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DESCRIPCION

Uso del raltegravir y derivados para la elaboracién de medicamentos destinados al tratamiento de infecciones por
herpesvirus.

La presente invencion se encuadra en el campo de la biologia molecular, la medicina y la farmacologia y se refiere
al uso del compuesto raltegravir o sus derivados en la elaboraciéon de medicamentos destinados al tratamiento de
infecciones causadas por herpesvirus. Estos compuestos podrian ser empleados, por ejemplo, pero sin limitarnos, en
situaciones en las que los otros antivirales han perdido eficacia debido a la aparicién de resistencias en el paciente, o
bien como antivirales complementarios a otros.

Estado de la técnica anterior

La infeccién por citomegalovirus humano (HCMV o HHVSY), un miembro de la familia de los herpesvirus o
Herpesviridae, es una de las infecciones viricas de mayor relevancia a nivel mundial, particularmente en los paises
industrializados. En personas con un sistema inmune competente la infeccién por este virus no presenta efectos seve-
ros, sin embargo, en individuos inmunocomprometidos, como los receptores de transplantes de 6rganos, pacientes de
SIDA o de leucemia o en recién nacidos, representa una de las principales causas viricas de mortalidad.

Inicialmente, el tratamiento para las infecciones por este organismo se basaba en la administracion intravenosa de
farmacos, no obstante, era necesaria la administracion crénica de los mismos debido a que se trataba de un mero me-
canismo de control, lo que generaba claros inconvenientes para los pacientes tratados, como por ejemplo la necesidad
de permanecer ingresados. Por ello, se ha tratado de obtener medicamentos cuya via de administracion sea oral.

En la actualidad el tratamiento se realiza fundamentalmente mediante inhibidores nucleosidicos de la ADN poli-
merasa del virus. A este respecto la mayor parte de los inhibidores existentes para el tratamiento de las infecciones
por el citomegalovirus humano, con excepcion del fomivirsen, tienen como diana la ADN polimerasa. Sin embargo,
estos tratamientos han de ser mejorados ya que los farmacos implicados poseen una elevada inespecificidad y, al ser de
administracién sistémica, provocan efectos secundarios. Por otro lado, al ser tratamientos crénicos para el control del
patdégeno, son de larga duracion y acaban seleccionando cepas del virus resistentes a los mismos. Ademds, la mayoria
de estos compuestos no ofrecen una buena biodisponibilidad, haciendo necesaria la administracién de gran cantidad
de ellos y generando su acumulacién en diversos 6rganos del individuo, lo que potencia los efectos adversos de los
mismos sobre dichos tejidos. Los farmacos inhibidores de la ADN polimerasa utilizados son, por ejemplo, ganciclo-
vir, valaciclovir, cidofovir o foscarnet (Griffiths, 2002, Journal of Antimicrobial Chemotherapy, Vol. 49:243-253), e
inhibidores no nucleosidicos como, por ejemplo, PNU-181465, inhibidor de la ADN polimerasa que posee ciertas
semejanzas con los inhibidores de la transcriptasa inversa del VIH (Virus de Inmunodeficiencia Humana) (Erik De
Clercq, 2003, Journal of Antimicrobial Chemotherapy, Vol. 51:1079-1083).

Existen también otros tratamientos menos inespecificos debido a la via de administracién, como son los tratamien-
tos oculares. En este sentido, un tratamiento de gran importancia es el fomivirsen, un oligonucledtido antisentido que
actia inhibiendo la replicacion del citomegalovirus (Perry, et al., 1999, Drugs, 57:375-380).

El citomegalovirus, al igual que muchos otros virus, replica su ADN como un largo concatémero que ha de ser
fragmentado en copias individuales del genoma para poder ser empaquetadas en las cdpsidas virales. Este proceso de
corte y empaquetamiento es llevado a cabo por un complejo proteico llamado terminasa, formado por, al menos, dos
subunidades: UL56 y UL89. En concreto, la UL89 posee actividad ATPasa y es probablemente el motor molecular
de la translocacién del ADN (Champier G. HS., et al., 2007, Antiviral Therapy, Vol. 12:217-232), actividad que se
encuentra potenciada por la unién de esta subunidad a la subunidad UL56, a través del dominio C-terminal de esta
dltima. El gen ul89 esta formado por dos exones separados por un intrén de 3.902 pb y codifica para la proteina UL89
de 674 aminoécidos con un dominio ATPasa N-terminal y un dominio nucleasa C-terminal.

Existen proteinas homologas a UL89 en todos los herpesvirus, lo que indica que los mecanismos de empaqueta-
miento del ADN estdn muy conservados (Przech Al., et al., 2003, Journal of Virology, Vol. 77:9613-9621). Ademis, la
maduracién y el empaquetamiento del ADN son procesos que ocurren durante el ensamblaje viral pero que no tienen
lIugar en las células eucariotas no infectadas, por lo que las proteinas implicadas en este proceso son prometedoras
dianas para la terapia antiviral.

No obstante, hasta la fecha ha existido la dificultad de caracterizar estructuralmente las proteinas implicadas en
los procesos de empaquetamiento de los herpesvirus, como es el caso de la proteina UL89, debido a las dificultades
de obtencion de suficiente material expresable soluble con el que poder llevar a cabo los estudios experimentales.
Esta falta de solubilidad de los compuestos hace mas dificil, por un lado, el estudio en si de los propios elementos,
y por otro lado la realizacién de ensayos de interaccién de las terminasas con diversos compuestos quimicos para
estudios de actividad enzimadtica, lo cual ha limitado el descubrimiento de compuestos capaces de inhibir la actividad
de la UL89. En este sentido, recientemente se ha conseguido obtener un fragmento soluble de la proteina UL89 del
citomegalovirus humano, en concreto el péptido C terminal correspondiente a los aminodcidos 418 a 674, portador de
la actividad nucleasa, que se ha cristalizado, lo que ha permitido visualizar su estructura tridimensional. Sin embargo,
el andlisis de dicha estructura aun no ha conducido al descubrimiento de compuestos capaces de inhibir la actividad
nucleasa de este péptido que puedan ser empleados en el tratamiento de infecciones por citomegalovirus.
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El procesamiento de los largos concatémeros de ADN ha sido propuesto como objetivo de la terapia antiviral de
amplio espectro (Dittmer A., et al., 2005, Journal of Virology, Vol. 79(23):14660-14667; North TW., et al., 2004,
Antimicrobial Agents and Chemotherapy, Vol. 48(7):2760-2765; Reefschlaeger J., et al., 2001, Journal of Antimicro-
bial Chemotherapy, Vol. 48(6):757-767; Visalli RJ., et al., 2003, Antiviral Research, Vol. 59(2):73-87; Weber O., et
al., 2001, Antiviral Research, Vol. 49(3):179-189) y por ello algunos estudios se han centrado en la biisqueda de inhi-
bidores especificos de las proteinas UL89 y UL56 implicadas en el empaquetamiento del ADN. En este sentido, se han
propuesto inhibidores especificos de los productos génicos del exén I del gen ul89 y de la proteina UL56. Un ejemplo
es el compuesto BAY 38-4766, un inhibidor no nucleosidico de la replicacion del citomegalovirus que interacciona
especificamente en los procesos de corte y empaquetamiento del ADN viral en las procdpsidas (Buerger L., ef al., 2001,
Journal of Virology, Vol. 75(19):9077-9086) o el 2-bromo-5,6-dicloro-1-3-D-ribofuranosil benzimidazol (BDCRB) y
el TCRB (Scheffczik H., et al., 2002, Nucleic Acids Research, Vol. 30(7):1695-1703). No obstante, BDCRB, TCRB
y DRB no presentan actividad contra todos los herpesvirus, como es el caso del virus del herpes simplex o el virus
zoster de la varicela (Underwood MR., et al, 1998, Journal of Virology, Vol. 72(1):717-725).

El CI,RB, ribonucleésidos de benzamidazol, también ha sido propuesto como inhibidor del citomegalovirus por
interferir en el proceso de corte del ADN viral a nivel de la actividad ATPasa de la proteina UL56 (Hwang J-S., et al.,
2007, Journal of Virology, Vol. 81 (21):11604-11611).

Otro ejemplo de nueva diana identificada para tratar de minimizar los efectos nocivos del virus es la proteina-kinasa
UL97, necesaria para el desarrollo de la infeccion viral (Andrei, et al., 2009, Infect Disord Drug Targets, 9:201-222).

En cuanto a otros tratamientos antivirales, la integrasa del VIH ha sido estudiada como una diana farmacolégica
interesante para el tratamiento de infecciones por este virus y en este sentido existen varios inhibidores de esta enzima
en estudio. Uno de ellos es el compuesto raltegravir, aprobado por la FDA en octubre de 2007 (W02006060712 A2).

No obstante, a pesar de todo lo descrito anteriormente, existe la necesidad de encontrar nuevos fairmacos que sean
especificos y ttiles en el control y eliminacién de las infecciones producidas por el citomegalovirus humano en pa-
cientes inmunodeprimidos. En concreto, seria interesante descubrir o desarrollar compuestos que inhiban la actividad
terminasa de los citomegalovirus, ya que al tratarse de un complejo proteico tan conservado entre los herpesvirus pero
sin homologia en el acervo proteico del hospedador y, por tanto, encontrdndose tinicamente en células infectadas y
en ningun caso en células eucaridticas no infectadas, se convierte en una diana farmacoldgica ideal sobre la que de-
sarrollar firmacos que permitan el tratamiento de infecciones por estos virus. De esta forma, mediante tratamientos
dirigidos a este complejo terminasa o a alguna de sus subunidades, se podria evitar la produccién de nuevos viriones
por el bloqueo del complejo de terminacidn, evitando dafios secundarios en las células eucaridticas del organismo
hospedador.

Descripcion de la invenciéon

La presente invencién proporciona un compuesto inhibidor, el raltegravir o sus derivados, para la elaboracién
de medicamentos destinados al tratamiento de infecciones causadas por herpesvirus. Estos compuestos podrian ser
empleados, por ejemplo, pero sin limitarnos, en situaciones en las que los otros antivirales han perdido eficacia debido
a la aparicién de resistencias en el paciente, o bien como antivirales complementarios a otros.

Este compuesto es capaz de inhibir la actividad enzimadtica de la terminasa del citomegalovirus humano o HCMYV,
en concreto mediante su unién al dominio nucleasa o C terminal de la subunidad UL89, también llamado UL89-C,
del complejo terminasa. Los ensayos de actividad enzimadtica in vitro llevados a cabo en la presente invencién mues-
tran una reduccion dosis dependiente en la actividad nucleasa del péptido UL89-C cuando se administran diferentes
concentraciones del compuesto raltegravir.

Mediante el andlisis estructural de la regiéon C-terminal de la proteina UL89, UL89-C, que comprende los ami-
nodcidos 418 a 674, se ha conseguido establecer una elevada similitud estructural entre este péptido y las enzimas
nucleasas y polinucleotidil transferasas de la superfamilia de las RNasas H, dentro de las cuales se encuentra la inte-
grasa del VIH. A pesar de la baja similitud en la longitud y la secuencia de aminoécidos entre la UL89-C y la integrasa
del VIH, las estructuras cristalinas de ambas proteinas presentan el mismo esquema de plegamiento bdsico, ademas
la posicién del centro activo de la UL89-C es equivalente a la de otros miembros de la superfamilia de las RNasas H.
Esta similitud estructural entre la integrasa del VIH y la UL89-C del citomegalovirus es lo que ha llevado a estudiar
la actividad de inhibidores de la primera, en concreto del raltegravir o sus derivados, en la actividad enzimadtica de la
segunda, demostrdndose que efectivamente existe un efecto inhibitorio de esta dltima en presencia de determinadas
concentraciones de dichos compuestos.

Se trata de una alternativa terapéutica interesante debido a que la maquinaria de encapsidacién del ADN viral
en los herpesvirus no tiene homoélogos en células de mamifero, lo que convierte a las proteinas implicadas en este
proceso en buenas dianas para el tratamiento antiviral. Ademads, la UL89-C posee dominios altamente conservados
entre diferentes miembros de la familia de los herpesvirus por lo que estos compuestos son utiles, no solo para el
tratamiento de infecciones por citomegalovirus sino también para otros virus del herpes patdégenos, como herpes
simplex tipo 1 y 2 (HSV-1y -2 0o HHV-1 y -2), virus zoster de la varicela (VZV o HHV3), virus Epstein-Barr (EBV o
HHV4), roseolovirus (HHV-6 y -7) o virus asociado al sarcoma de Kaposi (KSHV o HHVS).
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Por tanto, un primer aspecto de la invencion se refiere al uso del compuesto de férmula general (I):

Férmula (1)

de ahora en adelante “compuesto de la invencién”, donde R, es hidrégeno (H) y R, es un halégeno,

para la elaboracién de un medicamento para el tratamiento de infecciones provocadas por herpesvirus.

O, alternativamente, al compuesto de la invencién para su uso en el tratamiento de infecciones provocadas por
herpesvirus.

En una realizacion preferida de este aspecto de la invencion, el compuesto de la invencion estd en forma de sal de
férmula general (II):

Formula (I1)

donde: X* es un catién de metal alcalino.

En una realizacién més preferida, la sal es de potasio. En una realizacién aun més preferida, R, es flior (F). En otra
realizacién preferida, el compuesto de la invencidn es la sal de férmula N-[(4-Fluorofenil)metil]-1,6-dihidro-5-hidroxi-
1-metil-2-[ 1-metil- 1-[[(5-metil-1,3,4-0xadiazol-2-il)carbonil]amino]etil]-6-0x0-4-pirimidinacarboxamida monopoté-
sica. Cuando el compuesto de la invencidn se encuentra en forma de sal de férmula general (II), presenta F en la
posicion R, y X* es K, se denomina raltegravir, y es ttil para la elaboracion de un medicamento para el tratamiento de
infecciones provocadas por herpesvirus. Por ello, preferiblemente, el compuesto de la invencion es raltegravir.

Tal y como se utiliza en la presente descripcion, el término “halégeno” se refiere a un dtomo de bromo (Br), cloro
(Cl), yodo (I) o fldor (F). En el compuesto de la invencion el halégeno es, preferiblemente, F.
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Se entiende por “catién de metal alcalino” cualquiera de los metales que se seleccionan de la lista que comprende:
litio (Li*), sodio (Na*), potasio (K*), rubidio (Rb*), cesio (Cs*) o francio (Fr*). En el compuesto de la invencioén el
catién de metal alcalino es, preferiblemente, K*.

En otra realizacion preferida de este aspecto de la invencion, el herpesvirus se selecciona de la lista que comprende:
virus del herpes simplex tipo 1, virus del herpes simplex tipo 2, virus zoster de la varicela, virus Epstein-Barr, citome-
galovirus, roseolovirus o herpesvirus asociado al sarcoma de Kaposi. En una realizacién mds preferida, el herpesvirus
es el citomegalovirus. En una realizacion aun mas preferida, el citomegalovirus es humano.

En otra realizacién preferida, el medicamento comprende, ademas, otra sustancia activa. En otra realizacién prefe-
rida, el medicamento comprende, ademds, un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En la presente descripcion se entiende por “raltegravir” la sal de potasio de nimero CAS 518048-05-0 y férmula:

£
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con capacidad inhibitoria de la integrasa del virus de inmunodeficiencia humana o VIH, cuya nomenclatura quimi-
ca es sal N-[(4-Fluorofenil)metil]-1,6-dihidro-5-hidroxi- 1-metil-2-[ 1-metil-1-[ [ (5-metil-1,3,4-oxadiazol-2-il)carbonil ]
amino]etil]-6-oxo-4pirimidinacarboxamida monopotdasica, soluble en agua, ligeramente soluble en metanol, muy lige-
ramente soluble en etanol y acetonitrilo e insoluble en isopropanol. Su férmula empirica es C, H, FKN¢Os y su peso
molecular es, aproximadamente, 482,51 g/mol.

El término “medicamento”, tal y como se usa en esta descripcion, hace referencia a cualquier sustancia usada para
la prevencion, el diagndstico, el alivio, el tratamiento o la curacién de enfermedades en el hombre y los animales. En el
contexto de la presente invencidn se refiere a una preparacién que comprenda, al menos, el compuesto de la invencion,
preferiblemente raltegravir, o cualquiera de sus profarmacos.

El medicamento comprende, al menos, el compuesto de la invencion, preferiblemente el raltegravir, o cualquiera
de sus profarmacos. El compuesto de la invencién, preferiblemente el raltegravir, derivados farmacéuticamente acep-
tables o sus profarmacos, se formulan en una composicién farmacéutica apropiada, en la cantidad terapéuticamente
efectiva, preferiblemente junto con uno o mds vehiculos, adyuvantes o excipientes farmacéuticamente aceptables. El
medicamento se emplea para el tratamiento de infecciones provocadas por herpesvirus.

Por un “derivado farmacéuticamente aceptable” se entiende cualquier sal, farmacéuticamente aceptable o cualquier
otro compuesto que después de su administracion, es capaz de proporcionar (directa o indirectamente) el compuesto
de la invencion, preferiblemente el raltegravir, o cualquiera de sus profarmacos.

Asimismo, dentro del alcance de esta invencidn se encuentran los profarmacos del compuesto de la invencion, pre-
feriblemente del raltegravir. El término “profarmaco” tal como aqui se utiliza incluye a cualquier compuesto derivado
del compuesto de la invencion, preferiblemente del raltegravir, que cuando se administra a un individuo es capaz de
proporcionar, directa o indirectamente, dicho compuesto en dicho individuo. Ventajosamente, dicho derivado es un
compuesto que aumenta la biodisponibilidad del compuesto de la invencién cuando se administra a un individuo o que
potencia la liberacién del compuesto de la invencién en un compartimento biolégico. La naturaleza de dicho derivado
no es critica siempre y cuando pueda ser administrado a un individuo y proporcione el compuesto de la invencién
en un compartimento bioldgico de un individuo. La preparacion de dicho profarmaco puede llevarse a cabo mediante
métodos convencionales conocidos por los expertos en la materia.

El término “tratamiento”, tal como se entiende en la presente invencidn, supone combatir los efectos causados
como consecuencia de una infeccién por herpesvirus para estabilizar el estado de los individuos o prevenir dafios
posteriores. El término “prevencion”, tal como se entiende en la presente invencidn, consiste en evitar la aparicion de
dafios cuya causa sea la infeccién por herpesvirus.

Se entiende por “herpesvirus” los virus de la familia Herpesviridae, ficilmente contagiosos, transmisibles de una
persona a la otra, que producen infecciones latentes y, con frecuencia, de recurrencia crénica. Los herpesvirus forman
una familia de virus divididos en tres subfamilias: Alpha, Beta y Gammaherpesvirinae, clasificados en base a la
arquitectura del virién y a ciertas propiedades biolégicas comunes. Son virus de ADN con una envoltura icosahédrica
relativamente flexible, la forma del virién no es siempre la misma y su didmetro estimado varia entre 120 y 200 nm.
Producen lesiones cutdneas o de las mucosas de diversa indole. Dentro de los herpesvirus se encuentran los siguientes
patdgenos: virus del herpes simplex tipo 1 (HSV-1 o HHV-1), virus del herpes simplex tipo 2 (HSV-2 o HHV-2),
virus zoster de la varicela (VZV o HHV3), virus Epstein-Barr (EBV o HHV4), citomegalovirus (HCMV o HHVY),
roseolovirus (HHV-6 y -7) o herpesvirus asociado al sarcoma de Kaposi (KSHV o HHVS).
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El citomegalovirus pertenece a la subfamilia Betaherpesvirinae de la familia Herpesviridae y principalmente ataca
a las glandulas salivares pudiendo provocar una enfermedad grave o fatal para los individuos inmunocomprometidos.
Se encuentra en muchos mamiferos, aunque preferiblemente, el citomegalovirus de la presente invencién es humano.
Su genoma consiste en una doble hebra de ADN de 230 Kb que contiene mds de 200 ORFs. Posee un didmetro de 200
nm y un core de 64 nm rodeado por una cdpsida icosaédrica.

Como se emplea aqui, el término “principio activo”, “sustancia activa”, “sustancia farmacéuticamente activa”,
“ingrediente activo” 6 “ingrediente farmacéuticamente activo” significa cualquier componente que potencialmente
proporcione una actividad farmacolédgica u otro efecto diferente en el diagndstico, cura, mitigacién, tratamiento, o
prevencion de una enfermedad, o que afecta a la estructura o funcién del cuerpo del hombre u otros animales. El
término incluye aquellos componentes que promueven un cambio quimico en la elaboracién del farmaco y estdn

presentes en el mismo de una forma modificada prevista que proporciona la actividad especifica o el efecto.

Los “adyuvantes” y “vehiculos farmacéuticamente aceptables” se refieren a aquellas sustancias, o0 combinacién
de sustancias, conocidas en el sector farmacéutico, utilizadas en la elaboracion de formas farmacéuticas de admi-
nistracion e incluyen, pero sin limitarse, sélidos, liquidos, disolventes o tensioactivos. Los vehiculos farmacéutica-
mente aceptables que pueden ser utilizados en la presente invencién son los vehiculos conocidos en el estado de la
técnica.

Otro aspecto de la invencidn se refiere al uso de una composicién farmacéutica que comprende un agente inhibidor
de UL89-C, de ahora en adelante “composicién de la invencién”, para la elaboracién de un medicamento para el
tratamiento de infecciones provocadas por herpesvirus o, alternativamente, a la composicién de la invencién para su
uso en el tratamiento de infecciones provocadas por herpesvirus.

En una realizacién preferida el herpesvirus se selecciona de la lista que comprende: virus del herpes simplex tipo
1, virus del herpes simplex tipo 2, virus zoster de la varicela, virus Epstein-Barr, citomegalovirus, roseolovirus o
herpesvirus asociado al sarcoma de Kaposi. En una realizacién mas preferida, el herpesvirus es el citomegalovirus. En
una realizacién aun més preferida, el citomegalovirus es humano.

En otra realizacion preferida, el agente inhibidor de la UL89-C es el compuesto de la invencién o sus profdrmacos.
En una realizacién mas preferida, el compuesto de la invencion es raltegravir. En otra realizacién preferida, la compo-
sicién de la invencién comprende, ademads, otra sustancia activa. En una realizacién més preferida, la composicién de
la invencién comprende, ademads, un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Las composiciones farmacéuticas y medicamentos de la presente invencidn pueden utilizarse en un método de tra-
tamiento de forma aislada o conjuntamente con otros compuestos farmacéuticos. Por ejemplo, pero sin limitarnos, las
composiciones farmacéuticas y medicamentos de la invencién podrian ser administrados en combinacién con cantida-
des terapéuticamente efectivas de uno o mas antivirales para el herpesvirus, preferiblemente, para el citomegalovirus y
mads preferiblemente para el citomegalovirus humano, de inmunomoduladores, antiinfectivos, o vacunas utiles para el
tratamiento de las infecciones provocadas por herpesvirus, preferiblemente por citomegalovirus y mds preferiblemente
por citomegalovirus humano.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion pueden formularse para su administracién en una varie-
dad de formas conocidas en el estado de la técnica.

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, subcutdnea, intraorbital, intracapsular, tépica, mediante parches
transdérmicos, via rectal, via vaginal o uretral, mediante la administracion de un supositorio, percutdnea, espray nasal,
implante quirdrgico, pintura quirtirgica interna, bomba de infusién o via catéter.

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 descripcion, la expresién
“cantidad terapéuticamente efectiva” se refiere a la cantidad de compuesto de la invencién, preferiblemente raltegravir,
o de sus profarmacos, o de la composicion farmacéutica de la invencién que produzca el efecto deseado y, en general,
vendra determinada, entre otras causas, por las caracteristicas propias de dichos compuestos y de dicha composicién
farmacéutica y el efecto terapéutico a conseguir.

El término “agente inhibidor” se refiere, en la presente descripcion, a cualquier compuesto capaz de suprimir
parcial o totalmente la actividad enzimadtica del péptido UL89-C en cualquiera de los puntos de sus vias de actuacion,
de su ARN mensajero, del gen ul89 que lo codifica o de sus transcritos primarios o procesados.

Se entiende por “UL89-C” el péptido SEQ ID NO: 1 con actividad nucleasa codificado por la SEQ ID NO: 2
incluida en el exén 2 del gen ul89 de SEQ ID NO: 3, que corresponde a la regiéon C-terminal de la proteina UL89
de SEQ ID NO: 4, subunidad que forma parte del complejo proteico terminasa, en concreto comprende los residuos
aminoacidicos 418 a 674 de dicha proteina.
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La subunidad UL89 estd implicada en los procesos de corte y empaquetamiento del ADN viral en la procapsida,
necesarios para que se produzca la replicacion viral. En concreto, la regién C-terminal de la proteina, que en la presente
invencién se denomina UL89-C SEQ ID NO: 1, es la portadora de la actividad nucleasa encargada de fragmentar el
ADN del virus en copias de menor tamafio que puedan ser empaquetadas posteriormente. Por ello, la inhibicién de
este péptido SEQ ID NO: 1 es ttil en el tratamiento de las infecciones causadas por herpesvirus, preferiblemente, por
el citomegalovirus y mas preferiblemente por el citomegalovirus humano, porque impide la replicacién viral y por
tanto la formacién de nuevos viriones.

Dado que los miembros de la familia Herpesviridae son afines en cuanto a su evolucion, la homologia global de
los genomas al nivel de la secuencia de nucleétidos es elevada. Por tanto, esta subunidad UL89, y mds concretamente
el péptido UL89-C SEQ ID NO: 1, presenta proteinas homologas en otros miembros de la familia de los herpesvirus
como en el virus del herpes simplex tipo 1, virus del herpes simplex tipo 2, virus zoster de la varicela, virus Epstein-
Barr, citomegalovirus, roseolovirus o herpesvirus asociado al sarcoma de Kaposi, como se muestra en la figura 3 de
la presente invencién. En base a esto, aunque los ejemplos de la presente invencion estén basados en la accién del
compuesto de la invencién, preferiblemente raltegravir, sobre el péptido UL89-C SEQ ID NO: 1 del citomegalovirus
humano, esto no pretende ser limitativo ya que dicho compuesto también es capaz de inhibir péptidos homdlogos en
estos otros miembros la familia de los herpesvirus, y por tanto es de utilidad para la elaboraciéon de medicamentos
destinados al tratamiento de infecciones provocadas por cualquier miembro de la familia Herpesviridae.

A partir del andlisis de la estructura tridimensional del péptido UL89-C SEQ ID NO: 1, previamente divulgada, se
ha podido determinar una similitud estructural entre este péptido y las enzimas nucleasas y polinucleotidil transferasas
de la superfamilia de las RNasas H, dentro de las cuales se encuentra la integrasa del VIH, cuyas estructuras tridi-
mensionales se recogen en las figuras de la presente invencion (figuras 1 y 2). Como se muestra en los ejemplos de la
presente invencion, las estructuras tridimensionales de ambas proteinas presentan el mismo esquema de plegamiento
basico, ademas la posicion del centro activo de la UL89-C es equivalente a la de otros miembros de la superfamilia de
las RNasas H. Esta equivalencia estructural entre la integrasa del VIH y la UL89-C del citomegalovirus, podria sig-
nificar que el péptido UL89-C pudiese ser inhibido por, al menos, uno de los agentes inhibidores capaces de suprimir
parcial o totalmente la actividad enzimadtica de la integrasa del VIH, dentro de los cuales se encuentra el compuesto de
la invencion, preferiblemente el raltegravir.

Los ensayos de inhibicién de la actividad enzimadtica nucleasa del péptido UL89-C SEQ ID NO: 1 con el agente
inhibidor raltegravir muestran, como puede observarse en los ejemplos de la presente invencion, que existe una reduc-
cion dosis dependiente en dicha actividad nucleasa bajo la administraciéon de concentraciones del compuesto que se
encuentran, preferiblemente, en un rango de entre 0,5 y 512 uM, y m4s preferiblemente en un rango de entre 1 y 512
uM; aunque el empleo de raltegravir no pretende ser limitativo, ya que el compuesto de la invencion de férmula general
(D o sus profarmacos pueden ser asimismo utilizados para la elaboraciéon de medicamentos destinados al tratamiento
de infecciones causadas por herpesvirus. Por ello, en otra realizacién preferida, el compuesto de la invencion, preferi-
blemente el raltegravir, se encuentra en un rango de concentraciones de entre 0,5 y 512 uM y en una realizacién mas
preferida, el compuesto de la invencidn, preferiblemente el raltegravir, se encuentra en un rango de concentraciones
de entre 1 y 512 uM.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra “comprende” y sus variantes no pretenden excluir
otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas
y caracteristicas de la invencién se desprenderdn en parte de la descripcion y en parte de la practica de la invencion.
Los siguientes ejemplos y dibujos se proporcionan a modo de ilustracion, y no se pretende que sean limitativos de la
presente invencion.

Descripcion de las figuras

Fig. 1. Muestra la estructura de UL89-C y de las proteinas estructuralmente relacionadas. Diagramas en cintas y
topologia de la UL89-C de la terminasa del citomegalovirus humano (HCMV), de la resolvasa de uniones Holliday
RuvC de E. coli (cédigo en el Protein Data Bank o PDB: 1HJR), del dominio nuclear de la integrasa del VIH o HIV
IN (cédigo en el PDB: 1BL3), y de la RNasa H1 humana (c6digo en el PDB: 2QKB). En los diagramas topoldgicos
los circulos representan hélices mientras que los tridngulos representan ldminas S. El catién en el centro activo se
representa como semitransparente en el dibujo de RuvC. En colores mds oscuros aparecen los elementos estructurales
secundarios equivalentes implicados en la formacion del centro activo (dos ldminas 8 y una hélice a).

Fig. 2. Muestra los detalles del centro activo de ULS9-C del HCMYV, de gp17 de RB49 (cédigo en el PDB: 3c6a),
de la integrasa del VIH (cédigo en el PDB: 1BL3), de la RNAsa H1 humana (c6digo en el PDB: 2QKB), de la RuvC
de E. coli (c6digo en el PDB: 1HJR) y de la transposasa Tn5 (c6digo en el PDB: IMMS). Aparecen como esferas los
iones metélicos. La hélice @6, aunque ocupa una posicién equivalente, se orienta en UL89-C, en gpl17 y en RuvC en
direccién opuesta con respecto a las otras enzimas (flechas).

Fig. 3. Representa la superficie de UL89-C y los alineamientos de secuencias de este péptido con proteinas homo-
logas en otros herpesvirus. (A) Superficie conservada de UL89-C basada en un célculo del grado de similitud entre
secuencias segun la matriz de Risler. Las regiones mds oscuras corresponden a las mas conservadas. Las flechas blan-
cas sefialan esferas que representan iones metélicos. (B) Muestra el potencial electrostatico de la superficie de UL89-
C en la misma vista que en (A). Las regiones mas oscuras corresponden a las mas electronegativas. (C) Alineamien-
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to por homologfa de secuencias de UL89-C del herpesvirus humano y representacion de la estructura secundaria de
ULS89-C del HCMV en base a la estructura tridimensional. Se alinean, utilizando CLUSTALW (algoritmo Blosum),
se han identificado ocho proteinas homologas a UL89 en los herpesvirus, HHVS UL89, HHV1 UL15, HHV2 UL15,
VZV 45/42, HHV4 BGRF1-BDRF1, HHV6 U66, HHV8 ORF29 y HHV7 U60. Los residuos conservados se incluyen
en los rectangulos. Las flechas indican residuos del centro activo implicados en la coordinacién de los metales. Los
tridngulos claros indican los residuos de la hélice @4 implicados en la interaccién con UL56. Los tridngulos oscuros
indican los residuos implicados en la dimerizacion de la proteina. Las lineas indican residuos que no se trazaron en la
estructura tridimensional debido a desorden cristalografico de las zonas correspondientes en el cristal de proteina.

Fig. 4. Muestra el ensayo in vitro de la actividad nucleasa de UL89-C. (A) Efecto de cationes divalentes en la
actividad nucleasa de la UL89-C sobre el ADN de doble banda lineal. Carril 1: pldsmido lineal pUCI18 (digerido
con HindIII) en ausencia de la nucleasa. Carril 2: reaccién de la nucleasa en ausencia de cationes divalentes. Carril
3: reaccién de la nucleasa en presencia de Mg?*. Carril 4: reaccién de la nucleasa en presencia de Ca**. Carril 5:
reaccién de la nucleasa en presencia de Mn?*. Solamente en presencia de Mn** ULS89 es capaz de degradar el DNA
por completo (punta de flecha). (B) Efecto de cationes divalentes en la actividad nucleasa de la UL89-C sobre ADN
de doble banda circular. Carril 1: plasmido pUC18 circular en ausencia de nucleasa. Carril 2: plasmido lineal pUC18
(digerido con HindIII) en ausencia de la nucleasa. Carril 3: reaccidn de la nucleasa en ausencia de cationes divalentes.
Carril 4: reaccion de la nucleasa en presencia de Mg?*. Carril 5: reaccién de la nucleasa en presencia de Ca**. Carril 6:
reaccion de la nucleasa en presencia de Mn**. Se aprecia que la funcién de la nucleasa esté fuertemente activada por
cationes Mn** ya que, en los carriles correspondientes, la banda de ADN desaparece aprecidndose la degradacién del
mismo en zonas del gel correspondientes a oligonucledtidos de bajo peso molecular (punta de flecha). (C) Ensayos
de la nucleasa con proteinas UL89-C mutantes y wild type (WT o silvestre) con ADN de doble banda lineal. Carril
1: plasmido lineal pUC18 (digerido con HindIII) en ausencia de nucleasa. Carril 2: ensayo nucleasa con proteinas
WT. Carril 3: ensayo de la nucleasa con el mutante simple D463A. Carril 4: ensayo de la nucleasa con el mutante
simple D651A. Carril 5: ensayo de la nucleasa con el mutante doble D463A E534A. La mutacién de residuos del
centro activo inactiva la proteina, que de otra manera degrada completamente al ADN (punta de flecha). (D) Ensayo
de la nucleasa con UL89-C WT y proteinas mutantes con ADN de doble banda circular. Carril 1: plasmido circular
pUCI18 en ausencia de la nucleasa. Carril 2: ensayo de la nucleasa con la proteina WT. Carril 3: ensayo de la nucleasa
con el mutante simple D463A. Carril 4: ensayo de la nucleasa con el mutante simple D651A. Carril 5: ensayo de la
nucleasa con el mutante doble D463A E534A. “ni-oc” ADN cortado de una sola cadena, “li” ADN lineal, “se” ADN
superenrollado, la punta de flecha indica DNA totalmente degradado. Las proteinas mutantes solo muestran funcién
nucleasa residual.

Fig. 5. Muestra la inhibicion de la actividad nucleasa de la UL89-C por raltegravir. Carril 1: plasmido pUC18
lineal (digerido con HindIII) en ausencia de la nucleasa. Carril 2: plasmido pUC18 circular en ausencia de la nucleasa.
Carril 3: ensayo de la nucleasa con la proteina UL89-C WT. Carriles 4-14: ensayos de la nucleasa en presencia de
diferentes concentraciones de raltegravir (0,5; 1; 2; 4; 8; 16; 32; 64; 128; 256 y 512 uM). Se aprecia que la funcién
de la nucleasa es inhibida progresivamente por concentraciones crecientes de raltegravir. “ni-oc” ADN cortado de una
sola cadena, “li” ADN lineal, “se”” ADN superenrollado.

Ejemplos

A continuacion se ilustrard la invencién mediante unos ensayos realizados por los inventores, que ponen de mani-
fiesto la efectividad del raltegravir en la inhibicién de la actividad nucleasa de UL89-C SEQ ID NO: 1. Estos ejemplos
especificos que se proporcionan sirven para ilustrar la naturaleza de la presente invencién y se incluyen solamente con
fines ilustrativos, por lo que no han de ser interpretados como limitaciones a la invencién que aqui se reivindica. Por
tanto, los ejemplos descritos mas adelante ilustran la invencioén sin limitar el campo de aplicacién de la misma.

Ejemplo 1
Purificacion de las proteinas UL89-C nativas y mutantes

Para expresar el péptido UL89-C y sus variantes mutantes, se transforman células de la cepa rosetta de E. coli
con los pldsmidos pHAR-UL89-C (conteniendo la secuencia nucleotidica SEQ ID NO: 2 que codifica para el péptido
ULB9-C SEQ ID NO: 1 wild type), pHAR-UL89-C-D463A (mutacién en el aminodacido aspartico 463 de la secuencia
de UL-89), pHAR-UL89-C-D651A (mutacién en el aminodcido aspartico 651) y pHAR-UL89-C-D463A-E534A
(mutaciones en el aminodcido aspartico 463 y glutdmico 534). Los cultivos son crecidos en presencia de cloranfenicol
(34 pg/mL) y kanamicina (50 pug/mL) a 37°C hasta que alcanzan una densidad 6ptica (DOgy) de 0,5. La expresion
de proteina recombinante es inducida por la adicién de 0,1 mM IPTG y los cultivos son incubados 72 h a 16°C. Las
células se recogen centrifugando 20 minutos a 5.000 g, se resuspenden en 50 mL de solucién de lisis (50 mM Tris
pHS8, 200 mM NaCl, 20 mM imidazol y 8 mg/l de DNAsa I) y son sonicadas. El material no disuelto es sedimentado
mediante centrifugacion (20 minutos, 20.000 g, a 4°C), y la muestra se filtra con un filtro de 0,45 um. Se realiza
una purificacién de afinidad por niquel con una columna de 5 mL HisTrap HP (GE Healthcare) equilibrada con 5
volimenes de columna del tamp6n de unién (50 mM Tris pHS, 200 mM NaCl, 20 mM imidazol). La elucién se realiza
con un gradiente lineal de 20 voliimenes de columna del tampén de elucién (50 mM Tris pHS, 200 mM NaCl, 500 mM
imidazol). Las fracciones obtenidas se analizan por SDS-PAGE. Se efecttia un segundo paso de purificacién usando
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una columna Mono Q (GE Healthcare) equilibrada con 5 volimenes de columna de tampén de unién (30 mM Tris pH
8, 50 mM NaCl). La elucién se realiza usando un gradiente lineal de 50 mM - 1 M NaCl. Las fracciones obtenidas
nuevamente se analizan por SDS-PAGE. Las fracciones conteniendo UL89-C se concentran. El tercer y dltimo paso
de purificacion consiste en una columna de gel de filtracién Superdex 75 10/300 GL usando como tampén 30 mM tris
pHS8, 50 mM NaCl. La proteina UL89-C se eluye a 10,5 mL, volumen correspondiente a aproximadamente 31 kD.
Tanto la proteina nativa como las mutantes se purifican con el mismo rendimiento.

Ejemplo 2
Comparacion de la estructura de ULS9-C con proteinas de la superfamilia de la RNasas H

Una biisqueda bioinformética indica que el péptido UL89-C tiene el plegamiento caracteristico de las proteinas de
la superfamilia de nucleasas y transferasas de polinucleétidos RNasas H. Ya se demostr6 anteriormente por otros auto-
res que el dominio C terminal de la proteina homologa gp17 del bacteriéfago RB49 encajaba bien en esta superfamila
de proteinas.

Las proteinas de esta superfamilia tienen actividades nucleasa o de transferencia de polinucledtidos. Esta familia
incluye la resolvasa Holliday juntion RuvC, la cual tiene como funcién cortar las uniones entrecruzadas para producir
diplex de ADN desconectados. Otras proteinas de esta familia son las integrasas del VIH y ASV, las cuales catalizan
la integracion del ADN viral inversamente transcrito en el genoma del organismo huésped; Argonauta (el dominio
PIWI), la cual corta el ARNm guiada por siRNA, miRNA o piRNA en el complejo RISC; transposasas, las cuales
catalizan la insercion de secuencias moviles de ADN dentro de los cromosomas; Prp, una proteina del espliceosoma; y
por tltimo la RNasa H, la cual hidroliza la hebra de ARN en los hibridos ARN/ADN (por ejemplo, en los fragmentos
de Okazaki).

La proteina mas parecida estructuralmente a UL89-C es la gpl7 del bacteriéfago RB49 (RMSD o Root mean

square deviation 2,6 A para 158 Ca equivalentes) seguida por la resolvasa Holliday juntion RuvC (RMSD 2,6 A para
115 Ca equivalentes), la integrasa del VIH (RMSD 2,6 A para 78 Car equivalentes) y la integrasa del ASV (RMSD 2,9
A para 85 Ca equivalentes). Las estructuras cristalinas de todas estas proteinas exhiben el mismo plegamiento basico
a pesar de su bajo parecido en la secuencia de aminodcidos. La homologia estructural entre estas enzimas puede estar
descrita por el patrén estructural de la RNasa H1 humana (Hs-RNasa HI), que consiste en una ldmina 8 de cinco
hebras rodeada por hélices @ por ambos lados. El orden y la orientacién de las hebras dentro de la ldmina 8 estdn
conservados: 3,2, 1,4y 5 (TLT77)- Estas hebras equivalen a las hebras 4, 3, 2, 5 y 6, respectivamente de la UL89-
C. Las hélices @A, @B y oE de la Hs-RNasa H1 corresponden a las hélices a2, a3 y a6 de la UL89-C. Todos estos
elementos estdn ordenados de modo semejante en todas las proteinas de la superfamilia, excepto para la a6 que corre
en direccion contraria en UL89-C, gp17 y RuvC con relacién a los otros integrantes de la superfamilia. UL89-C es mas
grande y mds compleja que la RNasa H, la integrasa o la resolvasa, con una ldmina 8 central compuesta por 8 hebras
en vez de 5. Ademads, UL89-C también tiene hélices @ y otros elementos estructurales como una horquilla 3. Otros
integrantes de la superfamilia, como la transposasa Tn5 y la Piwi-Argonauta, también tienen elementos estructurales
adicionales alrededor del plegamiento basico de la RNasa H, aunque son muy diferentes a los encontrados en UL89-
C, reflejando sus diversas funciones, sustratos e interacciones con otras proteinas (Figura 1).

La posicion del centro activo de UL89-C es equivalente a la de otros miembros de la superfamilia de las RNasas-
H (Figura 2).

Ejemplo 3
Inactivacion por raltegravir

Para los ensayos de actividad enzimatica, se incuban muestras de las proteinas UL89-C nativa y mutantes (expre-
sadas y purificadas como se describe en el ejemplo 1) (concentracién final de 2 uM) con 200 ng de plasmido pUC18
circular o lineal (digerido con HindIII) en una reaccién con 30 mM Tris pH 8 y 50 mM NaCl durante una hora a
37°C. El efecto de diferentes iones se analiza afiadiendo 3 mM (concentracién final) de MgCl,, CaCl, o MnCl,. La
reaccion se termina afiadiendo 30 mM (concentracién final) de EDTA. Las muestras se analizan por electroforesis en
gel de agarosa y tincién con bromuro del etidio. Los resultados de la actividad nucleasa de la UL89-C se observan en
la figura 4, los cuales muestran que las proteinas mutadas tienen disminuida su actividad nucleasa. UL89-C es capaz
de degradar ADN lineal y circular y esta funcién es incrementada por la adicién de Mn**. En presencia de UL89-C, el
ADN circular superenrollado (se) se convierte primero en ADN cortado por una sola cadena (ni-oc), posteriormente
en ADN lineal (li) y finalmente es totalmente degradado. De modo semejante, UL89-C puede también degradar ADN
lineal. El comportamiento observado es similar al descrito anteriormente para la proteina UL89 entera. La reaccién
hecha en las mismas condiciones pero en presencia de Mg?* en lugar de Mn** sélo puede convertir el pldsmido circular
superenrollado en ADN cortado por una sola cadena. Cuando la reaccién se hace en presencia de Ca®* esta reaccién
es aun menos eficiente. Los mutantes simples D463A, D651A y el mutante doble D463A E534A muestran sélo acti-
vidad residual. Estos resultados confirman que el dominio UL89-C hospeda la actividad nucleasa critica de la proteina
entera.
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La integrasa del VIH, proteina estructuralmente relacionada con UL89-C, ha sido extensamente estudiada como
diana terapéutica y ya hay varios inhibidores de esta enzima en estudio. Uno de ellos, raltegravir, fue aprobado por la
FDA en octubre de 2007. Se agregan a la reaccién diferentes concentraciones de raltegravir (obtenido en CHEMIE-
TEK): 0,5; 1; 2; 4; 8; 16; 32; 64; 128; 256 y 512 uM. Se prepara una solucién madre de raltegravir S mM al 50% de
DMSO y seguidamente se diluye con 30 mM tris pH, 50 mM NaCl hasta obtener la concentracién final deseada.

Se detecta una reduccion en la actividad nucleasa de UL89-C proporcional al incremento de la concentracion del
compuesto raltegravir (Figura 5). Esto sugiere que la unién de UL89-C con raltegravir puede ser similar a la unién de
la integrasa del VIH con este compuesto, y que el empleo del mismo es de utilidad para la inhibicion de ULS9-C y por
tanto para la inhibicion de la replicacion viral del citomegalovirus humano.
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REIVINDICACIONES

1. Uso del compuesto de férmula general (I):

@]
N \N OR; R»
O N
@] @]

Férmula (1)

donde R, es hidrégeno y R, es un halégeno,

para la elaboracién de un medicamento para el tratamiento de infecciones provocadas por herpesvirus.

2. Uso del compuesto segtin la reivindicacion 1 donde el compuesto estd en forma de sal de férmula general (II):

Férmula (I1)

donde: X* es un catién de metal alcalino.

3. Uso del compuesto segtn la reivindicacién 2, donde la sal es de potasio.

4. Uso del compuesto segtn cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 donde R, es F.

5. Uso del compuesto segtin cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4, donde dicho compuesto es la sal de férmula N-
[(4-Fluorofenil)metil]-1,6-dihidro5-hidroxi- 1-metil-2-[ 1-metil-1-[[(5-metil-1,3,4-0xadiazol-2-il)carbonil Jamino]etil |-
6-ox0-4-pirimidinacarboxamida monopotasica.

6. Uso del compuesto segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 donde el herpesvirus se selecciona de la lista
que comprende: virus del herpes simplex 1, virus del herpes simplex 2, virus zoster de la varicela, virus Epstein-Barr,
citomegalovirus, roseolovirus o herpesvirus asociado al sarcoma de Kaposi.

7. Uso del compuesto segtin la reivindicacion 6 donde el herpesvirus es el citomegalovirus.

8. Uso del compuesto segtn la reivindicacién 7 donde el citomegalovirus es humano.
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FIG. 2
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<110> Consejo Superior de investigaciones Cientificas (CSIC)

<120> Uso del raltegravir y derivados para la elaboracién de medicamentos destinados al tratamiento de infecciones

por herpesvirus

<130> 1P1641.539

<160> 4

<170> PatentIn version 3.5

<210>1

<211> 257
<212> PRT

<213> Human cytomegalovirus
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Arg

Thr
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Leu
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Ile Lys Leu
195

Asn Leu His
210

Ala Lys Arg

180

Ser

Arg

Gln

225

Met Ala Thr

Ser

<210>2
<211> 774
<212> DNA

Tyr

<213> Human cytomegalovirus

<400> 2
ggcggtacca

ttcgatattt
ctctacgtat
gcggccgtag
cgcgacctct
tcggtgctga
aaccaggcgg
ctcatccgceg
ctcatgggcc
tacatcaaag
gagtatcttc
gcacgctact
atggccacct

<210>3

<211> 2025
<212> DNA

ataagatctc
tgcgttacag
atctggaccc
gcgcctaccg
ccgagagttc
gcctgeaccc
cggccgtgceg
tgctcttcta
gcgacaaggc
cctcgcaaga
tggagcagat
cggccaagcg

acctgtgtga

<213> Human cytomegalovirus

<400> 3

atgttgcgcg gagactcggc cgccaagatc caggagcgct acgcggagct gcagaagcgc

aagagccacc ccacctcctg catctccacg gccttcacca atgtggcggc gctgtgecgc
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200
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Asn
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Leu
245

gcaaaacacc
cacgctcaac
ggccttcacc
acaccagttt
tgaggtagcc
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ccacacgccc
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gctcgtctcc
tcagaacctg
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cgagatacac
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250

gtgctcatca
accaacgcct
accaaccgca
ctcatttacg
atcgccgagt
gaactgcgta
ctcatccgac
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gaacagttca
tacaccatca
caccgcgtca
atctcggacg

gccatccgtt

cggaccagag
acgattattt
aggcctcggyg
gcctagagca
gcgcggcgea
tcgccgtgga
agagcgtgca
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tctcgegttt
agctgagcca
cgctggccga
atcttatcat

tcagggtcag

190

205

255

ccgcgaagag
cggcaagacg
cacgggcgtg
tttctttttg
catgatcatc
gggcaacact
gagtagcacg
gcccttctac
caactcgggc
cgaccccatc
aggcacgacg
agccgtcatc

ctag

Asp Pro Ile Glu Tyr Leu Leu Glu Gln Ile Gln

Thr Leu Ala Glu Gly Thr Thr Ala Arg Tyr Ser

Arg Ile Ser Asp Asp Leu Ile Ile Ala val Ile

240

Cys Asp Asp Ile His Ala Ile Arg Phe Arg val
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aagcgctacc
ctgccgctca
cgcgagcetgce
tgctccgagg
gatccgcagt
ggcttcagta
aatttattga
cgcgtgcetgce
gacatcttta
ttcatcatcc
gtggcgcacc
cacaccttcg
cgcggcegeca
caaaacttcc
accattctgg
actaccagtg
aacgtggtct
acggcctgtc
cgcaagacgg
aataagatct
ttgcgttaca
tatctggacc
ggcgcctacc
tccgagagtt
agcctgcacc
gcggecgtgce
gtgctcttct
cgcgacaagg
gcctcgceaag
ctggagcaga
tcggccaagce

tacctgtgtg

agatgatgca
tggccttctg
tgtttcacga
agcagcgcgc
ttcagcagat
ccgeccgtcga
tacacgtcat
agtacctcat
agcagaaagc
ccattatctc
aaaagcacgt
cgcgcgacta
agagcacggc
acttgctgct
ggttcctggc
acgccacgtg
cttacgtgtg
cttgctaccg
ccaacatgtt
cgcaaaacac
gcacgctcaa
cggccttcac
gacaccagtt
ctgaggtagc
cttacctgga
gcatcgcctg
accacacgcc
cgctggecgt
agctcgtctc
ttcagaacct
gccagaatcg

acgagataca
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ccccgaactc
cggccgccac
gcgcctcaag
ctcctaccag
caacaacttc
gggcgacgca
cttttttata
ccacgccttc
caccgtgttc
gtttctgctt
gtcgcagttt
cgtggtcgag
gctttttgcc
ggtggacgag
acagaatacc
tttcttgacy
cgaagagcac
actgcacaag
tatgccgggc
cgtgctcatc
caccaacgcc
caccaaccgc
tctcatttac
catcgccgag
cgaactgcgt
cctcatccga
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ctacaccatc
gcaccgcgtc
tatctcggac

cgccatccgt

gggctggccc

cgcgactaca
agcgcgcetceg
aagctggacg
atgaccgact
aaagccatcc
gccgtgacca
cagatcgact
ctggtgccgce
aagcacatga
gtgctcaaag
aacaaggaca
agttgctaca
gcgcacttca
accaagatca
cgcctcaaca
ctgcacagct
cccaccttca
gccttcatgg
acggaccaga
tacgattatt
aaggcctcgg
ggcctagagce
tgcgeggegce
atcgccgtgg
cagagcgtgc
cacatcgaac
atctcgcgtt
aagctgagcc
acgctggecg
gatcttatca

ttcagggtca

actcgtgcaa
actcgcccga
atgaactgac
cgttgaccga
ttaaaaagtg
gactcgaacc
agatccccgt
tcctctegea
gacgtcacgg
tcggcatcag
aggtcgagtt
acgtgatcag
acaccaacag
tcaagaaaga
tcttcatatc
atgcgccctt
tcacggagaa
tcagcctcaa
acgagatcat
gccgcgaaga
tcggcaagac
gcacgggcgt
atttcttttt
acatgatcat
agggcaacac
agagtagcac
agcccttcta
tcaactcggg
acgaccccat
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gctag

cgaggccttc
ggaaagccag
gtttcgcccg
gctctaccgc
gctcgacggc
gtttcaaaag
gctggccaat
gacctccatc
caagacttgg
catcggctac
ccgctgecgce
catcgaccac
catccgagga
ggccttcaac
gtccaccaac
tgacatgctc
gggcgacgcc
ctcgcaggtg
cggcggtacc
gttcgatatt
gctctacgta
ggcggccgta
gcgcgacctc
ctcggtgctg
taaccaggcg
gctcatccgce
cctcatgggc
ctacatcaaa
cgagtatctt
ggcacgctac

catggccacc
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1260
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<210> 4

<211> 674
<212> PRT

<213> Human cytomegalovirus
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Ser

Ala
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Thr
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Glu
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Ala

Ser
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Trp
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Ile

Arg

Ser
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Glu
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Thr

Ala

Gln

205

Phe

Ser
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Thr

30

Met

Pro

Glu
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Gln
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Ile
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INFORME DEL ESTADO DE LA TECNICA

N° de solicitud: 200931188

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

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

INVENES, EPODOC, REGISTRY, CAS, WPI, EMBASE, MEDLINE, BIOSIS, NPL
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 200931188

Fecha de Realizacion de la Opinion Escrita: 16.02.2011

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 aplicacion industrial
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinién.-

1-8

SI
NO

SI
NO

. Este requisito fue evaluado durante la fase de

La presente opinidn 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: 200931188

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 WO 2009129470 A2 (NANOBIO CORPORATION) 22.10.2009
D02 US 2006122205 Al (BELIK et al.) 08.06.2006

2. Declaracion motivada segin 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 declaracién

La invencion se refiere al uso del compuesto de formula | para la elaboracion de un medicamento para el tratamiento de
infecciones provocadas por herpesvirus.

En el documento DO1 se describen métodos para el tratamiento de infecciones por herpesvirus en humanos mediante la
administracion topica de una composicion en forma de nanoemulsion. Esta nanoemulsion posee actividad antiviral por si
misma y no necesita combinarse con ningln otro agente activo para obtener un efecto terapéutico (pagina 15, lineas 4-8).
En la descripcion se contempla la posibilidad de que la composicion pueda incluir un principio activo y se enumera una larga
lista de compuestos antivirales adicionales, entre los que figura raltegravir (pagina 44, linea 30 - pagina 45, linea 24). Sin
embargo, no existe ningln ejemplo que demuestre que estas combinaciones se hayan llevado a cabo.

Por tanto, se considera que la invencién recogida en las reivindicaciones 1-8 de la solicitud es nueva e implica actividad
inventiva (Articulos 6.1 y 8.1 Ley de Patentes).
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