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DESCRIPCION

COMPUESTOS MACROCICLICOS DE TIPO ESCORPIANDO Y SU USO
COMO ANTIPARASITARIOS

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion hace referencia a compuestos macrociclicos de tipo
escorpiando, los cuales adquieren dicha nomenclatura debido a su particular estructura
quimica formada por un cuerpo macrociclico y un brazo colgante donde pueden
sustituirse diferentes radicales. La presente invencion ademas comprende el uso de
dichos compuestos como medicamentos, particularmente en el tratamiento de
enfermedades causadas por parésitos, preferentemente por los parasitos Trypanosoma

cruzi o Leishmania spp., como son la enfermedad de Chagas o la Leishmaniasis.

ESTADO DE LA TECNICA

El parasitismo es la asociacion biologica en la que un organismo (“el parasito”) vive
sobre (ectoparasito) o dentro (endoparasito) del cuerpo de otro organismo
(“hospedador” o “huésped”) del que obtiene sus nutrientes. Asi, el parasitismo es un
proceso por ¢l cual una especie mejora su capacidad de supervivencia utilizando como
hospedador a individuos de otras especies para que cubran sus necesidades basicas y
vitales. El resultado de dicha asociacidn es principalmente beneficiosa para el parasito
lo que se traduce en la mejora de su aptitud reproductiva (en inglés reproductive

fitness) y, generalmente, va en detrimento de la aptitud reproductiva del hospedador.

Tal y como se vislumbra mas arriba, los parasitos pueden clasificarse en diferentes
grupos en funcion de su localizacion en el hospedador y de la influencia que ejercen
sobre el mismo. Asi, los pardsitos que viven dentro del hospedador se llaman
endopardsitos y, aquéllos que viven fuera, reciben el nombre de ectoparasitos. Por su
parte, lo parasitos parasitoides se caracterizan por su capacidad de causar la muerte del

organismo hospedador.
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Se ha demostrado que la supervivencia del parasito estd estrechamente vinculada a la
capacidad de su enzima superdxido dismutasa (FeSOD) de evadir el dafio originado
por los radicales téxicos del hospedador [S. Ghosh. S. Goswami, S. Adhya, Biochem.
J. 2003, 369, 447]. Asi, la FeSOD del parasito desempefia un papel relevante como
parte de la defensa antioxidante en los parasitos que desarrollan enfermedades como
por e¢jemplo la enfermedad de Chagas (Trypanosoma cruzi) o la Leishmaniasis
(Leishmania spp.) [N. Le Trang, S. R. Meshnick, K. Kitchener, J. W. Eaton, J. Biol.
Chem., 1983, 258, 125].

Concretamente, la Leishmaniasis es una enfermedad causada por diferentes especies
de protozoos del género Leishmania. Las manifestaciones clinicas de la enfermedad
van desde ulceras cutdneas que cicatrizan espontdneamente, hasta formas fatales en las
cuales se presenta inflamacion severa del higado y del bazo. La enfermedad por su
naturaleza zoondtica, afecta tanto a perros como humanos. Sin embargo, animales
silvestres como zariglieyas, coaties y jurumies entre otros, son portadores
asintomaticos del parasito, por lo que son considerados como animales reservorios. La
forma cutanea de la enfermedad (Leishmaniasis cutdnea) en humanos se caracteriza
por la aparicidon de ulceras cutaneas indoloras en la zona de la picadura las cuales se
pueden curar espontdneamente o permanecer de manera cronica durante afios. La
Leishmaniasis visceral es la forma clinica que se cobra mas vidas mundialmente. Esta
presentacion puede ser fatal si no se trata a tiempo. Se caracteriza por la inflamacion
del higado y del bazo, acompafiada por distensién abdominal severa, pérdida de

condicion corporal, desnutricién y anemia.

El tratamiento actual de la Leishmaniasis se basa en la aplicacidén intramuscular de
farmacos basados en antimonio como el antimoniato de meglumina (Glucantime®)
durante un plazo de 20 a 30 dias. Sin embargo, tal y como se demuestra en los
ejemplos de la presente invencion, estos fArmacos muestran una toxicidad elevada y

no han demostrado ser efectivos en la etapa cronica de la enfermedad.

Los especimenes de Leishmania muestran dos morfologias durante su ciclo vital:
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e Promastigote: forma alargada con flagelo anterior. Estd presente en el
intestino y glandulas salivales del invertebrado (vector).

e Amastigote: forma esférica y con un flagelo muy corto, que no sobresale de la
bolsa flagelar, de modo que so6lo es apreciable en el microscopio electrénico.
Se reproduce dentro de macrofagos y células del sistema reticuloendotelial del
hospedador vertebrado. Las infecciones se producen en la piel (cuténeas), piel

y mucosas (mucocutaneas) o en los 6rganos (viscerales).

Por su parte la enfermedad de Chagas es una enfermedad parasitaria tropical,
generalmente cronica, causada por Trypanosoma cruzi. El reservorio natural lo
constituyen los armadillos, marsupiales, roedores, murciélagos y primates silvestres,
ademds de ciertos animales domésticos como perros, gatos, incluso ratas y las
cobayas. Es transmitida al hombre cominmente por triatominos hematdfagos, como el
Triatoma infestans, ¢l cual transmite el pardsito cuando defeca sobre la picadura que
¢l mismo ha realizado para alimentarse. También puede transmitirse por transfusion
de sangre contaminada, por la ingesta de alimentos contaminados por el pardsito o
verticalmente de la madre infectada al feto. El insecto que transmite esta enfermedad
puede infectarse si pica a una persona que tenga la infeccion, y asi adquirir la

capacidad de seguir propagando este parasito.

Se estima que son infectadas por la enfermedad de Chagas entre 15 y 17 millones de
personas cada afio, de las cuales mueren unas 50.000. La ctapa aguda infantil se
caracteriza por fiebre, linfadenopatia, aumento del tamafio de higado y bazo y, en
ocasiones, miocarditis o meningoencefalitis con pronostico grave. En la etapa cronica,
a la cual llegan entre el 30% y el 40% de todos los pacientes chagésicos, sucle haber
cardiomiopatia difusa grave, o dilatacidon patoldgica (megasindromes) del esdéfago y

colon, megaesofago y megacolon, respectivamente.

El medicamento mas utilizado actualmente para el tratamiento de la enfermedad de
Chagas es el Benzinidazol (BZN) ®. Sin embargo, tal y como ocurre en el caso de los
farmacos comerciales para el tratamiento de la Leishmaniasis, y se evidencia en los

ejemplos de la presente invencidon, estos farmacos no son muy efectivos,
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fundamentalmente en la fase cronica (mas de 30 dias de tratamiento) de la enfermedad

y presentan una toxicidad muy elevada.

Trypanosoma cruzi presenta tres formas distintas:

e Amastigote: esférico u ovalado, es la forma reproductiva en el interior de las
c¢lulas mamiferas.

e Epimastigote: alargado y con el cinetoplasto localizado anteriormente al
nucleo, es la forma reproductiva en el tracto digestivo de los invertebrados y
en medios de cultivo.

e Tripomastigote: también alargado, pero con el cinetoplasto localizado
posteriormente al nucleo. Se encuentra en la sangre de los mamiferos y es la

forma infectante de los mismos. Esta forma no se divide.

Asi, aunque la Leishmaniasis y la enfermedad de Chagas son enfermedades causadas
por parasitos que afectan a millones de personas en todo el mundo, actualmente
existen remedios terapéuticos muy limitados y de dudosa eficacia. Ademas, como se
ha explicado, los que se utilizan conllevan serios problemas, ya que su eficacia es
variable, al ser tratamientos largos y caros, y, ademas, estdn asociados con graves

efectos toxicos.

Por lo tanto, dada la incidencia y relevancia de las enfermedades citadas mas arriba, se
antoja necesario ¢l uso de compuestos antiparasitarios capaces de tratar dichas
enfermedades de forma eficaz en todas las etapas del proceso, incluyendo la etapa
crénica, y que, ademds, no resulten téxicos para los pacientes, o, al menos, que
presenten una toxicidad reducida respecto a los compuestos de referencia utilizados

actualmente.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencidon solventa el problema técnico arriba explicado mediante la

utilizacion de compuestos macrociclicos de tipo escorpiando para el tratamiento de
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enfermedades causadas por parésitos, preferentemente por los parasitos Trypanosoma

cruzi o Leishmania spp, como son la enfermedad de Chagas o la Leishmaniasis.

Los compuestos utilizados en la presente invencion como antiparasitarios son

compuestos de formula (I):

/ﬁ\j
|
Sy
NH NH
L\x’“ A \/’

<—NH— R

)
donde R puede ser H o una cadena hidrocarbonada que comprende los sustituyentes
R; y/o Ry, donde Ry es un grupo amino sustituido por R; o sin sustituir, Ry comprende
carbociclos y/o heterociclos que pueden estar sustituidos por R o sin sustituir, y Rj

comprende la formula (I) donde R es una cadena hidrocarbonada.

Tal y como se muestra en los ejemplos, la presente invencidon hace una comparativa de
los compuestos de formula general (I) frente a Benzinidazol® (BZN) y Glucantime®
que son firmacos de referencia utilizados en el tratamiento de las enfermedades
causadas por Trypanosoma cruzi y Leishmania spp respectivamente. Como se
evidencia en los ejemplos, los compuestos que se utilizan en esta invencidén son
estructuralmente diferentes a dichos farmacos de referencia, presentan una toxicidad
alrededor de diez veces inferior y muestran resultados de actividad antiparasitaria
tanto en la fase aguda como en la crénica. En un aspecto preferido el carbociclo es el

benceno y el heterociclo es la piridina.

En un aspecto preferido, los compuestos utilizados en la presente invencion como
antiparasitarios son compuestos de féormula (I) , donde R es un radical seleccionado

del grupo que consiste en H, -(C;-Cy0)-NHR;, donde la cadena hidrocarbonada es
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lineal, ramificada, saturada o insaturada y -(C;-Cyx)-R,, donde la cadena
hidrocarbonada es lincal, ramificada, saturada o insaturada; donde R; ¢s un radical
seleccionado del grupo que consiste en -H y -(C;-Cy0) donde la cadena hidrocarbonada
es lineal, ramificada, saturada o insaturada y donde el carbono terminal de dicha
cadena tiene un sustituyente que comprende 1-7 anillos, siendo los anillos saturados,
parcialmente insaturados o aromaticos, aislados o condensados, donde los anillos
tienen 3-8 elementos, cada uno de estos elementos independientemente seleccionados
del grupo que consiste en C, CH, CH,, N, S, NH, NH', C=0, 0, C-Rs; donde R; es
igual a R; excepto -H; donde Rjes -(C;-Cio)-Ry; y donde Ry es:

N
NH NH
K/N\)
H
N_

En una realizacion aun mas preferida, los compuestos utilizados en la presente

invencién como antiparasitarios, son los siguientes:
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El uso de los compuestos de férmula (I) como antiparasitarios se lleva a cabo,
preferiblemente, frente a la enfermedad de Chagas (causada por Trypanosoma cruzi) o
la Leishmaniasis (causada por Leishmania spp.). Dado que la supervivencia del
parasito estd estrechamente vinculada a la capacidad de sus enzimas (FeSOD) de
evadir el dafio originado por los radicales téxicos de su hospedador y que, por lo tanto,
la FeSOD del parasito desempefia un papel relevante como parte de la defensa
antioxidante en los parasitos que desarrollan dichas enfermedades, en la presente
invencién se han utilizado compuestos de férmula (I) capaces de inhibir la FeSOD del
parésito, limitando su defensa antioxidante frente a los radicales toxicos del

hospedador.

Tal y como se muestra en los e¢jemplos, la presente invencion hace una comparativa de
los compuestos de formula general (I) frente a Benzinidazol® (BZN) y Glucantime®
que son firmacos de referencia utilizados en el tratamiento de las enfermedades
causadas por Trypanosoma cruzi y Leishmania spp respectivamente. Como se
evidencia en los ejemplos, los compuestos que se utilizan en esta invencidén son
estructuralmente diferentes a dichos farmacos de referencia, presentan una toxicidad
alrededor de diez veces inferior y muestran resultados de actividad antiparasitaria

tanto en la fase aguda como en la cronica.

Aunque, tal y como se demuestra en ¢l Ejemplo 15, Tablas 1-3, todos los
compuestos que comparten la formula (I) son eficaces en el tratamiento de
enfermedades causadas por parasitos, a la vez que mantienen un nivel de toxicidad
bajo (sustancialmente menor que los compuestos de referencia), los compuestos
particularmente preferidos de la presente invencion para su uso como antiparasitarios
son los compuestos de formula (IT), (IV) y (V) los cuales presentan un nivel de
toxicidad incluso menor que el resto de los compuestos macrociclicos de tipo
escorpiando estudiados en la presente invencion, obteniéndose para el compuesto (V)

el mayor porcentaje de reduccion del nimero de parasitos.

Asi, el primer aspecto de la presente invencion hace referencia al uso de un compuesto

de férmula (I), donde R puede ser H o una cadena hidrocarbonada que comprende los

16
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sustituyentes R; y/o R,, donde R; es un grupo amino sustituido por R, o sin sustituir,
R, comprende carbociclos y/o heterociclos que pueden estar sustituidos por R3 o sin
sustituir, y R3 comprende la formula (I) donde R e¢s una cadena hidrocarbonada,
preferentemente al uso de un compuesto de féormula (I), donde R es un radical
seleccionado del grupo que consiste en H, -(C1-C20)-NHR;, donde la cadena
hidrocarbonada es lineal, ramificada, saturada o insaturada y -(C1-C20)-R,, donde la
cadena hidrocarbonada ¢s lincal, ramificada, saturada o insaturada; donde R; es un
radical seleccionado del grupo que consiste en -H y -(C1-C20) donde la cadena
hidrocarbonada es lineal, ramificada, saturada o insaturada y donde el carbono
terminal de dicha cadena tiene un sustituyente que comprende 1-7 anillos, siendo los
anillos saturados, parcialmente insaturados o aromaticos, aislados o condensados,
donde los anillos tienen 3-8 elementos, cada uno de estos elementos
independientemente seleccionados del grupo que consiste en C, CH, CH,, N, S, NH,

NH+, C=0, O, C-Rs; donde R; es igual a R; excepto -H; donde Rz es -(C1-C10)-R4; y

donde R4 es:
/
™
N

NH NH
H
N_

L

, y aun mas preferentemente al uso de un compuesto seleccionado entre los
compuestos de formula (1), (IID), (IV), (V), (VD), (VID), (VIID), (IX), (X), (XI),
(X1I), (XIII), (XIV), (XV), (XVI), (XVII) y (XVIII), para la elaboraciéon de una
composicion farmacéutica o veterinaria destinada al tratamiento de enfermedades
causadas por parasitos. Igualmente, este primer aspecto reivindicable comprende a
cualquiera de los compuestos anteriores para ser usados en el tratamiento de

enfermedades causadas por parasitos, es decir, como antiparasitarios.
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Los compuestos de formula (I) descritos en la presente invencidon pueden utilizarse
como principios activos en pacientes humanos o en animales pudiendo ademas ser
preparados en composiciones farmacéuticas, o formulaciones, y administrados, de
acuerdo a los conocimientos existentes en el estado la técnica del desarrollo galénico,
de distintas formas tales como: por via tdpica, por inyeccidon intradérmica o por via
oral mediante capsulas, grageas o tabletas. De igual modo, las formas sélidas se
claboran en presencia de los excipientes necesarios seleccionados del grupo que
comprende pero no se limita a: manitol, polivinilpirrolidona, celulosa microcristalina,
silicagel, talco, estearato magnésico, 6xido de titanio, colorantes y antioxidantes. Por
lo tanto, la presente invenciéon también cubre las propias composiciones farmacéuticas
o veterinarias que comprendan dichos compuestos de formula (I) y, opcionalmente,

excipientes farmacéuticamente aceptables.

Los compuestos estudiados en la presente invencion superan los problemas citados en
el estado de la técnica al ser efectivos en fase cronica de la enfermedad (ver Ejemplo
16) y tener una toxicidad disminuida respecto a los compuestos usados como
referencia (ver Ejemplo 15). Asi, los compuestos estudiados en esta invencion
presentan valores de 1Cso més bajos que los compuestos de referencia lo que tiene
importantes implicaciones debido a que cuanto menor sea dicho valor, menor serd la
cantidad de compuesto necesaria para causar el efecto antiparasitario deseado. Por lo
tanto, el uso de menor cantidad de compuesto para conseguir dicho efecto reducira

considerablemente sus efectos secundarios, entre ellos la toxicidad.

En un aspecto preferido los compuestos utilizados de acuerdo con el primer aspecto de

la invencion forman un complejo con Mn(11).

En otro aspecto preferido, las enfermedades tratadas por los compuestos del primer
aspecto de la invencion son la enfermedad de Chagas o la Leishmaniasis, lo que
significa que los compuestos de la invencidn son eficaces contra los parésitos

causantes de dichas enfermedades, concretamente Trypanosoma cruzi o Leishmania

spp.

18
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Otro aspecto de la invencidon hace referencia a un mdétodo de tratamiento de
enfermedades causadas por parasitos, como por ejemplo la enfermedad de Chagas o la
Leishmaniasis, que comprende la administracion al paciente de una cantidad
terapéuticamente eficaz de al menos uno de los compuestos citados en el primer
aspecto de la invencidn. En la presente invencidbn se entiende por cantidad
terapéuticamente eficaz a aquélla que hace revertir la enfermedad tratada o mejorar

sus sintomas.

El tercer aspecto de la invencidn hace referencia a un compuesto de féormula (I),
seleccionado entre los compuestos de formula (X), (XI), (XIV) y (XV) y, en un
aspecto preferido, al uso de los mismos para preparar un medicamento.
Alternativamente, este aspecto preferido también cubre a dichos compuestos de
formula (X), (XI), (XIV) y (XV) para ser usados como medicamento.

El ultimo aspecto de la invencion hace referencia a una composicion farmacéutica o
veterinaria que comprende al menos un compuesto de formula (X), (XI), (XIV) y

(XV) y excipientes farmacéuticamente aceptables mencionados anteriormente.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Esta figura muestra el porcentaje de reduccion in vitro en el nimero de
tripomastigotes (forma infectante del parasito Trypanosoma cruzi) (eje de ordenadas)
en funcidén de los diferentes compuestos de la invencidn ensayados a diferentes
concentraciones (¢je de abscisas). Se observa que para el compuesto P3py (formula
V), auna concentracion 50uM, se obtiene el mayor porcentaje de reduccion del

numero de tripomastigotes.

Figura 2. En esta figura se estudia la parasitemia (cantidad de parasitos en sangre) en
la fase aguda de la enfermedad de Chagas en ratones. Se muestra la presencia de
tripomastigotes en sangre en ratones (eje de ordenadas) en funcidon del tiempo de
tratamiento con los compuestos de la invencion en dias (¢je de abscisas). La dosis
utilizada de los compuestos de la invencion y del farmaco de referencia (BZN) es de 5

mg/Kg. Se observa que en los ratones donde se ha inyectado el compuesto P (formula

19
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II), P2py (formula IV) y P3py (férmula V), la presencia de pardsitos es bastante
menor, particularmente con el compuesto P3py (formula V). Control (- A-) y dosis de

5 mg/Kg recibidas de: BZN (-A-), P (-o-), P2py (- ¢-) y P3py (-e-).

Por otro lado en esta figura se reflejan los resultados obtenidos de la curva de
parasitemia en la que se aprecia que los compuestos de férmula II (P), formula IV
(P2py) y formula V (P3py) son los més efectivos al inicio de la fase cronica (a los 30
dias preferentemente a los 60 dias post infeccion) puesto que reducen

significativamente ¢l nimero de parasitos en sangre.

Figura 3. En esta figura se muestra un estudio de la actividad de los compuestos P
(férmula II), P2py (féormula IV) y P3py (férmula V) en la capacidad de infestacion y
el crecimiento de los parasitos de 7. cruzi (eje de ordenadas) en funcidn del tiempo de
tratamiento en dias (eje de abscisas). Control (- A-), BZN (-A-), P (-0-), P2py (-¢-) y
P3py (-e-). Medido a una concentracion de 1Cs:

A) Capacidad de infestacion.

B) Numero de amastigotes (forma reproductiva del parésito) por célula Vero

infectada.
C) Numero de tripomastigotes (forma infectante del parasito) en el medio de

cultivo.

En estos graficos puede observarse que los compuestos de la invencion P (férmula IT),
P2py (formula 1V) y P3py (féormula V), muestran un porcentaje de inhibicion del
crecimiento del parasito mayor al del farmaco de referencia, particularmente en el
caso del compuesto P3py (féormula V), y, ademés, disminuyen la capacidad de

infestacion.

Figura 4. Esta figura muestra un estudio de inhibicion de las diferentes enzimas
superoxido dismutasa (Cu-ZnSOD, MnSOD y FeSOD) ya que la supervivencia del
parésito estd estrechamente vinculada a la capacidad de los enzimas de evadir el dafio

originado por los radicales toxicos de su anfitrion.

20
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A) Inhibicion in vitro (%) de la enzima CuZn-SOD de eritrocitos humanos
(actividad 23.36 £4.21 U/mg).

B) Inhibicién in vitro (%) de la enzima Mn-SOD de Escherichia coli
(actividad 18.12 £ 5.32 U/mg).

C) Inhibicién in vitro (%) de la enzima FeSOD de 7. cruzi (epimastigotes)

(actividad 20.77 % 3.18 U/mg).

Puede observarse que los compuestos de la invencion son capaces de inhibir la enzima
FeSOD de parasito con un valor de ICsy (concentracion requerida para conseguir una
inhibicién del 50%) menor que en el resto de la enzimas. Asi, puede decirse que los
compuestos de la invencion llevan a cabo una accion selectiva o especifica en la

inhibicién de la enzima FeSOD del parésito.

Figura 5. Imagenes de las alteraciones ultraestructurales tomadas por microscopio
electronico de transmision (TEM) en epimastigotes de Trypanosoma cruzi tratados
con los diferentes compuestos.
(1) Parasito control de 7. cruzi, muestra organulos con su aspecto
caracteristico, como reservosomas (R), mitocondria (M), glicosomas (G),
microtubulos (MT) y flagelo (F). (Bar: 0.583 n).
(2) Epimastigotes de 7. cruzi tratadas con el compuesto P (formula II) que
aparecieron rotos (ver flecha) y con citoplasma poco electrodenso de aspecto
granuloso (ver flecha). (Bar: 1.00 p).
(3) Epimastigotes de 7. cruzi tratado con P2py (formula IV) muestra
mitocondrias hinchadas (M) y festoneamiento de la membrana citoplasméatica
(ver flecha). (Bar: 1.00 p).
(4) Epimastigotes de 7. cruzi tratado con P3py (férmula V) muestra
abundantes acidocalcisomas (A), enormes glicosomas fuertemente

electrondesos (G) y grandes vacuolas (V). (Bar: 0.583 )
Las conclusiones obtenidas del estudio ultraestructural indican dafios en la estructura

celular del pardsito como consecuencia del efecto de los compuestos estudiados en la

presente invencion. El dafio a nivel de los orgénulos es clave en el metabolismo
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energético del pardsito (mitocondria y glicosomas) el cual originard la inviabilidad

celular.

Figura 6. Representacion del espectro "H-NMR en epimastigotes de 7. cruzi tratados
con los compuestos ensayados en la invencion (concentracion 1Css): (A) Control (sin
tratamiento); (B) Compuesto de formula (II) (P); (C) Compuesto de férmula (IV)
(P2py); (D) Compuesto de féormula (V) (P3py). Lac (L-lactato), Ala (L-alanina); Ac
(acetato); S (succinato); Eth (etanol) y Gly (glicerol). Se observa una disminucion de
los metabolitos excretados por el pardsito, como consecuencia de una alteracion en su

metabolismo por accidn de los compuestos antiparasitarios.

Figura 7. Esta figura muestra la efectividad de los compuestos P (férmula IT), P2py
(férmula 1V) y P3py (férmula V) en fase crénica. Se exhiben los niveles de
anticuerpos parasitarios que muestran la eficacia de los compuestos de la invencion,
en la fase cronica de la enfermedad (modelo in vivo en fase cronica). La disminucion
de los niveles de anticuerpos parasitos es indicativa de la efectividad de los

compuestos utilizados en la presente invencion.

Descripcion detallada de la invencion

Los ejemplos que se exponen a continuacion tienen el objetivo de ilustrar la invencion

sin limitar el alcance de la misma.

EJEMPLOS

ENSAYOS LLEVADOS A CABO EN T. CRUZI

Ejemplo 1. Cultivo de los parasitos.

Se aisld la cepa SN3 de 7. cruzi a partir de IRHOD/CO/2008/SN3. Esta nomenclatura

hace referencia al hospedador de donde se aislé el parasito: I (insecto), RHOD

(rhodnius), al pais (Colombia) y al ano de aislamiento (2008). Concretamente el
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parasito se¢ aislo a partir de Rhodnius prolixus originario de Guajira (Colombia)
[Biological characterization of Trypanosoma cruzi stocks from domestic and sylvatic
vectors in Sierra Nevada of Santa Marta, Colombia. Jair Téllez-Meneses, Ana Maria

Mejia-Jaramillo, Omar Triana-Chdavez Acta Tropica 108 (2008) 26-34, 2008)].

Las formas epimastigotes se crecieron en medio axénico (Grace's Insect Medium
Gibco®) suplementado con 10% de suero bovino fetal inactivo (FBS) a 28°C en
frascos para el cultivo de tejidos. Para obtener la suspension de parasitos, se concentrd
el cultivo de epimastigotes (en fase de crecimiento exponencial) mediante
centrifugacion a 400 g durante 10 minutos y se contd el nimero de flagelos en un

hemocitémetro.

Ejemplo 2. Trasformacion de epimastigotes a formas metaciclicas.

El paso a tripomastigote metaciclico (forma que se encuentra en el vector en el Gltimo
tramo del intestino y que son en realidad las formas infectivas para el hospedador
mamifero) se indujo mediante el cultivo de los parésitos a 28°C en medio modificado
(Grace’s medium Gibco®) durante 12 dias [Osuna, A.; Adroher, F. J.; Lupiafiez, J. A.
Cell. Differ. Dev. 1990, 30, 89—-95]. Después de 12 dias de cultivo a 28°C, se contaron
las formas metaciclicas en un hemocitometro de Neubauer. La proporcion de formas

metaciclicas fue de alrededor del 40% en esta etapa.

Ejemplo 3. Preparacion del cultivo celular donde se ensayan los compuestos.

Se crecieron células Vero en medio RPMI (Rowell Park Memorial Institute Medium)
(Gibco®) suplementado con 10% de suero bovino fetal, en aire humidificado al 95%,
atmosfera con un 5% de CO; a 37°C durante dos dias. Para la evaluacion de la
citotoxicidad, las c¢lulas se situaron en botellas de 25ml (Sterling) y se centrifugaron a
100g durante 5 minutos. Se retird el medio de cultivo, adiciondndose medio fresco a
una concentracion final de 1x10° células/ml. Esta suspension celular se distribuyé en
el plato de cultivo con un ratio de 100 pl/pocillo y se incubd durante dos dias a 37°C

en una atmosfera humidificada enriquecida con 5% de CO,. El medio fue retirado, y
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se afiadié medio fresco junto con cada compuesto ensayado (a concentraciones de
100, 50, 25, 10 y 1 uM). Después de 72h de tratamiento, se determino la viabilidad
celular mediante citometria de flujo [Clotilde Marin, Inmaculada Ramirez-Macias,
Angeles Lopez-Céspedes, Francisco Olmo, Noelia Villegas, Jesuis G. Diaz, Maria José
Rosales, Ramon Gutierrez-Sanchez, and Manuel Sanchez-Moreno J. Nat. Prod. 2011,

74, 744-750].

Ejemplo 4. Ensayo de actividad in vitro: formas extracelulares.

Ensavo de los compuestos en epimastigotes

Se recogieron las formas epimastigotes en fase de crecimiento exponencial y se
distribuyeron en platos de cultivo (con 24 pocillos) a una concentracién final de 5x10"
parésitos/pocillo.

Los compuestos de la invencidon listados en la Tabla 1 del Ejemplo 15 y el
Benzinidazol® fueron disueltos en medio liquido MTL (Mediun Trypanosome
Liquid), y testados a las siguientes concentraciones: 100, 50, 25, 10 y 1 uM. Los
efectos de cada compuesto frente a las formas epimastigotes se visualizaron a las 72
horas usando un hemocitémetro de Neubauer. El efecto de los compuestos sobre los
parésitos se expresa en valores de 1Cso, es decir, la concentracion requerida para
conseguir un 50% de inhibicion calculada mediante un andlisis de regresion linear a
partir de los valores Kc de las concentraciones empleadas (Kc representa las
concentraciones que se ensayan de los productos y que se utilizan en la regresion

lineal para calcular el 1Csp).

Los resultados se muestran en la Tabla 1 del Ejemplo 15.

Ensavo de los compuestos de la invencion en tripomastigotes

Los compuestos utilizados en la invencion fueron evaluados en la forma
tripomastigote de 7. cruzi. Se utilizaron ratones BALB/c infectados con 7. cruzi
después de 7 dias de infeccion. Se obtuvo la sangre mediante puncion cardiaca usando
3.8% de citrato de sodio como anticoagulante en un ratio de sangre/anticoagulante de

7:3. La parasitemia en los ratones infectados fue de 1x10° parasitos/ml. Los
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compuestos a ensayar se diluyeron en medio PBS para dar una concentracién final de
10, 25 y 50 uM por cada producto. Se mezclaron alicuotas (20 pL) de cada solucion
en los platos de cultivo (96 pocillos) con 55 uL. de sangre infectada que contiene los
parésitos a una concentracion cercana a 1x10° parasitos/ml. Se utiliz6 como control
sangre infectada en medio PBS. Los platos de cultivo se agitaron durante 10 minutos a
temperatura ambiente y se mantuvieron a 4°C durante 24 h. Se examiné cada solucion
con un microscopio (OLYMPUS CX41) con ¢l objetivo de contar los parasitos usando
el hemocitometro de Neubauer. La actividad (porcentaje de reduccidn de los parésitos)
fue comparada con el control [Boiani, M.; Boiani, L.; Denicola, A.; Torres de Ortiz,
S.; Serna, E.; Vera de Bilbao, N.; Sanabria, L.; Yaluff, G.; H. Nakayama, H.; Rojas de
Arias, A.; Vega, C.; Rolan, M.; Gomez-Barrio, A.; Cerecetto, H.; Gonzadlez, M. 2H-
Benzimidazole 1,3-dioxide derivatives: a new family of water-soluble anti-
trypanosomatidagents. J. Med. Chem. 2006, 49, 3215-3224] [Gerpe, A.; Aguirre, G.;
Boiani, L.; Cerecetto, H.; Gonzdlez, M.; Olea-Azar, C.; Rigol, C.; Maya, J. D.;
Morello, A.; Piro, O. E.; Aran, V. J.; Azqueta, A.; Lopez de Cerdin, A. L.; Monge, A.;
Rojas, M. A.; Yaluff, G. IndazoleN-oxide derivatives as antiprotozoalagents:
synthesis, biologicalevaluation and mechanism of actionstudies. Bioorg. Med. Chem.

2006, 14, 3467- 3480].

Ejemplo 5. Ensayo de actividad in vifro: formas intracelulares.

Cultivo de amastigotes axénicos

Los amastigotes axénicos son una forma artificial conseguida por la transformacion en
un cultivo especial para el estudio in vitro, ya que la forma intracelular natural sélo se

puede estudiar cuando estd internalizada en células de macréfago.

Se cultivaron los amastigotes axénicos de 7. cruzi siguiendo la metodologia descrita
en [David Moreno, Daniel Plano, Ylenia Baquedano, Antonio Jiménez-Ruiz, Juan
Antonio Palop, Carmen Sanmartin Parasitol Res (2011) 108:233-239]. Por lo tanto,
la transformacidn de los epimastigotes a amastigotes se consiguié después de tres dias
de cultivo en medio M199 (Invitrogen, Leiden, Holanda) suplementado con 10% de

FCS (Foetal calf serum) inactivado por calor, 1 g/L. B-alanina, 100 mg/L L-
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asparagina, 200 mg/L sacarosa, 50 mg/L piruvato de sodio, 320 mg/L 4cido malico,
40 mg/L 4cido fumérico, 70 mg/L 4cido succinico, 200 mg/L 4cido a-cetoglutarato,
300 mg/L 4cido citrico, 1.1 g/L bicarbonato de sodio, 5 g/l MES (4-
morpholineethanesulfonic acid), 0.4 mg/L hemina, 10 mg/L gentamicina pH 5.4 a
37°C. El efecto de cada compuesto frente a los amastigotes axénicos se testo a las 48
horas usando un hemocitoémetro de Neubauer. El efecto se expresa en valores ICsy, es
decir, la concentracion requerida para conseguir un 50% de inhibicion calculada
mediante un andlisis de regresion linear a partir de los valores Kc de las

concentraciones empleadas.

Los resultados se muestran en la Tabla 1 del Ejemplo 15.

Ensavo de los compuestos en amastigotes intracelulares

Se cultivaron células Vero en medio RPMI en ambiente humidificado al 95%,
atmosfera de CO; al 5% y 37°C. Dichas células fueron cultivadas durante dos dias a
una densidad de 1x10* células/pocillo en microplatos de 24 pocillos (Nunc).
Posteriormente, las células Vero se infectaron in vitro con las formas metaciclicas de
T. cruzi, a un ratio de 10:1 y se mantuvieron durante 24 horas a 37°C en atmdsfera de
5% de CO,. Los parésitos extracelulares se retiraron mediante lavado, y los cultivos
infectados se incubaron con los compuestos de la invencidn a las siguientes
concentraciones: 1, 10, 25, 50 y 100 uM vy, posteriormente, se cultivaron durante 72
horas en medio RPMI y 10% de suero fetal bovino inactivado. La actividad de los
compuestos se determind a partir de la reduccidon del porcentaje de amastigotes en los
cultivos. Los valores son la media de cuatro determinaciones individuales [Gonzdlez
P, Marin C, Rodriguez-Gonzadlez I, Hitos AB, Rosales MJ, Reina M, Diaz JG,
Gonzalez-Coloma A, Sanchez-Moreno M. In vitro activity of C20-diterpenoid alkaloid
derivatives in promastigotes and intracellular amastigotes of Leishmania infantum.
Int J Antimicrob Agents 2005; 25: 136—41]. El efecto se muestra, como en los casos

anteriores, expresado como 1Csy.

Los resultados se muestran en la Tabla 1 del Ejemplo 15.
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Ejemplo 6. Ensayo de los compuestos en la capacidad de infestacion y

crecimiento de parasitos.

Las células Vero se cultivaron en medio RPMI tal y como se describe mas arriba.
Posteriormente, las células se infectaron in vitro con las formas metaciclicas de 7.
cruzi, con un ratio 10:1. Los compuestos de la invencion (concentraciones 1Cys) se
afiadieron inmediatamente después de la infeccion y se incubaron durante 12 horas a
37°C en atmosfera con 5% de CO,. Los parasitos extracelulares y los compuestos
ensayados fueron retirados mediante lavado, y los cultivos infectados se crecieron
durante 10 dias en medio fresco. El medio fresco fue afiadido cada 48 horas. La
actividad de cada compuesto de la invencion ensayado se determind a partir del
porcentaje de células infectadas y el nimero de amastigotes por célula infectada en
cultivos tratados y no tratados, en muestras fijadas con metanol y tefiidas con Giemsa.
El porcentaje de c¢lulas infectadas y el nimero medio de amastigotes por célula
infectada se determind mediante el andlisis de méas de 100 células hospedadoras
distribuidas en campos microscopicos clegidos aleatoriamente. Los valores se
expresan como la media de cuatro determinaciones individuales. El nimero de
tripomastigotes en ¢l medio fue determinado tal y como se ha descrito anteriormente

[Osuna, A.; Adroher, F. J.; Lupiafiez, J. A. Cell. Differ. Dev. 1990, 30, 89-95].

Los resultados se ilustran en la Figura 3 donde puede observarse que los compuestos
de la invencion P (férmula II), P2py (férmula IV) y P3py (féormula V), muestran un
porcentaje de inhibicién del crecimiento del parasito mayor al del farmaco de
referencia, particularmente en el caso del compuesto P3py (féormula V), y, ademas,

disminuyen la capacidad de infestacion.

Ejemplo 7. Ensayo de los compuestos en la inhibicion de la SOD del parasito.

Los parasitos cultivados tal y como se describe anteriormente fueron sometidos a
centrifugacion. El pellet se suspendié en 3 ml de tampon STE (0.25 M sucrosa, 25

mM Tris—-HCL, 1 M EDTA, pH 7.8) y s¢ sometio a 3 ciclos de sonicacion, 30

segundos a 60 V. El homogenado sometido a sonicacion se centrifugd a 1500g durante
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5 minutos a 4°C, y el pellet se lavd durante 3 veces con tampon STE enfriado con
hielo. Esta fraccion se centrifugd (2500 g durante 10 minutos a 4° C) y posteriormente
se recogid en sobrenadante. Las concentraciones de las proteinas se determinaron
mediante el método de Bradford [Bradford MM. A refined and sensitive method for
the quantification of microquantities of protein-dye binding. Anal Biochem

1976,72:248].

A) La actividad de la enzima superdxido dismutasa FeSOD se determiné segun el
método descrito en [Bever WF and Fridovich 1. 1987.Assaying for superoxide
dismutase activity: some large consequences of minor changes in conditions.
Anal Bicohem 161: 559-566] el cual estima la reduccién del NTB (nitro blue
tetrazolium) por los iones superdxido. Cada cubeta, situada en la solucién
Stock (tampon fosfato 50mM, pH 7.8, 54 ml, L-Metionina 3 ml, NBT 2 ml,
Triton-X-100 1.5 ml.), muestra compuestos a diferentes concentraciones (0.1,
0.5, 1, 5, 12.5, 25 uM) y riboflavina. La absorbancia se determind a 560 nm en
un espectrofotometro. Después de 10 minutos bajo luz y en condiciones de
agitacion, se volvio a determinar la absorbancia. Las enzimas CuZn-SOD y
Mn-SOD de humanos, los coenzimas y sustratos usados en estos ensayos se
obtuvieron de Sigma Chemical Co, Alemania. Los datos obtenidos se

analizaron con ¢l test de Newman-Keuls.

Los resultados se ilustran en la Figura 4 donde puede observarse que los compuestos
utilizados en la invencidn son capaces de inhibir la enzima FeSOD de parésito con un
valor de I1Csy (concentracion requerida para conseguir una inhibiciéon del 50%) menor

que en ¢l resto de la enzimas.

Ejemplo 8. Secrecion de metabolitos.

Los cultivos de epimastigotes de 7. cruzi (concentracién inicial de 5%10° células/ml)
recibieron concentraciones IC,s de los compuestos excepto en ¢l caso de los cultivos

control. Después de la incubacidén durante 96 horas a 28°C, las c¢lulas se centrifugaron

a 400g durante 10 minutos. El sobrenadante se recogié para determinar los
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metabolitos secretados a través de 'H-NMR, y los resultados se expresaron en partes
por millén (ppm), usando 2, 2-dimetil-2-silapentano-5-sulfonato de sodio como sefial
de referencia [Ferndndez-Becerra C, Sanchez-Moreno M, Osuna A, Opperdoes FR.

Comparative aspects of energy metabolism in plant trypanosomatids. J Eukaryotic

Microbiol 1997; 44: 523-9]. Ver la Figura 6.
Ejemplo 9. Alteraciones ultraestructurales.

Los pardsitos se cultivaron a una densidad de 5x10° células/ml en el medio
correspondiente, conteniendo cada uno de ellos los compuestos de la invencion a
concentracion 1C,s. Después de 96 horas, los cultivos se centrifugaron a 400 g durante
10 minutos y los pellets producidos se lavaron en medio PBS y se mezclaron con 2%
(v/v) de p-formaldehido/glutaraldehido en 0.05M de tampdén cacodilato (pH 7.4)
durante 4 horas a 4°C. Después de esto, los pellets se prepararon para ser observados
por microscopia electronica de transmisidon empleando la técnica descrita en
[Gonzdlez P, Marin C, Rodriguez-Gonzalez I, Hitos AB, Rosales MJ, Reina M, Diaz
JG, Gonzalez-Coloma A, Sanchez-Moreno M. In vitro activity of C20-diterpenoid
alkaloid derivatives in promastigotes and intracellular amastigotes of Leishmania

infantum. Int J Antimicrob Agents 2005; 25: 136—41].

Los resultados se muestran en la Figura 5 donde se ilustra el efecto de los compuestos

de la invencion sobre los parasitos.

Ejemplo 10. Ensayo de la actividad de tripanocida in vivo.

Un grupo de tres ratones hembra BALB/c (con una edad de 6 a 8 semanas y 20-25g de
peso) mantenidos bajo condiciones estandar, fueron infectados con una concentracion

1x10° de formas metaciclicas de T. cruzi a través de la ruta intraperitoneal.

Los animales se dividieron en los grupos siguientes:
e Grupo 1: no infectados y no tratados.

e Grupo 2: infectados con 7. cruzi pero no tratados.
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e Grupo 3: no infectados pero tratados con 1 mg/kg peso/dia, durante cinco
dias consecutivos (7 a 12 dias post-infeccidn) mediante ruta intraperitoneal
[Diaz, J. G.; Carmona, A. J.; Perez de Paz, P.; Werner, H. Phytochem.
Letters 2008, 1, 125—-129].
e Grupo 4: infectados y tratados durante cinco dias consecutivos (7 a 12 dias
post-infeccion) con los compuestos de la invencion y Benzinidazol®.
Los tratamientos se comenzaron siete dias después de la infeccion del animal. Los
compuestos de la invencion se administraron de forma similar a lo explicado
anteriormente y a las mismas concentraciones. Se tomd una muestra de sangre (5 pl)
de la vena mandibular de cada ratdn tratado y se diluyd en proporcion 1:15 (50 ul de
tampon citrato: acido citrico 0.1 M, citrato sédico 0.1 M y 20 uL de tampon de lisis a

pH 7.2: Tris-C1 2M, MgCl,).

El numero de formas metaciclicas de 7. cruzi en el torrente sanguineo fue recogido
cada tres dias desde los dias 7 al 60 después de la infeccion. El nimero de formas

metaciclicas se observo a 200 campos microscdpicos.

Los anticuerpos circulantes anti- 7. cruzi, en los dias 60 y 90 de post-infeccidn, se
evaluaron cuantitativamente mediante inmunoensayo. La sangre, diluida en una
proporcion 1:50 en PBS, se hizo reaccionar con un antigeno compuesto de la enzima
FeSOD secretada de los epimastigotes de 7. cruzi. Los resultados se expresan como el
ratio de absorbancia por cada muestra a 490 nm frente al valor de referencia. El valor
de referencia de cada reaccion es la media de los valores determinados en los
controles negativos mas tres veces la desviacidon estandar [Longoni SS, Marin C,
Sauri-Arceo CH, Lopez-Cespedes A, Rodriguez-Vivas RI, Villegas N, Escobedo-
Ortegon J, Barrera-Pérez MA, Bolio-Gonzalez ME, Sanchez-Moreno M. An Iron-
Superoxide Dismutase Antigen-Based Serological Screening of Dogs Indicates Their
Potential Role in the Transmission of Cutaneous Leishmaniasis and Trypanosomiasis

in Yucatan, Mexico. Vector Borne Zoonotic Dis. 2011 Feb 16].
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ENSAYOS LLEVADOS A CABO EN LEISHMANIA SPP.

Ejemplo 11. Cultivo in vitro de macrofagos.

Los macrofagos J774.2 fueron reclonados desde J774.2 originales de un tumor,
manteniendo los cultivos a una concentracion entre 3-9 x 10° células/ml a 37°C y a 5%
de CO;. El procedimiento para trabajar con las células en cultivo fue tripsinizar las
c¢lulas adheridas mediante lavado con PBS, anadiendo la cantidad suficiente de
tripsina/EDTA (200ml de PBS + 0,1 g de EDTA y 200 ml de PBS + 0,5 g de tripsina).
Se mezclaron las dos soluciones a pH 7,2-7,4 y se filtraron. Las células se incubaron
durante 5-10 minutos. Posteriormente dichas c¢lulas se decantaron y se centrifugaron
durante 5 minutos a 800 rpm. Finalmente se resuspendieron en un medio de cultivo
nuevo. Como medio de cultivo se utilizo MEM + Glutamina suplementado con un 20

% de suero bovino fetal inactivado (SBF-I).
Ejemplo 12. Cultivo in vitro de Leishmania spp.
Se emplearon formas promastigotes de dos especies del género Leishmania:

- L. Viannia braziliensis (MHOM/BR/75/M2904).

- L. Leishmania infantum (MCAN/ES/2001/UCM-10).
Las formas promastigotes de las dos especies de Leishmania se obtuvieron del cultivo
a 28°C en medio MTL al 10% de SBF-I. Iniciando el cultivo con un indculo de 5 x 107
células/ml en 5 ml de medio en frascos de plastico Falcon® de 25 cm’, siempre
trabajando en esterilidad.

Ejemplo 13. Ensayos biologicos in vitro.

Ensavyos sobre formas promastigotes de Leishmania spp.

Las formas promastigotes de Leishmania spp, cultivadas de la forma anteriormente
descrita, fueron recolectadas en su fase exponencial de crecimiento mediante

centrifugacion a 1500 rpm durante 10 min. El nimero de parésitos fue contado en una
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camara hemocitométrica de Neubauer y sembrados en una placa de 24 pocillos a

. .y 4 , . .
razon de una concentracién de 5x10" parasitos en cada pocillo.

Los compuestos a ensayar se disolvieron en DMSO a una concentracion de 0.01%
(v/v), concentracidn a la cual este disolvente no es toxico ni tiene ninglin efecto sobre
el crecimiento de los parasitos. Los compuestos fueron afiadidos al medio de cultivo a
una concentracion final de: 100, 50, 25, 10 y 1 uM. El efecto de cada compuesto sobre
el crecimiento de las formas promastigotes, a las diferentes concentraciones
ensayadas, se evalud a las 72 h, usando una cdmara hemocitométrica de Neubauer y el
efecto leishmanicida se expresd como la ICsy (concentracidon requerida para dar una
inhibicion del 50 %, calculado por el andlisis de la regresion lineal de la K a las

concentraciones ensayadas).

Ensavos sobre formas amastigotes de Leishmania spp.

Los ensayos sobre las formas amastigotes se hicieron llevando a cabo la siguiente
metodologia. Los macréfagos J774.2 se despegaron del frasco de cultivo donde se
encontraban adheridos mediante tripsinizacion y mediante golpes secos. Para ello se
elimino el medio de cultivo, seguidamente se cubrid la superficie celular con EDTA-
tripsina y se incubd durante 5 minutos. Tras ello, se pasd a un frasco de fondo cédnico
de 25 ml de capacidad (Steriling) para centrifugarlos a 800 rpm durante 5 minutos,
retirandose el sobrenadante, y se contaron las células en camara de Neubauer. Se
cultivaron las c€lulas en placas de 24 pocillos, en las que previamente se habia
introducido un cristal cubreobjetos redondo de 12 mm en cada pocillo a una
concentracion de 1x10* células en cada pocillo. Para su adherencia, se dejo crecer las

c¢lulas 24-48 h a 37°C en 5% CO..

Una vez adheridas las células, se infectaron in vitro con 1x10° células de formas
amastigotes en fase estacionaria de Leishmania spp. Se incubaron durante 24 horas a
37°C en 5% CO,. Transcurrido ese tiempo, los parasitos que se encontraban libres en
el medio de cultivo, se retiraron mediante varios lavados con medio fresco. A

continuacioén se cambid el medio a los cultivos de cé¢lulas (MEM + Glut al 20% SBF-
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I) y se afiadi6 el compuesto a ensayar a una concentracion de 1, 10, 25, 50 y 100 uM.

Se dejo incubar durante 72 horas a 37°C en 5% COs,.

Transcurridas las 72 horas, se sacaron los cristales y se colocaron en un portaobjetos.
Se fijaron con metanol y se dejaron secar. Una vez fijados y secos, se les afiadié DPX
(Panreac®), medio de montaje para microscopia. Se tifieron con Giemsa, para ello,
inmediatamente antes de su empleo y en tubo de ensayo, se diluyd 1 ml de Azur-
Eosina-Azul de Metileno solucion segiin Giemsa DC (Codigo 251338) con 10 ml de
Solucidon tampdn pH 7,2 DC (Codigo 252164), se mezcld y se cubrid la preparacion
dejando colorear durante 20 minutos. Se lavd con solucién tampén pH 7,2 DC
(Codigo 252164). Se dejoé escurrir y secar en posicion vertical. Por ltimo se examind
con ¢l objetivo de inmersion y se conto el numero de formas amastigote intracelulares

en un total de 200 células de cada cristal.

La actividad antiparasitaria de los productos se determind con el numero de
amastigote intracelulares presentes a las distintas concentraciones y en el control. 'Y
se expreso como la ICsq (concentracion requerida para dar una inhibicion del 50%,
calculado por el andlisis de la regresion lineal de la K¢ a las concentraciones

ensayadas).

Ejemplo 14. Ensayos de citotoxicidad.

Estos ensayos se realizaron mediante citometria de flujo. Macrofagos de la linea
J774.2, se depositaron en un tubo (steriling) y se centrifugaron a 800rpm durante 5
minutos, el sobrenadante se descartd y las células se resuspendieron en medio MEM +

Glutamina con un 20% de SBF.

Se depositaron 1x10* células en cada pocillo de una placa de titulacién de 24 pocillos,
se incubaron durante 24-48 h a 37°C en atmdsfera himeda enriquecida con 5% COa.
Esto se realizo para que se fijasen las células. Transcurrido este tiempo el medio de

cultivo se retird y se adiciond medio fresco con los productos a ensayar, a las
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concentraciones de 100, 50, 25, 10 y 1 uM. A las 72 horas de la incubacién, se

procedid a la preparacion de las muestras para su lectura en el citometro de flujo.

El método seguido fue el descrito por [Ormerod MG. 1994. Flow Cytometry. A
practical Approach. 2° Edition. IRL. Press (Oxford University Press)], partiendo de
las células y el medio presente en los pocillos, a las cuales se le adiciono 100 ul de
solucion de ioduro de propidio (PI, 100 ug/ml) (Sigma Chemical Co), incubandose a
28°C en oscuridad unos 10 minutos. Posteriormente, se afiadid 100 ul de diacetato de
fluoresceina (FDA) (Sigma Chemical Co) en solucion (100 ng/ml) volviéndose a
incubar a 28°C en oscuridad durante unos 10 minutos, y previa centrifugacion a 1500
rpm durante 10 minutos, se procedié a lavar el precipitado con PBS. Finalmente, se
analizaron los resultados teniendo en cuenta que las células con la membrana
plasmatica intacta emiten color verde al actuar las esterasas sobre la FDA, mientras
que las células que han perdido la integridad de la membrana y no son viables, emiten
en el rango de los 580 nm al penctrar el PI por difusion pasiva y unirse
especificamente a los 4cidos nucleicos de las mismas. El andlisis de citometria de flujo

se llevo a cabo con un citometro de flujo FACS Vantage (Becton Dickinson).

Se calculd el porcentaje de viabilidad. El nimero de células muertas se determiné por
comparacién con los cultivos controles. La ICsy se calculd usando el andlisis de

regresion lineal de la K a las concentraciones ensayadas.

RESULTADOS

Ejemplo 15. Resultados del estudio comparativo de los compuestos de la

invencion frente a Benzinidazol® y Glucantime®,

Inicialmente se llevd a cabo el estudio de los compuestos de la invencidén y sus
complejos con Mn(Il) en comparacidon con el Benzinidazol (BZN) (farmaco de
referencia para el Trypanosoma cruzi) en el que se midid la toxicidad, la actividad irn
vitro y el indice de selectividad (SI) en las formas epimastigotes y amastigotes de

Trypanosoma cruzi (Tabla 1).
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Tabla 1
Compuesto Actividad * Toxicidad ST
b
Ep. Am, Am. Ep. Am, Am.
Axén. Intrac. Axén. Intrac.
BZN 159411 | 18.9+1.5 | 23.3+4.6 | 13.6= 0.9 0.8 0.7 0.6
1I 6.5+0.8 4.0+0.4 7.8+0.7 269.5+16.1 | 41.4 66.6 34.5(57)
(52) (95)
1T 129412 | 14.9£2.0 | 15.7£1.5 | 234.9+20.6 | 18.1 15.7 14.9 (25)
(23) (22)
v 8.7+2,0 | 10.2+£0.8 | 10.0£1.3 | 366.2+14.7 | 42.2 35.9 36.4 (61)
(53) (51)
Iv#* 149+2.4 | 12.8t1.6 | 142423 | 2614+21.1 17.6 20.5 18.4 (31)
(22) (29)
111 10.4+1.2 | 12.8€1.5 | 15.7+£2.0 | 324.9+23.7 | 31.2 25.3 20.7 (34)
(39) (36)
= 15.1£1.6 | 18.2+2.3 | 19.5+£2.2 | 271.3+£23.1 | 18.0 14.9 13.9 (23)
(22) (21)
A 8.1+1.3 9.34+1.0 9.5+£0.6 42524296 | 52.7 45.5 44.8 (75)
(66) (65)
V* 209+£1.7 | 21.2£2.3 | 21.541.1 | 271.9422.3 13.0 12.8 12.6 (21)
(16) (18)
VI 20.9+1.9 [ 19.242.4 | 202+1.8 | 167.3£22.6 | 8.0 8.7 (12) 8.3
(10) (14)
VI* 21.3+£1.9 | 26.5£2.7 | 20.2+2.4 | 214.3£31.0 | 10.1 | 8.1(12) | 10.6 (18)
13)

* Actividad: expresada como ICso (WM): concentracion requerida para conseguir el 50% de
inhibicion.

®Toxicidad: expresada como ICso(WM) en células Vero después de 72 horas de cultivo.

¢SI: indice de selectividad = ICsq en células Vero/ ICs, intracelular y extracelular del parasito.
Los compuestos mas activos frente a las formas intracelulares del parasito son los que su valor
SI es mayor de 50 veces con respecto al compuesto de referencia.

( ): namero de veces que el valor SI del compuesto de la invencidon excede el valor SI del
compuesto de referencia.

* Compuesto en forma de complejo con Mn(I).

Ep.: forma epimastigote.

Am, Axén.: forma amastigote.

Am. Intrac.: forma amastigote intracelular.

Posteriormente, se llevo a cabo el estudio de los compuestos de la invencidn y sus
complejos con Mn(Il) en comparacidon con Glucantime® (fairmaco de referencia para
la Leishmania spp). En Leishmania infantum se midié la toxicidad, la actividad in
vitro y el indice de selectividad (SI) de los compuestos en las formas promastigote y

amastigote (Tabla 2).
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Tabla 2
Compuesto Actividad * Toxicidad ° SI°

Pro. Am, Am, Pro. Am. Am.
Extrac. | Ax¢én. | Intrac. Extrac. | Ax¢én. | Intrac.

Glucantime® 18.0 31.0 30.8 15.2 0.8 0.5 0.5
I 18.9 29.2 25.6 231.6 12.2 8.0 9.0
(15) (16) (18)

II* 40.7 40.4 30.7 218.6 5.4 5.4 7.1
() €8)) 14

v 15.5 25.4 19.6 254.0 16.4 10.0 13.0
(20) (20) (26)

IV* 21.2 77.8 50.3 275.7 13.0 3.5 5.5
(16) () 1)

111 21.7 28.1 17.4 365.3 18.8 13.0 21.0
(23) (26) 42)

IIr* 38.2 45.0 60.1 387.9 10.2 8.6 6.5
(13) (17) (13)

A\ 18.8 15.9 6.3 467.8 249 29.4 74.3
(31) (59) (149)

V* 40.8 33.7 50.1 223.9 5.5 6.6 4.5

() 13) )

VI 24.2 29.8 449 220.4 9.1 7.4 49
(11) (15) (10)

VI* 27.0 33.6 61.6 258.1 9.6 7.7 4.2

(12) (15.4) (8)

* Actividad: expresada como ICso (WM): concentracion requerida para conseguir el 50% de
inhibicion.

"Toxicidad: expresada como ICso(WM) en macrdfagos J774.2 después de 72 horas de cultivo.
¢SI: indice de selectividad = ICsy en macrofagos / ICs intracelular y extracelular del parasito.
Los compuestos mas activos frente a las formas intracelulares del parasito son los que su valor
SI es mayor de 20 veces con respecto al compuesto de referencia.

( ): namero de veces que el valor SI del compuesto de la invencidon excede el valor SI del
compuesto de referencia.

* Compuesto en forma de complejo con Mn(I).

Pro. Extrac.: forma extracelular promastigote.

Am. Axén.: forma amastigote axénico.

Am. Intrac.: forma amastigote intracelular.

Ademas, se llevo a cabo el estudio de los compuestos de la invencion y sus complejos
con Mn(Il) en comparacion con Glucantime® (firmaco de referencia para la
Leishmania spp) en Leishmania braziliensis. Se midid la toxicidad, la actividad in
vitro y el indice de selectividad (SI) de los compuestos en las formas amastigote y

promastigote (Tabla 3).
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Tabla 3
Compuesto Actividad * Toxicidad ° SI°

Pro. Am. Am. Pro. Am. Am.

Extrac. Axén. Intrac. Extrac. Axén. Intrac.
Glucantime® 25.6 30.9 19.7 15.20 0.6 0.5 0.8
11 11.8 16.0 10.0 231.6 19.6 14.5 23.2
(30) (29) (29)

II* 32.8 54.3 304 218.6 6.8 (11) 4.0 7.3(9)

()

v 11.3 16.0 104 254.0 22.5 15.9 24 .4
(37) (32) (30)
IV* 12.4 26.7 16.4 275.7 22.2 10.3 16.8
(37) (20) (21)
111 12.3 249 16.6 365.3 29.7 14.7 22.0
49 | 09 | @1
IIr* 29.5 59.2 28.9 387.9 13.1 6.6 13.4
(22) (13) (17)
A% 23.0 23.9 10.3 467.8 20.3 19.6 454
(34) (39) (57)
V* 21.2 41.6 47.0 223.9 10.6 5.4 4.8
(18) €8)) (6)
VI 15.5 31.4 19.1 2204 14.2 7.0 11.5
(24) 14 14
VI* 25.5 42.6 77.8 258.1 10.1 6.1 3.3
a7 (12) “)

* Actividad: expresada como ICso (WM): concentracion requerida para conseguir el 50% de
inhibicion.

"Toxicidad: expresada como ICso(WM) en macrdfagos J774.2 después de 72 horas de cultivo.
¢SI: indice de selectividad = ICsy en macrofagos / ICs intracelular y extracelular del parasito.
Los compuestos mas activos frente a las formas intracelulares del parasito son los que su valor
SI es mayor de 20 veces con respecto al compuesto de referencia.

(): nimero de veces que el valor SI del compuesto de la invencion excede el valor SI del
compuesto de referencia.

* Compuesto en forma de complejo con Mn(I).

Pro. Extrac.: forma extracelular promastigote.

Am. Axén.: forma amastigote axénico.

Am. Intrac.: forma amastigote intracelular.

A la vista de los resultados obtenidos de este ejemplo, queda demostrado que los
compuestos de la invencidn, caracterizados por la féormula (I), son eficaces en el
tratamiento de enfermedades causadas por pardsitos manteniendo un nivel bajo de
toxicidad, particularmente los tres compuestos menos toxicos: Pytren (P) (férmula II),

Pytren2py (P2py) (formula IV) y Pytren3py (P3py) (férmula V).
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Ejemplo 16. Efectividad de los compuestos de la invencion en fase crénica.

Un grupo de ratones cepa Balb/c fue llevado a 140 dias post infeccidon con la idea de
reproducir la fase cronica del tratamiento. A partir del séptimo dia de post infeccidon se
les administro el tratamiento que consistia en 5 dosis de 100 pl para reunir finalmente
una concentracion de 15 mg/kg peso. Posteriormente se tomaron muestras de sangre
para seguir el estado de la parasitemia en el ratdn por conteo en fresco, asi como para

evaluar el estado inmunologico por medio del test de ELISA.

En el dia 140 los ratones fueron inmunodeprimidos mediante dos ciclos de
ciclofosfamida (50 mg/kg peso dia, 4 dias tratamiento con 3 de descanso) y
posteriormente se obtuvo una tltima muestra donde se incluyeron érganos (corazén e

higado) tras la necropsia para ser evaluados por estudios anatomopatolégicos.

Tras el examen de la parasitemia en fresco se observd una fuerte disminucion del
numero de parasitos en sangre. Ademds se observo la ausencia de variaciones
significativas entre los animales inmunodeprimidos y no inmunodeprimidos que
habian sido tratados con el producto, lo cual es indicativo de un efecto tripanocida por
parte del producto en el momento de tratamiento. Es interesante destacar que no
existen fArmacos utiles para la fase cronica que es la que se produce a partir de los 30
dias cuando el parésito se desplaza a 6rganos como higado, es6fago y corazon. Los
productos ensayados constituyen farmacos validos para el tratamiento de la fase
cronica de la parasitemia. La Figura 7 exhibe los niveles de anticuerpos parasitarios
que muestran la eficacia de los compuestos de la invencion en la fase créonica de la

enfermedad (modelo in vivo en fase cronica).

En la Figura 2 se reflejan los resultados obtenidos de la curva de parasitemia en la
que se aprecia que los compuestos de férmula (II) (P), formula (IV) (P2py) y formula
(V) (P3py) son los mas efectivos al inicio de la fase cronica (dia 60) puesto que

reducen significativamente el nimero de parasitos en sangre.
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Ejemplo 17. Sintesis de los compuestos utilizados en la presente invencion.

El compuesto de formula (II) se hizo reaccionar con el grupo aldehido de un
compuesto de férmula R-COH, donde R comprende los sustituyentes R; y/o R,, donde
R; es un grupo amino sustituido por R, o sin sustituir, R, comprende carbociclos y/o
heterociclos que pueden estar sustituidos por R; o sin sustituir, y R3 comprende la
férmula (I) donde R es una cadena hidrocarbonada, estando los dos compuestos
disueltos preferentemente en ectanol u otro alcohol, y posteriormente se afiadid
preferentemente borohidruro sédico u otro reductor para la reduccion de la imina
formada. La mezcla se tratdé convenientemente para extraer el producto de reaccion,
del que se prepara la sal amdnica mediante adicion de acido clorhidrico. Las sales de
los diferentes compuestos son solidas y se purificaron a través de lavados sucesivos
con etanol. Los compuestos son perfectamente caracterizados por espectroscopia de
RMN (Resonancia Magnética Nuclear), espectrometria de masas, andlisis

cristalografico y a través de andlisis elemental.

Ademas, los compuestos utilizados en la presente invencidon pueden presentarse en
forma de complejos con Mn(Il) para lo cual se mezcla, en disolucidon acuosa, el
ligando y el metal correspondiente (en este caso Mn(Il)) en relacién molar 1:1 (L:M),
se ajusta el pH de la disolucion al pH de formacién de la especie y se deja evaporar

lentamente.

Sintesis del compuesto de formula (XI)

La sintesis de este compuesto se logréd siguiendo una modificacion del procedimiento
Richman-Atkins [B. Verdejo, A. Ferrer, S. Blasco, C. E. Castillo, J. Gonzdlez, J.
Latorre, M. A. Marnez, M. G. Basallote, C. Soriano and E. Garcia-Esparia, Inorg.
Chem., 2007, 46, 5707] mediante la reaccién de la poliamina tren pertosilada con la
2,6-bis(bromometil)piridina en una relacién molar 1:1, usando preferiblemente K,COs
como base, y a reflujo en CH3CN. La detosilacion se llevd a cabo con HBr/HAc para

dar el Intermedio 1, tal como se indica en el Esquema 1.
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El compuesto de férmula (XI) se obtuvo por la reaccidén de este producto intermedio
detosilado, en su forma de amina libre, con antraceno-9-carbaldehido en etanol seco,
seguido de una reduccion in situ con borohidruro sodico. El producto se precipitd en

forma de sal de clorhidrato (Esquema 1).

Esquema 1:
R
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6-[4-(1-pirenil)-3-azabutil]-3,6,9-triaza-1-(2,6)-piridinaciclodecafano  (XI). El
compuesto de formula (IT) se disolvié en un disolvente seco (preferiblemente etanol) y
se afiadio pireno-1-carbaldehido disuelto en el mismo disolvente, gota a gota. Se agitd
la reaccion durante 2 horas. Se afiadidé un reductor (en este caso NaBH,) y la
disolucion resultante se agité durante 1 hora a temperatura ambiente. Se elimind el
disolvente a presion reducida. El residuo resultante se traté con agua y diclorometano.
La fase orgénica fue separada y eliminada a presion reducida. El residuo resultante se
disolvié en etanol y se precipité como sal clorhidrato (XI).

'H RMN (D0, 300MHz): 8y 8.10 (d, J = 8Hz, 1H), 8.06 (d, J = 8Hz, 1H), 7.95 (d, J =
4Hz, 1H), 7.92 (t, J = 6Hz, 1H), 7.90 (t, J = 6Hz, 1H), 7.86 (m, 1H), 7.81 (t, J = 6Hz,
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2H), 7.79 (d, J = 5Hz, 1H), 7.70 (d, J = 10Hz, 1H), 7.30 (d, J = 8Hz, 2H), 4.62 (s, 2H),
4.46 (s, 4H), 3.22 (m, 2H), 3.05 (m, 4H), 2.89 (t, J = 8Hz, 2H), 2.69 (t, J = SHz, 4H).

Sintesis de los compuestos de formula (XIV) v (XV)

Haciendo reaccionar la forma pertosilada del producto Intermedio 1 con N-(3-
bromopropil)ftalimida en CH3CN seco a reflujo se obtuvo un producto blanco que fue
desprotegido con hidrazina y detosilado con HBr/HAc para obtener el Intermedio 2.
Como en ¢l caso anterior, haciendo reaccionar este producto intermedio detosilado en
forma de amina libre con el correspondiente aldehido en etanol seco, seguido de la
reaccidon in situ con borohidruro sddico y precipitando el producto en forma de
clorhidrato se consiguieron sintetizar estos dos compuestos (XIV y XV), tal y como se

muestra en el Esquema 2.

Esquema 2
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6-[8-(2-piridil)-3,7-diazaoctil]-3,6,9-triaza-1-(2,6)-piridinaciclodecafano (XIV). El
compuesto de formula (IX) se disolvio en ctanol seco y se afiadio piridina-2-
carbaldehido disuelto en etanol seco, gota a gota. Se agitd la reaccidon durante 2 horas.
Se afladi6 NaBH,4 y la disolucion resultante se agité durante 1 hora a temperatura
ambiente. Se elimind el etanol a presion reducida. El residuo resultante se traté con
agua y diclorometano. La fase organica fue separada y eliminada a presion reducida.
El residuo resultante se disolvid en etanol y se precipité como sal clorhidrato (XIV).
'H RMN (D,0, 300MHz): 85 8.83 (d, J = 5Hz, 1H), 8.51 (t, ] = 6Hz, 1H), 8.05 (m,
3H), 8.00 (m, 3H), 7.96 (m, 3H), 7.48 (d, J = 9Hz, 2H), 4.69 (s, 6H), 3.37 (m, 5SH),
3.32 (m, 5H), 3.10 (t, J = 6Hz, 2H), 2.98 (m, 4H), 2.28 (m, 2H). “C RMN (D0,
75.43MHz): dc 149.2, 146.4, 145.5, 140.1, 127.5, 122.6, 51.3, 50.8, 49.9, 48.9, 46.3,
453, 44.0, 23.1. Anal. Calc. Para Cy»H:sN,SHCL: C, 42.9; H, 7.2; N, 15.9.
Experimental: C, 42.4; H, 7.5; N, 15.4.

6-[8-(4-piridil)-3,7-diazaoctil]-3,6,9-triaza-1-(2,6)-piridinaciclodecafano (XV). El
compuesto de formula (IX) se disolvio en ctanol seco y se afiadio piridina-4-
carbaldehido disuelto en etanol seco, gota a gota. Se agitd la reaccidon durante 2 horas.
Se afladi6 NaBH,4 y la disolucidon resultante se agité durante 1 hora a temperatura
ambiente. Se elimind el etanol a presion reducida. El residuo resultante se tratd con
agua y diclorometano. La fase organica fue separada y eliminada a presion reducida.
El residuo resultante se disolvio en etanol y se precipitdé como sal clorhidrato (XV).

'H RMN (D0, 300MHz): 3y 8.92 (d, J = 8Hz, 2H), 8.25 (d, ] = 8Hz, 2H), 8.00 (t, ] =
8Hz, 1H), 7.51 (d, J = 9Hz, 2H), 4.70 (s, 2H), 4.68 (s, 4H), 3.39 (m, 5H), 3.33 (m,
5H), 3.13 (t, ] = 6Hz, 2H), 2.96 (t, ] = 6Hz, 4H), 2.30 (m, 2H). °C RMN (D0,
75.43MHz): dc 151.7, 149.2, 142.4, 140.1, 127.9, 122.6, 51.3, 50.8, 49.9, 48.8, 46.3,
45.6,45.3,44.1, 23.1. Anal. Calc. Para C,,H3sN7-5HCI-5H,0: C, 39.4; H, 7.5; N, 14.6.
Experimental: C, 39.6; H, 7.1; N, 14.3.

Sintesis del compuesto de formula (X)

Se disolvio el 5-(2-Aminoetil)-2,5,8-triaza[12]-2,6-piridinofano 'y el 4-

carboxaldehido-2,9-fenantrolina en etanol seco y se dejo agitando a temperatura
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ambiente durante 2 horas. La imina formada se redujo, preferentemente, con NaBH, y
se dejo otras 2 horas agitando a temperatura ambiente. Se elimino el disolvente en el
rotavapor. El solido obtenido se extrajo con H,O y CH,Cl, La fase orgénica fue
separada y eliminada a presion reducida. El residuo resultante se disolvid en etanol y
se precipitd como sal clorhidrato, tal y como se muestra en el Esquema 3.

Rendimiento 60%.

'H NMR (500 MHz, D,0): & (ppm) = 8.69 (d, ] = 5 Hz, 1H), 8.67 (d, ] = 4 Hz, 1H),
8.12 (d, J = 8 Hz, 1H), 7.86 (t, ] = 8 Hz, 1H), 7.67 (d, J = 4 Hz, 1H), 7.58 (dd, J; = 8
Hz, J, = 5 Hz, 1H), 7.52 (d, ] = 8 Hz, 1H), 7.35 (d, ] = 8 Hz, 2H), 7.33 (d, ] = 8 Hz,
1H), 4.62 (s, 2H), 4.55 (s, 4H), 3.44 (t, ] = 7 Hz, 2H), 3.26-3.18 (m, 4H), 3.09 (t, ] = 7
Hz, 2H), 2.89 (t, J = 5 Hz, 4H).

BC NMR (125 MHz, D;0): 3 (ppm) = 149.35, 148.95, 147.59, 141.41, 140.31,
139.89, 139.65, 128.01, 126.03, 124.28, 122.06, 121.56, 51.01, 50.56, 49.57, 46.82,
45.94,44.18.

Esquema 3
N RN
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un compuesto de formula (I):

"\
e \i
“/’ﬁ
NH NH
-
A A N
NH— R
@

donde R puede ser H o una cadena hidrocarbonada que comprende los
sustituyentes Ry y/o R,, donde Ry es un grupo amino sustituido por R, o sin
sustituir, R, comprende carbociclos y/o heterociclos que pueden estar sustituidos
por Rj o sin sustituir, y Ry comprende la formula (I) donde R es una cadena
hidrocarbonada; para la elaboracion de una composicion farmacéutica o

veterinaria destinada al tratamiento de enfermedades causadas por parésitos.

2. Uso, segin la reivindicacion 1, donde en el compuesto de férmula (I) el

carbociclo es el benceno y el heterociclo es la piridina.

3. Uso, segun las reivindicaciones 1 6 2, donde el compuesto se selecciona entre

los siguientes:
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(VIIL)
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(XI)



ES 2 414 291 B2

oS
<_§/\/\NH
|
\)NH

(XIID)

/

=

N
<;/\\/\

(XIIN)

50



ES 2 414 291 B2

(XV)
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NH

(XVIIT)

4. Uso de un compuesto de féormula (II), (IIT), (IV), (V), (VD), (VII), (VIID),
5 1X), (X), (XI), (XII), (XIID), (XIV), (XV), (XVI), (XVII) o (XVIII), donde

el compuesto forma un complejo con Mn(Il), para la elaboracion de una

composicion farmacéutica o veterinaria destinada al tratamiento de

enfermedades causadas por parésitos.

10 5. Uso, segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque las

enfermedades tratadas son la enfermedad de Chagas causada por Trypanosoma

cruzi o la leishmaniasis causada por Leishmania spp.

6. Uso, segun la reivindicacidn 5, caracterizado porque las enfermedades son

15 tratadas en la fase cronica de las mismas.

7. Compuesto seleccionado del grupo que comprende:
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(XI)
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(XIV)

(XV)

55



ES 2 414 291 B2

8. Compuesto, segun la reivindicacidon 7, caracterizado por formar complejos con

Mn(1I).

9. Uso de cualquiera de los compuestos de las reivindicaciones 7-8 para preparar

un medicamento.
10. Composicion farmacéutica o veterinaria que comprende al menos un

compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 7-8 y excipientes

farmacéuticamente aceptables.
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FIGURA 1
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FIGURA 2
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FIGURA 3A
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FIGURA 3C
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FIGURA 4A
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FIGURA 5§
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FIGURA 7
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OPINION ESCRITA

N¢ de solicitud: 201132035

1. Documentos considerados.-

A continuacion se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracién para la
realizacién de esta opinion.

DO1 WO 2011033163 A2 24.03.2011

Do2 GONZALEZ, J. et al. Organic and Biomolecular Chemistry 2010, 24.03.2010
Vol. 8, pp. 2367-2376.

D03 BLASCO, S. et al. Inorganic Chemistry 2010, Vol. 49, N2 15, 07.08.2010
pp. 7016-7027.

D04 SANCHEZ-MORENO, M. et al. Journal of Antimicrobial 29.11.2011
Chemotherapy 2012, Vol. 67, pp. 387-397.

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

El objeto de la invencién es el uso de un compuesto de férmula general (I) para la elaboracién de una composicién
farmacéutica o veterinaria destinada al tratamiento de enfermedades causadas por parasitos; un compuesto seleccionado
del grupo que comprende los compuestos (X), (XI), (XIV) y (XV); el uso de dichos compuestos para preparar un
medicamento; y una composicion farmacéutica o veterinaria que comprende al menos uno de estos compuestos.

El documento D01 divulga los compuestos (1) y (2), macrociclos poliazapiridinofanos con un heterociclo de quinolina unido
al esqueleto central de la molécula (ver pagina 4, lineas 23-31), que se corresponden con los compuestos (VII) y (VIII) de la
invencion, no reivindicados (ver paginas 5 y 6). Estos compuestos, obtenidos a partir del compuesto (3), que posee la
cadena de etilamina sin sustituir (compuesto Il de la invencién), forman complejos de coordinacién con un atomo de
manganeso (lI) miméticos de la enzima superoxido dismutasa o SOD (ver pagina 6, lineas 19-23). Estos complejos pueden
utilizarse en terapia para el tratamiento de enfermedades (en humanos o animales) cuya etiologia se basa en anomalias de
la actividad o carencia de la SOD enddgena, actuando principalmente como antiinflamatorios, analgésicos y antioxidantes
protectores del estrés oxidativo (ver pagina 7, lineas 1-6, 23-28).

El documento D02 divulga dos receptores derivados de azaescorpiandos de férmulas L1 (compuesto XVII de la invencién) y
L2 (compuesto XVIIl de la invencién), ademéas de los precursores L3 y L4 (compuestos Il y IV de la invencion,
respectivamente) (ver pagina 2367, resumen; pagina 2368, cuadro 1). Estos compuestos tienen la capacidad de coordinarse
a iones metélicos, como por ejemplo Zn(ll) (ver pagina 2369, columna 2, parrafo 2; figura 4), ademés de potenciales
aplicaciones en quimica farmacéutica (ver pagina 2367, introduccién). Ninguno de estos compuestos se encuentra recogidos
en las reivindicaciones de la solicitud objeto del presente informe.

El documento D03 divulga ligandos constituidos por una estructura de tris(2-aminoetil)amina unida a las posiciones 2,6 de
una piridina que actia como espaciador a través de grupos metileno funcionalizados (ver pagina 7016, resumen), como son
los compuestos L1 (compuesto IV de la solicitud), L2 (compuesto V de la solicitud), L4 (compuesto lll de la solicitud),
ademas del precursor L3 (compuestos Il de la solicitud) (ver pagina 7017, cuadro 1). Estos compuestos, que no se hallan
reivindicados en la presente solicitud, forman complejos de coordinacion con iones metalicos, como el Cu(ll) (ver pagina
7018, columna 1, parrafo 3), en contraposicién con los compuestos de la invencién que forman complejos de Mn(ll).

El documento D04 divulga una serie de compuestos derivados de benzo[g]ftalazina que poseen radicales imidazol o pirazol
(ver pagina 1, resumen), en los que el grupo benzo[g]ftalazina actia como espaciador entre los dos restos imidazol o pirazol,
a través de sendas cadenas de trietileno funcionalizadas con un grupo amino (ver pagina 3, figura 3, compuestos 1, 3, 5).
Estos compuestos presentan actividad antiparasitaria, en concreto, resultaron activos in vitro contra dos especies de
Leishmania, siendo menos tdxicos para las células de mamiferos que los farmacos de referencia.

Los documentos citados muestran sélo el estado de la técnica del campo al que pertenece la invencion. Ninguno de ellos,
tomado solo o en combinacién con los otros, divulga ni contiene sugerencia alguna que pudiera dirigir al experto en la
materia hacia el uso de un compuesto de férmula general (I) para la elaboraciéon de una composicién farmacéutica o
veterinaria destinada al tratamiento de enfermedades causadas por parésitos; ni hacia los compuestos concretos (X), (Xl),
(XIV) y (XV); y, por tanto, tampoco hacia el uso de éstos para preparar un medicamento ni hacia una composicién
farmacéutica o veterinaria que los comprende.

Por lo tanto, se considera que el objeto de la solicitud relne, respecto al estado de la técnica, los requisitos de novedad y
actividad inventiva recogidos en los Articulos 6.1 y 8.1 de la Ley de Patentes 11/86.
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