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@ Resumen:

Uso de la Yessotoxina y sus derivados para el
tratamiento y/o la prevencién de enfermedades
metabdlicas.

La presente invencion se refiere al uso de la
yessotoxina y sus derivados para la elaboracién de un
medicamento para la prevencion y/o el tratamiento de
enfermedades metabdlicas y mas preferiblemente del
sindrome metabdlico o la diabetes mellitus tipo 2,
entre otras.
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DESCRIPCION

Uso de la Yessotoxina y sus derivados para el tratamiento y/o la prevencién
de enfermedades metabdlicas

La presente invencidbn se encuentra dentro del campo de la biomedicina.
Especificamente se refiere al uso de la yessotoxina y sus derivados para la
elaboracién de un medicamento, preferiblemente para la prevencién o el
tratamiento de enfermedades metabdlicas, mas preferiblemente del sindrome
metabdlico o la diabetes mellitus tipo 2.

ESTADO DE LA TECNICA

Hay dos formas mayoritarias de diabetes. La diabetes tipo 1 se debe
primordialmente a la destruccién de los islotes pancreaticos de células B de manera
autoinmune, resultando en una deficiencia absoluta de insulina. Las personas con
diabetes tipo 1 deben recibir insulina exdgena para prevenir el desarrollo de
cetoacidosis y poder sobrevivir. La frecuencia de este tipo de diabetes es muy baja
en comparacién con la diabetes tipo 2 que representa mas del 90% de los casos
globalmente. La diabetes tipo 2 se caracteriza por la resistencia a la insulina y/o por
la secreciéon anormal de insulina en la que cualquiera de las 2 pueden predominar.
Las personas con este tipo de diabetes no dependen de insulina exégena, pero
pueden necesitarla para el control de los niveles de glucosa si esto no se consigue

a través de la dieta o0 agentes hipoglucémicos.

La epidemia de diabetes que se esta produciendo a nivel global se relaciona
principalmente con la diabetes tipo 2, y esta teniendo lugar tanto en naciones
desarrolladas como en via de desarrollo.

Aunque la diabetes tipo 2 es numéricamente mas prevalente en la poblacién
general, la diabetes tipo 1 es la enfermedad crénica mas comun en nifios. Pero, con
el incremento de la diabetes tipo 2 en nifios y adolescentes, esto puede revertirse
en una o dos décadas siendo el tipo 2 la mayoritaria en muchos grupos étnicos y
potencialmente en los grupos Europeicos (esto es, descendientes de europeos).

Alrededor de 285 millones de personas en todo el mundo sufren diabetes mellitus
tipo 2 y sus comorbilidades asociadas. Se estima que la cantidad de personas
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afectadas se incremente en un 6,5% anual alcanzandose 439 millones de personas
afectadas para el afio 2030. Tanto la morbilidad asi como la mortalidad por diabetes
son consecuencias de complicaciones microvasculares y macrovasculares. De los
285 millones de personas con diabetes, alrededor de medio millbn mueren
anualmente a raiz de complicaciones asociadas a esta enfermedad, haciendo a la
diabetes la quinta causa de muerte en paises desarrollados. Estas estadisticas
ilustran el fallo terapéutico de los farmacos contra la diabetes que actualmente
estan en el mercado para retrasar la progresiéon de esta enfermedad. También
ilustran la necesidad continua de ampliar la investigacién y el desarrollo de
farmacos alternativos con mecanismos de accién nuevos que permitan retrasar la

progresién de la enfermedad y las complicaciones asociadas.

La mayoria de las muertes en personas con diabetes son a causa de aterosclerosis
cardiovascular y cerebrovascular acelerada. La mortalidad atribuible a causas
cardiovasculares (CVD) se incrementa en 1,5-4,5 veces mientras que la mortalidad
por causas multiples se incrementa 1,5-2,7 veces. La diabetes ha sido identificada
como un factor de riesgo independiente por CVD, aunque en personas con diabetes
frecuentemente coexisten otros factores de riesgo como la obesidad, hipertension y
la dislipidemia.

El mayor riesgo de sufrir un CVD se relaciona con la intolerancia a la glucosa (IGT)
y con la diabetes. La IGT se define como hiperglucemia (con valores de glucosa
intermedios entre normales y los correspondientes a la diabetes) luego del consumo
de glucosa. Representa la etapa clave en la historia natural de la diabetes tipo 2 y
los individuos que la sufren estan en un mayor riesgo que la poblacién general de
desarrollar diabetes. Aproximadamente el 40% de las personas con IGT progresan
hacia la diabetes en los siguientes 5-10 afios. La IGT esta relacionada
frecuentemente con el sindrome metabdlico (sindrome de resistencia a insulina).
Tanto la IGT asi como la glucosa alterada en ayunas (IFG) son marcadores muy
potentes para el desarrollo de diabetes y estan asociados con un incremento en el
riesgo de sufrir CVD.

El algoritmo para el tratamiento de la diabetes revisado en 2008 por la Asociacién
Americana de Diabetes y por la Asociacién Europea para el Estudio de la Diabetes

recomienda la medicacién tradicional con metformina, ya sea como mono-terapia o
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en combinacién con sulfonilurea o insulina, como opciones preferidas en el nivel 1.
Este algoritmo solo sugiere la adicién de farmacos alternativos como la pioglitazona
y la incretina como agentes de segunda linea en el nivel 2 (peor validado). Sin
embargo, estas medicaciones tradicionales han sido incapaces de retrasar el curso
progresivo de la diabetes, o que se evidencia con la necesidad de incrementar la
terapia multifarmacolégica a lo largo del tiempo a fin de mantener un control
adecuado de la glucemia (Lo MC, Lansang MC. 2010. Am J Ther, ISSN: 1536-
3686). Actualmente existen varias alternativas farmacolédgicas para el tratamiento
de la hiperglucemia y la diabetes tipo 2. Las sulfonilureas producen la liberacién de
insulina en las células beta pancreaticas, las metiglinidas que ayudan al pancreas a
producir insulina, las biguanidas (en esta categoria esta incluida la metformina, que
es generalmente el primer tipo de medicacién que se utiliza para el tratamiento de
la diabetes mellitus tipo 2) reducen la liberacién de glucosa del higado e
incrementan la captacién de glucosa por los tejidos periféricos incluido el masculo
esquelético, las tiazolidinedionas también conocidas como glitazonas afectan los
genes que responden a insulina aumentando la produccién de los ARNm para las
enzimas dependientes de insulina generando un mejor uso de la glucosa por parte
de las células, los inhibidores de la alfa-glucosidasa que disminuyen la digestién y
absorcién del almidén en el intestino delgado, y los analogos de péptidos (analogos
y agonistas del péptido similar al glucagén, inhibidores de la dipeptidil peptidasa-4 y
los anélogos de la amilina) que actian a nivel de las incretinas. Debido a que los
medicamentos para el tratamiento de la diabetes tipo 2 tienen una eficacia limitada
y efectos secundarios adversos, el desarrollo de nuevos farmacos para el
tratamiento de la diabetes mellitus con nuevos mecanismos de accién se hace

hecesaria.

La diabetes tipo 2 se considera actualmente epidémica debido al incremento de la
obesidad y del estilo de vida sedentario. Varios estudios han demostrado
convincentemente que la prevencién de la diabetes tipo 2 es posible. EI mejor
abordaje para prevenir la diabetes no esta todavia del todo claro, pero existe
evidencia abrumadora de que el 60% de los nuevos casos de diabetes pueden ser
prevenidos o al menos retrasados a través de modificaciones en el estilo de vida y/o

por intervenciones farmacol6gicas en individuos de alto riesgo.
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La diabetes mellitus tipo 2 se caracteriza por la incapacidad del organismo para
utilizar eficientemente los nutrientes circulantes. En condiciones normales, en
respuesta a la elevacién de la glucosa en plasma, se secreta insulina en las células
B de los islotes de Langerhans en el pancreas, promoviéndose la captaciéon de
energia, el metabolismo, y el almacenamiento. La diabetes tipo 2 esta precedida
por el desarrollo de resistencia a insulina en tejidos blanco, pero las causas
moleculares de su iniciacién y progresién siguen sin estar establecidas claramente.
La obesidad es el factor de riesgo mas importante para el inicio de la resistencia a
insulina, aunque otros factores genéticos y ambientales contribuyen. Los islotes
compensan inicialmente la pérdida de sensibilidad a la insulina expandiendo la
masa de células B y la capacidad secretora de insulina, pero con el tiempo, no
pueden seguir compensando el estrés crénico del incremento en la demanda de
insulina, produciéndose una pérdida de células B con la consecuente reduccién de
los niveles de insulina circulantes, a pesar de la continua resistencia a insulina
periférica, generandose una hiperglucemia crénica. Sin embargo, las conexiones
moleculares subyacentes en la cascada de obesidad, resistencia a insulina,
compensacién por parte de los islotes, fallo eventual de las células B, y finalmente
diabetes permanecen sin establecer.

La sefalizacién celular por insulina se produce a través de su unidén a receptores
tirosina quinasa especificos que se expresan en células blanco, lo que resulta en un
incremento en la fosforilaciébn de proteinas intracelulares y la activacién de
complejas cascadas de segundos mensajeros que regulan el metabolismo de la
glucosa y de los lipidos. Las proteinas sustrato de los receptores de insulina (IRS)
son una familia de moléculas que son fosforiladas directamente por el receptor de
insulina, lo que conduce al reclutamiento y activaciéon de proteinas sefalizadoras
adicionales. El papel crucial de las proteinas IRS ha sido demostrado a través de
modelos de ratones transgénicos knockout. La ablaciéon de IRS1 resulta en un
retraso en el crecimiento y resistencia a la insulina, pero produce diabetes debido a
un aumento en la masa de células B. En contraste, los ratones IRS 2-/- presentan
muchas de las caracteristicas de la diabetes tipo 2 en humanos: resistencia de los
tejidos periféricos a la insulina con incapacidad de incrementar las células B de
manera compensatoria, o que resulta en hiperglucemia, diabetes y muerte

prematura. Estos resultados demuestran que IRS2 desempefia un papel crucial en
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la sensibilidad a la insulina en el higado y musculo esquelético, asi como también
en la proliferacién de las células B.

En ratones con mutacién dirigida para IRS2, con disminuciones en la expresién de
esta proteina del 90% en los islotes de Langerhans y 30-50% en el hipotalamo, sin
cambios en el higado, tejido adiposo y musculo esquelético, se observan muchos
de los cambios fenotipicos que se observan en ratones IRS2-/-: resistencia a la
leptina, resistencia periférica a la insulina, obesidad, intolerancia a la glucosa, fallos
en las células B e hiperglucemia. La reduccién parcial de la IRS2 hipotalamica
afecta a la sencibilidad periférica a la insulina independientemente de los niveles
reducidos de IRS2 en higado, muasculo y tejido adiposo. Varios subtipos de
neuronas hipotalamicas ejercen efectos profundos en el comportamiento
alimenticio. Existe evidencia de interferencia entre la sefializacién por leptina e
insulina que regula la capacidad neuronal hipotalamica de censar la energia y el
apetito. Sin embargo, el mecanismo por el cual la reduccidén en la expresion de
IRS2 en el cerebro disminuye tanto la sensibilidad central a la leptina como la
sensibilidad periférica a la insulina no esta claro.

En su conjunto, esto aporta evidencia sélida acerca del papel central de IRS2 en la
regulacién hipotalamica de la sensibilidad central y periférica por leptina e insulina
respectivamente, asi como también en la propagacién de las células B, y sugiere
enérgicamente que el incremento de IRS2 en células B en pacientes resistentes a la
insulina puede retrasar significativamente la destruccion de los islotes de

Langerhans y la aparicién de la diabetes.

La insulina disminuye la gliconeogénesis e incrementa la lipogénesis a través de
modificaciones transcripcionales y post-transcripcionales. A nivel transcripcional, el
tratamiento agudo con insulina disminuye el ARNm codificante para las enzimas
gliconeogénicas como la fosfoenol piruvato carboxiquinasa (PCK2 o PEPCK) y la
fructosa-1, 6-bis fosfatasa (FBP) que controlan la conversién de piruvato a glucosa
disminuyendo también la glucosa-6-fosfatasa (G6PC) que libera glucosa a la
circulacién. Por otra parte la insulina incrementa los niveles de los ARNm
codificantes para enzimas lipogénicas, incluyendo la glucoquinasa (GCK) (que inicia
la conversién de glucosa en acidos grasos), la acetil CoA carboxilasa (ACACA) y la
acido graso sintasa (FASN). La cascada postranscripcional desencadenada por la
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insulina en el higado y otros tejidos comienza con la unién de la insulina a su
receptor tirosina quinasa con la consecuente activaciéon de éste, produciéndose la
fosforilacion de varias proteinas acopladoras de la sefial, siendo las mas
prominentes IRS1 (insulin receptor sustrate 1) e IRS2. Las tirosinas fosforiladas en
IRS1 y 2 forman sitios de unién para moléculas sefializadoras, incluyendo a la
subunidad reguladora de 85 kDa de la fosfoinositido 3-quinasa (Pl 3-quinasa). Esto
produce Pl 3,4,5-trifosfato, que activa una proteina quinasa dependiente de 3-
fosfoinositido. Esta Ultima fosforila una serina quinasa designada Akt o proteina
quinasa B. La Akt activada fosforila a las enzimas reguladas por insulina, mediando

de esta manera en muchos de los efectos post-transcripcionales de la insulina.

Existen pruebas experimentales que demuestran que en dos modelos de
resistencia a insulina en ratones, uno obeso y otro lipodistréfico, existe una
reducciéon del ARNm codificante para IRS2 y la correspondiente proteina, lo que
lleva a la resistencia a la insulina que se manifiesta a través de una disminucion en
la activaciéon de Akt mediada por ésta. Los estudios indican que el descenso de
IRS2 representa una respuesta compensatoria a niveles de insulina crénicamente
elevados. Una vez iniciada la hiperinsulinemia, se produce una disminucién de IRS2
en el higado, lo que estd asociado, directamente o indirectamente, con la

resistencia a la represién de las enzimas gluconeogénicas mediada por la insulina.

Por tanto, existe la necesidad de encontrar un tratamiento efectivo que actie sobre
este tipo de enfermedades metabblicas, mas particularmente enfermedades
relacionadas con la expresion del sustrato de los receptores de insulina (IRS1y 2),

entre otros.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invenciéon se refiere a la utilizacibn de una ficotoxina marina,
yessotoxina o sus derivados, con propiedades farmacoldgicas y bioactivas. Tiene
una estructura consiste en un esqueleto éter poli-ciclico en forma de escalera, una

cadena lateral insaturada de nueve carbonos y dos grupos sulfato.

La yessotoxina presenta descritos numerosos analogos, aunque la estructura de

algunos de ellos todavia se desconoce. Habitualmente el peso molecular de las
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yessotoxinas se encuentra entre 955 y 1551 unidades de masa. En la actualidad se
han identificado 36 derivados naturales de la yesotoxina. Algunas de las
yessotoxinas son producidas directamente por dinoflagelados, mientras que otras
son producidas durante el metabolismo en el marisco. Estructuralmente esta
relacionada con las ciguatoxinas y las brevetoxinas. Se aislé6 por primera vez a
partir de vieiras contaminadas, Pectinopecten yessoensis, en Japén.
Posteriormente se descubrié dicha toxina en cultivos de los dinoflagelados
Protoceratium reticulatum, Lingulodinium polyedrum y Gonyaulax spinifera. Hasta el
momento se han descrito mas de 30 andalogos del compuesto (I) que se han
obtenido a partir de marisco contraminado o de cultivos de dinoflagelados. Estos
ultimos son considerados los productores de la toxina.

Por otro lado, esta molécula puede ser sometida a modificaciones que den lugar a
diversos derivados que pueden presentar una funcionalidad similar. Todos estos
compuestos, tanto los andlogos como los derivados, presentan una estructura

quimica comun (1) con la yessotoxina.

En la presente invencién se demuestra cédmo esta toxina induce la expresién del
sustrato de los receptores de insulina (IRS1 y 2). Estos sustratos regulan la
respuesta de las células a la insulina. Esto hace que las células puedan responder
de mejor manera a la sefalizacién por insulina. A su vez la toxina induce la
expresion de los genes que codifican para enzimas glicoliticas inhibiendo la
expresion de genes gliconeogénicos. También se observa un aumento en la
expresién de genes involucrados en la sintesis de acidos grasos. Todos estos
efectos se observan en la respuesta a insulina. Otro aspecto importante en el
control de la glucemia es el transporte de glucosa desde la sangre hacia los tejidos,
y la yessotoxina induce un aumento en la expresion de los transportadores
encargados de esta actividad. Otro efecto de la toxina es el incremento del receptor
de lipoproteinas de baja densidad encargado del transporte del colesterol hacia el
higado, lo que hace que sea potencialmente util como farmaco para el tratamiento
de la hipercolesterolemia.

Por tanto, un primer aspecto de la presente invencién ser refiere al uso de un
compuesto de férmula (I) para la fabricacién de un medicamento para la prevencién

y/o el tratamiento de enfermedades metabdlicas:
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_,CHa

donde:

X e 'Y se seleccionan independientemente entre H 0 -SO;H,
m puede ser06 1,

ny n’ se seleccionan independientemente entre 0 y 5,

Z se selecciona entre H, un monosacarido u oligosacarido,

-------- representa un enlace sencillo o doble,

G es un grupo que se selecciona de entre los grupos de férmula (1) a (1V):

(V)

donde:

R,y R; se seleccionan independientemente entre -OH o alquilo C+-Cs;

Rs, R4 y Rs se seleccionan independientemente entre H, alquilo C4-C;, alquenilo

C+-Ci0, -OH, -COOH, =0;
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Rs y R; se seleccionan independientemente entre alquilo C4-C4, 0 alquenilo C4-Cy, 0
amida, preferiblemente Rg se selecciona de entre alquilo C4-C4, alquenilo C4-C4 0
amida y R; es un alquilo C4-C4

-------- representa un enlace sencillo o doble.

El término “alquilo” se refiere, en la presente invencién, a cadenas alifaticas,
lineales o ramificadas, sustituidas o no sustituidas, que tienen de 1 a 10 atomos de
carbono, preferiblemente de 1 a 5, y mas preferiblemente de 1 a 4, y 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 0 mas sustituyentes tales
como halégeno, hidroxilo, alcoxilo, carboxilo, carbonilo, ciano, acilo, alcoxicarbonilo,

amino, nitro, mercapto y alquiltio.

El término “alquenilo” se refiere en la presente invencién a un radical alquilo,
descrito anteriormente, y que tiene uno 0 mas enlaces insaturados, concretamente
tiene al menos un enlace doble, aunque también puede tener al menos un enlace
triple, por ejemplo, vinilo, 1-propenilo, alilo, isoprenilo, 2-butenilo, 1,3-butadienilo
etc. Los radicales alquenilo pueden estar opcionalmente sustituidos por uno o mas
sustituyentes tales como haldégeno, hidroxilo, alcoxilo, carboxilo, ciano, carbonilo,

acilo, alcoxicarbonilo, amino, nitro, mercapto y alquiltio.
El término “amida’ se refiere en la presente invencién, a un radical de férmula
RCONR'R” siendo R, R' y R" radicales alquilo, alquenilo, como los definidos

anteriormente, o atomos de hidrégeno.

En una realizacién preferida X e Y son - SOz;H. En otra realizacion preferida X es H
e Y es - SOzH. En otra realizacién preferida X es -SO;H e Y es H.

En una realizacién preferida m es 1. En otra realizacién preferida m es 0. En otra
realizacién preferidanes 1,26 3y n’ es 0. En ofra realizacién preferidanes Oy n’

es1,2063.

En otra realizacién preferida Ry es metilo y R, es -OH.

10


PC1
Nota adhesiva
None definida por PC1

PC1
Nota adhesiva
MigrationNone definida por PC1

PC1
Nota adhesiva
Unmarked definida por PC1


10

15

20

ES 2390328 Al

En otra realizacién preferida, G es el grupo de féormula (ll). En una realizacién ain
mas preferida R; se selecciona entre H, alquilo C4-C4, alquenilo C4-C, 0 -COOH. En
una realizacién aun mas preferida R, se selecciona entre H, -OH G =0O. En otra

realizacién Rs se selecciona entre H, alquilo C+-C,, alquenilo C-C4 0 -OH.

En otra realizacién preferida el compuesto es de formula (V), donde X e Y son
-SOsH, Zes H, n'es 0 y m es 1 del compuesto de férmula (1):

CH,

y donde:

n se seleccionaentre 1,26 3,y

G se ha definido anteriormente. Mas preferiblemente G es el grupo de férmula (l1),
mas preferiblemente R; es metilo y R, es -OH. En una realizacién mas preferida Rs
es un grupo =CH,. En otra realizacién mas preferida R, es H. En otra realizacién
preferida Rs es un etileno.

Cualquiera de los compuestos descritos anteriormente de féormula general (1) o (V)
pueden estar en forma de sal. Mas preferiblemente la sal es de un alcalino o

alcalinotérreo. Y aun mas preferiblemente la sal es de sodio.

Los compuestos de la presente invencién representados por la formula (I) o (V)
pueden incluir isémeros, dependiendo de la presencia de enlaces multiples (por

1"
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ejemplo, Z, E), incluyendo isémeros épticos o enantibmeros, dependiendo de la
presencia de centros quirales. Los isémeros, enantiémeros o diastereocisbmeros
individuales y las mezclas de los mismos caen dentro del alcance de la presente
invencién, es decir, el término isémero también se refiere a cualquier mezcla de
isbmeros, como diasteredbmeros, racémicos, etc., incluso a sus isémeros
Opticamente activos o las mezclas en distintas proporciones de los mismos. Los
enantibmeros o diastereoisémeros individuales, asi como sus mezclas, pueden

separarse mediante técnicas convencionales.

El término “analogo” tal y como aqui se utiliza, se refiere a una sustancia quimica
similar a otra sustancia quimica en estructura y/o funcién. Por ejemplo, pueden
considerarse analogos de la yessotoxina (YTX), aunque sin limitarse, la 45-hidroxi-
YTX, la 45, 46,47-Trinor-YTX, la 45, 46, 47-Trinorhomo-YTX, la Homo-YTX, la
450H-Homo-YTX, la Carboxi-YTX, la Carboxihomo-YTX, la 450H-Carboxi-YTX, la
Noroxo-YTX (41-keto-YTX), la Noroxohomo-YTX (41-ketohomo-YTX), la 40-epi-41-
Keto-YTX, la 41-Keto-YTX-1,3-enona, la 41a-Homo-YTX, la 41a-Homo-YTXamida,
la 44,45-diOH-YTX, la 44,45-diOH-41a-Homo-YTX, la 45-OH-dinor-YTX, la 44-
Oxotrinor-YTX y la 41a-Homo-44-oxotrinor-YTX .

En la presente invencién se entiende por “derivado”, aquel compuesto que se
produce a partir de otro mediante modificaciones del mismo, y que presenta una
funcionalidad similar. Estas modificaciones se pueden realizar por ejemplo, aunque
sin limitarse, mediante métodos quimicos, fisicos, microbiolégicos o farmacolégicos.
Pueden considerarse derivados de la yessotoxina aunque sin limitarse, los
siguientes:

Desulfoderivados: 1-Desulfo-YTX, 1-desulfocarboxilhomo-YTX y 4-
Desulfocarboxihomo-YTX

Los derivados 9-metilo: 9-metil-41-keto-YTX-1,3-enona, 9-metil-41a-homo-YTX, 9-
metil-41a-homo-YTXamida y 44,45-diOH-9-metil-412-homoYTX.

Los derivados sin anillo A: Nor-ring-A-YTX, nor-ring-A-41-keto-YTX, nor-ring-A-40-
epi-41-keto-YTX y nor-ring-A-41-keto-YTX-1,3-enona.

Los 32-glicosilderivados: glicosiyessotoxina A (GYTX-A), Protoceratina |,
Yessotoxina 32-O-[B-L-arabinofuranosyl-(5—1")-B-L-arabinofuranosido,
Protoceratin Il, Tri-glicosilyessotoxina y Protoceratin IV.
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Por tanto, en una realizacién preferida de la presente invencién el compuesto de
formula (1) se selecciona de la lista que comprende: yessotoxina (YTX), 45-hidroxi-
YTX, 45, 46, 47-trinor-YTX, 45, 46, 47- trinorhormo- YTX, Homo-YTX, 450H-homo-
YTX, Carboxi-YTX, Carboxihomo-YTX, 450H-carboxi-YTX, noroxo-YTX,
noroxohomo-YTX, 40-epi-41-keto-YTX, 41-keto-YTX-1,3-enona, 41a-homo-YTX,
41a-homo-YTXamida, 44, 55-doOH-41a-homo-YTX, 45-OH-dinor-YTX, 44-
oxotrinor-YTX, 41a-homo-44-oxotrinor-YTX, 1-desulfo-YTX, 1-desulfocarboxihomo-
YTX, 4-desulfocarboxihomo-YTX, 9-metil-41-ceto-YTX-1,3-enona, 9-metil-41a-
homo-YTX, 9-metil-41a-homo-YTXamida, 44, 55-diOH-9-metil-41a-homo-YTX, Nor-
ring-A-YTX, nor-ring-A-41-keto-YTX, nor-ring-A-40-epi-41-keto-YTX, nor-ring-A-41-
keto-YTX-1,3-enona, glicosiyessotoxina A (GYTX-A), Protoceratina lll, Yessotoxina
32-O-[B-L-arabinofuranosyl-(5'—1")-B-L-arabinofuranosido, Protoceratin 1l, Tri-

glicosilyessotoxina y Protoceratin IV.

En una realizaciéon mas preferida el compuesto de férmula (l) es yessotoxina que se

representa por la siguiente formula:

Na0;S0
CH;

Na0;S0

Los compuestos de la presente invencién se demuestra que inducen un aumento
en la expresion de IRS1 y 2 que son los responsables de modular la sefial en
respuesta a la unién de la insulina a su receptor de membrana, activando cascadas
de sefalizacidon que en ultima instancia regulan el metabolismo de la glucosa y
acidos grasos. También inducen un aumento en la expresiéon de las enzimas
glicoliticas hexoquinasa vy fructosa-2,6-bifosfatasa 4 (HK1, HK2, PFKFB4), con

disminucién de las enzimas gluconeogénicas fosfoenolpiruvato carboxyikinasa 2 y
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glucose 6 fosfatasa (PCK2, G6PC3). Esta alteracion en el metabolismo de la
glucosa es el que se observa en células en cultivo tratadas con insulina e in vivo
cuando hay un aumento en la concentracién sanguinea de insulina que induce un
aumento en la degradacién intracelular de glucosa con inhibiciobn de la
gliconeogénesis. Otro efecto de la insulina sobre el metabolismo celular es la
alteraciéon del metabolismo lipidico, de modo que se produce un aumento en la
sintesis de acidos grasos. Los compuestos de la presente invencidén inducen un
aumento en la expresiéon de acetil-CoA carboxilasa aACACA) y la &cido graso
sintasa (FASN).

La primera de estas enzimas cataliza la reaccién limitante en la sintesis de acidos
grasos de cadena larga, mientras que la segunda es un complejo multi enzimatico
que desempefia un papel clave en la sintesis de &cidos grasos. Otro aspecto
importante en la regulacién del metabolismo de la glucosa in vivo, es el transporte

de esta molécula hacia el interior celular desde el torrente sanguineo.

En el sindrome metabdlico, se produce hiperglucemia como consecuencia de la
resistencia a la accién de la insulina. Con el tiempo, esta condicién puede llevar a la
diabetes mellitus tipo 2. Una de las causas de la hiperglucemia es la disminucién de
los transportadores de glucosa en las membranas celulares, esto hace que la
glucosa pase hacia el interior celular mas lentamente y aumente su concentracién
en sangre, necesitdndose mas insulina para alcanzar la misma tasa de transporte.
Los compuestos de la invencién inducen un aumento en la expresién de los genes
que codifican para 3 transportadores de glucosa (SLC2A13, SLC2A14, SLC2A3).

Ademas estan sobre-expresados genes corriente abajo de IRS1 y 2 en las células

tratadas con yessotoxina cuando se comparan con células control (ver ejemplos).

Se entiende por "enfermedades metabdlicas" o errores congénitos del metabolismo
(ECM), a un grupo numeroso de enfermedades, generalmente hereditarias,
producidas por el bloqueo de alguna via metabdlica en el organismo. El efecto de
estas alteraciones varia segun la via afectada y la severidad del bloqueo. Tanto los
efectos téxicos de las sustancias acumuladas, como la deficiencia de los productos,
son los principales responsables de las manifestaciones clinicas. Preferiblemente

son patologias relacionadas con la resistencia a la insulina, intolerancia a la
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glucosa, hiper-insulinemia, aumento de ftriglicéridos en las lipoproteinas de muy
baja densidad (VLDL), disminucién del colesterol tipo HDL e hipertensién arterial.

La presencia de estas alteraciones metabdlicas hacen que el sujeto que las padece
tenga un alto riesgo de desarrollar diabetes, mas preferiblemente diabetes mellitus
tipo 2, en donde las alteraciones metabdlicas arriba descritas se hacen crénicas,
con el consecuente riesgo de padecer las complicaciones asociadas a esta
enfermedad, como dafio en vasos sanguineos pequefios y grandes
(microangiopatia, macroangiopatia), dafio en nervios periféricos (polineuropatia),
hipertensién arterial, dafio de la retina (retinopatia diabética), dafio renal, dafio
hepaticos (esteatosis hepatica), cardiopatia, dafios en la piel (dermopatia diabética)
y coma diabético.

Ademas, la insulina incrementa la actividad del receptor de lipoproteinas de baja
densidad (LDLR) en la superficie celular a través de un aumento en la transcripcion
del gen que codifica para esta proteina.

Por tanto, las enfermedades metabdlicas se pueden seleccionar de la lista que
comprende el sindrome metabdlico, la hiperglucemia, la diabetes, mas
preferiblemente la diabetes mellitus tipo 2, la hipercolesterolemia, que se puede
manifestar por altas concentraciones en sangre de LDL-colesterol, entre otras.

Los compuestos de la invencidén son capaces de inducir un aumento en la expresién
del gen que codifica para el receptor de proteinas de baja densidad (LDLR)
encargado de transportar el colesterol en sangre hacia el interior celular a través de
las lipoproteinas de baja densidad (LDL) por endocitosis. Debido a que esta
demostrado que casi toda la actividad del LDLR que puede ser identificada in vivo
en animales y humanos se observa en el higado, en la presente invencién se han
utilizado cultivos de hepatocitos de rata para demostrar que los compuestos de la
invencién, y en particular la yessotoxina, inducen un aumento en el ARNm que

codifica para el LDLR también en este tipo celular.
Otro aspecto de la invencién se refiere a una composicién farmacéutica (de aqui en

adelante, composicién farmacéutica de la invencién) que comprende un compuesto

de estructura quimica (I). En una realizacién preferida, la composiciéon farmacéutica
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comprende, ademas, un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En otra realizacién
preferida la composicién farmacéutica comprende ademas otro principio activo. En
una realizacién mas preferida de este aspecto de la invencién la composicién
farmacéutica comprende un compuesto de estructura quimica () y ademas, un

vehiculo farmacéuticamente aceptable, y opcionalmente con otro principio activo.

La composicién de la presente invenciéon puede formularse para su administracién a
un animal, y mas preferiblemente a un mamifero, incluyendo al hombre, en una
variedad de formas conocidas en el estado de la técnica. Asi, pueden estar, sin
limitarse, en soluciones acuosas 0 no acuosas, en emulsiones o en suspensiones.
Ejemplos de soluciones no acuosas son, por ejemplo, pero sin limitarse,
propilenglicol, polietilenglicol, aceites vegetales, tales como aceite de oliva, o
ésteres organicos inyectables, tales como oleato de etilo. Ejemplos de soluciones
acuosas, son por ejemplo, pero sin limitarse, agua, soluciones alcohdlicas en agua,
0 medios salinos. Las soluciones acuosas pueden estar tamponadas o no, y
pueden tener componentes activos o inactivos adicionales. Los componentes
adicionales incluyen sales para modular la fuerza iénica, conservantes incluyendo,
pero sin limitarse a, agentes antimicrobianos, antioxidantes, quelantes, o similares,
o nutrientes, incluyendo glucosa, dextrosa, vitaminas o minerales. Alternativamente,
las composiciones pueden prepararse para su administraciéon en forma sélida. Las
composiciones pueden combinarse con varios vehiculos o excipientes inertes,
incluyendo pero sin limitarse a: aglutinantes, tales como celulosa microcristalina,
goma tragacanto, o gelatina; excipientes, tales como almidén o lactosa; agentes
dispersantes, tales como acido alginico o almidén de maiz; lubricantes, tales como
estearato de magnesio, deslizantes tales como diéxido de silicio coloidal; agentes
edulcorantes, tales como sacarosa o sacarina; o agentes aromatizantes, tales como
menta o salicilato de metilo. Tales composiciones y/o sus formulaciones pueden
administrarse a un animal, incluyendo un mamifero y, por tanto, al hombre, en una
variedad de formas, incluyendo, pero sin limitarse, a parenteral, intraperitoneal,
intravenosa, intradérmica, epidural, intraespinal, intraestromal, intraarticular,
intrasinovial, intratecal, intralesional, intraarterial, intracardiaca, intramuscular,
intranasal, intracraneal, subcutanea, intraorbital, intracapsular, tépica, mediante
parches transdérmicos, via rectal, via vaginal o uretral, mediante la administracién
de un supositorio, percutanea, aerosol nasal, implante quirdrgico, pintura quirdrgica

interna, bomba de infusién o via catéter.
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La dosificacién para obtener una cantidad terapéuticamente efectiva depende de
una variedad de factores, como por ejemplo, la edad, peso, sexo o tolerancia, del
mamifero. En el sentido utilizado en esta descripcién, la expresién "cantidad
terapéuticamente efectiva” se refiere a la cantidad de la composicién farmacéutica
de la invencibn que produzcan el efecto deseado y, en general, vendra
determinada, entre otras causas, por las caracteristicas propias de dicha
composicion farmacéutica y el efecto terapéutico a conseguir.

A lo largo de la descripcién y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus
variantes no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes
0 pasos. Para 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 invencién.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

FIG. 1. muestra el incremento en la expresiéon de los genes que codifican para el
sustrato receptor de insulina 1 y 2 (IRS1 y 2) después del tratamiento con
yessotoxina. Cultivos de células SF295, SF539 o SNB75 fueron tratados con
yessotoxina 250 nM durante 6 y 24 hs. En el caso de la linea celular mas sensible a
la toxina (SF295) se incluyd un tratamiento con yessotoxina 30nM durante 24 hs.
Después de incubar en presencia de la toxina durante los tiempos arriba
mencionados, se determiné la variacién en la expresion de los ARNm codificantes
para IRS1 y 2 por tecnologia de microarrays. (A) En el caso de la linea SF295 se
observa que no hay variacién en la expresiéon de IRS1 mientras que hay un
aumento en la expresién de IRS2 tanto a las 6 como a las 24 hs, siendo éste ultimo
tiempo de incubacién el que produce el mayor incremento en la expresioén. En las
células incubadas con yessotoxina 30 nM durante 24 hs se observan un incremento
en la expresién de IRS2 del mismo orden que el observado para la incubacién con
yessotoxina 250 nM durante 24 hs. (B) En el caso de la linea SF539 nuevamente se
observa que no hay variaciéon en la expresiéon de IRS1 y hay un aumento en la
expresién de IRS2 al igual que en el caso anterior. También se observa un mayor
incremento de este mensajero luego de 24 hs de incubacién en presencia de
yessotoxina. (C) En el caso de SNB75 se observa un incremento de IRS1 después
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de 24 hs de incubacién en presencia de yessotoxina sin observarse cambios a las 6
hs. Hay un incremento de IRS2 en las células incubadas con yessotoxina durante 6
y 24 hs siendo el Ultimo de mayor magnitud. Los cultivos se analizaron por
duplicado para cada condicién y las diferencias significativas que se muestran en
las figuras tienen una *p<0,01.

FIG. 2 muestra el incremento en la expresiéon de los genes que codifican para
hexoquinasa 1 y 2 (HK1 y 2) y para la fructosa-2,6-bifosfatasa 3 y 4 (PFKFB3 y 4)
después del tratamiento con yessotoxina. Cultivos de células SF295, SF539 o
SNB75 fueron tratados con yessotoxina 250 nM durante 6 y 24 hs. En el caso de la
linea celular mas sensible a la toxina (SF295) se incluyé un tratamiento con
yessotoxina 30nM durante 24 hs. Después de incubar en presencia de la toxina
durante los tiempos arriba mencionados, se determiné la variaciéon en la expresién
de los ARNm codificantes para HK1 y 2 y para PFKFB3 y 4 por tecnologia de
microarrays. (A) En la linea SF295 se observa un incremento de HK1 después de
24 hs de exposicién a yessotoxina sin observarse variaciones después de 6 hs. Hay
un incremento de HK2 después de 6 y 24 hs de incubacién con yessotoxina, siendo
el incremento mayor a las 24 hs. El mensajero para PFKFB3 esta aumentado
levemente en cultivos tratados con yessotoxina durante 24 hs, mientras que
PFKFB4 estd aumentado después de 6 y 24 hs en presencia de la toxina. El mayor
incremento se observa a las 24 hs de incubacién. En células tratadas con
yessotoxina 30 nM durante 24 hs hay un aumento en la expresion de HK1, HK2 y
PFKBF4 del mismo orden que el observado en células tratadas con yessotoxina
250 nM durante el mismo periodo de tiempo. (B) En el caso de SF539 se observa
un incremento de HK1 después de 24 hs de incubacién con yessotoxina sin
observarse variaciones a las 6 hs. Hay un incremento de HK2 a las 6 y 24 hs de
incubacién con yessotoxina, siendo el incremento mayor a las 24 hs. Se observa en
este caso un aumento de PFKFB3 y 4 tanto a las 6 como a las 24 hs de incubacién
en presencia de yessotoxina. El incremento a las 24 hs es de mayor magnitud. (C)
En el caso de SNB75 hay un aumento de HK1 después de 24 hs de incubacién con
yessotoxina y un aumento de HK después de 6 y 24 hs en presencia de la toxina.
PFKFB3 y 4 estan incrementadas en los cultivos tratados con yessotoxina durante 6
y 24 hs. El mayor incremento se observa para PFKBF4 a las 24 hs de incubacién
con yessotoxina. Los cultivos se analizaron por duplicado para cada condicién y las

18


PC1
Nota adhesiva
None definida por PC1

PC1
Nota adhesiva
MigrationNone definida por PC1

PC1
Nota adhesiva
Unmarked definida por PC1


10

15

20

25

30

35

ES 2390328 Al

diferencias significativas que se muestran en las figuras tienen una *p<0,01 o
**p<0,05.

FIG. 3 muestra el incremento en la expresién de los genes que codifican para la
acido graso sintasa (FASN) y para la acetil CoA carboxilasa alfa (ACACA) después
del tratamiento con yessotoxina. Cultivos de células SF295, SF539 o SNB75 fueron
tratados con yessotoxina 250 nM durante 6 y 24 hs. En el caso de la linea celular
mas sensible a la toxina (SF295) se incluyé un tratamiento con yessotoxina 30nM
durante 24 hs. Después de incubar en presencia de la toxina durante los tiempos
arriba mencionados, se determind la variaciéon en la expresién de los ARNm
codificantes para FASN y ACACA por tecnologia de microarrays. (A) En el caso de
la linea SF295 se observa un incremento de FASN luego de 24 hs de incubacién en
presencia de yessotoxina sin variaciones a las 6 hs. La misma variacién en el perfil
de expresiéon se observa para ACACA. En las células tratadas con yessotoxina
30nM durante 24 hs se observa un aumento de FASN y ACACA del mismo orden
que el observado en las células tratadas con yessotoxina 250nM durante el mismo
periodo de tiempo. (B) En el caso de la linea SF539 se observa un incremento de
FASN después de 24 hs de incubacién con yessotoxina sin variacién a las 6 hs. Se
observa un incremento del ARNm para ACACA tanto a las 6 como a las 24 hs de
incubacién con yessotoxina. (C) En el caso de la linea SNB75 se observan
incrementos de FASN y ACACA a las 24 hs de incubacién con yessotoxina sin
observarse variaciones a las 6 hs. Los cultivos se analizaron por duplicado para
cada condicién y las diferencias significativas que se muestran en las figuras tienen
una *p<0,01.

FIG. 4 muestra la disminucién en la expresion de los genes que codifican para
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa 2 (PCK2) y para la glucosa-6-fosfatasa 3 (G6PC3)
después del tratamiento con yessotoxina. Cultivos de células SF295, SF539 o
SNB75 fueron tratados con yessotoxina 250 nM durante 6 y 24 hs. En el caso de la
linea celular mas sensible a la toxina (SF295) se incluyé un tratamiento con
yessotoxina 30nM durante 24 hs. Después de incubar en presencia de la toxina
durante los tiempos arriba mencionados, se determiné la variaciéon en la expresién
de los ARNm codificantes para PCK2 y G6PC3 por tecnologia de microarrays. (A)
En el caso de la linea SF295 se observa una disminuciéon de PCK2 luego de 6 hs

de incubacién con yessotoxina. No se observan variaciones significativas para
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G6PC3. (B) En el caso de la linea SF539 se observa una disminucién en la
expresion de PCK2 y G6PC3 después de 6 hs de incubacién en presencia de
yessotoxina. (C) En el caso de la linea SNB75 se observa una disminucién en la
expresion de PCK2 y G6PC3 cuando las células fueron incubadas con yessotoxina
durante 6 hs. Los cultivos se analizaron por duplicado para cada condicién y las
diferencias significativas que se muestran en las figuras tienen una *p<0,01;
**p<0,05.

FIG. 5 muestra el aumento en la expresién de los genes que codifican para los
transportadores de glucosa 13, 14 y 3 (SLC2A13, 14 y 3) después del tratamiento
con yessotoxina. Cultivos de células SF295, SF539 o SNB75 fueron tratados con
yessotoxina 250 nM durante 6 y 24 hs. En el caso de la linea celular mas sensible a
la toxina (SF295) se incluyé un tratamiento con yessotoxina 30nM durante 24 hs.
Después de incubar en presencia de la toxina durante los tiempos arriba
mencionados, se determind la variaciéon en la expresion de los ARNm codificantes
para SLC2A13, 14 y 3 por tecnologia de microarrays. (A) En el caso de la linea
SF295 se observa un incremento en la expresiéon de los tres transportadores de
glucosa en las células tratadas con yessotoxina durante 6 y 24 hs, siendo el
incremento mayor en las células tratadas durante 24 hs en los tres casos. En las
células tratadas con yessotoxina 30nM durante 24 hs se observa un aumento en los
tres transportadores del mismo orden que el que se observa en las células tratadas
con yessotoxina 250nM durante el mismo periodo de tiempo. (B) En el caso de la
linea SF539 se observa un aumento en la expresion de los tres transportadores en
las células tratadas con yessotoxina durante 24 hs. Luego de 6 hs de incubacién
con yesstoxina se observa un aumento para los trasportadores SLC2A14 y 3 sin
observarse cambios significativos para SLC2A13. Las variaciones observadas son
de mayor magnitud en los cultivos tratados durante 24 hs con la toxina. (C) En el
caso de la linea SNB75 se observa un aumento significativo en la expresién de los
tres transportadores luego de incubar las células con yessotoxina durante 24 hs
mientras que luego de 6 hs de incubacion el aumento es significativo para SLC2A14
y 3, sin cambios significativos en SLC2A13. Los cultivos se analizaron por duplicado
para cada condicién y las diferencias significativas que se muestran en las figuras
tienen una *p<0.01; **p<0.05.
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FIG. 6 (A) muestra el aumento en la expresién del gen que codifica para el receptor
de lipoproteinas de baja densidad (LDLR) después del tratamiento con yessotoxina
en cultivos de células SF295, SF539 o SNB75 tratados con yessotoxina 250 nM
durante 6 y 24 hs. En el caso de la linea celular mas sensible a la toxina (SF295) se
incluyé un tratamiento con yessotoxina 30nM durante 24 hs. Después de incubar en
presencia de la toxina durante los tiempos arriba mencionados, se determiné la
variacién en la expresiéon del ARNm codificante para el LDLR por tecnologia de
microarrays. En las 3 lineas celulares estudiadas se observa un incremento de la
expresion de LDLR después de 24 hs de tratamiento con yessotoxina. También se
observa un aumento en la expresién de LDLR en las lineas SF295 y SNB75 a las 6
hs de tratamiento con la toxina de menor magnitud que le observado a las 24 hs.
(B) En cultivos de hepatocitos primarios de rata tratados con yessotoxina 10 y 30nM
durante 6 hs se puede observar que hay un aumento en la expresiéon de LDLR
después de 6 hs de tratamiento con la toxina.

EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos especificos que se proporcionan en este documento de
patente sirven para ilustrar la naturaleza de la presente invencién. 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

mas adelante ilustran la invencién sin limitar el campo de aplicacién de la misma.

METODOLOGIA GENERAL: Para la realizacién de los experimentos de la presente
invencién se utilizan cultivos celulares derivados de glioma humano. Las lineas
utilizadas son SF295, SF539 y SNB75. Todas las células se cultivaron en medio
RPMI 1640 con 10% suero fetal bovino, penicilina 50 Ul/ml y estreptomicina 1,2 uM
en atmoésfera himeda con 5% de CO.. Una vez que las células alcanzaron la
confluencia, se cambié el medio y 12 hs mas tarde se agregé yessotoxina 250nM a
los tres cultivos. Por otra parte se trataron cultivos de SF295 en las mismas
condiciones de cultivo que las anteriores con yessotoxina 30 nM. Las células se
incubaron en estas condiciones durante 6 y 24 hs para yessotoxina 250nM y
durante 24 hs para yesstoxina 30nM. Luego de los respectivos periodos de
incubacién las células se lavaron con PBS y se extrajo ARN total utilizando el kit
comercial RNeassy Mini Kit (QIAGEN) siguiendo las instrucciones del fabricante. La
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concentraciéon del ARN extraido se determiné espectrofotométricamente utilizando
un NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). La integridad y pureza del ARN se
determiné utilizando un bioanalizador (Bioanalyzer 2100-Applied Biosystems) junto
con el kit comercial RNA 6000 nano reagents (Applied Biosystems) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Posteriormente se sintetiz6 el ARN marcado
fluorescentemente para analizar expresion diferencial utilizando los kits comerciales
Low RNA Input Linear Amp Kit (Agilent Technologies) y Quick-Amp Labeling Kit
(Agilent Technologies). EI RNA fluorescente se hibridé en microarrays para
detecciéon de expresién diferencial de ARN en genoma humano (Whole Human
Genome (4x44) Oligo Microarray Kit, Agilent Technologies). Luego de lavar los
microarrays se determindé la fluorescencia con un scanner G2505 (Agilent
Technologies). Los resultados se normalizaron y posteriormente se analizaron a fin
de determinar expresion diferencial entre cultivos control y tratados con yessotoxina

utilizando el software MeV, parte de TM4 (Microarray Software Suite).

Evidencia experimental soporta la nocién de la utilizacién de células neuronales
como un modelo (til para predecir si un compuesto afecta las rutas metabdlicas
reguladas por la insulina. Se ha observado que la disminucién en la degradacién de
glucosa en el cerebro en pacientes con la enfermedad de Alzheimer, es
consecuencia de una disminuciéon en la transduccién de sefiales inducida por la
insulina. También estudios del volumen del hipocampo han revelado una relacién

entre la resistencia a insulina y el rendimiento cognitivo.

Por otro lado, la presente invencién también demuestra que la yessotoxina, aunque
se ha descrito como una toxina, ejerce el efecto arriba mencionado
independientemente de la toxicidad que ejerza en cada cultivo en particular. Los
cultivos de células SNB75, que no presentan disminucién de viabilidad cuando se
tratan con yessotoxina hasta 1000 nM hasta las 48 hs, responden, en lo que
respecta a la expresiéon de los genes arriba mencionados, igual que las demas
lineas analizadas que presentan distintas sensibilidades a la citotoxicidad de la
yessotoxina (SF295 IC50, 48H = 30nM, SF539 IC50, 48H = 250nM).

EJEMPLO 1. EFECTO DE LA YESSOTOXINA SOBRE LA EXPRESION DE LOS

GENES QUE CODIFICAN PARA LOS SUSTRATOS DE LOS RECEPTORES DE
INSULINA 1Y 2 (IRS1 Y 2) EN CELULAS SF295, SF539 Y SNB75.
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Los resultados obtenidos a partir de los experimentos descriptos en metodologia
general mas arriba muestran que la yessotoxina induce un aumento en la expresiéon
de IRS2 en las 3 lineas celulares analizadas, siendo el aumento mayor después de
24 hs de incubacién en presencia de yessotoxina que a las 6 hs. En células SNB75
la yessotoxina induce a su vez un aumento en la expresiéon de IRS1 cuando las
células son incubadas en presencia de este compuesto durante 6 y 24 hs, mientras
que no hay diferencias significativas entre los niveles de expresion de este ARNm a
las 6y 24 hs.

EJEMPLO 2. EFECTO DE LA YESSOTOXINA SOBRE LA EXPRESION DE LOS
GENES QUE CODIFICAN PARA HEXOQUINASA 1 Y 2 (HK1 Y 2) Y PARA
FRUCTOSA-2,6-BIFOSFATASA 3 Y 4 EN CELULAS SF295, SF539 Y SNB75.

Los resultados obtenidos a partir de los experimentos descriptos en metodologia
general mas arriba muestran que la yessotoxina induce un aumento en la expresién
de HK1 y 2 en las 3 lineas celulares analizadas. La HK2 aumenta en cultivos
tratados durante 6 0 24 hs con yessotoxina en los 3 tipos celulares, siendo el dltimo
tiempo de incubacién el que produce el mayor aumento cuando se compara con
cultivos control. La HK1 aumenta en cultivos tratados durante 24 hs con
yessotoxina en los 3 tipos celulares sin observarse cambios en cultivos tratados con
yessotoxina durante 6 hs. En SF295 la yessotoxina induce un aumento de PFKBF3
y 4 a las 24 hs mientras que a las 6 hs hay un aumento de PFKBK4, sin observarse
variaciones significativas en PFKBF3. En SF539 y SNB75 la yessotoxina induce un
aumento de PFKBF3 y 4. Este aumento en la expresién se observa a los dos
tiempos estudiados, siendo la expresion mayor para PFKBF4 a las 24 hs, sin
observarse variaciones para PFKBF3 entre las 6 y 24 hs de incubacién.

EJEMPLO 3. EFECTO DE LA YESSOTOXINA SOBRE LA EXPRESION DE LOS
GENES QUE CODIFICAN PARA LA ACIDO GRASO SINTASA (FASN) Y ACETIL
CoA CARBOXILASA (ACACA) EN CELULAS SF295, SF539 Y SNB75.

Los resultados obtenidos a partir de los experimentos descriptos en metodologia
general mas arriba muestran que la yessotoxina induce un aumento en la expresiéon
de FASN y ACACA en los tres tipos celulares después de 24 hs de incubacién sin
observarse variaciones significativas después de 6 horas de incubacién para SF295
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y SNB75. La yessotoxina induce un aumento de ACACA después de 6 hs de
incubacién en SF539.

EJEMPLO 4. EFECTO DE LA YESSOTOXINA SOBRE LA EXPRESION DE LOS
GENES QUE CODIFICAN PARA LA FOSFOENOL PIRUVATO CARBOXIQUINASA
2 (PCK2) Y GLUCOSA-6-FOSFATASA 3 (G6PC3) EN CELULAS SF295, SF539 Y
SNB75.

Los resultados obtenidos a partir de los experimentos descriptos en metodologia
general mas arriba muestran que la yessotoxina induce una disminucién en la
expresion de PCK2 en los tres tipos celulares utilizados después de 6 hs de
incubacién. La yessotoxina induce una disminucién en la expresiéon de G6PC3 en
SF539 y SNB75 después de 6 hs de incubacién, sin observarse variaciones
significativas en SF295 para este mismo tiempo de incubacién.

EJEMPLO 5. EFECTO DE LA YESSOTOXINA SOBRE LA EXPRESION DE LOS
GENES QUE CODIFICAN PARA LOS TRANSPORTADORES DE GLUCOSA 13, 14
Y 3 (SLC2A13, SLC2A14 Y SLC2A3) EN CELULAS SF295, SF539 Y SNB75.

Los resultados obtenidos a partir de los experimentos descriptos en metodologia
general mas arriba muestran que la yessotoxina induce un aumento en la expresiéon
de los tres transportadores de glucosa después de 6 y 24 hs de incubacién en la
linea celular SF295. El aumento es de mayor magnitud después de 24 hs de
incubacién en presencia de yessotoxina siendo SLC2A14 y 3 los mas inducidos con
respecto a los cultivos control. En SF539 y SNB75 los transportadores SLC2A14y 3
estan sobreexpresados en cultivos tratados con yessotoxina durante 6 y 24 hs,
siendo el aumento en la expresién mayor a las 24 hs. En estos tipos celulares el
transportador SLC2A13 esta sobreexpresado después de 24 hs de incubacién en
presencia de yessotoxina, sin observarse variaciones a las 6 hs.

EJEMPLO 6. EFECTO DE LA YESSOTOXINA SOBRE LA EXPRESION DEL GEN
QUE CODIFICA PARA EL RECEPTOR DE PROTEINAS DE BAJA DENSIDAD
(LDLR) EN CELULAS SF295, SF539 Y SNB75 Y EN HEPATOCITOS PRIMARIOS
DE RATA.
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Los resultados obtenidos a partir de los experimentos descritos en la metodologia
general mas arriba muestran que la yessotoxina induce un aumento en la expresiéon
de LDLR en las lineas celulares SF295, SF539 y SNB75 después de 24 hs de
tratamiento, mientras que después de 6 hs de tratamiento existe un aumento en la
expresién del LDLR en SF295 y SNB75 de menor magnitud que el observado a las
24 hs. Debido a que in vivo en animales y humanos la mayoria de la actividad del
LDLR se concentra en el higado, se evalud el efecto de la yessotoxina en cultivos
de hepatocitos primarios de rata. Los hepatocitos se aislaron por el método de
Seglen (Seglen PO. 1976, Methods Cell Biol 13: 29-83). Una vez aislados, se
determiné la viabilidad de los hepatocitos por exclusién de azul de tripano y se
cultivaron preparaciones con una viabilidad mayor al 90%. Las células se
sembraron en medio de "attachment" [199:E-MEM 1:4 (Sigma), BSA 1 g/l, insulina
(Sigma) 5 mg/l, HCO3Na 26,2 mM, estreptomicina (Sigma) 100 pg/ml, penicilina
(Calbiochem) 100 Ul/ml, dexametasona (Sigma) 1,2 uM y suero fetal bovino (Gibco)
10 %] en el que permanecieron durante 3 hs, después de lo cual el medio fue
reemplazado por medio de "post-attachment" [199:E-MEM 1:4 (Sigma), BSA 1 g/l,
insulina (Sigma) 5 mg/l, HCO;Na 26,2 mM, estreptomicina (Sigma) 100 pg/ml,
penicilina (Calbiochem) 100 Ul/ml, hidroxicortisona (Sigma) 0,6 mM y suero fetal
bovino (Gibco) 10 %] en donde permanecieron por 12 hs mas. Veinticuatro horas
después de sembrados los hepatocitos, se cambié el medio y se agregd
yessotoxina 10 y 30nM, incubandose durante 6 hs. Después de esta incubacién de
purific6 ARN total de acuerdo a como se describe en la metodologia general. Se
realizé transcripcién reversa para 4ug de ARN de cada muestra utilizando una
MMul RT (Fermentas) siguiendo las instrucciones del fabricante y el ADNc
codificante para el LDLR fue cuantificado por PCR en tiempo real utilizando el kit de
amplificacién FastStart Universal SYBR Green Master (Roche) en un termociclador
StepOne (Applied Biosystems). Se utilizé el método de AACT para cuantificacién
relativa usando como estandar interno para normalizar la ciclofilina. Los cebadores
para amplificar el LDLR fueron: P-sentido-5GAGGATGATGTGGCATGAACAS'
(SEQ ID NO: 1) y P-antisentido-5GCGTCCTTCCTGCCTAAGGS3' (SEQ ID NO: 2).
Los cebadores para amplificar la  ciclofilina  fueron:  P-sentido-
5TGCTGGACCAAACACAAATG3 (SEQ ID  NO: 3) y P-antisentido-
5'ATGCCCGCAAGTCAAAGAAAT' (SEQ ID NO: 4). Los resultados obtenidos para
la cuantificacién del LDLR en cultivos de hepatocitos primarios de rata tratados con

yessotoxina muestran que la toxina, a las 2 concentraciones utilizadas, induce un
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aumento en la expresién del LDLR cuando se compara con la expresion de cultivos

control.
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REIVINDICACIONES

1.- Uso de un compuesto de férmula (1):

-CH»

donde:
X e 'Y se seleccionan independientemente entre H 0 -SO;H,
m puede ser06 1,
ny n’ se seleccionan independientemente entre 0 y 5,

10 Z se selecciona entre H, un monosacarido u oligosacarido,
-------- representa un enlace sencillo o doble,

G es un grupo que se selecciona de entre los grupos de férmula (1) a (1V):

15
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donde:

R,y R; se seleccionan independientemente entre -OH o alquilo C+-Cs;

Rs, R4 y Rs se seleccionan independientemente entre H, alquilo C4-C;, alquenilo
C4-Ci0, -OH, -COOH, =0;

Re y R; se seleccionan independientemente entre alquilo C1-C+, 0 alquenilo C4-Cip 0

amida,

-------- representa un enlace sencillo o doble,

para la fabricacién de un medicamento para la prevencién y/o el tratamiento de
enfermedades metabdlicas.

2.-Uso segun la reivindicacién 1, donde X e Y son -SO;H.

3.-Uso segun la reivindicacién 1, donde X es He Y es -SOzH.

4.-Uso segun la reivindicacién 1, donde X es -SO;H e Y es H.

5.-Uso segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde m es 1.

6.-Uso segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde m es 0.

7.-Uso segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, dondenes 1,26 3y n’ es 0.

8.-Uso seglin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, dondenesOyn’es 1,26 3.

9.-Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, donde R; es metilo y R» es -
OH.

10.- Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, donde G es el grupo de

formula (l1).

11.-Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 9 o 10, donde R; se selecciona
entre H, alquilo C4-C,, alquenilo C4-C4 0 -COOH.
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12.-Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11 donde R, se selecciona
entre H, -OH U =0.

13.-Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 9 a 12 donde Rs se selecciona
entre H, alquilo C+-C,, alquenilo C4-C4 o -OH.

14.- Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 donde Rs se selecciona
entre alquilo C+-C4, alquenilo C-C4 0 amida.

15.-Uso segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 donde R; es un alquilo C;-
Ca.

16.-Uso segun la reivindicaciéon 1, donde X e Y son -SO3H, Zes H, n"es 0, mes 1y

se representa por la formula (V):

CH»,

donde:
n se seleccionaentre 1,2 6 3,

G se define en las reivindicaciones anteriores.

17.-Uso segln la reivindicacién 16, donde G es el grupo de féormula (11).
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18.-Uso segln cualquiera de las reivindicaciones 16 6 17, donde R; es metilo y R;
es -OH.

19.-Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 16 a 18, donde R; es un grupo
=CH..

20.-Uso seguln cualquiera de las reivindicaciones 16 a 19, donde R, es H.

21.-Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 16 a 20, donde Rs es un etileno.

22.-Uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el compuesto

esta en forma de sal.

23.-Uso segun la reivindicaciéon anterior, donde la sal es de un alcalino o
alcalinotérreo.

24.-Uso segun la reivindicacion anterior, donde la sal es de sodio.

25.-Uso segun la reivindicacién 1, donde el compuesto de férmula (l) se selecciona
de la lista que comprende: yessotoxina (YTX), 45-hidroxi-YTX, 45, 46, 47-trinor-
YTX, 45, 46, 47- trinorhormo- YTX, Homo-YTX, 450H-homo-YTX, Carboxi-YTX,
Carboxihomo-YTX, 450H-carboxi-YTX, noroxo-YTX, noroxohomo-YTX, 40-epi-41-
keto-YTX, 41-keto-YTX-1,3-enona, 41a-homo-YTX, 41a-homo-YTXamida, 44, 55-
doOH-41a-homo-YTX, 45-OH-dinor-YTX, 44-oxotrinor-YTX, 41a-homo-44-oxotrinor-
YTX, 1-desulfo-YTX, 1-desulfocarboxihomo-YTX, 4-desulfocarboxihomo-YTX, 9-
metil-41-ceto-YTX-1,3-enona, 9-metil-41a-homo-YTX, 9-metil-41a-homo-YTXamida,
44, 55-diOH-9-metil-41a-homo-YTX, Nor-ring-A-YTX, nor-ring-A-41-keto-YTX, nor-
ring-A-40-epi-41-keto-YTX, nor-ring-A-41-keto-YTX-1,3-enona, glicosiyessotoxina A
(GYTX-A), Protoceratina lll, Yessotoxina 32-O-[B-L-arabinofuranosyl-(5—1")-B-L-

arabinofuranosido, Protoceratin I, Tri-glicosilyessotoxina y Protoceratin IV.

26.- Uso segun la reivindicacién anterior, donde el compuesto es yessotoxina.

27.-Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 26, donde la enfermedad

metabdlica es el sindrome metabdlico.
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28.-Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 26, donde la enfermedad
metabdlica es la hiperglucemia.

29.-Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 26, donde la enfermedad
metabdlica es la diabetes mellitus tipo 2.

30.-Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 26, donde la enfermedad

metabdlica es la hipercolesterolemia que se manifiesta por altas concentraciones en
sangre de LDL-colesterol.
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Polycyclic Ether Natural Products"”. Bulletin of the Chemical Society of Japan 2007, Volumen 80,
NUmero 5, paginas 856-871.

A MILES, C.O. et al. ‘"Isolation of Yessotoxin 32-O-[B-arabinofuranosyl-(5—1")-B-L- 1-30
arabinofuranoside] from Protoceratium reticulatum®. Toxicon 2006, Volumen 47,
paginas 510-516. Ver pagina 510, resumen; pagina 513, figura 1; pagina 516, columna 1,
parrafo 3.

A RONZINI, G. & ROSSINI, G.P. "Yessotoxin induces the accumulation of altered E-cadherin 1-30

dimers that are not part of adhesive structures in intact cells". Toxicology 2008, Volumen 244,
paginas 145-156. Ver pagina 145, resumen.

Categoria de los documentos citados
X: de particular relevancia O: referido a divulgacién no escrita

Y: de particular relevancia combinado con otro/s de la
misma categoria de la solicitud
A: refleja el estado de la técnica

de presentacion de la solicitud

P: publicado entre la fecha de prioridad y la de presentacién

E: documento anterior, pero publicado después de la fecha

El presente informe ha sido realizado

para todas las reivindicaciones ] para las reivindicaciones n°:
Fecha de realizacion del informe Examinador Péagina
16.12.2011 G. Esteban Garcia 1/4




INFORME DEL ESTADO DE LA TECNICA N de solicitud: 201130573

CLASIFICACION OBJETO DE LA SOLICITUD

C07D313/20 (2006.01)
A61K31/352 (2006.01)
A61P3/00 (2006.01)
A61P3/06 (2006.01)
A61P3/10 (2006.01)

Documentacion minima buscada (sistema de clasificacion seguido de los simbolos de clasificacion)
CO7D, A61K, A61P

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

INVENES, EPODOC, WPI, REGISTRY, CAPLUS, MEDLINE, BIOSIS, XPESP, EMBASE, NPL, PUBMED
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201130573

Fecha de Realizacion de la Opinion Escrita: 16.12.2011

Declaraciéon

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986)

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986)

Reivindicaciones
Reivindicaciones

Reivindicaciones
Reivindicaciones

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacién industrial
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinién.-

1-30

1-30

Sl
NO

Sl
NO

. Este requisito fue evaluado durante la fase de

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

N° de solicitud: 201130573

1. Documentos considerados.-

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

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion
D01 TURBARO, A. et al. Toxicon 2010, Vol. 56, pp. 163-172 04.08.2009
D02 TERAO, K. et al. Toxicon 1990, Vol. 28, N° 9, pp. 1095-1104 1990
D03 SASAKI, M. Bulletin of the Chemical Society of Japan 2007, 2007

Vol. 80, N° 5, pp. 856-871
D04 MILES, C.O. et al. Toxicon 2006, Vol. 47, pp. 510-516 2006
D05 RONZINI, G. & ROSSINI, G.P. Toxicology 2008, Vol. 244, 2008
pp. 145-156

2. Declaracion motivada segln los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecuciéon de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

El objeto de la invencion es el uso de un compuesto de formula (I), derivado de yesotoxina, para la fabricacion de un
medicamento para la prevencion y/o tratamiento de enfermedades metabdlicas.

El documento DO1 divulga una revision sobre las yesotoxinas, producidas por dinoflagelados presentes en el fitoplancton, y
su actividad biologica. Asi, la yesotoxina, homoyesotoxina y 45-hidroxiyesotoxina parecen afectar a las células del misculo
cardiaco en ratones, provocando cambios microscopicos ultraestructurales, mientras que la didesulfoyesotoxina afecta al
higado y al pancreas, donde induce degeneracion en las grasas. Los mecanismos de actuacion de estos poliéteres no se
conocen totalmente, aunque parecen estar relacionados con cambios en los niveles de calcio intracelular y de AMP ciclico,
alteracion de moléculas citoesqueléticas y de adhesioén, activacion de caspasas y apertura de los poros de transicién
permeable de mitocondrias (ver pagina 163, resumen; pagina 164, figura 1).

El documento D02 divulga estudios histopatolégicos sobre los efectos provocados por diversas toxinas marinas, como las
yesotoxinas, que se incluyen entre los agentes que causan los sintomas clinicos asociados al envenenamiento diarreico
originado por crustaceos (pagina 1095, introduccidn). Asi, por ejemplo, la inyeccién de yesotoxina desulfatada afecta al
higado y al pancreas, provocando una degeneracion severa de las grasas y la necrosis intercelular en dichos 6rganos,
ademas de un aumento del contenido de triglicéridos en unas 60 veces y dos veces del contenido de fosfolipidos, con
respecto a los niveles control observados en ratones tratados con yesotoxina (ver pagina 1095, resumen).

El documento D03 divulga diversos éteres policiclicos de origen marino, entre los que se encuentra la yesotoxina (7), con
actividades bioldgicas potentes, como neurotoxicidad, citotoxicidad y actividad antifingica, y un procedimiento para su
obtencién (ver pagina 856, columna 1; pagina 857, figura 1).

El documento D04 divulga derivados sacéaridos de yesotoxina, obtenidos durante el procedimiento de aislamiento de
yestoxina a partir de extractos de Protoceratium reticulatum (ver pagina 510, resumen; pagina 513, figura 1). Los glicésidos
de yesotoxinas son citotoxicos para células humanas tumorales in vitro (pagina 516, columna 1, parrafo 3).

El documento D05 divulga la alteracion que la yesotoxina provoca en el sistema E-caderina-catenina de las células
epiteliales debido a la estabilizacion de las interacciones proteina-proteina en oligdmeros, a través de la introduccion de
enlaces covalentes entre subunidades in vitro e in vivo (ver pagina 145, resumen).

Los documentos citados muestran sélo el estado de la técnica del campo al que pertenece la invencion. Ninguno de ellos,
tomado solo o en combinacién con los otros, podria dirigir al experto en la materia hacia el uso de los compuestos de la
invencion, derivados de yesotoxina, para la preparacion de un medicamento para la prevencion y/o tratamiento de
enfermedades metabdlicas, como son hiperglucemia, diabetes mellitus tipo 2 e hipercolesterolemia.

Por tanto, se considera que el objeto de las reivindicaciones 1-30 reline los requisitos de novedad y actividad inventiva
recogidos en los Articulos 6.1 y 8.1 de la Ley de Patentes.
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