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Yo, Emilio FERRERO, obrando como apoderado del solicitante 

el asunto antes identificado, me ref iero al Oficio No. 722 

if icado por fijaciôn en lista del 18 de enero de 2008. 

2.Mediante el Oficio No. 722 se puso en conocimiento del 

so1icitante el informe que contiene las observaciones hechas por 

su :Despacho sobre la presente solicitud de patente. 

2.1 En forma resumida su Despacho afirma lo siguiente: 

iDciôn 

Nose muestran las formulas estructurales de los compuestos de 

fofmu1as I, IA, II, III, IV. 

NIT 860.041.367-3 
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Cl dad de las Reivindicaciones: 

No e muestran las formulas estructurales de los compuestos de 

form las I, IA, II, III, IV. 

ReiviLndicaciones relativas a un uso: 

LasIn-fermedades,

eivindicaciones 10 a 17 se refieren al uso de compuestos de 

form la(I) en la manufactura de medicamentos para el tratarniento 

de  lo cual no se considera como invención y por lo 

tant no es patentable. 

Atieido las observaciones hechas por su Despacho de la siguiente 

forma: 

� I Modificación a una solicitud en trÆmite: 

Con el objeto de atender las anteriores observaciones y de 

conormidad con lo establecido en el artIculo 34 de la Decision 

4861 que permite al solicitante en cualquier momento del trÆmite 

efe1tuar modificaciones, sin ampliar el objeto de la invenciOn 

mi ialmente solicitada, me permito presentar un nuevo capItulo 

rei indicatorio, que comprende 13 reivindicaciones. 

En la nueva memoria descriptiva se presentan las formulas 

estucturales de compuestos de formulas I, IA, II, III, IV. 

En a reivindicaciOn 1 se adjuntO la formula estructural I, en la 

rei indicaciOn 2 se adjuntO la formula estructural Ia, en la 

rei indicaciOn 5 se adjuntO la formula estructural II, en la 

rei indicaciOn 9 se adjunto la formula estructural IV, y 
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finaLmente en la nueva reivindicación 12 se adjuntó la formula 

estriictural III. 

Lasreivindicaciones de uso (anteriormente numeradas 10-17) fueron 

e1itrinadas del capitulo reivindicatorio. 

3. 1 CONCLUSION 

TenJiendo en cuenta las modificaciones a la memoria descriptiva y 

al apitulo reivindicatorio arriba citadas se concluye que la 

pre ente solicitud cumple con el requisito de claridad y sustento 

desriptivo de acuerdo con las disposiciones de los articulos 28 y 

30 Ille la Decision 486. 

4. Puesto que se han atendido a cabalidad las observaciones 

hec1as por su Despacho sobre la presente solicitud de patente, 

atertamente solicito que se continue su tramitaciOn. 

ra Jefe, 
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F )RMULARIO UNICO DE CORRECCIONES Y MODIFICACIONES 

1 SOLICITUD DE: 

0 Correcciôn de Error Material X Modificación a una solicitud 
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:0 i Descripción de la corrección o modificación solicitada: 

Presento nueva memorla descriptiva 
y 

nuevo capitulo reivindicatorio compuesto par 13 reivindica-

ciones para subsanar las observaciones hechas par su Despacho en el examen de fonda. 
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DERIVADOS DE AIfINOQUINoLINA Y SU USO COMO LIGANDOS A3 DE 

ADENOSINA 

La presente invención se relaciona con ligandos del 

recepto A3 de adenosina de la f6rmul4 general (I), dentro 

de aquellos preferiblemente antagonistas, as   como 

taithiØn su sales, solvatos e isómeros, y las 

coinposiciones farmacØuticas que los contienen, con el uso 

de los compuestos de la formula general (I), asi como 

tarnbiØn sus sales, solvatos e isómeros, con la 

preparaciOn de los compuestos de la fOrmula general (I) y 

sus sales, solvatos e isOmeros, adicionalinente con 

intermedios nuevos de las fOrmulas generales (II) (III) y 

(IV) y con la preparaciOn de estos. 

La adenosina es un componente bien conocido de 

varias molØculas endógenas (ATP,NAD, Æcido nucleico) 

Ademªs, esta juega un papel regulatorio importante en 

muchos procesos fisiolOgicos. El efecto de la adenosina 

sobre la función cardiaca fue descubierto airededor de 

1929. (Dury y Szentgyorgyi, J Physiol 68:213, 1929) . La 

identificaciOn de un nómero creciente de funciones 

fisiolOgicas mediadas por adenosina y el descubrirniento 
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e nuevos subtipos receptores de adenosina dan 

osibilidades para aplicación terapØutica de ligandos 

specificos (Poulse, S:A: y Quinn, R.J. Bioorganic and 

edicinal Chemistry 6:619, 1998) 

A la fecha, los receptores papa adenosina se han 

lasificado en tres clases importantes: A1, A2 y A3. el 

ubtipo A1 es parcialmente responsable de inhibir la 

delinata ciclasa al acoplar una proteina de meinbrana G1, 

nfluenc–a parcialmente otros segundos sistemas de 

ensajeros. El subtipo receptor A2 se puede subdividir en 

os subtipos adicionales A2a y A2b -, cuyos receptores 

stimulan la actividad de adenilato ciclasa. Las 

ecuencias de los receptores de A3 adenosina han sido 

ecientemente identificados en biblioteca cDNA de 

esticulo de rata. Posteriormente se probó que este 

orresponde a un receptor de adenosina funcional nuevo. 

a activaciOn de los receptores A3 estÆ conectada tarnbiØn 

varios sistemas mensajeros segundos: inhibición del 

nilato ciclasa, estimulación de la fosfolipasa C y D. 

Los receptores de adenosina son encontrados en 

los órganos y regulan sus funciones. Tanto los 

eceptores A1 como A2a juegan papeles importantes n el 
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istema nervioso central y sistema cardiovascular. En el 

la adenosina inhide la liberaciôn de transmisores 

inÆpticos cuyo efecto es mediado por receptores A1. en 

1 corazôn, tanthiØn los receptores A1 median los efectos 

tropticos, cronotropticos y dromotropicos negativos de 

a adenosina. Los receptores A2 de qdenbsina localizados 

elativamente en cantidades mÆs altas en el striatum, 

stran interacciôn funcional con receptores de dopamina 

la regulación de transmisiOn sinôptica. Los receptores 

adenosina A2a sobre las cØlulas musculares endoteliales 

suaves son responsables de la vasodilataciOn inducida 

or adenosina. 

Sobre la base de identificaciôn de mARN, los 

ceptores de adenosina A21, son ampliamente distribuidos 

diferentes tejidos. Ellos se han identificado casi en 

da tipo de cØlula, pero su expresión es la mÆs alta del 

testino y en la vejiga. Es subtipo probablemente tiene 

arnbiØn importante función regulatoria en la regulación 

el tono vascular y juega Un papel importante en la 

inción de las cØlulas mÆstil. 

Contrario a los receptores A1 y A2a, donde la 

stribuciÆn de tejidos se detectó sobre el nivel de 
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rotelna, la presencia de los receptores A2b y A3 se 

etectó sobre la base de su nivel mARN. Los niveles de 

xpresión para receptores de adenosina A3 son par el 

ontrario bajos comparados con otros subtipos y altamente 

ependientes de las especies. Los receptores de adenosina 

son expresados primariamente en el ’sistema nervioso 

entral, los testiculos, el sistema inmune y parecen 

star involucrados en la modulación de la liberación 

ediadora de cØlulas mÆstil en la reacción hipersensitiva 

diata. 

Los antagonistas A3 publicados hasta ahora en la 

iteratura pertenecen a los grupos de flavonoides, 

erivados de 1, 4-dihidropiridina, trizoloquinazolinas, 

iazolonaftiridinas y tiazolopirimidinas. La presente 

nvención se relaciona con un tipo novedoso de 

tagonista A3 efectivo, que tiene la estructura 

noquilonina. 

Para uso terapØutico es esencial asegurar que la 

lØcula no se una, o se una solamente en el caso de una 

oncentraciOn muy alta a los subtipos A1, A2a y A2b del 

eceptor de adenosina. Nuestra presente invención se 

elaciona con los compuestos de la fÆrmula general (I) 



aI como tairibiØn sus sales, solvatos e isómeros que 

tenen gran selectividad para el subtipo A3 del receptor 

adenosina. 

Nuestro objetivo fue preparar ligandos A3 prirrtero 

ie todo con la estructura quinqlin, y dentro de 

auellos preferibleinente antagonistas, que tienen un 

fberte efecto antagonista y rauestran alta selectividaci 

ra el receptor A3, es decir, ellos inhiben el recepto A3 

mucha menor concentración que lo que ellos inhiben los 

r ceptores A1, A2a y A2b. Objetivos adicionales fueron 

t ner estabilidad, biodisponibilidad, Indice terapØutico 

y datos de toxicidad que hagan posible el desarrollo de 

n evos compuestos en sustancias de droga y que debido a 

s absorción enteral favorable los compuestos se pueden 

licar oralmente. 

Hemos encontrado que los compuestos de la formula 

R3 

T’R2) 

x 
I i6 

rITh’)\R7 
5LNN 

H 
I 

en donde 

R’ representa Ætomo de hidrogeno o grupo aiquijo C, 

reto a ramificado; 
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R2 representa Ætomo de hidrogeno a grupo aiquilo C1 

ecto a ramificado; 

R3 representa Ætomo de hidrogeno a un grupo aiquilo 

recto a ramificado, a un grupo fenilo, grupo tienilo, 

grupo furilo, opcionalmente sustituido mediante uno o 

grupos aiquilos C14 rectos a ramificados, grupo 

icoxi C1..4 recta a ramificado, a Ætoino de halógeno, o 

ara un anillo heteroaromÆtico de 5 o 6 mieinbros que 

ontienen uno, dos a tres Ætomas de nitrógeno a un Ætomo 

e hidrogeno y un Ætoino de oxIgeno 0 un Ætomo de 

itrógeno y un Ætomo de azufre-

Opcionalmente sustituido mediante uno a rnÆs grupos 

Lquilo C4 recta o ramificado, grupos alcoxi C1.4 rectos 

ramificados, o Ætamo de halógeno;  

R4 y R5 forman en conjunto un grupo 1,3-butadienilo, 

ionalmente sustituido mediante un grupo metilenedioxi o 

I-0 mÆs grupos aiquilo C4 rectos a ramificados, grupo 

coxi C14 recta a ramificado, grupo hidroxi a Atom de 

l6geno. 
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R6 representa Ætomo de hidrogeno o grupo ciano, un 

aminocarbonilo, un grupo alcoxicarbonilo C14 0 Ufl 

a carboxi; 

R7 representa Ætomo de hidrogeno 0 Ufl grupo aiquilo 

recto o ramificado, 0 U. grupo fenilo, grupo benzilo, 

upo tienilo, o grupo furilo, opcionalmente sustitUido 

diante un grupos metilenedioxi 0 uno 0 mÆs grupos 

a quilo C14 recto a ramificado, grupo alcoxi C14 recto 0 

ramificado, grupo hidroxi, grupo difluorornetilo, grupo 

C ano 0 Ætomo de halógeno, o para un anillo 

h teroaromÆtico de 5 o 6 mienthros - que contienen uno, 

s o tres Ætomos de nitrógeno 0 Ufl Ætomo de hidrogeno y 

Ætomo de oxigeno 0 Ufl Ætomo de nitrógeno y un Ætomo de 

azUrre-

Opcionalmente sustituido mediante Uflo 0 mÆs grupos 

ui10 C4 recto o ramificado, grupos alcoxis C14 rectos 

ainificados, a Ætomo de halógeno, 

X representa un grupo -CH2-, grupo -NH-, grupo _8_, 

0in atomo de azufre o un Ætomo de oxIgeno 0 un grupo 

su fo o un grupo sUlfoxi- en donde R8 representa un grupo 

alUilo C14 recta a ramificado a un grupo cicloalqUilo C3-

6 -ii; 
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n representa cero, 1 o 2- y su sales, solvatos e 

sómeros y las sales , solvatos de los ültimos, lienan 

Os criterios anteriores. 

Los significados detallados de los sustituyentes 

nteriormente listados son como sigue: 

Mediante un grupo aiquilo C4 recto a ramificado 

osotros significamos metilo-, etilo-, propilo-

isopropilo-, butilo-, isobutilo-, butilo secundario-, 

utilo terciario-, preferiblernente etilo- a grupo metilo. 

Mediante un grupo alcoxi C14 recta a ramificado 

osotros significamos metoxi-, etoxi-, propoxi-

isopropoxi-, butoxi-, isobutoxi-, butoxi secundaria-, 

utoxi terciario-, preferibleinente etoxi- a grupo metoxi. 

Mediante un grupo cicloalquilo C36 nosotros 

.gnificamos ciclopropil-, ciclobutil-, ciclopentil- a el 

upo ciclohexilo. 

Mediante el grupo 1,3-butadienji-. nosotros 

ignificamos un grupo (-CH=CH-CH=CH-) es decir el anillo 
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piridina sustituido mediante los sustituyente R4 y R5 

gnifican un anillo de benzopiridina a mediante su 

re trivial un anillo de quinolina. 

El anillo heteroaroinªtico que contiene uno o dos o 

res Ætomos de nitrÆgeno significan irrol, imidazol, 

irazol, 1,2,3-triazol, 1,2,4-triazol, piridina, 

irimidina, piridazina, pirazina y 1,3,4-triazina. El 

illo es opcionalmente sustituido mediante aiquilo C14, 

grupo alcoxi o mediante un àtomo de halógeno. 

El anillo heteroaromÆtico que contiene uno Ætomo de 

itr6geno y un Ætonio de oxIgeno o azufre significa el 

zol, isoxazol, tiazol o anillo de isotiazol. El anillo 

s opcionalmente sustituido mediante aiquilo C, a grupo 

lcoxi o mediante un Ætoino de halógeno. 

Las sales y los compuestos de formula general (I) 

ignifican sales dadas con Æcidos y bases inorgÆnicas u 

rgÆnicas. Las sales preferidas son aquellas dadas con 

cidos farmacØuticamente aceptados como por ejemplo Æcido 

lorhidrico, Æcido sulfürico, Æcido etanosulfOnico, Æcido 

artÆrico, Æcido succInico, Æcido fumÆrico, Æcido mÆlico, 
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afido citrico, y bases, como por ejemplo hidróxido de 

4dio, hidrôxido de potasio, etanolamina. 

Los sulfatos significan solvatos dados con varios 

ventes, como por ejemplo con agua o etanol. 

Los compuestos para la fÆrmula general (I) muestran 

– ómeros geomØtricos y ôpticos, por lo tanto la invención 

t unbi6n se relaciona con rnezclas de los isómeros 

g omØtricos, con isómeros geomØtricos racØmicos u 

6 timamente activos, asi como tambiØn con sus sales y 

s lvatos. 

Un grupo favorable de los compuestos de la formula 

gneral (I) es el formado por los compuestos de la 

f rmula general (IA), 

R3 

fR1 R2) 

R12X 

R5çL<6 

R1° 

R9 
0 

en donde 

R’ representa Ætomo de hidrogeno 0 Ufl grupo aiquilo 

1-4 recto o ramificado; 

R2 representa Ætomo de hidrogeno 0 Ufl grupo aiquilo 

1-4recto a ramificado; 
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R3 representa âtomo de hidrogeno 0 un grupo aiquilo 

1-4 recto a ramificado, a un grupo fenilo, grupo tienilo, 

furilo, opcionalmente sustituido rnediante Ufl o mÆs 

as aiquilos C1-4 rectos a ramificados, grupo alcoxi C],-

recto a ramificado, a Ætomo de halógena, a por anillo 

teraromÆtico de 5 a 6 inieinbros que contiene uno, dos o 

res Ætomos de nitrógeno a un Ætomo de nitrogeno y un 

toma de oxigena a Ufl Ætomo de nitrôgeno y Ufl Ætomo de 

zufre- opcionalmente sustituido mediante uno o mÆs 

rupos aiquilo C14 rectos a rainificadas, grupo alcoxi C1 

cto a ramificado, a Ætomo de halógeno; 

R9, R’°, R" y R’2 independientein.ente significan Ætomo 

hidrogeno a grupo aiquilo C14 recto o ramificado, a 

alcoxi C14 recto a ramificado, a grupo hidroxi a 

torno de halógeno, a 

R9, y R’2 representan Ætomo de hidrogeno y R’° y R’1 

orman jUntos un grupo metilenedioxi; 

R6 representan Ætomo de hidrogeno o grupo ciano, 

aminocarbonilo, grupo alcoxicarbonilo C1.-4, a grupo 

arboxi; 
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R7 representan Ætomo de hidrogeno o grupo aiquilo C1. 

recto a ramificado, un grupo fenilo, grupo benzilo, 

tienilo, grupo furilo, opcionalinente sustituid.o 

ante un grupo inetilenedioxi, a uno a mÆs grupos 

4quilo C1.4 recto o ramificados, grupo aicoxi C14 recta o 

rxnificado, grupo hidroxi, grupo tiflüorometilo, grupo 

c4ano o Ætomo de haiÆgeno, a un anhllo heteroaromªtico de 

511 6 miernbros que contiene uno, dos a tres Ætomos de 

nitrógeno o un Ætomo de nitrógeno y un Ætomo de oxigeno a 

Ætomo de nitrógeno y un Ætomo de azufre- opcionalmente 

ituido mediante uno a mÆs grupos aiquilo C14 rectos a 

ra ificados, grupo aicoxi C1-4 recto o ramificado, a Ætomo 

de halÆgeno, 

X representa un grupo -CH2-1grupo -NH-, grupo 
-NRa-, 

a n Ætomo de azufre a un Ætomo de oxIgeno a un grupo 

suifo a un grupo sulfoxi- en donde R8 representa Ufl grupo 

aid 

6-;I 

1 

lo C1..4 recto a ramificado 0 Ufl grupo cicioalquilo C3.. 

n representa cero, 1 a 2- y su sales, solvatos e 

ieros y las sales, solvatos de estos. 
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Un grupo favorable de los compuestos de la formula 

eral (IA) es el formado por los compuestos en donde 

R’ representa Ætomo de hidrogeno, 0 Ufl grupo metilo; 

R2 representa Ætomo de hidrogeno, oun grupo metilo; 

R3 representa grupo fenil- o tienil- o furilo; 

R9, R’°, R", y R’2 independientemente significan Ætomo 

hidrogeno o grupo aiquilo C1.-4 recto o ramificado, a 

o alcoxi C14 recto o ramificado, o grupo hidroxi a 

)mo de halógeno, o 

R9, y R’2 representan Ætomo de hidrogeno y R 10 y R’1 

rman juntos un grupo metilenedioxi; 

R6 representan Ætomo de hidrogeno, 0 grupo dana; 

R7 representan 4-metoxifenil-, 3-metifenil-, 3-

:oxifenil-, 3-tienil-, 0 el grupo 3-furil-, 

X representa Un grupo -NH-, o ªtomo de oxigeno 
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n representa 1-

y sus sales, solvatos, isómeros y las sales, solvatos 

de estos. 

Especialmente favorable son los corapuestos 

sguientes que cumplen con los criterios anteriores: 

3-metil-N- (4-benzilamino-3-cianoquinoljn_2._jl) 

\\\ ber\zamida; 

� 

4-metoxi-N- (4-benzilaxnino-3-cianoquinolin-2-il) 

benzjmida; 

\\\ 
-metoxi-Ic-

enzanida, 

4� 
\\\ 

3,\4_metileflediOXi_N_ 

2k1) 
bflZa1ttida 

\\\ 
N-

caroxaitdda; 
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N- (4 [2-tienilmetilaminol -3-cianoquinolin-2-il) 

:iofeno-3-carboxamida; 

4-metoxi-N- (4- [2- tienilmetilaminoj -3-

ianoquino1in-2-il) benzamida; 

3, 4-metilenedioxi-N- (4- [2- tienilmetilamino] -3-

:ianoquinolin-2-il) benzamida; 

N-(4[2-furilmetilaminoj-3-cianoquinolin-2--il) furan-

-carboxamida; 

N- (4 [2-furilmetilamino] -3-cianoquinolin-2-il) 

:iofeno-3-carboxarnida, 

y sus sales, solvatos, isómeros y las sales, solvatos 

de estos. 

De acuerdo con otro de sus aspectos, la presente 

nvenciÆn tarnbiØn se relaciona con composiciones 

armacØuticas que contienen los principios activos de los 

ompuestos de formula general (I) a sus isOmeros, sales y 

olvatos, que son preferiblemente composiciones orales 

era inhalable, formulaciones parenterales y 
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ihiben la liberación de TNFa, inhibe la raigración de 

e sinÆfilos, neutrôfilos y otras cØlulas inmune, inhiben 

1 broncoconstricción y la extravasación de plasma. 

Con base en estos efectos, los antagonistas del 

eceptor A3 de adenosina de la preseiite invención se 

,uede utilizar terapØuticaxnente como antiinflamatorios, 

ntiasmÆtico, antiisquØmicos, antidepresivos, 

�ntiarritmicos, protectores reales, antitumorales, drogas 

ntiparquinson y mejoramiento cognitivo. TainbiØn ellas 

ueden ser ütiles en el tratamiento o prevención de daflo 

or repercusión de miocardio, enfermedad pulmonar 

bstructiva crónica (COPD) y sindrome de desetres 

respiratorio (ARDS) incluyendo bronquitis crOnica, 

enfisema pulmonar a dispnea, reacciones alØrgicas (par 

ejemplo rinitis, respuestas inducidas por hiedra 

venenosa, urticaria, escieroderma, artritis) otras 

enfermedades auto irimunes, enfermedad inflamatoria del 

intestino, enfermedad de Addison, enfermedad de Crohn, 

soriasis, reumatismo, hipertensión, desordenes de la 

función neurológica, glaucoma y diabetes (K.N. Klotz, 

Naunyn-Schmiedberg’s Arch.farmacol. 362:382,2000; P.G. 

Baraldi es P:A: Borea, TiPs 21:456,2000) 
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Los compuestos de la presente invención puede ser 

referiblemente utilizados para el tratamiento de 

nfermedad tal como asma, COPD y ARDS, glaucoma, tumor, 

nfermedad alØrgica e inflamatoria, isquemia, hipoxia, 

:ritmia y enfermedades renales. 

De acuerdo con otro de sus aspectos, la presente 

nvenciôn se relaciona con el uso de los compuestos de la 

órmula general (I) en el tratamiento de las patologlas 

nteriores. La dosis diana sugenida es de 1-100 mg de 

ngrediente activo dependiendo de la naturaleza de la 

evenidad de la enfermedad y del sexo, peso, etc. del 

aciente. 

Un objeto adicional de la invención es la 

neparación de los compuestos de la fôrmula general (I) y 

os intermedios de las formulas generales (II) (III) y 

V). 

R3 
R3 

(R1R2) 

(?R1R2 
x CI x 

R 
I .6 

R 

5 5 
2 R 

I 
R 

,.  

0 J’?,R7 
H 2 

Ii. M. Iv 

Los intermedios de las fOrmulas generales (II), 

([II) y (IV) que son utilizados en el proceso de 

)eparación de acuerdo con la invenciOn, son novedogos. 

Lps sustituyentes de las fOrmulas generales (II), (III) y 
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(IV) tienen los significados como se definieron 

anteriormente. 

En el proceso de acuerdo con nuestra invención la 

bis-carboxamida de la fOrmula general (II) es 

selectivamente hidrolisada y el comptesto resultante a la 

fOrmula general (I) es, Si se desea, transformado en sus 

sales, solvatos o, liberado de su sal como solvato y 

separada en sus isOmeros geomØtricos u Opticos. 

Los sustituyentes de los compuestos de la formula 

general (I) se pueden transformar uno en el otro mediante 

mØtodos conocidos. 

La hidrOlisis selectiva se desarrolla al utilizar 

olución alcohOlica, preferibleinente soluciOn de 

idróxido alcalino metanolico, preferiblemente soluciones 

e potasio y/o sodlo, pero otros agentes que ayudan la 

idrOlisis de las amidas tambiØn se puedan utilizar. 

La hidrólisis selectiva se puede lievar a cabo en un 

ho rango de temperaturas favorablernente entre 20 °C - 

100 °C. 
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I 

Los compuestos de la fÆrmula general (11) -en donde 

s significados R11R2,R3,R4,R5,R6,R8,X y n son como se 

finiÆ anteriormente, se pueden obtener mediante varios 

Øtodos conocidos, entre ellos el demostrado en el 

squelna 1 (Figura 6), mediante la acilación del cornpuesto 

e formula (III), al utilizar un mØtodo de acilación 

onocido en la quimica orgÆnica. Para el agente de 

acilaciOn preferiblemente cloruro de acilo, para el 

agente Æcida trietilamina y/o piridina se pueden aplicar, 

pero tainbiØn se puede utilizar otros agentes de uniOn 

Æcida. 

Los compuestos de la formula general (111) -en donde 

los significados R11R2,R3IR4,R5,R6,R8IX y n son coino se 

definiO anteriormente, so pueden preparar de los 

compuestos de la fOrmula (IV)- al utilizar mØtodos 

conocidos per se (Nan Zhang, Bioorg. y Med. Chem. Lett., 

10, 2825, 2000) 

Los compuestos de la formula general (IV) -en donde 

los significados R4,R5 y R6 son coma se definió 

anteriormente - se pueden preparar de los compuestos de 

la fOrmula (V), al utilizar mØtodos conocidos per se 

(D.L: Leysen, J. Heterocyclic Chem., 24, 1611, 1987) 
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X3 
4) 

Los compuestos de la formula general (V) -en donde 

los significados R4,R5 y R6 son como se definió 

anteriormente - se pueden preparar de los compuestos de 

la fOrmula (VI), al utilizar mØtodos conocidos per se 

(Pfizer (Inc) USP 4, 175, 193) 

Los compuestos de la invención de las fOrmulas 

generales (I), (II), (III) y (IV), u preparaciOn y su 

actividad biolOgica son demostrados en los siguientes 

ejemplos, sin limitar el alcance de las reivindicaciones 

a los ejemplos. 

La figura 1 muestra la fOrmula general (I), la 

figura 2 muestra la formula general (IA), la figura 3 

muestra la formula general (II), la figura 4 muestra la 

fOrmula general (III) y la figura 5 muestra la fOrmula 

general (IV). La figura 6 muestra el esquema 1 la ruta de 

reacciOn para la preparaciOn de los compuestos de la 

fOrmula general (I) 

Ejemplos 1 
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3-Metil-N- (4-benzilamino-3-cianoguinolin-2-

ii) benzamida: 

En la fOrmula general (I) R’ y R2 representa Ætomos 

de hidrogeno, R3 representan grupo fenilo, R4 y R5 forman 

juntos un grupo 1,3-butadienilo, R 6 ’representa grupo 

ciano, R representa un grupo 3-metilfenilo, el 

significado de X es el grupo -NH-, n es 1. 

a) 2-Amino-3-ciano-4-cloroquinolina: 

La mezcla 10 g de 2-amino-3-ciano-4-hidroxiquinilina 

y 15 ml de cloruro de fosforilo se calientan bajo 

agitaciOn a 110 °C. la mezcla de reacción se enfria, se 

vierte sobre 100 ml de hielo-agua y se neutraliza con 60 

ml de una soluciOn de hidrOxido de sodio al 10%. El 

precipitado amarillo resultante se filtra, se lava con 50 

11 m1 de agua. DespuØs de secado 7,5 g del compuesto del 

tItulo se obtienen, pf.: 210 °C. 

NMR, 8H(400 MHz, DMSO-d6) : 57,21 ppm, (s, 2H, NH2) 

7,35-7,40 ppm, (dd, 1H, 6-H), 7,53-7,57 ppm, (d, 1H, 5-
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H), 7,70-7,75 ppm, (dd, 1H, 7-H), 7,93-7,98 ppm, (d, 1H, 

b) 2-Amino-3-ciano-4-benzilaminoguinolina 

5 g de 2-amino-3-ciano-4-cloroqi’iinolina y 11 ml 

de benzilamina son calentados bajo agitación a 130 °C. 

la mezcla de reacciÆn se vierte sobre 50 ml de agua, 

el precipitado resultante se filtra, se lava con 50 ml 

de agua, el precipita amarillo pÆlido se recristaliza 

de metilforniamida para obtener 5,2 g del compuesto del 

titulo. 

NMR, 6H(400 MHz, DMSO-d6) :5,02-5,03 ppm, (d, 2H, 

N-CH2), 6,22 ppm, (s, 2H, NH2), 7,14-7,16 ppm, (dd, 1H, 

6-H), 7,24-7,26 ppm, (dd, 1H, 5-H), 7,30 ppm, (s, 5H, 

Ph), 7,50-7,52 ppm, (dd, 1H, 7-H), 8,16-8,19 ppm, (d, 

1H, 8-H), 8,30-8,33 ppm, (t, 1H, NH) 

tjtilizando 2-aminometilpiridina o 3-

aminometilpiridina o 4-aminometilpiridina en lugar de 

benzilamina, los compuestos apropiados de la formula 

general III se pueden obtener. 
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C) 3-metil-N- (3-metilbenzoil) -N- (4-

benzilamino-3-cianoquinolin-2-il) benzamida: 

A la soluciÆn 5 g de 2-amino-3-ciano-4-

benzilaminoquinolina en 30 ml de pir–dina se gotean 6 

ml de 3-metilbenzoil cloruro, bajo agitación a 0 °C. 

La mezcla de reacciôn se agita a 80 °C duran te 8h, 

luego se vierten sobre 150 ml de hielo--agua, al 

precipitado resultante se filtra, se lava dos veces 

con 40 ml de aqua, el material cristalino blanco 

resultante se recristaliza de 200 ml de etanol para 

dar 9,2 g del compuesto del titulo, pf.: 234 °C. 

Al utilizar cloruro de piridina-3-carbonilo como 

agente acilante, el compuesto apropiado de la formula 

general II se puede obtener. 

d) 3-metil-N- (4-benzilaxuino-3-cianoguinolin-

2-il) benzamida 

A la solución 5 g de 3-metil-N-(3-metilbenzoil)-

N- (4-benzilamino-3-cianoquinolin-2-il) benzamida en 80 

ml de acetonitrilo 20 ml de solución de hidrOxido de 
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potasio metanólico iN se agregan. La mezcla de 

reacción se refluye durante 3 minutos, luego 3 ml de 

Æcido acØtico glacial se agregan a esta, luego se 

neutralizan con 50 ml de una solución de carbonato 

Æcido de hidrogeno 1M y los cristaleS resultantes se 

filtran. El material cristalino b]ancb se recristaliza 

de 130 ml de acetonitrilo para dar 3,1 g del compuesto 

del titulo de formula general (I) . Pf.: 230 °C. 

Ejemplo 2 

4-metoxi-N- (4-benzilamino-3-cianoquinolin--2-

11) benzamida 

En la fOrmula general (I) el significado R1 y R2 

es Ætomos de hidrogeno, R3 es grupo fenilo, R1 y R5 

significan juntos un grupo 1,3-butadienilo, R6 

representa grupo ciano, R7 representa un grupo 4-

metoxifenilo, el significado de X es el grupo -NH-, n 

es 1. 

2-amino--3-ciano-4-benzilaminoquinil ma, preparado 

como se describiO en el ejemplo 1, se transforma con 
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cloruro de 4-metoxibenzoilo anÆlogarnente como se 

describiô en el ejemplo 1, en 4-metoxi-N-(4-

metoxibenzoil) -N- (4-benzilamino-3-cianoquinolin-2-

il)benzamida, el cual despuØs de hidrólisis selectiva, 

mediante el mØtodo descrito en el ejemplo 1, da como 

resultado el compuesto del titulq dEj formula general 

(I) . El punto de fusion del compuesto del titulo: 188 

oc. 

La sal de sodio del compuesto del titulo se 

prepara mediante el siguiente mØtodo: 

4-metoxi-N- (4-benzilaxnino-3-cianoquinolin-2-

il)benzamida se disuelve en metanol y una cantidad 

equivalente de hidrOxido de sodio en metanol se agrega 

a esta. El material cristalino blanco precipitado se 

filtra. Pf. 255 °C. 

Sal de etanosulfonato del compuesto del titulo se 

prepara del siguiente mØtodo: 

4-metoxi-N- (4-benzilamino-3--cianoquinolin-2-il) 

benzamida se disuelve en metanol y cant idaci 

equivalente de Æcido etanosulfonico se agrega a esta. 
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El material cristalino blanco resultado se filtra. 

Pf.: 223 °C. 

Ejemplo 3 

3-metoxi-N- (4-benzilamino-3-cianoquinolin--2-

il) benzamida 

En la formula general (I) el significado R’ y R2 

es Ætomos de hidrogeno, R3 es grupo fenilo, R4 y R5 

significan juntos un grupo 1,3-butadienilo, R6 

significa grupo ciano, R7 significa un grupo 3-

metoxifenilo, el significado de X es el grupo -NH-, n 

es 1. 

2-amino-3-ciano-4-benzilaminoquinolina, preparado 

coma se describió en el ejemplo 1, se transforina con 

cloruro de 3-metoxibenzoilo anÆlogaxnente como se 

describió en el ejemplo 1, en 3-metoxi-N-(3-

metoxibenzoil) -N- (4-benzilamino-3-cianoquinolin--2-

il)benzamida, el cual despuØs de hidrólisis selectiva, 

mediante el mØtodo descrito en el ejemplo 1, da coma 

resultado el compuesto del titulo de formula general 
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(I) El punto de fusion del compuesto del tItulo: 186 

oc. 

Ejemplo 4 

3, 4-metilenedioxy-N- (4-benzilamino-3-

cianoquinolin-2--il) benzamida 

En la fOrmula general (I) el significado R’ y R2 

es Ætomos de hidrogeno, R3 es grupo fenilo, R4 y R5 

significan juntos un grupo 1,3-butadienilo, R6 

significa grupo ciano, R7 significa un grupo 3,4-

metilenedioxifenilo, el significado de X es el grupo - 

NH-, n es 1. 

2-amino--3-ciano-4 -benzilaminoquinol i, preparado 

como se describiO en el ejemplo 1, se transforma con 

cloruro de 4-metoxibenzoilo anÆlogamente coma se 

describió en el ejemplo 1, en 3-metilenedioxi-N-(3,4--

metilenedioxibenzoilo) -N- (4-benzilamino--3-

cianoquinolin-2-il)benzamida, el cual despuØs de 

hidrólisis selectiva, mediante el mØtodo descrito en 

el ejemplo 1; da como resultado el compuesto del 



*1 

29 

AO 

titulo de formula general (I). El punto de fusion del 

compuesto del titulo: 231 °C. 

Ejemplo 5 

N- (4-benzilamino-3-cianoquinolin-2-il) tiofeno-2-

carboxamida 

IEn la formula general (I) el significado R’ y R2 

?es Ætomos de hidrogeno, R3 es grupo fenilo, R4 y R5 

ignifican juntos un grupo 1,3-butadienilo, R6 

ignifica grupo ciano, R7 significa un grupo 2-tienilo, 

1 significado de X es el grupo -NE-, n es 1. 

2-amino-3-ciano-4-benzilaminoquinolina, preparado 

omo se describió en el ejemplo 1, se transfornia con 

loruro de tiofeno-2-carbonilo, anÆlogamente como se 

escribió en el ejemplo 1, en  N-(2-tiofenocarbonil)-N-

( 

,

tiofeno-2- 

c rboxamida, el cual despuØs de hidrOlisis selectiva, 

rn diante el mØtodo descrito en el ejemplo 1; da conic 

r sultado el compuesto del titulo de fOrmula general 
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(I) El punto de fusion del compuesto del titulo: 197 

oc. 

Ejemplo 6 

N- (4- (2-tienilmetilamino] -3-candguinolin-2-

1) tiofeno-3-carboxamida 

En la formula general (I) el significado R’ y R2 

s Ætomos de hidrogeno, R3 es grupo 2-tienilo, R4 y R5 

ignifican juntos un grupo 1,3-butadienilo, R6 

significa grupo ciano, R7 significa un grupo 3-tienilo, 

e significado de X es el grupo -NH-, n es 1. 

a) 2-amino-3-ciano-4- (2-

tienilmetilamino) guinolina 

5 g de 2-ainino-3-ciano-4--cloroquino1ina preparada 

coio se describió en el ejemplo 1 se agitan con 11 ml 

de2-tieni1meti1amino a 130 °C durante 3h. La mezcla 

de 

pr 

reacciOn se vierte sobre 50 ml de agua el 

ipitado resultante se filtra, se lava con 50 ml de 

agu. El material amarillo pÆlido se recristaliza de 
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25 ml de etanol para obtener 5,2 g del compuesto del 

titulo se obtienen, pf.: 208 °C. 

La 2-amino-3-ciano-4- (2-

tienilmetilamino)quinolina preparada como se describió 

anteriormente se transforma con c1oruto de tiofeno -3-

carbonilo, anÆlogamente como se describió en el 

jemplo 1, en N-(3-tiofenocarbonil)-N-(4-{2-

ienilmet–laminoj -3-cianoquinolin-2-il) tiofeno-3-

arboxamida, el cual despuØs de hidrólisis selectiva, 

ediante el mØtodo descrito en el ejemplo 1; da como 

esultado el compuesto del titulo de fOrmula general 

El punto de fusion del compuesto del titulo: 223 

0 

Ejeraplo 7 

4-metoxi-N- (4- [2-tienilinetilamino] -3-

quinolin-2-il) benzainida 

En la fOrmula general (I) el significado R’ y R2 

es Ætomos de hidrogeno, R3 es grupo 2-tienilo, R4 y R5 

si nifican juntos un grupo 1,3-butadienilo, R 

’ siJnifica grupo ciano, R significa un grupo 4-
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2-amino-3-ciano-4- (2-tienilmetilainino) quinolina 

preparada como se describiô en el ejemplo 6, 

transforma con cloruro de 3,4-metilenedioxibenzoilo en 

3, 4-metilenedioxi-N- (3, 4-metetilenedioxibenzoilo) -N-

(4- [2-tienilmetilamino] -3-cianoquipnlln-2-

il)benzamida, mediante el mØtodo descrito en el 

jemplo 1, el cual despuØs de hidrólisis selectiva da 

1 compuesto del tltulo de formula general (I) . El 

unto de fusion del compuesto del titulo: 241 °C. 

Ejemplo 9 

N- (4- [2-furilmetilainino] -3-cianoquinolin-2-

– ) furan-2-carboxamida 

En la formula general (I) el significado R1 y R2 

es Ætomos de hidrogeno, R3 es grupo 2-furilo, R4 y 

Si nifican juntos un grupo 1,3-butadienilo, R6 

si nifica grupo ciano, R7 significa un grupo 2-furilo, 

el ignificado de X es el grupo -NH-, n es 1. 

a) 2-amino-3-ciano-4- (2-furilinetilamino) auinolina 

Mal 
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5 g de 2-amino-3-ciano-4-cloroquinolina preparada 

como se describió en el ejemplo 1 se agitan con 1 ml 

de 2-furilmetilamina (furfurilamina) a 130 °C durante 

3h. La mezcla de reacción se vierte sobre 50 ml de 

agua, el precipitado resultante se filtra, se lava con 

50 ml de agua. El material ,amarillo pÆlido se 

recristaliza de 20 ml de etanol para obtener 4,8 g del 

compuesto del titulo, pf.: 208 °C. 

La 2-amino-3-ciano-4- (2-furimetilamino) quinolina 

eparada como se describió anteriormente se 

ransforma con cloruro de furan-2-carbonilo, mediante 

1 mØtodo descrito en el ejemplo 1, N- (2-

urancarbonil) -N- (4- [2-furilmetilamino] -3-

ianoquinolin-2-il) furan-2-carboxamida, el cual 

espuØs de hidrólisis selectiva, da como resultado el 

ompuesto del titulo de formula general (I) El punto 

e fusion del compuesto del titulo: 196 °C. 

Ejemplo 10 

N- (4- [2-furilmetilamino] -3-cianoquinolin-2-

i) tiofeno-3-carboxamida 
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En la fórmula general (I) el significado R’ y R2 

es Ætomos de hidrogeno, R3 es grupo 2-furilo, R4 y R5 

significan juntos un grupo 1,3-butadienilo, R6 

significa grupo ciano, R7 significa un grupo 3-tienilo, 

el significado de X es el grupo -NH-, n es 1. 

1. La 2-amino-3-ciano-4-(2-

furimetilamino) quinolina preparada anÆlogamente como 

se describiO en el ejemplo 6, se transforma con 

cloruro de tiofeno-3-carbonilo, inediante el inØtodo 

descrito en el ejemplo 1. En N-(3-tiofenocarbonil)-N-

(4-[2-furilmetilaminoJ-3-cianoquinolin-2-il)tiofeno--3-

carboxainida, el cual despuØs de hidrÆlisis selectiva, 

?desarrollada anÆlogarnente como se describió en el 

ejeinplo 1 da el cornpuesto del titulo de formula 

general (I) El punto de fusion del compuesto del 

titulo: 118 °C. 

La estructura y las caracterIsticas fisicas de 

s compuestos adicionales de la formula general (I) 

eparado par el inØtodo descrito en el ejemplo 1, son 

strados en las tablas I y II. 
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I 
2Fn 

ART 

No.: X R3 R6 R7 n MP 

[°C] 

11. NH CN 1 237 

12. NH CN 
We 

1 128 

*116 
13. NH CN 

OMe 

- OMe 

14. NIl CN 
çyoMe 7 100,5 

OMe 

15. NH N 
ome 

223 

OMe 

OMe 
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- 16. 
- NH CN 1 193,5 

 17. NH L.)CN cl 

cl 

1 193 

8. NFL LJJ CN T 1 208 

19. NH [) CN
 a

 1 215 

2. NFl J CN)a
 

 

CN 

1 250 

21. NH I CN 

Me 

1 205 

22.  NH CN 
Me 

"?aMe 

1 238 

23. NH [) CN 
0 

1 212 

24. NH CN 1 215 

25. NH CN 1 234 
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0’ 

26. NH CN 1 160,5 

27. NH 
[ ii Me 1 184 

28. NH 
 Me 1 141,5 

29. NH I 
Me 

Me 

-Svie 
1 194 

30. NH0\/CN 
0 

LJJ 1 203 

- 

31. NH0\/’TC1O Me 152  

32.0 
yOMe 

190 

33. NH 
- 

cN()> 1202 

NH

 
0 

0\/ CN 
Me 

1 207 

35. NH 0\/ C-N p T159 

46. NH0\/N 1 200 

42- 
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37. NH CN 
OMe (y  

1 206 

38. NH CN ’IIIIr 221 

39. NH 

-0\/ 

CN 198 

40 NH  CN 1 158 

il.
 NH CN 1 178 

NH 
cl 

*3 
CN 

11OMe 1 198,5 

NH 
cl 

ICI ICIILOMO1 197,5 

44 NHCN1ZII1 OMe 

L) 
OMe 

191 

45. NH 1 OMe CN 

OMe 

I 168,5 

46. N-Me CN 1 155 



S. 

S 

40 

47. NH H 

- 

"""a

 

OMe 

1 172

 
48. NH  H 

yOM  

I - 250 

49. NH H I 264 

50. NH H0\/I 265 

1. NH H0\/1 163 

2.  0 CN 

"?aWe 

1 157 

.3. S CN 

OMe 

1 196 

S=O CN 
hl1OMe 

205 

55. NH 
H 

CN 

"??aMe 

0 
- 266 

5 . NH CNZII1OH - 154 
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72. H H 
. 0 c1.OMe 

237 

73. H H 

"?aome 

275 

OMe 

74. H H 

’OMe 

245 

75. H H 

0’OMe 

247 

OMe 

76. H H 
MeO 

L- ’c1OMe 
222 

77. H H 218 

78. H H 
s Me 

L- 
TO1OMe 

214 

79. H H 
- ZIi 252 

lII1OM 178 

J 

eli 

Ayfr 



0 

44 

SI. H H 1  173 

I Me 
82. H H 

J 

- 

212 

83. H H 184 

I

 
. - 

Me 

84. 84. H H C-
(1O 

150  Me 
85. H H �’’’ 

Me 

�"��TIIIIL  195.  
OMe 

86. H H 
Me 

1OMe 

171 

87. H H I" 
1OMe 

217 

88. H H TZIIIILOMe 149 

89. H H  135 

Me 
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90. H H 

Me 

127 

91. H H j 257 

92. H H 260 

93. H H 153 

94. H H 145 

95. H H 

’ 

aOMe 

214 

 96. H H meo."C" 
’OMe 

183
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a estructura y las caracteristicas fisicas de los 

ritermedios de la formula general (II) preparados par el 

todo descrito en el Ejemplo 1. Se muestran en la Tabla 

LI. 

No.: X R3 R6 R7 MP 

[°CJ 

97 NH CN 213 

98 NH CN 

OMe 

L) 

208 
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99 NH CN 

OMe 

178s 

100 NH CN f
 

- 158 

101 NH CN 
OMe 

210 

OMe 

102 NH CN 223 

Me 

103 NH CN 
Me 

224 

Me 

104 NH CN 212 

CN 

105 NH CN 198 

106 NH 
OMe 

CN 
- 208 

L) OMe 

107 NH CN 168 

OMe 

108 NH 
CI 

CN T) 
1’OMe 

168 



0 

48 

109 NH CN 225 

110 NH CN Me 152 

111 NH CN Et 192 

112 NH 

11OMe 
177 

113 NH - 
aOMe 

169 

114 NH 
- 

ThJ N 151 

115 NH 0\/ N 
Me 

218 

116 NH0
 \/ 

CN 0\/ 194 , 

117 0\/ 11OMe 1 

118 NH CN 179 
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19 NH - CN 
Me  

239 

120 NH H Tc1OMe 162 

121 NH H 
ao > 

262 

122 
S III 

aOMe 

170 

123 
1OMe 

228 

La estructura y las caracteristicas fisicas de los 

intermedios de la formula general (III) y (lila) 

eparados mediante el mØtodo descrito en el ejemplo 1. 

� /I llSe muestran en la tabla IV. 
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Tabla IV 

R3 

CR1R2)’ 

R 

I 0.: R’ R2 R3 R4 R5 X a MP 

[°C] 

74 H H 
We 

NH 1 192 

25 H H 

LOMe 

NH 1 202 

16 H H 
CI 

L) 
NH 1 250 

17 H H 
cl 

NH 1 167 

1 8 H Me 
 

Nil 1 183 

129 H ,.Me 
L) NH 1 182 
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0 

S 
S 

e. 

10 

- 

H H 

- 

MeOt NH 1 201 

H 
cI 

NH 7 213 
112 H H 

ItNHT198 

N 

It 

NH 1201 

44 H 14 
s Me 

NH 1 167 

5 H H 
Me 

NH 1 156 

H iOi p 
OMe 

NHI7 

iii H H 

OMe 

NH 1 178 

148 H H 0\/ - _ NH 1207 

411 
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IN 

S 

S 
S 

0� 

149 H H NH 1 217 

150 H H 

CI 

NH 1 204 

151 H  H 

CI 

NH 1 216 

152 H H 
CI 

NH 1 205 

153 H H 
CI 

NH 1 213 

154 H H 
HO -

NH 1 200 

155 J) NH 0 214 

tructura y caracterIsticas fisicas de los intermedios 

la formula general (V) preparados mediante el mØtodo 

scrito en el ejemplo 1, se muestran en la tabla V. 
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R)-..CN 

RN’NH2 

No: It5 Mp [°C] 

HO 
156 360 

cl 

157 250 

158 

CI 

278 

Me 
159 283 

MeO. 
160 360 

161 234 

OMe 

Me 
162 246 
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164 267 

Me 

163 293 

CI 
165 289 

166 307 

CI 
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Ejemplo 167. 

Las tabletas de la siguiente cornposición son 

hechas mediante mØtodos conocidos utilizados en la 

industria farmacØutica 

Ingrediente Activo 25 mg 

Lactosa 50 mg 

Avicel 21 mg 

Crospovidona 3 mg 

Estearato de magnesio 1 mg 

Biologla 

MØtodos 

Union de receptor de A3 adenosina humano 

Preparación de suspension de mexnbrana: recolectar 

cØlulas CHO que expresan receptores hA3 al lavar tres 

veces con hielo PBS frIo, centrifuga a 1000 x g 10 

mm, honiogenizar durante 15 sec en amortiguador (50 1DM 

Tris, 10 MM MgC12, 1 mM EDTA, pH 8.09), centrifuga a 

43.000 x g durante 10 mm (Sigma 3K30), suspender la 
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preparaciôn de meinbrana en amortiguador niencionado 

anteriormente, almacenar las alicuotas a -80 C. 

Protocolo de union: incubar la preparación de 

meinbrana CHO-hA3 (contenido de proteina 2 pg) en 

amortiguador de incubaciÆn (50mM Trig, 10 mM MgC12, 1 

mM EDTA, 3 TJ/mL adenosina deaminasa, pH 80),en la 

presencia de 0,5 nM [125]AB-MECA (p-amino-benzilo-

metilcarboxamido-adenosina) (100.000 cpm) y 100 pM R-

PIA (N6-fL-2-fenilisopropil] adenosina) para definir una 

union no especifica a un compuesto de ensayo en un 

volumen total de 50 pL durante 1 hr a temperatura 

ambiente. Filtrar sobre filtros de fibra de vidrio 

Whatman GF/B (preempapado en 0,5% de polietilenimina 

durante 3 horas), lavar 4x con 1 niL de hielo- 50 mM de 

Tris frio, 10 mM MgC12, 1 mM EDTA (pH 8.0) sabre un 

cosechador de celda Brandel de 96 posos. Detección de 

actividad: en contador ganta (1470 Wizard, Wallac) 

Inhibición [%]= 100-((actividad en la presencia del 

compuesto de ensayo - actividad no 

especifica) I (actividad total-actividad no 

especifica) ) *100 
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IJnión de receptor A1 de adenosina humana 

Preparación de suspension de metribrana: recolectar 

cØlulas CHO que expresan receptores hA1 al lavar tres 

veces con hielo PBS frio, centrifuga a 1000 x g 10 

rain, homogenizar durante 15 sec en amortiguador (50 inN 

Tris, pH 7,4), centrifuga a 43.000 x g durante 10 rain 

(Sigma 3K30), suspender la preparación de membrana en 

amortiguador mencionado anteriormente, airnacenar las 

alicuotas a -80 C. 

Protocolo de uniOn: incubar la preparación de 

mexnbrana CHO-hA1 (contenido de proteina 50 g) en 

amortiguador de incubaciOn (50 inN Tris, 3 U/mL de 

adenosina deaminasa, pH 7.4), 10 nN [3H}CCPA (2-cloro-

N6-ciclofenil-adenosina) 

(80.000 dpm) y 10 PM R-PIA (N6-[L-2-

fenilisopropil] adenosina) para definir el compuesto 

de union de ensayo no especifica en un volumen total 

de 100 pL durante 3 hr a temperatura ambiente de 

cuarto. Filtrar sobre filtros de fibra de vidrio 

Whatman GFIB (preempapados en 0,5% de polietilenimina 

durante 3 horas), lavar 4x con 1 mL de hielo- 50 InN de 
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Tris frio, (pH 7,4) sobre un cosechador de celda 

Brandel de 96 posos. Detección de actividad: en 

un Plato de 96 posos en la presencia de un cóctel 

HiSafe-3 en un contador beta (1450 Microbeta, Wallac). 

Inhibiciôn [%]=  100-((actividad en la presencia del 

compuesto de ensayo - actividad no 

especifica) I (actividad total-actividad no 

especifica) ) *100 

Union de receptor A2a de adenosina huxnana 

Protocolo de unión: incubar 7 pg de mernbranas 

(receptores de adenosina A2a humano tranfectada en HEK-

293, fuente: Receptor Biology, Inc) , amortiguador (50 

itiM Tris-HCI, 10 niM MgCl2, 1 nM EDTA, 2 U/inL de 

adenosina deaminasa, pH 7,4), 20 riN [3H]CGS-21680 (2-

[p- (2-carboniletil) feniletilamino] -5’ -N--

etilcarboxainido-adenosina) (200.000 dpm) y 50 pM NECA 

(5’ -N-etilcarboxamido-adenosina)para definir la uniOn 

no especifica o compuesto de ensayo en un volumen 

total de 100 pL durante 90 min a temperatura ainbiente 

de cuarto. Filtrar sobre filtros de fibra de vidrio 

Whatrnan GFIB (preempapados en 0,5% de 
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polietilenimina), lavar 4x con 1 niL de hielo- 50 roN de 

Tris frio, 10 inN MgCl2, 1 mM EDTA, 0,9% NaCl, pH 7,4 

sobre un cosechador de celda Brandel de 96 posos. 

DetecciÆn de actividad: en un plato de 96 posos en la 

presencia de un cóctel HiSafe-3 en un contador beta 

(1450 Microbeta, Wallac) . Inhibiciôn [%]= 100-

((actividad en la presencia del compuesto de ensayo - 

actividad no especifica)/(actividad total-actividad no 

especifica) ) *100 

tlniÆn de receptor A2b de adenosina humana 

Protocolo de union: incubar 20,8 ig de raembranas 

(receptores de adenosina A2b hurnano transfectadas en 

celulas HEK-293, fuente: Receptor Biology, Inc), 

amortiguador (50 inN Tris-HC1, 10 inN MgC12, 1 mM EDTA, 

0,1 nMbenzainidina, 2 U/niL de adenosina dearninasa, p1-I 

6,5), 32,4 nN [3HJDPCPX (8-ciclopent–l-1,3--

dipropilxantina) (800.000 dpm) y 100 pM NECA (5’-N--

etilcarboxamido-adenosina)para definir la union no 

especifica o compuesto de ensayo en un volumen total 

de 100 pL durante 30 lain a temperatura arnbiente. 

Filtrar sobre filtros de fibra de vidrio Whatrnan GF/C 

(preempapados en 0,5% de polietilenimina), lavar 4x 
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con 1 mL de hielo- 50 mM de Tris-HC1 (pH 6,5) sobre un 

cosechador de celda Brandel de 96 posos. Detección de 

actividad: en un plato de 96 posos en la presencia de 

un cóctel HiSafe-3 en un contador beta (1450 

Microbeta, Wallac). Inhibiciôn [%]= l00-((actividad en 

la presencia del compuesto de ensayo - actividad no 

especifica) / (actividad total-actividad no 

especifica) ) *100 

Resultados 

Consideramos los compuestos como biológicaniente 

activos se ellos inhiben la union del radioligandos 

sabre los receptores A3 de adenosina hum.ana con una 

actividad superior al 80% a 1 pM en nuestras 

condiciones experimentales. 

La constante de disosaciación (lCd) de [’251JAB-MECA 

sabre reparaciOn de CHO-hA3 se determina inediante 

estudios de saturaciOn de isOtopo con la ayuda de 

anÆlisis Scatchard (G. Scatchard, Ann. N. Y. Acad. 

Sci. 51:660, 1949). El 1050 se convierte a una 

constante de afinidad (K) mediante la aplicación de 


