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@ Resumen:

Utilizaciéon de acido maslinico como inhibidor de
serin-proteasas para el tratamiento de enfermedades
causadas por parasitos del género Cryptosporidium.
El acido 2-alfa,3-betadihidroxi-28-carboxioleaneno
(4cido maslinico) se utiliza, debido a su accién como
inhibidor de las serin-proteasas que el parasito pro-
duce para la invasién celular, en la obtencién de pre-
arados farmacéuticos destinados al tratamiento de
as enfermedades causadas en humanos y animales
por las especies del género Cryptosporidium.
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DESCRIPCION

Utilizacién de acido maslinico como inhibidor
de serin-proteasas para el tratamiento de enfer-
medades causadas por parasitos del género Cryp-
tosporidium.

Objeto de la invencién

Cryptosporidum parvum es un importante
agente de procesos diarreicos con malabsorcion.
En poblacién normal la criptosporidiosis cursa co-
mo una afeccién autolimitada con fiebre (57 %),
vémitos (48 %), y otras alteraciones que duran
una media de 9 dias. En la inmunodepresién
congénita, yatrogénica o adquirida, el parasito di-
funde a vias pulmonares y biliares, al tiempo que
la multiplicacién intestinal no cesa, conduciendo a
diarreas incontroladas para las que no existe tera-
pia especifica. En este sector de poblacién de alto
riesgo son muy importantes las medidas preven-
tivas, pues es un protozoo ubicuo, afecta a otros
mamiferos, y ademas puede contraerse a partir del
agua de suministro. Las epidemias por via hidrica
se comenzaron a detectar en 1984 en USA, siendo
la mas importante la de Milwaukee en 1993, con
unos 403.000 afectados. Cryptosporidium, al igual
que otros coccidios, vierte enzimas que le permi-
ten fijarse a la célula huésped, donde va a desa-
rrollar un complejo ciclo biolégico. El objeto de
la invencion es la utilizacién de un inhibidor de
la actividad de serin-proteasas, para la obtencién
de preparados farmaceiticos destinados tanto a
una terapia preventiva, como limitativa o incluso
curativa de la criptosporidiosis.

Estado de la técnica

La ausencia de una terapia especifica para la
criptosporidiosis en individuos inmunocompeten-
tes, se solventa con un tratamiento sintomatico,
dado que el proceso es autolimitado. Urge, sin
embargo, el desarrollo de un tratamiento eficaz
para afectados de SIDA, o de cualquier otro tipo
de proceso inmunosupresor, donde la afeccién es
incontrolable, pudiendo tener un desenlance fatal.
Las terapias actualmente aceptadas indican la ne-
cesidad de un control previo de Cryptospotidium,
antes de cualquier otro tratamiento en los pacien-
tes de SIDA, siendo la Paromomicina, téxica, a
dosis terapetuticas, e ineficaz en muchos casos, el
farmaco que se viene empleando para ello, tras ha-
berse realizado ensayado multitud de compuestos,
tanto in vivo como in vitro, e incluso procedimien-
tos de inmunoprofilaxis, también con letrazuril

Hoepelman, A.I.M, J. Antimicrob. Chemother.
1996) 37, 871-880; Loeb, M., Walach, C., Phi-
llips, J., Fong, 1., Salit, I., Rachlis, A., Walmsley,
S. J. Adquired Inmune Defic. Syndr. Hum. Retro-
virol., (1995) 10, 48-53). Los medicamentos an-
tiparasitarios tratan de abordar la infeccién por
el parasito desde diversos puntos de vista. Una
de las posibles vias de actuacion es tratar de pro-
teger la invasién de células sanas frente a la in-
vasién del pardsito. Los mas recientes avances en
la bioquimica y biologia molecular de los proto-
z0os parasitos se centran sobre moléculas clave
en la vida y actuacién del parasito. Las protea-
sas son un grupo de enzimas que juegan un papel
vital en los procesos de interiorizacién de los pro-
tozoos pardsitos en sus células huéspedes, por lo
que estas proteasas son actualmente un objeto de
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estudio importante para el desarrollo de la nueva
quimioterapia antiparasitaria (McKerrow, J.H.,
Sun, E., Rosenthal, P.J., and Bouvier, J.; Annu.
Rev. Microbiol. (1993) 47, 821-53). Las espe-
cies de Cryptosporidium emplean serin-proteasas
para acceder a las células epiteliales en las que se
desarrollan. Para el control del proceso, se han
ensayado algunos inhibidores de serinproteasas
(alpha-1-antitrypsina (AAT), antipaina, aproti-
nina, leupetina, metoxysuccinil-ala-ala-pro-valina
clorometilcetona (MAAPVCK), inhibidor de tri-
psina de soja (SBTI) y fenilmetilulfonil fluoruro
(PMSF), Forney, J.R., Yang, S., Du, C., Hea-
ley, M.C. J. Parasitol (1996) 82, 638-640) para el
control de la infeccién, con resultados poco pro-
metedores.

El 4cido maslinico (2-alfa,3-betadihidroxi-28-
carboxioleaneno), también denominado dcido cra-
taegolico, es un acido poco repartido en la natu-
raleza, habiendo sido detectado en una decena de
plantas (Direccién Internet de la base de datos fi-
toquimica del gobierno americano http://probe.na-
lusda.gov:8300/cgi-bin/browse/phytochemdb). Se
conoce su actividad como antihistaminico y antiin-
flamatorio (Direccién Internet http://probe.nalus-
da.gov:8300/cgi-bin/browse/phytochemdb), aun-
que su escasez hace que no se haya estudiado ex-
tensamente. El aislamiento de los acidos olea-
nolico y maslinico de las ceras de la superficie
del fruto de la Olea europaea, ha sido descrito
(Bianchi, G., Pozzi, N. And Vlahov, G. Phyto-
chemistry (1994) 37, 205-207) mediante la extrac-
cién metandlica de olivas previamente lavadas con
cloroformo. La separacién de este tipo de &aci-
dos ha sido descrita mediante cromatografia en
contracorriente de alta velocidad (HSCCC) (Du,
Q.Z., Xiong, X.P. and Ito, Y.; Journal of Liquid
Chromatography (1995) 18, 1997-2004). Reciente-
mente ha sido realizada una solicitud de patente
por la Universidad de Granada relativa al aprove-
chamiento industrial a partir de los subproductos
industriales de la molturacién de la aceituna en
cualquiera de sus variantes (Aprovechamiento in-
dustrial de los dcidos oleanclico y maslinico con-
tenidos en los subproductos de la molturacion de
la aceituna (P9601652)).
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Acido maslinico

Descripcion de la invenciéon

Hemos realizado experiencias para determinar
la utilidad del dcido maslinico, producto natural
aislado industrialmente de los subproductos de la
molturacién de la aceituna en la inhibicién de la
invasién in vitro de células MDCK pro esporozoi-
tos de C. parvum. Para ello se siguid el procedi-
miento de cultivo previamente descrito (Rosales,
M.J., Cifuentes, J y Mascaré, C., Ezxperimental
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Parasitology (1993), 76, 209-212), con un tiempo
de interaccion de 2 horas, una razén 1:1 esporo-
zoito/célula, y efectuando recuentos de los culti-
vos controles y experimentales a intervalos de 24
horas, tras la interaccién. Los resultados obteni-
dos (ver figura 1) indican que a concentraciones
de aproximadamente 45 microgramos/mililitro se
inhibe al 100% la entrada del Cryptosporidium
en las células, sin observar dafnio apreciable en las
mismas hasta una concentraciéon entre 50 y 60
microgramos/mililitro, concentraciones para las
que, de todas formas, la inhibicién de la infeccién
es total (100%). Estos resultados, superiores a
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lo conocido y sin manifestar toxicidad a dosis
terapéuticas, constituyen la base para la prepa-
racion de formulaciones farmaceuticas que con-
tengan acido maslinico, sélo o en combinacién
con otras materias que complementen o sinergi-
cen su accién, como materia activa frente a la in-
feccién por Cryptosporidium, en una cantidad que
puede llegar en caso necesario hasta 2500 mg/dia
de 4cido maslinico durante 2/3 semanas.
Explicacién de la figura 1

Se representa el % de inhibicién de la infeccién
de células sanas en funcién de la concentracién de
acido maslinico (microgramos/mililitro)
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REIVINDICACIONES

1. Utilizaciéon de inhibidores enzimaticos en
la preparacién, solo o en combinacién con otros
agentes, de productos para el tratamiento de las
enfermedades humanas o animales causadas por
los parasitos patogenos del género Cryptospori-
dium, caracterizada porque el producto es inhi-
bidor de la actividad de serin-proteasas.

2. Utilizacién de inhibidores enzima&ticos en
la preparacién, solo o en combinacién con otros
agentes, de productos para el tratamiento de las
enfermedades humanas o animales causadas por
los parasitos patogenos del género Cryptospori-
dium, segun reivindicacién primera caracteri-
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zada porque el inhibidor empleado es 2-alfa,3-be-
tadihidroxi-28-carboxioleaneno (dcido maslinico).

3. Utilizacién de inhibidores enziméaticos, se-
gun reivindicaciones primera y segunda, caracte-
rizado por la utilizacién de los mismos en cual-
quier clase de forma farmacéutica.

4. Utilizacién de inhibidores enzimaticos, se-
gun reivindicaciones primera a tercera, caracte-
rizado por la utilizacién de los mismos en cual-
quier forma de administracién galénica.

5. Utilizacién de inhibidores enziméaticos, se-
gun reivindicaciones primera a cuarta, caracteri-
zado por la utilizacién de los mismos en cualquier
dosis por individuo y dia.
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