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DESCRIPCION
CAMPO DE INVENCION

[0001] La presente invencion se refiere a una novedosa fraccion de agua bioactiva obtenida de las hojas de una hierba
de nombre Gomphostemma niveum encontrada cominmente en la parte Noroeste de India, y la cual es (til para inhibir
el crecimiento del parasito malarial de Plasmodium faciparum. La presente invencion se refiere también a un método
para la extraccion de dicha fraccion bioactiva. La presente invencién también proporciona métodos para el uso de tales
fracciones de agua bioactiva en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de la malaria.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION Y TECNICA ANTERIOR

[0002] La malaria es la mas comun entre las enfermedades transmitidas por insectos representando mas de dos
millones de muertes de los 400 millones de casos reportados cada afio (Greenwood et. al., Nature 9415), 670(2002))
causadas por Plasmodium faciparum. (Depote et al. Trends in parasitology (20), 4, 165-198, (2004)). Méas de la mitad
de la poblacion mundial vive en areas donde continuan con riesgo de infeccién de la malaria (Sachs et al Nature, (415),
686 (2002). La derivacion de importante compuesto antimalarial comenzé con el descubrimiento de polvo de corteza
de cinchona (quinina)(Brooking, GB 106430, (1917)) en 1820. Posteriormente a la primera Guerra Mundial hubo un
periodo de trabajo intenso para mantener tales registros etnobotanicos en los cuales el uso de la quinina ha
permanecido como el medicamento de eleccion de la malaria. En 1940 otro medicamento antimalarial cloroquina
(Ringwald et al, Boletin de la Organizacién Mundial de la Salud, 77(1), 34, (1999)) fue sintetizado y hasta recientemente
fue el Unico medicamento usado para el tratamiento de la malaria. Desafortunadamente, después de un éxito inicial,
el parasito malarial especialmente P. faciparum se volvid resistente a la cloroquina. El tratamiento de la malaria
resistente a la cloroquina (White et al. Delaying anti-malarial drug resistance with combination chemotherapy
Parasitologia, (41), 301-308, (1999)) fue hecho con medicamentos alternativos o combinaciéon de medicamentos (Tulp
et. al, Drug Discovery Today (9)450, (2004)) las cuales son bastante costosos y en ocasiones toxicos. Ademas, estas
combinaciones no siempre dependen del principio farmacocinético debido al conocimiento inadecuado del
metabolismo y el mecanismo de accion de la mayoria de los medicamentos antimalariales. En los Ultimos afios una
medicamento antimalarial con base de una planta aislada de la planta china Artemisinin annua (Klayman, Science
(228),1049,(1985)), Bharel et al. Fitoterapia, (67), 387-399, (1996)) probé ser muy activo contra P. falciparum. Sin
embargo, el uso de Artemisinina, una lactona sesquiterpeno endoperoxido esta de algun modo limitada a causa de su
coste relativamente elevado, limitada produccién de normas GMP y registros de toxicidad (Haynes et al. Curr. Opin.
Infect. Dis, (14), 719-726, (2001)). La ruta actual para la sintesis total de Artemisinina (Qinghaosu) (US6, 710, 074
(2004) es demasiado compleja para la produccién comercial (Schmid et al 3. Am. Chem. Soc. (105), 624-625, (1983).
Es actualmente preparada por medio de extraccién a gran escala de Artenzisia annua (warwood dulce)) y derivado tal
como el artemetero, artesunato, arteéter y dihidroartemisinina, y estan preparados semi sintéticamente a partir del
extracto purificado. Ademas, se han encontrado dificultades en la producciéon de material de alta calidad (Haynes et al.
Curr. Opin. Infect. Dis., (14), 719-726, (2001)).

[0003] De este modo, la resistencia extendida del parasito de la malaria a la mayoria de los medicamentos, necesita
el desarrollo de un nuevo medicamento (Wiesner et al. Angew. Chem. Int. Ed. (42), 5274-5293, (2003)) el cual deberia
ser estructuralmente diferente de los compuestos tipicos con mecanismo de accion novedosa para superar el problema
de resistencia. Recientemente lhara et. al revelaron sobre compuestos teniendo actividad antimalarial (US6,710,074
(2002)) provenientes de la sintesis. En el pasado reciente se ha informado también que diferentes clases de compuesto
tienen actividad antimalarial como trioxane sustituido 1, 2, 4 (US 6,737,438(2002)), flavonoides (W02004000306
(2003)), nafthilisoquinolina  (US6,627,641(2003)), indoloquinazolas (US6,531,487(2003)), trioxolanos
(US6,486,199(2002)), alcaloides de betacarbolina (US6,143,756(2000)), vocamina (WO 9948501(1999)), derivados de
acetilglucosalina (DE3220426(1983)) y asi sucesivamente. Recientemente muchas patentes como US6,710,074,
W02004000319, US5,264,726, US2003212098, WO2004000306, EP1076057, WO9948501, US5,290,553,
US6,143,756 y US6,627,641 revelaron compuestos teniendo actividad anti Plasmodium falciparum de plantas
principalmente de origen natural. De ahi el enfoque etnofarmacolégico para la busqueda de nuevos antimalariales ha
probado ser mas predictivo.

[0004] Como parte de programas de investigacion contintos sobre biorecursos, hemos sometido a una investigacion
de antecedentes a gran numero de plantas procedentes de la regidon noreste para los estudios de inhibicion
antimalarial. La seleccion de plantas estuvo principalmente basado en varios criterios tal como los datos
quimiotaxonémicos, observacion de campo y recoleccién al azar.

[0005] La malaria estd causada por protozoarios del género Plasmodium. A causa de su predominio, virulencia y
resistencia al medicamento, es la enfermedad parasitaria més seria y extendida encontrada por el ser humano. El
arsenal inadecuado de medicamentos en uso extendido para el tratamiento de la malaria y la falta de nuevos
medicamentos asequibles son los factores limitadores en la lucha contra la malaria, la cual subraya la necesidad
continuada de investigacion para el desarrollo de nuevos medicamentos.

[0006] Por consiguiente existe una necesidad de desarrollar nuevos compuestos activos como una alternativa a la
cloroquina y especialmente de la artemisinina, un medicamento antimalarial con base en planta aislado de la planta
china Artemisia annua. La necesidad urgente es investigar el origen natural con un nuevo enfoque etnofarmacoldgico
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para la busqueda de nuevos antimalariales especialmente de la parte Noreste de India, lo cual no ha sido investigado
hasta el momento. Otra necesidad es desarrollar un método adecuado para la extraccion, aislamiento e identificacion
de principios bioactivos del extracto de planta teniendo propiedades antimalariales. Las nuevas técnicas recientemente
desarrolladas de aislamiento y caracterizacion junto con el desarrollo de nuevas pruebas farmacolégicas han llevado
al interés en las plantas como una fuente de nuevos medicamentos. Sin embargo, un enfoque prometedor se necesita
para usar esos agentes como plantillas para disefiar nuevos derivados con propiedades mejoradas.

OBJETOS DE LA PRESENTE INVENCION

[0007] El principal objetivo de la invencién es desarrollar un agente novedoso antimalarial inhibiendo el crecimiento del
parasito malarial resistente a la cloroquina y sensible a la clorogquina de origen natural.

[0008] Otro objetivo de la invencién es investigar las propiedades antimalariales de la planta medicinal india
procedente de la region Noreste de India para el tratamiento de la malaria (la seleccion de la planta esta basada en
datos quimiotaxonémicos).

[0009] Un objetivo mas particular es desarrollar un método sencillo y eficaz para la extraccion, aislamiento e
identificacion de los componentes activos procedentes de las plantas medicinales indias.

[0010] Otro objetivo mas es realizar un bioensayo in vitro de extractos crudos contra el crecimiento del parasito
malarial.

[0011] Otro objetivo adicional del invento es desarrollar un método HPLC de toma de huella reproducible para la
supervision rutinaria del extracto crudo.

[0012] Otro objetivo méas de la invencidn es proporcionar una técnica adecuada para la identificacion, evaluacion y
seguimiento de actividad antimalarial in vitro.

[0013] Otro objetivo de la invencion es realizar los estudios de estabilidad de temperatura para los diferentes extractos
crudos, sera util para el almacenamiento de fraccion bioactiva.

[0014] Otro objetivo més es evaluar las diferentes rutas de administracion y establecer su estabilidad en fluidos del
cuerpo, la toxicidad y la capacidad para alcanzar el tejido infectado en una concentracién adecuada durante analisis in
vivo.

DECLARACION DE INVENCION

[0015] La presente invencion por lo tanto proporciona una novedosa fraccion de agua bioactiva obtenida de las hojas
de Gomphostemma niveum.

[0016] La presente invencién también proporciona un método para la preparacién de una fraccion novedosa bioactiva
de Gomphostemma niveum comprendiendo hojas de planta secas al aire, convirtiendo en polvo las hojas secadas al
aire y sometiendo el polvo a extraccién con agua filtrando el extracto y concentrandolo hasta sequedad bajo fraccion
reducida para obtener el extracto de agua bioactiva.

[0017] En una realizacion de la invencién, la extraccion de agua se hace tres veces. En otra realizacion de la invencion
la extraccion es llevada a cabo por el metodo de extraccion de Soxhlet a temperatura de reflujo durante ocho horas.

[0018] En otra realizacién mas de la invencion, la extraccion es llevada a cabo usando agua triplemente destilada.

[0019] En otra realizacibn mas de la invencion, el extracto filtrado es concentrado hasta el secado bajo presion
reducida de alrededor de 86 libras por pulgada cuadrada a una temperatura de alrededor de 46°C usando un
evaporador giratorio.

[0020] En otra realizacién de la invencidn, el extracto de agua obtenido es adicionalmente fraccionado por extraccion
liquido-liquido usando disolventes seleccionados de un grupo constando de hexano, éter dietilico, cloroformo y etanol
sobre la base de incrementar polaridad, los extractos entonces siendo concentrados hasta la sequedad bajo presion
reducida de alrededor de 150 libras por pulgadas cuadradas y a una temperatura de alrededor de 30°C.

[0021] La presente invencion también proporciona una composicion farmacedtica para el tratamientdo de la malaria
comprendiendo una extracto de agua bioactiva de Gomphostemma niveum y uno o mas aditivos farmaceuticamente
aceptables.

[0022] En una realizacién de la invencién, los aditivos farmaceuticamente aceptables son seleccionados del grupo que
consiste de diluyentes de vehiculos, agentes estabilizadores, agentes aromatizadores disolventes y otros similares.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2362216713

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS ACOMPARNANTES
[0023]
Fig. 1 es el perfil de la cromatografia liquida de alta resolucién del extracto crudo de la invencion.
Fig. 2 es el cromatograma de iones del extracto crudo después de fraccionamiento adicional.
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[0024] La creciente resistencia de Plasmodium falciparum a medicamentos disponibles actualmente tal como la
cloroquina, presenta un desafio en el tratamiento de la malaria, la cual aun se mantiene como una de las principales
causas de fallecimiento en el mundo. Por consiguiente son urgentemente necesitados nuevos agentes para tratar el
organismo.

[0025] La presente invencion proporciona una fraccion de agua bioactiva llamado GN-W obtenida de las hojas de las
plantas Gomphostemma niveum teniendo actividad inhibitoria contra el parasito malarial resistente a la cloroquina y
sensible a la cloroquina. De acuerdo a otra realizacion del presente invento se proporciona el sencillo y eficaz método
de extraccion, aislamiento e identificacion para el compuesto bioactivo procedente de hojas de Gomphostemma
niveum secas al aire/sol .

[0026] Se describe también el desarrollo del método, cromotografico liquido de alta resolucion de toma de huella
(HPLC) para el control rutinario del extracto de crudo. Esto proporciona una técnica adecuada para una bioevaluacion
in vitro e in vivo del extracto de crudo.

[0027] El efecto sinérgico ha sido también investigado en caso de bioensayo antimalarial in Vitro e in vivo del extracto
crudo. También se describen los estudios de solubilidad y de estabilidad relacionada con la temperatura y la para la
fraccién bioactiva. Se describe también la evaluaciéon de varias vias de administraciéon su estabilidad en fluido del
cuerpo, toxicidad, capacidad para alcanzar tejido infectado en una concentracién adecuada durante el bioensayo in
Vitro. De ahi que la presente invencién proporciona una formula farmacedtica llamada GN-W la cual muestra
excelente actividad antimalarial.

[0028] La descripcion detallada de la invencién proporciona una fraccion de agua bioactiva llamada GN-W obtenida de
la planta Gomphostemma niveum teniendo actividad inhibitoria contra el parasito malarial resistente a la cloroquina y
sensible a la cloroquina.

[0029] El proceso de la fraccion de agua bioactiva se muestra ahora con un ejemplo, el cual es ilustrativo de la presente
invencion.

El proceso comprendde los siguientes pasos:
Paso 1

[0030] En nuestros esfuerzos/intentos de aislar e identificar compuestos de origen natural mas potentes que sean
activos contra el parasito malarial resistente a la cloroquina, llevamos a cabo un fraccionamiento sistematico bioguiado
del extracto acuoso preparado a partir de las hojas de la planta medicinal india Gomphostemma niveum. El material
de la planta (hojas) se recolecta en el mes de Junio y Septiembre de Dhemaji Assam situado en la parte Noreste de
India con la ayuda del Laboratorio de Investigacién de Defensas, Texpur. Las hojas son secadas a la sombra durante
48 horas y molidas en polvo fino.

Paso 2

[0031] Extraer los 100 gr de hojas secas con 500 ml de agua triplemente destilada usando el método de extraccion de
soxhlet a temperatura de reflujo (100°C) durante 8 horas, Tres extracciones repetidas son llevadas a cabo usando 500
ml de agua triplemente destilada respectivamente. Los extractos son entonces filtrados, combinados juntos y
concentrados hasta sequedad bajo presion reducida (a 86 libras por pulgada y 46°C) usando el evaporador giratorio.
La fraccion concentrada se llama GN-W (25gr).

Paso 3

[0032] El extracto acuoso GN-W (25gm) es ademas fraccionado por extraccion liquido-liquido usando diferentes
disolventes como hexano (200 ml), éter dietilico (200ml), cloroformo (200ml) y etanol (200ml) sobre la base de su
polaridad creciente. Todos los extractos son combinados juntos de manera separada y concentrados hasta secado
bajo presion reducida(150 psi y 30°C) y llamados GN-E (10gr), GN-C (2gr) y GN-ET (6gr). Todas estas fracciones son
probadas respecto a estudios de inhibicion del parasito antimalarial. El resultado indica que la fraccion de
éter/cloroformo muestra la bioactividad méaxima contra el parasito malarial. El porcentaje de inhibicion para la fraccion
éter/cloroformo es 86-90%. Una rasgo interesante puede ser observado que la fraccién etandlica no inhibe el
crecimiento del parasito malarial. Por consiguiente planteamos una hipétesis de que el extracto de éter podria contener
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algunos principios activos que son capaces de inhibir el crecimiento del parasito malarial. Por lo tanto para aislar el
principio biolégicamente activo se hace una cromatografia de columna del para la fraccion de éter/cloroformo (GN-E).
La lista de extractos preparados y el tratamiento de laboratorio se muestran en la tabla 1.

TABLA-1.
Nombre de Plantay parte Disolvente Cdédigo
Agua GN-W
Hexano GN-H
Hojas de Gomphostemma niveum Eter dietilico GN-E
Cloroformo GN-C
Etanol GN-ET

Paso 4

[0033] Para purificar el principio activo del extracto de éter/cloroformo se realiza la cromatografia de columna de gel
de silice. Cualquier persona que esta cualificada en la materia de los asuntos relacionados puede realizar la técnica.
Alrededor de 10 gr de fraccion de éter es empaquetado en un gel de silice (100gr), malla 200-400) fracciones de
columna son posteriormente analizadas para su actividad inhibitoria in Vitro contra el P. falciparum. El resultado indica
gue los eluados de fracciones de columna usando 50-60% de hexano en acetato etilico son capaces de inhibir el
parasito malarial y por consiguiente procesar la capacidad para curar la malaria. La cantidad de disolventes usada para
la elucién de diferentes componentes de la fraccion de éter son como sigue:- Hexano 100-500 ml (1-8 fracciones),
10-20% de acetato etilico en 25-50 ml de hexano (1-2 lit), 40-50% de acetato etilico en 25-50 ml de hexano (1-2 lit)
50-60% de acetato etilico en 25-50ml de hexano) (1.5-2.5 lit).

Paso 5

[0034] La extraccion paralela también es llevada a cabo tomando 50-60 gr de hojas usando hexano (100- 200 ml), éter
dietilico/cloroformo (100-200ml), cloroformo (100-200 ml) y alcohol etilico (100-200 ml) a temperatura de reflujo y
también a temperatura ambiente durante 8-10 horas. Los extractos son entonces filtrados, combinados y concentrados
a sequedad bajo presion reducida (a 150-200 libras por pulgada and 30°C) usando el evaporador giratorio. Fracciones
concentradas son comparadas con respecto a su perfil HPLC y también evaluadas in Vitro.

Paso 6

[0035] La separacion de los componentes en los extractos fue llevada a cabo en el instrumento Waters HPLC con
detector ultravioleta. Un método de tomador de huellas fue también desarrollado para la observacion rutinaria del
extracto crudo. Las condiciones HPLC son como sigue:

Columna: NOVARPAK C-18, Bomba: LC-600 de agua
150X3.9MM, F MICRON Detector ultravioleta. 486 de agua
Fase Movil: Sistema Isocrético de fase invertida
Acetonitrilo: Agua (60:40) indice de flujo: 1MI/Min

Detector A:254 NM
Paso 7
Andisis de cromatografia liquida y espectrometria de masas de fraccion éter bioactiva (GN-E).

[0036] Una alicuota de la muestra es pesada con exactitud para disolucion a una concentracion analitica final de
100ug/ml. En algunos casos sin embargo el contenido entero de cantidad sin especificar tiene que ser reconstituido en
1 ml de disolvente apropiado como se especifica en los detalles de presentacion de muestra y diluido 100:1 1 para el
andlisis.
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CONDICIONES DE LC (concentracion de liquido) (Isocratico)
[0037]

Columna: Waters Symmetry de aguas C18 2.1x 100mm

Fase Movil: A = Agua B = Acetonitrilo

Gradiente: Isocratico 60/40 A:B

Velocidad de flujo: 400ul min separado 4:1 en origen

Volumen de inyeccion: 20pl

Detector Ulltravioleta: Diode Array 220-300nm (254nm extraido)
CONDICIONES LC (Gradiente)
[0038]
Columna: Waters Symmetry C18 2.1x 100mm
Fase Movil: A= Agua+0.1% Acido férmico

B= Acetonitrilo+0.1% Acido férmico

Gradiente: 5% a 95%B en 15minutos, mantener a 20mins entonces reequilibrar a 5%B a 30minutos
Velocidad de flujo: 400ul min separacion  4:1 denle origen Volumen de Inyeccién: 20pl
Detector Ultravioleta: Diode Array 220-300nm (254nm extraido)
CONDICIONES DE ESPECTROMATRIA DE MASAS
[0039]
Modalidad de lon: Electrospray +ve

Adquisicion: 80-800Da en Ispectrum/seg, empujador manual a 35usec modalidad en tiempo real de masa exacta
centroide.

Lockspray: Masa de referencia (Sulfadimetoxina 311.0814Da)

Resolucion: Cono de muestreo de 6, OOOAAM : 40V

Gas de colision: Argén

Energia de collision: Estudio de EM = 5eV electronvoltio (sin fragmentacion)
CONDICIONES DE ESPECTROMETRIA DE MASAS

[0040]

Modalidad de lon: Electrospray +ve

Adquisicion: 80-800Da a Ispectrum/seg, empujador manual a 35usec (presion por segundo modalidad en tiempo real
de masa exacta centroide.

Lockspray: Masa de referencia (Sulfadimetoxina 311.0814Da)

Resolucién: Cono de muestreo de 6, OOOAAM: 40V Gas de colision:

Energia de colision: 10eV a 40eV (optimizado para componentes individuales)
Paso 8

Evaluacion in Vitro de la actividad antimalarial

[0041] Dos cepas de cepa sensible a la cloroquina y una cepa de P. falciparum aisladas de los pacientes de la region
del pais de Jadalpur es adaptada y mantenida in Vitro. Los cultivos son mantenidos conforme a los procedimientos de
cultivo standard descritos anteriormente. Los parasitos son cultivados en O +ve RBCs humano con la adicion de
medios de cultivo RPMI 1640 con 10% de serum de Himan como suplemento. Las células son incubadas a 37°C en

6
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atmosfera de CO2 5% y la parasitemia son comprobados después de 24 horas y los medios cambiados. Cuando la
parasitemia excedia un 10% de las células parasitizadas las cultivadas con la adicién de células sanguineas rojas
frescas. El crecimiento del parasito sincroniza por el método de lisis de sorbitol y parasitos de etapa de anillo
sincronizado son usado para ensayo. La prueba in Vitro es hecha en 100ul de medios completos por pocillo con la
adicion de 10ul de eritrocitos con un 2% de etapas de anillo de parasitos. Todas las pruebas son hechas en duplicados
con placas de cultivo de tejido en 96 pocillos de fondo plano y disoluciones dobles son hechas para cada uno de los
compuestos de prueba con pocillos de control individual unicamente con el suplemento de RPMI 1640 y suero humano.
El crecimiento de los parasitos en la presencia de cada uno de los compuestos de prueba, la cloroquina y los pocillos
de control son observados por frotis de sangre tefiida Giemsa hecho después de 24 horas de incubacién. El recuento
estd hecho para la presencia de schizonts maduros entre 200 parasitos asexuales y el promedio de inhibicion de
maduracion del schizont es calculada por medio de la formula (1-Nt/Nc) x 100 donde en Nt (neutrofina) and Nc
(nitrocelulosa) representa el nimero de schizont presente en la prueba y control respectivamente. Los valores de IC
50, IC 90 and IC 99 son calculados usando el paquete de estadistica comercial Sigmastat.

Estudios de inhibicién antimalarial in vitro

[0042]
Compuesto I1Cs9 ICq9
GN-W 153.23 pg/mi 752.29 pg/ml
GN-E 103.53 pug/ml 388.24 pg/ml
Cloroquina 0.025 uM 0.046 uM
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REIVINDICACIONES
1. Una fraccién de agua bioactiva obtenible de las hojas de Gomphostemma niveum.

2. Un método para la preparacion de una fraccién bioactiva novedosa de Gomphostemma niveum comprendiendo
secar al aire hojas de la planta, pulverizando las hojas secadas al aire y sometiendo el polvo a extraccién con agua
filtrando el extracto y concentrandolo a sequedad bajo fraccion reducida para obtener el extracto de agua bioactiva.

3. Un método como se reivindica en Reivindicacién 2 en donde la extraccion de agua es llevada a cabo 3 veces.

4. Un método como se reivindica en Reivindicacion 2 o 3 en donde cada extraccion es llevada a cabo por el método de
extraccion Soxhlet a una temperatura de reflujo durante 8 horas.

5. Un método como se reveindica en Reivindicacion 2 a 3 en donde cada extraccion es llevada a cabo usando agua
triplemente destilada.

6. Un método como se reivindica en Reivindicacién 2 a 5 en donde el extracto filtrado es concentrado a sequedad bajo
presion reducida de alrededor de 86 libras por pulgada cuadrada a una temperatura de arededor de 46°C usando un
evaporador giratorio.

7. Un método como se reivindica en Reivindicacién 6 en donde el extracto acuoso es ademas fraccionado por
extraccion liquido-liquido usando disolventes seleccionados del grupo que consta de hexano, éter dietilico, cloroformo
y etanol sobre la base de incrementar polaridad, los extractos entonces siendo concentrados a sequedad bajo presién
reducida de 150 libras por pulgada cuadrada y a una temperatura de alrededor de 30°C.

8. Una composicion farmacéutica para el tratamiento de la malaria comprendiendo un extracto de agua bioactiva de
Gomphostemma niveum y uno o mas aditivos admisibles farmacéuticamente.

9. Una composicion como se reivindica en Reivindicacion 8 en donde los aditivos farmacéuticamente admitisibles son
seleccionados del grupo que consta de vehiculos, diluyentes, agentes estabilizadores, disolventes, agentes
aromatizantes, ligantes, lubricantes y otros similares.

10. Una composicion farmacéutica como se reivindica en Reivindicacién 8 y 9 en donde la composicién es compuesta
con miel dispersando los constituyentes en miel.

11. Uso de una composicion farmacéutica como se definde en Reivindicacién 8 para la preparacion de un
medicamento para el tratamiento de la malaria.
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