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Derivados de andrografélido para su uso en el
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DESCRIPCION

Derivados de andrografélido para su uso en el tratamiento de la enfermeda

CoViD-19 y fibrosis pulmonar asociada a CoViD-19

La presente invencién se refiere a un derivado de andrografélido para su uso como
antiviral para el tratamiento de la enfermedad CoViD-19 o fibrosis pulmonar asociada a
CoViD-19.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La rapida expansién de la pandemia mundial CoViD-19 ha supuesto una grave amenaza
para los sistemas de salud de todos los paises debido a su alta tasa de hospitalizacion
y mortalidad. Un porcentaje importante de los enfermos de CoViD-19 fallecen a causa
de la tormenta de citoquinas, generada por una respuesta inflamatoria exagerada del
organismo humano, frente a una infeccidon sobre la que no posee inmunidad previa. Por
otro lado, muchos de los pacientes que sobreviven a la enfermedad después de su
estancia de mayor o menor duracién en la Unidad de Cuidados Intensivos (UCI), quedan

con secuelas pulmonares graves debido a la tormenta de citoquinas.

La industria farmacéutica ha desarrollado varios anticuerpos monoclonales dirigidos a
inhibir citoquinas inflamatorias. Asi, Tocilizumab (Roche), Sarilumab (Sanofi), Siltuximab
(Eusa Pharma) son inhibidores de Interleucina-6 (IL-6); Anakinra (Amgen) es un
inhibidor de Interleucina-1 (IL-1) y Canakinumab (Novartis) es un inhibidor de IL-1p. La
IL-1beta IL-1p controla el inflamasoma y, por lo tanto, su inhibicion resulta importante en

el manejo de la inflamacion.

Por otro lado, la industria farmacéutica ha desarrollado ademas farmacos capaces de
inhibir vias moleculares intracelulares que tienen también un efecto en el control de la

inflamacién. Asi, por ejemplo, Baricitinib (Olumiant) es un inhibidor de la via JAK1/JAK2.

Muchos de los compuestos anteriores se han utilizado en ensayos clinicos durante la
pandemia CoViD-19 para intentar reducir la respuesta inflamatoria frente al virus SARS-
CoV-2.
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Sin embargo, dichos farmacos adolecen de varias limitaciones en la practica: muchas
veces los anticuerpos monoclonales presentan una toxicidad elevada que se refleja en
la apariciéon de efectos secundarios importantes; inhiben solamente un componente de
la inflamacién sin abordar la tormenta de citoquinas en conjunto; se dirigen

exclusivamente a inhibir la respuesta inflamatoria en lugar de modularla.

Desde hace siglos en el Ayurveda (medicina tradicional de la India) se utiliza el principio
activo andrografélido, presente en la planta de origen en India Andrographis paniculata,

para el tratamiento de enfermedades respiratorias agudas.

La industria farmacéutica china ha desarrollado en el pasado un farmaco inyectable
denominado Xiyanping. Aunque en el articulo D. Zhang et al., The clinical benefits of
Chinese patent medicines against CoViD-19 based on current evidence, Pharm. Res.
157 (2020) 104882, se menciona que dicho farmaco consiste principalmente en
sulfonato de andrografélido, aunque en realidad se trata de un preparado semisintético
que contiene una mezcla de dos derivados de andrografélido, 9-dehidro-17-hidro-
andrografélido, y 9-dehidro-17-hidro- andrografélido -19-il sulfato, derivados

estructurales del andrografélido diferentes a los presentados en esta invencién.

El Xiyanping también se ha utilizado como alternativa eficaz a los antibiéticos en la
practica clinica (Q. Li, et al., Xiyanping plus azithromycin chemotherapy in pediatric
patients with mycoplasma pneumoniae pneumonia. a systematic review and meta-
analysis of efficacy and safety, Evid.-Based Compl. Alt. 2019 (2019) 2346583).

El Xiyanping también resulta eficaz como antipirético y antiinflamatorio (Q.W. Yang, et
al., Crystal structure and anti-inflammatory and anaphylactic effects of andrographlide
sulphonate E in Xiyanping, a traditional Chinese medicine injection, J. Pharm.
Pharmacol. 71 (2) (2019) 251-259).

Igualmente, el Xiyanping mejora los sintomas respiratorios, inhibe las infecciones
bacterianas oportunistas, y regula la funcién inmune, con menor riesgo clinico,
especialmente mediante cierta proteccién hepatica, sugiriendo que puede aliviar el dafio
producido en el higado por ciertos farmacos durante el tratamiento del CoViD-19 en
casos agudos (N. Cai, et al, Theoretical basis and effect characteristics of
andrographolide against CoViD-19, Chin. Tradit. Herb. Drugs 51 (5) (2020) 1159-1166).
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Ademas, se ha reportado la actividad del Xiyanping sobre la mejora en casos de sepsis
en ratones mediante la supresion de las vias de sefializacién MAPK, STAT3 and NF-kB,
que juegan un papel importante en las enfermedades pulmonares (W. Guo, et al., Water-
soluble andrographolide sulfonate exerts anti-sepsis action in mice through down-
regulating p38 MAPK, STAT3 and NF-kB pathways, Int. Immunopharmacol. 14 (4)
(2012) 613-619).

Por otro lado, se ha estudiado la posibilidad de utilizar el andrografélido y otros
compuestos fitoquimicos naturalmente presentes en Andrographis paniculata como
antivirales mediante métodos computacionales. Asi, muy recientemente se ha explorado
la interaccion del andrografdlido mediante modelizacion computacional del
acoplamiento molecular (docking) con componentes especificos del SARS-CoV-2 para
el tratamiento del sindrome respiratorio agudo asociado a la CoViD-19. En este
contexto, S. Alagu Lakshmi et al., Ethnomedicines of Indian origin for combating CoViD-
19 infection by hampering the viral replication: using structure-based drug discovery
approach. J. Biomol. Struct. Dyn. (2020), doi: 10.1080/07391102.2020.1778537) indican
la afinidad del bis-andrografélido por la proteasa principal 3CLpro del SARS-CoV-2, lo

gue potencialmente le permitiria inhibir esta enzima.

La afinidad andrografélido-proteasa principal 3CLpro del SARS-CoV-2 es igualmente
descrita por S.K. Enmozhi et al., Andrographolide as a potential inhibitor of SARS-CoV-
2 main protease: an in silico approach, J. Biomol. Struct. Dyn. (2020), doi:
10.1080/07391102.2020.1760136).

Asimismo, Shi et al han demostrado que tanto el andrografélido como su derivado
fluorescente, el andrografélido conjugado con nitrobenzoxadiazol (Andro-NBD), inhiben
la actividad de la proteasa principal de SARS-CoV-2 in vitro. Andrographolide and its
fluorescent derivative inhibit the main proteases of 2019-nCoV and SARS-CoV through
covalent linkage. Biochem Biophys Res Commun. 2020 Aug 25; doi:
10.1016/j.bbrc.2020.08.086.

Por su parte, D. Sivaraman and P.S. Pradeep, Scope of phytotherapeutics in targeting
ACE2 mediated host-viral interface of SARS-CoV2 that causes CoViD-19, doi:
10.26434/chemrxiv.12089730.v1) describen el bloqueo del receptor celular ACE2 por

4
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andrografélido.

Asimismo, usando métodos computacionales de docking y de dinamica molecular, se
ha valorado la utilizaciéon del andrografélido y tres derivados estructurales (14-deoxi-
11,12-didehidro andrografélido, neoandrografélido y 14-deoxi andrografélido) frente a
cuatro dianas del virus SARS-CoV-2, incluyendo tres proteinas no estructurales
(proteasa principal 3CLpro, PLpro y polimerasa RNA dirigida a RNA RdRp) y una
proteina estructural (spike protein (S)), que son responsables de la replicacién,
transcripcién e internalizacién celular del virus, seleccionando al neoandrogafélido como
el mejor inhibidor (N.A. Murugan et al., Computational investigation on Andrographis
paniculata phytochemicals to evaluate their potency against SARS-CoV-2 in comparison
to known antiviral compounds in drug trials, J. Biomol. Struct. Dyn. (2020), doi:
10.1080/07391102.2020.1777901).

Finalmente, en un estudio por docking sobre 27 metabolitos de origen vegetal,
analizando el acoplamiento de los mismos con diversas dianas del virus (proteasa
principal, proteina Nsp9, dominio del receptor spike, ectodominio del receptor spike y
dominio HR2), no se seleccioné al andrografélido como significativo frente al SARS-
CoV-2 comparado con otros compuestos (K.F. Azim et al., Screening and druggability
analysis of some plant metabolites against SARS-CoV-2: An integrative computational
approach, Informatics in Medicine Unlocked 20 (2020) 100367).

Ademas, se ha testado el andrografélido como antiviral en un dispositivo microarray que
contenian algunos de las proteinas principales del virus SARS-CoV-2, obteniendo
resultados positivos (P. Chen et al., Establishment and validation of a drug-target
microarray for SARS-CoV-2, doi: 10.1080/07391102.2020.1777901).

Por otro lado, se ha sugerido la utilizacién del andrografélido en combinacién con
melatonina como tratamiento potencialmente eficaz contra CoViD-19. (A. Banerjee et
al., Crosstalk between endoplasmic reticulum stress and anti-viral activities: A novel
therapeutic target for CoViD-19, Life Sciences 255 (2020) 117842)

Por todo ello, resulta critico desarrollar nuevos farmacos antivirales, que presenten una

baja toxicidad y que ademas tenga una alta biodisponibilidad en el tracto respiratorio.
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DESCRIPCION DE LA INVENCION

En un primer aspecto, la presente invencién se refiere a un compuesto seleccionado de:

AG3 o

AG1 Q

H 0“\\\|. o

HO\\\\\\.

HO—

para su uso como antiviral en el tratamiento de CoViD-19 o de fibrosis pulmonar
asociada a CoViD-19.

En otra realizacién, la invencién se refiere al compuesto para el uso definido

anteriormente, donde el compuesto se selecciona de AG3 o AG5.

En otra realizacién la invencién se refiere al compuesto para el uso definido
anteriormente, caracterizado porque se puede administrar por via parenteral o por via

oral.

En otra realizacién la invencién se refiere al compuesto para el uso definido
anteriormente, donde el compuesto se administra a una concentraciéon de entre 0,0001
mg/(kg h) y 10 mg/(kg h) durante un tiempo de entre 1 h a 2000 h, y preferiblemente a
una concentracion de entre 0,01 mg/(Kg h) y 0,25 mg/(Kg h) durante un tiempo de entre
24 hy 480 h.

A lo largo de la descripcidn y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus variantes

no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para
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los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la invencion se
desprenderan en parte de la descripcién y en parte de la practica de la invencién. Los
siguientes ejemplos y figuras se proporcionan a modo de ilustracién, y no se pretende

que sean limitativos de la presente invencion.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

FIG. 1 muestra un esquema de la evaluacién del efecto antiviral de farmacos. Se
muestra el esquema experimental llevado a cabo para evaluar el efecto antiviral de

diferentes farmacos en células Vero E6. dO, dia de la infeccion con SARS-CoV-2.

FIG. 2 muestra la evaluaciéon del efecto antiviral de andrografélido, cloroquina e
ivermectina. Se plaquearon 2 x 10* células Vero E6 (paneles superiores) y se infectaron
con SARS-CoV-2 a MOI 0,05 segun se muestra en la Figura 2 en ausencia (sin farmaco)
o presencia de los farmacos indicados, que se afadieron 24 h antes del virus (Pre-Tr) o
con el virus (sin Pre-tr). Se recogi6é el sobrenadante a las 48h de la infeccién y se
cuantificaron los genomas virales mediante RT-qgPCR con oligonucleétidos especificos
para el gen N viral, utilizando como curva patrén un stock de SARS-CoV-2 (aislado
NAVARRA-2473) que habia sido titulado previemente mediante un ensayo de formacion
de placas de lisis. Los numeros sobre las barras indican el porcentaje de inhibicion de
la producciéon de SARS-CoV-2 en cada condicion respecto a las células infectadas sin
farmacos, indicando también la comparacion estadisica entre estas muestras, que se
realizé mediante un T test no pareado. *, p < 0,05; **, p < 0,01; ns, no significativo. Para
todos los datos se muestra la media * error estandar de la media. Androg,

andrografélido; Clor, cloroquina; Iver, ivermectina.

FIG. 3 muestra el analisis del efecto antiviral del andrografélido y su derivado AG3 en
células Vero E6. Se realizé un experimento similar al descrito en la Figura 3 en el que
se probaron las concentraciones de andrografélido (AG1) y AG3 indicadas poniendo los
farmacos 24h antes de la infeccion con SARS-CoV2 o sin farmacos como control
negativo. Se recogid el sobrenadante a las 48h tras la infeccién y se cuantificaron los
genomas virales como se describié en la figura anterior. En el eje Y izquierdo se
representa el porcentaje de inhibicién de la produccion viral para cada concentraciéon de
cada farmaco (circulos). En un experimento paralelo se incubaron las células sélo con

los farmacos durante 96h y se analizé la toxicidad mediante un kit comercial (CellTiter-
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Gloassay, Promega). En el eje Y derecho se representa la toxicidad como porcentaje de
células muertas para cada concentracién de farmaco (cuadrados). Para todos los datos

se muestra la media + error estandar de la media.

FIG. 4 muestra la actividad antiviral del andrografélido (AG1), el extracto original de
Andrographis paniculata (EAp) y sus derivados estructurales (tratamiento en bafio)
medida en funcién de la expresién génica de la proteina viral N en larvas de Danio rerio
tras la infeccion por microinyeccion de SVCV, respecto de un grupo control que no

recibié tratamiento. **, p < 0,01.

FIG. 56 muestra la actividad antiviral del andrografélido (AG1), el extracto original de
Andrographis paniculata (EAp) y sus derivados estructurales (tratamiento en bario)
medida en funcién de la proteccién a la infeccion en bafio por SVCV en larvas de Danio

rerio. dpi = dias post-infeccion.

FIG. 6 muestra la actividad antiviral del andrografélido (AG1), el extracto original de
Andrographis paniculata (EAp) y sus derivados estructurales (tratamiento en bario)
medida en funcion de la expresién génica de la proteina viral N en larvas de Danio rerio
tras la infeccion por microinyeccion de SVCV, respecto de un grupo control que no

recibié tratamiento. *, p < 0,05.

EJEMPLOS

A continuacién, se ilustrara la invencién mediante unos ensayos realizados por los

inventores, que pone de manifiesto la efectividad del producto de la invencion.

EJEMPLO 1: Obtencion de andrografdlido (3-[2-[decahidro-6-hidroxi-5-(hidroxi-metil)-
5,8a-dimetil-2-metileno-1-naftalenilletilideno]dihidro-4-hidroxi-2(3H)-furanona) a partir
del extracto de Andrographis paniculata

Se suspende 5 g del extracto crudo de A. paniculata en 50 ml de agua Milli-Q® en un
embudo de separacion. Se afiade 500 ml de hexano, se agita la mezcla vigorosamente
y se deja decantar durante 1 hora. Se separa la fase organica y se repite el proceso dos
veces, descartando las fracciones de n-hexano. A continuacion, se afiade 500 ml de
cloroformo. La mezcla se agita vigorosamente y se deja decantar durante 1 hora. Se

separa la fase organica cuidadosamente y se repite el proceso dos veces, juntando
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todas las fracciones de cloroformo. El disolvente se elimina bajo presion reducida y el
aceite obtenido se diluye con 200 ml de metanol. Esta disolucién se calienta hasta
ebullicion, se filtra y se introduce en bafio de hielo durante 1 h. A continuacién, la
disolucién fria se guarda en nevera a 4 °C hasta evaporacién casi completa del
disolvente. Los cristales incoloros de andrografélido se lavan con metanol frio y se secan
a temperatura ambiente. Se obtiene un rendimiento del 3% en andrografélido

(compuesto AG1) de pureza superior al 99%.

H NMR (400 MHz, DMSO) 6,62 (t, J = 6,4 Hz, 1H); 5,67 (d, J = 5,7 Hz, 1H); 5,01 (s,
1H); 4,91 (s, 1H), 4,81 (s, 1H); 4,62 (s, 1H); 4,39 (dd, J =8,7, 6,4 Hz, 1H); 4,11 (d, J=6,5
Hz, 1H); 4,03 (d, J= 9,9 Hz, 1H); 3,85 (d, J = 10,6 Hz, 1H); 3,28 — 3,14 (m, 2H); 2,45 (s,
1H); 2,32 (d, J= 12,6 Hz, 1H); 2,03 — 1,82 (m, 2H); 1,70 (dd, J= 29,9, 14,3 Hz, 4H); 1,35
(dd, J= 23,1, 12,7 Hz, 1H); 1,20 (d, J = 11 8 Hz, 2H), 1,09 (s, 3H); 0,66 (s, 3H).

3C NMR (75 MHz, DMSO) 5 169,89; 147,57; 146,22; 128,95; 108,18; 78,43; 74,27,
64,50; 62,61; 55,47; 54,37; 42,26, 38,56; 37,48; 36,50; 27,87; 23,93; 23,03; 14,71.
HR-MS (ESI, m/z) [M+H]* calculada para CoH2905 351,4628; encontrada 351,4633.

EJEMPLO 2: Sintesis de 3,14, 19-triacetilandrografdlido

Una disolucién de andrografélido (AG1, 7,2 mg; 0,0205 mmol) en anhidrido acético (0,5
ml) se calienta a reflujo y se mantiene en agitacién durante 1 h. Transcurrido este tiempo,
se diluye con acetato de etilo (20 ml) y se quenchea con disolucién saturada de
bicarbonato sédico (NaHCO3). Seguidamente se lava con agua y se extrae con acetato
de etilo (3 x 20 ml). Se combinan las fases organicas y se lavan con disolucién de cloruro
sédico (10 ml), se secan con sulfato de sodio anhidro y se evapora el disolvente bajo
presion reducida. El residuo se purifica mediante cromatografia Flash en un equipo
Biotage® Selekt utilizando una mezcla hexano:acetato de etilo (80:20 v/v) como
eluyente. En la fraccion que contiene el producto se evapora el disolvente a presion
reducida y se obtiene 9,2 mg de un sélido blanco (3,14,19-triacetilandrografélido,
compuesto AG3, 94 %).

"H-RMN (400 MHz, CDCls) 7,00 (td, J= 7,0, 1,5 Hz, 1H, H12); 5,92 (dt, J = 6,0, 1,0 Hz,
1H, H-14); 4,90 (s,, 1H, H-17b); 4,60 (dd, J= 12,0, 4,0 Hz, 1H, H-3); 4,54 (dd, J= 11,0,
6,0 Hz, 1H, H-15b); 4,52 (s,, 1H, H-17a); 4,35 (d, J= 11,5 Hz, 1H, H-19b); 4,24 (dd, J=
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11,0, 2,0 Hz, 1H, H-15a); 4,12 (d, J = 11,5 Hz, 1H, H-19a); 2,47 (ddd, J = 16,0, 6,5, 3,0
Hz, 1H, H-9); 2,44-2,33 (m, 2H, H-11); 2,12 (s, 3H, COCH); 2,04 (s, 6H, 2 x COCHa);
2,01-1,45 (m, 5H); 1,39-1,29 (m, 4H); 1,02 (s, 3H, H-18); 0,75 (s, 3H, H-20).

13C-RMN (100 MHz, CDCl3) 170,9 (COCH3); 170,5 (COCHz); 170,4 (COCHz), 169,0 (C-
16); 150,1 (C-12); 146,5 (C-8); 124,0 (C-13): 108,9 (C-17); 79,7 (C-3); 71,6 (C-15); 67,8
(C-19); 64,7 (C-14); 55,9 (C-9); 55,3 (C-5); 41,3 (C-18); 38,9 (C-10); 37,9 (C-7): 37,0 (C-
1); 25,2 (C2); 24,6 (C-6): 24,2 (C-11): 22,7 (C-18): 21,2 (COCH): 21,1 (COCHs); 20,7
(COCHs); 14,5 (C-20).

HR-MS (ESI, m/z) [M+Na]* calculada para C2sH3sOsNa 499,2308; encontrada 499,2311.
o) o]

0
HOW"™ ¢l

ow o)

Anhidrido acético
reflujo, 1 h

EJEMPLO 3: Sintesis de 14-deoxi-11,12-didehidroandrografélido

3,0 g de andrografélido (AG1, 8,6 mmol) se disuelven en piridina anhidra (8 ml). A
continuacién, se afladen 600 mg de 6xido de aluminio (Al2O3) a la disolucién anterior.
La mezcla de reacciéon se mantiene en agitaciéon a 115 °C durante 12 horas. Una vez
completada la reaccién, se filtra y se evapora el disolvente a sequedad. El crudo se
redisuelve en diclorometano (DCM) y se lava con disolucién acuosa de cloruro sédico.
La fase organica se seca con sulfato de sodio anhidro y se evapora el disolvente a
sequedad. El residuo se purifica mediante cromatografia Flash en un equipo Biotage®
Selekt utilizando una mezcla hexano:acetato de etilo (60:40 v/v) como eluyente. En la

fraccion que contiene el producto se evapora el disolvente a presion reducida, y se
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obtiene el compuesto AG4 como un sélido blanco (93 %).

H RMN (600 MHz, DMSO-ds) 7,64 (s, 1H, 14-H), 6,72 (dd, J= 15,8, 10,1 Hz, 1H, 11-H),
6,10 (d, J= 15,8 Hz, 1H, 12-H), 4,87 (s, 2H, 15-H), 4,71 (s, 1H, 17a-H), 4,40 (s, 1H, 17 b-
H), 4,12 (d, J= 10,7 Hz, 1H, 19a-H), 3,83 (d, J= 10,9 Hz, 1H, 19 b-H), 3,23-3,17 (m, 1H,
3-H), 2,35 (dd, J=9,5, 4,3 Hz, 1H, 9-H), 2,00-1,91 (m, 1H, 7-H), 1,76—1,66 (m, 2H, 2-
H), 1,59-1,31 (m, 3H, 1-H, 6a-H), 1,21—1,14 (m, 1H, 5-H), 1,11 (dd, J= 13,4, 4,4 Hz, 1H,
6b-H), 1,07 (s, 3H, 18-CHs), 0,74 (s, 3H, 20-CHs).

HR-MS (ESI, m/z) [M+H]* calculada para C20H2904, 333,2060; encontrada 333,2062.

Q o)

ww
HOV 0 N o

Piridina anhidra,
Al,05, 115°C, 12h

el

\\\““

Ho™

HO—

EJEMPLO 4: Sintesis de 14-deoxi-12(R)-sulfo-andrografdlido

1,0 g de andrografélido (AG1, 2,9 mmol) se disuelven en 15 ml de etanol al 95%,
calentando dicha disoluciéon a 50 °C (disolucién 1). A 4 ml de disolucién de Na;SO3; 1M,
se afiaden 4,8 ml de H,SO4 al 2% (M/M) y 8 ml de agua (disolucién 2). La disolucién 1
se afiade sobre la disolucién 2 y la mezcla de reaccion se mantiene en agitacion a reflujo
durante 30 minutos. Una vez completada la reaccién, se ajusta el pH de la reaccion a
pH 6 ~7 afadiendo disolucion de acido sulfurico (H2SO4) al 2% y se evapora el
disolvente a sequedad. El residuo se disuelve en agua (20 ml) y se extrae con cloroformo
(20 ml x 3). Se evapora el disolvente de la fase organica bajo presion reducida. El
residuo de la fase acuosa se disuelve en metanol (10 ml) y se filtra. En la fracciéon que

contiene el producto se evapora el disolvente a presion reducida y se obtienen 0,6 g del
compuesto AG5 (51 %).
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H-RMN (600 MHz, CDs0D) 7,65 ppm (t, J = 1,8 Hz, 1H); 4,95 (0, 2H); 4,87 (0, 2H); 4,66
(sa, TH); 4,16 (dd, J=10,2 y 6,1 Hz, 1H); 4,05 (d, J = 11,4 Hz, 1H); 3,92 (dd, J= 122 y
1,8 Hz, 1H); 3,30 (t, J = 9,8 Hz, 1H); 3,27 (d, J = 11,4 Hz, 1H); 2,36 (m, H); 2,31 (dd, J
=12,6 y 11,4 Hz, 1H); 2,08 (t, J = 12,6 Hz, 1H); 1,86 (m, H): 1,83 (m, H); 1,80 (m, H):
1,71 (m, 2H); 1,38 (da, J = 11,8 Hz, 1H); 1,28 (qd, J=12,6 y 4,2 Hz, 1H); 1,12 (s, 3H);
1,10 (dd, J=12,6y 2,4 Hz, 1H); 1,02 (m, H); 0,68 (s, 3H);

BC-RMN (150 MHz, CDsOD) 177,2; 152,1; 149,1; 132,5; 109,2; 81,7; 73,3; 65,8; 57,2;
56,8; 55,3; 44,5, 40,8; 40,1; 38,9; 29,8; 28,0; 26,1; 24,2; 16,4.

HR-MS (ESI, m/z) [M-H] calculada para C2oH2007S, 413,1639; encontrada 413,1634.
0

HOW™" o

Etanol:Agua
H,S0, reflujo, 30 min

>

H O\\\\\\

HO—

EJEMPLO 5: Eficacia antiviral (SARS-CoV-2) del andrografdlido y sus derivados

estructurales en cultivos celulares

La actividad antiviral del andrografélido y sus derivados estructurales se establecié en
funcién de su capacidad de inhibir la produccion de SARS-CoV-2 en lalinea celular Vero
E6 tras la infeccién con un aislado de este coronavirus. En el Cima Universidad de
Navarra se dispone de un aislado de SARS-CoV-2 obtenido a partir de la muestra nasal
de un paciente de CoViD-19 ingresado en la Clinica Universidad de Navarra (aislado
NAVARRA-2473). Con esta muestra se infectaron células Vero-E6, observandose un
fuerte efecto citopatico a 72 h. Los sobrenadantes que contenian el virus se titularon
mediante placas de lisis en células Vero-E6 obteniéndose un titulo de 4,3x10” PFU
(unidades formadoras de placas)/ml. La identidad del virus se confirmé mediante
12
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titulacion de genomas virales por RT-gPCR usando un kit comercial de diagnéstico para
CoViD-19 (BGI, China). Posteriormente, se puso a punto un ensayo de neutralizacion
del virus, para el cual se utilizaron 2x10* células Vero E6 en placas de 96 pocillos que
fueron infectadas con SARS-CoV-2 a una multiplicidad de infeccion (MOI = numero de
PFUs/ célula) de 0,05. Para la infeccidn las células fueron incubadas con 50 ul de medio
de infeccién (MEM con BSA 0,2%, glutamina 2 mM y Hepes 20 mM) que contenia la
cantidad de virus indicada (y el farmaco a testar) durante 1 h a 37°C/5% CO2, y con
agitaciéon cada 15 minutos. Posteriormente se eliminé el in6culo, se lavaron los pocillos
con 200 pl de PBS Ca**Mg** (Invitrogene) y se incubaron a 37°C/5%CO- con 200 ul de
medio de cultivo normal (MEM 5% suero fetal bovino) que también contenia el farmaco.
El medio de cultivo, con o sin el farmaco, se cambid cada 24 h durante el experimento.
Posteriormente se recogieron los sobrenadantes a diferentes tiempos, se procedié a la
extraccién del RNA viral utilizando esferas magnéticas de unién a acidos nucleicos y se
titul6 el virus producido mediante RT-qPCR con oligonucleétidos especificos para el gen
N de SARS-CoV2 (Fw N1-2019-nCov2: 5'- GACCCCAAAATCAGCGAAAT-3' (SEQ ID
NO: 1) y Rv-N1-2019-nCov2: 5-TCTGGTTACTGCCAGTT-GAATCTG-3' (SEQ ID NO:
2)). Estos ensayos se realizaron usando dos pautas de tratamiento: en un caso el
tratamiento con la droga a testar se inicié 24 h antes de la infeccién del virus y se
mantuvo durante 48 h post infeccion (p.i.), tiempo en el que se recogieron los
sobrenadantes para determinar la carga viral. En el segundo caso la droga se administré
al mismo tiempo que el virus y los sobrenadantes se recogieron a las 48h p.i. En la
Figura 1 se muestra esquematicamente el proceso seguido para la infeccion y

tratamiento de los cultivos.

En un primer ensayo antiviral se testd sélo el andrografélido a una concentraciéon de 5
MM (Tabla 1), utilizando como controles positivos la cloroquina (10 uM) y la ivermectina
(5 uM) . En la Figura 2 se muestran los resultados de inhibicién sobre la replicacion del
virus obtenidos con estos compuestos cuando el tratamiento se inicié 24 h antes de la
infeccion (Pre-tr) o cuando se inici6 en el momento de la infeccion (sin-Pre-Tr).
Asimismo, en la Tabla 2 se describen los principales parametros de este estudio y se
resumen los resultados. Se observa que el andrografélido presenté una potente
actividad antiviral frente al SARS-CoV-2 en células Vero EB6, similar a la de la

ivermectina.
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Tabla 1. Condiciones experimentales en los ensayos in vitro con andrografélido y otros
agentes antivirales sobre SARS-CoV-2.

Compuesto(" Concentracién (pM) Tiempo recogida (p.i.)  Tiempo analizado (p.i.)
Andrografélido 5 Vero E6: 48 h Vero E6: 48 h
Cloroquina 10 Vero E6: 48 h Vero E6: 48 h
Ivermectina 5 Vero E6: 48 h Vero E6: 48 h

Tabla 2. Reduccién de la carga viral de SARS-CoV-2 en células Vero E6 con
andrografélido y otros agentes antivirales.

Compuesto Reduccién carga viral Pre-tr Reduccién carga viral sin Pre-tr
(%) (%)

Andrografélido
93,5 94,0

(5 pM)

Cloroquina

(10 uM) 100 100

Ivermectina
97,7 96,2

(5 uM)

Seguidamente se comparé la actividad del andrografélido y del compuesto AG3
para inhibir la replicacién del virus SARS-CoV-2 en células Vero EB. Este estudio se
llevd a cabo con un rango de concentraciones de los farmacos 1-20 uM haciendo en
todos los casos un pretratamiento de 24h como se muestra en la Figura 1. En la Figura
3, se muestran los resultados obtenidos. Se observa que tanto el andrografélido (AG1)
como el derivado AG3 presentan una fuerte inhibicién de la replicacién del virus a
concentracion 5 uM (98% el AG1, 93% el AG3). A concentraciones mayores (10 uM) se
produce un bloqueo casi completo (>99%) de la replicacion del virus con ambos
farmacos, pero aumenta la toxicidad de los mismos. Para evaluar este ultimo parametro
las mismas cantidades de células fueron incubadas con los farmacos a las mismas
concentraciones y tiempos indicados en la figura 3. La medida de la toxicidad se realizé
mediante un ensayo luminiscente para determinar el numero de células viables en
cultivo basado en la cuantificacion de ATP, que es un indicador de células
metabodlicamente activas. Para ello se usé un kit comercial (CellTiter-Gloassay,
Promega).

EJEMPLO 6: Validacion de la actividad antiviral del andrografdlido y sus derivados
en larvas de pez cebra (Danio rerio)

La actividad antiviral de los compuestos se evalué in vivo mediante la infeccién con el
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Rhabdovirus de la viremia primaveral de la carpa (SVCV), tanto mediante micro-
inyecciones en el conducto de Cuvier (2 nl de la solucién de patégeno usando una micro-
aguja de vidrio en un micro-manipulador), como mediante infecciones por bafo
administrando el patégeno viral en el agua. Los peces se trataron con los distintos
compuestos y se infectaron para realizar un seguimiento de las mortalidades y evaluar

la carga viral mediante RT-gPCR de la expresion de la proteina N del virus.

En un primer ensayo se determind la actividad antiviral de los compuestos AG1 (28 uM),
AG3 (10 uM) y EAp (10 pg/ml) mediante infeccion por micro-inyeccion (solucién 1 %
etanol en PBS). Los tratamientos se realizaron en bafio durante 24 h en peces de 1 dia
post fertilizacion (5 peces/pocillo). El experimento se llevd a cabo por triplicado (n = 3).
Al segundo dia post fertilizacion se inyect6 a cada pez (2 nl en ducto de Cuvier) 5x104
TCID50/ml de SVCV. A las 24 h post infeccion se determiné la expresién de la proteina
viral en los peces supervivientes. Los resultados obtenidos se muestras en la Figura 4,
donde se observa que los compuestos AG1 y AG3 reducen la expresion de la proteina

N respecto de un grupo control que no recibié tratamiento.

En un segundo ensayo se midié la actividad antiviral de los compuestos AG1, AG4, AG5
y EAp a diferentes concentraciones (10, 20 y 50 uM para los compuestos puros, 10, 20
y 50 pg/ml para el extracto) mediante infeccién por bafio y seguimiento de mortalidades.
Los tratamientos se realizaron en bafio durante 24 h sobre peces de 2 dias post
fertilizacién (10 peces/pocillo). A los 4 dias post tratamiento se llevé a cabo la infecciéon
por bafio (7x10* TCID50/ml de SVCV), y se observé la supervivencia de los peces
durante 5 dias. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 5, donde se observa
que los compuestos AG4 y AG5 inhiben de forma drastica la infeccion por SVCV en las
larvas y presentan muy baja o nula toxicidad en un rango de concentraciones muy

amplio (hasta 50 uM).

En un tercer ensayo, se analizé la actividad antiviral de los compuestos AG1 (5 uM),
AG3 (5 uM), AG4 (10 uM) y AG5 (10 uM), frente a SVCV. Los tratamientos se realizaron
en bafio durante 24 h sobre peces de 1 dia post fertilizacion (10 peces/pocillo). El
experimento se llevé a cabo por cuadruplicado (n = 4). Al segundo dia post fertilizacion
se inyect6 a cada pez (2 nl en ducto de Cuvier) 5x10* TCID50/ml de SVCV. A las 24 h
se realiz6 la extraccién de RNA de los peces para determinar la expresidn de la proteina
viral N mediante PCR cuantitativa. Aunque todos los tratamientos redujeron la carga
15
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viral, AG1, AG4 y AG5 lo hicieron de forma significativa (Figura 6).

16



10

15

20

1.

ES 2908 523 Al

REIVINDICACIONES

Un compuesto seleccionado de:

AG1 0

HO\‘““‘ o

HO\\\\‘\.

HO—

para su uso como antiviral en el tratamiento de CoViD-19 o de fibrosis pulmonar
asociada a CoViD-19.

El compuesto para el uso segun la reivindicacion 2, donde el compuesto se
selecciona de AG3 o AGS.

El compuesto para el uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2,

caracterizado porque se puede administrar por via parenteral o por via oral.
El compuesto para el uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde el

compuesto se administra a una concentracién de entre 0,0001 mg/(kg h) y 10 mg/(kg

h) durante un tiempo de entre 1 h a 2000 h.
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