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DESCRIPCION

Uso de la yesotoxina, andlogos y derivados para el tratamiento y/o la prevencién de enfermedades neurodegenera-
tivas relacionadas con tau y S-amiloide.

La presente invencion se encuentra dentro del campo de la biomedicina y de la quimica farmacéutica. Especi-
ficamente, se refiere al uso la yesotoxina, sus derivados y andlogos para la elaboracién de un medicamento para la
prevencion y/o el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas relacionados con niveles anormales de proteinas
tau y S-amiloide, como por ejemplo la enfermedad de Alzheimer.

Estado de la técnica anterior

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad neurodegenerativa de caracter progresivo, de origen todavia
desconocido, y frente a la que actualmente no se puede ofrecer ninglin tratamiento capaz de curarla o prevenirla.
Dicha enfermedad afecta a entre el 5 y el 7% de las personas de mas de sesenta y cinco afios y es la causa de invalidez
y dependencia mds frecuente, en la actualidad, entre las personas de edad avanzada. Se estima que 8 millones de
europeos estdn afectados por la enfermedad de Alzheimer y, teniendo en cuenta el envejecimiento de la poblacién, se
prevé que el nimero de enfermos se duplique en 2020 y triplique en 2050.

Esta enfermedad estd caracterizada por una progresiva pérdida de memoria y de otras capacidades mentales a me-
dida que las neuronas degeneran y diferentes zonas del cerebro se atrofian. A nivel neuropatolégico la enfermedad de
Alzheimer se caracteriza por la aparicidn de dos estructuras anormales que se acumulan en el cerebro. Estas estructuras
son los depdsitos amiloides y las placas neurofibrilares.

Los depdsitos amiloides son fibras insolubles localizadas intra- y extracelularmente formadas por el péptido -
amiloide (8A), mas concretamente por las formas SA40 y SA42, el cual es generado por la ruptura proteolitica de la
proteina precursora de S-amiloide (APP) de forma secuencial por B-secretasas y y-secretasas (Shirwany et al. 2007
Neuropsychiatric Disease and Treatment; 3, 597-612). Este péptido se encuentra de forma normal en el cerebro en
cantidades pico o nanomolares. En dichas cantidades este péptido se encuentra en forma soluble. Cuando se da un
incremento de S-amiloide por un procesamiento andmalo de la proteina precursora de S-amiloide (APP), este se vuelve
insoluble dando lugar a la formacién de los depdsitos. Diversas mutaciones en la proteina precursora de S-amiloide
se encuentran relacionadas con la enfermedad de Alzheimer debido al incremento o alteracién de la transformacién
de APP en B-amiloide. En pacientes con enfermedad de Alzheimer, los agregados de S-amiloide aparecen en regiones
cerebrales especificas, desencadenando una respuesta inflamatoria, muerte neuronal y deterioro cognitivo progresivo.
Este péptido S-amiloide, también ha sido implicado en defectos neuropatolégicos en individuos con sindrome de
Down.

Por su parte, las marafias neurofibrilares, en cambio, son filamentos intracelulares formados por la polimerizacion
de la proteina tau, que de forma normal actia como una proteina asociada a los microttibulos de los axones neuro-
nales. Estas estructuras, las cuales se acumulan en el citoplasma de las neuronas degeneradas, fueron denominadas
“filamentos pareados helicoidales” o PHFs. Estos presentan caracteristicas diferentes a los neurofilamentos y micro-
tibulos normales. El constituyente fundamental de los PHFs es la proteina tau fosforilada. La hiperfosforilacién de
tau es debida, bien a un incremento de la expresién de tau por lo que existe mayor cantidad de sustrato susceptible
de ser fosforilado, o bien por una hiperfosforilacion por parte de las kinasas. Esta fosforilacidn proteica aberrante de
tau, se encuentra intimamente relacionada con la agregacién andémala de dicha proteina. Dicha hiperfosforilaciéon de
tau, en la actualidad, se encuentra implicada en unas 22 patologias entre las cuales destacan la enfermedad de Alzhei-
mer, la demencia del 16bulo frontal (también llamada neurodegeneracion frontotemporal), degeneracién corticobasal,
enfermedad de Pick y la enfermedad de Parkinson con demencia.

Inicialmente se desarrollaron estudios para tratar de dilucidar de forma independiente cual era la implicacién tanto
de tau como de S-amiloide en la enfermedad de Alzheimer. Ademas, las primeras aproximaciones al tratamiento de la
enfermedad, iban dirigidas a la mejora de los efectos de cada una de estas proteinas también de forma independien-
te. En la actualidad, los estudios llevados a cabo demuestran que ambas proteinas podrian estar relacionadas, ya que
los depdsitos amiloides pueden afectar diferentes vias moleculares que facilitan la fosforilacion de tau y su posterior
agregacion (Blurton-Jones et al. 2006, Current Alzheimer Research, 3(5), 435-448). Ademas los depdsitos amiloides
pueden activar diversas quinasas especificas que aumentan la hiperfosforilacion de la proteina tau y por ello la forma-
cién de marafias neurofibrilares. A pesar de dicha relacién, otros estudios llevados a cabo, indican que la mejora de la
alteracién en una de las proteinas no tiene porque llevar unida la mejora de la otra, llegando en algunos casos incluso
a empeorarla (Oddo et al., 2005. Proc Natl Acad Sci U.S.A, 102(8), 3046-51). Por ello es necesario realizar estudios
en modelos que presenten ambas patologias de forma simultidnea.

En la actualidad existen varios tratamientos para el Alzheimer que no permiten la curacién de la enfermedad si-
no que actdan retardando el progreso de la misma. El tnico firmaco o medicamento aprobado para el tratamiento
de la enfermedad cuando esta ya se encuentra en un desarrollo moderado o severo, es decir, en estadios avanzados
de la misma, es la memantina, un antagonista no competitivo de los receptores NMDA (N-metil-D-aspartato), que
evita el efecto téxico del glutamato a altas concentraciones, en neuronas. Otros compuestos, en este caso utilizados
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para evitar el desarrollo de la misma, son por ejemplo el donepezil o la rivastigmina, que actdan inhibiendo la ace-
tilcolinesterasa, aumentando los niveles del neurotransmisor acetilcolina (A. Fisher 2008, Neurotherapeutics; 5:433-
442).

Todo esto encamina el futuro estudio de la enfermedad de Alzheimer y otras enfermedades neurodegenerativas
hacia la bisqueda de farmacos que actien sobre ambas alteraciones y que por tanto lleven a una mejora completa de
la enfermedad.

Actualmente, una de las fuentes mas importantes de compuestos que pueden resultar ttiles para la produccion
de farmacos es el medio marino. Aqui se han encontrado multitud de recursos bioquimicos que han demostrado
ser de gran utilidad sanitaria como por ejemplo farmacos con actividad antitumoral. Dentro de estos compuestos, las
ficotoxinas marinas pueden tener una gran aplicabilidad clinica debido a su gran diversidad y, por tanto, a los multiples
mecanismos de accion y respuestas celulares que desencadenan.

La yesotoxina fue aislada por primera vez en 1986 de la vieira Patinopecten yessoensis. Posteriormente se ha
descrito que la yesotoxina es producida por los dinoflagelados Protoceratium reticulatum, Lingulodinium polyedrum
y Gonyaulax spinifera. Esta ficotoxina presenta una estructura de polieter, y se engloba habitualmente dentro de las
toxinas diarreicas puesto que se extrae de manera simultdnea con estas toxinas aunque las yesotoxinas no producen
diarrea (Paz et al., Marine Drugs 2008, 73-102). Aunque el mecanismo de accidn de las yesotoxinas no estd completa-
mente caracterizado se ha descrito que su principal diana farmacolégica es la activacién de fosfodiesterasas (Alfonso
et al., Biochemical Pharmacology, 2003, 193-208. Este compuesto no presenta toxicidad oral ni se han descrito dafios
en 6rganos después de la administracion de yesotoxina (Paz et al., Marine Drugs 2008, 73-102). En la actualidad se
conocen mds de 40 andlogos de la yesotoxina.

Por lo tanto, existe la necesidad de encontrar un tratamiento efectivo que actie sobre los 2 grandes elementos
implicados en la progresion de enfermedades como el Alzheimer como son los depdsitos de S-amiloide y la hiperfos-
forilacién de tau.

Descripcion de la invencion
La yesotoxina es un compuesto polieter disulfatado que se extrae junto con las toxinas diarreicas, y de estructura

quimica (II). Su férmula es CssHg,0,;S,Na,. Se trata de un compuesto de origen marino, producido por los dinoflage-
lados denominados Protoceratium reticulatum, Lingulodinium polyedrum y Gonyaulax spinifera.

HaG.S0 -

La yesotoxina presenta descritos numerosos andlogos, aunque la estructura de algunos de ellos todavia se desco-
noce. Habitualmente el peso molecular de las yesotoxinas se encuentra entre 955 y 1551 unidades de masa. En la
actualidad se han identificado 36 derivados naturales de la yesotoxina. Algunas de las yesotoxinas son producidas
directamente por dinoflagelados mientras que otras son producidas durante el metabolismo en el marisco.
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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 (I) con la yesotoxina.

De esta forma, un primer aspecto de la presente invencion se refiere al uso de un compuesto de férmula (I):
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donde
X e Y se seleccionan independientemente entre H o SO;H,
m puede ser 06 1,
nyn’ se seleccionan independientemente entre 0 y 5,

Z se selecciona entre H, un monosacarido u oligosacdrido,

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

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

(1)
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donde
R, y R, se seleccionan independientemente entre -OH o alquilo C,-Cs;
R;3, R4 y Rs se seleccionan independientemente entre H, alquilo C,-C,,, alquenilo C,-C,,, -OH, COOH, O;
Rs y R; se seleccionan independientemente entre alquilo C,-C,, o alquenilo C,-C,,, amida,
o sus sales, isOmeros o solvatos,

para la fabricacion de un medicamento para la prevencién y/o el tratamiento de enfermedades neurodegenera-
tivas.

El término “alquilo” se refiere, en la presente invencion, a radicales de cadenas hidrocarbonadas, lineales o ra-
mificadas, que tienen de 1 a 10 dtomos de carbono, preferiblemente de 1 a 5, y que se unen al resto de la molécula
mediante un enlace sencillo, por ejemplo, metilo, etilo, n-propilo, i-propilo, n-butilo, ferc-butilo, sec-butilo, n-pentilo,
n-hexilo, etc. Los grupos alquilo pueden estar opcionalmente sustituidos por uno o mds sustituyentes tales como
halégeno, hidroxilo, alcoxilo, carboxilo, carbonilo, ciano, acilo, alcoxicarbonilo, amino, nitro, mercapto y alquil-
tio.

El término “alquenilo” se refiere a radicales de cadenas hidrocarbonadas que contienen uno o mas enlaces carbo-
no-carbono dobles, por ejemplo, vinilo, 1-propenilo, alilo, isoprenilo, 2-butenilo, 1,3-butadienilo etc. Los radicales
alquenilos pueden estar opcionalmente sustituidos por uno o mas sustituyentes tales como halo, 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 o 4&tomos de hidrégeno.

En una realizacién preferida X e Y son SO;H. En otra realizacion preferida X es He Y es SO;H. En otra realizacién
preferida X es SO;He Y es H.

En una realizacion preferida, m es 1. En otra realizacion preferida m es 0. En otra realizacion preferidanes 1,2 6
3 yn’ es 0. En otra realizacion preferidanesOyn’es 1,2 6 3.

En otra realizacion preferida, R, es metilo y R, es OH.
En otra realizacion preferida R; se selecciona entre H, alquilo C,-C, o alquenilo C,-C, o COOH.
En otra realizacién preferida R, se selecciona entre H, OH, O.

En otra realizacién preferida Rs se selecciona entre H, alquilo C,-C,, alquenilo C,-C,, OH.
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En una realizacién preferida, la presente invencion se refiere al uso de un compuesto de férmula (V)

donde

n se selecciona entre 1,2 6 3,

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

donde

R, y R, se seleccionan independientemente entre -OH o alquilo C,-Cs;
R;3, R4 y R; se seleccionan independientemente entre H, alquilo C,-C,, alquenilo C,-C,,, -OH, -COOH, =0;

Rs y R; se seleccionan independientemente entre alquilo C,-C,, o alquenilo C,;-C;

el simbolo

representa un enlace sencillo o doble,

(1)
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o sus sales, isdmeros o solvatos,

para la fabricacién de un medicamento para la prevencion y/o el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas.
En una realizacién ain mds preferida, G es el grupo de férmula (II).

En otra realizacién ain mds preferida R, es metilo y R, es OH.

En una realizacién ain mds preferida, R; se selecciona entre H, alquilo C,-C,, alquenilo C,-C, o COOH.

En una realizacién ain mds preferida, R, se selecciona entre H, OH, O.

En una realizacién ain mds preferida, Rs se selecciona entre H, alquilo C,-C,, alquenilo C,-C,, OH.

En una realizacién ain mds preferida, Ry se selecciona entre alquilo C,-C,, alquenilo C,-C, o amida.

En una realizacién ain mds preferida, R; es un alquilo C,-C,.

En otra realizacion preferida, la presente invencion se refiere al uso de los andlogos y derivados de yesotoxina
o sus sales, isomeros o solvatos, para la fabricacién de un medicamento para la prevencion y/o el tratamiento de
enfermedades neurodegenerativas.

El término “andlogo” 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 andlogos de la yesotoxina (YTX), aunque sin limitarse,
la 45-hidroxy-YTX, la 45, 46,47-Trinor-YTX, la 45, 46, 47-Trinorhomo-YTX, la Homo-YTX, la 450H-Homo-YTX,
la Carboxy-YTX, la Carboxyhomo-YTX, la 450H-Carboxy-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 ejem-
plo, aunque sin limitarse, mediante métodos quimicos, fisicos, microbiolégicos o farmacolégicos. Pueden considerarse
derivados de la yesotoxina aunque sin limitarse, los siguientes:

- Desulfoderivados: 1-Desulfo-YTX, 1-desulfocarboxylhomo-YTX y 4-Desulfocarboxyhomo-YTX

- Los derivados 9-metilo: 9-metil-41-keto-YTX-1,3-enona, 9-metil-41a-homo-YTX, 9-metil-41 a-homo-YTXa-
mida y 44,45-diOH-9-metil-41*-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: glicosiyesotoxina A (GYTX-A), Protoceratina III, Yesosoxina 32-O-[8-L-arabino-
furanosyl-(5’—1")-3-L-arabinofuranosido, Protoceratin II, Tri-glicosilyesotoxina y Protoceratin IV.

Los compuestos de la presente invencion representados por la férmula (I) o (V) pueden incluir isémeros, de-
pendiendo de la presencia de enlaces multiples (por ejemplo, Z, E), incluyendo isémeros 6pticos o enantiémeros,
dependiendo de la presencia de centros quirales. Los isémeros, enantidmeros o diastereoisdmeros individuales y las
mezclas de los mismos caen dentro del alcance de la presente invencidn, es decir, el término isémero también se refiere
a cualquier mezcla de isémeros, como diastereémeros, racémicos, etc., incluso a sus isdémeros dpticamente activos o
las mezclas en distintas proporciones de los mismos. Los enantiémeros o diastereoisémeros individuales, as{ como sus
mezclas, pueden separarse mediante técnicas convencionales.

En una realizacién preferida, la enfermedad neurodegenerativa esta relacionada con niveles anormales de proteinas
B-amiloide y/o hiperfosforilacién de tau.

El incremento tanto en S-amiloide como en la fosforilacion de tau por separado o de forma conjunta, suele estar
asociado a un proceso patolégico. Estos procesos estdn relacionados fundamentalmente con el sistema nervioso, ya
que su acumulacién se da bisicamente en neuronas, provocando su degeneracion. La principal patologia relacionada
con estos dos elementos de forma conjunta, es la enfermedad de Alzheimer. Esta enfermedad cursa con incremento
en los depdsitos de S-amiloide, asi como con hiperfosforilacion de la proteina tau, lo que da lugar a marafias neuro-
fibrilares que provocan la degeneracion progresiva de neuronas y por tanto deterioros cognitivos y motores. Como se
demuestra en los ejemplos, la yesotoxina, es capaz de reducir la sobreexpresion de S-amiloide y la hiperfosforilacién
de tau, pero no presenta efectos sobre ninguno de estas estructuras sino se encuentran alteradas. Esto indica que estos
compuestos son ltiles para el tratamiento de patologias relacionadas con el incremento en la expresién de S-amiloide
o hiperfosforilacién de tau tanto de forma independiente como de forma conjunta.
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Se entiende por “patologia relacionada con el incremento de S-amiloide” en la presente invencidn todas aquellas
patologias que cursan, bien con un incremento en los niveles de la proteina precursora de S-amiloide, o bien con un
aumento en el procesamiento anémalo de dicha proteina, aumentando la cantidad insoluble y dando lugar por tanto a
un incremento tanto en tamafio como en cantidad, de los depdsitos de S-amiloide intra o extracelular. Dentro de estas
patologias se encuentran por ejemplo, aunque sin limitarse, esclerosis lateral amiotréfica, sindrome de Down, demen-
cia vascular, angiopatia amiloidea cerebral relacionada con proteinas pridnicas y enfermedad de Creutzfeldt-Jacobs.
Por esto, una realizacion preferida de este aspecto de la invencion se refiere al uso de un compuesto de estructura
quimica(l) para la elaboracién de un medicamento para la prevencién y/o tratamiento de una patologia relacionada
con el incremento de S-amiloide que se selecciona de la lista que comprende: esclerosis lateral amiotréfica, sindro-
me de Down, demencia vascular, angiopatia amiloidea cerebral relacionada con proteinas pridnicas y enfermedad de
Creutzfeldt Jacobs.

Se entiende por “patologia relacionada con la hiperfosforilacién de tau” en la presente invencién, todas aquellas
patologias que cursan con un aumento en la expresion de tau, lo que conlleva un aumento en la cantidad de proteina
fosforilada, o una hiperfosforilacién de dicha proteina, aun sin alteracién en la expresion, ya que ambas situaciones
conllevan un incremento en el tamafio o nimero de marafias neurofibrilares producidas por la agregacién anémala
de tau fosforilada. Dentro de las patologias relacionadas con la hiperfosforilacién de tau se encuentran por ejemplo,
aunque sin limitarse, demencia frontotemporal, paralisis supranuclear progresiva, demencia asociada a tauopatia sisté-
mica multiple, degeneracion corticobasal, y degeneracion lobular frontotemporal o enfermedad de Pick. Por ello, otra
realizacién preferida de este aspecto de la invencién se refiere al uso de un compuesto de estructura quimica (I) para la
elaboracién de un medicamento para la prevencion y/o tratamiento de una patologia relacionada con la hiperfosforila-
cion de tau que se selecciona de la lista que comprende: demencia frontotemporal, paralisis supranuclear progresiva,
demencia asociada a tauopatia sistémica multiple, degeneracion corticobasal, y degeneracién lobular frontotemporal
o enfermedad de Pick.

Por otro lado, existen multitud de otras enfermedades que cursan con alteraciones simultdneas en ambas proteinas
ademads del Alzheimer, como por ejemplo, aunque sin limitarse, trastornos o déficits cognitivos moderados, hemorragia
cerebral hereditaria con amiloidosis tipo Dutch, angiopatia amiloidea cerebral, demencia asociada a la enfermedad de
Parkinson, enfermedad neurodegenerativa por cuerpos de Lewy difusos, degeneracion corticobasal, panencefalitis
esclerosante subaguda, demencia de granulos argiréfilos y enfermedad familiar de Gerstmann-Straussler-Scheinker.
Por esto, otra realizacién preferida de este aspecto de la invencidn se refiere al uso de un compuesto de estructura
quimica (I) para la elaboracién de un medicamento para la prevencion y/o tratamiento de una patologia relacionada
con el incremento de B-amiloide y hiperfosforilacion de tau que se selecciona de la lista que comprende: Alzheimer,
trastornos o déficits cognitivos moderados, hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis tipo Dutch, angiopatia
amiloidea cerebral, demencia asociada a la enfermedad de Parkinson, enfermedad neurodegenerativa por cuerpos de
Lewy difusos, degeneracion corticobasal, panencefalitis esclerosante subaguda, demencia de granulos argiréfilos y
enfermedad familiar de Gerstmann-Straussler-Scheinker. Se entiende por “trastornos o déficits cognitivos moderados”
en la presente invencion, aquellas alteraciones de las facultades intelectuales de la persona, entre las que se encuentran,
aunque sin limitarse, el deterioro de la orientacién, deterioro de la memoria reciente, deterioro del razonamiento,
problemas con el célculo, problemas de lenguaje, alteracién de la capacidad de realizar tareas complejas y alteracién
de la capacidad de programacion, que aparecen en estadios iniciales de diferentes enfermedades como por ejemplo,
aunque sin limitarse, Alzheimer, esquizofrenia o demencia senil.

Descripcion de las figuras

La figura 1 muestra la disminucién en los niveles de expresion de S-amiloide intracelular después del tratamiento
con yesotoxina. (A) Imdgenes de microscopia confocal en las que se representa la expresion de S-amiloide en cultivos
neocorticales de animales silvestres (NoTg), cultivos neocorticales obtenidos a partir de ratones 3xTg-AD (3xTg) y
los niveles de péptido B-amiloide en los cultivos neocorticales de ratones 3xTg-AD tratados con yesotoxina (3xTg
+ YTX), evaluados con el anticuerpo 6E10. La exposicion de los cultivos corticales de ratones triple transgénicos
a yesotoxina disminuye la sobreexpresion de S-amiloide en este modelo in vitro. (B) La cuantificacién de la inmu-
noreactividad muestra una disminucién significativa de la sobreexpresion de S-amiloide después del tratamiento con
yesotoxina (**p<0.005 respecto a la expresion de S-amiloide en cultivos transgénicos, n=3 obtenida de tres experi-
mentos representativos, cada uno realizado en duplicado).

La figura 2 muestra una disminucién de los niveles de tau fosforilada en cultivos de neuronas transgénicas tratadas
con yesotoxina. (A) Imdgenes de western blot, que muestran los niveles de fosforilacién de tau empleando el anticuer-
po AT8 (reconoce Tau fosforilada en Ser202) en cultivos silvestres (No Tg), cultivos transgénicos (3xTg) y cultivos
transgénicos tratados con yesotoxina (3xTg YTX). Datos obtenidos de un experimento representativo. (B) La cuanti-
ficacién de la expresion de tau fosforilada (marcada con el Anticuerpo AT8), muestra una disminucién significativa de
la fosforilacién de tau en cultivos transgénicos tratados con yesotoxina (¥*p<0.05, n=3 obtenida de tres experimentos
representativos, cada uno realizado en duplicado).

La figura 3 muestra una disminucién de la expresion de tau fosforilada en los residuos Thr212 y Ser 214 (marcada
con el anticuerpo AT100) en cultivos de neuronas transgénicas tratadas con yesotoxina. (A) Bandas de western blot
mostrando la inmunoreactividad para el anticuerpo AT100 en cultivos silvestres (No Tg), cultivos transgénicos (3xTg)
y cultivos transgénicos tratados con yesotoxina (3xTg YTX). Datos obtenidos de un experimento representativo. (B)
La cuantificacion de la expresion de tau fosforilada (marcada con el Anticuerpo AT100), muestra una disminucién del
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12% de la fosforilacién de tau en cultivos transgénicos tratados con yesotoxina (n = 3 obtenida de tres experimentos
representativos, cada uno realizado en duplicado).

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.

En los ejemplos de la presente invencion, para ver el efecto de la yesotoxina en la sobreexpresion de beta-amiloide
y en la hiperfosforilacién de tau, se utilizan cultivos in vitro de neuronas corticales obtenidas a partir de ratones triple
transgénicos, que sobreexpresan de forma simultdnea los transgenes humanos para presenilina (PS1y;46v), proteina
precursora de B-amiloide (APPs,.) y proteina tau (taupsp;. ). La sobreexpresion simultdnea de estos 3 elementos esta
relacionada con la acumulacién de B-amiloide y formacién de placas neurofibrilares, y por lo tanto, estas células,
resultan utiles para el estudio de la eficacia de compuestos frente a enfermedades relacionadas con incrementos en tau
y [B-amiloide. En los ejemplos de la presente invencidn se demuestra que el tratamiento con yesotoxina provoca una
disminucién de S-amiloide y de tau fosforilada tanto en el residuo Ser 202, como en los residuos Thr212 y Ser214.

Ejemplo 1
Determinacion de la viabilidad celular del tratamiento con yexotoxina

Para la realizacién de los experimentos de la presente invencidn se utiliza bien un modelo neuronal cortical in vitro
con sobreexpresion simultdnea de tau y S-amiloide obtenido a partir de un modelo de enfermedad de Alzheimer en
ratones triple transgénicos (3xTg-AD o 3xTg) obtenibles mediante el procedimiento detallado en la solicitud inter-
nacional W0O2003/053136 y proporcionados por los titulares de dicha solicitud, o bien un modelo neuronal cortical
in vitro obtenido de ratones no transgénicos (no Tg). El modelo neuronal triple transgénico presenta sobreexpresion
de presenilina (PS1y46v), proteina precursora de S-amiloide (APPs,.) y proteina tau (taups), lo que da lugar a un
modelo de Alzheimer con sobreexpresion de S-amiloide e hiperfosforilacién de tau.

En la presente invencién los cultivos corticales primarios se obtienen a partir de embriones de ratones 3xTg-AD
de 15-17 dias de gestacion y los cultivos silvestres se obtienen de embriones de ratones control no 3xTg de la misma
cepa. El efecto de los compuestos empleados en esta invencidn sobre la viabilidad celular se realiza mediante un
ensayo de fluorescencia empleando el indicador de viabilidad Alamar Blue. Para la realizacion del ensayo se utilizan
cultivos corticales primarios sembrados en placas de 96 pocillos. Las células neuronales se incuban con yesotoxina,
la cual se anade en el medio de cultivo a diferentes concentraciones y se determina su efecto sobre la viabilidad
neuronal a diferentes tiempos de tratamiento in vitro. La concentracién maxima de yexotoxina evaluada fue de 1 nM y
la concentracién de alamar blue es del 10%. El volumen de reaccion empleado es de 200 ul. La fluorescencia se mide
a longitudes de onda de 530 nm (excitacién) y 590 nm (emisién). La yexotoxina hasta concentraciones de 1 nM no
modifica la viabilidad celular in vitro.

Ejemplo 2
Efecto de la yesotoxina en la sobreexpresion de 3-amiloide intracelular y la hiperfosforilacion de tau

Para la determinacidn del efecto de la yesotoxina en la sobreexpresion de S-amiloide e hiperfosforilacion de tau se
emplean técnicas de inmunocitoquimica y western blot. Los cultivos neuronales primarios son tratados con yesotoxina
1 nM entre los dias 3 y 7 de cultivo. Posteriormente las células se procesan siguiendo los protocolos habituales para
inmunocitoquimica y western blot. Para los estudios de inmunocitoquimica y western blot la expresioén proteica se
evalu6 empleando los anticuerpos primarios anti-B-amiloide 6E10 a una dilucién 1:500, anti-Tau AT8 (Tau fosforilada
en Ser 202, dilucién 1:1000), y anti-Tau AT100 (Tau fosforilada en Thr 212 y Ser 214, dilucién 1:1000). Para los
ensayos de western blot los cultivos neuronales tratados con yesotoxina se lavan con tampén fosfato frio y se lisan
en tamp6n Tris-HC1 50 mM (pH 7.4) que contiene NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, 1% Tritén X-100, DTT 2 mM,
PMSF 2.5 mM, aprotinina 40 mg/ml, leupeptina 4 mg/ml, NaF 5 mM, Na3VO4 1 mM, 1 mg/ml pepstatina A y
I mg/ml benzamidina. La concentracién proteica total se determina mediante el método de Bradford, empleando
albumina bovina como estandar. Las alicuotas de los lisados celulares conteniendo 20 ug totales de proteina se cargan
en tampon de carga (Tris-HCl 50 mM, dithiotreitol 100 mM, 2% SDS, 20% glicerol, 0.05% azul de bromofenol,
pH 6.8), las proteinas se separan mediante electroforesis y se transfieren a membranas de PVDF. Las membranas se
incuban con los anticuerpos primarios se lavan y posteriormente se incuban con un anticuerpo secundario unido a
HRP, la inmunoreactividad se detecta mediante quimioluminiscencia. Las mismas membranas se reincuban con un
anticuerpo primario anti 8-actina para realizar la correccién de los datos en funcién del contenido proteico de las
muestras.

Para los estudios de inmunocitoquimica los cultivos neuronales se lavan con tampdn fosfato, se fijan con parafor-
maldehido al 4% y se incuban con el anticuerpo primario durante toda la noche. Posteriormente, los cultivos neuronales
se lavan de nuevo con tampén fosfato y se incuban con el anticuerpo secundario durante 2 horas. Posteriormente las
células se lavan y se montan en liquido de montaje. En los ensayos de inmunocitoquimica la inmunoreactividad se

9
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puede visualizar empleando un anticuerpo secundario fluorescente en microscopio confocal (Nikon, Melville, NY,
USA) con una cdmara ORCA-ER Hamamatsu (Hamamatsu Photonics KK, Hamamatsu, Japén).

En estos ensayos se demuestra que el tratamiento con yesotoxina reduce la sobreexpresion de S-amiloide (fig. 1) y
de tau fosforilada en el residuo Ser 202 (fig. 2) o en los residuos Thr 212 y Ser 214 (fig. 3) en neuronas obtenidas a
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un compuesto de férmula (I)

donde

X e Y se seleccionan independientemente entre H o SO;H,

m puede ser 06 1,

nyn’ se seleccionan independientemente entre 0 y 5,

Z se selecciona entre H o un monosacdrido u oligosacaridos,
el simbolo -------- representa un enlace sencillo o doble,

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

11
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(V)

donde

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

R3, R4 y R; se seleccionan independientemente entre H, alquilo C,-C-y, alquenilo C,-C,y, -OH, COOH, O;

Rs y R; se seleccionan independientemente entre alquilo C,-C,, o alquenilo C,-C,,, amida,

o sus sales, isdmeros o solvatos,

para la fabricacion de un medicamento para la prevencién y/o el tratamiento de enfermedades neurodegenera-

tivas.

8.

9

. Uso segtn la reivindicacién 1, donde X e Y son SO;H.

. Uso segtn la reivindicacion 1, donde X es He Y es SO;H.

. Uso segtn la reivindicacién 1, donde X es SO;H e Y es H.

. Uso segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 donde m es 1.
. Uso segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 donde m es 0.

. Uso segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a6 dondenes 1,263 yn’ es 0.

Uso segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a6 dondenesOyn’es 1,26 3.

. Uso de un compuesto segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 donde R; es metilo y R, es OH.

10. Uso de un compuesto segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 donde R; se selecciona entre H, alquilo
C,-C, o alquenilo C;-C, o COOH.

11. Uso de un compuesto segiin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 donde R, se selecciona entre H, OH,

0.

12. Uso de un compuesto segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 donde Rs se selecciona entre H, alquilo
C,-C,, alquenilo C,-C,, OH.

12
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13. Uso de un compuesto de férmula (V)

donde
n se selecciona entre 1,2 6 3,

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

(V)

donde

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

13
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Rs, R, y R; se seleccionan independientemente entre H, alquilo C,-C,, alquenilo C;-C,,, -OH, -COOH, =0;

Rs y R; se seleccionan independientemente entre alquilo C;-C,, o alquenilo C;-C;
el simbolo -------- representa un enlace sencillo o doble,

o sus sales, isdmeros o solvatos,

para la fabricacién de un medicamento para la prevencién y/o el tratamiento de enfermedades neurodegenera-
tivas.

14. Uso segtin la reivindicacién 13, donde G es el grupo de férmula (II).
15. Uso de un compuesto segin cualquiera de las reivindicaciones 13 6 14 donde R, es metilo y R, es OH.

16. Uso de un compuesto segiin cualquiera de las reivindicaciones 13 a 15 donde R; se selecciona entre H, alquilo
C,-C,, alquenilo C,-C, o COOH.

17. Uso de un compuesto segtin cualquiera de las reivindicaciones 13 a 16 donde R, se selecciona entre H, OH,
0.

18. Uso de un compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17 donde Rs se selecciona entre H, alquilo
C,-C,, alquenilo C,-C,, OH.

19. Uso de un compuesto segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 18 donde R se selecciona entre alquilo C,-
C,, alquenilo C;-C, o amida.

20. Uso de un compuesto segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 19 donde R; es un alquilo C,-C,.

21. Uso de un compuesto que se selecciona de la lista que comprende: Yesotoxina (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-ho-
mo-YTX, 41a-homo-YTXamida, 44, 55-doOH-41 a-homo-YTX, 45-OH-dinor-YTX, 44-oxotrinor-YTX, 41 a-homo-
44-oxotrinor-YTX, o sus sales, isdmeros o solvatos, para la fabricacién de un medicamento para la prevencion y/o el
tratamiento de enfermedades neurodegenerativas.

22. Uso de un compuesto que se selecciona de la lista que comprende: 1-desulfo-YTX, 1-desulfocarboxihomo-
YTX, 4-desulfocarboxihomo-YTX, o sus sales, isomeros o solvatos, para la fabricacién de un medicamento para la
prevencion y/o el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas.

23. Uso de un compuesto que se selecciona de la lista que comprende: 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, o sus sales, isomeros o solva-
tos, para la fabricacién de un medicamento para la prevencién y/o el tratamiento de enfermedades neurodegenera-
tivas.

24. Uso de un compuesto que se selecciona de la lista que comprende: 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, o sus sales, isémeros o solvatos, para
la fabricacién de un medicamento para la prevencion y/o el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas.

25. Uso de un compuesto que se selecciona de la lista que comprende: glicosiyesotoxina A (GYTX-A), Protocera-
tina III, Yesosoxina 32-O-[B-L-arabinofuranosyl-(5’—17)-3-L-arabinofuranosido, Protoceratin II, Tri-glicosilyesoto-
xina y Protoceratin IV, para la fabricacién de un medicamento para la prevencion y/o el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas.

26. Uso de un compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 25 donde la enfermedad neurodegenerativa
esté relacionada con niveles anormales de proteinas S-amiloide y/o hiperfosforilacién de tau.

27. Uso de un compuesto segun la reivindicacién 26 donde la enfermedad relacionada con el incremento de S-
amiloide se selecciona de la lista que comprende: esclerosis lateral amiotréfica, sindrome de Down, demencia vascular,
angiopatia amiloidea cerebral relacionada con proteinas pridnicas y enfermedad de Creutzfeldt Jacobs.

28. Uso de un compuesto segtin la reivindicacién 26 donde la enfermedad relacionada con hiperfosforilacion de tau
se selecciona de la lista que comprende: demencia frontotemporal, pardlisis supranuclear progresiva, demencia aso-
ciada a tauopatia sistémica multiple, degeneracion corticobasal y degeneracién lobular frontotemporal o enfermedad
de Pick.

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2363 975 Al

29. Uso de un compuesto segun la reivindicacién 26 donde la enfermedad relacionada con el incremento de S-
amiloide e hiperfosforilacion de tau se selecciona de la lista que comprende: Alzheimer, trastornos o déficits cogniti-
vos moderados, hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis tipo Dutch, angiopatia amiloidea cerebral, demencia
asociada a la enfermedad de Parkinson, enfermedad neurodegenerativa por cuerpos de Lewy difusos, degeneracion
corticobasal, panencefalitis esclerosante subaguda, demencia de granulos argiréfilos y enfermedad familiar de Gerst-
mann-Straussler-Scheinker.
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FIG. 1
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FIG. 3
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201030162

1. Documentos considerados.-

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

Documento NUmero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion
D01 TURBARO, A. et al. Toxicon 2010, Vol. 56, pp. 163-172. 04.08.2009
D02 SASAKI, M. Bulletin of the Chemical Society of Japan 2007, 2007

Vol. 80, N° 5, pp. 856-871.
D03 MILES, C.O. et al. Toxicon 2006, Vol. 47, pp. 510-516. 2006
D04 RONZINI, G. & ROSSINI, G.P. Toxicology 2008, Vol. 244, 2008
pp. 145-156.

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucién 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 invencién es el uso de un compuesto de férmula (1), derivado de yesotoxina, para la fabricacion de un
medicamento para la prevencion y/o tratamiento de enfermedades neurodegenerativas

El documento D01 divulga una revision sobre las yesotoxinas, producidas por dinoflagelados presentes en el fitoplancton, y
su actividad biolégica. Asi, la yesotoxina, homoyesotoxina y 45-hidroxiyesotoxina parecen afectar a las células del misculo
cardiaco en ratones, provocando cambios microscépicos 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, aungque parecen estar relacionados con cambios en los niveles de calcio intracelular y de AMP ciclico,
alteracion de moléculas citoesqueléticas y de adhesién, 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 diversos éteres policiclicos de origen marino, entre los que se encuentra la yesotoxina (7), con
actividades biolégicas potentes, como neurotoxicidad, citotoxicidad y actividad antifingica, y un procedimiento para su
obtencion (ver pagina 856, columna 1; pagina 857, figura 1).

El documento D03 divulga derivados sacaridos 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 citotéxicos para células humanas tumorales in vitro (pagina 516, columna 1, parrafo 3).

El documento D04 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 solo 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 prevencion y/o tratamiento de enfermedades neurodegenerativas.

Por tanto, se considera que el objeto de las reivindicaciones 1-29 relune los requisitos de novedad y actividad inventiva
recogidos en los Articulos 6.1y 8.1 de la Ley de Patentes.
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