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@Resumen:

Uso de edelfosina para la prevencion y/o tratamiento
de helmintiasis.

La presente invencion se refiere al uso de un
compuesto de férmula general (1)
****IMAGEN****

donde preferiblemente el compuesto es edelfosina (1-
O-octadecil-2-O-metil-rac-glicero-3-fosfocolina), para
la fabricacion de un medicamento para la prevencion
y/o el tratamiento de helmintiasis, es decir, para su
uso como antihelmintico, preferiblemente para la
prevencion y/o el tratamiento de esquistosomiasis y/o
estrongiloidiasis.
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DESCRIPCION

USO DE EDELFOSINA PARA LA PREVENCION Y/O TRATAMIENTO DE
HELMINTIASIS.

La presente invencidbn se encuadra dentro del campo de la actividad
terapéutica de compuestos o preparaciones medicinales, en concreto, la
presente invencidn se refiere al uso de un compuesto de férmula general (1)
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(1)

donde preferiblemente el compuesto es edelfosina (1-O- octadecil-2-O-metil-
rac-glicero-3-fosfocolina), para la fabricacion de un medicamento para la
prevencion y/o el tratamiento de helmintiasis, es decir, para su uso como

antihelmintico, preferiblemente para la prevencion y/o el tratamiento de

esquistosomiasis y/o estrongiloidiasis.

ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR

Segun la Organizacion Mundial de la Salud, las enfermedades infecciosas
constituyen la primera causa de morbilidad y mortalidad en los paises en via de
desarrollo (Morel, 2000, Parasitol Today, 16(12):522-8). SIDA, tuberculosis y
diarreas de diferentes etiologias son las mas prevalentes, seguidas de
enfermedades infecciosas tipicamente tropicales causadas por organismos
protistas como paludismo, tripanosomiasis o leishmaniasis, 0 causadas por
helmintos, pertenecientes al reino animal, de mayor complejidad, como la
filariasis, esquistosomiasis o estrongiloidiasis, etc. Algunas de ellas incluidas en
las NTD (de las siglas en inglés Neglected Tropical Diseases). Estas Ultimas
enfermedades han ido reemergiendo a raiz de los movimientos migratorios y al
auge del turismo internacional (Pardo et al., 2005. Semergen 2005, 31 (3) 109-
116).
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El control de estas enfermedades se basa, ademéas de la aplicacion de las
medidas generales preventivas diferentes en cada una de ellas, principalmente,
en el tratamiento farmacoldgico y en el desarrollo de vacunas efectivas. En la
actualidad no existen vacunas comerciales disponibles para el control de estas
enfermedades, aunque muchos grupos estan trabajando en esta direccién
(Martinez-Fernandez et al., 2004. Vet Parasitol., 126(3):287-9; Lépez Aban et
al.,, 2008. MurVet Parasitol.,153(1-2):176-81). Por el contrario, existen
tratamientos farmacoldgicos frente a la mayor parte de ellas, basados en la
utilizacion y la combinacién de diferentes farmacos (Aparicio et al., 2003.
Enferm Infecc Microbiol Clin., 21(10):579-92).

Independientemente del escenario se han descrito resistencias a la mayoria de
los farmacos utilizados. Bien conocido son las resistencias causadas por los
farmacos antipaludicos (Woodrow y Krishna, 2006. Cell Mol Life Sci.,
63(14):1586-96). La OMS recomienda la busqueda continua de nuevos
antimalaricos con vistas a paliar este efecto. No son menores las resistencias
descritas frente a los farmacos de eleccidon contra las leishmaniasis, como los
antimoniales pentavalentes, pentamidina, anfotericina B, paramomicina, etc.
(Croft et al., 2006. Indian J Med Res., 123(3):399-410; Loiseau y Bories, 2006.
Curr Top Med Chem., 6(5):539-50). Incluso existen resistencias descritas para
los antihelminticos mas utilizados. Hay evidencias de resistencias al
praziquantel tanto en personas tratadas en zonas endémicas de
esquistosomiasis (Ribeiro Dos Santos et al., 2006. Parasitol Res, 99(5): 505-
21), como en viajeros que visitan dichas zonas (Alonso et al., 2006. Am J Trop
Med Hyg., 74(2):342-4). También son conocidas las resistencias generadas
frente a derivados bencimidazoélicos, o frente a ivermectina (Kohler, 2001. Int J
Parasitol., 31(4):336-45), este ultimo es el tratamiento de eleccién de la
estrongiloidosis. Por estas razones es necesario el desarrollo de nuevos

farmacos Utiles contras estas enfermedades.

Los denominados lipidos sintéticos antitumorales (ATLs, synthetic “antitumor

lipids”) constituyen una prometedora familia de compuestos anticancerosos que
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a diferencia de la mayoria de los antitumorales utilizados en clinica en la
actualidad no tiene como diana el ADN (Gajate y Mollinedo, 2002. Curr Drug
Metab., 3(5):491-525; Mollinedo et al., 2004. Curr Med Chem., 11(24):3163-84).
Los ATLs pueden clasificarse en dos grandes categorias: a) los fosfolipidos
alquiléter, conocidos colectivamente como éter lipidos antitumorales o analogos
de alquil-lisofosfolipidos, de los que su prototipo es la edelfosina (1-O-octadecil-
2-O-metil-rac-glicero-3-fosfocolina); b) las alquilfosfocolinas, de las que su
prototipo es la miltefosina (hexadecilfosfocolina) (Gajate y Mollinedo, 2002.
Curr Drug Metab, 3(5): 491-525; Mollinedo et al., 2004. Curr Med Chem.,
11(24):3163-84). Aunque se ha considerado que los ATLs y como prototipo la
edelfosina actuan de forma similar, ciertas diferencias parecen emerger entre
ambos tipos de familias de ATLs. La edelfosina induce apoptosis de forma
selectiva en células tumorales (Mollinedo et al, 1997. Cancer Res, 57(7): 1320-
8), a través de un nuevo mecanismo de accién que implica la activacién
intracelular del receptor de muerte Fas/CD95 mediante su reclutamiento y
concentracion en los denominados “lipids rafts” (Gajate y Mollinedo, 2001.
Blood, 98(13): 3860-3; Gajate et al., 2004. J Exp Med, 200(3): 353-65). La
edelfosina, actuando a través de este mecanismo, parece ser particularmente
eficaz frente a malignidades hematoldgicas (Gajate y Mollinedo, 2007. Blood,
109(2): 711-9). La accién antitumoral de la edelfosina es mas potente que la
miltefosina, comportdndose como el ATL con mayor actividad anticancerosa.
En tumores sdlidos parece actuar via un mecanismo diferente que implica la
activacién de la apoptosis a través del reticulo endoplasmico (Nieto-Miguel et
al., 2006. J Biol Chem, 281(21): 14833-40; Nieto-Miguel, 2007. Cancer Res.,
67(21): 10368-78). Por otra parte, aunque el proceso de apoptosis se inicie a
través de distintos mecanismos, la mitocondria es fundamental en la induccién
de apoptosis por edelfosina (Gajate et al, 2000. Int J Cancer, 86(2): 208-18;
Vrablic et al, 2001. Faseb J, 15(10): 1739-44). Los datos obtenidos hasta el
momento indican que la edelfosina induce la muerte de las células tumorales a
través de la activacion directa de la maquinaria apoptética y de esta forma
podria considerarse como un buen inductor de apoptosis en distintos sistemas.



10

15

20

25

30

ES 2378 812 Al

Es conocido que la edelfosina ha sido empleada para el tratamiento de
organismos sencillos pertenecientes al reino Protista como Leishmania
amazonensis (Santa-Rita et al., 2004. Journal of Antimicrobial Chemotherapy,
54: 704-710), Leishmania infantum (Alzate et al., 2008. Antimicrobial agents
and chemotherapy, 52(10): 3779-3782) o se ha demostrado que induce
alteraciones en la membrana plasmatica de Trypanosoma cruzi (Santa-Rita et
al., 2006. Parasitol Res, 100:187—190). Sin embargo, hasta la fecha actual, los
farmacos usados para el tratamiento de enfermedades causadas por protistas
(por ejemplo, antimoniales pentavalentes, pentamidina, anfotericina B o
paramomicina para el tratamiento de la leishmaniasis) se han mostrado
inservibles en el tratamiento de enfermedades causadas por organismos
superiores como por ejemplo los helmintos, tratadas por ejemplo con
praziquantel (esquistosomiasis) o con ivermectina (estrongiloidosis).

Por tanto, persiste el problema de encontrar farmacos eficaces para el
tratamiento de enfermedades causadas por helmintos como esquistosomiasis 0
estrongiloidosis, alternativos a los escasos farmacos usados actualmente, cuyo
unico uso esta provocando la aparicion de resistencias de dichos helmintos a
los tratamientos efectuados.

EXPLICACION DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere al uso de un fosfolipido alquiléter de formula
(I), preferiblemente la edelfosina, para la fabricacion de un medicamento para
la prevencion y/o el tratamiento de helmintiasis, es decir, para su uso como
antihelmintico, preferiblemente para la prevencién y/o el tratamiento de

esquistosomiasis y/o estrongiloidiasis.

A pesar de que los farmacos conocidos usados para el tratamiento de
enfermedades parasitarias producidas por protistas, como por ejemplo

Leishmania sp., no muestran resultados satisfactorios en el tratamiento de
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enfermedades causadas por parasitos mas complejos como por ejemplo los
helmintos, los inventores de la presente invencion, han demostrado que la
edelfosina es eficaz en la disminucidn de la carga helmintica en hospedadores
de dichos parasitos. Concretamente, tal como puede verse en los ejemplos, la
edelfosina es capaz de actuar en una fase temprana de la esquistomatosis,
suponiendo ello un efecto profilactico de enorme interés. Por otra parte, la
edelfosina también es capaz de actuar reduciendo la carga helmintica de
Strongiloides. El efecto técnico mostrado en la presente invencion es la eficacia
en el tratamiento de esquistosomiasis y/o estrongiloidiasis cuando se usa el
farmaco edelfosina, solucionando con ello un problema técnico cada vez mas
importante ya que, tal como se ha mencionado en el apartado anterior, el uso
de los escasos antihelminticos eficaces en el tratamiento de estas
enfermedades, esta provocando la aparicidn de resistencias de dichos

helmintos.

Por tanto, la presente invencion aporta al estado de la técnica informacion de
alto valor para el tratamiento de los helmintos que provocan graves problemas
en paises tropicales y que, debido a la creciente inmigracién, también supone
un problema incipiente y potencialmente grave en los paises desarrollados no
tropicales. El uso de la edelfosina supone un refuerzo en el tratamiento de
dichas enfermedades y, mediante la alternancia con otros farmacos o su
combinacién con los mismos, podria suponer la evitacién o el retraso en la

aparicién de resistencias frente a los farmacos antihelminticos conocidos.

Un aspecto de la presente invencion se refiere al uso de un compuesto de
formula general (I), o cualquiera de sus sales farmacéuticamente aceptables,
para la fabricacion de un medicamento para la prevencién y/o tratamiento de

helmintiasis,

R'—o0 O—R?

o7
'o/ \o
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(1)

Donde: R' se selecciona entre un alquilo (C14-Cso), un alquenilo (C14-Cso), un
alquinilo (C14-Cs0) 0 un grupo -CHx-CH(OR®)-CH,-O-R*; R® es un alquilo (C;-
Cs), R* se selecciona entre un alquilo (C12-Cso), un alquenilo (Ci2-Csg), un
alquinilo (C12-Cso):

R? se selecciona entre un grupo de férmula (I1), (1) 6 (IV):

+ _CH
(CH,) N i +
—(CH2)2—N—__ H
CH3 + C C NH3
cH N L
3
HsC CHs COOH

(1) () (IV)

Los compuestos de formula general (I) tienen uno o0 mas centros asimétricos y
por tanto, pueden existir en forma de enantiomeros o diasteredmeros. En la
presente invencidon también se contempla el uso de solvatos del compuesto de
formula general (I) (como por ejemplo, pero sin limitarse, hidratos), prodrogas
(sinbnimo de profarmacos), o claratos. Las sales farmacéuticamente
aceptables se seleccionan de entre cloruro, bromuro ioduro o cualquier otra sal

farmacéuticamente aceptable.

Los compuestos de la presente invencion representados por la formula (1), y
mas concretamente, los compuestos especificos pertenecientes a esta férmula
general anteriormente descrita pueden incluir isémeros, dependiendo de la
presencia de enlaces multiples (por ejemplo, Z, E), incluyendo isémeros Opticos
o enantiébmeros, dependiendo de la presencia de centros quirales. Los
isdmeros, enantibmeros o diastereoisomeros individuales y las mezclas de los
mismos caen dentro del alcance de la presente invencién. Los enantiomeros o
diastereoisomeros individuales, asi como sus mezclas, pueden separarse

mediante técnicas convencionales.
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En la presente invencién, el término "sales farmacéuticamente aceptables” se
refiere a sales preparadas de acidos no toxicos farmacéuticamente aceptables,
incluyendo acidos organicos o inorganicos. Los acidos organicos o inorganicos
no téxicos se seleccionan de la lista que comprende, pero sin limitarse: acético,
alginico, antranilico, benzenesulfénico, benzoico, camforsulfénico, citrico,
etensulfénico, férmico, fumarico, furoico, glucénico, glutamico, glucorénico,
galacturénico, glicidico, hidrobréomico, hidroclérico, isetidnico, lactico, maleico,
malico, mandélico, metanesulfénico, mucico, nitrico, pamoico, pantoténico,
fenilacético, propidnico, fosforico, salicilico, estearico, succinico, sulfanilico,

sulfarico, tartarico o p-toluenosulfénico.

El compuesto de la invencion puede estar en forma cristalina como compuestos
libres o como solvatos. En este sentido, el término “solvato”, tal como aqui se
utiliza, incluye tanto solvatos farmacéuticamente y farmacolégicamente
aceptables, es decir, solvatos del compuesto de formula (I) que pueden ser
utiizados en la elaboracibn de un medicamento, como solvatos
farmacéuticamente no aceptables, los cuales pueden ser Uutiles en la
preparacion de solvatos o sales farmacéuticamente y farmacol6gicamente
aceptables. La naturaleza del solvato farmacéuticamente aceptable no es
critica siempre y cuando sea farmacéuticamente aceptable. En una realizacién
particular, el solvato es un hidrato. Los solvatos pueden obtenerse por métodos

convencionales de solvatacién conocidos por los expertos en la materia.

Asimismo, dentro del alcance de esta invencidn se encuentran las prodrogas o
profarmacos de los compuestos de formula (l). El término “profarmaco” o
“prodroga” tal como aqui se utiliza incluye cualquier compuesto derivado de un
compuesto de férmula (), por ejemplo y no limitativamente: ésteres (incluyendo
ésteres de acidos carboxilicos, ésteres de aminoacidos, ésteres de fosfato,
ésteres de sulfonato de sales metdlicas, etc.), carbamatos, amidas, amidas
biohidrolizables, ésteres biohidrolizables, carbamatos biohidrolizables, ureidos
biohidrolizables, fosfatos biohidrolizables. Otros ejemplos de prodrogas

incluyen compuestos que comprenden grupos -NO, -NO,, -ONO, o -ONO»- que
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al ser administrado a un individuo puede ser transformado directa o
indirectamente en dicho compuesto de formula (I) en el mencionado individuo.
Ventajosamente, dicho derivado es un compuesto que aumenta la
biodisponibilidad del compuesto de férmula () cuando se administra a un
individuo o que potencia la liberacion del compuesto de férmula (I) en un
compartimento biologico. La naturaleza de dicho derivado no es critica, siempre
y cuando pueda ser administrado a un individuo y proporcione el compuesto de
formula (I) en un compartimento biolégico del mismo. La preparaciéon de dicho
profarmaco puede llevarse a cabo mediante métodos convencionales
conocidos por los expertos en la materia. Los términos “amidas
biohidrolizables”, “ésteres biohidrolizables”, “carbamatos biohidrolizables”,
“ureidos biohidrolizables”, “fosfatos biohidrolizables”, se refieren a carbamato,
carbonato, ureido y fosfato, respectivamente, de un compuesto que: 1) no
interfiera con la actividad bioldégica del complejo pero que confiere al
compuesto propiedades ventajosas in vivo, como absorcién, duracion del
efecto, o del inicio del efecto; 0 2) es biolégicamente inactivo, pero se convierte

in vivo a compuesto biolégicamente activo.

En la presente invencidn, el término “alquilo” se refiere a radicales de cadenas
hidrocarbonadas lineales o ramificadas que se unen al resto de la molécula
mediante un enlace sencillo, por ejemplo, metilo, etilo, n-propilo, i-propilo, n-
butilo, terc-butilo, sec-butilo, n-pentilo, n-hexilo, etc. Los grupos alquilo pueden
estar opcionalmente sustituidos por uno o mas sustituyentes tales como
halégeno, hidroxilo, alcoxilo, carboxilo, carbonilo, ciano, acilo, alcoxicarbonilo,
amino, nitro, mercapto y alquiltio. El término “alquenilo” y “alquinilo” se refiere a
radicales de cadenas hidrocarbonadas, lineales o ramificadas que tienen uno o
varios dobles (alquenilo) o triples (alquinilo), respectivamente, entre sus atomos

de carbono.

El término “alquenilo” se refiere a radicales de cadenas hidrocarbonadas que
contienen uno o mas enlaces carbono-carbono dobles, por ejemplo, vinilo, 1-

propenilo, alilo, isoprenilo, 2-butenilo, 1,3-butadienilo, etc. Los radicales
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alguenilos pueden estar opcionalmente sustituidos por uno o mas sustituyentes
tales como halo, hidroxilo, alcoxilo, carboxilo, ciano, carbonilo, acilo,

alcoxicarbonilo, amino, nitro, mercapto y alquiltio.

En la presente invencion el término "alquinilo” se refiere a un radical de
cadenas hidrocarbonadas que contienen uno o mas triples enlaces y que
puede tener uno o mas enlaces dobles a lo largo de la cadena carbonada. Los
radicales alquinilo pueden estar opcionalmente sustituidos por uno o mas
sustituyentes tales como un arilo, halégeno, hidroxilo, carboxilo, carbonilo,

amino, etc.

En la presente invencién, el grupo R' es un alquilo C14-Cso. Preferiblemente el
alquilo es Cy4, C1s5, C16, C17, C1s, C19, C20, C21, C22, C23, C24, C2s, C26, C27, Cog,
Cog, 0 C30. Una realizacion preferida de la presente invencion se refiere al uso
del compuesto de féormula general (l), tal como se ha descrito en los parrafos
anteriores, donde R' es un alquilo C14-Coo. Mas preferiblemente el alquilo es
C16-Cis.

Otra realizacion preferida de la presente invencion se refiere al uso del
compuesto de férmula general (I), donde R' es un grupo -CH,-CH(OR?®)-CH,-O-
R*.

En la presente invencién, el grupo R® es un alquilo C;-Cg. Preferiblemente el
alquilo es C4, Gy, Cs, C4, Cs, Cs, C7 0 Cg. Una realizacion mas preferida de la
presente invencién se refiere al uso del compuesto de férmula general (l),
donde R®es un alquilo (Ci-C3). Mas preferiblemente R® es un grupo metilo.

En la presente invencién, el grupo R* es un alquilo C12-Cso. Preferiblemente el
alquilo es Ci2, C13, C14, C15, C16, C17, C1s, Cig, C20, C21, C22, C2s, Cas, Cas, Co,
Co7, Cos, Co9, 0 Cgp. Ofra realizacibn mas preferida se refiere al uso del
compuesto de férmula general (1), donde R* es un alquilo (C14-Cao).

10
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Otra realizacion preferida de la presente invencion se refiere al uso de
cualquiera de los compuestos de formula general (l) descritos anteriormente,

donde R? es un grupo de férmula (11):

+ _CHy

—(CHy),—N
(CHy)2 ~~CH,

CH3

Otra realizacion preferida de la presente invencion se refiere al uso de
cualquiera de los compuestos de formula general (l) descritos anteriormente,

donde R? es un grupo de férmula (111):

n
N
H3C/ \CH3
Otra realizacion preferida de la presente invencion se refiere al uso de
cualquiera de los compuestos de féormula general (l) descritos anteriormente,
donde dicho compuesto se selecciona entre miltefosina, edelfosina o perifosina.
Una realizacion mas preferida de la presente invencion se refiere al uso del
compuesto de formula general (I), donde dicho compuesto es edelfosina. La

edelfosina (1-O- octadecil-2-O-metil-rac-glicero-3-fosfocolina) también es
conocida como ET-18-OCHS.

La edelfosina tiene la férmula siguiente:

11
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o i
o)
o) o\p<
'o/ \o

La miltefosina tiene la férmula siguiente:

La perifosina tiene la formula siguiente:

+
o] o] N
\P/
_ \
5 P \o
En adelante, para referirse a cualquiera de los compuestos definidos en la

presente invencion, se puede emplear el término “compuesto de la invencién” o

‘compuesto de la presente invencion™

En la presente invencion el término "tratamiento" se refiere a la erradicacion o
mejoramiento de una enfermedad, o de uno 0 mas sintomas asociados con la
helmintiasis, asi como a minimizar la propagacién o el empeoramiento de la
helmintiasis, o retrasar la progresién, propagacion o empeoramiento de

helmintiasis. En la presente invencién, el término "prevencion" o “profilaxis” se
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refiere a evitar la aparicién, recurrencia o la propagacion de la helmintiasis, o
de uno o més sintomas de la misma.

La helmintiasis es una enfermedad parasitaria en la que una parte del cuerpo
esta infestada de gusanos, como lo son las lombrices intestinales, solitarias o
gusanos redondos. La helmiantiasis puede ser por ejemplo pero sin limitarse
nematotodiasis (helmintiasis por nematodos), cestodiasis (helmintiasis por
céstodos) o trematodiasis (helmintiasis por trematodos). La nematodiasis se
selecciona de la lista que comprende, pero sin limitarse, anisakiasis,
anquilostomiasis, ascariasis, dracunculiasis, elefantiasis, enterobiasis,
estrongiloidiasis, filariasis, oncocercosis, toxocariasis, tricuriasis o triquinelosis.
La cestodiasis se selecciona de la lista que comprende, pero sin limitarse,
cisticercosis, hidatidosis o teniasis. La trematodiasis se selecciona de la lista

que comprende, pero sin limitarse, esquistosomiasis o tricuriasis.

Otra realizacion preferida de la presente invencion se refiere al uso del
compuesto de la invencion, para la fabricacion de un medicamento para la
prevencién y/o el tratamiento de esquistosomiasis. La esquistosomiasis esta
producida por al menos un platelminto parasito del género Schistosoma.

La esquistosomiasis (bilharziasis o bilharziosis) es una enfermedad parasitaria
producida por gusanos platelmintos de la clase trematodos del género
Schistosoma. La esquistosomiasis generalmente es adquirida por medio de la
ingesta de agua dulce infectada con formas larvarias (cercarias)
esquistosomas. La esquistosomiasis afecta por lo menos 200 millones de
personas alrededor del mundo, y mas de 700 millones de personas viven en
zonas endémicas. La infeccion es frecuente en zonas tropicales vy

subtropicales, en las zonas pobres sin agua potable y saneamiento adecuado.
El platelminto parasito del género Schistosoma se selecciona de la lista que

comprende, pero sin limitarse, Schistosoma bovis, Schistosoma bovis x
Schistosoma haematobium, Schistosoma curassoni, Schistosoma edwardiense,
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Schistosoma  guineensis,  Schistosoma  haematobium,  Schistosoma
haematobium x Schistosoma bovis, Schistosoma haematobium/matthei,
Schistosoma hippopotami, Schistosoma incognitum, Schistosoma indicum,
Schistosoma intercalatum, Schistosoma japonicum, Schistosoma leiperi,
Schistosoma malayensis, Schistosoma mansoni, Schistosoma mansoni X
Schistosoma rodhaini, Schistosoma margrebowiei, Schistosoma matthei,
Schistosoma mekongi, Schistosoma nasale, Schistosoma ovuncatum,
Schistosoma rodhaini, Schistosoma sinensium o Schistosoma spindale.

En humanos, la esquistosomiasis urinaria es causada por Schistosoma
hematobium, la esquistosomiasis intestinal esta causada por cualquiera de los
organismos Schistosoma intercalatum, Schistosoma mansoni, Schistosoma
japonicum, o Schistosoma mekongi. Por tanto, una realizacion mas preferida de
la presente invencion se refiere al uso del compuesto de la invencién, donde el
platelminto parasito del género Schistosoma se selecciona de la lista que
comprende Schistosoma mansoni, Schistosoma haematobium, Schistosoma
intercalatum, Schistosoma japonicum o Schistosoma mekongi. Preferiblemente

el platelminto parasito del género Schistosoma es Schistosoma mansoni.

Otra realizacidbn mas preferida de la presente invencidén se refiere al uso del
compuesto de la invencion, donde la esquistosomiasis esta producida por al
menos un platelminto parasito del género Schistosoma en una fase temprana
inmadura en un mamifero, preferiblemente un humano. Las fases tempranas
inmaduras de dicho parasito en humanos son la forma de larva (cercaria) y de
esquistosémula, forma del ciclo anterior a la del parasito adulto.

Preferiblemente la fase temprana inmadura es esquistosémula.

Otra realizacion preferida de la presente invencion se refiere al uso del
compuesto de la invencioén, para la fabricacion de un medicamento para la
prevencion y/o el tratamiento de estrongiloidiasis. La estrongiloidiasis esta
producida por al menos un nematodo parasito del género Strongyloides.
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La estrongiloidiasis es una enfermedad causada por una infeccibn de una
especie del género Strongyloides, nematodos que se encuentran ampliamente
diseminados en las areas tropicales y subtropicales. El género Strongyloides
esta clasificado en el orden Rhabditida, y la mayoria de los miembros son
nematodos que viven en el suelo. Strongyloides stercoralis es el patbgeno mas
comun para los humanos. La infeccién grave, que resulta del aumento de la
generacién de larvas filariformes, ocurre cuando la inmunidad del paciente se
encuentra alterada, especialmente por terapia esteroidea y, menos
comunmente, otros inmunosupresores, neoplasias hematologicas o

desnutricion.

El nematodo parasito del género Strongyloides se selecciona de la lista que
comprende, pero sin limitarse, Strongyloides akbari, Strongyloides
callosciureus, Strongyloides cebus, Strongyloides fuelleborni, Strongyloides
fuelleborni fuelleborni, Strongyloides fuelleborni kellyi, Strongyloides mirzai,
Strongyloides myopotami, Strongyloides ophidiae, Strongyloides papillosus,
Strongyloides planiceps, Strongyloides procyonis, Strongyloides ransomi,
Strongyloides ratti,  Strongyloides robustus, Strongyloides stercoralis,
Strongyloides suis, Strongyloides venezuelensis, Strongyloides vitali o
Strongyloides westeri. Una realizacidn mas preferida de la presente invencion
se refiere al uso del compuesto de la invencién, donde el platelminto parasito
del género Schistosoma se selecciona de la lista que comprende Strongyloides
venezuelensis, Strongyloides stercoralis o  Strongyloides fuelleborni.
Preferiblemente el platelminto parasito del género Schistosoma es
Strongyloides stercoralis.

Otra realizacién preferida de la presente invencién se refiere al uso del
compuesto de la invencién, donde el medicamento ademas comprende al
menos otra sustancia activa. Esta sustancia activa debe permitir la actividad del
compuesto de la invencion, es decir, debe ser compatible.
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El compuesto de la presente invencién, sales, enantibmeros, diasteredmeros,
solvatos, prodrogas (profarmacos), o claratos asi como las composiciones
farmacéuticas que los contienen pueden ser utilizados junto con otros
farmacos, o principios activos, adicionales, para proporcionar una terapia de
combinacién. Dichos farmacos adicionales pueden formar parte de la misma
composicion farmacéutica o, alternativamente, pueden ser proporcionados en
forma de una composicion separada para su administracién simultanea o no a
la de la composicion farmacéutica que comprende el compuesto de la
invencion(l), sales, enantidmeros, diastereébmeros, solvatos, prodrogas

(profarmacos), o claratos del mismo.

Segun una realizacidn mas preferida de la presente invencion, la sustancia
activa es un agente antiparasitario. Preferiblemente el agente antiparasitario es

un agente antihelmintico.

Una realizacion aun mas preferida de la presente invencion se refiere al uso del
compuesto de la invencion, para la fabricacion de un medicamento para la
prevencién y/o el tratamiento de esquistosomiasis, donde el medicamento
ademas comprende praziquantel, o cualquiera de sus sales farmacéuticamente
aceptables. Tal como se muestra en el ejemplo 2 de la presente invencion, el
uso conjunto de edelfosina y de praziquantel es compatible, por tanto, ambos
antihelminticos pueden usarse de forma conjunta. También se contemplan en
la presente invencién, enantibmeros, diasteredmeros, solvatos, prodrogas o
claratos de praziquantel. EI medicamento puede comprender el compuesto de
la invencién junto con otros farmacos, soélos, o en cualquiera de sus
combinaciones, con 0 sin praziquantel, utilizados para el tratamiento de la
esquistosomiasis como por ejemplo, pero sin limitarse, albendazol, mebendazol
u Oxamniquina. EI medicamento también puede comprender otros farmacos

antiparasitarios.

Una realizacion aun mas preferida de la presente invencidn se refiere al uso del

compuesto de la invencién, para la fabricacion de un medicamento para la
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prevencién y/o el tratamiento de estrongiloidiasis, donde el medicamento
ademas comprende ivermectina, o cualquiera de sus sales farmacéuticamente
aceptables. La ivermectina es el farmaco mas empleado y mas eficaz hasta la
fecha, para el tratamiento de estrongiloidiasis. También se contemplan en la
presente invencion, enantibmeros, diasteredmeros, solvatos, prodrogas o
claratos de ivermectina. EI medicamento puede comprender el compuesto de la
invencién junto con otros farmacos, sélos, o en cualquiera de sus
combinaciones, con o sin ivermectina, utilizados para el tratamiento de la
estrongiloidiasis como por ejemplo, pero sin limitarse, albendazol, tiabendazol,
pamoato de oxantel o pamoato de pirantel. El medicamento también puede

comprender otros farmacos antiparasitarios.

Otra realizacion preferida de la presente invencion se refiere al uso del
compuesto de la invencién, donde el medicamento ademas comprende al
menos un excipiente y/o al menos un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Ademas, el excipiente o el vehiculo deben ser farmacoldégicamente aceptables.

El término “farmacolégicamente aceptable” se refiere a que el compuesto al
que hace referencia esté permitido y evaluado de modo que no cause dafo a
los organismos a los que se administra. El término “farmacéuticamente
aceptable” se refiere a que el compuesto al que hace referencia permita la
actividad del compuesto de la presente invencion.

El término “excipiente” hace referencia a una sustancia que ayuda a la
absorcidon del compuesto de la presente invencidn, estabiliza dicho compuesto
0 ayuda a la preparacion del medicamento en el sentido de darle consistencia o
aportar sabores que lo hagan mas agradable. Asi pues, los excipientes podrian
tener la funcion de mantener los ingredientes unidos como por ejemplo
almidones, azucares o celulosas, funcion de endulzar, funcion de colorante,
funcion de proteccion del medicamento como por ejemplo para aislarlo del aire
y/o la humedad, funcién de relleno de una pastilla, capsula o cualquier otra

forma de presentacién como por ejemplo el fosfato de calcio dibasico, funcién

17



10

15

20

25

30

ES 2378 812 Al

desintegradora para facilitar la disolucion de los componentes y su absorcion
en el intestino, sin excluir otro tipo de excipientes no mencionados en este

parrafo.

El término “vehiculo farmacéuticamente aceptable” hace referencia a aquellas
sustancias, o combinacion de sustancias, conocidas en el sector farmacéutico,
utilizadas en la elaboracion de formas farmacéuticas de administracion e
incluye, pero sin limitarse, soélidos, liquidos, disolventes o tensioactivos. El
vehiculo puede ser una sustancia inerte o de accién analoga al compuesto de la
presente invencion. La funcién del vehiculo es facilitar la incorporacién del
compuesto de la invencion y/o de otros compuestos, permitir una mejor dosificacion
y administracién o dar consistencia y forma al medicamento. Cuando la forma de
presentacion es liquida, el vehiculo es el diluyente.

Otra realizacion preferida de la presente invencion se refiere al uso del
compuesto de la invencién, donde el medicamento se presenta en una forma

adaptada a la administracion por via oral.

En cada caso, la forma de presentacién del medicamento se adaptara al tipo de
administracion utilizada, por ello, el medicamento de la presente invencion se
puede presentar bajo la forma de soluciones o cualquier otra forma de

administracion clinicamente permitida.

La forma adaptada a la administracion oral se refiere a un estado fisico que
pueda permitir su administracion oral. La forma adaptada a la administracion
oral se selecciona de la lista que comprende, pero sin limitarse, gotas, jarabe,
tisana, elixir, suspension, suspension extemporanea, vial bebible, comprimido,

capsula, granulado, sello, pildora, tableta, pastilla, trocisco o liofilizado.
El medicamento se puede presentar en una forma adaptada a la administracion

por via oral La forma adaptada a la administracién parenteral se refiere a un

estado fisico que pueda permitir su administracién inyectable, es decir,
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preferiblemente en estado liquido. La administracién parenteral se puede llevar
a cabo por via de administracién intramuscular, intraarterial, intravenosa,
intradérmica, subcutdnea o intradsea pero sin limitarse Unicamente a estos

tipos de vias de administracion parenteral.

Otra posibilidad es que el medicamento se presente en una forma adaptada a la
administracién sublingual, nasal, intracatecal, bronquial, linfatica, rectal,
transdérmica o inhalada. La forma adaptada a la administracién rectal se
selecciona de la lista que comprende, pero sin limitarse, supositorio, capsula
rectal, dispersion rectal o pomada rectal. La forma adaptada a la administracion
transdérmica se selecciona de la lista que comprende, pero sin limitarse, parche

transdérmico o iontoforesis.

Es decir, el compuesto de la presente invencion, sales, enantibmeros,
diasteredmeros, solvatos, prodrogas (profarmacos), o claratos, se formulan en
medicamento, en una cantidad terapéuticamente efectiva. EI medicamento puede
formularse junto con uno o mas vehiculos, adyuvantes o0 excipientes
farmacéuticamente y farmacoldégicamente aceptables, asi como también puede
comprender otra sustancia activa, en una forma sustancialmente pura, es decir,
que tiene un nivel de pureza farmacéuticamente aceptable excluyendo los
aditivos farmacéuticos normales tales como diluyentes y portadores, y no
incluyendo material considerado toxico a niveles de dosificacién normales. Los
niveles de pureza para el principio activo son preferiblemente superiores al
50%, mas preferiblemente, superiores al 70%, y todavia mas preferiblemente
superiores al 90%. En una realizacién preferida, son superiores al 95% de
compuesto de la invencion, sus sales, enantiomeros, diasteredmeros, solvatos,

prodrogas (profarmacos), o claratos.

Teniendo en cuenta que la edelfosina es un farmaco que se comercializa como
anticancerigeno, su farmacocinética es conocida. Dichas caracteristicas
farmacocinéticas de la edelfosina pueden consultarse en Estella-Hermoso de
Mendoza et al., 2009 (Estella-Hermoso de Mendoza et al., 2009. Clin Cancer
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Res., 15(3):858-64).

Todos los medicamentos tienen unas caracteristicas concretas en lo que se
refiere a su liberacién, absorcion, distribucién, metabolismo y eliminacion.
Cuando se introduce un farmaco en el organismo debe superar numerosas
barreras biol6gicas antes de llegar al receptor que dependen de la via de
administracion. Para que un farmaco pueda ejercer su accién debe alcanzar
una concentracién adecuada y en el lugar adecuado en el cual un farmaco esta
en posicion de interactuar con sus receptores para realizar su efecto bioldgico

sin que intervengan barreras de difusion.

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

presente invencion.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

FIG. 1. Muestra la mortalidad larvaria valorado por motilidad en
tratamiento con ET-18-OCHS3 (edelfosina) y ET-18-OH (analogo inactivo).

FIG. 2. Muestra la mortalidad larvaria valorado por motilidad. Motilidad de
larvas L3 de S. venezuelensis expuestas a edelfosina.

FIG. 3. Muestra larvas L3 de S. venezuelensis tratadas con el donador de
oxico nitrico DETA (100 g/ml) analizadas por el método TUNEL.
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Fluorescencia roja del ADN de las células del parasito (A). Fluorescencia verde
del los nucleos apoptéticos mediante microscopia confocal (B). Larva vista con
microscopia 6ptica (C). Superposicion de la fluorescencia roja y verde sobre la
larva (D).

FIG. 4. Muestra ratones BALB/c infectados con larvas tratadas con
edelfosina.

C: Cantidad de huevos por gramo de heces.

T post-infec: Dias después de la infeccion de dichos ratones por las larvas
tratadas con 2,5; 5y 10 ug/ml de edelfosina.

ET-180CHS: Edelfosina.

FIG. 5. Muestra ratones BALB/c infectados con larvas tratadas con

edelfosina e ivermectina.

C: Cantidad de huevos por gramo de heces.

T post-infec: Dias después de la infeccion de dichos ratones por las larvas
tratadas con 0,1; 0,5; 1 y 2,5 pg/ml de edelfosina y 10 ug/ml de ivermectina.
ET-180CHS: Edelfosina.

Iver: Ivermectina.

FIG. 6. Muestra ratones BALB/c infectados con 100 L3 de S. venezuelensis
y tratados via oral.

C: Cantidad de huevos por gramo de heces.

T post-infec: Dias después de la infeccion de dichos ratones por las larvas
tratadas con 1; 2,5; 5y 10 ug/g de peso vivo (PV) de edelfosina y, 5 y10 pg/g
PV de ivermectina.

ET-180CH3: Edelfosina.

Iver: Ivermectina.
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FIG. 7. Muestra la respuesta a los diferentes tratamientos al final del

experimento.

En (A) se observan las medias de los parasitos adultos de S. mansoni
recuperados por perfusiéon al final del ensayo y en (B) la media de los huevos
por gramo de tejido, localizados en los granulomas del intestino.

TP: Medida del n® total de parasitos.

G1-NT: Grupo 1 no tratados.

Las barras horizontales representan la media de los datos: ** p<0.05; ***
p<0.0001.

FIG. 8. Muestra el recuento de eosinodfilos (A) y basoéfilos (B) a la octava
semana del experimento.

Eosin: Eosindfilos.

Baso: Basofilos.

G1-NT: Grupo 1 no tratados.

Las columnas representan la media de los datos para cada grupo con su
respectiva barra de error, los valores presentan diferencias estadisticas con *
p<0.05.

FIG. 9. Muestra los titulos de anticuerpos lgG2a, frente al antigeno
somatico de S. mansoni en los diferentes grupos experimentales durante
la tercera semana post-infeccion (A; dia 21) y octava semana post
infeccion (B; dia 56).

G1-NT: Grupo 1 no tratados.

Las columnas representan la medias de las densidades épticas (D.O) de los
grupos con su respectiva barra de error, los valores representan diferencias
estadisticamente significativas con * p< 0.05.

22



10

15

20

25

ES 2378 812 Al

FIG. 10. Muestra los analisis de los datos hematoldgicos de eosinéfilos a
lo largo de 8 semanas.

Eos: Eosindfilos.

PZQ: Plaziquantel.

EDLF: Edelfosina.

NT: No tratados.

Sem: Semana. Se muestran datos a la semana 0, 3,5y 8.

FIG. 11. Muestra los analisis de los datos hematolodgicos de basofilos a lo

largo de 8 semanas.

Bas: Basdfilos.

PZQ: Plaziquantel.

EDLF: Edelfosina.

NT: No tratados.

Sem: Semana. Se muestran datos a la semana 0, 3,5y 8.

EJEMPLOS

A continuacién se ilustrara la invencion mediante unos ensayos realizados por
los inventores. Los siguientes ejemplos especificos que se proporcionan en
este documento de patente sirven para ilustrar la naturaleza de la presente
invencion. Estos ejemplos se incluyen solamente con fines ilustrativos y no han
de ser interpretados como limitaciones a la invencién que aqui se reivindica.
Por tanto, los ejemplos descritos no pretenden limitar el campo de aplicacion de

la misma.
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EJEMPLO 1. Actividad antihelmintica de edelfosina frente a Strongyloides.

1.1. Mantenimiento del ciclo biolégico de S. venezuelensis.

Las larvas infectivas de tercer estadio (L3) de S. venezuelensis, se
obtuvieron a partir de la cepa que se mantiene en el Laboratorio de
Parasitologia de la Facultad de Farmacia de La Universidad de Salamanca por
pases sucesivos en ratas wistar. El ciclo se realizé a partir de heces de
animales infectados se recuperan huevos de S. venezuelensis, para permitir el
desarrollo de estos a larvas de primero (L1), segundo (L2) y tercer estadio (L3).
Se mezclaron las heces con un sustrato inerte formado por vermiculita.,
posteriormente se recogian las L3 mediante la técnica de Baermann con
modificaciones. Esta técnica se fundamenta en el termo-hidrotropismo
caracteristico de esta fase parasitaria. Se contarén las larvas 3 y se confirmé
que al menos el 80% tuvieran movilidad. Finalmente se ponian en una
concentracion de 3.000 L3 en 0,5 ml de solucién salina que eran inyectados por
via subcutanea a ratas macho de 60-120 g.

1.2. Establecimiento de un modelo de infeccion de S. venezuelensis
en ratones BALB/c.

Se emplearon un total de 80 ratones BALB/c de 6 semanas, con pesos
entre 18-20 g. Los ratones fueron divididos en 8 grupos de 10 ratones. Uno de
los grupos se mantuvo sin infeccion y los 7 grupos restantes fueron infectados
subcutaneamente con dosis de 100, 500, 1.000, 3.000, 5.000, 10.000 y 30.000
L3 respectivamente. Para el seguimiento de las infecciones se determiné
diariamente el numero de huevos en heces, Se extrajo de cada animal 1,5 ml
de sangre del plexo retro-ocular, 0,5 ml se depositaron en tubos de ensayo con
anticoagulante (EDTA), 1 ml fue dejado en reposo 4 horas, centrifugado a
7.000 g, durante 10 minutos a 4°C. El suero fue retirado, almacenado
congelado a -20°C, hasta su procesamiento. Se estudi6é el hemograma; nimero

de plaquetas, nimero de leucocitos totales y formula leucocitaria (neutréfilos,
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linfocitos, eosindfilos, basofilos) utilizando un citémetro (Beckman: Coulter LH
750). En el suero se determiné alanina transaminasa GPT (EC 2.6.1.2),
aspartato transaminasa GOT (EC 2.6.1.1), lactato deshidrogenasa LDH (EC
1.1.1.27), amilasa (EC 3.2.1.2), creatin-quinasa CK (EC 2.7.3.2), glucosa,
utilizando un auto-analizador (Beckman: Synchron CX9). Las determinaciones
fueron realizadas en los dias 0, 1, 2, 5y 20 después de la infeccién. Un animal
de cada grupo fue sacrificado a las 6 horas, 1, 3, 5, 7, 14 y 20 dias post-
infeccidn y se recogid piel, pulmén, corazén, higado, intestino y cerebro.
Posteriormente se realizaron cortes histologicos. También se recogieron larvas

del pulmén y hembras del intestino (ver figura nueva insertada).
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Diagrama 1. Desarrollo del modelo de estrongiloidosis en ratones BALB/c

infectados con S venezuelensis.

1.3. Analisis estadisticos.

Los datos se expresaron como media y error estandar de la media. Para
el analisis inferencial se estudi6 inicialmente la normalidad vy

homoscedasticidad de las muestras. En aquellos casos en los que las muestras

tenian distribucién normal y sus varianzas fueron similares, se emplearon en el
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analisis pruebas paramétricas t de Student para comparar dos grupos o analisis
de varianza (ANOVA) para comparar varios grupos. Cuando se obtuvieron
diferencias entre grupos mediante ANOVA se aplicd la prueba post-ANOVA
Fisher PLSD. Para los casos en los que la distribucion no era normal se
realizaron pruebas no paramétricas (Wilconxon y Friedman). Se consideraron
diferencias estadisticamente significativas cuando p<0,05. Los datos fueron
procesados con el paquete estadistico SPSS 11.5 para Windows.

1.4. Actividad in vitro frente a larvas de Strongyloides.

Se utilizaron cultivos de larvas de tercer estadio de Strongyloides
venezuelensis cuyo ciclo biolégico se mantienen en ratas Wistar mediante
infecciones experimentales periddicas. Se emplearon dosis de edelfosina en un
rango de entre 2,5-50 ug (FIG. 1). La viabilidad celular se midi6 mediante
movilidad larvaria y fosfatasa alcalina. En la FIG. 2 se observan los resultados
de inhibicién con edelfosina, mostrando que con dosis de 10 ug existié una
inhibicién el 60% a los 30 minutos de exposicion y de 80% a las 24 horas. Se
utiliz6 como control negativo Et180H (edelfosina inactiva), observandose que

no se producia reduccion significativa.

Posteriormente se evalué el mecanismo de accion utilizado por
edelfosina. Se realiz6 técnica de TUNEL con el fin de analizar su actividad
proapoptotico. Los resultados mostraron que con las dosis efectivas de
edelfosina en la inhibicién e la motilidad se inducia apoptosis (FIG. 3).

1.5. Actividad ex vivo anti-Strongyloides.

Larvas de tercer estadio de S. venezuelensis fueron tratadas con dosis
de edelfosina de 2,5; 5y 10 ug y posteriormente inoculadas a ratones CD1. Se
realizaron analisis coprolégicos diarios para valorar el nimero de huevos por
gramo de heces. Los resultados se muestran en la FIG. 4. Los ratones a los

que se administré larvas del parasito sin tratar tenian una eliminacién de
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huevos que comenzé al 5° dia postinfeccién, con un pico maximo al 7° dia y
una disminucion al 14° dia postinfeccién. Ratones tratados con 2,5 ug de
edelfosina presentaron una reduccion del 78% en el nimero de huevos por
gramo de heces, siendo del 100% durante toda la infeccion cuando se

administraban larvas tratadas con 10 pg del farmaco.

Posteriormente se realiz6 un experimento en ratones BALB/c ampliando
el rango de dosis utilizadas en el experimento anterior. Las respuestas
inmunoldgicas en helmintos son diferentes dependiendo de las cepas de
ratones utilizados. Los ratones BALB/c son ratones con predominio de
respuestas Th2 y por tanto indicados para realizar experimentos de eficacia
terapéutica. Se utilizaron larvas 3 de S. venezuelensis tratadas con dosis de
0,1; 0,5; 1; 2,5 y 20 ug de edelfosina. Tras 24 h. de cultivo se introdujeron en
ratones BALB/c. Se utilizaron como controles negativo y positivo larvas sin
tratar y larvas tratadas con 10 ug de ivermectina (farmaco de eleccién den la
estrongiloidosis). Los resultados se reflejan en FIG. 5. A partir de 0,5 ug de
edelfosina, las larvas tratadas y posteriormente administradas a ratones
BALB/c presentaban 100% de reduccién durante el experimento.

1.6. Actividad in vivo anti-Strongyloides.

Se utilizaron 7 grupos experimentales de ratones BALB/c para realizar
los estudios in vivo. Grupo 1: ratones infectados con 110 L3 de S.
venezuelensis: Grupos 2 y 3: Ratones infectados y tratados con ivermectina (5
y 10 ug). Grupos 4-7: Ratones infectados y tratados con edelfosina (dosis 1;
2,5; 5y 10 ng). Se midieron diariamente los huevos excretados en heces como
marcador de infeccién. Los resultados obtenidos con dosis de 1 ug de
edelfosina mostraron reducciones del 100% a lo largo del experimento.
Ratones tratados con ivermectina no mostraron reduccion del 100% en ndmero
de huevos (FIG. 6).
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Ejemplo 2.- Actividad antihelmintica de edelfosina frente a Schistosoma
mansoni. Actividad in vivo anti-S. mansoni.

La edelfosina (EDLF) fue suministrada por Apointech. La dosis utilizada a cada
animal fue de 45mg/Kg via oral. El Praziquantel (PZQ) se obtuvo al
resuspender una tableta de Biltricide (Bayer Vital, 51368 Leverkusen) 600mg
en un volumen 10ml de (liquido) al 2 % de Propilenglicol (200 ul) y se utiliz6 a
dosis de 100 mg/Kg/dia via oral.

2.1. Mantenimiento del Ciclo de vida del S. mansoni.

La cepa de S. mansoni fue mantenida en laboratorio de Inmunologia
Parasitaria y Molecular (CIETUS) a través de caracoles del género
Biomphalaria glabrata como hospedador intermediario y ratones hembras CD1
(Edad: seis semanas) como hospedador definitivo. Los caracoles fueron
mantenidos en acuarios de vidrio con capacidad de 20 litros y alimentados con
lechuga en laboratorio. Ambiente controlado a temperaturas 26 a 28 °C y ciclos
de12 horas luz/oscuridad. El proceso de infeccibn de los caracoles y la
obtencion de las cercarias se efectué de acuerdo a Lewis et al. (Lewis et al.,
1986. J Parasitol, 72(6): 813-29)

2.2. Infeccion en Ratones.

En este experimento se utilizaron cincuenta ratones hembras no
consanguineos CD1 procedentes de Charles River Laboratorios Espafa
(CRIFFA S.A., Barcelona). Los animales fueron mantenidos en condiciones de
experimentacién con ambiente y temperatura controlados, en ciclos de 12
horas luz/oscuridad, acceso libre al agua y alimento. Cuatro de los cinco grupos
fueron infectados con ciento cincuenta cercarias de S. mansoni, cada uno de
forma percutdnea bajo inmovilizacion con una combinacion de anestésico y
sedante (Ketamina/Diazepam/Atropina(50/5/1/-mg/Kg)) via i.p., para luego ser

sujetados con cinta adhesiva y fijarles un cilindro plastico a nivel abdominal,
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previamente afeitado, donde se depositan un volumen maximo de 0,5 ml de
agua que contiene las ciento cincuenta cercarias. Los ratones son mantenidos
en oscuridad por aproximadamente 45 minutos, tiempo estimado de
penetracion de las cercarias a traves de la piel del ratén. El anterior
procedimiento pretende homogenizar la infeccibn en el grupo de ratones
infectados.

El disefio experimental se puede observar de manera grafica en el
diagrama 1, donde se representan dos lineas de tiempo, la primera
corresponde a parte del ciclo del S. mansoni en el modelo experimental y la
segunda, los eventos de tratamiento y toma de muestras en las diferentes
fases del ciclo. Las actividades del ensayo comienzan con la toma de muestra
de sangre en los ratones tres dias antes de la infeccidn, posteriormente se
suministra los diferentes tratamientos, con previa distribucion de cinco grupo de
ratones con 10 animales cada uno, asi: No infectados no tratados o grupo
control (Control), grupo infectados pero no tratados (G1-No tratados), grupo
infectados tratados con PZQ (G2-PZQ), grupo infectados tratados con
edelfosina (G3-EDLF), y grupo infectado tratados con la combinacién PZQ mas
edelfosina suministrada en forma separada (G4-PZQ+EDLF).

29



10

15

ES 2378 812 Al

Ciclode viday tratamicnto Schistosomosis cn modelo experimental fase temprana

Dias -3 0 14 28 56

Schistasomulas en piel Parasitos jovenes en Parasitos adultos y puestas de huevos
| l y pulmdn l sistema porta hepatico |
|

Infeccion Perfusion

Dias*| -3 0 7 14 *| 21 28 *|35 42 49 *+| 56

s 1 1 | | | |

Tratamientos

|
GO: Control-Sin Infectar
Grupos:| Gl:Infectados no tratados
G2:P2Q 100mg/Kg durante 11 dias
G3:EDLF 45mg/kg durante 11 dias
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SRLITIUVLE (SaTas)

Diagrama 2. Representacion del disefio experimental, con dos lineas de
tiempo, la primera indicando los dias en la fase del ciclo del parasito S.
mansoni y la segunda donde se realizan los tratamientos y las tomas de

muestras.

2.3. Técnicas parasitoldgicas.

Los animales fueron eutanasiados a las ocho semanas de
experimentacién (dia 56), con pentobarbital sédico a una dosis 60mg/kg i.p, los
datos parasitolégicos como numero de parasitos obtenidos al realizar una
incisién del musculo abdominal en el animal paralelamente a la linea alba, para
despejar los 6rganos abdominales y lograr realizar la diseccién de la vena porta
hepatica efectuando un pequefio corte para facilitar la salida de los parasitos,
posteriormente se realiza un corte a lado y lado el arco costal despejando la
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caja toracica y dejando al descubierto el corazén por donde se inyecta en el
ventriculo izquierdo con una jeringuilla (10 ml) una solucién salina (0,85% NaCl,
1000 U.l. de heparina) y con este procedimiento se realiza la perfusién del
higado (Smithers y Terry, 1965. Parasitology, 55(4): 695-700), con el fin de
recuperar las formas adultas del parasito para su clasificacién y conteo; otros
datos a recopilar son los huevos por gramo de higado e intestino en camara de
Mac Master previa disolucién del tejido en KOH al 5% durante 6-24h a 37°C
(Cheever, 1970. Bull World Health Organ, 43(4): 601-3), estas practicas se
llevaron a cabo en el animalario de la universidad de Salamanca y en el
laboratorio de Inmunologia Parasitaria y Molecular (CIETUS) de conformidad

con la normativa de bienestar animal de la Unién Europea.
2.4. Técnicas hematologicas.

Los ratones fueron sangrados cuatro veces durante todo el experimento
con un intervalo aproximado de cada tres semanas, labor realizada por
personal calificado. Las muestras fueron recolectadas en tubos Vacutainer®
(Cat. 367841) previamente etiquetados que contenian anticoagulante EDTA,
homogenizando bien la sangre con el anticoagulante para evitar alteraciones
en los resultados por coagulacion. Se transfirié un volumen minimo de 20 pl en
tubos Eppendorf (1,5 ml), para ser colocados en el soporte del equipo
Hemavet® HV950 (Drew Scientific Co. Limited, Barrow in Furness; England) y

realizar el andlisis.

2.5. Técnica inmunoldgica de ELISA indirecto (/ndirect-Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay).

Para esta técnica se utiliz6 antigeno somatico de S. mansoni (Ag-SO-
Sm) el cual se obtuvo de tomar 20 parejas de parasitos adultos y se sometieron
a congelacion en nitrégeno liquido para luego ser homogenizados en un
macerador de cristal, adicionando 1ml de PBS pH 7,2 con cuatro inhibidores de
proteasas:1mM de EDTA (E6758, Sigma), 1 mM de PMSF (P7626, Sigma),
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1uM de Pepstatin A (P5318, Sigma) y 0,1 mM de TPCK (T4376, Sigma). Todo
fue centrifugado a 10.000 x g a 4 °C durante 30 min, para luego recoger el
sobrenadante y realizar una electroforesis en gel SDS-PAGE al 12% vy
cuantificar la cantidad de proteina obtenida por BCA. (Micro BCA ™ Protein
Assay Kit).

Con 100 pl del antigeno somatico (Ag-SO-Sm) en tampon carbonato( pH
9,6) con una concentraciéon de 5 ug/ml, se tapizaron cada pocillo de una placa
de poliestireno de fondo plano, luego se incubé durante 24 horas a 4°C, se
descart6 el liquido de la placa y se hicieron tres lavados con 200 pl PBS-tween
durante 4 min, se incorpor6 100 pul por pocillo de una solucién de leche
descremada al 5% en PBS, se cubrid con papel de aluminio y se incubd (1 hora
a 37 °C), se descarté el liquido de la placa y se hicieron tres lavados con 200 pl
PBS-tween durante 4 min. Se diluyeron los sueros a 1:100 en PBS-tween y se
dispensaron por duplicado (100 ul/pocillo), se cubrié la placa con papel de
aluminio y se incubé (1 hora a 37 °C). Se descarté el liquido de la placa y se
hicieron tres lavados con 200 ul PBS-tween durante 4 min, se afiadieron 100 pl
en cada pocillo de la anti-inmunoglubulina como anticuerpo secundario a una
dilucién 1:1000, en PBS-tween al 5% de leche descremada. Para cada suero
de cada ratéon se evaludé una Anti-IgG total (A-5906,Sigma), anti-lgG1(5037,
Nordic Inmunology) y anti-lgG2a(5018, Nordic Inmunology), se cubridé con papel
de aluminio y se incub6 (1 hora a 37°C). Se descarté el liquido de la placa y se
hicieron tres lavados con 200 ul PBS-tween durante 4 min, se afiadieron 100 pl
de la solucién de revelado que consta de 10 ml de tampdn citrato (pH 5), 4 pl
de H>O, y 0.053 g de OPD (P1526, Sigma), se incub6 en oscuridad durante 20
min. Se pard la reaccién con 50 pl por pocillo de solucién de HoSO4 2N y se
ley6 la placa en un espectrofotometro a 450 nm (Anthos 2020).

2.6. Analisis estadistico.

Los resultados se expresaron en medias + errores estandar. Los datos

fueron analizados en una direccibn grupo por grupo en multiples
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comparaciones con la prueba U de Mann Whitney. Las diferencias entre los
resultados de cada grupo se consideraron estadisticamente significativas
cuando la p< 0,05 en la quinta version del programa estadistico Graphpad

Prism.

2.7. Resultados parasitologicos.

En los resultados obtenidos de la recuperacion de vermes a las ocho
semanas (56 dias) de la infeccion, se observaron diferencias estadisticamente
significativas (p< 0,05) entre el grupo infectado no tratado (G1-Control) y la
reduccién de vermes en el grupo infectado y tratado con edelfosina (G3-EDLF),
la combinacion PZQ mas edelfosina (G4- PZQ+EDLF) también presenté una
reduccion estadisticamente significativa (p< 0,05) en este parametro cuando se
comparé con los ratones del grupo infectado no tratado (G1-Control) y a su vez
con el grupo infectado tratado con PZQ (G2-PZQ); datos representados en la
FIG. 7A.

El recuento de huevos del parasito en tejidos de los animales infectado
“huevos por gramo de tejido” (h.p.g), se llevd a cabo en higado e intestino. El
contaje de numero de huevos en higado entre los grupos infectados no
presentd diferencias significativas en la reduccion de vermes con respecto al
grupo infectado no tratado (datos no mostrados); a diferencia de los intestinos
donde se presentan diferencias estadisticamente significativas. El grupo tres
infectado y tratado con EDLF (G3-EDLF) mostro diferencias estadisticamente
significativas (p< 0,05), comparado con el grupo uno infectado no tratado (G1-
No tratado) y a su vez el grupo cuatro (G4-PZQ+EDLF) presento diferencias
altamente significativas (p<0,0001), comparandolo con los grupos uno (G1-No
tratados) y el grupo dos infectado y tratado con PZQ (G2-PZQ), datos
representados en la FIG. 2B.
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2.8. Resultados hematoldgicos.

El analisis de los datos hematolégicos recopila los resultados del
hemograma. Los resultados de la serie roja: recuento de glébulos rojos y
hematocrito (HCT) no mostraron diferencias estadisticamente significativas (p<
0.05) cuando se compararon los grupos estudiados, al igual que la
hemoglobina (Hb), volumen corpuscular medio (MCV), hemoglobina
corpuscular media (MCH), concentracién de hemoglobina corpuscular media
(MCHQ), dispersion en el tamano de eritrocitos (RDW) y de plaquetas (PLT).

En la linea celular de glébulos blancos, los resultados del contaje de
leucocitos, neutrdéfilos, linfocitos y monocitos no presentaron diferencias
estadisticamente significativas cuando se compararon los diferentes grupo
infectados, mientras que los resultados de contaje de # Eosinéfilos 10%/uL (Eos)
(FIG. 10) y de # Baséfilos 10°%/uL (Bas) (FIG. 11), se observaron diferencias
estadisticamente significativas (p< 0,05) al realizar comparaciones entre los
grupos de ratones infectados. Los resultados se expresaron de forma gréafica

en columnas y las barras de error representan el error estandar de la media.
2.9. Resultados inmunologicos- ELISA.

Los resultados de la respuesta humoral contra antigenos somaticos de
S. mansoni, de tipo 1gG2a, comparando los grupos infectados G1 y G2 con
respecto al grupo (G3-EDLF) presentaron diferencias estadisticamente
significativas. Frente a la 1gG1 y IgG total no se observaron diferencias

estadisticamente significativas entre los grupos tratados.
Conclusiones del ejemplo 2
La edelfosina presenta un efecto positivo en el tratamiento temprano de

la schistosomosis en el modelo experimental de ratdén, donde se logra reducir la

carga parasitaria de los grupos tratados con edelfosina y la combinacion con
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Praziquantel de manera estadisticamente significativa comparada con el grupo
infectado no tratado (FIG. 7), esta reduccion se ve reflejada en la disminucién
de formas adultas de S. mansoni al final del experimento como consecuencia
de la muerte temprana de la fase inmadura del parasito (esquistosémula) y la
disminucion en la produccion de huevos a nivel intestinal, lugar donde
finalmente se aloja la forma adulta del parasito.

La respuesta celular ante el tratamiento con edelfosina provoc6é una
disminucibn en dos grupos de las células (eosindfilos y basofilos),
estadisticamente significativa, en la octava semana post infeccion (56 dias),
contrario a lo que se presenta de forma natural (FIG. 8), por el grupo infectado
no tratado (G1-No tratado) donde se observa eosinoflia y basofilia; en este
proceso y ante un constante estimulo antigénico provocado por el parasito y la
produccién de huevos, se favorece la proliferacién celular hacia una respuesta
exacerbada y formacién de granulomas, ocasionando dafo funcional en
diferentes 6rganos como el higado, bazo e intestinos, a diferencia del efecto
que ocasiona el tratamiento con edelfosina donde no se presentd una
eosinofilia y basofila. Esto hace pensar que se deba a la disminucién temprana
de la carga parasitaria. Lo anterior se puede también argumentar de forma
inmunoldgica a través de la disminucion de los titulos de anticuerpos IgG2a
frente antigeno somatico de S. mansoni (Ag.SO-Sm) en los grupos tratados
con (EDLF) comparados con los grupos infectado no tratado (G1-No tratado) y
el grupo infectado tratado con PZQ (G2-PZQ), esto se interpreta como una baja
respuesta Th1, ante la poca presencia de esquistosomulas (Cardoso, Macedo
et al. 2008. PLoS Negl Trop Dis, 2(10): e308) en la primera fase de la
schistosomosis, en los grupos tratados con (EDLF).

Por tanto se demuestra que un compuesto como la edelfosina podria
resultar un tratamiento complementario en la equistosomosis, en combinacion
con el tratamiento actual (PZQ), que representa el beneficio de poder tener
mayor cubrimiento del control de la enfermedad con un tratamiento

complementario o combinado que cubra en lo posible todo el ciclo y formas del
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parasito en el huésped definitivo. Este hallazgo podria aportar mucho en las
areas de mayor transmision como un tratamiento profilactico y/o combinacion
de moléculas que presenten sinergismo o que puedan ser combinadas con el
mismo en una composicién farmacéutica. Dada la preocupacién de depender
de un solo medicamento para tratar a mas de 200 millones de personas y
riesgo eminente de crear resistencia a PZQ por el uso masivo en campanas
sanitarias; la edelfosina se presenta en este trabajo como un compuesto con
gran potencial farmacéutico para dar solucion complementaria a esta

enfermedad.

En resumen:
1 La edelfosina actua en la fase temprana de la esquistosomosis y con su
efecto ayuda a disminuir la carga parasitaria.
2. La combinacion de Praziquantel mas edelfosina también ocasiona un efecto
positivo en el tratamiento de la esquistosomosis durante la fase temprana de la
enfermedad.
3. El tratamiento instaurado en forma profilactica con edelfosina para la
esquistosomosis influye en la disminucion de eosindéfilos y basoéfilos por efecto
temprano en la reduccion de la carga parasitaria.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un compuesto de férmula general (1), o cualquiera de sus sales,

isdbmeros o solvatos farmacéuticamente aceptables,

5
R'——o0 O—R?
\P/
_O/ \O
(1)
Donde: R' se selecciona entre un alquilo (C14-Csp), un alquenilo (C14-Csp),
10 un alquinilo (C14-Cs0) 0 un grupo -CH,-CH(OR®)-CH,-O-R*; R® es un alquilo
(C+4-Cs), R* se selecciona entre un alquilo (C12-Cso), un alquenilo (C12-Cao),
un alquinilo (C12-Csp):
R? se selecciona entre un grupo de férmula (1), (1) 6 (IV):
CH
—(CHy) —JNr/ 3 +
2)2 \CH3 n c 8 NH3
CH N S
15 ’ HsC CHs COOH
(1) (1) (1V)
para la fabricacién de un medicamento para la prevencién y/o tratamiento
20 de helmintiasis.

2. Uso segun la reivindicacién 1, donde R' es un alquilo (C14-Cao).

3. Uso segun la reivindicacién 2, donde R es un alquilo (C16-C1s).
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4. Uso segln la reivindicaciéon 1, donde R' es un grupo -CH,-CH(OR®)-
CH,-O-R*.

5. Uso segun la reivindicacién 4, donde R®es un alquilo (C+-Cs).
6. Uso segun la reivindicacion 5, donde R%es un metilo.

7. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 5 6 6, donde R* es un
alquilo (C14-Cyp).

8. Uso segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, donde R? es un

grupo de férmula (11).

9. Uso segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, donde R? es un

grupo de férmula (111).

10.Uso segun la reivindicacién 1, donde dicho compuesto se selecciona

entre miltefosina, edelfosina o perifosina.

11.Uso del compuesto segun la reivindicaciéon 10, donde dicho compuesto
es edelfosina.

12.Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, para la fabricacién
de un medicamento para la prevencion y/o el tratamiento de
esquistosomiasis, producida por al menos un platelminto parasito del
género Schistosoma.

13.Uso segun la reivindicacion 12, donde la esquistosomiasis esta

producida por al menos un platelminto parasito del género Schistosoma

en una fase temprana inmadura.
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14.Uso segun la reivindicacion 13, donde la fase temprana inmadura es
esquistosomula.

15.Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 12 a 14, donde el
platelminto parasito del género Schistosoma se selecciona de la lista
que comprende Schistosoma mansoni, Schistosoma haematobium,
Schistosoma intercalatum, Schistosoma japonicum o Schistosoma

mekonagi.

16.Uso segun la reivindicacion 15, donde el platelminto parasito del género

Schistosoma es Schistosoma mansoni.

17.Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, para la fabricacion
de un medicamento para la prevencion y/o el tratamiento de
estrongiloidiasis, producida por al menos un nematodo parasito del

género Strongyloides.
18.Uso segun la reivindicacion 17, donde el nematodo parasito del género
Strongyloides se selecciona de la lista que comprende Strongyloides

venezuelensis, Strongyloides stercoralis o Strongyloides fuelleborni.

19.Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 18, donde el

medicamento ademas comprende al menos otra sustancia activa.

20.Uso segun la reivindicacion 19, donde la sustancia activa es un agente
antiparasitario.

21.Uso segun la reivindicacién 20, donde el agente antiparasitario es un
agente antihelmintico.
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22. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 12 a 16, donde el
medicamento ademdas comprende praziquantel, o cualquiera de sus

sales, isbmeros o solvatos farmacéuticamente aceptables.

5 23.Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 17 6 18, donde el
medicamento ademas comprende ivermectina, o cualquiera de sus
sales, isobmeros o solvatos farmacéuticamente aceptables.

24.Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 23, donde el
10 medicamento ademas comprende al menos un excipiente y/o al menos

un vehiculo farmacéuticamente aceptables.
25.Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 24, donde el

medicamento se presenta en una forma adaptada a la administracion

15 por via oral.
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OFICINA ESPANOLA
DE PATENTES Y MARCAS

ESPANA

INFORME SOBRE EL ESTADO DE LA TECNICA

@) N.°solicitud: 201031387
@2 Fecha de presentacion de la solicitud: 16.09.2010

@ Fecha de prioridad:

&) int.cL:  Ver Hoja Adicional

DOCUMENTOS RELEVANTES

Categoria Documentos citados Reivindicaciones
afectadas
A NIETO-MIGUEL, T. y col. Endoplasmic reticulum stress 1-25

10368- 10378. Todo el documento.

in the proapoptotic action of Edelfosine in solid
tumor cells. Cancer Research. 2007, Vol. 67, paginas

A ANDER ESTELLA-HERMOSO DE MENDOZA y col. Antitumor 1-25

Alkyl Ether Lipid Edelfosine: Tissue Distribution

and Pharmacokinetic Behavior in Healthy and Tumor-Bearing
Immunosuppressed Mice. Clinical Cancer Research.

2009, Vol. 15, N° 3, paginas 858-864. Todo el documento.

A AZZOUZ, S. y col. Leishmanicidal activity of Edelfosine, 1-25

1, paginas 60-65. Todo el documento.

A FAGHIRI, Z. & SKELLY, P.J. The role of tegumental
aquaporin from the human parasitic worm, Schistosoma
mansoni, in osmoregulation and drug uptake. The
FASEB Journal 2009, Vol. 23, N° 8, paginas 2780-2789.

Mitelfosine and limofosine. Basic & Clinical
Pharmacology & Toxicology. 2005, Vol. 96, N°

1-25

Categoria de los documentos citados

X: de particular relevancia

Y: de particular relevancia combinado con otro/s de la
misma categoria

A: refleja el estado de la técnica

O: referido a divulgacion no escrita

P: publicado entre la fecha de prioridad y la de presentacion
de la solicitud

E: documento anterior, pero publicado después de la fecha
de presentacion de la solicitud

El presente informe ha sido realizado
para todas las reivindicaciones

D para las reivindicaciones n°:

Fecha de realizacion del informe
14.07.2011

Examinador Pagina
E. Albarran Gémez 1/4




INFORME DEL ESTADO DE LA TECNICA N° de solicitud: 201031387

CLASIFICACION OBJETO DE LA SOLICITUD

A61K31/685 (2006.01)
A61P33/10 (2006.01)
A61P33/12 (2006.01)

Documentacion minima buscada (sistema de clasificacién seguido de los simbolos de clasificacién)
AB1K, A61P

Bases de datos electronicas consultadas durante la busqueda (nombre de la base de datos vy, si es posible, términos de
busqueda utilizados)

INVENES, EPODOC, WPI, MEDLINE, BIOSIS, EMBASE, REGISTRY, HCAPLUS
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201031387

Fecha de Realizacion de la Opinién Escrita: 14.07.2011

Declaracion

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones 1-25 Sl
Reivindicaciones NO

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986) Reivindicaciones 1-25 Sl
Reivindicaciones NO

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacion industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinion.-

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

Informe del Estado de la Técnica Pagina 3/4




OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201031387

1. Documentos considerados.-

A continuacion se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizaciéon de esta opinion.

Documento Numero Publicacion o Identificacion Fecha Publicacion

D01 NIETO-MIGUEL, T. y col. Endoplasmic reticulum stress

in the proapoptotic action of Edelfosine in solid

tumor cells. Cancer Research. 2007, Vol. 67, paginas

10368- 10378. Todo el documento.

D02 ANDER ESTELLA-HERMOSO DE MENDOZA vy col. Antitumor
Alkyl Ether Lipid Edelfosine: Tissue Distribution

and Pharmacokinetic Behavior in Healthy and Tumor-Bearing
Immunosuppressed Mice. Clinical Cancer Research.

2009, Vol. 15, N° 3, paginas 858-864. Todo el documento.
D03 AZZ0OUZ, S. y col. Leishmanicidal activity of Edelfosine,
Mitelfosine and limofosine. Basic & Clinical

Pharmacology & Toxicology. 2005, Vol. 96, N°

1, paginas 60-65. Todo el documento.

D04 FAGHIRI, Z. & SKELLY, P.J. The role of tegumental
aquaporin from the human parasitic worm, Schistosoma
mansoni, in osmoregulation and drug uptake. The

FASEB Journal 2009, Vol. 23, N° 8, paginas 2780-2789.

2. Declaraciéon 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

La presente invencion tiene por objeto el uso de un compuesto de férmula general (1), en concreto del compuesto conocido
como Edelfosina para la prevencién y/o tratamiento de las helmintiasis, esquistosomiasis y/o estrongiloidiasis.

La descripcion de la presente solicitud solo aporta datos experimentales que avalan la actividad de Edelfosina contra
Schistosoma y Strongyloides. No se incluyen datos experimentales para los compuestos Miltefosina y Perifosina que apoyen
su actividad antihelmintica.

El documento D01 describe la accion antitumoral de la Edelfosina en tumores sélidos y su posible mecanismo de accion que
implica la activacién de la apoptosis a través del reticulo endoplasmatico.

El documento D02 analiza la distribucion tisular y el comportamiento farmacocinético de la Edelfosina en ratones sanos,
inmunodeficientes y inmunodeficientes con tumores.

En el documento D03 describe la actividad contra Leishmania de Edelfosina, Miltefosina e limofosina.

El documento D04 se refiere al papel de la proteina tegumental de Schistosoma mansoni JaquaporinC en la

osmoregulacién y en la penetracién de drogas.

No se ha encontrado divulgado en el estado de la técnica el uso de Edelfosina para la prevencion y/o tratamiento de las
helmintiasis, esquistosomiasis y/o estrongiloidiasis.

Por lo tanto se considera que la invencion recogida en las reivindicaciones 1 a 25 de la presente solicitud tiene novedad e
implica actividad inventiva (Art.6.1 y 8.1. LP 11/1986).
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