﬁ
Q CH,CH-CH,
Ne—r -CHCH,NH,
OH OH

5 El compuesto 8 (25 mg, 0,61 umol) se afiadié a diversas amina (400 uM) en 0,9 ml de trifluoroetanol. Después de
mezclar bien, la reaccién se almacend a 4°C durante la noche. Después de que la reaccion se inactivara con la
adicion de HCI para hacer que el pH fuera <7, el disolvente organico se eliminé al vacio. El residuo se disolvié en
agua y se aislo con una columna de extraccion desechable Octadecil-C18.

5'-O-acetil N-metil B-nicotinico ribésido (9'): 1H RMN (400 MHz, D,O) & = 9,42 (s, Hz, 1H), 9,23 (d, He, 1H), 8,98 (d,
10 Ha, 1H), 8,33 (t, Hs, 1H), 6,30 (d, Hy, 1H), 4,73 (t, Hz, 1H), 4,55 (m, 3H), 4,40 (t, Hz, 1H), 3,02 (s, 3H), 2,11 (s, 3H).
MS: m/z (%): 311,1 (67, [M]"), 269,1 (13), 221,1 (13), 137,1 (100).

5'-O-acetil-N-etil-B-nicotinico ribésido (10"): MS: m/z (%): 325,1 (12, [M]*), 283,1 (7), 151,1 (77), 139,1 (22), 115,1
(68).
5'-O-acetil N-alil-B-nicotinico ribdsido (11'): MS: m/z (%): 337,1 (18, [M]"), 163,0 (71), 138,0 (100), 124,0 (18)

15 5'-O-etilendiamina N-metil-B-nicotinico ribésido (12'): MS: m/z (%): 340,2 (100, [M]*), 298,1 (44), 166,1 (100), 124,0
(82)

AcO
Q

N—v

OH OH

5'-O-acetil N-dimetil-B-nicotinamida ribésido (300 MHz, D,O) & = 9,23 (s, Hz, 1H), 9,19 (d, He, 1H), 8,78 (d, Ha, 1H),
8,32 (t, Hs, 1H), 6,28 (d, Hy, 1H), 4,72 (m, Hs, 1H), 4,55 (t, Hz, 1H), 4,52 (d, Hs, 2H), 4,40 (t, Hz, 1H), 3,17 (s, 3H),
20 3,08 (s, 3H), 2,10 (s, 3H). MS: m/z (%): 325,1 (92, [M]"), 283,1 (2) 151,1 (100).
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto que tiene la férmula:

Q
2 Ji
}Iq ;!/’1:;,,',, R 1
O, L
LN
?3 0
R RA

y complejos de sal de los mismos, en donde R' se selecciona del grupo que consiste en alquilamino, -
NHCH2CH2NH;, -NHCH2CH-0H, alilamino, dialquilamino, alquiloxi, -OCH,CH,OH, y ariloxi, y

R? R® y R* son cada uno hidrégeno o acilo.

2. El compuesto de la reivindicacion 1, en donde R' se selecciona del grupo consistente en alquilamino -
NHCH,CH2NH;, -NHCH,CH,0H, alilamino, y dialquilamino.

3. El compuesto de la reivindicacién 1, en donde R' se selecciona del grupo que consiste en alquiloxi, -OCH,CH,OH,
y ariloxi, y R2, R3, y R* cada uno acilo.

4. El compuesto de la reivindicacion 1 6 3, en donde R'es -OMe, -OEt, o -OCH,CH,0H.
5. El compuesto de la reivindicaciéon 1 6 3, en el que dicho ariloxi es -OPh.

6. El compuesto de la reivindicacion 1 6 2, en donde R' es -NHMe, -NHEt, -NHCH,CH,OH, -NHCH,CH=CH,,
NHCH(CHj3)2, -NHCH>CH2NH>, o -NHciclopropilo.

7. El compuesto de la reivindicacion 1 6 2, en el que dicho dialquilamino es -N(CHs)2 o N-pirrolidinilo sustituido.
8. El compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que dicho acilo es acetilo.

9. Un método para preparar un compuesto que tiene la Férmula I

Férmula |

en donde R' es alquilamino, -NHCH,CH2NH,, -NHCH>CH,OH, alilamino, dialquilamino, alquiloxi, -OCH,CH-OH, y
ariloxi;

que comprende:
i) mezclar
a) tetraacil o acil ribofuranosa sustituida y

b) un compuesto que tiene la formula Il:

Férmula Il
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en donde R? es alquiloxi, -OCH>CH,OH o ariloxi; en condiciones tal que se forma un compuesto de formula lI:

0O
i
. (Y R
RO, i
] L\_N_.
R O
rd N
lﬁf' 4 1
OR" oR®
Férmula lll

en donde:

R%es alquiloxilo, -OCH,;CH2OH, o ariloxilo, y
R3, R* y R® son cada uno de ellos acilo;

y

ii) mezclar el compuesto de formula 11l con alquilamina, NH,CH>CH;NH,, NH,CH>CH,OH, alilamina, alcoéxido, o
HOCH,CH,O", en condiciones tal que se forma un compuesto de la féormula I.

10. Un método de preparacion de un compuesto que comprende: i) mezclar
a) tetraacilo o acil ribofuranosa sustituida y

b) un compuesto que tiene la formula Il:

Férmula Il

en donde R? es alquiloxi, -OCH,CH,OH, o ariloxi, en condiciones tal que se forma un compuesto de férmula llI:

o
) ‘,.I./“Q}./r"xﬂz
R°O._ !
. N
P
OR ORS
Férmula lll
en donde:
R%es alquiloxilo, -OCH;CH-0H, o ariloxilo, y
R3, R* y R® son cada uno acilo.
11. Un método para preparar un compuesto que comprende:
i) proporcionar un compuesto de formula 1ll:
(l'_}
fi""‘*\f”'d“ﬁz
R°0. v
\| . H.__
-
i—-.T_f_u——
OR" oR®
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Formula 11
en donde:
R%es alquiloxilo, -OCH,;CH2OH, o ariloxilo, y
R3, R* y R® son cada uno de ellos acilo;

y

ii) mezclar el compuesto de formula Il con alquilamina, NH.CH,CH2NH;, NH,CH,CH,OH, alilamina, dialquilamino,
alcoxido, o HOCH,CHO', en condiciones tal que se forma un compuesto de férmula I:

O

1]

R
HO. L)
1 "N
f—0_
OH  on
Férmula |

en donde:

R'es alquilamino, -NHCH,CH;NH>, -NHCH,CH,OH, alilamino,

dialquilamino, alquiloxi, -OCH2CH,OH, o ariloxilo.

12. El método de las reivindicaciones 9-11, en donde R'es -OMe, -OEt, o -OCH,CH,OH.
13. El método de las reivindicaciones 9-11, en el que dicho ariloxi es -OPh.

14. El método de las reivindicaciones 9-11, en el que dicho acilo es acetilo.

15. El método de la reivindicacién 9 6 11, en el que R' es -NHMe, -NHEt, -NHCH,CH,OH, -NHCH,CH=CHo,,
NHCH(CHj3),, -NHCH>CH2NH,, -NHciclopropilo.

16. El método de la reivindicacion 9 6 11, en el que dicho dialquilamino es -N(CHs), o N-pirrolidinilo sustituido.

17. El método de la reivindicacion 9 6 11, en el que las condiciones de preparacion del compuesto | a partir del
compuesto Il son en un disolvente de alcohol alquilico halogenado a una temperatura por debajo de la temperatura
ambiente.

18. El método de la reivindicacién 17, en el que dicho disolvente es trifluorometanol.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 6
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Figura 7
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Figura 8
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Figura 9
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Figura 10
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Figura 11
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Figura 12

12

1.0

0.8 -

0.6 1

0.4

Proliferacion celular

0.2 1

0.0

38



ES 2670927 T3

Figura 13
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Figura 14
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Figura 15
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Figura 16
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Figura 18
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Figura 19
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Figura 20
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