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ES 2957 539 B2
DESCRIPCION

USO DEL COMPUESTO {+)-ELATOL PARA EL TRATAMIENTO O PREVENCION DE
UNA INFECCION DE NAEGLERIA FOWLER]

SECTOR TECNICO
La presente invencién pertenece al campo de la medicina y microbiologia. Refiere a principios
activos contra la ameba Naegleria fowleri v al tratamiento y/o profilaxis de la infeccidn v la

enfermedad Meningoencefalitis Amebiana Primaria {MAP) que provoca.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Naegleria es un género protista de ameba de vida libre gue pertenece a I3 familia Vahlkampfiidas
y clase Heterclobosea. Se encuentra comdanmente en agua dulce templada entre 25 vy 46°C de
lagos, rios, aguas termales, fuentes de agua industriales o suministros de agua domésticos, vy en

ef suelo de todo el mundo.

La solicitud RU2649081 describe un métedo para combatir la proliferacidn de Ngegleria fowleri

en un medio por la aplicacidn de otro agente bioldgico, Willoertio magna.

Naegleria fowleri, también conocida como “ameba come cerebro”, es la Gnica especie 20 del
géners que s patdgena para los humanos. El microbio accede al cerebro v causa una
enfermedad del sistema nervioso central denominada Meningoencefalitis Amebiana Primaria
{(MAP}. Es una infeccién aguda de muy dificll deteccidn que produce edema cersbral,
hemorragia, necrosis y una respuesta inflamatoria masiva v fulminante del tejido cerebral, que

finalmente resuita en coma y muerte rapida del paciente.

La gestidn de la MAP debida a N. fowleri es el principal desafio para todos los paises con
prevalencia de la enfermedad. Sin embargo, actualmente no existe un tratamiento eficaz

adecuado qgue brinde seguridad para la supervivencia del paciente.

La mayor parte de ia informacion sobre ia eficacia terapéutica de farmacos contra N. fowleri se
basa en informes de casos o estudios in vitro, con éxitos terapéuticos variables. La efectividad de
los tratamientos no esta clara, yva que casi todas las infecciones han sido fatales v {os resultados
de éxito son controvertidos. El tratamiento de la enfermedad estd muy condicionado por el

fiempo de actuacidn, es extremadamente limitado y no estd bien definido - actualmente sélo es
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posible por una estrategia denominada "reutilizacion” de farmacos con un cdctel terapéutico

combinado que incluye antifdngicos, antibidticas y microbicidas conocidos.

El farmaco antifingico anfotericina B ha sido 1a base del tratamiento de la MAP {Gharpure R. y
cols. “Epidemiology and Clinical Characteristics of Primary Amebic meningoencephalitis Caused
by nasgleria fowleri: A Globhal Review”; Clinical Infectious Diseases, 2021, Vol. 73, Issue 1). Se
utiliza en todos los pacientes infectados sin tener en realidad una eficacia universal, ya que solo
8% se recuperan al menos de forma parcial después de su administracidn solo o en combinacion
con otros medicamentos, lo gue hace dificil determinar su eficacia. El gran inconveniente de la
anfotericina B s su elevada toxicidad, o cual condiciona mucho su administracidn v la evolucion

del pacients.

La solicitud GB2592782 A describe la miltefosina para tratar infeccionas amebianas en sstado
libre, entre ellas N. fowleri. Los autores confirman la supervivencia de tres pacientes en el mundo
tras el tratamiento con miltefosina. De hecho, presenta resultados prometedores vy exitosos en
terapia combinada aunque las tasas de mortalidad siguen siendo muy altas incluso con los

mejores regimenes disponibles,

WO2022/008761 describe unos compuestas heterociclicos sintéticos que presentan cierta
actividad contra Noegleria fowleri, v la patente US10377733B1 encuentra actividad en

compuestos con estructura de sesquitergencs, en particular

£l uso y estudio de sustancias naturales, sobre todo de plantas v microorganismos, ha sido muy
relevante para el tratamiento de enfermedades causadas por pardsitos protozoarios.
Recientemente, algunos trabajos han evaluado el potencial de compuestos extraidos de algas
frente a ameba. En particular los sesquiterpenos del tipo laurano y ciclolaurano aislados de
faurencia johnstonii han demostrado buena actividad para Noegleria fowleri {Arberas-jiméner L,
y cols. “Laurinterol from Lourencio joshstonii eliminates Ngegleria fowleri triggering PCD by
inhibition of ATPases”; Scientific Reports, 10, 17731, 2020). Sin embargo, sus Indices de
Selectividad (IS) no satisfacen los criterios establecidos para ser considerados antiparasitarios

aptos para su administracion.

Por desgracia, los tratamientos médicos administrados actualmente contra el MAP presentan
poca eficacia terapéutica y multiples efectos secundarios graves, muchas veces irreversibles en

ios pacientes que sobreviven. El gran inconveniente de todos los tratamientos utilizados hoy dia
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para tratar una infeccidn de Naegleria fowleri es su alta toxicidad v baja efectividad, razdn porla

que su uso clinico es muy limitado.

Los sesquiterpenos de origen maring son una famila de compuestos de una amplia variabilidad
gue pueden ser aislados de algas del género Lourencio e invertebrados, Constituyen actualments
mas de 575 estructuras (Cikos, A, M. v cols. “Update on sesquiterpenes from red macroalgae of
the Louwrencio genus and their biological activities {3015-2020)"; Algal Research, 56, 102330,
2021). Entre ellos, los de tipo chamigreno son muy representativos y suponen aproximadarmente
un 30% de todos los sesquiterpenos aislados. Se caracterizan por presentar un esgusleto spiro
{%.55undecano en gque un carbono cuaternario estereogénico {C-68) une los spirociclos, con

mucha variabilidad de sustitucidn con grupos funcionales.

Los a-chamigrenos, B-chamigrenos v nor-chamigrenos no son funcionalmente equivalentes
entre ellos, aparte que se han descrito ademas otros tipos de funcionalizacion {Harizani, M. y
cols, “The Laurencia paradox: An endless source of chemodiversity”; Progress in the Chemistry

of Organic Natural Products 102, 91-252, 2016).

La familia de chamigrenos muestra un amplio espectro biolégico, con actividad antibacteriana,
antifingica, antiviral, antinflamatoria, citotdxica v antiparasitaria. Actividad antiparasitaria
especifica presentarfan los B-chamigrenos, nor-chamigrenos y chamigrenos con capacidad de
oxigenacidon en C-7, chamigrenos gue presentan un anillo 5,10-epdxido o un carbociclo con la

migracién previa de un metilo de C-11 a3 C-10.

De muchos de estos compuestos ya se ha logrado con éxito su sintesis parcial o total. Igualmente,
ios esqueletos chamigrenos naturales sirven de modelo en la sintesis de muchos otros

compuestos sintéticos.
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Entre otros, el chamigreno {+}-elatol presenta diversas propiedades farmacoidgicas, mostrando
actividad acaricida y repelente, larviciada, antimicrobiana contra bacterias y hongos patdgenos

humanaos, antiproliferativa, antileishmania, antitripanocida y antiviral,

“
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El problema de la técnica es encontrar nuevos principios activos para desarrollar farmacos
eficaces en el tratamiento de la MAP provocada por Naeglerio fowleri. La presente invencidn

propone los compuestos sesquiterpenos de tipe chamigreno como principios activos.

DESCRIPCION DE LA INVENCION
La presente invencion es el uso de un compuesto sesguiterpeno chamigreno para el tratamiento
o la prevencidn de una infeccidn por Naegleria fowleri en un sujeto, preferiblemente

meningoencefalitis amebiana primaria {MAP).

En un aspecto preferibie, dicho sesguiterpeno chamigreno estd seleccionado de entre {+}-elatol,

{-}-elatol y {-}-rogiolol, mas preferiblemente aun {+}-elatol.

En oiro aspecto preferible, dicho compuesto chamigreno estd seleccionado del grupo
compuesto por B-chamigrenos, nor-chamigrenos, chamigrenos con capacidad de oxigenacidn en
-7, o chamigrenos que presentan un anillo 5,10-epdxido o un carbociclo con fa migracidn pravia

de un metilo de C-11 3 C-10.

Se han reportado infecciones por N fowleri tanto en humanos como en animales como
carnivoras, caballos, rumiantes v algunos animales salvajes. De modo que un aspacto de la
invencidn es que el sujeto infectado sea un animal y un aspecto mas preferible es que dicho

sujeto sea humano.

Los compuestos chamigrenos muestran unos valores de citotoxicidad Cse frente a N, fowleri muy
bajos v, en concreto, el {+i-alatol equivalente al de ia anfotericing B; por tanto, resulta una
alternativa posible en el tratamiento de una infeccidn por el microbio. A pesar de que [a
anfotericina B muestra valores bajos de Csfrente a las células de mamiferos, lo cual ha

recomendado su uso, en realidad no resulta una referencia valida por la elevada toxicidad {CCs0)

i
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gue presenta in vivo. Es por esta razon por la gue |a presente invencidn propone los compuestos
chamigrenos como principios actives eficaces que puaden servir de base para desarroliar

farmacos con valor terapdutico contra la infeccidn en un paciente.

De modo gue otro aspecto de la presente invencidn es una composicidn farmacéutica gue
comprende un compusesto sesquiterpeno chamigreno junto con excipientes farmacéuticamente
aceptables, v opcionalmente otro ingrediente activo, preferiblemente un antifGngico. En otro

aspecto preferible mas, dicha composicidn es para administracién intravenosa o nasal,

Otro aspecto de la invencidn es un método que comprende la administracidn de al menos una
composicidn adicional que incluye al menos otro agente ¢ fdrmaco, méas praferiblemente un
antifangico, mas preferiblements ain caspofunging, natarnicing, miconazol, voriconazol,

fluconarzol, o sus derivados ¢ una combinacidn de ellos.

Un aspecto de la invencidn es un método de tratamiento de una infeccidn causada por M. fowleri
que comprende administrar un sequiterpeno chamigreno a un paciente en necesidad de ello.
Otro aspecto comprende combinar dicho sequiterpeno chamigrens con una segunda

formulacidn que comprende un segundo agente active con actividad fungicida en combinacién.

Otro aspecto preferible es un kit que comprende una formulacidn de un compuesto
sesquiterpeno chamigreno, y opcionalmente un segundo compuesto donde dicho compuesto es
un fungicida, e instrucciones de preparacidon del agente activo v de uso frente a una infeccion

por N. fowleri.

EJEMPLOS
Ejemplo 1. Aislamiento de los compuestos chamigreno
Se llevd a cabo el aislamiento de compuestos chamigrenos a partir de muestras 30 liofilizadas de

la macroalga roja Laurencia dendroidea.

A partir de las muestras liofilizadas se obtuvieron diferentes extracios en metancl:acetato de
etilo {1:1), cloroforno:metano! {1:1) v diclorometano, por maceracion a temperatura ambiente
asistida por ultrasonido durante 15 min, seguido de filtracidn y concentracidn a vacio usando un
ratavapor a 40°C. Los extractos resultantes fueron cromatografiados en una columna de
exclusidn molecular Sephadex® LH-20 utilizando una mezcla de hexano:diclorometano:metanol

{2:1:1) como eluyente o en columna flash de silice eluidas con mezclas de polaridad creciente de

&
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n-hexano, diclorometano, acetato de etila y metanol, obteniéndose entre siete a doce fracciones
dependiendo del extracto. A partir del andlisis de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) *H las
fraccionss enriquecidas con sesquiterpenas se procasaron posteriormente por cromatografia en
cotumna abierta de silica gel, Lobar LiChroprep Si-60 de media presidn {(40-63 um, MERCK®) y/o
cromatografia Hquida de alta resolucidn (HPLE) con una columna semi-preparativa de silice
utitizando mezclas de n-hexano:acetato de etilo de polaridad creciente adecuadas a la naturaleza
de fa muestra. Se aislaron un total de 12 chamigrenos conocidos: {(+}-elatol; {-}-elatol; {+}-
debromoelatol;  (-}-10-bromochamigra-3,7{14)-dien-S-ol; {+}-obtusol; {-}-dendroidiol; {+}-
obtusano; (-}-3,10-dibromeo-4-clore-alfa-chamigreno; {-}-cartilagineol; {-}-rogiolol; {+}-iscobtusol

y nifediceno.

Las estructuras quimicas de los compuestos aisiados se establecieron por RMN de *H y B¢,
espectroscopia de correlacidn {COSY), correlacion de enface multiple heteronuclear (HMBC) v
correlacién cudntica simple heteronuclear {HSQC) en un sistema Bruker® Avance de 600 MHz
utitizando CDCl;. Los desplazamientos quimicos se informaron en ppm con referencia a las
sefiales del solvente {CDCl: 8H 7,26, 8C 77,16). Los datos de espectrometlria de masas se
adquirieron usando un  sistema VG-Autospec Fisons en modo de  ionizacidn por
slectropulverizacidn. Las rotaciones especificas [a]D se determinaron utilizando un Polarimetro
Perkin-Elmer® {modelo 241}, en condiciones de 20°C, linea D de sodio A = 589 nm y longitud de
paso celular 1 dm. Los compuestos se identificaron comparando sus datos espectroscdpicos con

la literatura disponible.

Eiemplo 2. Cuitivos celulares

Se utilizaron dos cepas de Naegleria fowleri obtenidas del American Type Culture Collection
{ATCC® 30808™ vy ATCC® 30215™) {LG Promochem, Barcelona, Espafia). Ambas cepas fueron
cuitivadas en Bactocasitona ai 2% {p/v} {Thermo Fisher Scientific, Madrid, Espafia) suplementada
con un 10% {v/v} de suero bovino fetal, 0,3 ug/mi de penicilina G sal sddica v 0,5 mg/ml de

sulfato de estreptomicina {Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia} a 37°C.

Para los ensayos de citotoxicidad se utilizd una linea celular de macrdfagos murinos 1774A01
{ATCC # TIB-67, LG Promochem, Barcelona, Espafia). Las células fueron cultivadas en medio
DMEM {Dulbecco’s Modified Eagle's médium) suplementado con un 10% de suero bovino fetal
v 10 ug/mi de gentamicing (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia). F cultive se mantuve 8 37°Cen una

atmaosfera del 5% de CO,.
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Eijemplo 3. Actividad in vitro contra Nasgleria fowleri y citotoxicidad

Todos los compuestos testados fueron disueltos en dimetilsulfoxido {DMSO). La actividad in vitro
de los compuestos seleccionados se evalud por un ensayo colorimétrics basado en af reactivo
alamaBlue®. Las amebas fueron sembradas en placas de 96 pocillos a una concentracidn de 2 x
105 célufas/mi (50 mi). A continuacion, se prepararon diluciones seriadas {en el mismo medio
en el que se encuentran las amebas} del compuesto vy se aftadieron {50 mi) a los pocilios donde
se encuentras las células de Noeglerio fowleri. Por Gltimo, se afadié un 10% del volumen total
de alamarBlue® a los pocilios v se dejd incubar en agitacidn suave a 37°C durante 48 horas,
Pasado ese tiempo, se realizd la lectura de la fluorescencia emitida en un lector de placas
Enspire® Multimode Plate Reader {Perkin Elmer, Espafia) utilizando una longitud de onda de
amision de 570 nm v una longitud de onda de excitacion de 585 nm {Rizo-Liendo A. vy cols. “in
Vitro Activity of Statins against Naegleria fowleri”; Pathog., vol. 8, no. 3, p. 122, 2018, doi:
10.3390/ pathogens8030122).

Para evaluar {a citotoxicidad se Hevd a cabo un ensayo basado en el reactivo alamarBiue®,
Brevements, los macréfagos murinos (2 x 105 células/mi} se incubaron con diluciones sariadas
del compuesto a evaluar realizadas en el mismo medio de cultive. Por Gltimo, se afiadid e
alamarBlue® a cada pocillo vy se mantuvo a 37°C y un 5% de C02 durante 24 horas. Pasado ase
tiempo, se realizd la lectura de la fluorescencia emitida en un lector de placas Enspire®
Muitimode Plate Reader {Perkin Elmer, Espafia) utilizando una longitud de onda de emisién de
570 nm vy una longitud de onda de excitacion de 585 nm {Arberas-Jiménez L. y cols. “Laurinternl
from Lourencia johnstonii eliminates Naoegleria fowleri triggering PCD by inhibition of ATPases,”

Sci. Rep., vol. 10, no. 1, pp. 1-13, 2020, doi: 10.1038/541598-020-74729-y).

Ejemplo 4. Evaluacidn de la induccidn de mecanismos de muerte celular
programada en Naegleria fowler]

Se evalud la presencia de diferentes eventos metahdlicos caracteristicos del procaso de muerts
celular programada con el uso de kits comerciales. Para la realizacion de los ensayos se utilizé Ia
cepa ATCC® 30808™, Las cdlulas {5 x 10° células/ml) fueron incubadas con la concentracidn
inhibitoria 20 del producto durante 24 horas a 37°C. Todos los resultados obtenidos fueron
comparados con células sanas como controf negative (Rizo-Liendo, A. y cols. "The type 2 statins,
cerivastating rosuvastatin and pitavastatin eliminate Noegleria fowleri at low concentrations and
by induction of programmed cell death {(PCDY"; Bioorg. Chem., vol, 110, p. 104784, 2021, dob:
10,1016/} .bioorg.2021.104784.}
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Ejemple 5. Actividad in vitro frente a 1a meningoencefalitis amebiana primaria de
ia coleccidn de chamigrenos

Los valores de actividad in vitro frente a Naegleria fowleri ATCC® 30808™ de la coleccion de
compuestos aislados estdn representados en la Tabla 1.

Tobla 1. Valores de concentracién inhibitoria 50 (IC50) frente o la cepa ATCC® 30808™ de

Naegleria fowleri. Los resultados se expreson como medio + desviacion esténdar v en ug/mi.

Compuestos iCso

{+}-elatol 0,36 £0,03

{-}-etalol 12,27 £ 2,68

{-}-roginlol 8,18+ 0,92
{+}-debromoelatol > 25
{-}-10-bromochamigra-3,7{14)-dien-9-ol > 25
{+}-obtusol » 25
{~1-dendroidini > 25
{+i-cbtusane > 25
{-1-3,10-dibromo-4-chloro-alpha-chamigreno > 25
{-}-cartilagineol » 25
isoabtusol + cartilagineo! »25
nifedicene + obtusane > 25

Los estudios de actividad con la coleccidn de compuestos disponibles han permitido identificar
que los chamigrenos, con destague para el compuesto {+}-elatol, muestran unos excelentes

resultados para & tratamiento de la N. fowler/.

Ejemplo 6. Comparacidén de la actividad in vitro de chamigrenos marinoes ocon
farmacos de referencia frente a {a meningoencefalitis amebiana primaria

Se evalud frente a Naegleria fowleri in vitro [a actividad y citotoxicidad de {+}-elatol, {-}-elatol y
{-}-rogiolol como chamigrenos marinos frente a otros compuestos similares como lauriterol v

debromolauriterol, con referencia a anfotericina B v miltefosina.

Tabla 2. Valores de concentracidn inhibitoria 50 {1Csg) frente a los cepas ATCC® 5 30808™ y ATCC®
30215 de Naegleria fowleri v concentracion citotdxica 50 {CCsp) frente a macrdfagos murines
1774A.1. Los resultados se expresan como media + desviacion estandar y en pg/mi. iS= indice de

sefectividad.
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ATLC® 30808™ ATCC® 30235™
Compuesto Lo
iCso is #so I5
{+}-elatol 0,36 + 0,03 57,02 0,38 + 0,06 54,03 20,53 +
4,33
{-)-etalol 12,27 + 2,68 4,39 ) ) 53,91 +4,28
{---rogiolol 8,18+ 0,92 5,57 - - 45,56 +
7,80
fauriterol 3,96 + 0,76 597 3,45 + 0,63 5,85 23,65 +
2,30
debromolauritercl | 5,54+ 1,19 274 14,13 + 2,37 1,07 15,17 +
2,80
Anfotericina B 0,11+003 | »1818,18 | 0,15+0,02 | »1333,33 > 200
Miltefosing 15,79 + 1,72 3,30 33,24+ 2,95 1,56 5212 +
3,61

Los valores de actividad de los chamigrenos activos, y en particular ef {+)-elatol, se muestran
comparables al farmaco de referencia Anfotericina B. Ademads, todos se muestran mucho mas

activos que el compuesto de referencia Miltefasina.

10
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REIVINDICACIONES

1. Uso del compuesto (+)-elatol en la preparacidon de un medicamento para el tratamiento o

prevencion de una infeccién de Naegleria fowleri en un sujeto.

2. Un uso de acuerdo a la reivindicacién 1, caracterizado por que dicha infeccién es una

meningoencefalitis amebiana primaria (MAP).

3. Un uso de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, caracterizado por que dicho

sujeto es humano.

4. Un uso de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, caracterizado por que dicho

sujeto es un animal.

5. Compuesto (+)-elatol para su uso en el tratamiento de la enfermedad causada por Naegleria

fowleri.

6. Composicién farmacéutica caracterizada por que comprende elatol y un excipiente
farmacéuticamente aceptable para su uso en el tratamiento de enfermedades causadas por

Naegleria fowleri.

7. Una composiciéon farmacéutica de acuerdo a la reivindicaciéon 6, caracterizada por que

comprende un principio activo adicional.

8. Una composicién farmacéutica de acuerdo a la reivindicacién 7, caracterizada por que dicho

principio activo adicional es un antifungico.

9. Una composicidn de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8, caracterizada por que

es una composicidén de administracién intravenosa o nasal.

10. Kit que comprende una formulacién de elatol y opcionalmente un compuesto adicional

donde dicho compuesto es un fungicida, e instrucciones de preparacion del agente activo frente

a una infeccién por Naegleria fowleri.

11
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