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Descripcion

Antecedentes de la invencion

[0001] La invencion se refiere generalmente al uso de lactonas sesquiterpénicas en
el tratamiento de infecciones causadas por Flaviviridae y, mas especificamente, al
uso de endoperoxidos de lactonas sesquiterpénicas para tratar infecciones por
hepatitis C, fiebre amarilla, fiebre del dengue, diarrea viral bovina y fiebre la peste
porcina clasica.

[0002] La infeccion crénica por hepatitis C es un problema de salud publica
importante que afecta a 180 millones de personas en todo el mundo (3% de la
poblacién), incluyendo 4 millones de personas en los Estados Unidos, y es una
causa principal de enfermedad hepatica crénica. Se prevé que la infecciéon por VHC
continue aumentando en los Estados Unidos y que haya el triple de personas
infectadas para el afio 2010. La infeccidn con el virus de la hepatitis C puede
conducir a una probabilidad aumentada de desarrollar una enfermedad hepatica
crénica grave y, en algunos casos, potencialmente mortal, incluyendo insuficiencia
hepatica y cancer.

[0003] La enfermedad hepatica cronica es la décima causa principal de muerte
entre adultos en los Estados Unidos, y representa aproximadamente 25.000
muertes al afio, o aproximadamente el 1% de todas las muertes. Los estudios
poblacionales indican que el 40% de las enfermedades hepaticas cronicas estan
relacionadas con el VHC, dando como resultado una estimacion de 8.000-10.000
muertes cada afo. Las estimaciones actuales de los costes médicos y de la pérdida
de mano de obra de las enfermedad hepaticas cronicas y agudas relacionadas con
el VHC son superiores a los 600 millones de ddlares anuales, y la enfermedad
hepatica en fase terminal asociada con el VHC es la indicaciéon mas frecuente para
el transplante de higado en adultos. Debido a que la mayoria de las personas
infectadas por VHC tienen edades comprendidas entre los 30 y 49 anos, el nUmero
de muertes atribuibles a la enfermedad hepatica crénica relacionada con el VHC
podria aumentar sustancialmente durante los préximos 10-20 afios, a medida que
este grupo de personas infectadas alcance edades a las que se aparecen
tipicamente complicaciones de la enfermedad hepatica crénica.

[0004] EI VHC se transmite principalmente a través de exposiciones percutaneas
directas importantes o repetidas a sangre. En los Estados Unidos, las dos
exposiciones mas comunes asociados con la transmision del VHC son la

transfusion sanguinea y el uso de drogas intravenosas. La terapia para la hepatitis
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C es un area de la practica clinica que cambia rapidamente. La terapia de
combinacion con interferon y ribavirina, un analogo nucleosidico, esta autorizada
para el tratamiento de pacientes con hepatitis C cronica sin tratamiento previo. Los
estudios de pacientes tratados con una combinacién de ribavirina e interferéon han
demostrado un aumento sustancial en los indices de respuesta sostenida,
alcanzando el 40%-50% en comparacion con los indices de respuesta del 15%-25%
con el interferon solamente. La mayoria de los pacientes que reciben interferon
experimentan sintomas tipo gripe al principio del tratamiento, pero estos sintomas
disminuyen con un tratamiento continuo. Los efectos secundarios posteriores
incluyen fatiga, supresion de la médula 6sea y efectos neuropsiquiatricos (por
ejemplo, apatia, cambios cognitivos, irritabilidad y depresién). La dosificacion del
interferon debe reducirse en el 10%-40% de los pacientes e interrumpirse en el 5%-
15% debido a efectos secundarios graves. La ribavirina puede inducir anemia
hemolitica y puede ser problematica para pacientes con anemia, supresion de
médula ésea o insuficiencia renal preexistente. En estos pacientes, deberia evitarse
la terapia de combinacion o deberian realizarse intentos para corregir la anemia. La
anemia hemolitica causada por la ribavirina también puede ser potencialmente
mortal para pacientes con cardiopatia isquémica o vasculopatia cerebral. La
ribavirina es teratogénica, y los pacientes de sexo femenino deberian evitar
quedarse embarazadas durante la terapia. Otros tratamientos, incluyendo
corticosteroides, ursodiol y timosina, no han sido eficaces. Altos niveles de hierro en
el higado podrian reducir la eficacia del interferén. Se ha estudiado el uso de una
terapia de reduccion de hierro (flebotomia o quelacién) en combinacién con el
interferén, pero los resultados no han sido concluyentes (www.cdc.gov). Por lo
tanto, existe una fuerte necesidad médica de descubrir y desarrollar nuevas
moléculas bioactivas que puedan usarse para tratar infecciones por hepatitis C con
efectos secundarios menores o reducidos y una mejor eficacia en comparacién con

tratamientos disponibles en la actualidad.

Descripcion Resumida de la Invencion

[0005] Se ha descubierto que las lactonas sesquiterpénicas que tienen la formula

general:
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tienen actividad frente a infecciones causadas por Flaviviridae, incluyendo virus de
la hepatitis C, de la diarrea viral bovina y de la fiebre porcina clasica. De forma
representativa, se describen en esta solicitud lactonas sesquiterpénicas preferidas
actualmente, aunque sera evidente para los expertos en la materia que otros
compuestos de lactonas sesquiterpénicas seran utiles en el tratamiento de
infecciones causadas por Flaviviidae. También se incluyen sales
farmacéuticamente aceptables de estos compuestos.

[0006] Las lactonas sesquiterpénicas preferidas son los endoperoxidos de lactonas

sesquiterpénicas artemisinina, dihidroartemisinina, artesunato y arteméter.

Breve Descripcion de los Dibujos

[0007] La Fig. 1 es una ilustracion de la estructura quimica de la artemisinina, la

dihidroartemisinina, el arteméter y el artesunato.

Descripcion Detallada de las Realizaciones Preferidas

[0008] En la presente memoria se describe el efecto antiviral de lactonas
sesquiterpénicas y, preferentemente, endoperoxidos de lactonas sesquiterpénicas,
tales como artemisinina, dihidroartemisinina, arteméter y artesunato, frente a
Flaviviridae especificos tales como el virus de la hepatitis C.

[0009] Los compuestos sesquiterpénicos preferidos de la presente memoria

comprenden compuestos de formula:

en la que: X1y X, se seleccionan de O, S, Se y NH; Y se selecciona de O, S, Se y
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NH; Z se selecciona de O, NH, S y Se, y Q se selecciona de CO, CHOH, CHOCHj,
CHOC;Hs, CHOC3;H; y CHOCOCCH,CH,COOH, y sales farmacéuticamente
aceptable de los mismos.

[0010] Los compuestos sesquiterpénicos de la invencion particularmente preferidos
actualmente incluyen artemisinina, en la que X1y X;son O, Yes O,Zes Oy Qes
C=0; dihidroartemisinina (artemisinina excepto por que Q es CHOH), arteméter
(artemisinina excepto por que Q es CHOCHj3); arteéter (artemisinina excepto por
que Q es COC;Hs); un producto de propilo (artemisinina excepto por que Q es
CHOC3;H;) vy artesunato (artemisinina excepto por que Q es
CHOCOCH,CH,COOH). El compuesto sesquiterpénico de la invencion mas
particularmente preferido actualmente es dihidroartemisinina.

[0011] Los endoperoxidos tienen un enlace peroxo (-O-O-) que en estos productos
se cree que es importante para su actividad como antimalarico. La sustitucion del
enlace peroxo con un -S-S- (disulfuro) o -Se-Se- (diselenuro) o -N-O- o -NH-NH-
(hidrazinas) y las diversas combinaciones de estos enlaces crearan nuevos
compuestos que también pueden tener actividad.

[0012] Los Flaviviridae son una familia importante de patdgenos virales de ARN
humanos y animales (Rice CM. 1996. Flaviviridae: the viruses and their replication.
En: Fields BN, Knipe DM, Howley PM, eds. Fields virology. Filadelfia: Lippincott-
Raven Publishers. Pags. 931-960). Los tres géneros reconocidos actualmente de
los Flaviviridae muestran diferencias distintivas en su transmision, intervalo de
hospedador y patogénesis. Son miembros de estos flavivirus clasicos el virus de la
fiebre amarilla, el virus del dengue y los pestivirus, tales como el virus de la diarrea
viral bovina (BVDV) y el virus de la fiebre porcina clasica (CSFV). EI miembro
caracterizado mas recientemente de esta familia es el patdégeno comun vy
exclusivamente humano, virus de la hepatitis C (VHC). Los Flaviviridae son virus
ARN monocatenarios que tienen ARN de polaridad gendmica con sentido (+). Otras
familias de virus con ARN con sentido (+) incluyen los Picornaviridae, Togaviridae,
Caliciviridae y Coronaviridae.

[0013] Los compuestos de la invencion pueden usarse en su forma nativa o como
sales. En casos en los que los compuestos son suficientemente basicos o acidos
para formar sales de bases o acidos no téxicas estables, la administracion de los
compuestos como sales puede ser apropiada. Son ejemplos de sales
farmacéuticamente aceptables sales de adicion de acidos organicos formadas con

acidos que forman un anién fisiolégico aceptable, por ejemplo, acetato, ascorbato,
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benzoato, citrato, etoglutarato, glicerofosfato, malonato, metanosulfonato, succinato
y tartarato. También pueden formarse sales inorganicas adecuadas incluyendo
sales de bicarbonato, carbonato, clorhidrato, nitrato y sulfato.

[0014] Los compuestos de Ila presente invencion pueden administrarse
convenientemente en una composicion farmacéutica que contiene el compuesto en
combinacion con un excipiente adecuado, siendo la composicién util para combatir
infecciones viricas. Dependiendo de si la preparacion se usa para tratar infecciones
viricas internas o externas, los compuestos y composiciones de la presente
invencion pueden administrarse por via parenteral, topica, intravaginal, oral o rectal.
[0015] Para la administracion parenteral, pueden prepararse soluciones del
compuesto activo o sus sales en agua, opcionalmente mezcladas con un
tensioactivo no téxico. También pueden prepararse dispersiones en glicerol,
polietilenglicoles liquidos, triacetina y mezclas de los mismos y en aceites.

[0016] Pueden determinarse dosificaciones utiles del compuesto comparando su
actividad in vitro. Se conocen en la técnica métodos para la extrapolacion de las
dosificaciones eficaces a seres humanos.

[0017] El compuesto se administra convenientemente en forma de dosificacion
unitaria; por ejemplo, que contiene de 0,1 a 2000 mg, convenientemente de 100 a
1000 mg, mas convenientemente, de 100 a 500 mg de ingrediente activo por forma
de dosificacion unitaria. La dosis deseada puede presentarse convenientemente en
una sola dosis o como dosis divididas administras a intervalos apropiados, por
ejemplo, como dos, tres, cuatro o mas subdosis al dia. La propia subdosis puede
dividirse adicionalmente, por ejemplo, en varias administraciones discretas
espaciadas de forma poco precisa; tales como inhalaciones multiples a partir de un
insuflador o por aplicaciéon de una pluralidad de gotas en el ojo.

[0018] Para infecciones internas, las composiciones pueden administrarse por via
oral o por via parenteral a niveles de dosis, calculados como la base libre, de
aproximadamente 1 a 30 mg/kg, preferentemente de 1 a 10 mg/kg de peso corporal
de mamifero.

[0019] EI régimen exacto para la administracion del compuesto y de las
composiciones descritas en la presente memoria dependera necesariamente de las
necesidades del sujeto individual a tratar, del tipo de tratamiento y, por supuesto,
del juicio del médico que lo atienda. Los compuestos de la presente invencion
pueden administrarse a un animal que necesite tratamiento. En la mayoria de los

casos, éste sera un ser humano, pero el tratamiento de animales de granja y de
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compania también se contempla especificamente como incluido en el alcance de la

presente invencion.

Materiales y Métodos

[0020] La artemisinina se adquirid en Aldrich. Los extractos vegetales brutos de
ajenjo (Artemisia absinthum) KE-4, ajenjo dulce (Artemisia annua) KE-5 y estragén
(Artemisia dracunculus) KE-6 se obtuvieron de Kemin Industries Inc., Des Moines,
Estados Unidos. Para preparar las muestras de KE-4, KE-5 y KE-6 se agitaron 2 g
de ajenjo, ajenjo dulce o estragon secado y molido durante 8 horas a temperatura
ambiente con 200 ml de hexano p.a. Después, la suspension se filtré a través de un
filtro de vidrio G3 y se evaporé a presién reducida. El residuo oscuro restante se
uso6 para las exploraciones bioldgicas. Se adquirid arteméter, dihidroartemisinina y
artesunato en Dafra Pharma. Los compuestos se exploraron frente a diversos virus
patdgenos, tales como el virus de la inmunodeficiencia humana (HIV), virus herpes
simple (HSV), virus vaccinia (VV), virus varicela-zoster (VZV) y el citomegalovirus
humano (CMV). Para todos los virus excepto para el CMV, se determind la CEs
(concentraciéon de compuesto eficaz necesaria para inhibir el 50% el efecto
citopatico inducido por HIV en cultivos celulares CEM humanos, el efecto citopatico
inducido por HSV y VV en cultivos celulares Ec<SM de fibroblastos embrionarios
humanos y la formacién de placas inducida por VZV en cultivos celulares de pulmén
embrionario humano (HEL)). Para la determinacion de la actividad antiviral,
expresada en Cls, contra CMV, se infectaron células fibroblasticas de pulmén
embrionario humano (HEL) en microplacas de 96 pocillos con 20 UFP de
virus/pocillo.

[0021] Después de 2 horas de incubacion a 37°C, las células infectadas se
rellenaron con 0,1 ml de medio que contenia diluciones en serie del compuesto de
ensayo. El dia 7, las placas se contaron microscopicamente después de la tincion
de las células con solucion de Giemsa. La concentracion antiviral minima se
expres6 como la dosis necesaria para inhibir el 50% la formacion de placas
inducida por virus.

[0022] Los compuestos también se exploraron frente a Flaviviridae. Debido al
hecho de que no existe ningun analisis in vitro adecuado para la exploracion frente
a VHC, se decidié explorarlos frente al virus de la diarrea viral bovina (BVDV) ya
que comparte muchas similitudes con el virus de la hepatitis C (Frolov I, McBride S

y Rice CM. Cis-acting RNA elements required for replication of bovine viral diarrhea
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virus-hepatitis C virus 5’ non-translated region chimeras. RNA 4, 1418-1435 (1998)).
Se han realizado exploraciones adicionales de arteméter frente a diferentes cepas
de BVDV.

[0023] Los compuestos también se inspeccionaron para determinar su actividad
antitumoral a través de la proliferacion de células de leucemia murina (L1210/0),
células de carcinoma mamario murino (FM3A) y células linfociticas T humanas
(Molt4/C8, CEM/0). La mejor actividad antiviral observada contra CMV y VZV era
del KE-6. En menor medida, la artemisinina mostraba actividad antiviral contra
HSV-2y WV.

Resultados v Discusion

[0024] En un primer conjunto de exploraciones (Tabla 1), se inspecciond la
actividad antiviral de la artemisinina y de algunos extractos brutos de Artemisia
(KE-4, KE-5 y KE-6) frente a HIV -1, HIV-2, HSV-1, HSV-2, VV, CMV y VZV.

Tabla 1 — Resultados de exploraciones frente a HIV-1, HIV-2, HSV-1, HSV-2, VV,

CMV y VZV.

Compuesto 4CE50 (ug/ml)

HIV-1  HIV-2 HSV-1 HSV-2 VWV Cmv CMV VzZv  VzZV

(ls)  (ROD) (KOS) (G) Davis AD-169 (HEL) (HEL)

(CEM) (CEM) (E¢SM) (EsSM) (EsSM) (HEL) (HEL)

"OKA  YS

Artemisinina  >20 >20 >400 240 240 >50 >50 >50 >50
KE-4 >20 >20 >80 >80 >80 >50 >50 >50 >50
KE-5 >100 >100 >240 >80 >80 >50 >50 >50 >50
KE-6 >20 >20 >80 >80 >80 10 33 17 30

850% Concentracion eficaz o concentracion de compuesto necesaria para inhibir el 50% el
efecto citopatico inducido por HIV en cultivos celulares CEM de linfocitos humanos, el efecto
citopatico inducido por HSV y VV en cultivos celulares EcSM de fibroblastos embrionarios
humanos y la formacion de placas inducida por CMV y VZV en cultivos celulares HEL de

pulmén embrionario humano.

[0025] Se realizdé una segunda exploracion antiviral (Tabla 2) para inspeccionar la
actividad frente al virus de la diarrea viral bovina (BVDV - cepa Pe515) en células
de rifldn bovino (MDBK).
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Tabla 2 — Resultados de exploraciones frente a BVDV en células MDBK

Compuesto CEso (ng/ml) BVDV MTC (ug/ml) MDBK
Artensunato 0,07 0,4
Arteméter 0,3 >100
Artemisinina 0,4 >100
Dihidroartemisinina 0,05 0,4
KE 4 >100 >100
KE 5 >100 >100
KE 6 >100 100

[0026] Se evalud la actividad antiviral usando la cepa Pe515 de BVDV en células
MDBK. Se determiné tanto la actividad antiviral como la citotoxicidad por medio del
método MTS. La CEsg es la concentracion necesaria para reducir el 50% el efecto
citopatico inducido por virus. La MTC (concentracion téxica minima) se defini6 como
la concentracion que causaba una reduccion >=20% en el metabolismo celular.
[0027] La MTC no se alcanzé a la mayor concentracion (100 ug/ml) para células
MDBK cuando se trataron con arteméter, artemisinina, KE 4 y KE 5. En este
ensayo, se observé una fuerte actividad de los endoperoxidos artemisinina,
dihidroartemisinina, arteméter y artesunato contra BVDV, un Flaviviridae, mientras
que la toxicidad celular continué siendo baja. Por lo tanto, estos productos podian
adoptarse como un posible tratamiento para infecciones causadas por Flaviviridae.
[0028] El arteméter se explord frente a diferentes cepas de BVDV, asi como frente
a BDV (virus de la enfermedad de la frontera) (Tabla 3).

Tabla 3 — Resultados de la exploracion de arteméter frente a BVDV y BDV

Arteméter 100 20 4 800 | 160 32 6,4 | 1,28 (0,512 | 0,256
pug/ml | pg/ml | pg/ml [ ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml

Sin infectar | Téxico - - - - - - - - _

BVDV Il ncp | Téxico | ++ ++ ++ e e B I I s
BVDV I cp | Téxico + + + + ++ ++ ++ ++ ++
BVDV I ncp [ Téxico + + + ++ +++ | 4+ | A+ | -+ |+

BDV Toxico + + + ++ ++ ++ ++ ++ ++
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+++ Todas las células son positivas

+++/- 50% de las células son positivas
++/- 10% de las células son positivas
BVDV Virus de la diarrea viral bovina

BDV Virus de la enfermedad de la frontera
cp Cepa citopatogénica

ncp Cepa no citopatogénica

[0029] Especialmente contra BVDVI cp, la cepa de BVDV que mas se parece al
VHC, el efecto del arteméter puede observarse claramente. El producto tiene una
CEgo= 0,16 ug/ml. Se descubrié que la concentracion toxica en estos experimentos
era de aproximadamente 100 pug/ml. También contra el BDV podia observarse un
efecto (CEgo = 0,8 ug/ml).

[0030] La artemisinina y los extractos brutos de Artemisia (KE-4, KE-5 y KE-6) se
exploraron frente a las lineas celulares tumorales L1210/0, FM3A/0, Molt4/C8 y

CEM/O0, pero no pudo encontrarse ninguna actividad interesante.

Conclusién

[0031] En las primeras exploraciones frente a virus ADN vy retrovirus no se pudo
observar ninguna actividad antiviral significativa. En las segundas exploraciones
frente al BVDV (virus ARN) se indicé claramente una fuerte actividad antiviral de la
artemisinina, el artesunato, el arteméter y la dihidroartemisinina. Estos productos,
todos endoperdxidos, mostraban una actividad significativamente mejor frente al
BVDV en comparacion con los extractos brutos de Artemisia ensayados. Puesto
que el BVDV y el VHC tienen muchas similitudes, la artemisinina, el arteméter, el
artesunato, la dihidroartemisinina y probablemente otros peroxidos pueden tener
propiedades antivirales potentes y selectivas frente al VHC.

[0032] Aunque la invencidn se ha descrito con respecto a una realizacion preferida
de la misma, también debe entenderse que no debe limitarse tanto puesto que
pueden realizarse cambios y modificaciones en la misma que se incluyen en el
alcance total deseado de esta invencion, como se define por las reivindicaciones

adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un sesquiterpeno que tiene la férmula:

LHs

H

en la que:
X1y X, se seleccionan del grupo que consiste en O, S, Se y N;
Y se selecciona del grupo que consiste en O, S, Se y N;
Z se selecciona del grupo que consiste en O, NH, Sy Se, y
Q se selecciona del grupo que consiste en CO, CHOH, CHOCH;, CHOC Hs,
CHOC;3H; y CHOCOCCH,CH,COOH,
y las sales farmacéuticamente aceptables del mismo, en la fabricacion de un
medicamento para el tratamiento de infecciones causadas por virus ARN con

sentido (+).

2. Uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la infeccion esta causada

por Flaviviridae sp.

3. Uso de acuerdo con la reivindicacién 1 ¢ la reivindicacion 2, en el que el

sesquiterpeno es un endoperoxido.

4, Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el
que el sesquiterpeno se selecciona del grupo que consiste en artemisinina y

analogos de artemisinina.

5. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que

la infeccion es hepatitis C.

6. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que

la infeccion es diarrea viral bovina o fiebre porcina clasica.
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7. Uso de acuerdo con la reivindicacién 3, en el que el sesquiterpeno se
combina con interferén o peg-interferdn.

8. Uso de acuerdo con la reivindicacién 7, en el que el sesquiterpeno se

selecciona del grupo que consiste en artemisinina y analogos de la artemisinina.

9. Uso de acuerdo con la reivindicacién 7 o la reivindicacion 8, en el que la

infeccidon es hepatitis C.

10. Un sesquiterpeno de férmula:

en la que:
X1y Xz se seleccionan del grupo que consiste en O, S, Se y N;
Y se selecciona del grupo que consiste en O, S, Se y N;
Z se selecciona del grupo que consiste en O, NH, Sy Se, y
Q se selecciona del grupo que consiste en CO, CHOH, CHOCH;, CHOC;Hs,
CHOC;3H; y CHOCOCCH,CH,COOH,
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo para su uso en el tratamiento de

infecciones causadas por virus ARN con sentido (+).

11. Un sesquiterpeno de acuerdo con la reivindicacion 10, para su uso en el

tratamiento de infecciones causadas por Flaviviridae sp.

12. Un sesquiterpeno de acuerdo con la reivindicacion 11, para su uso en el

tratamiento de la hepatitis C.
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REFERENCIAS CITADAS EN LA DESCRIPCION

Esta lista de referencias citadas por el solicitante es tinicamente para la comodidad del
lector. No forma parte del documento de la patente europea. A pesar del cuidado tenido en
la recopilacion de las referencias, no se pueden excluir errores u omisiones y la EPO niega

toda responsabilidad en este sentido.

Literatura diferente de patentes citadas en la descripcion

+  Flaviviridae: the viruses and their replication. Rice « Frolovl; McBride S ; Rice CM. Cis-acting RNA el-
CM. Fields virology. Lippincott-Raven Publishers, ements required for replication of bovine.viral di-
1996, 931-960 [0012] arrhea virus-hepatitis C virus 5" non-translated region

chimeras. RNA, 1998, vol. 4, 1418-1435 [0022]
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