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DESCRIPCION
Compuestos y métodos para el tratamiento de afecciones neurolégicas y cardiovasculares
Campo de la invencién

La presente invencidén se refiere a métodos de uso de compuestos tal como se reivindica para tratar, mejorar o
promover la recuperacion de ciertas afecciones del cerebro, el sistema nervioso central (SNC) o el sistema
cardiovascular, tal como una lesién cerebral, una enfermedad neurodegenerativa o isquemia cardiaca.

Antecedentes de la invencion

Las lesiones cerebrales son una afeccién médica tristemente comun y una de las principales causas de morbilidad y
mortalidad en todo el mundo. El cerebro es particularmente susceptible a las lesiones puesto que las neuronas tienen
una capacidad limitada para repararse. Cuando nace un individuo, el cerebro ya tiene esencialmente todas las
neuronas que tendré en la vida. A diferencia de otras células en el cuerpo, las neuronas dejan de reproducirse poco
después del nacimiento. Si estas células se lesionan o mueren, no se sustituyen, lo que culmina a menudo en la
degradacién incapacitante y en gran medida irreversible de la capacidad cognitiva y sensomotora de una persona.
Afecciones que resultan en muerte y dafio de las células nerviosas van de episodios isquémicos (por ejemplo,
accidente cerebrovascular) y traumatismo, a trastornos degenerativos (por ejemplo, enfermedad de Alzheimer).

La lesidn del sistema nervioso central (SNC) es una causa importante de muerte y discapacidad en todo el mundo.
Por ejemplo, de acuerdo con los CDC, aproximadamente 1,7 millones de personas sufren una lesiéon cerebral
traumética (TBI) anualmente, lo que le cuesta a la economia de los EE. UU. mas de 60 mil millones de délares al afio
en términos de costos médicos y pérdida de productividad (Finkelstein, E; Corso, P; Miller, T, The Incidence and
Economic Burden of Injuries in the United States, Oxford University Press: Nueva York, 2006). Ademés, el accidente
cerebrovascular es la tercera causa principal de muerte en los EE. UU,, con unaincidencia estimada de 795.000 casos
al aflo, una causa importante de discapacidad, y que cuesta a la economia de EE. UU. mas de 34 mil millones de
délares al afio (NINDS, 2014, stroke.nih.gov; and Mozaffarian D, Benjamin EJ, Go AS, et al. “Heart disease and stroke
statistics—2015 update: a report from the American Heart Association”, Circulation. 2015; €29-322).

En la fase aguda, hay una oportunidad para el tratamiento de los pacientes dentro de las 24 horas que puede limitar
el alcance de los dafios. Inmediatamente después de un accidente cerebrovascular isquémico o hemorragico, el sitio
de ataque en el cerebro contiene normalmente un ndcleo de tejido que se dafia irreversiblemente, y luego también un
area de tejido viable pero en riesgo denominada la penumbra. Durante este periodo, el insuficiente suministro de
oxigeno y glucosa a las células cerebrales da como resultado una lesiéon secundaria adicional a la penumbra. La falta
de oxigeno y la glucosa disminuye la produccién de energia por las mitocondrias celulares. Un efecto inmediato de
este agotamiento de la energia es el fallo de las bombas de iones, que mediante la elevacién de iones de potasio
extracelular (K*), resulta en olas de despolarizaciones de propagacién recurrente en el tejido cerebral. Al mismo
tiempo, la afluencia de iones de sodio (Na*) en las células, seguido por iones cloruro (Cl-), da como resultado la
inflamacién de las células debido a la elevacién de la presién osmética, presionando las neuronas cercanas y sus
procesos, lo que conduce en Ultima instancia a la lisis (ruptura de células) y respuestas inflamatorias. En general, esta
interrupcion de la homeostasis de iones conduce a la excitotoxicidad, hinchazén celular y muerte celular que extiende
el dafio al tejido adyacente y expande lesiones por mecanismos secundarios. Hay una necesidad de tratamientos
eficaces durante las primeras 24 horas para proteger a las células del cerebro estresadas. La propagacién del dafio
cerebral en el accidente cerebrovascular es similar a la observada en otras formas de lesiéon cerebral tales como
traumatismo y conmociones cerebrales.

Més alla del tratamiento agudo, la funcién de los astrocitos eficaz desempefia un papel clave en la neurorrestauracion
mas amplia, en el periodo de 24-96 horas después de la lesidén cerebral, en el periodo de meses-afios en pacientes
con neurodegeneracién tales como la enfermedad de Alzheimer, 0 mas generalmente en individuos envejecidos. La
incapacidad de las células cerebrales para regenerarse requiere que el tejido cerebral intacto restante se reorganice
en un intento de recuperar cualquier pérdida de funcién. Este potencial para la reorganizacién neuronal se ve
disminuida en las personas mayores.

Se ha sugerido que los receptores GPCR median efectos cardioprotectores. Por lo tanto, existe un potencial para el
tratamiento de afecciones del corazén y cardiovasculares por mecanismos de accién similares a través de la
modulacién de estos receptores.

Gao et al., 2004, Current Topics in Medicinal Chemistry 4(8): 855 describen agonistas parciales para receptores de
adenosina Aas.

El documento US 2011/046166 describe nucleésidos de (N)-metanocarbaadenina como agonistas de receptores de
adenosina A3 altamente potentes, composiciones farmacéuticas que comprenden tales nucledsidos y un método de
uso de estos nucledsidos. Estos nucledsidos presentan selectividades similares que los agonistas del receptor A3
frente al A1 para receptores de adenosina tanto humanos como de ratén y se contemplan para su uso en el tratamiento
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de varias enfermedades, por ejemplo, inflamacién, isquemia cardiaca, accidente cerebrovascular, asma, diabetes y
arritmias cardiacas.

El documento WO 2006/091905 describe compuestos asi como composiciones farmacéuticas que comprenden
compuestos, y métodos terapéuticos que comprenden administrar los compuestos. Los compuestos tienen
propiedades antivirales y son Utiles para tratar infecciones virales (por ejemplo, VHC) en animales (por ejemplo, seres
humanos).

Lewerenz et al., 2003, Drug Development Research 58: 420-427 describe receptores As en neuronas corticales:
aspectos farmacolégicos y neruroproteccién durante la hipoxia.

El documento US 5 773 423 describe N6-benciladenosina-5'-N-uronamida y compuestos sustituidos relacionados,
particularmente los que contienen sustituyentes en los grupos bencilo y/o uronamida, y ribésidos de xantina
modificados, asi como composiciones farmacéuticas que contienen tales compuestos. También se describe un método
para activar selectivamente un receptor de adenosina Az en un mamifero, método que comprende administrar de
manera aguda o crénica a un mamifero que necesita activacién selectiva de su receptor de adenosina Az una cantidad
terapéuticamente eficaz de un compuesto que se une con el receptor Az para estimular una respuesta dependiente
del receptor A3.

El documento US 6 586 413 describe composiciones y métodos para reducir o prevenir el dafio isquémico del corazén.
Se prefiere la administracién simultanea de agonistas especificos del receptor A3/A1, a pacientes que padecen dafio
isquémico o en riesgo del mismo. El documento US 6 586 413 también describe un conjugado binario que actia como
agonista para el receptor A3 y un antagonista en el receptor A2a, que se administra para reducir o prevenir el dafio
isquémico al corazén.

Es urgente y apremiante la necesidad médica no satisfecha de tratamientos més eficaces para las lesiones cerebrales,
lesiones del SNC, enfermedades del corazén y cardiovasculares y afecciones relacionadas, asi como la promocién de
neurorrestauracion en pacientes que tienen una afecciéon neurodegenerativa como Alzheimer.

Sumario de la Invencién

Las referencias a métodos de tratamiento en los parrafos posteriores de esta descripcién han de interpretarse como
referencias a los compuestos, composiciones farmacéuticas y medicamentos de la presente invencién para su uso en
un método para el cuerpo humano (o animal) mediante terapia (o para diagnéstico).

Todas las realizaciones en los parrafos posteriores que no se encuentran dentro de las reivindicaciones se
proporcionan para contexto/referencia. La invencién es tal como se define en el conjunto de reivindicaciones adjuntas.

En un aspecto, la presente invencién proporciona un método para tratar una lesién, enfermedad o afeccidon
seleccionada de una lesién cerebral traumatica (TBI), accidente cerebrovascular, una afeccién neurodegenerativa o
una enfermedad del corazén o cardiovascular, que comprende administrar a un paciente en necesidad del mismo una
cantidad eficaz de un agonista de un receptor de adenosina A3 (AsR)tal como se reivindica. En un aspecto, la presente
invencién proporciona un método para tratar una lesion, enfermedad o afeccién seleccionada de una lesién cerebral
trauméatica (TBI), accidente cerebrovascular, una afeccién neurodegenerativa o una enfermedad del corazén o
cardiovascular, que comprende administrar a un paciente en necesidad del mismo una cantidad eficaz de un agonista
sesgado, agonista parcial o agonista parcial sesgado de un receptor de adenosina As (AsR) seleccionado de
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una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o una composicién farmacéuticamente aceptable que comprende el
mismo.

En un aspecto, la presente invencién proporciona una cantidad eficaz de un agonista de un receptor de adenosina A3
(A3R) para su uso para tratar una lesidén, enfermedad o afeccién seleccionada de una lesién cerebral traumatica (TBI),
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accidente cerebrovascular o una afeccién neurodegenerativa, que comprende administrar a un paciente en necesidad
del mismo dicha cantidad eficaz, en donde el A3R se agoniza de manera sesgada hacia funciones neuroprotectoras
del receptor A3R por medio de la activacién preferente de la movilizacién de calcio intracelular con menos, o ninguna,
activacion de otras rutas mediadas por A3R, o por medio de la activacién preferente de la movilizacién de calcio
intracelular mediada por Gq11, modulacién mediada por Gi de la producciéon de cAMP o la fosforilacién mediada por
Gi de ERK1/2 y Ak;

en donde () el agonista es

NH,
¢ |
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en donde (ll) el agonista es
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En un aspecto, la presente invencién proporciona una cantidad eficaz de un agonista de un receptor de adenosina A3
(A3R) para su uso para tratar una enfermedad del corazén o cardiovascular, comprendiendo dicho uso administrar a
un paciente en necesidad del mismo dicha cantidad eficaz, en donde el agonista es un agonista sesgado de un A3R
con funcidén de cardioproteccién mejorada en relacién con un agonista de A3R completo por medio de la activacién
preferente de una o mas de las siguientes rutas mediadas por A3R: activacién de la movilizacién de calcio intracelular
mediada por Gg11, modulacién mediada por Gi de la produccién de cAMP, fosforilacién mediada por Gi de ERK1/2 y
Akt, modulacién de canales de potasio sensibles a ATP o modulacién de la activacién de beta-arrestina;

en donde () el agonista es
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En otro aspecto, la presente invencién proporciona un método para tratar una lesién o afeccién cerebral o del sistema
nervioso central (SNC) seleccionada de lesién cerebral traumatica (TBI) o accidente cerebrovascular, que comprende
administra a un paciente en necesidad del mismo una cantidad eficaz de un compuesto seleccionado de:

i NH,
{Ly ag
! ¢ |
-
=, N NJ\SMG . N \N)\CI
HO  OH , HO oH ,

una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o una composicién farmacéuticamente aceptable que comprende el
mismo.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un método para tratar o mejorar una lesién cerebral traumética
(TBI), dafio por radiacién, accidente cerebrovascular, cefalea por migrafia, una enfermedad del corazén o
cardiovascular, o trastorno neurodegenerativo, que comprende administrar a un paciente en necesidad del mismo una
cantidad eficaz de un compuesto divulgado tal como se reivindica.

Breve descripcién de las figuras

La figura 1A muestra los perfiles de concentracion-tiempo en plasma y cerebro de MRS4322 en ratones después de
la administracién intraperitoneal. La figura 1B muestra perfiles de concentracién-tiempo de fluido extracelular en
plasma y cerebro de MRS4322 en cerdos neonatales después de la administracién intravenosa.

La figura 2 muestra los perfiles de concentracién-tiempo en plasma y cerebro de MRS4322 en ratones después de la
administracién intraperitoneal de MRS2365.

La figura 3 muestra la estabilidad in vitro de MRS2365 en plasma de ratdn tratado con EDTA.
La figura 4 muestra la estabilidad in vitro de MRS2365 en plasma humano tratado con EDTA.
La figura 5 muestra la estabilidad in vitro de MRS2365 en sangre completa de ratén tratada con EDTA.
La figura 6 muestra la estabilidad in vitro de MRS2365 en sangre completa humana tratada con EDTA.

La figura 7 muestra la estabilidad in vitro de MRS2365 en plasma de ratén tratado con EDTA y heparina durante un
periodo de incubacién de 90 segundos.

La figura 8 muestra la estabilidad in vitro de MRS2365 en plasma humano tratado con heparina y EDTA durante un
periodo de incubacién de 90 segundos.

La figura 9 muestra cromatogramas de iones de LC/MS-MS de iones positivos y espectros de iones de producto de
metabolitos de MRS2365 en plasma humano heparinizado después de una incubacién de 30 minutos.

La figura 10 muestra cromatogramas de iones de LC/MS-MS de iones positivos y espectros de iones de producto de
metabolitos de MRS2365 en sangre completa humana heparinizada después de una incubacién de 30 minutos.

La figura 11 muestra un esquema que representa los metabolitos de MRS2365 detectados por LC/MS-MS de iones
positivos y negativos en plasma humano heparinizado y sangre completa. Se observaron dos metabolitos de MRS2365
después de la incubacién a 100 pM en sangre completa humana y plasma (heparina de litio como anticoagulante):
M2, identificado como el metabolito parcialmente desfosforilado de MRS2365 (es decir, con un grupo de fosfato
restante, MRS2347);, y M1, identificado como el metabolito completamente desfosforilado de MRS2365 (es decir,
MRS4322).

Las figuras 12A-12D muestran los resultados de tratamientos con MRS4322, CI-IB-MECA y MRS2365 en ratones
expuestos a TBI o simulado (experimento de control). TBI normalmente induce aumentos en la expresién de GFAP.
Los ratones se sometieron a tratamiento simulado o TBI (en el lado ipsilateral del cerebro) y recibieron tratamientos
como se marca 30 minutos después del TBI. El plasma se obtuvo a partir de ratones a los 7 dias después de la lesién,
a continuacioén, los ratones se sacrificaron para obtener homogeneizados de cerebro de los hemisferios (tercio medio)
ipsilateral (“Ipsi”) y contralateral (“Cntr”). Los analisis de transferencia de tipo Western se normalizaron para actina.
(Figuras 12A y 12C). Las transferencias representativas se muestran para homogeneizados de cerebro ipsilateral y el
plasma en el dia 7. La administracién de MRS4322 o MRS2365 disminuyé los niveles cerebrales de expresién de
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GFAP en ratones expuestos a TBI. (Figuras 12B y 12D). Se combinaron los datos de 3 experimentos distintos (N =
namero de ratones por tratamiento) y se representaron graficamente como histogramas de barras, que se muestran
como media de control +/- SEM. *p<0,05 y **p<0,01 de TBI sin tratar (barra roja).

Las figuras 13A-13D muestran los resultados de experimentos de infarto por accidente cerebrovascular inducido por
fototrombosis y los efectos de la administracidén de MRS4322 y/o el antagonista especifico del receptor de adenosina
tipo As MRS1523. MRS4322 redujo los efectos del infarto por accidente cerebrovascular, pero estos efectos fueron
revertidos por MRS1523. (Figura 13A). Secciones coronales de cerebros de ratdn (cada grupo de secciones es de un
solo ratén) con accidente cerebrovascular con fototrombosis en vehiculo (solucién salina inyectada) y en ratones
tratados, MRS4322 y MRS2365 como estdn marcados. Los ratones con accidente cerebrovascular recibieron un
vehiculo o tratamientos (inyecciones IP) dentro de los 30 minutos posteriores a la isquemia. Los ratones se sacrificaron
entonces a las 24 horas después del accidente cerebrovascular, se extrajeron sus cerebros, se seccionaron y se
tiferon con TTC. (Figura 13B). Secciones coronales de ratones con accidente cerebrovascular se inyectaron
previamente con el antagonista del receptor As MRS1523. (Figura 13C). Volimenes promedio de accidente
cerebrovascular tefiidos con TTC de MRS4322, MRS2365, MRS5698 y CI-IBMECA como estdn marcados. (Figura
13D). Volumenes de accidente cerebrovascular en ratones pretratados con el antagonista del receptor Az MRS1523
como se indica. Los datos se agruparon de 2 experimentos (N = nimero de ratones por tratamiento) y se representaron
como media +/- SEM. **p<0,01 y ***p<0,001.

Las figuras 14A-14B muestran los resultados de experimentos de infarto por accidente cerebrovascular inducido por
fototrombosis y los efectos de la administracion de MRS4322, MRS1873, o vehiculo. Los infartos por accidente
cerebrovascular inducidos por fototrombosis se reducen por MRS4322 y MRS1873. (Figura 14A). Secciones coronales
de cerebros con accidente cerebrovascular con fototrombosis en vehiculo (solucién salina inyectada) y en los ratones
tratados, MRS4322 y MRS1873 como estan marcados. Ratones con accidente cerebrovascular recibieron vehiculo o
tratamientos (inyecciones IP) dentro de los 30 minutos de isquemia. Los ratones se sacrificaron entonces a las 24
horas después del accidente cerebrovascular, se extrajeron sus cerebros, se seccionaron y se tifieron con TTC. (Figura
14B). Volumenes promedio de accidente cerebrovascular tefiido con TTC como estdn marcados. Se combinaron los
datos de 3 experimentos (N = nimero de ratones por tratamiento) y se representaron como media +/- SEM. **p<0,01.

La figura 15 muestra las estructuras de ciertos compuestos adecuados para uso en la invencién reivindicada.

La figura 16 muestra los perfiles de concentracién-tiempo en cerebro y liquido cefalorraquideo de MRS4322 en cerdos
neonatales después de la administracién intravenosa. Después de la administracién intravenosa a los cerdos
neonatales, fueron detectables concentraciones de MRS4322 en muestras de plasma, cerebro, liquido extracelular del
cerebro y liquido cefalorraquideo.

La figura 17 muestra experimentos de unién de competencia de MRS4322 frente al radioligando agonista de As
[FHINECA (10 nM) en receptores As humanos expresados en células CHO. El valor de K; calculado para MRS4322 fue
1490 = 410 nM.

La figura 18 muestra experimentos de unién de competencia de MRS4322 frente al radioligando agonista de As
[FHINECA (10 nM) en receptores As de ratén expresados en células CHO. El valor de K; calculado para MRS4322 fue
4940 £ 974 nM.

La figura 19 muestra experimentos de acumulacién de cAMP de MRS4322 y NECA en los receptores Az humanos
expresados en células CHO. El valor de ECsq calculado para MRS4322 fue 3630 £ 370 nM; para NECA se determiné
un valor de ECsp de 41,8 + 6,3 nM.

La figura 20 muestra experimentos de acumulacién de cAMP de MRS4322 y NECA en receptores Az de ratdon
expresados en células CHO. El valor de ECsg calculado para MRS4322 fue 759 = 170 nM; para NECA se determiné
un valor de ECso de 6,85 + 0,88 nM.

Descripciéon detallada de ciertas realizaciones de la invencién
1. Lesiones y afecciones del cerebro, SNC, cardiovasculares y otras

Se describe un nuevo enfoque para prevenir y/o tratar el dafio cerebral asociado con traumatismo cerebral agudo, asi
como enfermedades a largo plazo del cerebro y SNC y enfermedades y afecciones del corazén y cardiovasculares.
Se describen ademés métodos de tratamiento de tales lesiones, enfermedades y afecciones mediante el uso de
efectos neuroprotectores y neurorrestauradores mediadas por astrocitos, que ahora se entiende como la célula
cuidadora natural clave de las neuronas, asi como de las mitocondrias de astrocitos, que suministran una parte
significativa de la energia del cerebro. También se describen métodos de tratamiento de tales lesiones, enfermedades
y afecciones por efectos cardioprotectores y regenerativos mediados por receptores AsR. En cuanto a efectos
neuroprotectores y neurorrestauradores, sin desear estar limitados por la teoria, se cree que la mejora selectiva de
metabolismo de la energia de astrocitos mediada por receptores AsR y/o P2Y1 promueve funciones cuidadoras de
astrocitos, como sus funciones neuroprotectoras y neurorrestauradoras, a su vez mejora la resistencia de las neuronas
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y otras células a tanto lesién aguda como estrés a largo plazo. En algunos casos, puede ser ventajoso lograr un sesgo,
es decir, selectivo o preferente, de una o mas rutas mediadas por receptores AsR y/o P2Y1 en donde una o mas rutas
no deseadas no estan activadas, o activadas en un grado menor. Ademés de, o como alternativa a los astrocitos, se
puede activar la funcién neuroprotectora o neurorrestauradora de la glia, la microglia, las neuronas, las células del
endotelio y otros tipos de células del cerebro y/o del SNC. Se describen compuestos y métodos de uso de los mismos
para tratar, mejorar o promover la recuperacién de ciertas afecciones del cerebro o del sistema nervioso central (SNC),
tales como lesiones cerebrales, por ejemplo mediante el aumento de los efectos de neuroproteccién y/o
neurorrestauradores mediados por astrocitos, glia, microglia, neuronas, células endoteliales u otras células del cerebro
y/o SNC, que comprenden administrar a un paciente en necesidad del mismo una cantidad eficaz de un compuesto
descrito.

Los astrocitos desempefian un papel clave en el apoyo y proteccién de las neuronas y afectan criticamente el resultado
de lesiones cerebrales que causan dafio cerebral, tales como lesiones isquémicas. El papel central que desempefian
las propias mitocondrias de los astrocitos en estas funciones cerebrales es menos apreciado. Por ejemplo, la inhibicién
de las mitocondrias de astrocitos aumenta la hinchazén y conduce a la muerte celular necrética. Las neuronas se
lesionan permanentemente por despolarizaciones de propagacién recurrentes solo si falla la funcién mitocondrial de
los astrocitos, y se requieren mitocondrias de astrocitos para la reduccién de las elevaciones fisiopatolégicas del K*
extracelular, que inician las despolarizaciones de propagacién. La activacién de los receptores purinérgicos en los
astrocitos produce un aumento del Ca®* mitocondrial que mejora la funcién del ciclo del 4cido citrico mitocondrial y
aumenta la respiracion y la produccién de ATP. Por lo tanto, en un aspecto, la presente invencién se refiere al
descubrimiento de que la activacién de los receptores purinérgicos de astrocitos potencia las vias de sefializacién de
supervivencia de las células cerebrales, permitiendo la viabilidad neuronal y astrocitica durante el estrés oxidativo.
Ademas, los astrocitos activados generan y suministran glutatién reducido, un antioxidante clave que ayuda en la
resistencia de los astrocitos y las neuronas al estrés oxidativo. De este modo, en un aspecto, la presente invencion
proporciona un método para modular los receptores purinérgicos de astrocitos para promover la supervivencia y la
viabilidad de uno o més tipos de células en el cerebro de un paciente después del estrés oxidativo, como el estrés
oxidativo causado por una lesiéon cerebral, isquemia-reperfusién o afeccién neurodegenerativa, que comprende
administrar a un paciente en necesidad del mismo un compuesto descrito.

La activacién de astrocitos puede conseguirse a través del contacto con un compuesto descrito en uno o més
receptores purinérgicos tales como los receptores de adenosina (AR), por ejemplo los asociados con o expresados
por astrocitos, modulando asi la actividad de uno o0 més receptores. En algunos casos, a través de efectos sobre los
receptores de adenosina, tales como A4, Azp, Ass ¥ As en astrocitos, el compuesto activa astrocitos para tratar una o
méas enfermedades o afecciones descritas. En algunos casos, después de la administracién a un paciente en
necesidad del mismo, un compuesto descrito influye en una o més funciones tales como la captacién de glutamato,
gliosis reactiva, inflamacién y la liberacién de factores neurotréficos y neurotdxicos que tienen un impacto sobre el
estrés metabdlico y sus consecuencias, tratando asi una o mas enfermedades o afecciones. En algunos casos, el
compuesto es un agonista de AR. Segln la invencién, el receptor purinérgico es un receptor de adenosina As (AsR).
Segun la invencién, el compuesto es MRS4322 o MRS1873 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

En otro aspecto, la presente invencidén proporciona un método de tratar o mejorar una lesién cerebral, tal como una
lesién cerebral que resulta de una TBI o trastorno neurodegenerativo progresivo, en un paciente en necesidad del
mismo, que comprende administrar al paciente una cantidad eficaz de un compuesto descrito en donde el compuesto
es MRS4322 o MRS1873 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. En algunas realizaciones, el sujeto ha
padecido una TBI, conmocién cerebral, accidente cerebrovascular, transeccidén de la médula espinal total o parcial, o
desnutricion. En otras realizaciones, el sujeto ha padecido neuropatias toxicas, meningoencefalopatias,
neurodegeneracién causada por un trastorno genético, neurodegeneracién relacionada con la edad, o una enfermedad
vascular; u otra enfermedad descrita en el documento US 8.691.775. En algunas realizaciones, la presente invencion
proporciona un método para tratar o mejorar una lesion cerebral, tal como una lesién cerebral que resulta de una TBI
o un trastorno neurodegenerativo progresivo, en un paciente en necesidad del mismo, que comprende administrar al
paciente una cantidad eficaz de un agonista de AsR en donde el agonista es MRS4322 o MRS1873, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.

En realizaciones adicionales, el paciente tiene o estéd en riesgo de adquirir una lesién cerebral tales como ias de a
sentinuacidn. Por o tanto, también se proporcionan métodos para tratar las afecciones comentadas a continuacidn,

L esionses cerebrales traumaticas

Las lesiones cerebrales frauméticas (TBI) son una afeccidn médica preocupaniemente comdn v se predice que se
soenvertird en la tercera causa principal de morbilidad y mortalidad globatl en 2020. No existen tratamientos aprebados
para T8I, v la mayaoria de los pacientes con TBI son dadoes de alla del hospital sin ningln tratamiente farmacaidgico
(Wit 2008). Las TB! repetitivas como conmociones cerebrales pueden desencadenar ia neurodegeneracién asociada
con la edad que da lugar a una serie de sintornas v discapacidades en las Ultimas décadas (MeKee 2013). Las TBI
pueden ocurtir & fravés de lesiones deportivas, accidentes automovilisticos, caldas, impactos explosives, agresionas
fisicas, efc. Las lesiones varian ampliamente en su complejidad y saveridad, de las conmociones cerebrales “laves”
con breves alteraciones en el estado mental, dificultades cognitivas, o pérdida de conciencia a “graves’ con perfodos
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a lesidn. Enlos EE. UU., aproximadamente 1,7
millones de parsonas tienan una lesion que resulta en una TBI cada afio y buscan intervencién médica (USCSF y
CDCY, v los CDC estiman que se producen de 1,6 a 3,8 millenes de incidentes de conmocidn cerebral adicionales en
deportes y otras actividades recreativas que no se presentan al hospital ni a los departamentos de urgencias. {CDC;
Langlois 2008). Aproximadamente e 5-10 % de los atletas recibirdn una conmocidn cerebral cada temporada
deporiiva. (Sports Concussion institute 2012). El filbol es el deporte con el mayor riesgo de conmaocion cerebral para
{os hombres (75 % de probabilidad de conmocidn cerebral), mientras que el soccer tiene el mayor rigsge de conmocion
cerabral para las mujeres (50 % de probabilidad de conmocidn cerebral). La TBI es la principal causa de muerte v
discapacidad en nifics y adultos jévenes (CDC) vy la lesibn relacionada con el ejéroifo mas comilnmente recibids;
apraeximadamente el 20 % de los Miembros del Servicio de EE. UU. desplegados desde 2003 han sufride al menos

prolongados de pérdida de conocimiento, v/o amnesia despuds da i

Guskiewicz 2005, Omalu 2005). Los costos médicos directos e indirectos totales relacionados con TBi se estiman en
77 mil millones de ddlares anuales (UCSF y CDC). Al menos 5 millones de estadounidenses requieren apoyo diario
soentinue para realizar actividades compo resultado de una TBIH{CDC y Thurman 1389}

La activacion de los astrocitos de acuerde con la presente invencidn representa una nueva opeidn de tratamiente para
tales afecciones. En consecuencia, en un aspacto se proporciona en &l presente documento un métode de tratamiento
de TB! ¢ la promocidn de la recuperacion de la TBI, que comprende administrar a un paciente en necesidad del mismo
una cantidad eficaz de MRS4322 o MRS1873, » una sal farmacéuticamente aceptable del mismn. En algunas
raalizaciones, la T8I se selecciona de lesiones traumdéticas al cerebro {tales come conmacidn cerebral, lesién por
estaliido, lesion relacionada con peleas) o la médula espinal (fal come la transeccion de la médula espinal parcial o
total). En algunas realizaciones, la TBI resulia de un goipe leve, moderado o grave en {a cabeza, comprende una
harida en la cabeza ablerta o cerrada, o comoe consecuancia de un golps penetrante o no penetrante en ia cabeza. En
recuperacién de la TBI, que comprende administrar a un paciente en necesidad del mismo una cantidad eficaz de un
agonista de AsR en donde &l agonista es MRS4322 o MRS1873, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Accidante cersbrovascular

Un accidente cerebrovascular ocurre cuande un vase sanguineo gue fransporta oxigeno y nutrientes al cerebro se
interrumpe debido a una obstruccidn isguémica o de a ruptura hemoriragica de un vaso sanguineo en el cerebro,
provacando gue neuronas, glia y células endoteliales en la regidn afectada del cerebro mueran. El resultado del
accidenta cerabrovascular depende de la ubicacién vy la amplitud de los dalos, y os impactos de esos dafies se
observan en ias funciones corporales raguladas por la regidn del cerebro dafiada. Los accidentss cerebrovasculares
pueden causar paralisis unilateral o bilateral, discapacidades del habla y del lenguaje, pérdida de memoria, cambios
de comportamiento, e incluso la muerte. El accidente cerebrovascular es la cuarta causa principal de muerte en los
Estados Unides v es una causa importante de discapacidad en los adulies. Cada afio, ~800.00C personas sufren un
accidents cerebrovascular nuevo o recurrents. Cada dia, mas de 2000 estadounidenses fendrén un accidente
cerebrovascular, o que resulta en la muerte de méas de 400 de estos incidentes. El accidente cerebrovascuiar
represents ~1 de cada 18 muertes en los Estados Unidos en 2010, Se estima que 6,8 millones de estadounidenses
220 afins de edad ha tenido un accidente cerabrovascular. (AHA v Go 2014). A partir de 2010, el coste anual directo
2 indiracto de accidents cerabrovascular se astimdé en 38,5 mil millones de délares. Pocos minutos despuds de un
accidents cerebrovascular, la faita de fiujo sanguines pusde dafiar de forma permanente un nicleo de tejido cerebral.
Entre este ndcleo dafiade vy el tejido cerebral normal hay una regién del tejido conocida come la penumbra, tejido que
s& encuentra bajo un estrés graduado debide a la disminucidn del flujo sanguineo y alguna alteracion del metabolismo
energélico. Durante las primeras 24 a 48 horas despuds de un accidente cerabrovascular, of estrés en las cdlulas
neurcnales y de la glia en la penumbra se rasueive con alguna recuperacion ¢ ademads muerts celular.

En un aspecto, {a presente invencidn proporciona un método de terapia neuroprotectora en un paciente con accidente
serebrovascular, que comprande administrar & un paciente en necesidad del misme una caniidad eficaz de u
compuesto descrito en donde of compuesto es MRS4322 ¢ MRS1873, o una sal farmacéuticamente aceplable del
mismo. En algunas realizacionss, tal terapia rescata la mayor cantidad posible de la penumbra y/o limita aldn mas el
dafic del tejido agude y/o promueve la recuperacién de las neuronas. En olro aspecto, se proporciona un método para
tratar el accidente cerebrovascular o promover fa recuperacidn del mismo, que comprende administrar a un paciente
an nacesidad del mismo una cantidad eficar de un compuesic descrito en donde e compuesio e MRS4322 o
MRS1873, o una sal farmacéuticaments aceptable del mismo. En ofre aspecte, el métode comprends tratar un
accidente cerebrovascular ¢ promover la recuperacion de un accidente cerebrovascular, gue comprende administrar
a un paciente en necesidad del mismo una cantidad eficaz de un agonista de AsR en donde el agonista es MRS4322
o MRS1873, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

En algunas realizaciones, el accidents cerebrovascular se selacciona entre un accidente cerebrovascular isquémico,
un accidente cerebrovascular hemorragico, una hemorragia subaracnoidea, un vascespasmo cerebral ¢ ataques
isquémicos transitorios (TIA). En aigunas realizaciones, el accidente cerebrovascular es isguémico. En algunas
raalizaciones, ol accidente cerebrovascular es hemoiragico. En algunas realizaciones, el compussio se administra
dentro de las 48 horas postariores al accidente cerebrovascuiar. En algunas realizaciones, el compuasto se administra
dentro de las 24 horas posteriores al accidente cerebrovascular. En algunas realizaciones, ef compuesto se administra
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dentro de lag 16 horas postariores al accidente cerebrovascular. En algunas realizaciones, el compuasio se administra
dentro de las 8, 4, 2 o 1 horas del accidente cerebrovascular. En algunas realizaciones, el compuests se administra
durante por lo menos {as primeras 1-72 horas después del accidente cerebrovascular. En algunas realizaciones, &l
compueasto se administra durante por lo menos las primeras 8 a 52 horas después del accidente cerebrovascular. En
algunas realizaciones, e compuesto se administra durante por o menos las primeras & a 48 horas despuds del
accidente cerabrovascular. En aigunas realizaciones, el compuesic se administra durante por 10 menos las primeras
24 a 48 horas después del accidente cerebrovascular. En algunas realizaciones, el compuesto se administra de
manera cronica para tratar el accidente cerebrovascular a medida que se produce. En algunas realizaciones, el
compuasto se administra de manera crénica para tratar ataques isguémicos transitorios {TIA).

En algunas realizaciones, el compussic se administra crénicamente para tratar 2l accidente cerebrovascuiar
isquémico, el accidente cerebrovascular hemorragico, la hemorragia subaracnoidea, ef vasoespasmo cerebral, los
ataques isquémicos transitorios {TIA) o tratar a un paciente con un mayor resge de accidente cerebrovasculiar, como
un paciente que ha tenido un accidente cerebrovascular en el pasade y corre 2f riesgo de un nuevo accidente
cerabrovascular, come un paciente mayor de 40, 45, 50, 55, 80, 85, 70, 75 4 80 afos de edad.

En aigunas realizaciones, el compuesto trata una lesidn por isquemia-reperfusion causada por el accidente
cerabrovascular,

Enfermedadss neurodsgenerativas

Las enfermedades neurcdegenerativas son sindromes incurables, progresivos y, en ditima instancia, debilitantes
rasultantes de la degeneracidn ylo muerle progresiva de las neuronas en o cerebro vy la médula espinal La
neurcdegenaracién produce trastornoes del maovimiento (alaxias) y/o de la funcion cognitiva {demencias) e incluye un
espectro de enfermedades como la enfermedad de Alzheimer (AD), la enfermedad de Parkinson {PD), la enfermedad
de Huntingion (HD), la escleresis miltiple (MS), la esclerosis lateral amioctréfica (ALS) v la encefalopatia traumatica
crénica (CTE). Sibien muchas enfermedades neurcdegenerativas son principalmente de origen geneétice, otras causas
pueden incluir virug, alccholismo, tumores o toxinas, y comn ahora esta clare, lesiones cerabraies repetitivas.

Las neuronas acumuian dafio celular con el tiempo debido a los factores anteriores, que generalmente se considera
la razaon por la cual muchas enfermedades neurcdegenerativas asociadas con &l estrés celular prolongado, como ia
anfermedad de Alzheimer v la enfermedad de Parkinson, ocurren en individuos de edad avanzada. Las demencias
rapresentan el resuitade predominante de las enfarmadades neurndegenerativas represantando AD aproximadameante
2l 60-70 % de los casons. (Kandale 2013} Como se comentd anfenorments, la activacién de los mecanismos
neuroprotectores vy neurorrestauradores  puede mejorar la  progresién de una o mas enfermedades
neurcdegenerativas. Por lo tanto, en un aspeclo, la presente invencién proporciona un método para tratar una
anfermedad neurodegenerativa ¢ promover |a recuperacion de una enfermedad neurodegenarativa, gue comprandsa
administrar & un paciente en necesidad del mismo una cantidad eficaz de un compuestn descrite en donde el
cornpueasto es MRS4322 o MRS1873, o una sal farmacéuticamente aceptable dei mismo.

En un aspecto, la presente invencidon proporciona un método para promover la heureproteccion ¢ la neurorrestauracion
2n un paciente que padece una enfermedad neurodegenerativa, que comprende administrar al paciente una cantidad
eficaz de un compuesio descrito en donde & compuesto es MR84322 o MRS1873, ¢ una sal farmacéuticamante
aceptable del mismo. En algunas realizaciones, se proporciona un métode para promover la neuroproteccion o la
neurorrastauracion en un paciente que padece una enfermedad neurodegenerativa, que comprende administrar al
paciente una cantidad eficaz de un agonista de AsR en donde el agoniste es MRS4322 o MRS1873, o una sal
farmacéuticamenie aceplabie del mismo.

Enfermedad de Alzheimer (AD)

Se eslimd que 5,2 miliones de estadounidenses de todas las edades tenian AD an 2014; ¢ 11 % de la poblacidn
mayor de 85 afios tiene AD. {(Ascciacion de Alzheimer). Para 2050, se provecta que el ndmero de persenas de 65
afios o méas con AD casi se triplique hasia 13,8 millones proyectados. En los EE. UL, ef costo de brindar atencién a
los pacientes con AD es de aproximadamente 214 mil millones de ddlares por afin; el 70 % de este costo esta cubierto
por Medicare y Madicaid. Las tendencias actuales proyectarian que estos costos crecarian 1,2 biliones de ddlares por
afio para 2050.

La actlivacidon de astrocitos v la promocidn de la neuroproteccidn y la neurcrrestauracidn de acuerdo con la presente
invencion representa una nueva opoidn de tratamiento para la AD. Por lo tanto, en of presente documento, en un
aspecto, se proporciona un métedo para tratar [ AD ¢ promover la neuroproteccin ¢ la naurorrestauracion en un
pacignte que padece AD, que comprende administrar &l paciente una cantidad eficaz de un compusasic descrito en el
presente documento en donde el compuesto es MRS4322 o MRE1873, ¢ una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo. En algunas resglizaciones, la presente invencidn proporciona un método para tratar la AD ¢ promover la
nauroproteccidn o la neurorecuperacion en un paciente que padece AD, que comprende administrar al paciente una
santidad eficaz de un agonista de AsR en donde el agonista es MRS84322 o MRS1873, o una sal farmacéuticaments
aceptable dei mismo.
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Enfermedad de Parkinson (PD)

Hasta un millén de estadounidenses viven con PD, v cada afio se diagnostica a aproximadamente 80.000
estadounidenses sin incluir los miles de casos que no se detectan. (Parkinson’s Disease Foundation). El costo total
sembinadao directo & indirecto de la PD, incluide af fratamiento médico, Ios pagoes de ia seguridad social y la pérdida
de ingresos, se estima en casi 25 mil millones de ddlares por afio en los Estados Unidos. (Parkinson’s Dissase
Foundation vy Huse 2005).

La activacidén de ia neurcproteccidn v la neurorrestauracidén de acusrdo con la presente invencion representa una
nueva opeidn de tratamisnto para fa PO Por lo tanto, en el presents documento, en un aspecio, se proporciona un
métedo para tratar la PD o promover la neuroproteccion o la neurcrrestauracién en un paciente que padece EP, gue
comprende administrar al paciente una cantidad eficaz de un compuesto descrito en donde el compuesto es MRS4322
o MRS1873, o una sal farmacéuticamante aceptable del mismo. En algunas realizaciones, la presents invencién
pregorciona un métedo para tratar la PD o promover la neuroprofeccion ¢ fa neurcresuperacion en un paciente que
padece PD, que comprende administrar al paciente una cantidad eficaz de un agonista de AsR en donde el agonista
s MRE4322 ¢ MRE1873, ¢ una sal farmacéuticamente acepiable del mismo.

Esclerosis muitiple (MS)

Més de 400.000 personas &n los Estados Unidos tienen M3, En adultos {dvenes, Ia MS representa iz enfermedad mas
prevaiente del sistema nervioso central. (Multiple Sclerosis Foundation). Los astrocitos tienen ol potencial de revertir
la destruccidn de los recubrimientos de mielina de las cdlulas nerviosas causada por la MS por sus efecles
neurcirastauraderes y la promocion de la curacidn en ef SNC dafiado de los pacientes con esclerasis mulitiple.

La activacion de la neuroproteccion y la neurcrrestauracién en el SNC de acuerdo con la presente invencion representa
asi una nueva opcidn de tratamiento para la MS. Por lo tanto, en el presente documento, en un aspecto, se proporciona
un métode para tratar la M8 o promover la neurcproteccion o la heurorrestauracion n un paciente que padece M,
que comprende administrar al paciente una cantidad eficaz de un compueste descrite en donde el compuesio es
MRE4322 o MRE81873, o una sal farmacéuticamante aceptable del mismo. En aigunas realizaciones, la presente
invencidn proporciona un método para tratar la MS o promover la neuroproteccién ¢ la neurorecuperacion en un
pacients gue padece MS, que comprende administrar af pasiente una cantidad eficaz de un agonista de AsR en donde
el agonista es MRE4322 o MRS1873, ¢ una sal farmacéuticamente aceptable dal mismo.

1

sclerosis Lateral Amiotrofica (ALS)/enfermedad de Lo Gehig

Aproximadamente 5.600 personas en los EE. LU se diagnostican con ALS cada afo; hasta 30.000 estadounidenses
pueden taner la enfermadad simultaneamenta. (ALS Ascciation) La activacion de los astrecitos puede proporcionar
estimulacion de la recuperacion y reparacién de las neuronas y sus conexiones en un paciente con ALS.
Por o tanto, en un aspecto se proporciona en el presente decumento un métode para tratar la ALS o promover fa
neuroproteccién o la neurorrestauracién en un paciente que padece ALS, que comprende administrar al paciente una
cantidad eficaz de un compussic descrito en donde el compuesto es MRE4322 o MRS18Y3, ¢ una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo. También se proporciona en oiras realizaciones un método para estimular la
recuperacion y reparacion de las neuronas y sus conexiones en un paciente con ALS, que comprende administrar al
paciente una cantidad eficaz de un compueste descrito an el presente documents en donde ef compuesto es MRS4322
o MRE1873, o una sal farmacéuticamante aceptable del mismo. En algunas realizaciones, la presents invencién
proporciona un método para tratar la ALS o promover la neuroproteccion ¢ 1a neurorecuperacién en un paciente gue
padece ALS, que comprende administrar al paciente una cantidad eficaz de un agonista de AsR en donde ¢l agonista
28 MRE4322 ¢ MRE1873, ¢ una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Encefaiopatia traumética cronica (CTE)

La CTE (una forma de tauopatia) es una enfermedad neurcdegenerativa progresiva que se encuentra en individuos
gua han sufride uno o mas (a menudo muitiples o repetidos a o largo del tiampo) golpes severcs en la cabeza. La
CTE se diagnostica con mavoer frecuencia en agtletas profesionales de fitbol americano, soccer, hockey, luch
profesional, acrebacias, monta de toros y redes, motocress y ofros deportes de contacto gue han experimentado
traumatismos cerebrales yfo conmociones cerebrales repetidas. Un subconjunio de pacientes con CTE fiene
encefalomiopatia traumatica cranica (CTEM), que se caracteriza por sintomas de enfermedad de neuronas motoras
gque imitan la ALS. Se cree que |3 debilidad muscular progresiva y 1as anomaiias motoras y de s marcha son signos
tempranos de CTEM. Los sintomas de la primera etapa de CTE incluyen déficit de atencidn progresivo, desorientacion,
mareos v dolores de cabeza. Los sintomas de la segunda etapa incluyen pérdida de memoria, inestabilidad social,
comportamiento errdtico v juicio deficiente. En la tercera y cuarta etapas, los pacientes sufren demencia progresiva,
movirnientos lentos, termblores, hipomimia, véiige, impadimentos del habla, pérdida de audicidn y suicidic, y pueden
incluir disartria, disfagia y anomalias ocuiares, por glemplo ptosis.
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FPor le tanto, en un aspecto se proporciona en el presente documents un método para tratar o prevenir la CTE o
promaover g neuroproteccidn ¢ {8 neurcirestauracidon en un pasiente que padece CTE, que comprends administrar al
paciente una cantidad eficaz de un compuesic descrito en donde el compuesto es MRS4322 o MRE1873, ¢ una sal
farmacéuticamente aceptabie del mismo. También se proporciona en ofras realizaciones un método pars estimular la
recuperacion y reparacidn de las neuronas y sus conexiones en un pacients con CTE, gue comprends administrar al
paciente una cantidad eficaz de un compuesto descrito en donde el compuesto es MRS4322 o MRS1873, ¢ una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo. En aigunas realizaciones, &l compuesto trata unc o mas sintomas de la
primera etapa, segunda etapa, tercera efapa o cuarta etapa de CTE. En algunas realizaciones, la presente invencion
proporciona un método para tratar CTE ¢ promover la neuroproteccion ¢ neurcrecuperacion en un paciente gue
padese CTE, que comprends administrar al paciante una cantidad eficaz de un agonista de AsR en donde el agonista
28 MRS4322 0 MRS1873, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

En una escala microscépics, la patologia incluye muerte neurcnal, deposicion de tau, deposicion de beta-amilcide de
la proteina 43 de unién al ADN de TAR {TDP 43), cambios on ia sustancia blanca y otras anomalias. La deposicidn de
Tau incluye la presencia creciente de ovilles neurefibrilares densos (NFT), neuritas y ovilios ghales, que estan formadas
por astrocitos y ofras células gliales. Por {o tanto, en algunas realizaciones, el métode frata, mejora la depuracién o
previene la muerte neuronal, [a deposicidn de tau, la deposicidn beta-amiloide de ia protefna 43 de unidn al ADN de
TAR (TDP 43}, los cambios de ia sustancia blanca y ofras anomalias asociadas con CTE.

£n algunas realizaciones, la presente invencidn proporciona fa administracidn a large pleze de un compuesto descrito

en el presente documento en donde ef compuesto es MR84322 o MRS1873, o una sal farmacéuticamente aceplable
del mismio.

Enfermedades cardiovasculares

Los compuestos descritos también son (tiles en ef tratamiento de una variedad de enfermedades y afecciones
cardiovasculares. En algunas realizaciones, la presente invencidn proporciona un método para tratar una enfermedad
cardiaca o cardiovascular, tal como isquemia cardiaca, infarto de mincardio, una miccardiopatia, arteriepatia coronaria,
arritmia, miocarditis, pericarditis, angina, cardiopatia hipentensiva, endocarditis, cardicpatia reumilica, cardiopatia
congénita o aterosclerosis, gue comprende administrar una cantidad eficaz de un compuesto descritc a un paciente
en necesidad del mismo, en donde el compuesto es MRS4322 o MRE1873, o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismeo tal comn MRS4322 o MRS1873, o una sal farmacéuticamente aceplable del mismo. En algunas
raalizaciones, ef compuesto descrite proporciona la modulacion de canales de potasio sensibles a ATF, por ejemplo a
fravés de agonisme sesgade, agonismoe parcial ¢ agoenismo parcial sesgado en un receptor AsR.

En algunas realizaciones, la enfermedad del corazdn o cardiovascular es una isquemia cardiaca o un infarlo de
mincardio.

Ciras enfermedades

Los compuestos que modulan efectos beneficicses tales como 8 neuroproteccidn, por ejemnplo aumentando fa
actividad mitocondrial de ios astrocitos, también tienen ef potencial de tratar una variedad de olras enfermedades. Por
ejample, debido a la funcidn de ies astrocitos en ia neuroproteccion descrita en la presente invencidn, la activacibn de
los astrocitos, por ejemplo a través de la modulacion de AsR v/o un receplor P2Y4, puede ser Gtil para tratar diversas
enfermedades y afecciones gue se comentan a continuacién. Por o tanto, en algunas realizaciones, la presente
invencidn proporcicna un métodn para tratar o promaover [a nauroproteccidn ¢ neurorregeneracion en un paciante que
padece una enfermedad o afeccion, que comprends administrar al paciente una cantisad eficaz de un compuesto
descrite, en donde el compuesto es MRS4322 o una sal farmacéuticamente aceptable del misme. En algunas
realizaciones, la enfermedad o afeccidn se selecciona de enfermedades autninmunes, enfermedades alérgicas vio
rechazo de trasplantes y enfermedad de injerto contra huésped (para of uso de ciertos compuestos de nucledsidos v
nucledtides en el tratamiento de sstas afecciones, véase, por gjempic, el documanto WO 2007/20018). En otras
realizaciones, la enfermedad o afeccidn se selecciona de hipertension intraccuiar y/o glaucema (para el uso de clertos
compuestos de nucledsidos y nucledtides en el tratamiento de estas afecciones, véase, por gjemplo, e documento
WO 2011/77435). En ofras realizaciones, la enfermedad o afeccidn se selecciona entre sensibilidad al olor v/o un
irastorno offative (para el usc de cierles compuestos de nucledsidos v nucledlidos en el tratamientc de estas
afeccionas, véase, por gjempio, el documento EP1824753). En otras realizaciones, la enfermedad o afeccidn se
selecciona de diabetes tipe 2 /o control del dolor {para el uso de cierlos compuesios de nucledsides y nucledtidos en
ol tratamiento de estas afecciones, véase, por ejemplo, ol documento US 2010/0256088).

En ciras realizaciones, la enfermedad o afeccion se selecciona de enfermedades respiratorias yio cardiovasculares
{CV) {para el uso de ciartos compuestos de nucledsidos y nucledtisos en el tratamianto de estas afecciones, véase,
por ejemplo, FASER 4 (2013) 27:1118.4 (abstract of meeting). En ofras realizaciones, la enfermedad o afeccidn se
selecciona de deficiencias en la funcidn del SNC, deficiencias en of aprendizaje y/o deficiencias en la cognicion (para
el usco de ciertos compuestos de nusiedsidos y nucledtidos en of tratamiento de estas afecciones, véase, por ejample,
Neuropsychopharmacology. Enaro de 2015; 40 (2} 305-14. Doir 10.1038/mpp 2014.173. Epub 15 de julio de 2014
“Impaired cognition after stimulation of a P2Y receptor in the rat medial prefrontal cortex”, Koch, H. ef a/. PMID:
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25027332} En otras realizaciones, la enfermedad ¢ afeccion se selecciona de una enfermedad neurodegenerativa
como la enfermadad de Alzhaimer, la enfermadad de Parkinson, la enfermadad de Hunlington, enfermedad pridnica
y/o esclerosis lateral amiotréfica (para el uso de ciertos compuesios de nuclebsides y nucledtidos en el tratamiento de
astas afecciones, véase, por ejemplo, e documento US 8.681.775). En ofras realizaciones, la enfermedad o afeccidn
se selecciona de trastornos Sticns, enfermedad de Meniere, hidropesia endolinfitica, pérdida auditiva progresiva,
mareos, vértigo, acifenos, dafio carabral eolaleral asociado con fa terapia de radiacion contra el cancer y/o tratamiento
de la migrafia (para el usc de cierfos compuestos de nucledsidos v nucledtidos en el tratamiento de estas afecciones,
véanse, por gjemplo, los documentos US 2000/0306225; UY31779 y US 8.388.018). En ofras realizaciones, la
enfermedad o afeccidn se selecciona de ias alteraciones patolbgicas del suefio, la depresidn, los frastornos del suefio
en log anciancs, la enfermedad de Parkinson, la enfermedad de Alzheimer, ia epilepsia, la esquizcfrenia yio los
sintornas experimentados por los alcohdlicos an recupsaracidn {para el uso de ciertos compuestes nucledsidos v
nucledtidos para el tratamiento de estas afecciones, véase, por gjemple, el documento US 2014/0241880). En otras
realizaciones, ia enfermedad o afeccién se selecciona del dafic a las neuronas ¢ nervios del sistema nervioso periférico
durante la cirugia {para e! uso de cierfos compuesics de nucledsidos vy nucledtides en ef fratamientn de estas
afeccionas, véase, por ejemplo, el decumenic US 8.885.372) En otras realizacionas, 1a enfermedad o afeccidn es un
cancer como el cancer de préstata (para el use de cierlos compuesios de nucledsidos y nuciedtidos en el tratamiento
de estas afecciones, véase, por ejempio, Biochem Pharmacol. 15 de agostc de 2011, 82 (4) 418-425. dokb
10.1016/.bep.2011.05.013. "Activation of the P2Y1 Receptor Induces Apoptesis and Inhibits Proliferation of Prostate
Cancer Cells”, Qiang Wel ef al). En olras realizacionas, la anfermedad ¢ afeccidn se selecciona de una o mas
afeccionas gastrointestinales, como estrefiimientn y/o diarrea {para el uso de ciaros compuestos de nucledsidos y
nucledtidos en el tratamiento de estas afecciones, véase, por ejlemplo, Acta Physiol (Oxf). Diclembre de 2014, 212 (4):
293-305. Dol 10.1111/apha.12408. “Differential functional role of purinergic and nitrergic inhibitory cotransmitters in
human colonic relexation”, Mafié N1, Gil V, Martinez-Cutillas M, Clavé P, Gallego D, diménaz M. Y Neurcgastroenterol.
Motil. Enere de 2014, 26 (1) 115-23. Dol 10.1111/nmoe 12240, Epub 8 de octubre 2013 “Calcium responses in
subserosal interstitial cells of the guinea-pig proximal colon”, Tamada H., Hashitani H. PMID: 24328847). En otras
realizaciones, la enfermedad ¢ afeccion se seleccicna de dolor mediado por ef SNC, como delor neurcpatico, dolor
inflamatorio vio dolor agudo (para el uso de cierfos compuesios de nucledsidos v nucledtidos en el fratamiento de
estas afecciones, véase, por gjemplo, Br J Pharmacel Marzo de 2016, 158 (531106-17. Dob 10.11114.1476-
5381.2008.00505 %, Epub 5 de febrere de 2010, "A comparative analysis of the aclivity of ligands acting at P2X end
P2Y receptor subtypes in models of neurepathic, acute and inflammatory pain”. Andé RD1, Méhész B, Gyires K| illes
P, Sperlagh B. PMID: 20136838)).

En ofras realizaciones, la enfarmedad o afeccién se selecciona de céncer del carebro, coma &l glioblastora {para el
usn de ciertos compuestos de nucledsidos y nucledtidos en el tratamiento de estas afecciones, véase, por gjemplo,
Purinergic Signal. Septiembre de 2015; 11 (3} 331-48. Dol 10.1007/511302-015-8484-7. Epub 15 de maye de 2015,
‘Potentiation of temozolomide antiturmor effect by purine receptor ligands able to restrain the in wiro growth of human
glicblastoma stem cealis”. D'Alimonte, | &f al PMID: 25878185). En otras realizacionas, la enfermedad ¢ afeccidn es
dolor {(para &l use de ciertos conpuestos de nucledsidos y nucledtides en of tratamientc del dolor, véanse, por ejempla,
Pharmacol Biochem Behav. Enerc de 2015, 128 23-32. Doi: 10.1015/.pbb. 2014.11.001. Epub 6 de noviembre de
2014, “Participation of peripheral P2Yy, P2Y¥s and F2Y1: receptors in formalin-induced inflammatory pain in rats”
Barragan-iglesias F. of al PMID: 25449358, y Neuropharmacology. Abril de 2014; 78:388-7¢. Dol
10,1016/ neuropharm . 2013.12.005. Epub 12 de diciembre de 2013, “Blockade of peripheral P2Yq receptors prevents
the induction of thermai hyperalgesia via modulation of TRPV1 expression in carragesnan-insuced inflamnatery pain
rats: involvement of p38 MAPK phosphoerylation in DRGs”. Kwon SG, Roh DH, Yoon 8Y, Moon JY, Choi S8R, Choi HE,
Kang SY, Han HJ, Beitz AJ, Lee JH. PMID: 24333674). En ofras realizaciones, la enfermedad o afeccidn se selecciona
de un trastorne gastrointestinal como la diarrea (para ¢l usc de cierfes compuestos de nucledsidos y nucledlidos on el
fratamiento de estas afecciones, véase, por ejempico, Acta Physiol {Oxf). Diciembre de 2014, 212(4) 283-305. Dot
10.1111/apha 12408, “Differential functional role of purinergic and nifrergic inhibitory cotransmitters in human colonic
relaxation”, Mafieé N, Gil V, Marlinez-Cutillas M, Clavé P, Gallege D, Jiménez M.}, En otras realizaciones, la
anfermedad ¢ afecsidn es una cognicidn deteriorada (para el uso de clerles compuestos de nucladsidos y nucledtidos
en el tratamiento de esta afeccidn, véase, por gjempln, Naurcpsychopharmacalogy. Enero de 2015; 40 (2} 305-14.
Dol 16.1038/npp. 2014173, Epub 15 de julic de 2014, "Impaired cognition after stimulation of P2Y+ receptors in the rat
medial prefrontal cortex, Koch H, Bespalov A, Drescher K| Franke H, Kriigel U PMID: 28027332).

En algunas realizaciones, la presente invencidn proporciona un métedo para tratar una enfermedad ¢ afectidn
asociada con una lesidén cergbral o una afeccidn neurcdegenarativa, tal como epilepsia, migralia, dafic cerebral
colateral asociado con terapia de radiacion para el céncer, depresién, cambios de humer ¢ comportamiento, demencia,
comportamiento errdtico, comportamiento suicida, temblores, corea de Huntinglon, pérdida de la coordinacion del
movirmniento, sordera, alteracion del habla, seguedad ocular, hipomimia, déficit de atencion, pérdida de memoria,
dificultades cognitivas, vértigo, disartria, disfagia, anomalias oculares ¢ desorientacidn, que comprende administrar a
un pacients en necesidad del mismo una cantidad eficaz de un compuaste descrito en donde el compuaste es
MRE4322 o MRE1873, ¢ una sal farmacéuticarmente aceptable del misme. En algunas realizaciones, el compuesto es
un agonista de AsR en donde el agonista es MRS4322 ¢ MRS1873, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

En realizaciones adicionales, la presenie invencidn proporciona un métode para tratar una enfermedad
neurodegenerativa seleccionada del grupe gue consiste en enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson,
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anfermedad de Huntinglon, esclerosis miltiple, esclerosis lateral amicirdfica y enfarmedad pridnica en un paciente en
necesidad del mismo, que comprende administrer une cantidad eficaz de un compuesto descritc en donde el
cornpueasto es MRE4322 ¢ MRE1873, ¢ una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. En algunas realizaciones,
ol compuesio es un agonista de AsR en donde el agonista es MRS4322 o MRS1873, ¢ una sal farmacéuticamentes
aceptable del mismo.

En algunas realizaciones, la mejora en fa funcidn cognitiva o neurolégica se mide como un aumente de la puntuacion
entre aproximadamente ol 1 % v of 20 % en la tarea de recuperacidn verbal refrasada de la Escala de Memoria de
Wechsler revisada. Por ejempio, la mejora en la funcion cognitiva puede medirse como un aumento de la puntuacion
entre aproximadamente el 1 % y el 10 %, ¢ entre aproximadamente e 1 % y el 5 %.

2. Descripcidn de ciertos compuesios de ia presents invencion

Se describen compuestos Gtiles para tratar, mejorar o promaover la recuperacidon de clertas afecciones del cerebro o
del sistema nervicse central (SNC) tales como una lesidn cerebral o una afeccidn neurcdegenerativa. En algunos
casos, un compuesto descrifc aumenta la neuroproteceidn v {a neurorregeneracion mediada por astrocites, porio que
trata, mejora o promueve la recuperacion de la afeccion. En algunos casos, el compuesto es selectivo para un receptor
As, por gjemplo, selectivo para un recepior As en por lo menos 10 veces con respecto a otros receptores de adenosing;
0, por ejamplic, mas de 25 veces, 50 veces, 100 veces, 500 veces o 1000 vacas en relacidn ooh otres receptoras da
adenosina. En algunos casos, & compuesto modula selectivamante un receptor Az E2n algunos casos, el compuesto
&8 un agoenista selective en un receplor Az En algunos casoes, el compusesic es un agonista parcial selective en un
receplor As. En algunas realizaciones, el compuesto s un agonista completo ¢ parcial sesgado. En algunos casos,
compuesto es un antagenista completo ¢ parcial sesgado.

En realizaciones adicionales, el compuesto es selectivo para un receplor P2Y4, por gjemplo selective para receptores
P2Y4 por io menos 10 veces en refacién con ofros receptores P2Y,; o, por gjemplo, mas de 25 veces, 50 veces, 100
veces, 500 veces o 1000 veces en relacidn con ofros receptores P2Y. En algunos casoes, el compuestoc moduila
selectivamente un receptor P2Ys. En algunos cases, ef compuesio es un agonista selective en un receptor P2Y+. &n
algunes cases, &l compuesic es un agonista parcial selective an un receptor P2Y4. En algunos casos, el compuesto
es un ageonista completo ¢ parcial sesgade. En algunes casos, el compuesto es un antagonista complete o parcial
sesgado.

Eltérmino “sesgado” se refiere a compuestos que preferentemante modulan, activan, agonizan ¢ antagonizan una o
més, pare no todas, de las rutas asociadas con un receptor

Sin pretender limitarse a ninguna teoria, se cree que ol agonismae o el antagonismo completo o parcial sesgado permite
la modulacién selectiva de una o méas rutas ligadas a un receplor Az o P2Y4, o que puede conducir a un mejor
tratamientc de una enfarmeadad ¢ afeccidn y evitar fa modulacién de la ruta no deseada {lo que llevaria a afecios
secundarios). La modulacion selectiva puede activar preferentemente los astrocitos come se describe en el presente
documenioc, por ejlemplo, para tratar una lesion cerebral ¢ una enfermedad o afeccidn neurodegenerativa. Por o tanto,
en algunas realizaciones, un compuestc descrite s un agonista o antageonista compileto o parcial sesgade de una o
mas rutas acopladas a G o independientes de G unidas al recaptor de adenosina As © al receptor P2Y.. En algunos
casos, e compueste modula selectivamente una rute mediada por el racaptor Az 0 P2Y1, como la activacion de ia
beta-arresting, la movilizacién de calcio intracelular, la medulacion de cAMP, la activacion de canales de potasio
dependientes de ATP, ¢ la fosforilacidn de ERK1/2 u ofras actividades celulares posteriores ascciadas con tales rutas.
En algunos cascs, g ruta aumenta ¢ estd relacichada con la neuroproteccidn o neurciresiauracidn, ¢ a
sardioproteccion o la cardiomregenearacidn. En algunos casos, e compuasto se selecciona de un nucledside de (N)-
metanocarba. De acuerdoe con la invencion, el compueasto es MRS4322; o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo.

El términe “nucledsido de metanccarba”, como se usa on ¢ presente documente, se reflere a un andlogn de nucledsido
an el que e oxigeno prasente en el anilio de tetrahidrofuranc del aztcar de ribosa se reemplaza por una unidad de
metileno y el anillo carbociclice resultante se fusiona con un anific de ciclopropile para formar un biciclo[3.1. 0% hexano,

7 P
HO HO

HO OH HO OH

como las estructuras 0 -Sin querer limitarse a la teorfa, se cree que los
nucledsideos de metanocarba imitan una conformacion ¢ una pseudoconformacion de azlcar que se cree favorecida
por ciertos sublipos de recepiores. En algunos casos, os nucledsidos de metanocarba Norte son aguellos gue imitan
o prefieren una conformacion de azGear de T3 -endn/C2-exo v Ins nucledsidos de metanccarba Sur son aquellos que

Ny e~ ey

imitan ¢ prefieren una conformacién de C3-exo/C2-endo. En algunos casos, un aztcar de (Nymetanocarba
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{metanocarba “Norte”) tiene la siguiente estructura: HO OH . En algunos cases, un azlcar de (N)-

ey,
HO
S “,
: . HO OH : o
metanocarba tiene la siguiente estructura: > dencminado en &l presente documento un “aztcar
de “D-{N}-metanoccarba”. £n otras casos, un azlcar de metanocarba esté en la configuracién Sur, o{8ymetanocarba.

‘\‘-_:- 1"2.

HO

En algunos casos, tales azlcares de metanocarba se representan por la estructura: HO OH

T
oY

casos, un azucar de (S)-metanocarba tiene la siguiente estructura: HG ‘OH | denominado en el presente
documento “azulcar de D-(S)-metanocarba”.

Enalgunos

En algunos casos, el compuesto es funcionalmente selectivo en el receptor As o P2Y4, es decir, discrimina
selectivamente entre rutas mediadas por As o un receptor P2Y4, por ejemplo, modulando una o més rutas pero no
otras, o activando una o mas mas rutas y desactivando una o mas de otras rutas. En algunos casos, el compuesto es
un antagonista medido por la sefializacién de cAMP, pero un agonista parcial para el reclutamiento de 3-arrestina. En
otros casos, el compuesto es un agonista de la movilizacion de Ca®* mediada por Gg/11 y un agonista o antagonista
parcial del reclutamiento de arrestina. En algunas realizaciones, la presente invencién proporciona un método para
tratar una lesidn cerebral o una enfermedad o afeccidon neurcdegenarativa mediante moedulacidén del receptor Az
sesgado o funcionalmente seleclive (por gjemple, mediante agonismo o antagonismo selectivo entre rutas fales como
las mencionadas anteriormente), gue comprende administrar una cantidad eficaz de un compuestsc descrito a un
paciente en necesidad del mismo en donde ef compuesto es MRS4322 ¢ MRS1873, ¢ una sal farmacéuticamente
aceplable del mismo. De acuerdo con la invencidn el compuesto es MRE4322; o una sal farmacduticamente aceptable
del misma.

Se ha encontrado sorprendentemente que ciertes mono-, di- y tri-fosfatos de nucledsidos de puring, tales come los
descrites en detalls en el presente documento, se desfosforilan répidamente in vivo, posiblemente por
actonuclectidasas, enzimas responsables de la desfosforiiacidn de nucledtidos gue estan presantes tanto en ia
uperficie de las membranas celulares como circulando en la sangre v el plasma (véase Ziganshin sf /. Pllugers Arch.
1985) 429 412-418). A menudo es extremadamente dificil predecir qué andlogos de nucledtidos serdn sustraios para
actonuclectidasas y, por o tanto, se espera gue se desfosforilen in vive. En algunos casos, of compuesto desfosforilado
es responsable de la eficacia terapéutica. Por o tanto, en algunos cases, el mone-, di-, ¢ tri-fosfato fosioriladeo, o un
aster de fosfato tal como un éster de alquilo o feniie del mismo, s un proférmaco o pracursor del agente responsable
del efecto terapéutico.

AL

En slgunas realizaciones, los compuestos utiiizados en la presenie invencidn pueden stravesar la barrera

hamatoencefdlica (BBRB). El términe “barrera hematoencafdlica” o "BBE”, como s usa en el presents documents, se
refiere a la propia BBEB, asi come a la barrera hamatoespinal. La batrera hematoencefélica, que consiste en &l endotelio
de los vasos cerebrales, fa membrana basal y las células neurogliales, actGa limitando la penetracién de sustancias
en el cerebro. En algunas realizaciones, la relacidn cerebro/plasma del farmaco tofal es por o menos
aproximadamente 0,01 después de ia administracién (por ejermplo, administracion oral o infravencsa) a un paciente.
En algunas realizaciones, la relacidén cerebro/plasma del fdrmaco total s de por lo menes aproximadamente 0,63 En
algunas realizaciones, la relacidn cerebrofpiasma del farmace total es de por o menos aproximadamente 0,06, En
algunas realizaciones, ia relacién cerebro/plasma del farmaco tofal es de por lo menos aproximadamente 0,1, En
algunas realizaciones, la relacién carebro/plasma del farmace total es por lo menos aproximadamenta 0,2,

Los agonistas de adenosina Az prototipices tales como CHB-MECA y MRS5658 son compuestos lipofilicos de baja
sclubilidad con valores de clogP normalmente >2. Esta lipofilicidad es un factor impoertante gue contribuye a la alta
union a proteinas plasmaticas de estos compuestos, una alta unidn al cerebro v, como resultado, una baja fraceidn
libre de farmacce disponible para interactuar con el receptor Az en e cerebroe. En algunas realizaciones, por ejempio
afecciones neuroidgicas y neurcdegenerativas, las propiedades fisicoquimicas de los compuestos ullizados en la
presente invencién fales como MRS4322 v MRS1873 son sustanciaimente diferentes; estos v ofros compuesios
relacionados son compuestos hidrofilicos con clogP <0, que dan como resultado una alta solubiiidad, una baja unidn
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al plasma y al cerebro y altas concentraciones de farmasos no unidos disponibles para interactuar con 2f receptor As.

Por o tanto, en aigunas realizaciones, &l compuesto fiene un clogP menor de aproximadamente 0.8,
aproximadamente 0,7, aproximadamente 0,6, aproximadamente (0,5, aproximadamente 0.4, aproximadamente 0.3,
apreximadamente 0,2, aproximadamente 0,1, aproximadamenta G 05, aproximadaments 0,01 o apreximadamente
0,005, En algunas realizaciones, el compuesto tiens un clogP menor de aproximadements 0, tal como menor de
aproximadamente -0,1, -0,2, -0,3, -0,4, 0,5, 0.6, 0.7, -6,8 0 -0,9 0 menos. En algunas realizaciones, &l compuesto
fiene una fraccidn no unida en plasma de aproximadamente 0,5 a 0,9 En algunas realizaciones, el compuesto tiene
una fraccién no unida en piasma de aproximadamente 0,6 a 0,85, de 0,7 2 0,8, o de aproximadamente 0,75. En algunas
raalizaciones, el compuesto liene una fraccidn ne unida an el cerabro de por lo menos aproximadamente 0,02, ¢ por
o menos aproximadamente 0,03, 0,04, 0,05, 0,06, 0,07, ¢,08, 0,08, G,1, 0,12, §,15 o 0,17 o suparior. En algunas
realizaciones, el compuesic tiene una fraceidn no unida en plasma de aproximadamente 0,6 2 0,85, de 03,7 a (0,8, o
aproximadamente 0,75 y/o por 1o menos 0,08 de fraccidn no unida en eof cerebro.

Los compuestos de la invencidn puaden prepararse usando métodos conocides en la téonica, usande nada mas gue
la experimentacién rutinaria. Por gjemplo, clertes compuestos de la invencidn pueden prepararse siguiende los
procedimientos proporcionados en la patente estadounidense n.© 7.087 580 (y las referencias citadas en el presente
documento).

En algunas realizacionas, &l compuesto s2 selecciona de adenosing, ADP, sal trisddica de 2-maetiltic-ADR, ATP, sal
disddica de ATP, o pf-metilenc ATP, ¢, B-metilenadenosing, sal trisédica de 5'-irifosfato, sal de tatrasodin de trifosfato
de 2-metificadencsing, 2-MeSATH, sal de triellamonino de BzATR, incsing, citiding, citidinas aciladas, monofosfato de
citidina {CMP), difesfate de citidina (CDP), trifosfato de cilidina {CTR)}, CDP-colina, CMP-coling, defunosol, denufosol
tetrasodio, GTP, ITP, MRS 541, MRS 542, MRS 1780, MRS 2179, MRS 2278, MRS 2341, MRS 2385, MRS 2500,
MRS 28690, MRS 2688, MRS 3558, MRS 4315, MRS 5151, MRS 5676, MRS 5378, MRS 5687, MRS 5598, MRS 5823,
MRS 5830, Bencil-NECA, IB-MECA C1-iB-MECA LJ528, DPMA CCPA DBXRM, HEMADO, PEMADQ, HENECA
PENECA, CPa08.039, CP532.803, CGES821880, AR132, VT72, VT158, VT160, ¥T183, PSB 0474, uridina &-difesfato
(UDP), UDP-glucosa, uridina pB-tiodifosfato (UDPRES), uridina B-rifesfate (UTF), uridina y-tiofosfato (UTPyS), sal
tetrasadica de Z-4ioUTR, sal trisédica de UTPYS, uridina-5'-difosfoglucosa, trifosfato de diuridinag, 2-{hexiitic) (HT)-AMP,
pentafosfato de diadenosing, 2-desoxi-2-amino-UTP, 24i0-UTP tnacetiluriding, diacetiaciluriding, uridina, suramina,
andiegos de dipindamol, tetrafosfate de diadenosina Apald, ApqA, INS365, INS37217 o INS48823; en donde cada
aztcar se puede reemplazar con un azhGcar de metanocarba en la conformacion Norte o Sur o cada aziicar se puede
reemplazar con un D-ribcazicar; o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos.

En algunos casos, el 2-metiltic-ADP o una sal farmacéuticamente acaptable del mismo es (il en los mélodos de ia
presente diviilgacién. Sin querer limitarse a la teorfa, se cree que o ADP 2-MeS se hidroliza rapidamente a 2-
metilticadenocsina /0 vivo, en donde s un agonista sesgado, agonista parcial o agonista parcial sesgado de AzR. Se
cree que la Z-metilticadenosina fiene datos de receplores muy similares a los de MRS4322.

En algunas realizaciones, el compuesto es un agonista de AsR tal como N-benciladenosina-5-N-metiluronamidas tal
come N8-{3-yodobencil}-adencsina-5-N-metiluronamida, también conocida como IB-MECA o Can-Fite CF-101, ¢ 2-
cioro-N5-{3-yadobencil)-adenosina-5-N-metiluronamida (también conocida como 2-CHB-MECA o Can-Fite CF-102;
nucledsides de (N}-metanocarba fales como {(1R,2R 38 4R -4-{2-cloro-6-({3-clorabencihamine }-OH-purin-9-il}-2, 3-di-
hidroxi-N-metilbiciclo[3.1.Glhexano-1-carboxamida  (también conccida come CF502, Can-Fite Biopharma, MA),
metiiamida  del  &cido  (28,38,4R 5R)-3-amino-5-{8-(2 5-diclorobenciiaming jpurin-8-ii}-4-hidroxi-tetrahidrofuran-2-
carboxilice (también conoccida como CPS32.803); (1'S,2°R,3'8,4'R,5'8)-4-(2-clora-6+ 3-clorobencilamine -H-purin-8-
il)-2, 3-dihidroxi-N-metilbiciclo{3.1.0]hexano-1-carboxamida {también conocida come MRI3558), 2-(1-hexinil)-N-
metiladencsing; {18,2R,38,4R}-2,3-dihidroxi-4-(6-{{3-yodchencillamino -4H-purin-Q(SH - )-N-
metilciclepentanocarboxamida  (también  conocida come  CF101,  Can-Fite), {(18,2R 38, 4R)-4-(2-cloro-8-((3-
yodobencibamino}-4H-purin-9(5H}-il}-2, 3-dihidroxi-N-metilciclopentanocarboxamida (también conocida como CF102,
Can-Fite); {(T'R,2'R,37S,4'R 5 8)-4-{2-cloro-6-{(3-yodofeniimetiDaminojpurin-8-ii-3-1-(metilaminccarbonil)-
piciclol3 1. 0ihexane-2,3-dic! (también conocido comn MRE1888), o derivados de Z-dialquinilo de nucledsidos de {N)-
metanocarba; ¢ una sal farmacéuticamente aceptable dal mismao. En ailgunos casos, & compuesio se selecciona de
IB-MECA (también conocido como CF101), o CHEB-MECA (también conccido como CF102), o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo. En aigunos casos, ef compuestc se selecciona de un nucledsido de (N)-
metanocarba tal como los descrifos anteriormente; o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

También se incluyen moduladoras alostéricos de AzR gue mejoran fa actividad del recepior en la presencia del ligando
nativo, tal como 2-ciciohexil-N-(3,4-diclorofenil}-1H-imidazel4,5-clquinolin-4-amina {también conccida como CF502Z,
Can-Fite). Sin embargo, los agonistas de AsR mencionados anteriormente no son en absciuto exclusivos y también
puaden usarse clros agonistas de este tipe. Tambidn se conternpla la adminisiracién de agonistas de AsR unidos
covalentaments a palimercs. Por gjempleo, 1os agonistas de AsR pusden adminisirarse en forma de conjugados en los
gue un agonista estd unido a un dendrimeare de poliamideamina (PAMAM).

Sin querer limitarse a la teorfa, se cree que ol agonismoe tolal o parcial, incluide ¢l agonismo sesgado, por cierlos
analogns de uridina permitird la modulacidn selectiva de una ¢ més rutas que pueden conducir a un fratamientn
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mejorado de una enfermedad o afeccidn descrita y evitar la modulacidn de la ruta no deseada {Io que llevaria a efectos
secundarios). En algunos cases, la modulacion selectiva activa preferentemente los astrecitos u otras células gliales,
corno la microgiia v los cligodendrocitos para tratar una lesion cerebral o enfermedad o afeccidn neurodegenerativa
descrita. Cierlos ccmpuestos analogos de uridina adecuados para su uso en la presente invencion se describen en el
documentn WO 2014/180502. En aEgL'nos cases, of compuesto es un agonista de AsR. En algunos casecs, el
compuesie &s un agonista de PR2Y, En algunes c‘aso% el compuesto es un agonista sesgadce an un receptor de
adenosina, tal como un receptor Ay, / v’-\ Aop 0 As. En algunos casos, ef compuesto es un agonista sesgado, agonista
parcial o agonista parcial sesgade en un receplor As. En a.gunos casos, ¢l compuesto es un agonista sesgado,
agenista parcial o agonista parcial sesgado en un receptor P2Y . En algunos casos, of compuesto se selecciona del
grupo gue consiste en:
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o uh analogo fosforilado del mismo; o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
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{véase Lee, K ef &l "Ring-Constrained (N)}-Methanocarba Nuclensides as Adennsine Receplor Agonists’, Bicorg Med
|

Chemn Lett 2001, 11, 133-1337), HO OH {véase Kenneth A. Jacobson et al. Capitulo 6. Az
Adenosine Receptor Agonists: History and Future Perspectives pags. 96-97. Book—Springer: As Adenosine Receptors
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from Cell Biology to Pharmacology and Therapeutics, 2009), HO  OH (véanse Lee K et al“Ring-

5 Constrained (N)-Methanocarba Nucleosides as Adenosine Receptor Agonists”, Bioorg Med Chem Lett 2001, 11, 1333-
1337; y Gao et al. “Structural Determinants of AsR Activation: Nucleoside Ligands at the Agonist/Antagonist Boundary”,
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Developments in adenosine receptor ligands and their potential for novel drugs” Biochimica et Biophysica Acta 2011,
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10  Drug Design for Adenosme and P2Y Receptors’, Comp. and Struct. Biotechnology Jour 13. 286-298. 2015);
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Physiol 285. 2003; Muller CE, Jacobson KA “Recent Developments in adenosine receptor ligands and their potential
for novel drugs’, Biochimica et Biophysica Acta 1808, 1290-1308. 2011; y Wan TC et al. “The AsR Agonist CP-532.903
Protects against Myocardial Ischemia/Reperfusion Injury”, J. of Pharmacology and Exptl Therapies 324,1.2008),
CHy

R = nC Hy: HEMADO
R = Ph: PEMADO (véanse Volpini R et al. “HEMADO as Potent and Selective Agonists of hAzR”, J Med
5 Chem 45, 3271-3279. 2002; Muller CE et al.“Recent Developments in adenosine receptor ligands and their potential
for novel drugs”, Biochimica et Biophysica Acta 1808, 1290-1308. 2011; y Volpini R et al. “Synthesis and Evaluation of
Potent and Highly Selective Agonists for hAsR”, J of Med Chem 52, 7897-7900, 2009),
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aceptable del mismo. En algunos casos, el compuesto se selecciona de un nucleésido de (N)-metanocarba tal como
los descritos anteriormente; o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo
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o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. En algunos casos, el compuesto se selecciona de un nucleésido

de (N)-metanocarba tal como los descritos anteriormente; o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

En algunos casos, el compuesto se selecciona de
15

24



10

15

ES 2989 621 T3

NH, NH,

NN
Q4 O
o o <N SN o 0 f)\
HOjP\O,F"\O HO- P\o P\O
HO ~ oH HO ~ oH
HO CH 0 HO OH o0 una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo. En algunos casos, el compuesto se selecciona del grupo que consiste en:
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> en donde cada compuesto puede estar en la conformacion Norte o Sur o el azlcar
metanocarba puede reemplazarse con un D-riboazlcar, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo; o un
mono-, di- o trifosfato del mismo o una sal farmacéuticamente aceptable del mono-, di- o trifosfato. En algunos casos,
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el azucar metanocarba es un aztcar D-(N)-metanocarba. En algunos casos, el azlcar metanocarba es un azucar D-
(S)-metanocarba.

En algunos casos, el compuesto se selecciona de:
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aceptable del mismo. En algunos casos, el compuesto se selecciona de un nucledsido de (N)-metanocarba tal como
los descritos anteriormente; o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

~
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En algunos casos, el compuesto se selecciona de OH (MRS2179)0 >
10  una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
En algunos casos, el compuesto se selecciona de
NH, NH;
7 4
o o ¢ o < Jo L
il i . N7 N7 ¢l i i N SMe
HO- Py PG HO P P\
HO OH HO oOH
HO  OH ’ HO  OH ,
15
NH, NH;
’e g
y 4
¢ | ¢ |
s N \N)\CI o N \N)\SMe
HO OH HO OH > 0 Una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
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HO
En algunos casos, el compuesto es HO OH 0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. En
NH,
ag
|
N \N/LCI
HO
algunos casos, el compuesto es HO CH o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. De
NH,
g
o
2. NTONT e
acuerdo con la invencién, el compuesto es HG  OH 0 una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo.
NH-»
<N
|
s
N N/I\SMe
HO
En algunos casos, el compuesto es HO OH 0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
NH,
<fi
\
NT N7 sMe
HO
En algunos casos, el compuesto es HO OH 0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
NH2
g
|
Ny
- N N)\SMe
HO/\O,
De acuerdo con la invencidn, el compuesto es HG  OH o una sal farmacéuticamente aceptable
NH»
¢
%
oy N)\Sl\fle
HO/\Q/
del mismo. En algunas realizaciones, el compuesto es HO¢ bH 0 una sal farmacéuticamente
NH2
g
|
Ny
- N N)\SMe
HO/\O,
aceptable del mismo. De acuerdo con la invencién, el compuesto es HG  OH
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También se describe una composicidén farmacéutica que comprende un compuesto descrito o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo y un excipiente farmacéuticamente aceptable. En algunos casos, el
NH, NH2

N~ ==
{7y ST

NT N7 el
Ho’\@/ HO
HO OH

compuesto es HO OH 0 » 0 una sal farmacéuticamente aceptable del

SMe

3

mismo. En algunos casos, el compuesto es HO OH 0 una sal farmacéuticamente aceptable del

mismo. En algunos casos, el compuesto es HO OH 0 una sal farmacéuticamente aceptable del

mismo. En algunos casos, el compuesto es HO OH

En algunos casos, el compuesto se selecciona de los de la figura 15, o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo. En algunos casos, el compuesto se selecciona de

HNTE
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H 2 Ny
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35 N ”
- HO OH (MRS1898), o MRS1873; o una sal
farmacéuticamente aceptable de los mismos.
5
En un aspecto, la presente invencidn proporciona un método para tratar una lesidén o afeccidn cerebral o del sistema
nervioso central (SNC) seleccionada de lesién cerebral traumatica (TBI) o accidente cerebrovascular, que comprende
administrar a un paciente en necesidad del mismo una cantidad eficaz de un compuesto seleccionado de:
NH
)
N N Nf\
y = "N
¢ | ¢ |
~
I, N NJ\SMB +,_ N \N/J\C|
HO/\Q/ Ho’v
10 HO CH HO OH

(o] 5

una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o una composicién farmacéuticamente aceptable que comprende el
mismo.

15  En algunas realizaciones, el compuesto es

NH-

¢ ILI
<, N \N)\SMe

g

Ho/\Q/

~

HO  oH

o una sal farmacéuticamente aceptable del misme.
20

En algunas realizaciones, el compuesto es

25 o una sal farmacéuticameante aceptable del mismo.

En algunas realizaciones, la lesidn ¢ afeccidn del cerebro o del sistema nervioso central {SNC) es TBL
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En algunas realizaciones, ta TBl se selacciona de conmocidn cerebral, lesién por explosion, lesién ralacionada con
peleas o un golpe leve, mederado o severs en la cabeza.

En algunas realizaciones, el compuesic se administra dentro de las 24 horas postencres @ la TBI ¢ accidente
cerebrovascular

En algunas realizaciones, el compuesto se administra dentro de las 8 horas postericres a la TBl o accidente
cerebrovascular

En algunas realizaciones, o compuasio se administra al menos durants las primeras 5-48 horas después de fa T8l o
accidente cerebrovascular.

En algunas realizaciones, ia lesién o afeccidn cerebral o del sistema nervicse ceniral {SNCY es un accidente
cersbrovascular.

En algunas realizaciones, e compuestoc se administra de forma crénica para tratar ¢l accidente cerebrovascular
durante el periode de tiempo después de que se haya producido el accidente cerebrovascular cuando se resueive.

En algunas realizaciones, ta neuroproteccidn o la naurorrestauracion se incremeanta an &l paciente en comparacidon
con un paciente no tratado.

En algunas realizaciones, el compuesto s un agonista parcial sesgado en un recaptor de adenosing Az humano {AxR).

En algunas realizaciones, el AsR estda parciaimenie agonizade de una manera sesgada hacia las funciones
neuroprotecioras del receptor AsR.

En algunas realizaciones, el compuesto se administra por via oral, intravencsa ¢ parenteral.
En un aspecto, la presente invencidn proporciona un método para aumentar la neuroproteccidn ¢ la neurorresiauracion

en un paciente que ha sufride una TB! ¢ accidente cerebrovascular, que comprende administrar a un paciente en
necesidad del mismo una cantidad eficaz de un compussic seleccionado de

NH; NH,
<’Nf'N g
|

7, N \NJ\SME N \N/J\C|

HO  OH HO — ©OH

una sal farmacéuticamente aceptable dei mismo, o una composicién farmacéutiicamente aceptable gue comprende &l
misme.

En algunas realizaciones, el compuesto es
NH»

¢ |
N \NJ\SMe

oY

NI
HO OH
0 una sal farmacéuticamente acaptable del mismeo.

En algunas realizaciones, el compuesto es
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NH>

Ny
@f
-, N \N)\CI

-

Ho/\Q/

HG  ©OH
o una sal farmacéuticamante aceptable del mismo.

En algunas realizaciones, la neurcproteccién o neurcrrestauracion disminuye el periodo de recuperacion después de
la TBI o el accidente cerebrovascuiar en comparacion con un paciente no tratado.

En algunas realizaciones, el compuasio &8 un agonista parcial sesgado en un receptor de adenosina Az humano (AsR)
y el AsR estd parciaimente agonizade de una manera sesgada hacia las funciones neuroprotecteras del receptor AsR.

En algunas realizaciones, el compuesto se adminisira por via oral, intravenosa o parenteral.

En algunas realizaciones, e compuesio o sal farmacéuticamante aceptable del mismo tisne una fraccion ne unida en
plasma de porlo menos 0,7 o por lo menos (0,08 fraccion no unida en &l cerebro, o ambas.

En algunas realizaciones, e compuesto o sal farmacéuticameante aceptable del mismo tisne una fraccién no unida en
plasma de por lo menos 0,7 o por lo menos 0,08 fraccion no unida en &l cerebro, ¢ ambas

En un aspecto, la presente invencién proporcicna un métode para fratar una lesién, enfermedad o afeccidn
seleccionada de una lesion cerebral traumatica (TBI), un accidente cerebrovascular, una afeccidn neurodegenerativa
o una enfermedad cardiaca o cardinvascular, que comprende administrar a un paciente en nacesidad del mismo una

cantidad eficez de un agonista de un receptor de adenosing Az (AR} seleccionado de

NH,

NH,

N—>
¢ f
.. N \NACI

HO  ©H (MRS4322), HO  ©OH (MRS1873),

una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o una composicién farmacéuticamente aceptable que comprende ol
mismo.

En algunas realizaciones, el compuesto es

NH-
e
2, N \NJ\SMe
HO  oH
o una sal farmacéuticameante aceptable del mismo.
En algunas realizaciones, el compuesto es
NH,

Ny
<’f\
o, N \N)\CI

-

Ho/\Q/

~ -,

HO OH
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o una sal farmacéuticamante aceptable del mismo.
En algunas realizaciones, la lesion, enfermedad o afeccién es TBL

En algunas realizaciones, la T8l se selacoiona de conmocion cerebral, lesidn por axplosidn, lesidn relacionada con
peleas o un golpe leve, moederado o savere &n la cabeza.

En algunas realizaciones, la lesidn, enfermedad o afeccidn es un accidente cerebrovascular seleccionade de un
accidente cerebrovascular isquémico, accidente cerebrovascular hemorragico, hemorragia subaracnoides,
vasoespasmo carebral o atagues isquémicos transitorios (TIAL

En algunas realizaciones, la enfermedad neurodegenerativa se selecciona de la enfermedad de Alzheimer (AD),
enfarmedad de Parkinson {PD), enfermedad de Huntington (HD), esclerosis multiple (M8}, esclerosis lateral
amiotrdfica {ALS), encefalopatia traumatica crénica (CTE) o una afeccidn neurcdegenserativa causada por un virus,
alcoholismo, tumor, toxina ¢ lesiones cerebrales repetitivas.

En algunas realizaciones, 13 lesién, enfermedad o afeccion es la enfermedad de Parkinson.

En algunas realizaciones, la lesidn, enfermadad o afeccién es una enfermedad de Aizheimer, migrafa, cirugia carebral

En algunas realizaciones, 13 enfermedad del corazén o cardiovascular se seleccionan de isguemia cardiaca, infarlo
de miccardio, miccardiepatia, arieriopatia coronaria, arritmia, miocarditis, peticarditis, angina, cardiopatia
hipertensiva, endocarditis, cardiopatia reumdlice, cardiopatia congénita o alerosclerosis.

En algunas realizaciones, la enfermedad cardiaca o cardiovascular es una isquemia cardiaca ¢ un infaric de
miocardio.

En algunas realizaciones, el compuesto se adminisira crénicamente para tratar el accidente cersbrovascular, la
isquemia cardiaca o el infarto al miccardic durante el perfode de tiempo posterior a la aparicion de la lesién a
medida que se resuelve.

En algunas realizaciones, la nauroproteccidn o la neurorrestauracion se incrementa en el paciente en comparacién
soh un pacients ne tratado.

En aigunas realizaciones, ef AsR se agoniza de forma sesgada hacia las funciones neuroprotectoras del receptor
AR a traves de la activacion preferente de la movilizacién de caicin intraceluiar con una activacidn menor ¢ nula
de ofras rutas mediadas por AsR, ¢ a través de la aclivacién preferente de la maovilizacidn de caicio intracelular
mediada por Gal1, la medulacién mediada por Gi de la produccién de cAMP, o la fosforilacién mediada por Gi de
ERK1/2 y Akt

En algunas realizaciones, el AsR estd parcialments agonizado de una manera sesgada hacia las funcione
cardioprotecioras del raceptor AsR mediante ia activacién preferante de ia movilizacidén de calcio infracelular con
una activacion menor ¢ nula de otras rnias mediadas por AsR, o mediante la activacion preferente de la movilizacion
de calcio intraceiular mediada por Ggi1, modulacidn mediada por Gi de {a produccion de cAMP, o fosforilacién
mediada por Gi de ERK1/2 y Akt

o
L2l

g

En algunas realizaciones, el métedo aumenta la neuroproteceidn o fa neurcrrestauracion en un paciente que padece
una afeccidn neurcidygica asociada o gue resulta de una gquimicterapia contra el cancer o una cirugfa cerebral.

En algunas realizaciones, ¢l compuesto se administra por via oral.
En un aspecto, la presente invencidn proporciona un método para aumentar la neuroproteccidn ¢ la neurorresiauracion
en un paciente gue ha sufrido una TEl ¢ un accidente cerebrovascular, tratando asi la TBI o un accidente

serebrovascular, que comprende administrar a un paciente en necesidad del mismoe una cantidad eficaz de un agonista
de un receaptor de adenosina As (AsR) seleccionado de

NH;

N—2p
<’f|
s N \N)\CI

NH,
4 f\l
Y \NJ\SMe

N “ y

HO  ©OH (MRS4322) , HO  ©H (MRS1873),
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una sal farmacéuticamente acaptable del misme, 0 una composicién farmacéuticamente acaptable que comprende el
raismo.

En un aspecto, la presente invencidn proporciona un métode para aumentar la cardioproteccion o regeneracidn de
fefido cardiace daftlado en un paciente qua ha sufrido una isquenia cardiaca ¢ infarto de mincardio, tratando asi ia
isquenmia cardiaca o el infarto al miccardic, que comprende administrar a un paciente en necesidad del mismo una
cantidad eficaz de un agonista de un receptor de adenosina As {AsR) seleccionado de

NH,

NH,
’e e
% “ "N
¢ I 2’ |
s N \NJ\SMe .. N \N)\CI

HO  ©H (MRS4322) HO  OH (MRS1873),

una sal farmacéuticaments aceptable del mismce, o una composicidn farmacéuticamentis aceptable que comprende el
risma.

En algunas realizaciones, el compuesto es

NHz
¢ IL|
N \NJ\SIVIe

o~
N
HC OH
o una sal farmacéuticamante aceptable del mismo.

En algunas realizaciongs, ef conpuesto es

NH>

Ny
@f
-, N \N)\CI

-

Ho/\Q/

HG  ©OH
o uha sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

En algunas realizaciones, el pericdo de recuperacidn después de la TBI, of accidante cerebrovascular, la isquemnia
cardiaca o el infarto al miecardio disminuye en comparacion con un paciente no tratado.

En algunas realizacicnes, e AsR estéd parciaimente agonizado de una manera sesgada hacia las funciones
neuroprotecioras del receptor AsR.

En algunas realizaciones, el AsR estd parcialmente agonizade de una manera orientada hacia las funciones
cardioprotectoras del receptor AsR.

En algunas realizacionas, e compuestod se administra por via oral.

En aigunas realizaciones, ef compuesto es un agonista sesgade de un AsR con una funcidn de cardioproteccion
mejorada en relacidn con un agonista de AsR completo.

En algunas realizaciongs, el compuesto es un agonista sesgado de un AsR con funcién de cardioprofeccion majorada
en refacién con un agonista AzR completo a través de la activacion preferente de una o mas de las siguientes rutas
rmediadas por AsR: activacién de la movilizacidn de calcio intracelular mediada por Gg11, modulacién mediada por Gi
de la produccidn de ¢cAMP, fosforilacion mediada por Gi de ERK1/2 v Akt o modulacién de la activacidn de beta-
arrestina.
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En algunas realizacionas, el compusasic 28 un agenista sesgado de un AsR con una funcidn de cardioproteceidn
mejorada en relacidn con un agonista de AsR completo a través de la activacién preferente de la movilizacién de calcio
intracelular con menos o ninguna activacion de las otras vias mediadas por AzR.

En algunas realizacionas, ef compuesto es un agonista parcial dei AqR con una funcidn de cardioproteccion mejorada
con respecte a un agenista de AzR completo.

La cantidad de un compuesto descrito (es decir, un agente active) que deberia estar presente en una composicidn
para usar un métedo descritc ¢ una compoesicidn farmacéutica descrita serd generalments una caniidad
ferapéuticamente eficaz. Una “cantidad terapéuticamente aficaz” o “dosis” {0 “cantidad sficaz”} se reficre a la cantidad
de agente active suficiente para resuitar en un resultado iferapéutico deseade, como la activacién de la
neuroproteccion, la neurorregeneracién y/o la mejora de [a funcién cognitiva ¢ neurclégica. La toxicidad v la eficacia
ierapéutica de las composicicnes de agentes activos pueden daterminarse madiante procedimientos conocidos en la
téenica en cullivos celulares ¢ animales experimentales, por gjemplo, para determinar la LDsy (la dosis letal para el
50 % del grupe de prueba) v g EDsp {la dosis terapéuticamente eficaz en ¢l 50 % del grupe de prueba). La relacidn de
dosis entre los efectos toxicos y terapéuticos es el indice ferapdutico v puede expresarse come la relacion LDsg/EDsq
Las composicicnes gue exhiben grandes indices terapéuticos son ventajosas. Los datos ohienidos de ensayos de
cultivos celulares vy estudios en anirmales se puaden usar para formular un intervaln de dosis para uso en humanocs.
En algunas realizaciones, la dosificacibn de tales composiciones se encuentra dantro de un intervalo de
concentraciones circulantes que incluyen la EDsg con poca ¢ ninguna foxicidad. La dosificacion puede variar dentro de
aste intervalo dependiendo de la forma de dosificacion empleada y la via de administracion usada.

En algunas realizaciones, a dosis eficaz yfo ef resultade terapéutice dessado se establecen comparande fa funsion
cognitiva del sujeto de prueba o del paciente u otro parametro para al menos dos mediciones; sin embargo, también
se pueden usar mas de dos mediciones. La medicién de la funcidn cognitiva inicial establece una linea de base inicial
para el sujeto de prueba o el paciente. La funcion cognitiva se puade medir usando una prueba cognitiva establecids,
coma la tarea de recuparacion verbal demorada de la Escala de memoria de Wechsler revisada. Una prueba adicional
después del tratamiento con la prueba cognitiva establecerd une segunda medicion. Se establece una cantidad eficaz
cuando la comparacién de la segunda medicién con la primera medicion demuestra una mejora de por lo menos
aproximadamente el 1 %. En algunas realizaciones, la mejora en la funcidn cognitiva, medida por la tarea de
recuperacion verbal demorada de ia Escale de Memoria de Wechsler revisada, se encuentra entre aproximadamente
el 1% v el 20 %. En algunas realizaciones, fa majora asta entre aproximadaments el 1 % v e 10 %. En aigunas
realizaciones, la mejora estd entre aproximadamente el 1 % y el 5 % Una persona experimentada en la téenica
entiende que otros métodes para determinar la mejora de la funcidn cognitiva son igualmente aplicables siempre gue
no midan las etapas de la demencia.

Los métodes de fratamiento descritos pueden abarcar la administracion de un compuesic descrito en donde el
cornpuesto es MRS4322 o MR31873, o una sal farmacéuticamente aceptable del misme para obtener el efecto
terapéutico deseado. La composicidén se puede administrar durante el tiempo que sea necesaric para maniener ol
efecto terapéutico deseado. En algunas realizaciones, el compuesto se administra entre aproximadaments unoy 12
measas. En algunas realizaciones, el compuesto se adminisira entre uno y sais meses. En aigunas reslizaciones, «f
compuesto se administra antre uno vy tres meses.

En un aspecto de ia invencidn, un compuesto descrito en donde el compuesto es MRS4322 o MRS1873, 0 una sal
farmacéuticamente aceptable del mismoe se administra en una cantidad de entre aproximadamente 5 myg/dia y 10 g/dia
En algunas realizaciones, cada dosis del compuesto estd en una cantidad entre aproximadaments 5 mg/dosis v
10 gidosis. Por gjernpio, se obtienen resultados satisfactorios mediante la administracion oral de un compuesto
descritc de la invencidn en dosis de entre aproximadamente 0,05 y 10 mg/kg/dia, entre aproxdmadamente 0,1 v
7.5 mg/ky/dia, entre aproximadamente 0,1 y 2 mag/kg/dia, 0 0,5 moskg/dia administrado una vez o, en dosis divididas,
2 & 4 veces por dia. Para administracion parenteral, por ejemplo mediante goteo ¢ infusidn i.v., se pueden usar dosis
de entre aproximadaments 0,61 y 5 mgikg/dia, entre aproxdmadaments 0,05 v 1,0 my/kg/dia vy entre aproximadaments
0,1y 1,0 mg/kg/dia. Las dosis diarias adecuadas para los pacienies son, por o tanteo, de enfre aproximadamente 2,5
¥ 500 mg p.o., entre aproximadamente 5 y 250 mg p.o., enfre aproximadamente 5 y 100 mg p.o., o entre
aproximadaments 0,5 v 250 mg v, entre aproximadamente 2,5 v 125 mg Lv. y entre aproximadamente 25 y 50 my
LV,

3. Uses, formiufacidn v administracidn

Composicionas farmacéuticamente aceptables

También se describe una composicibén gue comprende un compuesto descrito y un portador, adyuvante o vehiculo
farmacéuticamente aceptable. En clertos casos, una composicidn se formula para la administracian a un paciente gue
nacesita tal composicién. En algunos cases, una composicion se formula para administracion oral a un paciente.

Eltérmino “paciente”, como se usa en el presente documento, significa un animal, preferiblemente un mamifere, v o

S
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mas preferiblements un sar humano.

El término “portador, adyuvante o vehicuio farmacéuticamente aceplable” se refiere a un portador, adyuvanie o
vehiculo no téxico que no destruye la actividad farmacoldgica del compuesio con el que se formula. Los portadores,
adyuvantes o vehiculos farmacéuticamente aseptables que pusden usarse eon las composiciones de esta invencidn
incluyen, pere no sa& limitan a, intercambiadores de iones, aiiming, estearato de aluminic, leciting, proteinas de suero,
tales come aiblmina de suero humano, sustancias amortiguadoras tales como fosfates, glicing, acido sérbice, sorbato
de potasio, mezclas de glicéridos parciales de acidos grasos vegetales saturados, agua, sales ¢ electrolitos, como el
suifato de protamina, hidrogenofosfato de disodio, hidrogenofosfato de potasio, cloniro de sodio, sales de zine, silice
coloidal, trisilicato de magnesio, polivinilpirrolidona, sustancias a base de celulosa, polistilenglicol, carboximetilcelulosa
de sodio, poliacrilatos, ceras, polimeres en blogue de polietileno-polioxipropilene, polietilenglicel v grasa de lana

Un “derivado farmacéuticamente aceptabie’ significa cuaiquier sal, éster, sal de un éster u olro derivado no téxico de
un compuesto de esta invencidn que, al administrarse a un receptor, sea capaz de proporcionar, directamente o
indirectarmante, un compueste de esta invencidn ¢ un metabolito o residuc inhibitoriamente active del mismo.

Las composiciones pueden administrarse por via oral, parenteral, por pulverizacion por inhalacidn, por via topics,
rectal, nasal, bucal, vaginal ¢ a través de un depdsito implantado. El término “parenteral” como se usa en el presente
documanto incluye téenicas de inyeccidn o infusidn subcuténes, intravencsa, intramuscular, intraarticular, intra-
sinovial, intraesternal, intratecal, intrahepética, intralesional e intracraneal. En algunos casos, las composiciones se
administran por via oral, intraperitoneal o intravenosa. Las formas inyectables estériles de las composicienes de esta
invencidn pueden ser una suspensidn acuosa u oleaginosa. Estas suspansiones pueden formularse de acuerdo con
téenicas conocidas on la tdenica usando agentes dispersantes ¢ humectantes adecuados v agentes de suspension.
La preparacion inyectable estéril también puede ser una solucidn o suspensidn invectable estéril en un diluyente o
solvente no tdxico v parenteraimente aceptable, por gjemple, como una solucidn en 1,3-butanedicl. Entre los vehiculos
¥ solventies aceptables gue pueden emplearse se encuentran ef agua, 1z solucidn de Ringer y fa solucidn de clorniro
de sodio isotbnica. Ademas, los aceites fijos estériles se emplean convencionalmente como un solvente o medic de
suspensidon.

Para este propésito, se puede emplear cualquier aceite fijo suave, incluyende mono- o di-glicéridos sintéticos. Los
acidos grasos, como el acido oleico y sus derivados de glicéridos, son utiles en {a preparacion de invectables, al igual
que los aceites farmacéuticamente aceptables naturales, como el aceile de oliva o el aceite de ricino, especiaimenta
en sus varsionas polioxietiiadas. Estas soluciones o suspensiones de aceile también pueden confener un diluyante o
dispersante de alcohol de cadena larga, como la carboximetilcalulosa ¢ agentas dispersantes similares que se usan
comunmente en la formulacién de formas de dosificacion farmacéuticamente aceptables gue incluyen emulsiones y
suspensiones. También se pueden usar ofros tensicactivos cominmente usados, como Tweens, Spans y ofros
agentes emulsionantes o polanciadores de la biodisponibilidad gue se usan comdnmente en la fabricacién de formas
farmacéuticas sélidas, liquidas u otras formas farmacéuticaments aceptables.

Las composiciones farmacéuticamente aceplables pueden administrarse por via oral en cualquier forma de
dosificacion cralmente aceptable que inciuye, pero no se himita a, capsulas, comprimidos, suspensiones o scluciones
acuosas. En ol caso de comprimidos para uso oral, los portadores sominmente usados incluyen lactesa y almiddn da
maiz. Los agantes lubricantes, comoe e estearale de magnesic, también suelen agregarse. Para la administracidn cral
en forma de cépsula, los diluyentes dtiles incluyen lactosa y almiddn de maiz seco. Cuande se requieren suspensiones
acuosas para usoc oral, el principio activo se combina con agentes emuisionantes v de suspensidn. Si se deses,
tfambién se pueden agregar clertos agentes edulcorantes, sabeorizantes ¢ colorantas.

Alternativamente, las composiciones farmacéuticamente aceptables pueden administrarse en forma de supositorios
para administracion rectal. Estas se pueden preparar mezciando of agente con un excipiente no irritante adecuado
gque sea sdlide a temperatura ambiente pere liguide a temperatura rectal y, por o tanto, se fundird en of recto para
liverar el medicamento. Tales materiales incluyen manteca de cacag, cara de abeja y polietilenglicolas.

Las composiciones farmacéuticamente aceptables de esta invencién también pueden administrarse por via 6pica,
especiaimente cuando el objetivo del fratamiento incluye dreas u drganos faciimente accesibles mediante aplicaciéon
tépica, que incluyen enfermadades del ojo, la pial o el fracte intestinal inferior. Las formulaciones tépicas adecuadas
se preparan facilmente para cada una de estas dreas u drganos.

La aplicacian tdpica para el tracto intestinal inferior se puede efectuar en una formuiacién de supositorio rectal (véase
anteriormente) o en una formulacién de enema adecuada. También se pueden utilizar parches tépicos transdérmicos.

Para aplicaciones tdpicas, las composiciones farmacéuticaments aceptables propuorcionadas pueden formularse an
una pomada adecuada que contiene el componente activo suspendido o disuelto en uns o mas portadores. Los
portadores para la administracidn tdpica de los compuestos de esta invencién incluyen, pero no se limitan a, aceite
mineral, vaselina liquida, vaselina blanca, propienglicol, policxietileno, compuesto de polioxipropiieno, cera
amulsionanie y agua. Allernativamante, ias composiciones farmacéuticameante aceptables proporcionadas pueden
formuslarse en una locidn o crema adecuada que contenga los componentes aclivos suspendidos o disuelies en uno o
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maés portadores farmacéduticamente aceplables. Los portadores adecuados incluyen, paro no se limitan a, aceite
mineral, monoastearsto de sorbitdn, polisorbate 60, cara de cetil ésteres, alcohol cetearifiico, 2-octildedecansl,
alcohol bencilico y agua.

Para usn oftdimico, siempre gue las composiciones farmacéuticamente aceptables puedan formularse como
suspansionas micronizadas en solucidon salina estérii iscibnica con pH ajustado, ¢ como soluciones en solucidn
salina estéril isotdnica con pH ajustade, ya sea con ¢ sin un conservante tal come clorure de bencilalconio.
Alternativamente, para usos oftaimicos, las composiciones farmacéuticamente acepiables pueden formularse en
una pomada tal como vaselina.

Las compesiciones farmacéuticamente aceptables puedan administrarse mediante aerosol nasal o inhalacidn. Tales
composicionas se preparan de acuerdoe con técnicas bien conocidas en {a téenica de [z formulacién farmaceutica y
se pueden preparar como solucionas en solucidn salina, empleando alcohol bencilico u ofros conservantes
adecuades, promotores de la absorcion para mejorar la biodisponibiiidad, fluorocarbonos yiu ofros agentes
solubilizantes o dispersantes convencionalas.

En aigunas realizaciones, las composiciones farmacéuticamente aceptables se formuian para administracidn oral.
Tales formulaciones pueden administrarse con o sin alimentos. En algunos casos, las composiciones
farmacéuticamente aceplables se administran sin alimentos. En otres casos, las composiciones farmacéuticaments
aceptables se adminisiran con alimentos.

En otros casos, las composiciones farmacéuticamente aceptables se formulan para administracion intravencsa {IV).

La cantidad de compuesios utilizados en la presente invencidn que pueden combinarse con los materiales
portadores para produciy una composicion en una unica forma de dosificacidén variard dependiendo del huésped
fratado, el modo particular de administracién. Preferiblemente, fas composiciones proparcionadas deben formularse
de modo gue se pueda administrar una dosis de entre 0,01 - 100 mg/kg de peso corporal/dia del inhibidor a un

pacients gue recibe estas composicionas.

También debe entenderse que una dosificacién especifica y un régimen de tratamiento para cualquier paciente en
particuiar dependeran de una variedad de factores, que incluyen la actividad del compuesto especifico empleado,
la adad, el peso corporal, la salud general, el sexo, la dista, el Hempe de administracion, ia velocidad de excrecidn,
la combinacién de farmacos v el criterio del médice fratante y la gravedad de la enfermedad en particuiar que se
asta tratando. La cantidad de un compuestc de la presente invencion en la composicion también dependera def
compuestc particular en la composicién.

Iy

Usos de compuestos y composiciones farmacéulicamente aceptablas

Los compuestos v composiciones descrifos en &l presente documento son generalments dtiles para el tratamiento de
diversas enfermedades v afeccionas, tales como lesiones cerebrales v afecciones neurcdegenerativas, vy los diversos
métedos descritos en el presents documeanto.

La actividad de un compuesto usado en la presente invencién pueds sometarse a ensayo in vifro, in vivo ¢ en una
linea celular. Los ensayos in vifro incliyen ensayes gue determinan la modulacién o fa unién a una proteina. Las
afecciones detalladas para someter a ensayo un compuesto se exponen en los gjempios a continuacidn.

Como se usan en &l presente documento, ios términos "tratamienic”, “tratar’ y “que trata” se refieren a revertir, aliviar,
retrasar la aparicidén de o inhibir el progreso de una enfermedad o frastorno, ¢ uno o mas de sus sintomas, como se
describe en ol presente documento. En algunas realizaciones, ef tratamiento puede administrarse despueés de que se
hayan desarrollado uno o mas sintomas. En otras realizaciones, o tratamiento puede administrarse en ausencia de
sintomas. Por ejemplo, ef tratamiento puede administrarse a un individuo susceptible antes del inicie de los sintomas
{por ejemplo, a la luz de una historia de sintormas y/o a fa iuz de factores genélicos u otros factores de susceptibilidad)
El tratamiento también puede continuarse después de que los sintomas se hayan resuelto, por ejernplo, para prevenir
o retrasar su reaparicion.

Los compuestos y composiciones, de acuerdo con e méltodo de ia presenta invencion, pueden administrarse usando
cualquier cantidad vy cualquier via de administracion eficaz para tratar o disminuir la gravedad de una enfermedad o
afeccidn descrita, o afeccién o sintoma asociado. La cantidad exaclta requerida variard de un sujeto a otro,
dependiendo de la especie, ia edad y el estado general del sujeto, la gravedad de la enfermedad o la afeccidn, el
agente parlicular, su modo de administracidn y similares. Los compuestos ulilizades en la invencidn se formulan
preferiblemante en ferma de unidad da dosificacion para facilitar la administracidn y la unifermidad de la dosificacion.
La expresién “forma de unidad de dosificacién” como se usa en el presente documento se refiere a una unidad
fisicamente discreta de agente apropiada para el paciente a tratar. Se entenders, sin embargo, que ef uso diario total
de los compuestos y composiciones utilizados en la presente invencidn lo decidird e médico asistente dentre del
alcance de un buen juicio médico. El nivel de deosis eficaz especifica para cualquier paciente u organisma &n particular
dependera de una variedad de factores que incluyen el rastorne que se estd tratando vy la gravedad deltrastorne, la
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actividad del compuesto especifice empleado; la composicién especifica empleads; la edad, o pesc corporal, la salud
general, el sexo v la dista dal paciente; el momento de administracidn, la via de administracion v la velocidad de
excrecién del compuesto especifico empleade; ia duracién del fratamiento; los farmacos usadoes en combinacién o
coincidentes con el compuesto especifico empleado, y factores similares bien conocidos en las técnicas médicas. El
término “paciente”, como se usa en &l presante documents, significa un animal, en algunas realizaciones un mamifero,
o en clertas ofras realizaciones un ser humano.

Las composiciones farmacéuticamente aceptables pueden administrarse a seres humanos v olros animales por via
oral, sublingual, rectal, parenteral, intracisternal, intravaginal, intraperifoneal, tdpica {como mediante polvos, pomadas
o gotas), intraocularmente {come gotas oculares) vucaimente, como un aerosol oral ¢ nasal, o similar, dependiendo
de la gravedad de e enfermedad o afeccidn que se esté tratando. En ciertas realizaciones, los compuestos utilizados
en la invencidén pueden administrarse por via oral o parenteral a niveles de dosificacién de aproximadamente
0,01 mg/kg a aproximadamente 50 mg/kg o de aproximadamente 1 mg/kg a aproximadamente 25 mg/ig, del peso
sorporal del sujete por diag, una o més veces al dia, para chtenar el efesto terapéutico deseado.

Las formas de dosificacion liquidas para administracion oral incluyen, perc no se limitan a, emulsiones,
microemulsiones, soluciones, suspensicnes, jarabes vy elixires farmacéuticamente aceptables. Ademas de los
cornpuesios activos, las formas de dosificacion liquidas pueden contener diluyentes inertes comiinmente usados en
la thehica come, por gjemplo, agua U ofros saiventes, agentes solubilizantes y emulsiohantas tales como aloohol etilico,
alcohol isopropilice, carbonate de etilo, acelato de etilo, alccehol bencilico, benzoaie de bencilo, propilenglicel, 1,3-
butilenglicol, dimetilformamida, aceites (en particular, aceites de semillas de algodén, cacahuete, maiz, germen, oliva,
ricino y ajonjoli), glicerol, alcohol tetrahidrofurfurilico, polietilenglicoles y ésteres de acidos grasos de sorbitan, y
mezclas de los mismos. Ademéas de los diluyentes inertes, las composiciones orales también pueden incluir
adyuvantes tales como agentes humectantes, agentes emulsionantes y de suspensién, agentes edulcorantes,
saborizantes y perfumantes.

Las preparaciones inyectables, por gjemplo, suspensiones acuosas U oleaginosas inyectables estériles pueden
formularse de acuardo con ia téenica conocida usando agentes dispersantes o humectantes adecuados v agentes de
suspansion. La preparacion inyactable esteriltambidn puede ser una solucion, suspension o emulsion inyactable astéril
en un diluyente o sobente parenteralmente aceptable no toxice, por ejemplo, come una solucion en 1,3-butancdiol.
Entre los vehiculos y solventes aceptables que pueden emplearse se encuentran el agua, la sclucién de Ringer, U.SP.
¥ solucidn isotdnica de cloruro de sodin. Ademas, los aceites fijos esténiles se emplean convencichalmante como un
solvente ¢ medio de suspensidn. Para este propdsito, se pueds emplear cualquisr aceite fijo suave, incluyendo maong
o diglicérides sintéticos. Aderas, los 4cidos grasos como &l dcido oleico se utilizan en la preparacion de inyectables.

Las formulaciones inyectables pueden esterilizarse, por ejemplo, mediante filtracidn a fravés de un filtro de retencidn
bacteriana, ¢ incerporandn agentes esterilizantes en forma de composiciones sélidas estériles que pueden disolverse
o disparsarse en agua estéril u otro medio inyectable estéril antes de su uso.

Con el fin de prolongar ol efecto de un compuesto utilizado en iz presente invencidn, frecuentemente es deseable
ralentizar ia absorcién del compuastic de la inyeccidn subcutianea o intramuscular. Esto se puade lograr mediante el
uso de una suspensién liguida de material cristaline o amorfe con escasa solubilidad en agua. La velocidad de
absorcion del compuesto depende antonces de su velocidad de disclucidn gque, a su vez, puede depender del tamaiic
del cristal y la forma cristalina. Alternativamente, la absorcién retardada de una forma de compuesto administrada por
via parenteral se logra disobviendo o suspendiendo el compuesto en un vehiculo oleoso. Las formas de depésite
inyectables se hacen formande matrices microencapsuladas del compuesto en polimercs bicdegradables tales como
polilactida-polighcdlido. Dependiende de la proporcion de compuesto con respecte a polimere v I8 naturaleza del
polimero particular empleado, la velocidad de liberacidn del compuesto se puede contrelar. Ejemplos de otros
polimeros bicdegradables incluyen poli{orioésteres) v poli{anhidrides). Las formulaciones inyectables de depdsito
también se preparan atrapande of compuesto en lipesomas o micreemuisiones que son compatibles con los tejidos
corporales.

Las compoesiciones para administracion rectal o vaginal son preferiblemente supositorics que pueden prepararse
mezclando los compuestos utilizados en esta invencidn con excipientes ¢ portadores adecuados no irritantes tales
semo manteca de cacao, polietilenglicol ¢ una cera de suposilterio que son sdlidos a termnperatura ambiente par
liguidos a la temperatura corporal v, por o tanto, se funden en &l reclo o la cavidad vaginal v likeran &l compuesto
activo.

Las formas de dosificacidon sdlidas para administracién oral incluyen cépsulas, comprimidos, plidoras, polvos y
granuins. En tales formas de dosificacitn sdlidas, el cormnpuesto active se mezcla con por fo menos un excipiente o
portador inerte, farmacéuticamente aceptable, tal como citrate de sodio o fostato de dicalcie vio a) rellencs ¢ diluyentes
fales como almidones, lactosa, sacarosa, glucesa, manitol v acide silicico, b} aglutinantes tales como, por gjemple,
carboximetiicelulosa, alginatos, gelatina, polivinilpirrolidinona, sacarcsa y goma arabiga, ¢) humectantes tales como
glicerol, d) agentes disgregantes tales como agar-agar, carbonato de calcio, almidon de patats o tapioca, acido
alginico, ciertos silicales y carbonato de sodio, &) agentes retardantes de la solucion tales camo parafing, f)
aceleradores de la absorcién come los compuestos de amonio cuaternario, g) agentes humectantes como, por
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ajemplo, alcchol cetllice y monpestearato de glicerol, h) absorbentes tales como cacdlin y arcilla de benionita, e 1)
lubricanies tales como talce, estearato de calcio, estearatc de magnesic, polietilenglicoles sédlideos,
laurilsuifate de sodio v mezclas de los mismeoes. En el caso de capsulas, comprimidos y pildoras, la forma de
dosificacion también puede comprender agentes amortiguadores.

Las composiciones sdlidas de un tipo similar también se pusden emplear como rellenos en capsulas de gelaling
rellenas blandas y duras que utilizan excipientes como lactosa o azlcar de leche, asi como polistilenglicoles de alto
peso molecular y similares. Las formas de dosificacidn sélidas de comprimides, grageas, capsulas, piidoras y granules
pueden prepararse con recubrimientos v envolturas, tales como recubrimientos entéricos vy otros recubrimientos bien
conncides en a téenica de formulacidn farmacéutica. Opcionalmente, pueden contener agentes opacificantes vy
fambién pueden ser de una compasicion gue livaren los principios activos solameante, o en una ciera parie del fracto
intestinal, opcionalmente, de manera retardada. Los ejemplos de composiciones de inclusibén que pueden usarse
incluyen sustancias poliméricas vy ceras. Las composiciones sdlidas de un tipo similar también se pueden emplear
semn reflencs en capsulas de gelating relflenas blandas vy duras que utilizan excipientes como lactosa ¢ azlcar da
leche, asi como polistilenglicoles de alto peso melecular v sinvlares.

Los compuestos actives también pueden estar en forma microencapsulada con uno o mas excipientes come se indicd
anteriormente. Las formas de dosificacidn sélidas de comprimidos, grageas, cdpsulas, pildoras y granulos pueden
prapararse con recubrimientos y envolturas tales como recubrimiantos entéricos, recubrimientos que controlan la
liberacién y ofros recubrnimientos bien conocides en la técnica de formuacion farmacéutica. En tales formas de
dosificacién sdlidas, ef compuesto activo puede mezdlarse con al menos un dilivente inerte tal come sacarosa, lactosa
o almiddn. Tales formas de dosificacidon también pueden comprender, como as practica normal, susiancias adicionales
distintas de los diluyentes inertes, por ejempic, lubricanies para la formacidn de comprimidos y otres adyuvantes para
la formacion de comprimidos tales como estearato de magnesio y celulesa microcristalina. En el caso de capsulas,
comprimidos vy pildoras, las formas de dosificacién fambién pueden comprender agentes ameortiguadores.
Opcionaimente, pueden contener agentes opacificantes y también pueden ser de una composicién gue liberen los
principics activos solamente, ¢ en una cierta parte del tracto intestinal, opcionalmente, de manera retardada. Los
ejemplos de composicionas de inclusidn que pueden usarse incluyen sustancias poliméricas y ceras.

Las formas de dosificacién para administracion tépica o transdérmica de un compuesto utilizado en esta invencidn
incluyen unglentos, pastas, cremas, lociones, geles, polvos, soluciones, pulverizaciones, inhalantes o parches. El
semponente active se mezcia bajo condiciones estériles con un portador farmacéuticamente aceptable y cualquier
conservante o sclucion amoertiguadora nacesario, segln se requiera. La formulacion oftdimica, fas gotas para los oidos
¥ las gotas para os ¢jos también s& consideran dentro del alcance de esta invencion, Ademas, la presente invencién
contempla el uso de parches transdérmicos, gue fienen la ventaja adicional de proporcionar una administracion
controlada de un compuesto al cuerpe. Tales formas de dosificacién se pueden hacer disolviendo o dispensando el
sempuasto en ef medio apropiade. Los potenciadoras de la absorcion también se puaden usar para aumentar f fiujp
del compuesto @ través de la pisl. La velocidad puede controlarse proporcionando una mambrana de control de
velocidad o dispersando el compuestc en una matriz polimérica o gel.

Dependiendo de la afeccidn particular, ¢ enfermedad a tratar, también pueden estar presentes 2n las composicionas
de esta invencidn agentes terapéuticns adicionales que normaimente se administran para tratar esa afeccidon. Como
se usa en &l presente documanto, los agentes terapéuticos adicionales gus normaimente se administran para tratar
una enfermedad o afeccién en particular, se conocen come “apropiados para la enfermedad o afeccidn que se esta
tratando”.

Como se describe en los ejemplos a confinuacion, en cientas realizaciones a modo de ejemplo, los compuestns sa
preparan ¥y se usan de acuerdo con los siguientes procedimientos generales. Se& apreciarg que, aungue los métodos
generales representan ia sintesis de clertos compuestos de la presente invencion, los siguientes métodos generales,
y otros métados conocidnsg por ias personas experimantadas en la téenica, pueden aplicarse a {odos ios compuestos
y subclases y especies de cada uno de estos compuesios, como so describe en el presente documentc.

Ejemplos

Ejempio 1: Farmacocinética de MRS4322 despuds de {a administracidn intraperitoneal a ratones

Propdsito

Este estudic se disefid para determinar las concentraciones en plasma y cerebro de MRS4322 después de la
administracion intraperiteneal de una dosis usada en modelos de fototrombosis v de lesidn cerebral traumatica de
raton,

Matodos

Productos guimicos: MRS4322 se obtuvo por cortesia del Or. Ken Jacobson del Institute Macional de Diabeles,
Enfermedades Digestivas y Renales {Bethesda, MD). La tolbutamida de grade analftico se obluve de suministros
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semersiales en Seventh Wave Laboralories (Maryland Heights, MO} Todos ios demds productos quimicos sa
obtuvieren de Sigma-Aldrich (St Louis, MO}

Animales: Se ulilizaron ratones CH76BL/AJ hembras gue pesaban aproximadamente 0,02 kg para este estudio,
surninistrades por ¢l Centro de Clencias de la Salud de la Universidad de Texas {San Antonic, TX). Tedos los estudios

I

se realizaron segin los protocoies aprobados por el Centro de Ciencias de la Salud de la Universidad de Texas IACUC

Administracidon del farmaco: MRS4322 se solubilizd en DMSOC vy luego se diluyd en solucidn salina para preparar ia
solucion de dosificacion. La concentracidn final de a solucidn de dosificacion de MRS4322 fue de 100 uM. Se
administrd por via intraperitoneal un volumen de 100 il de solucidn de dosificacion a cada ratén por 20 gramoes de
peso corporal; MRE4322 se adminisird por via intraperitoneal a 0,16 mgskg ¢ 0,5 umol/kg. Tras ratones recibieren
MRE4322 para cada punto de tiempo de muestreos.

Muestreo de tejide: Se obiluvieron muestras de sangre v cerebro alas G, 0,083, 0,25, 0,5, 1, 2 v 8 horas después de
fa dosis. En cada punto de tiempo, los ratones (3/puntos de flempo) se sacrificaron en una camara de mondxide de
carbono. La sangre completa se shtuvo mediante puncién cardiaca en tubos Microtainer que contenian heparina y se
centrifugd inmediatamente para la preparacion del plasma; el plasma se almacend a -80 °C. En cada punto de tiempo,
se obtuvieron muestras de cerebro completo por decapitacién, se enjuagaron en solucién salina amortiguada con
fosfato enfriada con hielo v se pesaron. Las muestras de cerebro se congalaron inmadiatamente en nitrégeno liquido
y 8¢ almacenaren a -80 °C.

Binanalisis

Las concentracicnes en plasma y cerebro de MRE4322 se determinaron mediante LC-MS/ME usando tolbutamida
como un patrdn interno. La siguiente tabla resume las condiciones de LC y ME/MS empleadas:

Tabla 1: Metodos bioanaliticos para las determinaciones de concentracion en plasma y cerebro de MRS4322

Métodos bioanaliticos

Componentes del sistema

Médulo Fabricante Modelo

HPLC Shimadzu Bombas Binarias Prominence LC-20AD
Inyector automatico Leap Prominence Sil-30AC

Espectrémetro de masas AB Sciex 4000 Qtrap

Método de HPLC

Columna Phenomenex Kinetex C18 (2,1 x 50 mm, 2,6 um)

Elucién Gradiente, 0,4 ml/min

Fase Movil A: Acido formico al 0,1 %

Fase Movil B: Acido formico al 0,1 % en acetonitrilo

Deteccién de MS y calibracion para MRS4322 en plasma de ratén

Nombre del pico: Tolbutamida

Uso como patrén interno

Masas Q1/Q3: 271,20/155,20 Da

Nombre del pico: MRS4322

Patrén Interno: Tolbutamida

Masas Q1/Q3: 324,10/182,00 Da

Ajuste Lineal Ponderacién 1/(x * %)

Interseccién 0,000447
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Pendiente 0,00141
Coeficiente de correlacién 0,9996
Area de uso

Deteccién de MS y calibracion para MRS4322 en homogeneizado de cerebro de ratén

Nombre del pico: tolbutamida

Uso como patrén interno

Masas Q1/Q3: 271,20/155,20 Da

Nombre del pico: MRS4322

Patrén interno: Tolbutamida

Masas Q1/Q3: 324,10/182,00 Da

Ajuste Lineal Ponderacién 1/(x * %)
Interseccién 0,0000465

Pendiente 0,000883

Coeficiente de correlacién 0,9996

Area de uso

Para cada matriz de fejide, se crearon curvas patrén v se determinaron las conceniraciones de LLOQ/MAULOG. El
intervalo de calibracidén para la curva patrén de concentracion plasmatica de MRS4322 fue de 2 42-242 ng/ml. El
intervalo de calibracién para ias concentraciones cerebrales de MRS84322 fue de 2,41-233 ngiml.

Para el bioanalisis de las conceniracionas cerabraies de MRS4322, las muestras de cerebro se homogenaizarenh en
sclucion salina amortiguada con fosfato enfriada con higlo en una dilucion 4x. Las paries alicuctas del homogeneizado
de cerebro diluido resultante se trataron con acefonitriio v se analizaron por LC-MS/MS. Debido & ia dilucion del
homogensizado 4x, el intervalo de calibracidn de la curva patrén en cerebro de MRS4322 se tradujo a 9,64-832 ngfg.
En varias muestras, MRS4322 fue detectable pero cayd par debajo del LLOQ del cerebro de 9,64 nglg pero estuvo
por encima del fonde; en estos cases, la conceniracién cerebral final notificada se extrapeolaba segin las situras de
pico de MS.

Resuitados

Después de la administracién intraperitoneal a ratones, las concentraciones de MRS4322 fueron detfectables en
rmuestras de plasma vy cerebro {figura 1A y tabla 2). Cbsérvese que, tal como se describe en el gjemple 11 a
sentinuasién v se muestra en las figuras 1By 18, las concentraciones de MRS4322 fusron detectables en muestras
de plasma y cerebro de cerdes neonatales. Después de la edminisiracidn intravenosa a cerdos neonalales, las
concentraciones de MRS4322 fueron deteciables en muestras de plasma, cerebro, liguido
extracehular cerebral y liguido cefalorraguideos {figuras 1By 16, tabla 13).

Tabla 2: Concentraciones en plasma y cerebro de MRE4322 en ratones después de la administracidn intraperitoneal

Concentracién en plasma (ng/ml) por sujeto

Articulo Dosis |Tiempo

Grupo | Matriz
P de prueba |(mg/kg) | (h) A B C |Media | SD N
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0 BLQ BLQ BLQ BLQ - 0

0,083 40,2 42,5 65,8 49,5 14,2 3

0,25 37,5 41,6 48,3 41,8 4,40 3

1 Plasma |MRS4322 | 0,16 0,5 148 | 268 | 216 | 211 |8,00 3

1 7,35 4,23 85,0* 5,79 NA 2

2 0,539f (0,638t | 1,157 |0,776 | 0,328 3

8 BLQ BLQ BLQ BLQ - 0
Concentracién en cerebro (ng/ml) por sujeto

. . Dosis |Tiempo
Grupo | Matriz | Articulo de prueba
P P (ma/kg) | (h) _
A B C Media | SD N
0 BLQ BLQ BLQ BLQ -— 0
0,083 2,04t | 2,187 | 2,55t 2,11 0,100 3
0,040
0,25 3,08t | 3,037 | 3,43f 3,06 ' 3
0

1 Cerebro MRS4322 0,16 0,5 1,777 | 3,00t | 1,817 2,39 10,870 3
1 BLQ BLQ BLQ BLQ -— 0
2 BLQ BLQ BLQ BLQ -— 0
8 BLQ BLQ BLQ BLQ -— 0

BLG = Por debajo del Himite inferior de cuantificacidn (2,40 ng/mi para plasma, 9,84 ng/g para cerebro debido a una

dilucién 4x)

* Elanimal F a un valor de 1 hora de 85,0 se considerd un valor atipico vy se excluyd de las estadisticas de resumen

1 Las concentraciones calculadas fueron <LLOQ. Los valores notificadoes estan exirapolados.

Las conceniracionss plasmaticas permitieron estimaciones iniciales de Tiay, Cinay, semivida y AUC {tabla 3).

Tabla 3: Farmacocinética en plasma de MRE4322 en ratones después de la administracidn intraperitoneal

Grupo | Matriz | Analito (r?mg/sri:n eilr?irizl (r?g??% T(nﬁ) (Ahurigm) (Qﬁg)?ﬁn Serpr:\)/ida
A | 402 | 0083 24,2 24,4 0,306
B | 425 | 0,083 275 27,8 0,288

1 | Plasma|MRS43221 016 | | 658 | 0083 37,6 38,2 0,337
N 3 3 3 3 3
Media| 49,5 | 0,083 29,8 30,1 0,310

43




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2989 621 T3

SD 14,2 0,000 7,01 7,19 0,0247
%CV| 286 0,0 23,5 23,8 8,0

Nota: los valores de BLQ se convirlieron a cero, se inciuyeron valores extrapeolados v se excluyS el animat F g 1 hora
para los analisis de PK

Aungue las concentraciones en e cerebro eran detectables, los datos eran insuficientes para la estimacion de ia
semivida u otros parametros farmacocinéticos distintos de 18 Caay v 8 Taax. Sin embargo, seaqu'i los datos disponibles
de plasma y cerebro, se aslimd que la proporcién de (Lfebrb,piz'sma del farmaco tolal era aproximadamente de 0,06
an funcidén de las conceniracionas med as de Cmsy en plasma y cerebro.

5%

Estos resultados confirrman que 1as concentraciones plasmaticas circulanies de MRE4322 son detectables después
de la administracion intraperitoneal a ratones bajo las condiciones de dosificacion utilizadas en los modelos de
fototrambosis v lesidn cerebral traumdtica, v gue MRS4322 se distribuye al cerebro bajo estas condisiones de
dosificacion.

Ejemplo 2: Farmacocinética de MRS4322 después de la administracion intraperitoneal de MRS2385 a ratones
Proposite

Este estudic se disefid para determinar las concentraciones plasmaticas v cerebrales de MRS4322 después de ia

administracion intraperitoneal del agonista de P2Y4, MREZ385 a una dosis usada en modelos de fototrombosis y lesidn
fraumética cerebral de ratdn.

Métodos

Productos guimicos: MRS4322 se obtuvo por cortesia del Dr Ken Jacobson del institute Nacional de Diabetes,
Enfermadades Digestivas v Renales (Bethesda, MD} MRS2385 se obtuve de Tocris Biosclences (Brisiol, RU}. La
totbutamida de grado analitico se obtuve de suministros comerciales en Seventh Wave Laboratories (Marylanc
Heights, MO). Todes los derés preductos guimicos se obtuvieron de Sigma-Aldrich (St Louis, MO).

Animales: Se ulilizaron ratones C576BL/ES hembras que pesaban aproximadamente 0,02 kg para este estudic,
suministrados por ¢ ! entro de (J noias de g Seiud de fa Universidad de Texas (San Antonie, TX). Todos lus estudios
se realizaron segun ios p rotocoios aprobados por el Centro de Ciencias de ia Saiud de la UHEVch dad de Texas IACUC.

Administracidn del farmaco: MRS2385 se solubilizé en solucion salina amortiguada con fosfato v luego se diluyd en
solucidn salina amortiguada con fosfato para preparar la solucién de dosificacion. La concent racién final de la sclucion
de dosificacidn de MRS2365 fue de 100 M. Se administré por via intraperifionsal un volumen de 160 W de solucién
de dosificacion a cada ratén por 20 grames de pese corporal, MRS2365 se administré por via intraperitoneal a
0,5 umolflg o 0,24 mgikg. Se administrd a tres ratones MRS2365 para cada punto de tiemnpo de muestrec.

Muastrao de tejido: Se obtuvieron muestras de sangre y cergbro a las 0, 0,083, 0,25, 0,5, 1, 2 v 8 horas daspués

la dosis. En cada puntc de tiempe, los ratones (3/puntos de tiempo) se sacnfiuaron en una camara de mondxido dc
carbono. La sangre completa se obtuvo mediante puncién cardiaca en tubos Microtainer gue contenian heparina vy se
centrifugd inmediatamente para la preparacion del plasma; ef plasma se aimacend a3 -80 °C. En cada punto de tiempo,
se obtuvieron muestras de cerebro completo por decapitacidn, se enjuagaron en sclucidn salina amortiguada con
fosfato enfriada con hiele v se pesaron. Las muestras de cerebro se congelaron inmediatamente en nitrégenc liquido

¥ s& almacenaron a -30 °C.

Bioanalisis: Estudics previos hablan demcstrade que no se observaron soncentracionas circulantes y cerebrales
detectables de MRS2385 después de la administracion intraperitoneal ¢ intravenasa, por le que este estudio se cantrd
solo en la deteccidn y cuantificacion de su metabolito MRE4322. Las concentraciones plasmélicas y cerebrales de
MRE4322 se determinaron por LC-MS/MSE usande folbutamida come patrén inferno. La siguiente tabla resume las
condiciones de LC y MS/MS empleadas:

Tabla 4: Métodoes bivanalilicos para las deferminaciones de concentracidn en plasma y cerebro de MRS4322

Métodos bioanaliticos

Componentes del sistema

Médulo Fabricante Modelo
HPLC Shimadzu Bombas Binarias Prominence LC-20AD
Inyector automatico Leap Prominence Sil-30AC
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Espectrémetro de masas IAB Sciex | 4000 Qtrap

Método de HPLC
Columna Phenomenex Kinetex C18 (2,1 x 50 mm, 2,6 um)
Elucién Gradiente, 0,4 ml/min

Fase Movil A: Acido formico al 0,1 %

Fase Movil B: Acido formico al 0,1 % en acetonitrilo

Deteccién de MS y calibracion para MRS4322 en plasma de ratén

Nombre del pico: Tolbutamida

Uso como patrén interno
Masas Q1/Q3: 271,20/155,20 Da

Nombre del pico: MRS4322
patrén interno: Tolbutamida
Masas Q1/Q3: 324,10/182,00 Da

Ajuste Lineal Ponderacién 1/x
Interseccién 0,000704

Pendiente 0,00151

Coeficiente de correlacién 0,9998

Area de uso

Deteccién de MS y calibracion para MRS4322 en homogeneizado de cerebro de ratén
Nombre del pico: Tolbutamida
Uso como patrén interno
Masas Q1/Q3: 271,20/155,20 Da

Nombre del pico: MRS4322
patrén interno: Tolbutamida
Masas Q1/Q3: 324,10/182,00 Da

Ajuste Lineal Ponderacién 1/x
Interseccién 0,000209

Pendiente 0,000864

Coeficiente de correlacién 1,00

Area de uso

Para cada matriz de fejido, s crearch curvas patron y se determinaren las concenifraciones de LLOQAN.OQ E
intervalo de calibracion para la curva patrdn de concentracién en plasma de MRS4322 fue de 2,26-241 ng/ml El
intervalo de calibracién para las concentraciones cerebrales de MRS4322 fue de 2,35 3 242 ng/mi.

Para el bicandlisis de las concentraciones cerebrales de MRS4322) se homoganeizaren mueasiras de cerebro an
saiucion salina amuortiguada con fosfato enfriada con higlo en una dilucion 4x. Las partes alicuotas del homogeneizado
de cerebro diluido resultante s& trataron con acefenitiiic y se analizaron por LC-MS/MS. Debido a la dilucion del
homogeneizado 4x, el intervalo de calibracidn de la curva patrén en cerebro de MRS4322 se tradujo a 9,40-968 ng/g.
En varias muestras, MRS4322 fue detactable pero cayd por debajo del LLOG cerebral de 9,40 ngfam pero estuvo por
encima del fondo; en estos casos, la concentracidn cerebral final informada se exirapolaba segiin las alluras de pico
de MS.

Resuitados

Jespuds de la administracidén intraperitongal de MRS2365 a2 ratones, las concentraciones de MRS4322 fueron
detectables en muestras de plasma vy cerebro (figura 2 y tabla 5).

Tabla &5 Concentraciones en plasma y cerebro de MRS4322 en ratones despuds de la administracion intraperitoneal
de MRS2365
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i Dosis Tiempo i6 i
Grupo | Matriz dArt|cu|§ p Concentracién en plasma(ng/ml) por sujeto
€ prueba | (mgfkg) (h)
A B C Media | SD N
0 BLQ | BLQ BLQ BLQ - 0
0,083 245 | 641 82,8 57,1 29,8 3
0,25 46,5 | 43,2 47,4 45,7 2,20 3
0,24

1 Plasma |MRS4322 MRS2365 0,5 22,3 | 251 31,0 26,1 4,40 3
1 2,30 | 4,02 3,63 3,28 (0,890 3
2 BLQ [1,02* | 0,680* |[0,850 NA 2
8 BLQ | BLQ BLQ BLQ - 0

Articulo Tiempo Concentracién en cerebro (ng/g) por sujeto

Grupo | Matriz d b Dosis h
e prueba (h) A B C |Media | sD N
0 2,76* | 10,0 4.61* 579 3,76 3
0,083 | BLQ BLQ BLQ BLQ - 0
0,25 3,92 | 3,26* 4,16* 3,78 0,470 3
0,24 * N *

1 Cerebr® |MRS4322 MRS2365 0,5 3,19 2,80 2,70 2,90 0,260 3
1 BLQ BLQ BLQ BLQ - 0
2 BLQ BLQ BLQ BLQ - 0
8 BLQ BLQ BLQ BLQ - 0

BLQ = Por debajo del limite inferior de cuantificacidn (2,26 ng/ml para plasma; 8,40 ng/g para cerebro debido a una
dilucién de 4 veces)

* Valoras proyectados,; estos valoras estuvieron por dabajo del limite de cuantificacion.
@ Parece posible que las muestras O y 0,083 se eliguetaron incorrectamente al recibirlas
Las concentraciones en plasma permitieron estimaciones iniciales de Tma, Cmax, Semivida y AUC {{abla 8).

Tabla 8. Farmacocinética en plasma de MR34322 en rafones después de la administracidn intraperitoneal de
MR82365

Cmax Tmax AUCitimo AUCKNF Semivida
Grupo | Matriz Analito Dosis ID_de

(mg/kg)|  Animal | (hgiml) | (h) | (h*ng/ml) | (h*ng/mi) (h)

A 46,5 | 0,25 21,7 22,3 0,17

B 64,1 0,08 30,0 30,5 0,34

C 82,8 | 0,08 34,8 35,1 0,28

1 |Plasma | MRS4322 MI%S22‘:1:}65 N 3 3 3 3 3
Media 64,5 | 0,14 28,8 29,3 0,27

SD 18,2 | 0,10 6,65 6,51 0,09

% CV 28,2 | 69,5 23,1 22,2 33,1

Los valeres de BLQ se convirtieron a cero; se incliyeron vaiores extrapotados para los anélisis de PK

Aungue las concentracionas en cerebro eran detectables, los datos eran insuficientes para la estimacidn de la semivida
U ofros parédmetros farmacocinéticos distintas de la Crnax v 18 Traw Sin embargoe, seqin los datos disponibles de plasma
¥ cerebro, se estimé que ia proporcién cerebrofplasma del farmaco total era de aproximadamente 0,10 en funcién de
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las concentraciones medias de Cagy & plasma y carebro.

Estos resultades confirman que las concentraciones en plasma circulantes de MR84322 son detectables después de
la administracién intraperitoneal del agonista de P2Y; MRE2365 a ratones bajo las condiciones de dosificacion
utilizadas en los modelos de folotrombosis vy lesion traumdatica del cerebro, vy que MRS4322 sa distribuye an el cerebro
bajo estas condiciones de dosificacion.

Las concentraciones en plasma y cerebro de MRE4322 se determinaron en dos estudios diferentes, despusés de la
administracion intraperitoneal de MR34322 (véase el ejempio 1) v despuds de la administracién intraperitoneal del
agonista de P2Y, MRE2385. En ambos de estos estudios, se administraron MRS4322 ¢ MRE82385 a dosis equimolares
de 0,5 umolkg. Comperando los resuffados de ambes estudios, las conceniraciones en plasma observadas de
MRE4322 fueron virtualmente idénticas v las concentraciones en cerebro de MRS4322 fuereon muy similares (comparar
las figuras 1y 2). No hubo diferencias estadisticamente significativas en los valores de semivida y AUC para MRS4322
después de la administracion de dosis egquimolares de MR34322 o MRE2385. Estos datos indican que, después da la
administracién infraperitoneal a ratones, MRS2365 se metaboliza rapidamente v completamante a MR84322, le que
da como resultado una farmacocinética de MRS4322 en plasma y cerebro muy similar a los que siguen a la
administracion intraperitoneal del propio MR34322.

Ejemplo 3: Unidn a plasma y cerebro de MR84322 en ratones
Propdsito

Este estudio se disefid para determinar [a fraccidn libre en plasma y cerebro de MRS4322 en ratones y comparar las
fracciones libres con las de un agenista profolipico del receptor de adenocsina Az MRSH5688. MRESEES tiens ia
siguiente estructura quimica:

Cl

MRS5698 F

Matodos

Productos quimicos: MRS4322 se obtuvo por cortesia del Dr. Ken Jacobson del Institute Nacional de Diabetes,
Enfermedades Digestivas y Renales {Bethesda, MD). MRE5695 se adquirid de Tocris Biosciencas {Bristol, Reing
Unido). Ei sulfametoxazol y la warfarina de grade analitico s& obluvieron de suministros comerciales en Seventh Wave
Laboratories (Maryland Heights, MO} Todos los demas productos quimicos se obtuvieron de Sigma-Aldrich (St Louis,
MO).

Animales y preparacién de tejidos: Se obtuvo plasma de ratenes CD-1 machos de BioreclamationVT (Westbury, NY)
¥ se almacend a -80 °C hasta su uso. Se obtuvieron cerebros de ratén CD-1 macho de BioreclamationiVvT {(Westbury
NY).

Las muestras en blanco de ultrafitrado de plasma se¢ prepararen descongelande plasma congelado y luego
precalentande plasma en una camara humidificada del 5 % de CO; a 37 °C durante 80 minutos. Paries alicuotas de
80C i se transfirieron a filtros centrifugeos Centrifree (celulosa regenerada Ultrace!l (NMWL 30.000 amu) Lote
R&JA31738) v se centrifugaren a 2900 RPM a 37 °C durante 10 minutos; los filtrados de agua y plasma se recolectaron
y utilizaron en la preparacibn de patrones, blancos v patrenes de QC.

Se pesaron v homogeneizaron los cerebros con selucidn salina amortiguada con fosfato 1.8, pH 7,4 usando un
homogeneizador de tejido Omni. Los cerebros de cuatro ratones se homogeneizaron, se agruparen vy se mezcelaron
para formar una muestra,

Determinacidn de la unidn al plasma: MR34322, MR35698, sulfametaxazol y warfarina se solubilizaron en DMSC v
luego se diluyeron en acetonitriiciagua 1.1 para preparar soluciones madre de dialisis 100 pyM. Se utilizaron
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D O

sulfametafazol vy warfarina come patrones de estudio con valores de unidn a plasma conocidos. Las muestras ¢
plasma se precalentaron durante 60 minutes en una incubadora humidificada con 5 % de CO2 mantenida a 37 °C. 8
afladieron alicuctas de tres ml de plasma precalentado cada una con adiciones conocidas de MR34322, MRE5608,
sulfametaxazo!l o warfarina usando soluciones madre 100 pM para cada compuesto, o que dic como resuifado
concentraciones de prueba finales de 1 uM. Las muestras de plasma con adiciones conocidas se incubaron en un
mezclador giratoric en una camara humidificada con 5 % da CO» & 37 °C durante un minime de 80 minutos. Despuéds
de 50 minutos, se agregaren tres alicuotas de 800 ul de cada muestra a los filtros centrifugos Centrifree. Los filtros se
sometieron a centrifugacion a 2800 rpm durante 10 minutos a 37 °C. Se recogieron tres alicuotas de 100 pl de plasma
residual junto con ultrafiltrado para bicanalisis.

Py

Determinacidn de la unidn al carebro: MRE4322, MRSE68E, sulfametoxazol v warfaring se solubilizaren en DMSC v
se diluyercn en acefonitriicagua 1.1 para preparar soliciones madre de diglisis 100 uM. Los cerebros
homogeneizados agrupados se precalentaron durante 60 minutos en una incubadora humidificada de 5% de CG»
mantenida a 37 °C. Se afadieron alicuotas de tres mi de homogeneizado de cerebro cada una con adisiones conccidas
de MRS4322, MRS5888, sulfametaxazol o warfarina usando las soluciones madre 100 uM para cada compuestc, (0
que dic como resultadc concentraciones finales con adiciones conocidas de 1 uM. Se colocaren homogeneizados de
cerebro agrupados con adiciones conocidas en un mezclador Nutator en una incubadora humidificada de 5 % de CO»
a 37 °C durante 80 minutos. Después de 80 minutos, se agregaron tres alicuctas de 800 i de cada muestra a los
fitros centiffuges Centrifree. Log filtros se sometieron a centrifugacidn a 2800 rpm durante 10 minutos a 37 °C. Se
racogieren partas alicuotas de homogeneizadoe de cerebro residual y ultrafilirado para bicanalisis.

Binanalisis

Las concenfracionas &n plasma y cerebre de MRS4322 y MREL688 en plasma con adiciones conocidas,
homogeneizados de cerebro y ultrafitrados ascciados se determinaren mediante LC-MS/MSE usando tolbutamida comoe
patrén interno. Las concentraciones asociadas de sulfametaxazol y warfarina fambién se determinareon mediante LC-
MS/MS usando condiciones estandar {datos no mostrades). Las siguientes tablas resumen las condiciones de LC v
ME/MS empleadas (tablas 7 y 8). Los métodos bicanaliticns fueron idénticos para todas las matrices; los dales
astadisticos de curva patrén (por ejlemplo, gjuste, intercepcidn, pendiente, coeficiente de correlacion) se determinaroen
para cada matriz pero no fueron significativamente diferentes y, por io fante, no se muestran para cada matriz.

Tabla 7. Méicdos bicanaliticos para MRS432Z para la determinacidn de las concentraciones en plasma,
homogengizado de carebro, ulirafiltrade de plasma y ultrafiltrado de homogeneizado de carabro

Bioanalisis de muestras de plasma, homogeneizados de cerebro, ultrafiltrado de plasma y
ultrafiltrado de homogeneizado de cerebro

Componentes del sistema

Médulo Fabricante Modelo
. Bombas Binarias Prominence

HPLC Shimadzu LC20AD
Inyector automatico CTC Leap HTC PAL
Espectrémetro de masas AB Sciex AP 4000

Método de HPLC
Columna Phenomenex Kinetex C18 (2,1 x 50 mm, 2,6 um)
Elucién Gradiente, 0,4 ml/min

Fase Mévil A: Acido férmico al 0,1 % en agua

Fase Movil B: Acido formico al 0,1 % en acetonitrilo

Condiciones de espectrémetro de masas para MRS4322
Nombre del pico: MRS4322 |
Masas Q1/Q3: 324,10/182,00 Da
Nombre del pico: Tolbutamida |
Masas Q1/Q3: 271,20/155,20 Da

Ajuste Lineal Ponderacién | 1/x
Interseccién 0,0181
Pendiente 0,00192
Coeficiente de correlacién 0,9988

Tabla 8 Métodos bicanaliticos para MRSSH658 para la determinacién de las concentraciones en plasma,
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homageneizado de cerebro, ultrafiltrade de plasma y ultrafiltrade de hoemogeneizado de cerebro

Componentes del sistema

Médulo fabricante Modelo
HPLC Shimadzu Bombas Binarias Prominence LC20AD
Inyector automatico CTC Leap HTC PAL
Espectrémetro de masas AB Sciex AP 4000
Método de HPLC
Columna Phenomenex Kinetex C18 (2,1 x 50 mm, 2,6 um) |
Elucién Gradiente, 0,4 ml/min

Fase Mévil A: Acido férmico al 0,1 % en agua

Fase Movil B: Acido formico al 0,1 % en acetonitrilo

Condiciones de espectrémetro de masas para MRS5698

Nombre del pico: MRS5698

Masas Q1/Q3: 565,10/395,90 Da

Nombre del pico: Tolbutamida

Masas Q1/Q3: 271,20/155,20 Da

Ajuste Lineal Ponderacion | 1/x
Interseccién 0,107
Pendiente 000786
Coeficiente de correlacién 0,9986

Para cada matriz de tejido, se crearon curvas palrén y se determinaron las concentracicnes de LLOQ/AILOQ. E
intervalo de calibracién para las curvas patrdn de concentracidn en plasma de MRE4322 y MRS5898 fue de 400-
1200 nM. El intervaio de calibrecidn para las curvas patrén en ulrafiltrado de plasma de MRE4322 y MRE5898 fue da
100-1200 nM. El intervalo de calibracidn para las curvas patrén en ufirafiirado de homogeneizado de cerebro v
homogeneizado de cerebro de MRS4322 fue de 400-1200 nM y 106-1200 nM, respectivamente. & intervalo de
calibracidn para las curvas patrdn en ultrafiitrado de homogeneizade de cerebro de homogeneizado de cerebro de
MRSH898 y fue de 400-1200 nM y 1-300 nM, respectivamente.

Resultados

La unidn al plasma vy la fracoidn libre se determinaron para MR84322 y MRS5898 usando la uitrafiltracion de plasma.
La unién al plasma fue del 25,8 % para MRE84322; Ia fraccidn liore ascciada fue de (0,742 (tabla B).

Las concentraciones de MRSE58E no se detectaren en ef ultrafifrado de plasma; MRE5E88E se recuperd por completo
en las muestras de plasma con adiciones conocidas residual obtenidas del lade del donante de los dispositivos
Centrifree {datos no mostrados). Esie indica que ias bajas concentraciones en ultrafitrado de MRE56598 no se debieron
a la baja recuperacion analftica del compuesio. En general, estos datos son consistentes con a alla upidn a proteinas
{89,868 %) de MRSE588 en plasma vy tejido de ratdn notificada en la bibliografia (Tosh, D K. et &/ Purinergic Signaling
(2015) 11: 371-387). La unidn de los patrones de estudio sulfametaxazol y warfarina fueron consistentes con los
valores de la bibliografia.

Tabla 9: Fraccion no unida y unidn de MRS4322 v MRE5688 en plasma de ratdn
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Fraccién no unida % de unién
Substrato
Media SD Media SD N
MRS4322 0,742 0,065 25,8 6,5 3
MRS5698 * * * * 3
Sulfametoxazol 0,345 0,027 65,5 2,7 3
Warfarina 0,0485 0,0031 95,1 0,3 3

* Las concentraciones en ultrafitrado de plasma de MREE698 fueron BLQ

La unidén al cerebro vy [a fraccidn libre se delerminaron para MRS4322 vy MRE5688 usando la ultrafittracién de

homuogeneizade de carebro. La unidn al cerabro fue del 87 % para MRS43272,; ia fraccion libre asociada fue de (3,13
{tabla 10).
v /

Las concentraciones de MRSH8O8S no se detectaron en of ulirafilirado de homogeneizado de cerabro. Para fines de
estimacion, se utilizd el LLOGQ an ultrafiitrado de homogenizade de cerebro de MRS5698 para calcular un valor de
unién al cerabre. i valor de unidn al carebro resultante fue del 99,98 %, En general, estos datos son consistentas con
{a alta union a proteinas (99,88 %) de MREH598 en plasma y tejide de ratdn notificados en la bibliografia (Tosh, D. K
ef &l Purinergic Signaling (2015} 11: 371-387). La unidn de los patrones de estudio sulfametaxazol y warfarina fueron
soensistentas con los valores de fa bibliografia.

Tabla 10 Fraccion no unida y unién de MRS4322 v MRS5H688 en homogenizados de cerebro de ratdn

Fraccién no unida % de unién
Ensayo Sustrato - -
Media SD Media SD N
MRS4322 0,130 0,010 87,0 1,0 3
1 MRS5698 <0,000122* — >09,99* -— 3
Sulfametoxazol 0,431 0,049 56,9 4,9 3
Warfarina 0,208 0,038 79,2 3,8 3

* MRB5698 no se detectd en of ultrafiltrado; se wtilizd &l LLOQ del ensayo para calcuiar un valor de unidn estimado

En general, estos datos indican que MRS4322 tiene una fraccidn libre sustanciaimente mayor y una menor unidn a
proteinas que el agonista de adenosina Az MRSHGSE en plasma y cerebro. Estes datos indican que, para una
sencentracidn en plasma o cerebro total dada, concentraciones sustancialmente mas altes de MRE4322 astardn
disponibles para interactuar con los sitios efectores que las disponibles para MRE5898.

Ejemplo 4: Estabilidad in vitro y metabolismo de MRS2365 en sangre y plasma de ratdn y ser humano
Propsdsiio

Este estudic se disefié para determinar la estabilidad in vitro y el destine metabdlico del agonista de P2Y; MRE23€5
an sangre y plasma de ratén y ser humano.

Métodos

Productos guimicos: MRS2365 se obtuvo de Tocris Biosciences (Bristol, RU). MRS4322 se ohiuvo por cortesia del Dr.
Ken Jacobson del instituto Nacional de Diabetes, Enfermedades Digestivas y del Rifion (Bethesda, MD). Todos los
deméas productos quimices se cbiuvieron de Sigma-Aldrich (St Louis, MO). Enalapril y procaina se ulliizaron como
patrones de astabilidad en plasma y sangre para ratdn y ser humano, respectivameante.

Preparacidn de tejido: Se obtuvo plasma de ratones CD-1 machos y seres humanos de BioreclamationiVT {(Westbury,
NY} v se almacend a -80 °C hasta su uso. La sangre complata se obtuve de ratones CD-1 machos y voluntarios
humanos en Seventh Wave Laberatories (Maryland Haights, MO). Las muesiras de plasma y sangre s& prepararn
usande EDTA {1 mM) o heparina de litic come anticoagulantes.

Determinacién de la estabilidad en plasma: MRS2385, enalapril v procaina se solubllizaron en solucion salina
amortiguada con fosfate, pH 7 4. Las muestras de plasma (preparadas a partir de sangre con EDTA o heparina de [itin
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semo anticoaguiante) se pracalentaren durante 80 minutos en una incubadora humidificada de § % de CO: mantanida
a 37 °C. Las incubaciones de estabilidad se iniciaron con la adicidn de MRS2385 {(concentracion final de 1 M), Las
evaluaciones iniciales de la estabilidad en plasma generado por EDTA utilizaron puntos de tiempo de incubacién de
0, 106, 30, 80, 120 y 240 minutos (figuras 3 v 4). Los estudios posteriores que compararon el plasma generado por
EDTA v heparina utilizaron puntos de tiempo de incubacion de 0, 1, 2,5, 5, 7,5, 10y 30 minutos (figura 7). Se realizaron
incubacicnes de estabilidad en plasma adicionales que comparan el plasma genarade por EOTA vy heparina usando
puntos de tiempo de G, &, 10, 20, 30, 45, 80 y 80 segundos {figura 8). Para los anéalisis de exploracidn de metabolitos,
se incubd MRS23865 en plasma humano heparinizado a una concentracion de 100 pM durante 10 o 30 minutos (figura
9). En fodos los estudios, el plasma se colocd inmediatamente en tubos Microfainer, se congeld en hielo seco y se
almacend a -80 "C hasta su andlisis.

Determinacion de la estabilidad en sangre: MRS2365, enalapril v procaina se soclubilizaron en solucidn salina
amortiguada con fosfate, pH 7,4, Las muestras de sangre (tratadas con EDTA ¢ heparina de litio) se precalentaron
durante 80 minutos en una incukadora humidificada de 5 % de CO manienida a 37 °C. Las incubacionas de estabilidad
se iniciaron con la adicién de MRE2365 (concentracidn final de 1 uM) (figuras 5 y €). Sa obtuvieron alicuotas de
muestra de sangre a los 0, 1, 2,5, 7.5, 10 y 30 minutes y se colocaron en tubos Microtainer. Para los analisis de
aexploracion de metabolitos, se incubd MRE2365 en sangre humana heparinizada a una concenfracion de 100 yM
durante 10 o 30 minutos (figura 10). En todos los estudios, el plasma se prepard inmediatamente por centrifugacidon a
4 °C, s coloed en tubos Microtainer, se congeld en higlo seco y se aimacend a -80 °C hasta su andlisis.

Bicanalisis

Las concentraciones an plasma y en sangre de MRS2365 se determinaron por LC-MS/MS usande tolbutamida como
un patrén inferno. La siguients tabla resume las condiciones de LC y MS/MS ampleadas (table 11). Los métodos
bivanalificos fueron idénticos para todas las malrices; los datos estadisticos de curva patrdn {por ejermplo, ajuste,
intercepcidn, pendiente, coeficiente de correlacién) se determinaron para cada matriz pero no fueron significativamente
diferentes y, por io tanto, no se muestran para cada matriz.

Tabla 11 Métodos bivanaliticos para MRS2365 para la determinacidn de concentraciones en plasma y &n sangre en
determinacicnes de estabilidad in vitro

Métodos de bioanalisis — Plasma y sangre

Componentes del sistema

Moédulo Fabricante Modelo

HPLC Shimadzu Prominence

Inyector automatico Leap CTC Pal

Espectrémetro de masas AB Sciex AP 4000
Método de HPLC

Columna Luna C18 (2,1 x50 mm, 2,6 pm)

Elucién Gradiente, 0,4 ml/min

Fase Movil A: Acetatode Amonio2 mM, pH7,65
Fase Mévil B: Acetato de amonio 2 mM en acetonitrilo

Deteccién de MS y calibracién para MRS2365 en plasma y sangre
Nombre del pico: Tolbutamida
Uso como patrén interno
Masas Q1/Q3: 269,00/170,00 Da

Nombre del pico: MRS2365
patrén interno: Tolbutamida
Masas Q1/Q3: 482,11/384,00 Da

Ajuste Lineal Ponderacién  1/(x*x)
Interseccién 0,00004

Pendiente 0,00002

Coeficiente de correlacién 0,9854

Area de uso

Para cada matriz de tejido, se crearon curvas patrdn v se determinaron las concentraciones de LLOQUULOQ. E
intervalo de calibracién para las curvas patrdn de concentracion en plasma y sangre de MRS2385 fue de 5-5000 ng/mi.

Las muestras de control de calidad se utilizaron en concentraciones de 32, 160, 800 v 4000 ng/ml.
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o

Las muestras da plasma y sangre también se analizaren cualitalivamente para determinar los metabolitos de MRS2385
usande un protocolo de “exploracidn de metabolitos” basade en LC-ME/MS. A partir de la revisién de las rutas
metabdlicas de otros nuclebtidos (por ejemplo, ATF, ADP), se planted la hipdlesis de que los metabolitos més
prokables de MRS2365 serfan of matabolito desfosforilado (es decir, monofosfate) (MRSZ347, mw = 403,07) y/o el
metabolito de ribéside completamente desfosforiiado (MRS4322, mw = 323 10). Las muestras de sangre y plasma se
analizaron mediante LC/MS-MS de iones positivos y negativos para ef compueste original v los metabolitos, ya gue se
anticipd que los compuestos fosforilados generarian iones negatives de manera preferente, mientras que el ribésido
MRE4322 generaria iones positivos de manera preferente. En el modo de ion positive, los cromatogramas de iones
extraides monitorizaron masas en & intervale de 323,7-324,7 y 403,7-404,7 para detectar MR84322 y MRE2347,
respactivamente. Cualguier pice de iones en estos infervales se analizd adicionalments para generar espaciros de
iones de producto para esios picos de cromatograma de iones. En el modo de ion negative, los cromatogramas de
iones extraldos monitorizaron masas en el intervale de 321,70-322,70, 401,70-402,70 v 481,70-482 70 para detectar
MRS4322, MRS2347 v MRE23835, respactivamente; ios picos s2 analizaren adicionalmenie para generar espechios
de iones da producto. Dabido a que los patronas auténticos de MRS84322 v MRE2347 no estaban disponibles, solo se
pudo hacer una identificacion cualitativa de los metabolitos, ya que las alfurasfareas de los picos de iones no se
pudieron comparar debido a las posibles diferencias en la eficiencia de ionizacian.

Resultados

Se utilizaron protoceios de dos cursos de tiempo para evaluar la estabilidad en plasma de MRSZ2355 en plasma de
ratdn y ser humano. Los datos preliminares se generaron con plasma preparado con EDTA durante un curso de tiempo
de 240 minutes. Un estudio posterior utilizd puntos de tiempo de 1 a 30 minutos después de la incubacidn, y e astudio
final utilizé un curso de tiampo mas corfe de 5 a 50 segundos después de la incubacidn. En todos los protocoins, se
analizé la estabilidad en plasma en plasma preparade a partir de sangre con EDTA o heparina de litic como
anticoaguiante. Los datos de estabilidad /in vitro para enalapril (ratén) y procaina (ser humano) en plasma vy sangre
total fueron consistentes con los valores publicades (datos no mostrados).

En los estudios de estabilidad en plasma que ulilizan plasma preparado con EDTA, MRS2355 fue esencialments
estable durante el transcurso de la incubacién hasta 240 minutos después de 1a incubacion (figuras 3 y 4). Los valores
de semivida no se pudieron calcular a io largo del curso de tiempo de 13 incubacidn v, por o tanto, fueron > 240
minutos. En los andlisis de exploracidn de metabolitos posteriores, ni MRS2347 ni MRS4322 pudieren detectarse.

P le e

Estos datos sugineron gue MRS2355 era estable in vitro en plasma de ratdn v ser humana.

Se hicieren observaciones similares cuando s& evalud la estabilidad de MRS23865 en sangre completa de ralén y ser
humano gue se habia tratado con EDTA como anticoagulante {figuras 5 y 8). En esos estudios, la semivida de
MRSZ365 en sangre de ratdn tratada con EDTA fue de 47 minutos, o que sugiere que EDTA no inhibid completamente
el aclaramientc de MRE23685 en esta matriz. Sin embarge, MRS2385 fue de nuave completamente estable en la
sangre completa humana tratada con EDTA, con una semivida estimada de > 240 minufos. No se detectaron
metabolitos en estos estudios de sangre completa.

Estos datos fueron inconsistentes con las evaluaciones farmacocinéticas in vive iniciales de MRS2385 en ratones gue
utilizaron heparina come anticoaguiante de sangre para la preparacion de plasma, en las qgus MRE2365 parecia
aclararse rapidamente a una velocidad gue se aproxima al ritmeo cardiaco, [o gue sugiere un extense aclaramiento
extrahepatico del compuesto. Se sabe que EDTA quela cationes divalentes que se requieren para la actividad
enzimdatica de las ectonuclectidasas, enzimas responsables de la desfosforilacian de nuciedtidos, gue astan presentes
2n la superficie de las mambranas celulares y circulan en la sangre y el plasma (véase Jiganshin af ol Pflugers Arch
{1865) 426 412-418)}. Por lo tanto, era posible que la ruta metabdlica primaria del andlogo de nucledtido agonista de
P2Y 4 MRS2365 fuera completamente inhibida por ol EDTA usado para preparar el plasma v 13 sangre compieta para
s estudios descritos anteriormente.

Para investigar esta posibilidad, se realizaron estudios de estabilidad adicionales para comparar la estabilidad de
MRE2Z36S5 en plasma que se habia generado por EDTA o heparina de litio, siende este Gitimo un anticoagulante sin
efectos inhibidores neotificados sobre las ectonucieotidasas. Los estudios se realizaron por primera vez con plasma
heparinizado y sangre completa durante un curso de tiempo de 0-30 minutes. La cuantificacién de las concentraciones
de MRS2385 reveld conceniracionas extremadamente bajas de MRE2365 an todos ios puntos da iempe, con datos
insuficientes para calcular una semivida in vitro {datos no mostrades). Puesic que se observaron concentraciones
hajasfindetectables de MRS2365 incluso en los puntos de tlempo mas cortos de este estudio (0 y 1 minutos), o estudio
se repitid con un curso de tiempo significativamente mas corto (0-80 segundos) para comparar la estabilidad in vitro
2n plasma fratado tanto con EDTA como heparina y para intentar calcular una semivida in vitro. En esie estudio mas
corie, MRS2365 fue ralativaments astable en plasma humano y de ratdn tratade con EDTA (figuras 5 y 8); la
variabilidad en las concentraciones de MREZ3€E5 probablemente se debib a un mezciado incomplete al inicio del curso
de tiempo corto y la variabilidad en el muestreo de puntos de tiempo mdltiples durante el transcurso del periodo de
incubacidn de 90 segundos. Sin embargn, en el plasma tratado con heparing, las consentraciones de MRSZ385 fueron
axtremadamente bajas incluso en les puntos de tlempe més cortes (0 v & segundos) MRS2385 fue completamenta
estable cuando s& incubd en solucion salina amortiguada con fosfato.
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Juntes, estos datos sugieren que, aunque MRE2365 es inherentements estable en solucion, se degrada rdpidamante
en plasma y sangre humana y de ratdn por un process que &s inhibido por EDTA. Teniendo en cuenta que MRE23€5
2s un analoge de nucledtido v EDTA es un inhibidor conocide de as eclonucieolidasas gue desfosforilan nucledtidos,
estos datos sugieren fuertements que MRB2365 s susceptible a una répida desfosforitacion en plasma y sangre
sompleta, consistente con los dates farmacocinétices in vive generados para MRSZ2365 an ratones.

Para investigar mas a fondo la posibilidad de desfosforilacion de MRS2365 como ia causa de la inestabilidad en plasma
humano y de ratdn y en sangre completa, se llevs a cabo una deteccidn de metabolitos en plasma humano
heparinizade vy sangre después de la incubacion de MRS2385 a 100 uM durante 10 o 30 minutes, la mayor
soncentracidn de sustrato se ulilizd para asagurar la defeccidon de cualquier metabeliic formade. Se& ilustran
cromatogramas de iones representativos y espectros de iones de productos bajo condiciones de ionizacién positiva
{figuras 7 y 8); los cromatogramas de ionizacidn negativa v los espectros de iones de producto dieron resultados
similares (dates no mostrados). Aungue la faita de patrones gquimicos impidid la determinacidén de concentraciones
absolutas de metabolites, ia abundancia ralativa del metabelife M1 aumentd en comparacién con el metabolito M2 de
10 a 30 minutos después de a incubacion. Los cromatogramas de iones parentales de los metabolilos M2 vy M1 y los
aspectros de iones del producto resuftante bajo ambas condiciones de ionizacién fueron consistentes con la masa y
estructura del metabolito de monofosfalo desfosforilade MRS2347 y ef metabolito de ribdsido desfosforilade MRS4322,
respactivarmnente (figura 9). La deteccidn de ambos metabolitos v of aumenic en Ia abundancia del metaholito M1
{MR84322) en relacidn con el matabolito M2 (MRS2347) sugirieron una desfosforiiacibén gradual de MRE2385 en
plasma y sangre humanos, progresando a través del producto intermedic monofosforilade MRS2347 que luego se
desfosforiia al ribdsido no fosforilade MR34322.

Juntos, estos datos apoyan & hipdtesis de que MRS238%5 se melaboliza répidamente en plasma v sangre medianie la
circuiacidén de ecionuciestidasas que desfosforifan el compuesto original, 1o que finalmente da como resultade el

ribésido no fosforilado MRS4322. Este procese se inhibe por EDTA, un agente gue s& sabe gue guels los cationes
divalentes que se requieren para la actividad ectonuclectidasa.

Ejemplo §; Eficacia neuroprotectora de MRS4322 después de una TBI en ratones
Propésito

Este estudio se disefié para determinar la eficacia neuroprotectora de MRE4322 en ratones sometides a lesion cerabral
fraumdtica (T8 y para comparar ratones libres fratados con MRE2365 vy un agonista completo del receptor de
adenosina As, C1-IB-MECA.

Métodos

Productos quimicos: MRS4322 se obtuvo por cortesia del Dr. Ken Jacobson del Institutc Nacional de Digbetes,
Enfermedades Digestivas v Renales (Bethesda, MD). C1-IB-MECA estd disponible comerciaimente en Tocris
Biosciences (Bristol, Reino Unide) y varing olros proveedores. Todos los demas productes quimicos se obiuvieren de
Sigma-Aldrich {8t Louis, MC)

Animales y lesién cerebral traumatica (TRI): La T8I se realizd con un medelo controlado de lesidn del créanee cerrado
como se describe en Talley-Watls of al. 2012 {J. Neurotrauma 30, 55-66). Siguiendo el método descrito alli, se usd un
dispositivo de impacie neumatice para generar una TRI moderada dejandao intacios el créneo v la materia dura. Para
lograr esto, se anestesiaron ratones CH7BL/G con isoflurans (3 % de induccidn, 1 % de mantenimianto} en 100 % de
oxigeno. Se mantuvo una temperatura corporal de 37 °C usande una mesa gquinirgica calentada con control de
tfemperatura. Se realizd una pequefia incisién en la linea media en el cuero cabelludo usando téenicas quirtirgicas
aséplicas. Se colecd un disco de acero inexidable de & mm an o cranen v se fijd usando pegamento répido an el
hueso paristal derecho entre bregma v lamda sobre la corfeza somatosenscorial. Bl ratdn se colocéd en una platina
directamente debajo de fa punta de impacto neumatice. Se suminisird unimpacto calibrade a 4,5 mfs a una profundidad
de 2 mm, lo gue genera una lesién moderada en ei ratdn. Las incisiones en &l cuers cabellude se cerraron con sutur
frenzada de nailon 4-0 y pomada antibidtica aplicada a la incisién. Los ratones se colocaron en una unidad de cuidadoes
termo intensives (Braintree Scientific modelo FV-1; 37 °C, 27 % de 02} ¥ se monitorizaron hasta que se daspertaron
complatamente y se movieron libremante. Treinta minutos despuds de una lesidn ¢ una simulacidn {ne lesionadaos),
los ratones se trataron con un vehiculo (solucidn salina) o con farmacos (MRS4322, C1-IB-MECA o MRS2365). Las
dosis de MRS4322, CIHIB-MECA y MRS2365 fueron 0,16, 0,24 v 0,2 mg/ky, respectivamente, cada una equivalente a
dosis equimolares de aproximadamente 0,5 umolikg.

Andlisis de transferencia de tipo Waeslern para GFAP: En los tiempos de supervivencia seleccionadoes, los ralones se
anestesiaron con isofluranc y se sacrificaron. Se extrajo el cerebro y se celoct en higlo para su diseccidn en
hemisferios cerebrales impactados y no impactados. El tejido aislado se homogeneizd rapidamente en una solucion
amortiguadora de homogeneizacidn enfriada (sacarosa 0,32 M, EDTA 1 mM, Tris-HCI 1 M, pH = 7.8} an hislo usando
un hamoegeneizador de vidrio de Wheaton (20 cicles compleias). El homogeneizado se transfirid s un tubo de 2 mly
se centrifugé a 1000 g durante 10 minutos a 4 °C v &l sobrenadante se recogid y analizd. La concentracién de proteina
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se datarminé mediante el ensayo de BCA usando una dilusidn 1:50. Se retiraron 100 yg de proteina como una parte
alfcucta para cada muestra y se afadid solucidn amortiguadora Laemmii que contenia -mercaptoetanoc! y la muestra
se colocd en un blogque de calor durante 3 minutos a 85 °C. Las muestras se cargaron en un gel al 12 %6 y se corrieron
a 80 V durante 20 minutes, saguido de 40 minutos a 130 V. Las muestras se fransfirieron a una membrana de
nitrocelulosa & 100 V durante 1 hora. La membrana s& bloqued con leche al 5 % en TBS-T durante 30 nminutos. Se
afiadis GFAP (1:1000-imgenex IMG-5083-A) ¥ se colocd a 4 °C durante la noche. La membrana se favé con TBS-T
fres veces durante 10 minutos. Se aplicd anticuerpo secundario para GFAP {conjugado con HRP anti-conejo de burro
{ImmunodJackson Labeorateries; 711-035-152; 1:20000) a termnperatura ambiente durante 1 hora. Las membranas s
favaron con TBS-T duranie 15 minutos (3 veces) v s2 desarrcliaron usande el Kit Westermn Lighining Plus-ECL
{PerkinEimer, Inc.} siguiendo las instrucciones del fabricante.

Resultados
MRS4322 reduce fa expresian de GFAP enos cerebros del ratén después de TR

La expresién de la proteina acida fibrilar glial {GFAP) se utilizé come biomarcador para la gliosis reactiva después de
una TBI {Talley-Watls ef o/ 2012, Sofroniew, 2000} Se realizé un andlisis de transferencia de tipe Westarn para ia
axpresién de GFAR en ratonas con simulacion, T8 o TBI vuelta a tratar (MR S4322 o MRE2365) sacrificades 7 dias
daspués de la lesidn. En primer lugar, ef andlisis de transferencia de tipo Weslern confirmé que la TBI induje un
aumente significativo en la expresién de GFARP, tanto en el lado ipsilateral {donde se centrd of impacto) como enlos
lados contralaterales del cerebro 7 dias después de ia lesion (figura 12A). La expresién de GFAP fue significativamente
menor en las transferencias de ratones tratados con MRE4322 o MRS2365, que sa inyectaron a los 30 minutes del
fraumatisma inicial (figure 12A). Para los contrales de carga, se usaron fransferencias de tipe Westermn de beta-acting
y se muiestran debajo de los carriles respeactivos. Las transferencias de tipe Waestern mostradas en la figura 12A se
obtuvieron de un experimento representative vy se realizaron en of mismo gel Los dalos promediados en 3
axperimentos separados y que muesiran el cambio relativo en las relaciones de GFAP/actina {intensidades de banda
medidas en of software Image J) se presentan como media +/- SEM en ia figura 128, Los valores se han normalizado
a s niveles de TBI en el dia 7 (100 %) para consolidar los datos. El ntmern fotal de ratones para un tratamientn
experimental dado se indica con N en ia figura 128,

MRE4322 vy un agonista del recepicr de adencsinag Az reducen la expresidon de GFAF en ef plasma de ratén después
de una TBL Los niveles de GFAP en el plasma también se hen usado también come biomarcador para la TBI, debido
a la ruptura de la barrera hematoencefélica (BBR) después de un traumatismo. En consecuencia, también se
recogieron muestras de plasma el dia 7 de ratones con TBI Al igual que en el tejido cerebral, se encontrd que los
nivelas de GFAP se detectaron faciimenie en el dia 7 mediante el andlisis de transferencia de tipo Western (figura
12C) Mas importante adn, se encontrd que las transferencias de tipo Western obtuviercn el plasma de ratones T8I
tratadoes con MR84322 o CHIB-MECA {agoenista del receptor de adenosing Az} gue mostraren niveles
significativamente reducidos de GFAF en relacidn con la actina {figura 12C). Las graficas de histogramas de las
relaciones GFAP/actina promedio para cada condicién experimental se presentan en la figura 12D, El nGmero fotal de
ratones por tratamientc experimental estad indicado por el valor N

MRE4322 es un agonista de baja afinidad (4900 nM) del receptor Az en &l ratdn. A la inversa, CHB-MECA es un
agonista de alta afinidad (0,18 nM) en el ratdn: las diferencias en g afinidad de esios dos compuestos son
aproximadamente 25.000 veces. Sin embargo, en los modelos de accidente cerebrovascular fototrombdtico de ratén
y TBI, MR34322 demuestra una eficacia significativa que estd bloqueada por el antagonista de Az MRS1523, mientras
que CHIB-MECA esta inactive {accidents cerebravascular) o débilmente activo {TBI, figura 12} Esto es claramente un
resultade no obvio desde la perspectiva de la afinidad del receptor. La explicacién actual para este hallazgo se basa
en los datos de propiedad de ADME/PK que se han generado para MRS4322 y CHB-MECA. CHIB-MECA es un
sempussto lipofilice (cLogP aprox. 2,5) que estd allamente unide a protainas plasmaticas (fraccidn likre 0,002} ¥
altamente no unide especificameante al tejido cerebral (fraccidn libre 0,002). MRE4322 es un compuesto muy hidrofilico
{cLogP <0} que fiene una fraccidn no unida muy grande en plasma (0,74} y cerebro (0,13). Sclamente el farmaco n
unido esta disponible para su distribucion a través de las membranas vy la interaccidn con los recepiores. Por lo tanto,
a pesar de su menor afinidad por el receptor, la fraceién de MRS4322 disponible para interactuar con &l receptor As
2n estos modelos de ratén es por lo menos 1000 veces mas aita que ia del CHB-MECA. Craemos que estas diferencias
significativas en las propiedades fisicoquimicas de los compuestos v las caracteristicas de ADME/PK contribuyen a la
eficacia no obvia de MRS4322 en comparacién con CHB-MECA (v MRSS5€E88, otro agonista de AR completo lipofilico
y altamente unido/de alta afinidad) en estos modelos de raton.

Agonismo sesgado. El receptor de adenosina Az es un receptor pleiotrdpico acoplade a proteina G, es decir, &l
agenisma de este receptor potencialmente activa miltiples rutas descendentes a través de miltiples proteinas 3, asi
como la beta-arrestina. Las rutas gue se activan por el agenisme del receptor Az se han identificado actualmente, pero
pusden no limitarse a la movilizacion de caleio intracelular mediada por Gg11, 1a moduiacidn mediada por Gi de ia
produccidn de cAMP vy la fosforilacion mediada por Gi de ERK1/2 vy Akt Un aspecto de log descubrimientos se
ancuantra en ka movilizacidn mediada por As de calcie intracalular que resulta en fa promocidn de la produccion da
ATP mitocondrial en astrociios.
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Un concepto emergente en farmacologia de recaptores ¢s el agonismo sesgado. Este conceplo astablece que, para
los receptores pleiotrépices, existan en realidad diferentes clases de agonistas, algunes de los cualas pueden activar
{odas las rutas descendentes, mientras que otros muestran un sesgo en ia activacion de un subconjunto de las nitas
descendentes. En el descubrimiento de farmacos v la farmacologia del receptor, el agonisme sesgado introduce la
posibilidad de una mayor especificidad en la activacidn de la ruta con menos efectos fuera del obietivo, es decir, mancs
afectos secundancs. Hay evidencia de agonisme sesgado para ef receptor As. Sin embargo, los agonisias prototipicos
de alta afinidad como CHB-MECA y MRS5898 son agonistas completos gue no demuestran una aclivacién sesgada
de las rutas descendentes mencionadas anteriormente. Por lo tanto, v sin guerer limitarse a ninguna teoria particular,
se cree que MRE4322 es un ageonista sesgado que activa preferentemente la movilizacién de calcio intracelular con
menocs/hinguna activacidn de las otras rutas mediadas por As. Este hallazge explica ia eficacia de MRS4322 chsarvada
an modelos de accidents cerebrovascular y TBi en ratones con respecto a {os agonistas complatosino sesgados Cl-
[B-MECA v MRS5898.

Ejemplo §: Eficacia neuroprotectora de MRS4322 después del gocidente cerebrovascular en ratones
Propdsito
Este estudio se disefid para determinar la eficacia neuroproteciora de MRS4322 en ratones sometidos a accidente

serebrovascular y comparar ratones tratados con MRS2365, con y sin el antagonista del receptor Az MRS1523, vy en
comparacidn con {0s agonistes de AsR completes MRS5838 y CHIB-MECA MRE1523 tiene la siguiente estructura;

MRS1523

Métodos

Productos guimicos: MRS4322 se obtuvo por cortesia del Dr. Ken Jacohson del Institutc Nacional de Digbetes,
Enfermadades Digestivas y Renales (Bethesda, MD) CHB-MECA, MRS5898 y MRS2385 estdn disponibles
comerciaiments en Tocns Bioscience {Bristel, Reino Unido} y varios otros proveedores. Todos ios demés producios
guinvicos se obtuvieron de Sigma-Aldrich (81 Louis, MO

Accidente cerebrovascular inducido por fototrombosis: Se realizd fototrombosis como se describe en Zheng of af 2010
{PleS One 5 {12} 14401}, En resumen, Rosa de Bengala es un colorante fluorescente que, cuandn se inyecta en la
vasculatura y se excila, genera oxigeno singlete gue dafia la pared endotelial e induce una trombosis local (codgulol.
Usando esta técnica, a los ratones se les administro una inyeccion de 0,1 mi en la vena de la cola de Rosa de Bengala
asterilizada (RB, Sigma, EE. UL enliquido cefalorraquiden artificial (aCSF). La concentracion de RB fue de 20 mg/mi.
Una regidn cortical se centrd en e campo de [a imagen vy s lluminé con un #aser verde (543 nm, 5 mW) usando un
objetive de inmarsion en agua 0,8-NA 40x {Niken, Tokic} La formacién de coaguins se monitorizé en tiempo real hasta
que &l vasc objetivo ¢ jos capilares corriente abajo se ocluyeron firmemante. Los codguios estables se identificaron
posteriormeante poruna segmentacidn de vasos ne fluorescentes que terminaba con regiones altamente flucrescentes.
En los experimentos de control, [a iluminacidn con laser o la propia Rosa de Bengala no condujeron a la formacidn de
coagulns. Los tratamientos, MRS4322 (0,18 ma/kg; 0,5 umolikg) o MREZ385 (0,24 mg/kg, G,5 umolfkg) se introdujeron
mediante inyeccicnes intraperiioneales (i.p.). Para los experimentos con el antagonista dal receplor Az MRS1523, a
{os ratones se les administraron inyecciones intraperitoneaies (2 mg/kg) en los puntos de tiempo de G y 2 horas para
asegurar el antagonismo del receptor durante todoe of curso del estudio.

Animales y accidente cerebrovascular inducide por folotrombosis: Bl accidente cerebrovascular se realizé somo se
descripe an Zhang ef & 2010 (PioS Cne 5 (12): &14401). Se utilizaren ratones CH7RIE hembras (4-8 meses) en esta
estudio. De los métodos de este manuscerito: {0s ratones se anesiesiaron en isoflurano al 3 % con 100 % de oxigeno
¥ posteriormente se mantuvieron en isofiurano al 1 % a través de un cono de nariz. La profundidad de ia anestesia se
monitorizd y reguid de acuerdo con los signos vitales, la refirada frente al pellizeo v ios parpadecs de os ojos. La
temperatura corporal se mantuvo a 37 °C mediante una almohadilia de calentamianto confrolada por retrealimentacion
{Gaymar T/Pump). Los signos vitales que incliven la saturacidn de oxigeno, ia frecuencia respiratoria y {a frecuencia
cardiaca se monitorizaron continuamente mediante of uso del sistemna MouseOx {(STARR Life Sciences). Se recortd
¢l pelo de la cabeza de cada ratdn y se hizo una pequefia incisidn en el cuero cabelludo para exponer el cranec. Una
placa de acero inoxidable hecha a medida se pegd al créneo con adhesivo de tejido VetBond {(3M, 8t Paul, MN). Se
cred una ventana de oblencidn de imégenes de crédneo adelgazado craneal sobre la corteza somatosensaonal primaria
derecha (~ 1,5 mm posterior a Bregma v 2 mm iateral desde ia linea media) dependiendo del experimento. En resumen,
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una gran regidn del cranen se adelgazd primera con el taladro eléctrico y luego sa adelgazd con una cuchilia quirdrgica.
El espesor final del craneo adeigazado fue de aproximadamente 50 um. Después de gue s cred la Ventdna de
obtencidn de imégenes craneal, ios ratones se transfirieron a la piatina de microscopio vy se usaron para fototrombosis
o experimentos de obtencidn de imagenes. Para los experimentos de obtencidn de iméagenes repetidas, a8 placa se
separd cuidadnsaments del crédnec vy se suturd el cuero cabellude (sutura Ethicon 8-0 sild). Despuéds de cada
axperimento, los ratones se devolvieron a las jaulas hasta el siguisnte punto de tiempe 0 se sacrificaron. Todos los
procedimientes fueron aprobados por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales (IACUC) en el Centro de
Ciencias de la Salud de ia Universidad de Texas en San Antonio. Treinta minutos despuds del accidente
cerebrovascular o {a simulacidn (no lesionades), los ratones se trataron con vehiculo (solucidn salina} o con farmacos
{(MRS4322, MR32385, MRS5588 o CI-IBMECA).

Evaluacién después del infarto fototrombético. El tarmafic de los infarios cerebrales se evalud usando la tincidn con
cloruro de 2,3, 5-trifeniltetrazclio (TTC) como se describe en Zheng ef af 2010 (PloS One 5 (12): #14401). En resumen,
las lesiones inducidas por RB en cories de cerebro se tifleron con TTC. EI TTC es un oolorante incoloro que tifte de
rojo el tejido cerebral sano cuando se reduce por la enzima mitocondrial succinii deshidrogenasa (Bedersaen JB ef &/,
1886). La ausencia de tincién en el tejido necorélico se utiliza para definir ef rea de un infarto cerebral. Los ratones se
sacrificaron por dislocacion cervical, se exiraieron sus cerebros v luego se colocaron en HBSS helado durante 3
minutos. El cerebro se transfirid no:“erbrmente a un molde cerebral (KOPF), se cortd en secciones de 1 mmy se
sumergiden T1C aE 2 % (5 min) a 37 °C. Las secciones se fijaron en solucidn de formaldehido amortiguada al 10 %
durante la noche a 4 °C. Se tomaron tmagereQ de los corfes en un escéner de superficie plana {(HP scanjet 8300) para
el andlisis del tamafio de iz lesidn 3 1200 ppp.

Resuitados

El tratamiento con MRE4322 reduce los infarios cerebrales después del accidente cerghrovascular. Se indujeron
accidentes cergbrovasciilares fototrombélicos de multiples vasos en ratoncs usando ia vena de la cola inyectada junto
con RB como se describié anteriormente. A los 30 minutos de ia formacidn del codgulo, a los ratones se les inyectd
infraperitonealmente vehiculo (control de solucidn salina), MR8432Z2 (0,18 mg/ky; 0,5 umolkg) o MRE2385
{0,24 mg/kg: 0,5 umolkg). Veinticuatro horas después del accidente cerebrovascular inicial, se evalud el tamafio del
mfarto cerebral con fincién con TTC como se describid anteriorments. Las fracciones de cerebro representativas
tefiidas con TTC se presentan en la figura 13A. Se encontrd que fantc MRS4322 como MRS2385 redujeron
significativamente el tamafio del infarto cerebral. En la figura 13C se presenta una gréfica de histograma del tamafio
promedio de los infartes cerebralas para ios ratones tratados con vehicule, MR84322, MRE2385, MRE5S688 ¢ Ci-
IBMECA. Estos datos se agrupan de 2 expenmentos independientes. N se refiere al nimero tolal de rafones
analizados.

El antagonista del receptor Az MRE15823 inhibe la neuroproteccidn de los fratamientos con MRE4322 vy MRS2365
después del accidents cerebrovascular. Se indujeron movimientos folotrombdétices de miltiples vasos en ratones como
se describié anteriormente. Sin embargo, en este experimento, los ratones se trataron con invecciones
intraperatoneales del antagonista del receptor As, MRS1523 (2 mg/kg) en los puntos de tiempo de C v 2 horas para
asegurar el antagonismo dal receptor. A los ratones sa s inyectd lusge vehiculo, MRS4322, MRS2365, MR35628 o
CIBMECA dentro de fos 30 minutos de formacidn de ccagulos en las concentraciones descriias anteriormente.
Veinticuatro horas mas tarde, se evaluareon ios tamafios de infario cerebral con lincién de TTC. Las fracciones
representativas de cerebro tefiidas con TTC se presentan en la figura 12B. Se encontrd que o tamafic de los infartos
f‘erebra‘es en ratones tratados previammnte con I\/"RS1523 no se redujo con Eos tratam:entos con .ARS4322 0

sere braie% p?rd e%im exper.n‘e.‘tos. L0s u?tos se grupan & pami e 2 exnerlmenfca i fie;‘end:e.‘tes. .\l s€ reﬁere al
namero total de ratones analizadoes.

Ejemplo 7: Eficacia neuroprotectora de MRS1873 después del gocidente cerebrovascular en ratones
Progdsite

Este estudio se disefi para determinar la eficacia neuroprotectora de MRS 1873, que es of correspondiente andlogo
de 2-cloro de MRS432Z2. Los expcr‘imor‘*m se realizaron en ratones sometidos a acoidente cerebrovascular v se
compararen ios ratones tratados con MR 84322 y tratados con vehicuio,

Matodos

| Dr. Ken Jacobson del Instituto Nacienal de

Productos quimices: MRS de
573 tiene la siguiante estructura:

1
Diabetes, Enfermedades Di

8773 }, MRS4322 se obtuvieron por cortesia
igestivas v Renales (Bethesda, MD) MRS1
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Accidente cerebrovascular inducido por folotrombosis: Se realizd fototirombosis como se describe en Zheng ef & 2010
{(PleS One 5 {12} e14401). Enresurmen, Rosa de Bengala es un celorante fluorescente que, cuando se inyecta en la
vasculatura y se excita, genera oxigeno singlete que dafia ia pared endotelial e induce una trombosis local (coaguln}.
Usando esta thenica, a Iog ratones se los administrd una inyeccidn de 0,1 mil en la vena de la cola de Rosa de Bengala
aslerilizeda (RB, Sigime, EE. UL} en liquido cefaloraquiden arificial (aC8F). La concentracidn de RB fue de 20 mg/mi
Una region cortical se centré en el campo de imagen y se llumind con un ldser verde (543 nm, 5 mV) usando un
ohjetive de inmersion en agua de 0,8-NA 40x (Nikon, Tokin). La formacidn de coagulos se monitorizd en tiempo real
hasta que el vaso objelivo o los capilares corriente abajo se ocluyeron firmemente. Los codguios estables se
identificaron postaricrmente por una segmentacidn de vasos no flucrescentes que terminaba con regionas altamente
fluorescentas. En los experimantos de control, la luminacion con laser ¢ la propia Rosa de Bengala noe condujeron &
{a formacién de codgulos. Los tratamientos, MRS1873 {106 ul de 100 uM) o MRS4322 (100 ui de 100 uM) se

intfrodujeron mediante inyecciones intraperitoneales (ip.).

Animales vy accidents cerabrovascular inducide por fotetrombposis: el accidents cerabrovascular se realizé como se
describe en Zheng ef &/ 2010 (PioS Cne 5 (12): e14401). Se utilizaron ratones CH7RIE hembras {(4-6 meses) en este
astudio. De los metodos de este manuscrito: los ratones se anestesiaron con isofiurano al 3 % con 100 % de oxigeno
¥ posteriormente se mantuvieron en isofiurane al 1 % a través de un cono de nariz. La profundidad de la anestesia se
monitorizd y reguid de acuerdo con los signos vitales, la refirada frente al pellizeo v ios parpadecs de os ojos. La
temperatura corporal se maniuvo a 37 °C mediante una almohadilia de calentamiento controlada por retrealimentacion
{Gaymar T/Pump). Los signos vitales que incliven la saturacidn de oxigeno, ia frecuencia respiratoria y {a frecuencia
cardiaca se monitorizaron continuamente mediante of uso del sistemna MouseOx {(STARR Life Sciences). Se recortd
el pelo do la cabeza del ratdn v se hizo una pequefa incisidn en el cuero cabelludo para exponer el craneo. Una placa
de acero inoxidable hecha a medida se pegd al crédneo con adhesivo de fejido VatBond (3M, St Paul, MN) Se cred
una ventana de obhtencidn de imagenes de craneo adelgazade craneal sobre la corteza somatosenseorial primaria
derecha {~ 1,5 mm posterior a Bregma y 2 mm lateral desde la linea media) dependiendo del experimento. En
resumen, una gran regidn del créneo se adelgazé primero con el taladro eléctrico v luego se adelgazd con una cuchilla
quirdrgica. & espesor final del créanec adelgazado fue de aproximadamente 50 um. Después de gue se cred la ventana
de obtencidn de imagenes craneal, los ratones se transfirizron a la platina de microscopio y s& usaren para
fototrombosis o experimentos de obtencién de iméagenes. Para los experimeantos de obtencién de iméagenes repetidas,
la placa se separd cuidadosamente del créaneo y se suturd el cuero cabelludo (sutura Ethicon 8-0 sild). Después de
cada experimento, os ratones se devolvieron a las jaulas hasta el sigulente punto de tiempo o se sacrificaron. Todos
los procedimientos fueron aprobados por el Comité Institucional de Cuidade y Uso de Animaies JACUC) en &l Centro
de Ciencias de le Salud de la Universidad de Texas en San Antonio. Treinta minutos despuéds de un accidents
cerebrovascular o una simulacion {(sin lesiones), los ratones se frataron con un vehiculo {solucién salina) o con
farmacos (MRS4322 o MRS2385).

Evaluacidn después del infarto fototrombético. El tamafic de los infarfos cerebrales se evalud usando ka tincién con
clorure de 2,3, 5-trifeniltetrazolio {TTC) comoe se describe en Zheng ef &/ 2010 (PloS One 5 (12): e14401). En resumen,
las lesiones inducidas por RB en cortes de cerebro se tifieron con TTC. EI TTC es un colorante incoloro que tifie de
rojo el tejido cerebral sano cuando se reduce por la enzima mitocondrial succinil deshidrogenasa (Bederson JB of &f |
1088). La ausencia de tincidn en el tajide necrdtico se utiliza para definir el drea de un infarto cerebral Los ratones se
sacrificaron por dislecacién cervical, se extraieron sus cargbros y luegoe se colecaron en HBSS helado durante 3
minutos. El cerebro se transfirid posteriormente a un molde cerebral (KOPF), se cortd en secciones de 1 mmy se
sumergid en TTC al 2 % (5 min) a 37 °C. Las secciones se fijaron en soiucidon de formaldehido amortiguada al 10 %
durante la noche a 4 °C. Se tomaren imdgenes de los cortes en un escdnar de supetficie plana {(HP scanjet 8300) para
2l andlisis deltamaio de la lesidn a 1200 ppi

Resultados

El tratamiento con MRS1873 reduce los infartos cerebraies después de un accidente cereprovascular Se indujeron
accidentes cerabrovasculares totrombdlicos de multiples vasos en ratones usando la vena de la cola inyectada junto
con RB como se describib anteriormente. A los 30 minutos de la formacién del codgulo, a los ratones se les inyectd
por via intraperitoneal vehiculo {control de solucién saiina), MRS1873 {100 ul de 100 uM) o MRS4322 (100 ul de
100 ulM}. Veinticuatre horas despuds del accidenta cereprovascular inicial, se evaiud el tamafic del infarte carebral
con tincién con TTC como se describid anferiormente. Las fracciones representativas de cerebro tefiidas con TTC se
presentan en la figura 14B. Se encontrd que fanto MRE1873 como MRE4322 redujeron significativaments el tamafo
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del infarto cerebral. £n la figura 14B se presenta una gréfica de histograma del tamafio promedio de los infartos
cerabrales para ios ratones tratados con vehiculo, MRS1873 v MRS4322. Estos dales se agrupan & parlir de 3
experimentos independientes. N s& refiere al nimero total de ratones analizados.

Farmacesindtica y justificacion para la eficacia.

MRE1873 es el andlogo de 2-Cl de MRE4322 v también es un agonista de adenosina As Las propiedades
fisicoquimicas de MRS1873 son idénticas a las de MRS4322 en cuanto a bajo peso molecular, hidrofilicidad (cLogP
<0}y drea de superficie polar topoidgica. Puesto que los parametros ADME/PK, comoe la unidn al plasma vy al cerebro,
el aciaramianto vy of volumen de distribucién estan impulsados por estas propiedades fisicoquimicas, se demostré una
farmacoesingtica similar para MRS4322 vy MRE1873. Adermds, se demostréd una eficacia similar para MRS4322 vy
MRE1873 en un modelo fototrombdéiico muring de accidente cerebrovascular.

Ejemplo 8: Protocole experimental para determinar of agonismo sesgado de compuestos en of receptor de
adenosina Az {AsR)

El siguiente ensayo se puede usar para determinar si un compuesto descrito, como MRS4322 o MRS1873, muestra
agonismo sesgadoe {también conocido como selectividad funcional ¢ trafico de agonistas) en el receptor Aa.

Materiales. Fiuo-4, & medic de Eegle modificado por Dulbeceo (BMEM) v ia penicilina-estrepiomicing se pueden
cornprar en Invitregen {Carlsbad, CA). La adenosina desaminasa (ADA) v la higromicina-B se pueden comprar en
Roche (Basilea, Suiza). El suero bovino fetal (FBS) se puede comprar en ThermoTrace (Melboume, Australia). Los
kits de guinasas reguladas por sefial extracelular 1y 2 SureFire de AlphaScraen (ERK1/2), Akt 1/2/3 y AMPs se puedan
obtener de FerkinEimer {Boston, MA). Todos los compuestos prefijades con MRS se pueden sintetizar como sa
describio anteriormente (Tosh sf &/, 2012a, b). Todos los demas reactives se adquirieron en Sigma-Aldrich (St Louis,
MO).

Cultive celular. La secuencia del AgR humano pueds cloharse en el vector de entrada Gateway, pDONRZ01, vy luego
se transfirld al vector destine Gateway, pEFS/FRT/VS-dest, usando los métodes descerites anteriormante (Stewart &f
al., 2009). Las células As-FipIn-CHO se pueden generar usando los métedos descriios anteriormente (May sf &/, 2007)
¥ se mantienen a 37 °C en una incubadora humidificada que contiene 5 % de CO, en DMEM complementado con
10 % de FBS y la seleccidn del antibidtico higromicina B (500 yg/mi). Para ios ensayns de supervivencia celular,
fosforiiacién de ERKN1/2, fosforilacion de Akt 1/2/3 y maovilizacién de caicio, las células pusden sembrarse en placas
de cultive de 88 pocilios a una densidad de 4 x 104 céivlas/pocilio. Daspués de 8 horas, las células se lavan con
DMEM sin suere y se mantienen en DMEM sin suerc durante 12 a 18 horas 2 37 °C en 5 % de CO2 antes del ensayo.
Para los ensayos de cAMP, las células se pueden sembrar en placas de cuitivo de 96 pociilos a8 una densidad de 2 x
104 células/pocille y se incuban durante la noche a 37 °C en 5 % de CO2 antes del ensayo.

Ensayos de supervivencia celular. El medio se retira v se reemplaza con solucion salina amortiguada con HEPES
{&cido 4~{2-hidroxielil}-1-piperazinetanosulfnico 10 mM, NaCl 148 mM, D-glucosa 10 mM, KCI 5 mM, Mg&04 1 mM,
CaCly 2 mM y NaHCOz 1.5 mM, pH 7,45} que contiene ADA {1 Uimib) v penicilina-estreptomicina (0,05 Uiml) en
ausencia y presencia de ligandos de AsR. Las placas se mantienan luege a 37 °C en una incubadora humidificada
durante 24 horas, después de lo cual se afiaden 5 mg/ml de yoduro de propidio a las células. Luego, las placas se
pueden leer en un lector de placas EnVision (PerkinEimer), con ia excitacién y la emisién agjustadas 2 320 nm v 615 nm,
respectivamente. Los dates se normalizardn a 100 % de supervivencia celular v 0 % de supervivencia celular,
determinada a t = 0 horas en solucion amortiguadora HEPES y t = 24 horas on agua Milli-Q, respactivamente.

Ensayos de fosforitacién de ERK1/2 y Akt 1/2/3. Se puede realizar una curva de concentracién-respuesta de ERK1/2
y Akt 1/2/3 para cada ligando en DMEM sin suero que contiene 1 U/mi de ADA (exposicion de 5 minutos a 37 °C). La
astimulacién con agenistas puede terminarse mediants la eliminacion de los meding v 8 adicion de 100 mi de solucién
amortiguadora de lisis SureFire a cada pocille. Las placas se agitan luege durante b minutos. La deteccidn de pERK1/2
pusde impilicar una dilucidn 80:20:120:1:1 vy de  lisadosolucién amorliguadora de  activacion:soiusion
amortiguadora de reaccion:perias aceptoras AlphaScreen:perias donadoras AlphaScreen en un volumen total de 11
en una placa ProxiPlate de 38 pocilios. Las placas se pueden incubar en la oscuridad a 37 °C durante 1 hora, seguido
de ia medicidn de la fluorescencia por un lector de placas EnVision {PerkinElmear) con excitacion y emisidn ajustadas
a 830 nmy 520-620 nm, respaciivamente. La deteccidn de la fosforilacidén de Akt 1/2/3 pusde emplear una dilucidn
40:0.8:38.21viiviv de lisado:solucion amortiguadora de activaciénisolucidn amortiguadora de reacciériperlas
aceptoras AlphaScreen en un volumen total de 81 en un Proxiplate de 384 pocillos. Las placas pueden incubarse en
la oscuridad a temperatura ambiente durante 2 horas, después de ias cuales se puede agregar una dilucion de 191 vy
de solucidn amontiguadora de dilucidn:perlas donadoras AlphaScreen en un volumen total de 11 mi Las placas pueden
incubarse a temperatura ambiente durante 2 horas mas, seguidas de la medicion de la fluorescencia por un lector de
placas EnVision (PerkinElmer) con excitacién v emision ajustadas a 830 nm y 520-620 nm, respectivamente. Las
cuvas de concentracidn-respuesta del agonista se normalizan a la fosforilacion mediada por FBS al 10 % (estimulacién
de 5 minutos).

Ensayos de movilizacién de calcie. Los medios pueden retirarse de las placas de 95 pocilios y reemplazarse con
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sclucion salina amortiguada con HEPES que contiene 1 U/l de ADA, probenecid 2.5 mi, albimina de suero bovinn
{(B8A)al 0,5 % v Fluod 1 M. Las placas pueden incubarse en la oscuridad durante 1 hora a 37 °C en una incubadora
humidificada. Un lector de placas FlexStation (Molecular Devices, Sunnyvale, CA} puede realizar la adicién de solucion
salina amortiguada con HEPES en ausencia v presencia de agonista y flucrescencia medida {excitacién, 485 nm;
emisién, 520 nm) cada 1,52 segundos durante 75 segundos. La diferencia entre el pico vy ia flucrescencia de referancia
pusde medirse como un marcadaor para la movilizasion de Ca® infracelular. Las curvas de consentracién-respuesta
del agonista AsR pueden normalizarse a la respuesta mediada por ATP 100 uM para tener en cuenta ias diferencias
en ol nimero de células y la eficiencia de carga.

Innibicién de los ensayns de acumulacion de cAMP. Los medics pueden reamplazarse con una sclucidn amortiguadora
de estimulacién (NaCl 140 mM, KCI 5 mM, MgS0, 0,8 M, NaHPO4 0,2 mM, KHPO4 0,44 mM, Calle 1,3 mM, D-
glucosa 5,86 mM, HEPES 5 mM, BSA al 0,1 %, 1 U/mi de ADA v rolipram 10 pM, pH 7,45) e incubarse a 37 °C durante
1 hora. La inhibicién de la acumulacion de cAMP puede evaluarse mediante la preincubacién de células As-Fipin-CHO
soh agonistas de AsR durante 10 minutos, después de lo cual se afadid forskoling 3 yM durante 30 minutos mas. La
reaceidn se puede tarminar mediante la eliminacibn rapida de la solucidn amortiguadora vy la adicién de 50 yl de etanol
al 100 % helado. Se deja evaporar el efanel antes de la adicion de 50 ul de solucién amortiguadora de deteccién (BSA
al 0,1 %, Tween-20 al 0,3 %, HEPEE 5 mM, pH 7,45). Las placas se agitan durante 10 minutos, después de lo cual se
transfirieron 10 i de lisado a una placa Optiplate de 334 pocilles. La deteccidn puede emplear la adicion de una
dilucidn de 5 yl de 1:49 viv de las perlas aceptoras AlphaScreen: sciucidn amoriiguadora de estimulacion. Después da
esto, una dilucidn de 15 Pl de 1:148: 3 viviv de las perlas donadoras AlphaScreensolucion amoriguadora de
deteccidn:3,3 Uil de cAMP biotinitade para formar un volumen total de 30 il La mezcla de perla donadora/cAMP
hictinilado se puede equilibrar durante 30 minutos antes de la adicion. Las placas se pueden incubar durante la noche
en la oscuridad @ temperatura ambiente, seguide de la medisidn de la flucrescancia por un lector de placas EnVision
{(PerkinEimar} con excifacién y emisidn ajustadas a 830 nm y 520-620 nm, respectivaments. Las curvas da
concentracidn-respuesta del agenista pueden normalizarse a la respuesta mediada por forskolinag 3 uM (0 %) o
solucion amortiguada {106 %) sola.

Modelado molecular. Se pueden realizar simulaciones de acoplamienio para todos 105 compuestos invastigados an
aste estudio usando modelos de homolegia del AgR humano. En particular, se pueden usar fres modelos notificados
antericrmente: un modelo compietamente basado en una estructura cristalina de hAaAR unido a agonista (PDB D!
3QAK), un modelo basado en una plantilla hibrida de AaAR-receptor adrenédrgico 82 v un maodele basade en una
plantilia hibrida de AonAR-opsina (estructura de rayos X delrecepior adrenérgico P2 1D PDE: 3E8NB; estructura cristalina
de rayos X del cristal de opsina 1D PDE: 3DGE) (Tesh ef al, 2012a). Los modelos basados en plantillas hibridas
mostrardn un movimienio hacia afuera de TM2 an comparacién ocon of modelo basado en AxAR. Las estructuras de
ios Higandos de AsR pueden consiruirse y prapararse para el acoplamiento usando las narramientas Builder v LigPrep
implementadas en la suife Schadinger (Schédinger Release 2013-3, Schédinger, LLC, Nueva York, NY, 2013} El
acoplamiento molecular de los ligandos en los modelos de AsR se puede realizar por mediec de la parte del paguete
Glide de ia suite Schédinger. En particular, una Glide Grid puede centrarse en el centroide de aiguncs residucs clave
del bolsillo de unidn de los reseptoras de adencsing, es decir, Phe (EL2), Asn (8,58), Trp (8,48} y His (7,43). La Glide
Grid puede construirse usando una caja interna (caja del punto medio del didgmetro del figando) de 14 Ax 14 Ax 14 A
v una caja externa (caja dentro de ia cual deben estar contenidos todos los dtomos de ligando) que se extiende a 25 A
en cada direccibn desde la interna. El acoplamiento de los ligandos se puede realizar en el sitio de unidn rigida usando
2l procedimientc XF {precisidn adicional}. Las conformaciones de acoplamienta de puntuacidn superior para cada
ligando pueden someterse a inspeccion visual v andlisis de interaccionas proteina-ligando para seleccionar las
sonformaciones de unidn propuestas de acuerdo con ios datos experimentales.

Analisis de datos. Los anélisis estadisticos v el ajuste de curvas pueden realizarse usande Prism 6 (GraphPad
Software, San Diegn, CA) Para cuantificar ¢l sesgo de sefializacion, fas curvas de concentracidn-respuesta del
agoenista pueden analizarse madiante regresion no lineal usando una derivacidn del modelo cperacional de agonismo
Black-Leff, como se describid anteriormente (Kenakin ef ai., 2012, Wootten of &/, 2013, van der Waesthuizen &f al,
2014). El coeficiente de transduccidn, 1/KA [expresado como un logaritme, Log (1/1KA)Y] se puede usar para cuantificar
el agonisme sasgado. Para tener en cuenta lns efectos dependientes de las células en la respuests del agonista, la
retacién de transduccidn se puede normalizar & los vaieres obtenidos para el agonista de raferancia, IB-MECA para
generar ALog{i/KA). Para determinar el sasge de cada agonista en diferantes rutas de sefiaiizacion, el ALog{1/KA) se
normalizard a una ruta de referencia, pERK1/2, para generar AALog(1/iA). El sesgo se puede definir como 10ALes(KA)
en donde la falta de sesgo resultara en valores que no son estadisticamente diferentes de 1 o 0 cuando se expresan
corno un logaritmo. Todes los resultados pueden expresarse como ia media £ SEM. Los anélisis estadisticos
implicarian una prueha de F o un andlisis de varianza de una via con una prueba post hoe de Tukey o Dunnett, con
significacién estadistica determinada come P, 0,05,

Ejemplo 8: Rula de sinlesis para MRS4322
MRE4322 y compuestos similares tales come MRE1873 se pueden preparar de acuerde con métodos conocidos en
la técnica. Por ejemplo, MRS4322 puede prepararse a partir de D-ribosa siguiendo las rutas descritas en Choi, W. .

aft al J. Org Chem 2004, 88, 2634-2838, Tosh, D K. ef &/ Purinergic Signalling 2015, 11, 371-387, y Chem. Eur. J,,
2009, 15, 6244-6257. Los esquemas de reaccidn 1y 2 a continuacidn muestran fa rute de sintasis.
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Esquema de reaccion 1. Sintesis de MRE4322
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10 Elesquema de reaccidn 2 muesire e resto de la sintesis,

Esquema de reaccidn 2: Sintesis de MRS4322 {continuacin)
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Ejempio 10: Justificacidn para la cardivproteccion de los compuestos descritfos

Se ha demostrade la desfosforilacion cuantitativa extremadamente répida de agonistas de P2Y1 a compuestios, tales
como, MRS4322 gque son agonisias de adencsing As. Se encontrd sorprendentemente que estos agonistas de la
adenosina Az son efiaces en milliples meodelos murines de accidente cerebrovascular vy lesidn cerepral traumatica,
somo se describe en 2] presents documentc. Sin desear astar ligado a ninguna teoria particular, se cree gus los
agoenistas Az desoritos actuaimente, tales como MRE4322 y MRS1873, son eficaces como agantes cardioproteciores.

Los datos que muestran una desfosforilacion cuantitativa y rapida de MRS2365 v nucledsidos fosforilados relacionados
a compuestos tales como MRS84322 v MRS1873 respaldan la afirmacidn de que la supuesia eficasia cardiopratactora
de estos agonistas de P2X4 se debe en realidad al agonismo de adenosina Aqx de sus metabolitos desfosforiiados. Da
hacho, se ha demostrado gue MRS1873 es un agonista de adenosina Az que es eficaz en los modelos de accidente
cerabrovascular y lesidn cerebral traumética.

Ejemplo 11: Farmacocinélica v unidn de MRS4322 después de la administracién iniravenosa a cerdos
neonalales

Propésito

Esle estudio se disefid para determinar las concentraciones en plasma, cerebro v C8F de MRE84322 después de fa
administracion infravenosa a cerdos neonatales.

Métodos

Productos quimicos. MRE4322 se obtuvo por cortesia del Dr Ken Jacobson del Institite Nacional de Diabetes,
Enfermedades "hg stivas vy del Ridn (Bethesda, MD).

Animales. Para es 1e c*s:tudm se utilizaron cerdos neonatales hembras de cualro semanas de edad que pesaban
aproximadamenta 7.5 kg, suministrados por el Departamento de Bioingenieria de ia Universidad de Pensiivania
{Filadeifia, PA). Los animales se eguiparon con sondas de microdialisis cerebral para obtener muestras de Hquido
exiraceiular cerebral para las determinaciones de concentracion de farmace durante ¢l estudio. Todos los estudios se
realizaron segln los protocolos aprobados de la Universidad de Pennsyivania IACUC.

Administracion del farmaco: MRS4322 se solubiizé en DMSO vy luege se diluyd en sclucién salina para preparar la
solucion de dosificacion. Se administré un volumen de 10 ml de solucién de dosificacion mediante administracion de
bolos intravenosos a cada cerdo neonatal (n = 3}

Musstreo de tejido: Se obtuvieron muestras de sangre a 0,25, 0,5, 1, 2, 4 v 5 horas después de la dosis. Las muestras
de Hquido extracelular del cerebro se obtuvieron a partir de sondas de .-..crod idlisis implantadas 1, 4 y € horas después
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de la dosis. Se obtuvo sangre completa (1 mi) en cada punto de tiempo ¥ se colocd en tubos Vacutainer que contanian
haparina v se centrifugd inmediatamente para la preparacién del plasma, el plasma s2 aimacend a -80 “C. Las
muestras de liguido extracelular cerebral y liquido cefalorraquidec se almacenaron a -8C °C. En e momento de ia
autanasia {6 horas después de la dosis), se obtuvieron muestras de liguido cefalorraquidec y se congelaron, mientras
que las muestras de carebro de ia corteza v el hipocampo se obtuvieren por decapitacion, se enjuagaren con solucidn
salina amortiguada con fosfato v se pesaron. Las muestras de cerebro se congelaron inmediataments en nitrégens
{iquide y se almacenaron & -80 °C.

Binanalisis
Las conceniracionss en plasma, cerebro, liquide extracelular cerebral v Hquide cefalorraquideo de MRE4322 se
determinaren mediante LC-ME/MS usando teibutamida como patron interno. La siguiente tabla resume ias condiciones

de LC y MS/MS empleadas:

Tabla 120 Métodos bicanalitices para las determinaciones de la concantracidn en plasma, cerabro, Hquido extracelular
cerebral y liguido cefalorraguides de MRS4322

Componentes del sistema

Médulo Fabricante Modelo

LC Waters Acquity | Class

Inyector automatico Waters Acquity Sample Manager
Deteccion de MS AB Sciex API 5500 QQQ

Método de HPLC

Phenomenex Kinetex C18 (2,1 x 50 mm, 2,6 um)

Columna Gradiente, 0,6 ml/min

Elucién Fase Movil A: Acido formico al 0,1 %

Fase Movil B: Acido formico al 0,1 % en acetonitrilo
Deteccién de MS y calibracién para MRS4322 en plasma porcino

Nombre del pico: Tolbutamida

Uso como patrén interno

Masas Q1/Q3: 271,00/155,00 Da

Nombre del pico: MRS4322

Patrén interno: Tolbutamida

Masas Q1/Q3: 324,08/182,10 Da

Ajuste Lineal Ponderacién 1/x
Interseccién 0,000570

Pendiente 0,00699

Coeficiente de correlacién 0,9998

Area de uso

Deteccién de MS y calibraciéon para MRS4322 en homogeneizado de cerebro de cerdo
Nombre del pico: Tolbutamida
Uso como patrén interno
Masas Q1/Q3: 271,00/155,00 Da
Nombre del pico: MRS4322
Patrén interno: Tolbutamida
Masas Q1/Q3: 324,08/182,10 Da

Ajuste Cuadrético Ponderacién 1/x
a0 0,000244

al 0,00675

a2 -0,00000134

Coeficiente de correlacién 0,9999

Area de uso

Deteccién de MS y calibracién para MRS4322 en ECF y CSF porcino
Nombre del pico: Tolbutamida
Uso como patrén interno
Masas Q1/Q3: 271,00/155,00 Da
Nombre del pico: MRS4322
Patrén interno: Tolbutamida
Masas Q1/Q3: 324,08/182,10 Da

Ajuste Cuadrético Ponderacién 1/x
a0 0,000297
al 0,00783
a2 0,000000130
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0,9998

Para cada matriz de tgfido, se crearon curvas patrén v se determinaron las concentraciones de LLOQ/ULOQ. Los
intervalos de calibracidn para todas las curvas patron de la matriz de MRS4322 fueren §,1-1000 ngfml.

Para el bicanélisis de concentraciones en o cerebro de MRS4322, las muestras de cerebro se homogenaizaron an
saiucidn salina amuortiguada con fosfato enfriada con higlo en una dilucion 4x. Las partes alicuotas del homogensizado

de cerebro diluido resultants se trataron con acetonitrilo v se analizaron por LC-MS/MS

Resultados

Después de la administracidon infravenosa a cerdos neonalales, se detectaron conceniracionss de MRS4322 en
muesiras de plasma, cerebro, iguido extraceiular cerebral y liquido cefalorraquideo (figuras 18 y 18, tabia 13).

Tabla 13: Concentraciones en plasma, cerebro, liquido extracelular carebral y liguido cefalorraguiden de MRS4322 en
cerdos neonalales despuds de la administracidn infravenosa

Articulo de _ Dosis |Tiempo Concentracién en plasma (ng/ml) por sujeto
rueba Matriz | Ruta (mg/kg)|  (h)
P 9'kg 161128U |161128U-1|161128U-2| Media | SD N
0 BLQ BLQ BLQ BLQ -— 0
0,25 133 120 163 139 22 3
0,5 85,3 54,1 98,7 79,4 22,9 3
MRS4322 | Plasma Y 0,2 1 58,9 51,4 63,0 57,8 59 3
2 27,2 18,7 48,8 30,9 14,4 3
4 23,3 21,9 28,7 246 3,6 3
6 15,3 9,08 20,8 15,1 59 3
Articulo de ) Dosis |Tiempo Concentracién en cerebro (ng/ml) por sujeto
Matriz | Ruta )
prueba (mg/kg) (h) | 161128U [161128U-1|161128U-2| Media | SD N
Corteza 5,34 3,80 6,15 | 6,10 | 1,19 3
Cerebral
MRS4322 o Y% 0,2 6
ipocamp
o de 6,47 4,56 5,39 5,47 0,96 3
cerebro
Articulo de . Dosis |Tiempo Concentracidn en liquido extracelular (ng/ml) por sujeto
Matriz | Ruta
prueba (mg/kg)l (h) | 161128U [161128U-1|161128U-2| Media | SD N
1 1,55 0,641 1,70 1,30 0,57 3
MRS4322 ECF Y 0,2 4 0,893 0,579 1,35 0,941 0,388 3
6 0,602 0,459 1,08 0,714 0,325 3
Articulo de . Dosis |Tiempo Concentracidn en liquido cefalorraquideo (ng/ml) por sujeto
Matriz | Ruta
prueba (mg/kg)l (h) | 161128U [161128U-1|161128U-2| Media | SD N
MRS4322 CSF Y 0,2 6 1,37 1,04 1,75 1,39 0,36 3

BLQ = Por debajo del limite inferior de cuantificacién (0,0975 ng/ml para plasma)
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Tabla 14 Farmacocinética en plasma de MRE4327Z en cerdns neonatales despudés de la administracion infravenosa

Articulo Ruta | Dosis | ID de Animal | CO (ng/ml) Cmax  |Tmax (h) | AUCutime | AUCINF Cl Vz |Semivida

(ng/ml) (h*ng/ml) | (h*ng/ml) (h)

MRS4322 v 0,2 161128U 207 133 0,25 238 344 968 4,04 4,82

161128U-1 266 120 025 203 233 143 2,86 2,31

161128U-2 269 163 0,25 307 401 831 225 3,13
N 3 3 3 3 3 3 3 3

Media 248 139 0,25 249 326 10,8 3,05 3,42

SD 34,9 221 0,00 52,9 85,3 3,13 0,907 1,28

%CV 14,1 15,9 0,0 21,2 26,1 291 298 374

Las concantraciones en plasma permitieren estimacionss iniclales de Trax, Cmey, aclaramiento plasmatico, volumen de
distribucion, semivida y AUC {tabla 14}

Aungue las concentraciones de MR34322 en el cerebro, el liquido extracelular cerebral v ol liquido cefalorraguides
aran detectables, los datos eran insuficientes para la astimacidn de la semivida u otros pardmetros farmacocinéticos
distintos de Chax ¥ Trax Sin embargo, basandose on ios dales disponibles de plasma v cerabro a las § horas
postericres a la dosis cuando se obtuvieron muesiras para todas las matrices, se estimd que la relacion cerebro/plasma
del farmaco total fue de aproximadamente 0,3 en funcidn de las concentracicnes medias en plasma y cerebro.

Estos resultados sonfirman gue las concentraciones en plasma circulanies de MRS4322 son detectables despuds de
la administracién intravenocsa a cerdos neonatales, vy gue MRS4322 esta bien distribuida an &l cerabro bajo astas
condiciones de dosificacién.

Ejemplo 12: Unidn a plasma y cerebro de MRE4322 en los cerdos neonatales

Proposite

Este estudio fue disefiado para determinar 13 fraccidn libre en plasma v cerebro de MRS4322 en cerdos neonatales.
Métodos

Productos quimicos. MRS4322 se obtuvo por cortesia del Dr. Ken Jacobson del Institutc Nacional de Digbetes,
Enfermedades Digestivas y del Rifién (Bethesda, MD). El sulfametoxazol v ia warfarina de grado analitico se obtuvieron
de suministros comerciales en Seventh Wave Laboratonies {(Maryland Heights, MO). Todes los demés productos
gquimicos se obtuvieron de Sigme-Aldrich {8t Louis, MO

Animales v preparacién de tejidos. Las muestras de plasma vy cerebro de cerdos neonalales hembras se obluvieron
de a Universidad de Pannsylvania y se almacenaron a -80 °C hasta su uso.

Se prepararon muestras en blance de ultrafiltrado de plasma descongelandeo plasma congelado y después plasma
precalentando en una camara humidificada de 5 % de COZ a 37 °C durante 60 minutos. Partes alicuotas de 800 ui se
transfirieron a fiitros centrifugos Centrifree {celuiosa regenerada Ultracel (NMWL 30.000 amu) Lote RSJA31738) ¥ se
sentrifugaren a 2800 RPM a 37 °C durante 10 minutos; los filtrados de agua y plasma se recolectaron y utilizaron en
fa preparacion de patrones, blancos v patrones de Q.

Los cerebros se pesaron y homogeneizaron con solucidn salina amortiguada con fosfato 1.9, pH 7,4 usando un
homogensizador de tejido Omni. Los cerebros de cualro ratones se homogeneizaron, se agruparen y se mazsiaron
para formar una muestra,

Determinacidén de la unidn al plasma. MRE4322, suifametaxazol v warfarina se solubilizaren en DMSQO vy luego se
diluyercn en acetonitriio:agua 1:1 para preparar soluciones madre de didlisis 100 uM. Se utilizaron sulfametafazol v
warfarina como palrones de estudio con vaiores de unién a plasma conocides. Las muestras de plasma se
precalentaron duranie 60 minutes en una incubadora humidificada con & % de CO» mantenida a 37 °C. Se afladieren
alicuiotas de tres ml de plasma precalentade cada una con adiciones conocidas de MRE4322, sulfametaxazol o
warfarina, usando solucionas madre 100 uM para cada compuesto, dando como resultado concentraciones de prueba
finales de 1 uM. Las muestras de plasma con adiciones conocidas se incubaron en un mezcelador giraterio en una
c¢amara hurnidificada con & % de COy a 37 °C durante un minimo de 80 minutes. Después de 80 minules, se agregaron
ires alicuotas de 800 ul de cada muestra a los filtros centrifugos Centrifree. Los filtros se sometieron a centrifugasion
a 2800 rpm durante 10 minutos a 37 °C. Se recogieron tres alicuotas de 100 ul de plasma residual junto con ultrafitrado
para bicanélisis.

Jeterminacion de la unién al cerebro: MRS4322, sulfametoxazol y warfaring se solubilizaron en BMS0 y se diluyeron

en acelonitrile:agua 1:1 para preparar soluciones madre de didlisis 100 uM. Los cerebros hornogeneizados agrupados
se precalentaron durante 60 minutos en unaincubadora humidificada con 5 % de COsx mantenida a 37 °C. Se afiadieron
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alicuotas de tres mi de homoegeneizade de cerebro cada una con adiciones conocidas de MRS4322, sulfametaxazol o
warfarina usando las soluciones madre de 100 uM para cada compuesto, fo gua dio come resuitado concentraciones
con adiciones conocidas finales de 1 uM. Se colocaron homogeneizados de cerebro agrupados con adiciones
conocidas en un mezelador Nutator en una incubadora humidificada de 5 % de CO2 g 37 °C durante 60 minutos.
Despuds de 80 minutos, se agregaron tres alicuotas de 800 ul de cada muestra a los filtros centrifugos Centrifree. Los
fitres se sometieron a centrifugacion a 2800 rem durante 10 minutos a 37 °C. Se recogieron partes alicuotas de
homogeneizado de cerebro residual v ultrafitrado para bicanélisis.

Binanalisis

Las concentraciones en plasma y cerebro de MRS84322 en plasma con adiciones conocidas, homogeneizados de
cerebro y ultrafiltrados asociados se determinaron por LC-MS/MS usande telbutamida como patrén intemo. Las
concentraciones asociadas de sulfametaxazol y warfarina también se determinaron mediante LC-MS/MS usando
soendiciones astandar {datos no mostrados). Las siguientes tablas resumen las condiciones de LC y MS/MS empleadas
{tablas 15 y 16). Los métodes bicanaliticos fueron idénticos para todas las mairices; los datos estadisticos de curva
patrén {por gjemple, ajuste, intercepcion, pendiente, coeficiente de correlacion) se determinaron para cada matriz pero
no fueron significativamente diferentes y, por lo tanto, no se muestran para cada matriz.

Tabla 15 Métodos bicanaliticos para MRB4322 para la determinacidn de concentraciones en plasma, homogeneizado
de cerebro, ultrafifrado de plasma y ultrafiifrado de homogeneizade de carebro

Bioanalisis de muestras de plasma, homogeneizados de cerebro, ultrafiltrado de plasma y ultrafiltrado
de homogeneizado de cerebro

Componentes del sistema

Médulo Fabricante Modelo
HPLC Shimadzu ﬁgr;ob:[s) Binarias Prominence
Inyector automatico CTC Leap HTC PAL
Espectrémetro de masas AB Sciex AP 4000
Método de HPLC
Columna Phenomenex Kinetex C18 (2,1 x 50 mm, 2,6 um)
Gradiente, 0,4 ml/min
Elucién Fase Mévil A: Acido férmico al 0,1 % en agua

Fase Movil B: Acido formico al 0,1 % enacetonirio
Condiciones de espectrémetro de masas para MRS4322
Nombre del pico: MRS4322
Masas Q1/Q3: 324,10/182,00 Da
Nombre del pico: Tolbutamida
Masas Q1/Q3: 271,20/155,20 Da

Ajuste Lineal Ponderacién 1/x
Interseccién 0,0181
Pendiente 0,00192
Coeficiente de correlacién 0,9988

Para cada matriz de tejide, se crearon curvas patrdn v se delarminaron las concentraciones de LLOQUULOQ. E
intervalo de calibracion para las curvas patrdn de concentracidn en plasma de MR34322 fue de 5-1000 nM. El intervalo
de calibracidn para les curvas patrén en ultrafiirado de plasma de MRS4322 fue de 51000 nM. El intervale de
calibracibén para las curvas patrén en homogeneizado de cerebro y ultrafitrado de homegeneizado de cerebro de
MRE4322 fue de 5-1000 nM v 5-1000 nM, respectivamente.

Resultados
La unidn a plasma vy la fraccion libre se determinaron para MRS4322 usandoe la uitrafiltracién de plasma. La unidn &l
plasma fue de 21,6 % para MRS4322; la fraccidn libre asociada fue de 0,784 {tabla 16). La union de los patrones de

estudio sulfameataxazol y warfaring fueron consistentes con los valores de [a biblingrafia.

Tabla 18: Fraccidn no unida y unién de MRE4322 en plasma de cerdo neonatal

Sustrato Fraccién no unida % de unién
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Media SD Media SD N

MRS4322 0,784 0,061 21,6 6,1 3
Sulfametoxazol 0,606 0,016 39,4 1,6 2
Warfarina 0,0159 0,0021 98,4 0,2 3

* Las concentraciones en ultrafitrado de plasma de MRS5898 fusron BLQL

La unidn al cerghro v ia fraccion libre se delerminaron para MRS4322 usando la ultrafiltracidén de homogeneizado de
cerebro. La unidn al cerebro fue de 74,7 % para MRS4322; La fraccidn libre asociada fue de 0,253 (tabla 17}, La unidn
de los patrones de estudio sulfametaxazol y warfaring fueron consistentes con los valores de la bibliografis.

.
H
i

abla 17: Fraccidn no unida y unién de MRE4322 en homogenaizadoes de cerebro de cerde neonatal

Fraccién no unida % de unién
Sustrato - -
Media SD Media SD N
MRS4322 0,253 0,043 74,7 4,3
Sulfametoxazol 0,309 0,029 69,1 2,9 3
Warfarina 0,189 0,006 81,1 0,6 3

Estos datos indican gue, para una concentracién en plasma o cerebro tolal dada, estaran disponibles en el cerebro
concentraciones de farmaco no unidas sustanciales de MRS4322 para la interaccidn con el receplor de adenosina Aa.
Estos hallazgos son consistentas con los obsarvados también en ef ratdn.

Ejemplo 13: Caracterizacion farmacoldgica de MRS4322

El compuaste MRS4322 se investigd en estudios de unidn competitiva en receptores de adenosina Az humanos y de
ratén expresados de forma recombinante en células de ovario de hamster chino (CHO)} usando preparaciones de
membrana celular. PHINECA se empled come un radioligando agonista de As. Ef agonista no selectivo NECA pude
usarse porque las células CHO no expresan de forma nativa los receplores de adencsing. Se determind el
desplazamientc dependiente de la concentracion del radioligande por MR4322.

Ademas, se realizaron experimentos de cAMP en células CHO gue expresan de forma recombinante receptores de
adencsina Az humanos o Az de ratdn, respectivamente. El agonista no selective NECA se utilizd como control.

Resultados

MRS4322 mostré un valor de K, de 1480 £ 410 nM en receptores Az humanos y un valor de K; de 4840 % 974 nM en
receptores A; de ratén en estudios de union de radioligande frente a [PHINECA.

En experimentos de acumulacidén de ¢cAMP funcional en céluias CHO que expresan racaplores de adanosing Ag,
MRE4322 mostrd actividad agonista con un valor de ECsp de 3630 % 370 nM en el receptor Az humano, y un valor de
ECsg de 758 = 170 nM en &l receptor Az de ratdn. Los valores de ECsa de los agonistas en los GPCR dependen de los
nivales de expresidn del receptor La linea selular del receptor Az humano parece tener un nivel de expresidn mas
bajo gue las lineas celulares con los receptores Az de ratdn, va que se observan valores mas alles de ECs, que
también fue ef caso del agonista de control NECA.

Tabla 18 Afinidades de ios agonistas a los recepiores de adenosina expresados de forma estable en células CHO
determinadas en estudios de unién de radioligandos [IKitSEM({nM}]

Receptor AsR AsR
Humano de Ratén
Agonista [FHINECA [FHINECA
MRS4322 1490 + 410 4940 + 974
NECA 6,18 (Kp)? 15,1 (Kp)?

cAlnourt MW, ef 8. Selectivity is species-dependent: Characterization of standard agonists and antagonists at human,
rat, and mouse adenosine recepters. Purinergic Signal. 2015, 11, 388-407. Punnergic Signal. 2015, 11, 388-407 Las
mismas lingas celulares se utilizaron en el presente y en el estudio publicado.
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Tabla 18 Potencias de log agonistas en ios receptoras de adenosina Az expresados de forma estable on las células
CHO determinadas an los ensayos de acumulacion de cAMP

ASR A3R
Humano de Ratén

ECso+ SEM (nM)
(eficiencia en una concentracién de 100 uM en % con respecto al
efecto maximo de NECA)

Agonista
MRS4322 3630 £ 370 759 + 170
(70 £ 12) (72 £ 18)
NECA 418+6,3 6,85+ 0,88

La figura 17 musastra experimentos de unidn competitiva de MR84322 frente al radinligando agonista de As PHINECA
{10 nM) en receptores Az humanos expresados en células CHO. El valor de K calculado para MRS4322 fue de 1480
410 nhM.

La figura 18 muestra experimentos de union coempelitiva de MRS4322 frente al radioligando agonista de Ax PHINECA
{10 nM) en receplores Az de ratdn expresados en células CHO. Bl valor de K caloulado para MRS4322 fue 4840 ¢
874 nh. La figura 19 muestra ios experimentos de acumulacion de cAMP de MRS4322 y NECA en receptores As
humanos expresados en células CHO. El valor de ECss calculado para MRE4322 fue 3630 £ 370 nM; para NECA se
determing un valor de ECse de 41,8 £ 6,3 nM. La figura 20 muestra experimentes de acumulacién de cAMP de
MRS4322 v NECA en receptores Az de ratdn expresados en células CHO. Bl valor de ECxy calculado para MRE4322
fue de 788 + 170 nM; para NECA se determing un valor de ECs de 6,85 £ 0,88 nM.

Estos resultados son menores pero relacionadns con los datos de unidn conocides para MRS1873. Az humano, datos
de Kii MRS15873 Ki = 353 nM;, ECB0 = 803 nM, publicade en: J. Mad Chem. 2002 454471-4484. “Structural
Determinants of Az Adenosine Receplor Activation: Nucleoside Ligands at the AgonistAntagonist Boundary’, Gao, -

I

3. et al.
Un articulo anterior enumera el Ki de As humano como 85 nlM: Bioorganic and Medicinal Chemistry Letters 2001

11:1333-1337. "Ring-Constrained (N)-Mathanocarba Nuclensides as Adenosing Receplor Agonists: indepeandent 5-
Uronamide and 2-Deoxy Madifications”, Leeg, K af af.

Aungue se describen varias realizaciones de esta invencidn, se entiende que los ejernplos particulares descritos
anteriormente pueden alterarse usando experimentacion rutinaria para proporcionar ofras realizaciones que utilizan
los compuestos y métodos de esta invencion. Porio tanto, se apreciara que &l alcance de esta invencidn debs definirse
sclamente por las siguientes reivindicaciones en {ugar de por las realizaciones especificas que se han propercionado.
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REIVINDICACIONES

Una cantidad eficaz de un agonista de un receptor de adenosina As (AsR) para su uso en el tratamiento de
una lesién, enfermedad o afeccién seleccionada entre lesién cerebral traumatica (TBI), accidente
cerebrovascular, una afeccién neurodegenerativa o una enfermedad del corazén o cardiovascular,
comprendiendo dicho uso la administracién a un paciente en necesidad del mismo de dicha cantidad eficaz,

en donde (l) el agonista es

NH,

x

HO

OH OH
0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo; o:

en donde (ll) el agonista es
NH,

x

HO

OH OH
0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

La cantidad eficaz de un agonista de un receptor de adenosina As para el uso de la reivindicacién 1, en donde
la lesion, enfermedad o afeccion es TBI; opcionalmente, en donde la TBI se selecciona entre conmocién
cerebral, lesién por explosién, lesién relacionada con peleas o un golpe leve, moderado o grave en la cabeza.

La cantidad eficaz de un agonista de un receptor de adenosina As para el uso de la reivindicacién 1, en donde
la lesion, enfermedad o afeccibn es un accidente cerebrovascular seleccionado entre accidente
cerebrovascular isquémico, accidente cerebrovascular hemorragico, hemorragia subaracnoidea,
vasoespasmo cerebral o ataques isquémicos transitorios (TIA).

La cantidad eficaz de un agonista de un receptor de adenosina Az para el uso de la reivindicacién 2 o la
reivindicacion 3, en donde la neuroprotecciéon o neurorrestauracién aumenta en el paciente en comparacién
con un paciente no tratado.

La cantidad eficaz de un agonista de un receptor de adenosina As para el uso de la reivindicacién 1, en donde
la enfermedad neurodegenerativa se selecciona entre enfermedad de Alzheimer (AD), enfermedad de
Parkinson (PD), enfermedad de Huntington (HD), esclerosis multiple (MS), esclerosis lateral amiotréfica
(ALS), encefalopatia traumética crdnica (CTE) o una enfermedad neurodegenerativa causada por un virus,
alcoholismo, tumor, toxina o lesiones cerebrales repetitivas; opcionalmente:

en donde (i) la enfermedad neurodegenerativa es enfermedad de Parkinson; o

en donde (ii) la lesién, enfermedad o afeccién es enfermedad de Alzheimer, migrafia, cirugia cerebral
o un efecto secundario neurolégico asociado a la quimioterapia contra el cancer.

La cantidad eficaz de un agonista de un receptor de adenosina As para el uso de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4, en donde el periodo de recuperacién tras la TBI, accidente cerebrovascular, isquemia
cardiaca o infarto de miocardio disminuye en comparacién con un paciente no tratado.

La cantidad eficaz de un agonista de un receptor de adenosina As para el uso de la reivindicacién 1, en donde

(1) la enfermedad del corazdn o cardiovascular se selecciona entre isquemia cardiaca, infarto de miocardio,
una miocardiopatia, arteriopatia coronaria, arritmia, miocarditis, pericarditis, angina de pecho, cardiopatia
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hipertensiva, endocarditis, cardiopatia reumatica, cardiopatia congénita o aterosclerosis; opcionalmente, en
donde la enfermedad del corazén o cardiovascular es isquemia cardiaca o infarto de miocardio; o:

en donde (Il) el agonista se administra de forma crdnica para tratar el accidente cerebrovascular, la isquemia
cardiaca o el infarto de miocardio durante el periodo de tiempo posterior a la lesién mientras ésta se resuelve.

La cantidad eficaz de un agonista de un receptor de adenosina As para el uso de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7, en donde el AsR esta parcialmente agonizado.

Una cantidad eficaz de un agonista de un receptor de adenosina As (AsR) para su uso en el tratamiento de
una lesién, enfermedad o afeccién seleccionada entre lesién cerebral traumatica (TBI), accidente
cerebrovascular o una afeccién neurodegenerativa, que comprende administrar a un paciente en necesidad
del mismo dicha cantidad eficaz, en donde el AsR se agoniza de forma sesgada hacia las funciones
neuroprotectoras del receptor AsR mediante la activacién preferente de la movilizacién de calcio intracelular
con menos activacion, o ninguna, de otras rutas mediadas por AsR, o mediante la activacion preferente de la
movilizacién de calcio intracelular mediada por Gg11, la modulacién de la producciéon de cAMP mediada por
Gi, o la fosforilacién de ERK1/2 y Akt mediada por Gi;

en donde (i) el agonista es

NH,
< f\|
N \N)\SMe

OH OH

HO

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo; o:

en donde (ii) el agonista es

NH,
20
<N \NJ\CI

&

OH OH

HO

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

La cantidad eficaz de un agonista de un receptor de adenosina Az (AsR) para el uso de la reivindicacion 9, en
donde (1) la lesién, enfermedad o afeccién es una TBI; opcionalmente, en donde la TBI se selecciona entre
conmocién cerebral, lesién por explosién, lesidn relacionada con peleas o un golpe leve, moderado o grave
en la cabeza; o:

en donde () la lesién, enfermedad o afeccién es un accidente cerebrovascular seleccionado entre accidente
cerebrovascular isquémico, accidente cerebrovascular hemorragico, hemorragia subaracnoidea,
vasoespasmo cerebral o accidente isquémico transitorio (TIA); o:

en donde (lll) la enfermedad neurodegenerativa se selecciona entre enfermedad de Alzheimer (AD),
enfermedad de Parkinson (PD), enfermedad de Huntington (HD), esclerosis multiple (MS), esclerosis lateral
amiotréfica (ALS), encefalopatia traumética crénica (CTE) o una afeccién neurodegenerativa causada por un
virus, alcoholismo, tumor, toxina o lesiones cerebrales repetitivas; opcionalmente:

en donde (i) la enfermedad neurodegenerativa es enfermedad de Parkinson, o:

en donde (ii) la lesién, enfermedad o afeccién es enfermedad de Alzheimer, migrafia, cirugia cerebral
o un efecto secundario neurolégico asociado a la quimioterapia contra el cancer.
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La cantidad eficaz de un agonista de un receptor de adenosina Az (AsR) para el uso segln la reivindicacién
9 o la reivindicaciéon 10, en donde la neuroproteccién o la neurorrestauracion aumenta en el paciente en
comparacién con un paciente no tratado; y/o en donde el AsR esta parcialmente agonizado con una funcién
neuroprotectora o neurorrestauradora mejorada en relaciéon con un agonista completo de AsR.

Una cantidad eficaz de un agonista de un receptor de adenosina As (AsR) para el uso en el tratamiento de
una enfermedad del corazén o cardiovascular, comprendiendo dicho uso la administracién a un paciente en
necesidad del mismo de dicha cantidad eficaz, en donde el agonista es un agonista sesgado de un AzR con
una funcién cardioprotectora mejorada en relacién con un agonista completo de AsR mediante la activacién
preferente de una o més de las siguientes rutas mediadas por AsR: activacién de la movilizacién de calcio
intracelular mediada por Gq11, modulacién de la produccién de cAMP mediada por Gi, fosforilaciéon de
ERK1/2 y Akt mediada por Gi, modulacién de los canales de potasio sensibles al ATP o modulacién de la
activacion de la beta-arrestina; opcionalmente:

en donde (i) el agonista es

NH,
¢ f
N \N)\SMe

OH OH

HO

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo; o:

en donde (ll) el agonista es

NH,
e
<N \NJ\CI

&

OH OH

HO

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;
opcionalmente:
en donde (i) el paciente ha sufrido una isquemia cardiaca o un infarto de miocardio; o:

en donde (ii) dicho uso aumenta la cardioproteccién o la regeneracién del tejido cardiaco dafiado en
el paciente.

La cantidad eficaz de un agonista de un receptor de adenosina As (AsR) para el uso de la reivindicacién 12,
en donde el periodo de recuperacién después de la isquemia cardiaca o infarto de miocardio disminuye en
comparacién con un paciente no tratado.

La cantidad eficaz de un agonista de un receptor de adenosina Az (AsR) para el uso de la reivindicacién 12 o

la reivindicacién 13, en donde el agonista es un agonista parcial del AsR con funcién cardioprotectora
mejorada en relacién con un agonista completo del AzR.
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Figura 1A

Perfiles de concentracidén frente a tiempo en plasma y cerebro

de MRS4322 en ratones
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Figura 2

Perfiles de concentracion frente a tiempo en plasma y cerebro
de MRS4322 en ratones después de la administracion de MRS2365
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Figura 3

Porcentaje observado de monofosfato MRS2365 y MRS2365 frente a tiempo
después de incubacién con plasma tratado con EDTA de ratén CD-1
macho a 37°C
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Figura 4

Porcentaje observado de monofosfato MRS82365 y MRS2365 frente a tiempo
después de incubacion con plasma fratado con EDTA de humano
macho a 37°C
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Figura

Porcentaje observado de monofosfato MRS2365 y MRS2365 frente a tiempo
después de incubacion con sangre completa tratada con EDTA de ratén CD-1

macho a 37°C
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Figura 6

Porcentaje observado de monofosfato MRS2365 y MRS2365 frente a tiempo
después de incubacién con sangre completa tratada con EDTA de humano
macho a 37°C
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Figura7

i Estabilidad de MRS 2365 después de incubacién en plasma de ratén

CD-1 con diferentes anticoagulantes a 37°C
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Figura 8

Estabilidad de MRS 2365 después de incubacién en plasma de
humano con diferentes anticoagulantes a 37°C
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Figura 11
NHo
Nl)i
\S/}\N/

HO
MRS 2365
Faormula gquimica; C3H5Ns0P,8
Masa exacta; 483,0379

NH,

\s
M2 Ml
Farmula quimica: CaH gM;04PS Férmula gquimica: € H-N0:5
Masa exacta: 4030713 Masa exacta: 325,10352
MRS2347 MRS4322

81



ES 2989 621 T3

Figura 12
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Figura13
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Figura 14
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Figura 15
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Figura 16

Perfiles de concentracion-tiempo en cerebro y liquido cefalorraquideo
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Figura 17

Experimentos de union competitiva de MRS4322 en
receptores A3 humanos
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Figura 18
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Figura 19

Experimentos de acumulacion de cAMP de MRS4322 y NECA
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Figura 20

Experimentos de acumulacion de cAMP de MRS4322 y NECA
en receptores A3 de ratéon
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