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DESCRIPCION

Uso de seconeolitsina y N-metil-seconeolitsina para la fabricacién de medicamentos.
Campo técnico

La presente invencion se refiere al uso de seconeolitsina y N-metil-seconeolitsina para la fabricacion de medica-
mentos. Mds concretamente, la invencion se refiere al uso de los citados compuestos para fabricar medicamentos para
el tratamiento de enfermedades producidas por bacterias, fundamentalmente por Gram-positivas, preferiblemente para
el tratamiento de la neumonia. Estos compuestos podrian también ser utilizados para el tratamiento de enfermedades
producidas por bacterias Gram-negativas.

Antecedentes de la invencion

La resistencia a antimicrobianos es un serio problema clinico y de salud ptblica en todo el mundo desde hace afios,
tanto en el dmbito nosocomial como en el comunitario. La solucién de este problema en el futuro es uno de los grandes
retos que debe afrontar la medicina moderna. En este sentido, una de las estrategias mds importantes es la bisqueda
de nuevos antibiéticos como alternativa terapéutica a los conocidos hasta la fecha.

A pesar de la existencia de vacunas y del desarrollo de antibioticoterapia, Streptococcus pneumoniae continua
siendo una importante causa de mortalidad y morbilidad, el agente etiol6gico mds comin de neumonia adquirida en
la comunidad y causa frecuente de reagudizaciones de bronquitis crénicas, meningitis, otitis medias y sinusitis. S.
pneumoniae es un diplococo Gram-positivo, de cadenas cortas, comtinmente llamado neumococo; del cual se conocen
hasta la fecha 91 serotipos basados en el polisacdrido capsular. Esta bacteria se ha constituido en la principal causa
de neumonia extra-hospitalaria a nivel mundial, la segunda de meningitis, y de mdas del 50% de las otitis medias y
sinusitis a cualquier edad. Se estima que provoca entre 1 y 2 millones de muertes en menores de 5 afios en paises en
desarrollo. Junto con la tuberculosis, constituye una de las principales causas de muerte por infeccion.

Provoca alta morbi-mortalidad en adultos mayores por su deficiencia inmunitaria; con mayor incidencia en enfer-
mos pulmonares, cardiacos, diabéticos y alcohdlicos. La mortalidad asciende al 20-30% en pacientes de alto riesgo
y mayores de 65 afios. Las enfermedades que provoca son focales (otitis, sinusitis) o invasivas (denominadas técni-
camente neumoni{a, meningitis, sepsis, artritis, osteomielitis, endocarditis, peritonitis, pericarditis, celulitis y abscesos
cerebrales). En los paises donde se ha comenzado a vacunar contra Haemophilus influenzae b en forma rutinaria, el
neumococo se estd transformando en la primera causa de meningitis.

La neumonfa, es una enfermedad infecciosa que consiste en la infeccién de los espacios alveolares de los pulmo-
nes y que provoca su inflamacion. Puede ser una enfermedad grave si no se detecta a tiempo, llegando a ser mortal,
especialmente entre personas de edad avanzada y entre pacientes inmunodeprimidos. Aunque multitud de microorga-
nismos pueden causar neumonia, en la prictica s6lo unos pocos son los responsables de la mayorfa de los casos. Una
de las causas mds comiin de neumonfas es la infeccién por S. pneumoniae.

Las neumonias de origen bacteriano pueden tratarse con antibidticos, dependiendo la eleccién de tratamiento anti-
bidtico de la naturaleza de la neumonia, los microorganismos mds comunes que causan neumonia en el drea geografica
local, y el estado inmune subyacente y la salud del individuo. El tratamiento de la neumonia debe estar basado en el
microorganismo causal y su sensibilidad a los antibidticos conocidos. Sin embargo, la causa especifica para la neumo-
nia se identifica en sélo el 50% de los casos, incluso después de una amplia evaluacion. En el Reino Unido, amoxicilina
y claritromicina o eritromicina son los antibidticos seleccionados para la mayoria de los pacientes con neumonia ad-
quirida en la comunidad. En América del Norte, donde las formas “atipicas” de neumonia adquiridas en la comunidad
son cada vez mds comunes, la azitromicina, claritromicina, y las fluoroquinolonas han desplazado a la amoxicilina
como tratamiento de primera linea. La resistencia de S. pneumoniae a antibidticos S-lactdmicos y macrélidos se ha
extendido en todo el mundo en las dos tltimas décadas. Actualmente, fluoroquinolonas como levofloxacino, moxiflo-
xacino y gemifloxacino son los antibidticos recomendados para el tratamiento de estas infecciones. A pesar de que
la resistencia a fluoroquinolonas en S. pneumoniae es actualmente baja, inferior al 3%, es mds que probable que el
incremento de resistencias a estos antibidticos sea sdlo cuestion de tiempo.

Staphylococcus aureus es un coco Gram-positivo que normalmente vive en la piel o en las fosas nasales de porta-
dores sanos (2 a 3% de la poblacién mundial).

La mayorfa de las infecciones por S. aureus se presentan en personas inmunodeprimidas, generalmente pacientes
hospitalizados de larga duracién. Estos estafilococos causantes de infecciones intrahospitalarias pueden penetrar en la
piel a través de una herida o a través de un catéter o un tubo de respiracion. Por tanto, la infeccién puede ser menor
y local (abceso cutdneo) o puede ser mds grave y extendida (septicemia, endocarditis, sindrome t6xico). Los HA-SA
(S. aureus intrahospitalarios) son la principal causa de neumonia nosocomial e infecciones en heridas quirirgicas y
la segunda causa de bacteriemias nosocomiales. Durante los tltimos afios, se han incrementado las infecciones de S.
aureus en personas no consideradas de alto riesgo. Estas infecciones extrahospitalarias (o adquiridas en comunidad),
se dan en personas sanas que no tienen antecedentes de hospitalizacion en el dltimo afio. Muchas de estas infecciones
han ocurrido entre atletas que comparten equipos o elementos personales (como toallas o mdquinas de afeitar) y nifios
en guarderias.
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El tratamiento de las infecciones estafilocécicas ha evolucionado desde el inicio de la era antibidtica como conse-
cuencia de la emergencia de la resistencia y el desarrollo de nuevos antibacterianos. La penicilina empez¢ a utilizarse
ampliamente a partir de 1944, y tan solo 2 afios después, la resistencia en S. aureus mediada por la produccién de
beta-lactamasas alcanzaba 6% de los aislamientos; en 1948 este valor superaba 50%. Durante los afios 50 se di-
seminaron las cepas resistentes a la penicilina, asi como a otros antibiéticos cuyo uso se habia ido introduciendo,
como eritromicina, cloranfenicol, estreptomicina y tetraciclina. El problema se soluciond temporalmente a comien-
zos de la década del 60 con el desarrollo de las primeras cefalosporinas (cefalotina y cefaloridina), estables frente
a la betalactamasa estafilocdcica, reemplazadas luego por las 6-acil-penicilinas (meticilina y oxacilina). Desafortu-
nadamente, en 1961, el mismo afio en que la meticilina alcanz6 el mercado, se aisl6 la primera cepa de S. aureus
resistente (MRSA, por methicillin-resistant S. aureus), productora de una proteina de unién a penicilina adicional,
PBP-2A, con muy baja afinidad por los beta-lactdmicos. Después de una diseminacién inicial durante los afios 60,
MRSA decliné casi hasta cero en los afios 70, para reaparecer a mediados de la década de los 80. Desde entonces
es un problema creciente en los hospitales, donde alcanza hasta 50% de los aislamientos, y ha empezado a exten-
derse a la comunidad. Los glicopéptidos han sido el pilar del tratamiento de las infecciones por MRSA desde la
introduccion de estos antibidticos en 1958; sin embargo, el aislamiento de enterococos resistentes (VRE) y de es-
tafilococos coagulasa-negativos con susceptibilidad disminuida a finales de la década de 1980, hizo temer la apa-
ricion de resistencia en S. aureus. Casi una década después, en 1997, se describié en Japén la primera cepa con
resistencia intermedia a vancomicina y el primer aislamiento resistente se registré en Estados Unidos a mediados de
2002.

Por todo ello, la bisqueda de nuevos antimicrobianos, a ser posible frente a dianas diferentes, se hace impres-
cindible para prevenir el problema de la multirresistencia de las especies de microorganismos anteriormente cita-
das.

Las DNA topoisomerasas son enzimas requeridas para la regulacién del nivel de superenrollamiento del DNA
y facilitan el acceso de las maquinarias enzimdticas al DNA durante los procesos de replicacion, transcripcidn, re-
combinacion o reparacion. Las topoisomerasas de tipo I actiian sobre DNA de cadena sencilla y las de tipo 11, so-
bre DNA de doble cadena. Las DNA topoisomerasas de tipo II bacterianas (DNA girasa y DNA topoisomerasa IV)
son las dianas intracelulares de las fluoroquinolonas. Ambas son enzimas esenciales que controlan la topologia del
DNA. Ademds de estas dos enzimas, una tercera, la DNA topoisomerasa I (Topo I), actia en el control del supe-
renrollamiento, tanto en bacterias Gram-positivas como en Gram-negativas. La Topo I, actia relajando el DNA al
eliminar vueltas de superenrollamiento negativo mediante la rotura transitoria de una de las cadenas de DNA. Com-
puestos capaces de inhibir esta enzima esencial podrian ser nuevos antibidticos de importancia vital en la antibio-
ticoterapia del futuro dado que al dirigirse a una diana diferente evitarian el problema creciente de la resistencia
cruzada.

Algunos autores ya han descrito el efecto inhibidor de algunos alcaloides sobre la DNA-topoisomerasa 1 de E.
coli y Yersinia pestis (bacterias Gram-negativas). El articulo “Bacterial topoisomerase I as a target for discovery of
antibacterial compounds” de Yuk-Ching T. er al.', describe la topoisomerasa bacteriana I como diana potencial para
el descubrimiento de nuevos compuestos antibacterianos y demuestra que la acumulacion del complejo de escision de
DNA formado por la topoisomerasa I tiene propiedades bactericidas.

Por otra parte, el articulo “Compounds with antibacterial activity that enhance DNA cleavage by bacterial DNA
topoisomerase I’ de Cheng B. er al.?, describe un ensayo para seleccionar pequefias moléculas que inducen la res-
puesta de estrés en E. coli recombinante, que sobreexpresa la topoisomerasa I de Yersinia pestis. Los compuestos
seleccionados se ensayaron a continuacion para inhibicién del crecimiento y actividad topoisomerasa 1.

Sin embargo, a diferencia de la presente invencion, los compuestos aislados no presentaban actividad antibacteriana
potente, seglin se menciona en el propio articulo, (véase ref. 2, pag. 644, ultimo pérrafo).

Por tanto, existe la necesidad de identificar nuevos antibidticos cuya diana sea la topoisomerasa I, que presenten
una actividad antibacteriana potente, a fin de evitar el problema de la resistencia cruzada existente con los antibidticos
empleados habitualmente.

Breve descripcion de la invenciéon

La presente invencion describe el uso de dos alcaloides de estructura fenantrénica obtenidos a partir de boldina,
seconeolitsina y N-metil-seconeolitsina, cuyo procedimiento de sintesis y aislamiento se describe en detalle en el
Ejemplo 1 de la invencion, para la fabricacién de medicamentos, concretamente de antibidticos.

La utilizacién de determinados compuestos como antibidticos requiere, no sélo su efectividad contra una determi-
nada diana, en este caso la Topo I, sino también una actividad antibacteriana potente, reflejada en su CMI (concentra-
cién minima inhibitoria), que debe ser lo mds reducida posible. Los compuestos de la presente invencion presentaban
intervalos de CMI de 8-16 uM, frente a los utilizados por Cheng et al., que presentan valores de 40 a 100 uM. (véase
ref. 2 pdg. 644, tabla 1).
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Por lo tanto, un primer aspecto de la presente invencion, se refiere al uso de compuestos de férmula I:

|CH3
N
4 N
o R1
0

-0

donde R; = H 6 CH; (seconeolitsina o N-metil-seconeolitsina) para la fabricacion de medicamentos. Mds con-
cretamente, la invencion se refiere al uso de los citados compuestos para fabricar medicamentos para el tratamiento
de enfermedades producidas por bacterias Gram-positivas. Entre las enfermedades producidas por bacterias Gram-
positivas, se encuentran preferentemente las originadas por las especies Streptococcus pneumoniae y Staphylococcus
aureus.

Los compuestos descritos podrian ser asi mismo potencialmente Ttiles para fabricar medicamentos para el trata-
miento de enfermedades producidas por bacterias Gram-negativas.

A continuacion se describen las realizaciones de la presente invencion, solamente a modo de ejemplos y sin pre-
tender limitar en modo alguno el alcance de la misma.

Descripcion detallada de la invencién

En la busqueda de nuevas sustancias activas es interesante destacar la existencia de alcaloides fenantrénicos, pe-
quefio grupo de bases secundarias y terciarias Opticamente inactivas, que derivan biogenéticamente de aporfinas. Entre
ellos se encuentran seconeolitsina y N-metil-seconeolitsina, sintetizados a partir del alcaloide aporfinico boldina.

Sorprendentemente, se ha demostrado la actividad de dichos compuestos a nivel de la DNA topoisomerasa I, ligada
auna potente actividad antibacteriana de los mismos, reflejada en su reducida CMI, consecuentemente, una realizacion
adicional de la presente invencidn se refiere al uso de compuestos de férmula I:

|CH3
N
g N
o R1
0

donde R, =H 6 CH;,

para la fabricacién de un medicamento.
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Una realizacion preferida de la invencion es aquella en la que R, = H y el compuesto es seconeolitsina. Otra
realizacion alternativa es el caso en el que R, = CH; y el compuesto es N-metil-seconeolitsina.

Se han demostrado las buenas propiedades antibacterianas para ambos compuestos, por lo que se prefiere especial-
mente aquel uso en el que el medicamento fabricado es un antibiético.

La efectividad de ambos compuestos se ha comprobado frente a bacterias Gram-positivas, por lo que se consideran
realizaciones preferidas los usos de seconeolitsina o N-metil-seconeolitsina, respectivamente, para la fabricacién de
medicamentos para el tratamiento de enfermedades producidas por bacterias Gram-positivas.

Entre las bacterias Gram-positivas que causan infecciones mds graves y extendidas se encuentra Streptococcus
pneumoniae, sin embargo, uno de los elementos determinantes de las patologias originadas por dicho microorganis-
mo es la creciente resistencia del germen: la resistencia a la penicilina se hizo evidente en 1967, cuando se aislé por
primera vez un neumococo de estas caracteristicas (Nueva Guinea); y ya en 1977 se produjo un brote en Suddfrica,
con cepas resistentes a miltiples formacos. Hoy, los fracasos terapéuticos avalan esta alarmante situacion y su demos-
tracion se hace evidente en el laboratorio: hay neumococos resistentes a algunos antibiéticos S-lactdmicos, excepto
cefalosporinas de 3* generacion, aunque se han detectado cepas resistentes a cefotaxima y ceftriaxona.

De acuerdo con los hechos descritos, revisten especial interés las realizaciones de la invencion referidas al uso
de seconeolitsina o N-metil-seconeolitsina para fabricar medicamentos para el tratamiento de neumonia, bronquitis
cronica, meningitis, otitis medias o sinusitis, respectivamente.

As{ mismo, se consideran realizaciones preferidas de la invencién los métodos de tratamiento de enfermedades
bacterianas, que comprenden la administracién de una cantidad terapéuticamente efectiva de, al menos un compuesto
de férmula I, o una combinacién de los mismos. Dicho compuesto o compuestos podrian ser preparados junto con
cualquier excipiente farmacéuticamente aceptable, formando composiciones para su administracion bajo cualquier
forma farmacéutica habitual apropiada (p.ej.: jarabe, comprimidos, ampollas, etc.)

En cuanto a las vias de administracion, al igual que otros antibiéticos que contienen N en su estructura (tetracicli-
nas, ciprofloxacino, moxifloxacino?, los compuestos serdn hidrosolubles al estado de sal (“clorhidrato™), y por tanto
solubles en fluidos corporales, pudiéndose administrar por via oral o parenteral, siendo preferible la via oral para su
administracién a nivel ambulatorio (p.ej., sinusitis, otitis media) y la parenteral a nivel hospitalario (p.ej., neumonia,
meningitis).

Otro caso de especial relevancia, debido a lo habitual de las infecciones producidas es aquél en el que la bacteria
Gram-positiva es Staphylococcus aureus. Su alto grado de tolerancia frente a los antibidticos conocidos, especialmente
en el caso de las cepas resistentes a meticilina, lo hace un candidato ideal para el tratamiento con antibidticos dirigidos
a dianas diferentes.

Se prefieren por tanto las realizaciones relativas al uso de seconeolitsina o N-metil-seconeolitsina para la elabora-
cién de medicamentos para el tratamiento de infecciones nosocomiales, infecciones por herida quirtirgica, osteomieli-
tis, artritis séptica, infeccion cutdnea, endocarditis o meningitis, producidas por S. aureus.

También reviste especial importancia el uso de los compuestos descritos, para la fabricacién de un medicamen-
to para el tratamiento de enfermedades producidas por bacterias Gram-negativas. Una de las caracterfsticas Unicas
de las bacterias Gram-negativas es la estructura de la membrana externa. La parte exterior de la membrana com-
prende un complejo de lipopolisacdridos cuya parte lipidica actia como una endotoxina y es responsable de la ca-
pacidad patégena del microorganismo. Esta membrana externa protege asf mismo a las bacterias de varios antibié-
ticos, colorantes y detergentes que normalmente dafiarfan la membrana interna o la pared celular de peptidoglica-
no, constituyendo una barrera frente a la penetracion de los antibidticos. Por ello, si los antibidticos se dirigiesen a
bacterias Gram-negativas, podria ser necesario, en caso de impermeabilidad debida a la membrana externa, la uti-
lizacién de medios adicionales que facilitasen su penetracion en la célula, como por ejemplo, nanoparticulas. Por
tanto, los compuestos de la invencion podrian utilizarse adicionalmente para elaborar medicamentos para el tra-
tamiento de enfermedades producidas por bacterias Gram-negativas, incorpordndose a una nanoparticula en caso
necesario.

Descripcion de las figuras
Figura 1. Purificacion de TopA de S. pneumoniae

Se cultivaron en caldo liquido recombinantes de E. coli M15 conteniendo el pldsmido pQE-SPNtopA bajo el con-
trol de un promotor inducible por isopropil-beta-D-tiogalactopiranosido (IPTG). La induccién de los recombinantes
con IPTG dio lugar a la superproduccion de TopA unida a colas de histidina (6His-TopA). Se cargaron muestras de 10
ul en geles de SDS-Acrilamida y las proteinas se tifieron con azul de Comassie. Marcador de peso molecular (PM);
extracto crudo tras 0 min (EC) y 30 min (EC30) de induccion; lisado del EC30 (L); lisado tras pasar por columna (E0);
eluidos con imidazol 10-100 mM (E10 - E100). Como se puede observar en la figura, tras elucién con imidazol 100
mM se obtiene una fraccion de 84,6 kDa correspondiente a la proteina TopA purificada.
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Figura 2. Relajacién de DNA superenrollado negativamente, covalentemente cerrado (CCC)

Para ensayar la relajacion del pldsmido pBR322 en forma CCC, se incubaron 500 ng del pldsmido pBR322 CCC
(1.77 nM) en presencia de diferentes cantidades de 6His-TopA durante 1 hora a 37°C en tampdn de reaccién (Tris HCI
20 mM, pH 8,0, KC1 100 mM, MgCl, 10 mM, DTT 1 mM, 50 ug de BSA/ml). La reaccion se paré con EDTA 50 mM,
SDS al 1% y 100 pg/ml de proteinasa K, se precipité el DNA y se analizé mediante electroforesis en gel de agarosa
(al 1,2%), tifiendo con bromuro de etidio (A) después de hacerlo correr o incluyéndolo en el gel (B). PM, patron de
peso molecular; OC, circulo abierto; RC, circulo relajado covalentemente cerrado. La actividad enzimdtica convirtio
la forma CCC del pldsmido en topoisémeros con diferentes niveles de superenrollamiento que se observaron como
bandas con movilidad intermedia entre la forma CCC y la forma OC (circulos abiertos) 6 RC (circulos relajados)
cuando el gel se corri en ausencia de bromuro de etidio (panel A). Las formas RC migraron como una banda sencilla
cuando el gel se corrié en presencia de concentraciones saturantes de bromuro de etidio (panel B). Se definié una
unidad de actividad TopA como la cantidad de enzima capaz de relajar 50% de la forma CCC de pBR322en 1 ha
37°C, que correspondid a 42 ng (5 nM) de la enzima purificada.

Figura 3. Inhibicion de la actividad de relajacion de TopA por seconeolitsina (A) y N-metil-seconeolitsina (B)

Se utilizaron 500 ng de pBR322 superenrollado y 1 unidad de enzima en ausencia o presencia de seconeolitsina
0-100 puM, o N-metil-seconeolitsina 0,50 uM. PM, patrén de peso molecular. Como se puede observar, con valo-
res inferiores a 50 uM se reduce la actividad enzimidtica al 50% (la banda correspondiente a topA se va haciendo
progresivamente mds tenue al aumentar la concentracion de antibidtico).

Ejemplos
Ejemplo 1
Sintesis y aislamiento de los alcaloides

De un total de 22 alcaloides sintetizados a partir del alcaloide natural boldina, se han ensayado 19 alcaloides,
8 aporfinicos y 11 fenantrénicos con el fin de analizar la actividad enzimdtica de la DNA topoisomerasa I de S.
pneumoniae en presencia de los mismos. La sintesis, aislamiento y determinacion estructural de los dos alcaloides
mds activos se detalla a continuacion.

Para la semisintesis de ambos alcaloides fenantrénicos se seleccioné como producto de partida el compuesto co-
mercial boldina (Sigma). En primer lugar se procede a la semisintesis del alcaloide bromuro de 1,2,9,10-tetrahidroxi-
N-metil-aporfina, para ello, se parte de 425 mg, (1,298 mmol), de boldina y se somete a una O-desmetilacién por
tratamiento con HBr al 48% y dcido acético glaciar en agitacion y a reflujo a 130°C. Tras 4 horas en estas condi-
ciones, el bromuro de 1,2,9,10-tetrahidroxi-N-metil-aporfina, se obtiene por precipitacion en el crudo de reaccion
(482.8 mg, 1.269 mmol, Rto 97.8%). A continuaciéon 850 mg de dicho compuesto (2.234 mmol) se disuelven en
dimetil-sulf6xido (DMSO) (15 ml) con NaOH en exceso (700 mg), manteniéndose con agitacién y en atmosfe-
ra de N, a temperatura ambiente durante 12 horas. Transcurrido este tiempo, se aflade dibromometano (0,32 ml,
4,56 mmol), calentdndose la mezcla a 80°C durante 4 horas. Seguidamente, se deja enfriar y se realizan extraccio-
nes /1 (liquido/liquido) con diclorometano (DCM), realizando un lavado con H,O para eliminar restos de DMSO.
Mediante purificacién por cromatograffa en columna utilizando como fase movil acetato de etilo, se obtiene el pro-
ducto neolitsina (279 mg, 0.77 mmol, Rto 34,47%) que cristaliza en DCM en forma de agujas de color amarillo
pélido.

B K
1N j|\ JN DMSO, NaOH Tamb, g

H,CO//H/ ™~ “CHy HO Z \J/o\cu, N,, 15h K\
//\,// \\\ B"G \
ﬂ HBr 48%, AcOH | CH,Br,, 80 °C, 4h | -

o 0
H;CO'/ \f 130 °C Ho / I DCM
| o

OH OH o

neolitsina

Para la sintesis de seconeolitsina se disuelven 133 mg de neolitsina (0,412 mmol) en dicloroetano y se mantiene
15 min a 0°C. A continuacién se aflade 1 equivalente de a-cloroetil-cloroformato (ACE-Cl), calentdndose a reflujo
durante 1 hora. El crudo de reaccion se concentra a vacio y se disuelve en MeOH, calentdndose nuevamente durante
45 min a reflujo. Transcurrido este tiempo se concentra a sequedad y se determina mediante resonancia magnética
nuclear de protén (RMN-'H) el compuesto formado. En este caso se observa la formacién de la forma protonada de
seconeolitsina por lo que se procede a su basificacion a pH 10-11 hasta la obtencién del compuesto al estado de base.
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Se extrae con DCM y se purifica por cromatograffa en columna utilizando como fase mévil DCM/MeOH 9:1 (80 mg,
0,248 mmol, Rto 60%).

Para la obtencion de N-metil-seconeolitsina, previamente se sintetiza el alcaloide aporfinico yoduro de N-metil-
neolitsina por metilacién de neolitsina (100 mg, 0,275 mmol) con CH;I en CH;CN/MeOH (7,5:5,0) a temperatura
ambiente y con agitacion durante 16 horas. El yoduro de N-metil-neolitsina se obtiene tras su cristalizacién con
MeOH/ DCM (125,55 mg, 0,27 mmol, Rto 98%). La sintesis de N-metil-seconeolitsina se llevé a cabo mediante
reaccién de eliminacién de Hofmann. El yoduro de N-metil-neolitsina (136 mg, 0,29 mmol) se disuelve en agua y
se aflade Ag,O en cantidad equimolecular (75 mg, 0,31 mmol). Tras 16 horas en agitacion a temperatura ambiente y
atmosfera de N, se filtra con celita para eliminar el Agl y el exceso de Ag,O. Se disuelve KOH en H,O (1,9 gen 3 ml)
y se afiade al filtrado. Se calienta la mezcla a reflujo durante 1 h hasta que por cromatografia en capa fina se ve que la
reaccién ha finalizado. Por tltimo se realizan extracciones 1/l con DCM y se obtiene el compuesto por cristalizacién
con MeOH/DCM en forma de cristales amorfos grisdceos (32 mg, 0,085 mmol, Rto 29,3%).

J/\\//\ 0. w /\\//N\H
.y CH,Cl,, ACE-CI < f [
1/ J/ TCH, reflujo 1h o \TJW

- R
[ MeOH, reflujo |i '
s \/ 45 min .
o ; Py
| o 7/
o J
CH;CN/MeOH seconeolitsina

ICH,, Tamb, 24h

[« B e P N

O Lew
— = N
\O \(// \J/ AR CH,
(W/ H,0, Ag,0. 16h,
/‘\ e Tamb
o \f/ KOH, reflujo, 1h
o

N-metil-seconeolitsina

1.1 Determinacion estructural de los alcaloides

La determinacion estructural de seconeolitsina y N-metil-seconeolitsina se ha llevado a cabo fundamentalmente
mediante el empleo de resonancia magnética nuclear de 'H y '>C monodimensional y de doble dimensién (homonu-
clear COSY y heteronuclear HMQC). La determinacion de la masa molecular se ha realizado por espectrometria de
masas de ionizacién quimica. Asi mismo también se han realizado espectros de ultravioleta y la determinacién de
constantes fisicas como el punto de fusion, de gran importancia en la determinacién de pureza.

Seconeolitsina: Ciy Hy; N Oy; pto de fusion 111-113°C; UV (MeOH): 4, (log &) = 262 (0,40), 289 (0,12), 325
(0,07); RMN-'H (DMSO-d,) 6 (ppm): 2,32 (3H, s, N-CHs), 2,76 (2H, m, CH,,), 3,14 (2H, m, CH,p), 6,16 (2H, s,
OCH,0-6,7), 6,24 (2H, s, OCH,0-3,4), 7,22 (1H, s, H-2), 7,40 (1H, s, H-8), 7,56 (1H, d, J= 9,3 Hz, H-9), 7,81 (1H,
d, J= 9,3 Hz, H-10), 8,39 (1H, s, H-5); RMN-"C (DMSO-d;) § (ppm): 32,88 (CHy), 35,75 (NCHs3), 52,73 (CHa,),
100,93 (OCH,0, C-3,4), 101,48 (OCH, 0, C-6,7), 104,37 (C-5), 105,19 (C-8), 110,29 (C-2), 116,28 (C-4a), 121,31 (C-
10), 123,44 (C-5a), 124,32 (C-9), 125,01 (C-10a), 128,15 (C-8a), 131,33 (C-1), 140,64 (C-4), 144,03 (C-3), 147,03*
(C-7) 147,10* (C-6); EMIE-AR m/z=323,1165, EMIE m/z (int. rel.)= 323 (10), 280 (100), 279 (32), 221 (2), 163 (14).

N-metil-seconeolitsina: Cy, H,g N Oy; pto de fusion 132-134°C; UV (MeOH): 4,,,,, (log &) = 262 (0,40), 289 (0,12),
325 (0,07); RMN-'H (DMSO-ds) § (ppm): 2,22 (6H, s, N-(CH;),), 2,49 (2H, m, CH,, ), 3,12 (2H, m, CHy), 6,17 (2H,
s, OCH,0-6,7), 6,25 (2H, s, OCH,0-3,4), 7,25 (1H, s, H-2), 7,41 (1H, s, H-8), 7,57 (1H, d, J= 9,3 Hz, H-9), 7,75 (1H,
d, J=9,3 Hz, H-10), 8,39 (1H, s, H-5); RMN-"C (DMSO-ds) ¢ (ppm): 30,79 (CHas), 45,10 (N(CH3),), 60,51 (CHa,),
100,94 (OCH,0, C-3,4), 101,48 (OCH,0, C-6,7), 104,39 (C-5), 105,19 (C-8), 110,29 (C-2), 116,28 (C-4a), 121,15
(C-10), 123,47 (C-5a), 124,40 (C-9), 124,90 (C-10a), 128,12 (C-8a), 131,50 (C-1), 140,60 (C-4), 144,05 (C-3), 146,80
(C-6) 146,80 (C-7); EMIE-AR m/z = 337,1317, EMIE m/z (int. rel.)= 337 (100), 279 (63), 221 (5), 191 (5), 163 (58).
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Ejemplo 2
Purificacion de la topoisomerasa I de S. pneumoniae
1.1. Clonacion del gen topA

La secuencia del gen topA de S. pneumoniae R6 se obtuvo de la secuencia publicada del genoma®*. El pldsmido para
clonarlo fue pQE-1 y el sistema de expresion E. coli M15 (pREP4)/pQE-1 (QIAGEN). Se amplificé el gen spr1141
por PCR a partir de DNA cromosémico de S. pneumoniae R6 usando como cebadores:

TOPAUP2 (5-GTGGCTACGGCAACAAAAAAGAA-3)y
TOPADOWN (5 -cgcgegeatgc TTATTTAATCTTTTCTTCCTC-37)

(1 uM de cada uno). El extremo 5° de TOPADOWN inclufa la diana para la enzima de restriccion Pael. El cebador
en sentido directo TOPAUP?2 incluy6 el coddn de iniciacién GTG, mientras que el inverso TOPADOWN incluyé la
secuencia complementaria al codén de parada TAA (subrayado). La amplificacién se realizé con un ciclo inicial de
desnaturalizacion a 94°C durante 2 minutos y un ciclo inicial de amplificacion (30 segundos a 94°C, 1 minuto a 55°C
y 2.5 minutos de extension con la polimerasa Pfu a 72°C). Posteriormente se realizaron 30 ciclos de amplificacion
(2 minutos a 94°C, 30 segundos a 94°C, 1 minuto a 55°C y 2,5 minutos a 72°C) y finalmente 7 minutos mds de
extension a 72°C y enfriamiento a 10°C. El producto de PCR fue limpiado (QIAquick PCR Purification Kit, QIAGEN),
digerido con Pael y clonado en el pldsmido pQE-1 (previamente digerido con Pael + Pvull) para transformar E. coli
M15. Se seleccionaron 7 transformantes que llevaban insertos del tamafio adecuado. Se secuenciaron 820 pb con los
oligonucledtidos:

pQE-seq3 (5 -AGCTAGCTTGGATTCTCACC-3") y
pQE-seq5 (5-GAGGCCCTTTCGTCTTCA-3%)

y se confirm¢ que la fusién de TopA a la cola de 6 His se habia realizado en fase. El pldsmido resultante, que lleva
clonado el gen topA de S. pneumoniae unido a 6 residuos His en su extremo N-terminal se denominé pQE-SPNtopA.

1.2. Hiperexpresion de 6His-TopA

El sistema de expresion permite la superproducciéon de protefnas unidas a colas de His bajo el control de un
promotor del fago T5 regulable por IPTG (isopropil-beta-D-tiogalactopiranosido). Se hizo crecer un cultivo de E. coli
M15 (pREP4)/ pQE- SPNTopA a 37°C en LB (caldo de cultivo liquido) con ampicilina (250 pg/ml) y kanamicina
(25 pg/ml) hasta DOgy = 0,6. Se afiadié IPTG (1 mM) y se incubd 30 minutos a 37°C, se recogieron las células por
centrifugacion, se lisaron durante 30 minutos a 4°C en tampdén A (NaH,PO,50 mM, pH 8, NaCl 300 mM, imidazol 10
mM) y lisozima (1 mg/ml) y se disgregaron mediante ultrasonidos. Tras centrifugar durante 20 minutos a 10.000 g a
4°C se purifico la Topol-6His mediante cromatografia de afinidad Ni-NTA segun se detalla a continuacion:

1.3. Cromatografia de afinidad Ni-NTA

El extracto que contenfa 6His-TopA se carg6 en una columna de Ni-NTA (QIAGEN) 2 ml de resina al 50% en
tampon A). La columna se lavé con 10 ml del tampén A y posteriormente se eluyeron las proteinas adheridas a la
matriz aplicando consecutivamente 10 ml de tamp6n A con diferentes concentraciones de imidazol (60, 100, y 200
mM). Se recogieron fracciones de 2 ml que se analizaron por electroforesis en geles de SDS-Acrilamida, observdndose
tras tincion con azul de Comassie una proteina de tamafio similar a TopA que eluy6 a 100 mM de imidazol y que
presentaba una pureza del 90%. La fraccion que contenia la proteina se dializ6 frente al tampén B (Tris HC1 20 mM,
pH 8§, KCI 50 mM, DTT 1 mM, glicerol al 50%). (Véase Figura 1). El rendimiento de la purificacién fue de 0,8 mg
de protefna por litro de cultivo. La concentracién fue de 80 pg/mly la actividad especifica 2,4 x 10* unidades/mg. La
proteina purificada se conservé a -20°C. En estas condiciones la proteina permanece activa por un periodo de al menos
7 meses.

Ejemplo 3
Caracterizacion de la actividad de TopA: relajacion de DNA con superenrollamiento negativo

Las reacciones de relajacion se realizaron en un volumen final de 100 ul con 0,5 pug de DNA superenrollado del
pldsmido pBR322, en tamp6n Tris HC1 20 mM, pH 8, KCI1 100 mM, MgCl, 10 mM, DTT 1 mM y 50 ug BSA/ml. Tras
1 hora de incubacién a 37°C con la enzima 6His-TopA, la reaccion se pard por incubacién durante 2 min a 37°C en
presencia de EDTA 50 mM y durante 30 minutos a 37°C en presencia de SDS al 1% y 100 pg/ml de proteinasa K. Las
muestras se precipitaron con etanol y se volvieron a suspender en agua. La cuantificacién del DNA relajado obtenido
como consecuencia de la actividad de TopA se realiz6 mediante densitometria de los geles utilizando el programa
Quantity One (BIORAD). La unidad enzimadtica se definié como la cantidad de enzima capaz de relajar 50% del DNA
superenrollado. Dicha unidad correspondié a 42 ng de la enzima. (Véase Figura 2).
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Ejemplo 4
Inhibicion de la actividad de TopA por alcaloides

La inhibicién de la actividad enzimdtica se logré por incubacion previa de TopA con el alcaloide durante 10 min
a 4°C. Posteriormente, se llevé a cabo la reaccidn tras la adicion del sustrato (0.5 ug de pBR322) en las condiciones
de reaccién establecidas en el apartado anterior. Se determinaron los valores de ICs, (expresados como media de
tres experimentos independientes) correspondientes a la concentracion de producto necesaria para reducir la actividad
enzimdtica en un 50%. Todos los alcaloides estudiados dieron lugar a valores de ICs, mayores a 50 uM con excepcion
de la seconeolitsina y la N-metil-seconeolitsina cuyos valores de ICs, fueron de 17 + 0,5 uM. (Véase Figura 3).

Ejemplo 5
Inhibicion del crecimiento bacteriano

Para comprobar la actividad antibacteriana de los 19 alcaloides sintetizados frente a S. pneumoniae, se llevaron a
cabo ensayos de sensibilidad por el método de microdilucién en caldo siguiendo el protocolo descrito por el National
Committee for Clinical Laboratory Standards’. Se incluyeron 15 cepas de S. pneumoniae: cuatro como cepas control
(S. pneumoniae ATCC 6303, S. pneumoniae R6 y S. mitis NCTC 122617) dos sensibles a ciprofloxacino y 10 resis-
tentes ciprofloxacino y otros antibidticos (Tabla 1). Los aislados clinicos de la tabla 1 se han descrito previamente®.
La CMI (concentraciéon minima inhibitoria) fue la menor concentracién de alcaloide capaz de inhibir el crecimiento
visible de la bacteria tras 20 horas de crecimiento a 37°C en medio AGCH. Entre los 19 alcaloides analizados, la se-
coneolitsina y la N-metil-seconeolitsina fueron los que mejor actividad antibacteriana mostraron, con rangos de CMI
de 8-16 uM.

TABLA 1

Caracteristicas de las cepas utilizadas

Patrén de

Aislado Origen Serotipo Resistencia PFGE
R6 No S
ATCC 6303 3 S

Sensibles NCTC 12261’ S
CipS-6.8 Sangre 4 PE

Lavado
CipS-6.9 broncoalveolar 35C S
CipR-6.20 Esputo 14 PTCECISxTCip |[Spain’’-3
CipR-6.16 Sangre 14 PSxTCip Spain®’-3
CipR-6.8 Sangre Qv PSxTCip Spain”’-3
CipR-6.34 Sangre 8 TECICip Sweden™"-25
CinR CipR-6.42 Sangre 14 PTECICip Sweden'™"-25

CipR-6.45 Sangre 8 TECICip Sweden'"-25
CipR-6.72 Sangre 15A PTECICip Sweden™"-25
CipR-6.68 Esputo 11 Cip 1101
CipR-6.5 Sangre 33 ECICip 3312
CipR-6.15 Sangre 16 SxTCip 1612

PFGE, electroforesis en campo pulsante patrones Smal. S, sensible a todos los antibiéticos utilizados;
P, resistente a penicilina (MICs de 0,12 a 4 ug/ml); T, resistente a tetraciclina (MICs >4 ug/ml); C,
resistente a cloramfenicol (MICs >8 ug/ml); E, resistente a eritromicina (MICs >0,5 ug/ml; Cl, resistente
a clindamicina (MIC >1 pg/ml); SxT, resistente a cotrimoxazol (MIC >4/76 ug/ml); Cip: resistente a
ciprofloxacino (MICs >4 ug/mL).
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TABLA 2

Inhibicion del crecimiento bacteriano por 19 alcaloides

5 Se determiné la concentracién minima inhibitoria (CMI) de 19 alcaloides frente a 15 cepas de S. pneumoniae con
distinta sensibilidad a varios antibidticos. Esos 19 productos incluyeron la seconeolitsina (nimero 17) y la N-metil-

seconeolitsina (nimero 16).

10
Cepas CMI (uM)
S. pneumoniae| B N S 3 4 6 7 10 11 12 13 14 16 17 19 20 21 2 23
15 R6 1000 500 500 500 »>250 250 250 1000 125 125500 125 16 16 1000 500 1000 1000 62
ATCC 6303 1000 500 1000 1000 >250 >250 250 1000 125 125500 125 16 16 1000 1000 1000 1000 125
CipS-6.8 1000 500 500 500 >250 >250 125 1000 125 125500 125 16 16 1000 1000 1000 1000 62
20 CipS-6.9 1000 1000 1000 1000 >250 >250 250 1000 125 125500 125 16 16 1000 1000 1000 1000 125
CipR-6.20 1000 250 1000 500 »>250 >250 250 1000 125 125500 62 8 16 1000 1000 1000 1000 125
CipR-6.16 1000 500 1000 1000 >250 >250 500 1000 125 125500 125 16 16 1000 1000 1000 1000 62
28 CipR-6.8 1000 500 500 500 »>250 >250 250 1000 62 125500 62 8 8 1000 1000 1000 1000 125
ICipR-6.42 1000 500 1000 1000 >250 >250 250 1000 125 125500 62 8 8 1000 1000 1000 1000 125
ICipR-6.45 1000 1000 500 500 >250 =250 250 1000 125 125500 62 8 16 1000 500 1000 1000 125
0 CipR-6.68 1000 500 500 500 >250 >250 250 1000 125 125500 62 8 8 1000 1000 1000 1000 125
CipR-6.5 1000 500 500 500 »>250 >250 250 1000 125 125500 62 16 16 1000 1000 1000 1000 62
CipR-6.15 1000 500 1000 1000 >250 >250 250 1000 125 125500 62 16 8 1000 1000 1000 1000 62
35 S. mitis
NCTC 12261 1000 1000 1000 1000 >250 >250 250 1000 125 125500 125 16 16 1000 1000 1000 1000 125
0 Referencias bibliograficas
1. Yuk-Ching T. Bacterial topoisomerase I as a target for discovery of antibacterial compounds. Nucleic Acids
Res. 2009; 37:731-737.
N 2. Cheng B., Liu I F, Tse-Dinh Y C. Compounds with antibacterial activity that enhance DNA cleavage by
bacterial DNA topoisomerase 1. J Antimicrob Chemother. 2007; 59:640-5.
3. ES 2.105.970, Laboratorios SALVAT, S.A.
50

4. Hoskins J, Alborn W E, Arnold J, Blaszczak L C, Burgett S, DeHoff B S, er al. Genome of the bacterium
Streptococcus pneumoniae strain R6. J Bacteriol. 2001; 183:5709-17.

5. National Committee for Clinical Laboratory Standards. Performance standards for antimicrobial susceptibility
55 testing. Fourteenth informational supplement. NCCLS document M100-S14. Wayne (PA): The Committee; 2004.

6. De la Campa A G, Ardanuy C, Balsalobre L, Pérez-Trallero E, Marimén J M, Fenoll A, Lifiares, J. Changes

in fluoroquinolone-resistant Streptococcus pneumoniae after 7-valent conjugate vaccination, Spain. Emerg Infect Dis.
2009; 15:905-911.
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REIVINDICACIONES
1. Uso de compuestos de férmula I:
CHs
|
o) N
<O \R1
0

donde R, =H 6 CH;,

para la fabricacion de un medicamento.

2. Uso, segtin la reivindicacion 1, en el que R, = H y el compuesto es seconeolitsina.

3. Uso, segtin la reivindicacion 1, en el que R; = CHj; y el compuesto es N-metil-seconeolitsina.

4. Uso, segun las reivindicaciones 1-3, en el que el medicamento es un antibidtico.

5. Uso, segtin la reivindicacion 4, en el que el antibidtico es efectivo frente a bacterias Gram-positivas.

6. Uso, seglin las reivindicaciones 1-5, en el que dichos medicamentos estdn disefiados para ser administrados por
via oral.

7. Uso, segtin las reivindicaciones 1-5, en el que dichos medicamentos estdn disefiados para ser administrados por
via parenteral.

8. Uso, seglin las reivindicaciones 5-7, en el que la bacteria Gram-positiva es Streptococcus pneumoniae y las
enfermedades producidas son: neumonia, bronquitis crdnica, meningitis, otitis medias o sinusitis.

9. Uso segtn la reivindicacion §, para el tratamiento de la neumonia.

10. Uso segtin la reivindicacion 8, para el tratamiento de la bronquitis crénica.

11. Uso segtn la reivindicacion 8, para el tratamiento de la meningitis.

12. Uso, segun la reivindicacién 8, para el tratamiento de la otitis media.

13. Uso, segun la reivindicacién 8§, para el tratamiento de la sinusitis.

14. Uso, segtn las reivindicaciones 5-7, en el que la bacteria Gram-positiva es Staphylococcus aureus y las enfer-
medades producidas son: infecciones nosocomiales, infecciones por herida quirdrgica, osteomielitis, artritis séptica,
infeccién cutdnea, endocarditis 0 meningitis.

15. Uso, segun la reivindicacion 14, para el tratamiento de las infecciones nosocomiales.

16. Uso, segun la reivindicacion 14, para el tratamiento de las infecciones por herida quirtrgica.

17. Uso, segun la reivindicacion 14, para el tratamiento de la osteomielitis.

11
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18. Uso,
19. Uso,
20. Uso,

21. Uso,

ES 2363 074 Al

segun la reivindicacién 14, para el tratamiento de la artritis séptica.
segtin la reivindicacién 14, para el tratamiento de la infeccién cutdnea.
segun la reivindicacién 14, para el tratamiento de la endocarditis.

segtin la reivindicacion 14, para el tratamiento de la meningitis.

12
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Base de la Opinion.-

1-21

1-21

S|
NO

Sl
NO

. Este requisito fue evaluado durante la fase de

La presente opinion se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.
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OPINION ESCRITA

N¢ de solicitud: 200931186

1. Documentos considerados.-

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

D01 LIOU, Y.-F. et al. Journal of the Taiwan Pharmaceutical 1979
Association 1979, Vol. 31, N2 1, pp. 28-39.

D02 TSE-DINH, Y.-C. Nucleic Acids Research 2009, Vol. 37, N2 3, 28.11.2008
pp. 731-737.

D03 ESTELLES, R. et al. Journal of Leukocyte Biology 2005, Vol. 78, 00.09.2005
pp. 696-704.

D04 ESTELLES, R. et al. British Journal of Pharmacology 2003, 14.10.2003
Vol. 140, pp. 1057-1067.

D05 MISHRA, B.B. et al. Fitoterapia 2009, Vol. 80, pp. 81-90. 31.10.2008

2. Declaracién 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 (l) con dos grupos de metilendioxibenceno condensados, en
concreto seconeolitsina y metil-seconeolitsina, para la fabricacion de un medicamento efectivo frente a bacterias Gram-
positivas.

El documento D01 divulga una serie de alcaloides, entre los que se encuentran los derivados de fenantreno N-1 y N-2, que
se diferencian de los compuestos de la invencion de férmula | tan sélo en que los grupos metilendioxi de éstos han sido
sustituidos por grupos metoxilo (ver pagina 33). Estos compuestos presentan diversas actividades biologicas, incluyendo
actividad antitumoral y antimicrobiana, siendo efectivos frente a Streptococcus, entre otras bacterias (ver pagina 35, parrafo

1).

El documento D02 divulga una serie de compuestos que actlian sobre la toposiomerasa bacteriana | y, como consecuencia
de ello, presentan actividad antibacteriana (ver pagina 731, resumen). Entre estos compuestos se encuentra el derivado de
metilendioxifenantreno 1 (ver pagina 735, figura 2), que se diferencia del compuesto de la invencién en que contiene un solo
grupo metilendioxi.

El documento D03 divulga la actividad antiinflamatoria de boldina (B) y otros dos alcaloides fenantrénicos semisintéticos,
secoboldina (SB) y metinboldina (BM). Estos dos Ultimos se diferencian de los compuestos de la invencion en los grupos
protectores de los hidroxilos presentes, ya que dos de dichos grupos hidroxilo se encuentran libres y los otros dos estan
protegidos en forma de metoxilo (ver pagina 697, figura 1).

El documento D04 divulga dos alcaloides derivados de fenantreno, uvariopsina y estefenantrina, que presentan el mismo
esqueleto fundamental que los compuestos de la invencién, pero se diferencian de éstos en que no contienen nitrégeno en
la cadena lateral, y ademas tienen un solo grupo metilendioxi (ver pagina 1058, figura 1), y su efecto en las interacciones in
vivo inducidas por angiotensina Il entre las células del endotelio y leucocitos.

El documento D05 divulga los alcaloides derivados de fenantreno, neolitsina (21) y criptodorina (22), que presentan el
mismo esqueleto fundamental que los compuestos de la invencion, pero se diferencian de éstos en que el atomo de
nitrégeno de la cadena lateral se encuentra unido al esqueleto de fenantreno formando un ciclo de seis eslabones
condensado con dicho fenantreno y su actividad leishmanicida (ver pagina 85, columna 2, parrafo 3).

Los documentos citados muestran solo el estado de la técnica del campo al que pertenece la invenciéon. Ninguno de ellos,
tomado solo o en combinacién con los otros divulga o contiene sugerencia alguna que pudiera dirigir al experto en la materia
hacia el uso de un compuestos de férmula (I}, derivados de fenantreno con dos grupos metilendioxi y una cadena lateral
portando un sustituyente dimetilamino, para la fabricacion de un medicamento.

Por tanto, se considera que la invencién recogida en las reivindicaciones 1-21 reline los requisitos de novedad y actividad
inventiva exigidos en los Articulos 6.1 y 8.1 de la Ley de Patentes.
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