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Uso del acido valproico como antiviral contra virus con envoltura

La presente invencion describe el uso del acido valproico o sus sales o solvatos
para el tratamiento de enfermedades causadas por el virus del Nilo Occidental,

el virus Usutu y otros virus con envoltura.

ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR

Los virus con envoltura (también denominada envuelta) lipidica adquieren esta
de la célula hospedadora mediante un proceso en el que las particulas viricas
recién formadas se recubren con una capa externa proveniente de membranas
celulares. Existen diferentes familias de virus con envoltura que cuentan entre
sus miembros a virus que causan importantes enfermedades en animales y
humados, entre las que se puede destacar las familias: Arenaviridae,
Arteriviridae,  Bunyaviridae, Hantaviridae, Nairoviridae, Plebhoviridae,
Coronaviridae,  Toroviridae,  Filoviridae,  Flaviviridae, = Hepadnaviridae,
Herpesviridae, Orthomyxoviridae, Paramyxoviridae, Alphaviridae, Rubiviridae y
Rhabdoviridae

El virus del Nilo Occidental (VNO) (West Nile Virus, en inglés) esta clasificado
dentro de la familia Flaviviridae. Se trata de un virus con envoltura lipidica,
Cuyos viriones poseen simetria icosaédrica y un diametro aproximado de 50 nm
(Mukhopadhyay et al. Science, 302:248, 2003). Como material genético, el
VNO cuenta con una unica molécula de ARN de cadena sencilla y polaridad
positiva de unos 11.000 nucledtidos de longitud. EI ARN codifica por una unica
pauta de lectura abierta, flanqueada por dos regiones no codificantes en sus
extremos 5 y 3°, que da lugar a una poliproteina que es procesada por
proteasas viricas y celulares para originar 10 proteinas maduras: 3 proteinas
estructurales (de la capside, C, de la pre-membrana, pM, y membrana, M, y la
glicoproteina de la envoltura, E) y 7 no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3,
NS4A, NS4B y NS5) responsables de la replicacion virica, el ensamblaje de los
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viriones y la evasion de la respuesta inmune del hospedador (Brinton, M. Annu.
Rev. Micobiol. 56:371-402, 2002).

El VNO es un claro ejemplo de zoonosis re-emergente, que actualmente
constituye un grave problema para la sanidad humana y animal dado que
origina meningoencefalitis mortales en humanos, équidos y aves, en las que en
general produce infecciones subclinicas, pero en las que ocasionalmente llega
a causar una elevada mortalidad (Granwehr, B.P., et al. Lancet Infect. Dis.
4:547-556, 2004). Los principales vectores del VNO son los mosquitos,
mayoritariamente del género Culex, aunque se han descrito muchas otras
especies de mosquitos que también actuan como vectores, siendo las aves los

principales hospedadores.

El VNO fue aislado por primera vez en Uganda en 1937 (Smithburn, K.C., et al.
Am. J. Trop. Med. Hyg., 20:471-492, 1940). Se han reportado brotes
esporadicos de VNO en caballos, aves e infecciones graves en humanos.

En la actualidad no existe ningun tratamiento frente a la enfermedad y como
herramientas para el control de la misma unicamente se dispone de una
vacuna comercial para équidos basada en el uso de virus inactivado y en el
caso de humanos, terapias basadas en interferon (IFN) o administracion de
anticuerpos (Ng et al. Dev. Biol., 114:221-227, 2003; Davis et al. Ann. Neurol.,
60:286-300, 2006). Por tanto, uno de los aspectos prioritarios en las
investigaciones sobre el VNO es la determinacion de posibles agentes
antivirales. En esta solicitud de patente se describe el efecto antiviral del acido
valproico (VPA), un compuesto empleado para el tratamiento de la epilepsia y
el trastorno bipolar (Kostrouchova, et al. Folia Biol., 53:37-49, 2007; Shaltiel et
al., Biol. Psychiatry, 456:868-874, 2004), sobre la infeccion de VNO en cultivos
celulares e in vivo, asi como sobre la infeccion del virus Usutu, otro flavivirus
genéticamente muy relacionado con el VNO (Weissenbdck et al., Emerg. Infect.
Dis., 8:652-656, 2002), que ya ha sido detectado en Esparia (Busquets et al.,
Emerg. Infect. Dis., 14:861-863, 2008) y para el que se ha descrito, muy
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recientemente, el primer caso de infeccidn neuroinvasiva en el mundo en un

paciente italiano (Pecorari et al. Euro Surveill., 14:19446, 2009).

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencion describe el uso del acido valproico como antiviral contra
virus con envoltura como los de la familia Flaviviridiae, especialmente contra el

virus del Nilo Occidental y el virus Usutu.

El acido valproico es un compuesto quimico (acido 2-propilvalerico) que tiene
uso clinico como anticonvulsante y estabilizante del animo, por Io que se utiliza
en el tratamiento de la epilepsia, los desordenes bipolares, la depresion, las

migrafias y la esquizofrenia.

En un primer aspecto, la presente invencion se refiere al uso del acido
valproico 0 sus sales farmacéuticamente aceptables o solvatos
farmacéuticamente aceptables para la fabricacion de un medicamento para el

tratamiento de una enfermedad provocada por un virus con envoltura lipidica.

En otras palabras, la presente invencion se refiere a acido valproico o sus sales
farmacéuticamente aceptables o sus solvatos farmacéuticamente aceptables
para su uso en el tratamiento de una enfermedad provocada por un virus con

envoltura lipidica.

En una realizacion preferida, la enfermedad se selecciona entre dengue,
encefalitis japonesa, enfermedad de Kyasanur, encefalitis del valle de Murray,
encefalitis de san Luis, meningoencefalitis de garrapata, encefalitis del Nilo,
encefalitis causada por el virus Usutu, fiebre amarilla, hepatitis C, Ebola,
arteritis equina, encefalitis de La Crosse, enfermedad causada por el virus
Hanta, enfermedad de Crimea-Congo, fiebre del Valle del Rift, sindrome agudo
respiratorio severo (SARS), hepatitis B, gripe, paperas, enfermedad de
Newcastle, rabia, rubeola, fiebre de Lassa, fiebres hemorragicas argentina,
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boliviana y venezolana, y otras enfermedades causadas por virus con envoltura

pertenecientes a las familias a las que pertenecen estos virus.

En otra realizacion preferida, el virus de la familia Flaviviridae se selecciona

entre el virus del Nilo Occidental o el virus Usutu.

El uso del acido valproico como antiviral segun la presente invencion puede
realizarse junto con otros principios activos que potencien esta actividad viral
para proporcionar una terapia combinada, para su administracion al mismo
tiempo o en un momento diferente. Preferiblemente, este otro principio activo

es un antiviral tal como, pero sin limitarse a, IFN o Ribavirina.

El término "sales farmacéuticamente aceptables o solvatos® se refiere a
cualquier sal o solvato farmacéuticamente aceptable, o cualquier otro
compuesto que, cuando se administra a un receptor es capaz de proporcionar
(directamente o indirectamente) un compuesto segun se describe en el
presente documento. Sin embargo, se apreciara que las sales
farmacéuticamente no aceptables también estan dentro del alcance de la
invencion ya que éstas pueden ser utiles en la preparacion de sales
farmacéuticamente aceptables. La preparacion de sales y solvatos puede
llevarse a cabo mediante métodos conocidos en la técnica.

Por ejemplo, sales farmacéuticamente aceptables de compuestos previstos en
el presente documento se sintetizan mediante métodos quimicos
convencionales a partir de un compuesto original que contiene un resto acido.
Generalmente, tales sales se preparan, por ejemplo, haciendo reaccionar las
formas de acido libre de los compuestos con una cantidad estequiométrica de
la base apropiada en agua o en un disolvente organico o en una mezcla de los
dos. Generalmente, se prefieren medios no acuosos como éter, acetato de
etilo, etanol, isopropanol o acetonitrilo. Ejemplos de sales de adicion de bases
incluyen sales inorganicas tales como, por ejemplo, sales de sodio, potasio,

calcio, amonio, magnesio, aluminio y litio, y sales de bases organicas tales
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como, por ejemplo, etilenodiamina, etanolamina, N,N-dialquilenetanolamina,
trietanolamina, glucamina y sales de aminoacidos basicos tales como lisina y

arginina.

La naturaleza del solvato farmacéuticamente aceptable no es critica siempre y
cuando sea farmaceéuticamente aceptable. En una realizacion particular, el
solvato es un hidrato. Los solvatos pueden obtenerse por métodos

convencionales de solvatacidon bien conocidos por los técnicos en la materia.

La cantidad de acido valproico, sus sales farmacéuticamente aceptables, o
solvatos del mismo, terapéuticamente eficaz que debe administrarse asi como
su dosificacion para tratar un estado patologico con dichos compuestos
dependera de numerosos factores, entre los que se encuentra la edad, el
estado del paciente, la severidad de la enfermedad, la ruta y frecuencia de

administracion, el compuesto modulador a utilizar, etc.

El acido valproico puede ser empleado solo o0 junto con otros farmacos para
proporcionar una terapia combinada. Los otros farmacos pueden formar parte
de la misma composicidn, o ser proporcionados como una composicion

separada, para su administracion al mismo tiempo o en un momento diferente.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "comprende” y sus
variantes no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos,
componentes o0 pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas
y caracteristicas de la invencion se desprenderan en parte de la descripcion y
en parte de la practica de la invencion. Los siguientes ejemplos y dibujos se
proporcionan a modo de ilustracion, y no se pretende que sean limitativos de la

presente invencion.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
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Fig. 1. Muestra los resultados obtenidos para el tratamiento con acido valproico

de celulas infectadas con VNO vy virus Usutu.

Fig. 2. Muestra los resultados obtenidos para el tratamiento de VNO con acido

valproico in vivo

EJEMPLOS

Ejemplo 1

El acido valproico (VPA) disuelto en el medio de cultivo a una concentracion de
50 mM inhibe la produccion de VNO, cepa NY99 (Lanciotti et al. 1999) en la
linea celular de mamifero Vero (figura 1). Las infecciones se realizaron a una
multiplicidad de infeccion (MOI) de 0.5 unidades formadoras de placa (PFU) /
célula. La produccion viral a las 24 h p.i fue determinada mediante ensayos de
plagueo en medio semisolido en células Vero. El efecto inhibitorio para la
multiplicacion del VNO observado fue total, al menos 8 logaritmos de inhibicion,
tanto cuando se pretrataron las ceélulas durante 10 minutos y se mantuvo el
farmaco hasta las 24 h postinfeccion (p.i.), como cuando el VPA fue afiadido 3
h p.i. y mantenido durante el resto de la infeccion. Los asteriscos indican
diferencias estadisticamente significativas (P<0.005).

Ejemplo 2

El acido valproico (VPA) disuelto en el medio de cultivo a una concentracion de
50 mM inhibe la produccion del virus Usutu (Buckley et al. J. Gen. Virol.,
84:2807-2817, .2003) en la linea celular de mamifero Vero (figura 1), en las
condiciones descritas y siguiendo la metodologia indicada en el ejemplo 1. Se
observd un efecto inhibitorio total del VPA, de al menos 6 logaritmos, en la
multiplicacion del virus Usutu. De la misma manera que para el VNO, el efecto
inhibitorio se observo tanto pretratando las células durante 10 minutos y
manteniendo el farmaco hasta las 24 h p.i., como cuando el VPA fue afadido 3
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h p.i. y mantenido durante el resto de la infeccion. Los asteriscos indican
diferencias estadisticamente significativas (P<0.005).

Estos resultados (Fig. 1) indican el efecto antiviral del acido valproico sobre la

multiplicacion del VNO y el virus Usutu en cultivos celulares.

Ejemplo 3

Grupos de 12 ratones Swiss de 6-8 semanas de edad fueron inoculados con
dos dosis diarias (4x10° mg/Kg) de acido valpréico administradas por via
intraperitoneal con 12 horas de intervalo. Un grupo fue tratado desde el mismo
dia de la infeccion (VPA+0) y otro desde dos dias después de ésta (VPA+2). El
tratamiento se mantuvo hasta el fin del experimento, 15 dias tras la infeccion.
Como control se incluyé un grupo de 8 ratones sin tratar (No VPA) inoculados
con tampon fosfato salino e infectados en las mismas condiciones que los
tratados con VPA. La infeccion se realizo mediante inyeccion intraperitoneal de
1x10? unidades formadoras de placa (u.f.p.) del virus del Nilo Occidental (cepa
neurovirulenta NY-99). Los animales fueron observados diariamente para
detectar signos de la infeccion con el VNO. En aquellos casos en los que se
desarroll6 la enfermedad, los animales fueron anestesiados y sacrificados.

Los resultados (Fig. 2) indicaron que el 16.7% (2/12) y 25% (3/12) de los
animales de los grupos VPA+0 y VPA+2, respectivamente, sucumbié a la
infeccion, frente a un 75% (6/8) de mortalidad registrada en los animales no
tratados.

Estos resultados preliminares, realizados en un reducido grupo de animales,

sugieren que el acido valproico podria tener un efecto antiviral in vivo.



10

15

20

25

30

WO 2011/121162 PCT/ES2011/070214

REIVINDICACIONES

1.

Uso del acido valproico o0 sus sales farmacéuticamente aceptables o
solvatos farmacéuticamente aceptables para la fabricacion de un
medicamento para el tratamiento de una enfermedad provocada por un

virus con envoltura lipidica.

Uso segun la reivindicacion 1 donde el virus es un miembro de la familia

Flaviviridiae.

Uso segun la reivindicacion 2 donde el virus de la familia Flaviviridiae se

selecciona entre el virus del Nilo Occidental o el virus Usutu.

Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 donde la enfermedad se
selecciona entre dengue, encefalitis japonesa, enfermedad de Kyasanur,
encefalitis del valle de Murray, encefalitis de san Luis, meningoencefalitis de
garrapata, encefalitis del Nilo, encefalitis causada por el virus Usutu, fiebre
amarilla, hepatitis C, Ebola, arteritis equina, encefalitis de La Crosse,
enfermedad causada por el virus Hanta, enfermedad de Crimea-Congo,
fiebre del Valle del Rift, sindrome agudo respiratorio severo (SARS),
hepatitis B, gripe, paperas, enfermedad de Newcastle, rabia, rubeola, fiebre
de Lassa, fiebres hemorragicas argentina, boliviana y venezolana, y otras
enfermedades causadas por virus con envoltura pertenecientes a las

familias de los virus causantes de estas enfermedades

Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde el medicamento

comprende ademas al menos otro principio activo.

6. Uso segun la reivindicacion 5 donde el principio activo es un antiviral.
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7. Acido valproico o sus sales farmacéuticamente aceptables o solvatos
farmacéuticamente aceptables para su uso en el tratamiento de una

enfermedad provocada por un virus con envoltura lipidica.
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Box No. I1 Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 2 of first sheet)

This international search report has not been established in respect of certain claims under Article 17(2)(a) for the following reasons:

1. D Claims Nos.:

because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely:

2. Claims Nos.: 1, 2 and 4

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such an.
extent that no meaningful international search can be carried out, specifically:

Claims 1, 2 and 4 are not supported by the description (PCT Article 6). It cannot be deduced
from the description that valproic acid is effective for all enveloped viruses, since the activity
of valproic acid is only demonstrated against two viruses belonging to the group of the
Japanese encephalitis virus. Consequently, the search has been limited to this group of
viruses.

3. ]:l Claims Nos.:

because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).

Box No. IIl  Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 3 of first sheet)

This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows:

1. [:] As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all searchable
claims. o

2. D As all searchable claims could be searched without effort justifying additional fees, this Authority did not invite payment of
additional fees.

m

As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers
only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.:

4, I:l No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is
restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.:

Remark on Protest l:l The additional search fees were accompanied by the applicant’s protest and, where applicable, the
payment of a protest fee.

D The additional search fees were accompanied by the applicant’s protest but the applicable protest
fee was not paid within the time limit specified in the invitation.

l:l No protest accompanied the payment of additional search fees.
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A. CLASIFICACION DEL OBJETO DE LA SOLICITUD
A61K31/19 (2006.01)

A61P31/14 (2006.01)
De acuerdo con la Clasificacién Internacional de Patentes (CIP) o segtin la clasificacion nacional y CIP.

B. SECTORES COMPRENDIDOS POR LA BUSQUEDA

Documentacién minima buscada (sistema de clasificacién seguido de los simbolos de clasificacién)

A61K, A61P

Otra documentacién consultada, ademds de la documentacién minima, en la medida en que tales documentos formen parte de los sectores
comprendidos por la bisqueda

Bases de datos electrénicas consultadas durante la bisqueda internacional (nombre de la base de datos y, si es posible, términos de
bisqueda utilizados)

EPODOC, INVENES, WPI, MEDLINE, EMBASE, BIOSIS, COMPENDX, XPESP, INSPEC, HCAPLUS

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categorfa*

Documentos citados, con indicacién, si procede, de las partes relevantes

Relevante para las
reivindicaciones n°

P.X

et al. Inhibition of enveloped virus infection
of cultured cells by valproic acid. Journal

el 27.07.2011] Recuperado de Internet:

al. Japanese encephalitis in Western Europe.

<DOI: 10.1016/j.clineuro.2008.11.002>

VAZQUEZ-CALVO, A., SAIZ, J. C., SOBRINO, F.

of Virology. 24.11.2010 [en linea] [recuperado

<http://jvi.asm.org/cgi/reprint/JVI.01717-10v1.pdf>

Clinical Neurology and Neurosurgery. Mayo 2009,
Vol. 111, N° 4, pdginas 373-375. ISSN 0303-8467.
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Categorias especiales de documentos citados:

documento que define el estado general de la técnica no
considerado como particularmente relevante.

solicitud de patente o patente anterior pero publicada en la
fecha de presentacidn internacional o en fecha posterior.
documento que puede plantear dudas sobre una reivindicacién
de prioridad o que se cita para determinar la fecha de
publicacién de otra cita o por una razdn especial (como la
indicada).

documento que se refiere a una divulgacién oral, a una
utilizacidn, a una exposicién o a cualquier otro medio.
documento publicado antes de la fecha de presentacién
internacional pero con posterioridad a la fecha de prioridad
reivindicada.

e

"

ny

"

documento ulterior publicado con posterioridad a la fecha de
presentacion internacional o de prioridad que no pertenece al
estado de la técnica pertinente pero que se cita por permitir
la comprensidn del principio o teorfa que constituye la base
de la invencidn.

documento particularmente relevante; la invencién
reivindicada no puede considerarse nueva o que implique
una actividad inventiva por referencia al documento
aisladamente considerado.

documento particularmente relevante; la invencién
reivindicada no puede considerarse que implique una
actividad inventiva cuando el documento se asocia a otro u
otros documentos de la misma naturaleza, cuya combinacién
resulta evidente para un experto en la materia.

documento que forma parte de la misma familia de patentes.

Fecha en que se ha concluido efectivamente la bisqueda internacional.

26/07/2011

Fecha de expedicién del informe de biisqueda internacional.

08 AGOSTO-2011 (08/08/2011)

Nombre y direccidn postal de la Administracién encargada de la
busqueda internacional
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Paseo de la Castellana, 75 - 28071 Madrid (Espaiia)

N° de fax: 91 349 53 04
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E. Relafio Reyes
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LEZIN, A., GILLET, N., OLINDQO, S. et al. Histone
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Recuadro I1 Observaciones cuando se estime que algunas reivindicaciones no pueden ser objeto de biisqueda (continuacién
del punto 2 de la primera hoja)

Este informe de biisqueda internacional no se ha realizado en relacién a ciertas reivindicaciones segtn el articulo 17.2.a) por los siguientes
motivos:

1. O Las reivindicaciones n°
se refieren a un objeto con respecto al cual esta Administracién no estd obligada a proceder a la bisqueda, a saber:

2. Las reivindicaciones n®: 1, 2, 4 todas ellas parcialmente
se refieren a elementos de la solicitud internacional que no cumplen con los requisitos establecidos, de tal modo que no pueda
efectuarse una biisqueda provechosa, concretamente:

Las reivindicaciones 1, 2 y 4 no estan basadas en la descripcion (Art. 6 PCT). De la descripcién no se
deduce que el acido valproico sea efectivo en cualquier virus con envuelta, ya que solo se muestra su
actividad frente a dos virus pertenecientes al grupo del virus de la encefalitis japonesa. En
consecuencia, la bisqueda se ha limitado a este grupo de virus.

3. [ Las reivindicaciones n*:
son reivindicaciones dependientes y no estin redactadas de conformidad con los parrafos segundo y tercero de la regla 6.4(a).

Recuadro ITI Observaciones cuando falta unidad de invencién (continuacién del punto 3 de la primera hoja)

La Administracién encargada de la Buisqueda Internacional ha detectado varias invenciones en la presente solicitud internacional, a saber:

1. D Dado que todas las tasas adicionales requeridas han sido satisfechas por el solicitante dentro del plazo, el presente informe de
bisqueda de tipo internacional comprende todas las reivindicaciones que pueden ser objeto de bisqueda.

2. D Dado que todas las reivindicaciones que pueden ser objeto de buisqueda podrian serlo sin realizar un esfuerzo que justifique tasas
adicionales, esta Administracién no requirié el pago de tasas adicionales.

3. D Dado que tan sélo una parte de las tasas adicionales requeridas ha sido satistecha dentro del plazo por el solicitante, el presente
informe de bitsqueda de tipo internacional comprende solamente aquellas reivindicaciones respecto de las cuales han sido
satisfechas las tasas, concretamente las reivindicaciones n®:

4. D Ninguna de las tasas adicionales requeridas ha sido satisfecha por el solicitante dentro de plazo. En consecuencia, el presente
informe de biisqueda de tipo internacional se limita a la invencién mencionada en primer término en las reivindicaciones, cubierta
por las reivindicaciones n®:

Indicacién en cuanto a la protesta D Se acompaii6 a las tasas adicionales la protesta del solicitante y, en su caso,
el pago de una tasa de protesta.

Se acompaiié a las tasas adicionales la protesta del solicitante, pero la tasa de protesta
aplicable no se pagé en el plazo establecido para ello.

D El pago de las tasas adicionales no ha sido acompafiado de ninguna protesta.
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