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DESCRIPCION

Composicion farmacéutica que contiene un derivado de pirazina y método de utilizacion de un derivado de pirazina
en combinacién

Campo técnico

La presente invencién se relaciona con una composicion farmacéutica que contiene un derivado de pirazina o una
sal del mismo y uno o mas inhibidores de la neuraminidasa para uso en el tratamiento (v.g., terapia o prevencion) de
enfermedades viricas. Mas aun, la presente invencion se relaciona con un derivado de pirazina o una sal del mismo
y un inhibidor(es) de la neuraminidasa en combinacion para uso en el tratamiento (v.g., terapia o prevencion) de la

gripe.
Técnica anterior

La infeccién por el virus de la gripe (a la que a partir de aqui se hara referencia como gripe) causada por el virus de
la gripe es con frecuencia una enfermedad fatal. En los ultimos afios, han aparecido virus tales como el de la gripe
aviar, que exhiben una fuerte patogenicidad para los humanos. La gripe aviar amenaza con ser pandémica.

Sin embargo, los farmacos aplicables a la gripe son mucho mas escasos que los agentes antimicrobianos o
similares. Por ejemplo, la amantadina y el oseltamivir, habitualmente utilizados, presentan problemas tales como
resistencia a los mismos.

Se ha discutido un método de utilizacion de agentes contra el virus de la gripe en combinacion con el fin de reducir la
resistencia al farmaco del virus de la gripe, de aumentar los efectos terapéuticos y/o de reducir los efectos
colaterales, etc. Sin embargo, los farmacos utilizados en combinacién son limitados en cuanto a ndmero y no
siempre producen efectos satisfactorios.

Por ejemplo, los inhibidores de la neuraminidasa son conocidos como farmacos que exhiben efectos sobre el virus
de la gripe. La neuraminidasa, que es una glicoproteina de espicula que se encuentra en la superficie del virus de la
gripe, es necesaria para que el virus de la gripe infecte las células de la garganta o del bronquio y prolifere para
propagarse a sus células vecinas. La inhibicidon de la neuraminidasa puede suprimir la propagacion de dicho virus de
la gripe a las células vecinas. Por ejemplo, un inhibidor de la neuraminidasa, el oseltamivir, se convierte en su forma
activa, GS-4071, in vivo, la cual exhibe efectos antiviricos, de tal forma que inhibe la neuraminidasa en el virus de la
gripe (Documento no relacionado con patentes 1). El oseltamivir y el zanamivir pueden ser adquiridos
comercialmente como inhibidores de la neuraminidasa. Dichos farmacos han sido ain desarrollados y estudiados.

Por otra parte, se conoce un derivado de pirazina que tiene actividades antiviricas (Documento de patente 1). Se
sabe que este derivado de pirazina exhibe efectos antiviricos por ribosilfosforilacién intracelular, de tal forma que
inhibe la ARN polimerasa del virus (Documento de patente 2).

Ademas, se ha investigado el mecanismo de accion del derivado de pirazina antigripe T-705 (6-fluoro-3-hidroxi-2-
pirazinocarboxamida) (Documento no relacionado con patentes 3) y se han estudiado sus actividades in vitro e in
vivo (Documento no relacionado con patentes 2) y se han comparado con el inhibidor de la neuraminidasa
comercializado oseltamivir (Documento no relacionado con patentes 4).

Se dijo con anterioridad que combinaciones de inhibidores de la neuraminidasa con otros farmacos, tales como el
polioxometalato PM-523 (Documento no relacionado con patentes 5), la rimantadina (Documento no relacionado con
patentes 6) o la rimantadina, la ribavirina y la 2’-desoxi-2’-fluoroguanosina (Documento no relacionado con patentes
7), mostraban efectos aditivos o sinérgicos frente al virus de la gripe.

Sin embargo, no se han conocido hasta la fecha ni una composicién farmacéutica que contiene un inhibidor de la
neuraminidasa y un derivado de pirazina ni un método de utilizacién de un inhibidor de la neuraminidasa y un
derivado de pirazina en combinacion.

[0007]

Documento de patente 1: Folleto de WO00/10569, de la que EP 1.112.743 es un miembro de la familia de patentes
en lengua inglesa

Documento de patente 2: Folleto de WO03/015798

Documento no relacionado con patentes 1: Japanese Journal of Clinical Medicine, 2003, vol. 61, pp. 1975-1979
Documento no relacionado con patentes 2: Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 2002, vol. 46, pp. 977-981
Documento no relacionado con patentes 3: Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 2005, vol. 49, pp. 981-986
Documento no relacionado con patentes 4: Antiviral Chemistry & Chemotherapy, 2003, vol. 14, pp. 235-241
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Documento no relacionado con patentes 5: Drugs in R & D, 1999, vol. 2, pp. 153-164

Documento no relacionado con patentes 6: Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 2004, vol. 48, pp. 4855-4863
Documento no relacionado con patentes 7: Antiviral Chemistry & Chemotherapy, 1995, vol. 6, pp. 109-113
Descripcion de la invenciéon

Problemas que la invencién ha de resolver

Ha existido una demanda de una composicién farmacéutica que tenga potentes actividades contra el virus de la
gripe con pocos efectos colaterales y que sea Uutil para el tratamiento (v.g., terapia o prevenciéon) de la gripe y de un
método de tratamiento de la gripe.

Medios para resolver los problemas

En tales circunstancias, el presente inventor ha realizado estudios concienzudos y, en consecuencia, ha completado
la presente invenciéon al descubrir que una composicién farmacéutica que contiene un derivado de pirazina

representado por la siguiente férmula general [1] o una sal del mismo y uno o mas inhibidores de la neuraminidasa:

[Formula 1]

R Ny, -OH
I 3 [1]
R2 N/ NHR
(o)

donde R’ y R? son iguales o diferentes y representan cada uno un atomo de hidrégeno o un atomo de halégeno y R®
representa un 4tomo de hidrégeno, tiene potentes actividades contra el virus de la gripe y es util para el tratamiento
de la gripe, y que la utilizacion de estos compuestos en combinacion es util para el tratamiento de la gripe. También
se describen aqui composiciones farmacéuticas como se ha definido anteriormente donde R® del derivado de
pirazina representado por la férmula [1] es un grupo amino-protector.

Ventajas de la invencion

Una composicién farmacéutica que contiene un derivado de pirazina o una sal del mismo y uno o mas inhibidores de
la neuraminidasa tiene potentes actividades sinérgicas contra el virus de la gripe y es util para el tratamiento (v.g.,
terapia o prevencion) de la gripe. Un método de utilizacion de estos compuestos en combinaciéon es util como
método de tratamiento (v.g., terapia o prevencion) de la gripe.

Mejor modo para llevar a cabo la invencién
A partir de aqui, se describird la presente invencién con detalle.

En la presente descripcion, a menos que se especifique algo diferente, un atomo de halégeno significa atomos de
flaor, cloro, bromo y yodo; un grupo acilo significa, por ejemplo, un grupo formilo, un grupo alcanoilo C;.12 lineal o
ramificado (v.g., acetilo, propionilo, butirilo, isovalerilo y pivaloilo), un grupo ar(alquil Cis¢)carbonilo (v.g.,
bencilcarbonilo), un grupo carbonilo hidrocarbonado ciclico (v.g., benzoilo y naftoilo), un grupo carbonilo
heterociclico (v.g., nicotinoilo, tenoilo, pirrolidinocarbonilo y furoilo), un grupo succinilo, un grupo glutarilo, un grupo
maleoilo, un grupo ftaloilo y un grupo a-aminoalcanoilo lineal o ramificado (que puede estar protegido en el extremo
N) derivado de aminoacidos (como ejemplos de los aminoacidos, se incluyen glicina, alanina, valina, leucina,
isoleucina, serina, treonina, cisteina, metionina, acido aspartico, acido glutamico, asparragina, glutamina, arginina,
lisina, histidina, hidroxilisina, fenilalanina, tirosina, triptéfano, prolina e hidroxiprolina); un grupo alquiloxicarbonilo
significa, por ejemplo, un grupo (alquil C4.12)oxicarbonilo lineal o ramificado, tal como metoxicarbonilo, etoxicarbonilo,
1,1-dimetilpropoxicarbonilo, isopropoxicarbonilo, 2-etilhexiloxicarbonilo, terc-butoxicarbonilo y terc-pentiloxicarbonilo;
un grupo aralquiloxicarbonilo significa, por ejemplo, un grupo ar-(alquil Ci.s)oxicarbonilo, tal como grupos
benciloxicarbonilo y fenetiloxicarbonilo; un grupo ariloxicarbonilo significa, por ejemplo, un grupo feniloxicarbonilo; un
grupo aralquilo significa, por ejemplo, un grupo ar(alquilo Ci¢), tal como bencilo, difenilmetilo, tritilo, fenetilo y
naftiimetilo; un grupo alcoxialquilo significa, por ejemplo, un grupo (alquil C1)oxi(alquilo C1.6), tal como metoximetilo
y 1-etoxietilo; un grupo aralquiloxialquilo significa, por ejemplo, un grupo ar(alquil Cig)oxi(alquilo C1), tal como
benciloximetilo y fenetiloximetilo; un grupo ariltio significa, por ejemplo, un grupo feniltio; un grupo alquilsulfonilo
significa, por ejemplo, un grupo alquilsulfonilo C4s, tal como metilsulfonilo, etilsulfonilo y propilsulfonilo; un grupo
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arilsulfonilo  significa, por ejemplo, grupos bencenosulfonilo, toluensulfonilo y naftalenosulfonilo; un grupo
dialquilaminoalquilideno significa, por ejemplo, grupos N,N-dimetilaminometileno y N,N-dietilaminometileno; un grupo
aralquilideno significa, por ejemplo, grupos bencilideno y naftiimetileno; un grupo alquilideno heterociclico que
contiene nitrégeno significa, por ejemplo, un grupo 3-hidroxi-4-piridilmetileno; un grupo cicloalquilideno significa, por
ejemplo, grupos ciclopentilideno y ciclohexilideno; un grupo diarilfosforilo significa, por ejemplo, un grupo
difenilfosforilo; un grupo diaralquilfosforilo significa, por ejemplo, un grupo dibencilfosforilo; un grupo alquilo
heterociclico que contiene oxigeno significa, por ejemplo, un grupo 5-metil-2-oxo-2H-1,3-dioxol-4-ilmetilo; y un grupo
sililo substituido significa, por ejemplo, grupos trimetilsililo, trietilsililo y tributilsililo.

Un grupo amino-protector incluye todos los grupos disponibles como grupos amino-protectores habituales. Como
ejemplos del mismo, se incluyen los grupos descritos en W. Greene et al., Protective Groups in Organic Synthesis,
3?2 ed., pp. 494-653, 1999, John Wiley & Sons, INC. Como ejemplos especificos del mismo, se incluyen un grupo
acilo, un grupo alquiloxicarbonilo, un grupo aralquiloxicarbonilo, un grupo ariloxicarbonilo, un grupo aralquilo, un
grupo alcoxialquilo, un grupo aralquiloxialquilo, un grupo ariltio, un grupo alquilsulfonilo, un grupo arilsulfonilo, un
grupo dialquilaminoalquilideno, un grupo aralquilideno, un grupo alquilideno heterociclico que contiene nitrégeno, un
grupo cicloalquilideno, un grupo diarilfosforilo, un grupo diaralquilfosforilo, un grupo alquilo heterociclico que contiene
oxigeno y un grupo sililo substituido.

Como ejemplos de sal del compuesto de férmula general [1] utilizada en la presente invencién, se pueden incluir
sales habitualmente conocidas de grupos hidroxilo. Como ejemplos de las mismas, se pueden incluir: sales de
metales alcalinos, tales como sodio y potasio; sales de metales alcalinotérreos, tales como calcio y magnesio; sales
de amonio; y sales de bases organicas que contienen nitrégeno, tales como trimetilamina, trietilamina, tributilamina,
N-metilpiperidina, N-metilmorfolina, dietilamina, diciclohexilamina, procaina, dibencilamina, N-bencil-b-fenetilamina,
1-efenamina y N,N’-dibenciletilendiamina.

Como ejemplos deseables de la sal, se incluyen sales farmacoldgicamente aceptables. Es preferible una sal de
sodio.

Como ejemplos deseables del compuesto de formula general [1] utilizado en la presente invencion, se incluyen los
siguientes compuestos:

compuestos representados por la formula general [1] donde R' es un atomo de hidrégeno, R? es un atomo
de fluor y R® es un atomo de hidrégeno.

El compuesto de formula general [1] utilizado en la presente invencién es producido combinando métodos conocidos
per se en la técnica, y puede ser producido segun, por ejemplo, un método de produccion descrito en el Documento
de patente 1.

Como ejemplos de inhibidor de la neuraminidasa utilizado en la presente invencion, se incluyen compuestos que por
si mismos, o sus metabolitos in vivo, tienen efectos inhibitorios sobre la neuraminidasa, tales como oseltamivir,
zanamivir, peramivir, CS-8958 y FRUNET. El oseltamivir y el zanamivir son preferibles. El oseltamivir es ain mas
deseable.

La via de administracién de una composicion farmacéutica de la presente invencién no esta particularmente limitada,
y se puede administrar por via intravenosa, oral, intramuscular o hipodérmica, por inhalacién, por pulverizacion o por
otras vias de administracion. Mas aun, el derivado de pirazina representado por la férmula general [1] o su sal
pueden ser administrados con el inhibidor de la neuraminidasa simultdneamente o en un orden particular.

La composicion farmacéutica de la presente invencion es util para el tratamiento (v.g., terapia o prevencioén) de la
gripe.

La composicion farmacéutica de la presente invencion permite el tratamiento (v.g., terapia o prevencion) de una
gripe mas severa. Mas aun, los farmacos individuales empleados exhiben potentes efectos contra el virus de la gripe
incluso cuando se administran en cantidades reducidas. Por lo tanto, se pueden reducir sus respectivos efectos
colaterales.

Cuando se usa la composicién farmacéutica de la presente invencion, habitualmente se puede mezclar
apropiadamente con ayudas farmacéuticas utilizadas en formulacion, tales como un excipiente, un soporte y un
diluyente. Estas formulaciones pueden ser administradas oral o parenteralmente en una forma tal como una tableta,
una céapsula, un polvo, un jarabe, un granulo, una pildora, una suspension, una emulsién, una solucién, una
preparacion en polvo, un supositorio, colirio, gotas nasales, gotas 6ticas, un parche, un ungiiento o una inyeccion,
segun un método convencional. M&s aun, se pueden seleccionar apropiadamente el método de administracion, la
dosis y la frecuencia de administracién segun la edad, el peso corporal y el sintoma del paciente. Se puede
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administrar habitualmente oral o parenteralmente (v.g., inyeccion, goteos intravenosos y administracién rectal) a un
adulto en de una a varias dosis divididas de 0,01 a 1.000 mg/kg al dia.

Ejemplos

A continuacion, se describira la presente invencién haciendo referencia a Ejemplos de ensayo. Sin embargo, no se
pretende limitar la presente invencioén a éstos.

Se selecciono la 6-fluoro-3-hidroxi-2-pirazinocarboxamida (a la que a partir de aqui se hara referencia como T-705)
como compuesto de ensayo. Se seleccionaron el GS-4071, que es una forma activa in vivo del oseltamivir, y el
zanamivir como inhibidores de la neuraminidasa. En este contexto, se obtuvo el GS-4071 utilizado en las presentes
pruebas por extraccién a partir de Tamiflu (farmaco comercializado), seguida de hidrélisis segin un método
convencional.

Ejemplo de ensayo 1
Se seleccion6 T-705 como compuesto de ensayo. Se selecciond GS-4071 como inhibidor de la neuraminidasa.
(1) Cultivo de células MDCK

Se disociaron células de rifion de perro Madin-Darby (a las que a partir de aqui se hara referencia como MDCK)
subcultivadas a 37°C bajo condiciones de un 5% de dioxido de carbono en medio MEM de Eagle suplementado con
un 10% de suero bovino fetal en la solucion de cultivo por un método de acido etilendiaminotetraacético-tripsina y se
suspendieron en el mismo medio que antes. Se inoculd a su vez la suspension celular preparada de manera que
contuviera 2 x 10* células en 100 n en una placa de 96 pocillos. Se cultivaron las células durante la noche a 37°C
en condiciones de un 5% de didxido de carbono para obtener una monocapa de células MDCK.

(2) Infeccion con el virus de la gripe y adicién de farmacos

El medio de ensayo utilizado era un medio preparado afadiendo tripsina tratada con L-1-tosilamido-2-
feniletilclorometilcetona (TPCK) a una concentracion de 3 ng/ml a medio MEM de Eagle que contenia un 1% de
seroalbumina bovina suplementado con 60 ng/ml de kanamicina y cuatro veces la concentracion habitual de
vitaminas.

Se lavaron las células MDCK obtenidas en el parrafo (1) con medio MEM de Eagle tras eliminar el sobrenadante del
cultivo. Se afadieron luego a cada pocillo los siguientes agentes: 100 ni de medio MEM de Eagle que contenia
seroalbumina bovina y vitaminas al doble de la concentracion del medio de ensayo; 50 ni de una solucién de virus de
la gripe (PR/8 (H1N1)) ajustada a 4,0 x 10° UFP/ml con medio MEM de Eagle que contenia tripsina tratada con
TPCK a cuatro veces la concentracion del medio de ensayo; y 50 ni de medio MEM de Eagle que contenia T-705 o
GS-4071 a cuatro veces la concentracion diana (concentracion diana de T-705 (mg/ml): 0,0156, 0,0313, 0,0625,
0,125, 0,25, 0,5, 1, 2 y 4; y concentracion diana de GS-4071 (ng/ml): 0,00313, 0,00625, 0,0125, 0,025, 0,05, 0,1, 0,2,
0,4, y 0,8) o que contenia una mezcla de T-705/GS-4071 (razén en peso de concentraciéon 5:1) a cuatro veces la
concentracién diana.

Tras la adicion del farmaco, se cultivaron las células a 35°C durante 2 dias en condiciones de un 5% de diéxido de
carbono.

(3) Ensayo de captacion de rojo neutro

Se valoro el efecto citopatico (ECP) observado junto con la proliferacion del virus de la gripe por los métodos
descritos en J. Virol. Methods, 2002, vol. 106, pp. 71-79, y Proc. Natl. Acad. Sci., 1998, vol. 95, pp. 8874-8849.

Tras completarse el cultivo, se afiadié una solucién al 0,033% de rojo neutro diluida con un tampoén fosfato de
Dulbecco libre de calcio/magnesio en un volumen de 100 mi a cada pocillo. Se dejé que la placa reposara a 35°C
bajo condiciones de un 5% de diéxido de carbono. Dos horas después, se retiraron las soluciones de los pocillos por
aspiracion. Después de lavar dos veces con 100 mi de un tampén fosfato de Dulbecco libre de calcio/magnesio, se
afnadieron 100 ni de una solucién mixta de un tampon (pH 4,2; compuesto por 0,1 mol/l de citrato de sodio y 0,1 mol/l
de acido clorhidrico) y etanol en una proporcién de 1:1 en volumen a cada pocillo. Se dejo que la placa reposara a
temperatura ambiente protegida de la luz. Treinta minutos después, se midié la absorbancia (540 nm) utilizando un
lector de microplacas (BIO-RAD Modelo 550). Se prepararon controles no infectados afiadiendo, en lugar de la
solucién del virus de la gripe, 50 mi de medio MEM de Eagle que contenia tripsina tratada con TPCK a cuatro veces
la concentracién del medio de ensayo, y se sometieron a los mismos procedimientos que los del grupo de ensayo,
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seguido de medicion de la absorbancia. Para el blanco, se sometieron pocillos sin inocular con las células MDCK a
los mismos procedimientos que los de los controles no infectados, seguido de mediciéon de la absorbancia. Se
usaron ocho pocillos en cada concentracion. Se empled un valor medio, y se emple6 un valor numérico obtenido
restando la absorbancia del blanco del valor medido para el siguiente calculo como absorbancia. Se usé un valor
obtenido restando la absorbancia de los controles infectados de la de los controles no infectados como valor de
inhibicién completa de la proliferacion del virus. Se calculd el indice de inhibicion de la proliferacion del virus en cada
prueba segun la férmula siguiente:

indice de inhibicion de la proliferacién del virus = [(Absorbancia del farmaco simple o de farmacos combinados) -
(Absorbancia del control infectado)]/[(Absorbancia del control no infectado) - (Absorbancia del control infectado)]

(4) Andlisis de los efectos de combinacion

A partir de las concentraciones de farmacos simples y de dos farmacos usados en combinacién, de la proporciéon de
los farmacos de la combinacién y del indice de inhibicién de la proliferacion del virus, se analizaron los efectos de la
combinacién utilizando SAS release 8.2 (SAS Institute Japan Ltd.) segun el método del efecto de la mediana de
Chou et al. De los métodos mostrados en Advanced Enzyme Regulation, 1984, vol. 22, pp. 27-55, se us6 una
ecuacion para farmacos cuyos mecanismos de accion son completamente independientes entre si (farmacos
mutuamente no excluyentes) para calcular el valor de IC. Se determinaron los efectos de la combinacién en base al
valor de IC al 50% de inhibicion de la proliferacion del virus segun la descripciéon del articulo de Taira et al. [Acta
Medica Okayama., 2006, vol. 60, pp. 25-34], donde IC < 0,8 representa sinergismo, 0,8 < IC < 1,2 representa
aditividad y 1,2 < IC representa antagonismo.

En la Tabla 1 se muestran los indices de inhibicion de la proliferacion del virus de T-705 usado solo, de GS-4071
usado solo y de la combinacion de estos farmacos. En la Tabla 2 se muestran los resultados del analisis utilizando
estos valores.

[Tabla 1]
Uso Unico de T-705 Uso Unico de GS-4071 Uso combinado de T-705 y GS-4071
Conc. (ng/ml) Indice de Conc. (ng/ml) Indice de Conc. (ng/ml) Indice de
inhibicién inhibicién inhibicién
0,0156 0,019 0,00313 0,019 0,01873 0,040
0,0313 0,067 0,00625 0,11 0,03755 0,21
0,0625 0,097 0,0125 0,14 0,075 0,41
0,125 0,27 0,025 0,25 0,15 0,59
0,25 0,43 0,05 0,29 0,3 0,73
0,5 0,60 0,1 0,42 0,6 0,96
1 0,85 0,2 0,61 1,2 0,88
2 0,93 0,4 0,73 2,4 0,95
4 1,0 0,8 0,84 4,8 0,94
[Tabla 2]
Proporcion de farmacos combinados (T-705:GS-4071) Valor de IC al 50% de inhibicion
5:1 0,66

La administracion combinada de T-705 y GS-4071 (forma activa in vivo del oseltamivir) exhibia efectos inhibitorios
sinérgicos mas excelentes sobre la proliferacion del virus que los exhibidos por la administracién de un solo farmaco.

Ejemplo de ensayo 2

Se seleccioné T-705 como compuesto de ensayo. Se selecciond zanamivir como inhibidor de la neuraminidasa. Se
realizé una prueba del mismo modo que en el método descrito en el Ejemplo de ensayo 1.

En la Tabla 3 se muestran los indices de inhibicién de la proliferacion del virus del T-705 usado solo, del zanamivir
usado solo y de la combinacién de estos farmacos. En la Tabla 4 se muestran los resultados de andlisis utilizando
estos valores.
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[Tabla 3]
Uso Unico de T-705 Uso Unico de zanamivir Uso combinado de T-705 y
zanamivir'
Conc. (ng/ml) indice de Conc. (ng/ml) indice de Conc. (ng/ml) Indice de
inhibicién inhibicién inhibicién
0.0625 0.062 0,0031 0,062 0,01875 0,10
0,125 0,17 0,00625 0,12 0,0375 0,23
0,25 0,34 0,0125 0,23 0,075 0,38
0,5 0,64 0,025 0,28 0,15 0,69
1 0,77 0,05 0,49 0,3 0,87
2 0,89 0,1 0,60 0,6 0,94
0,2 0,67
0,4 0,75
[Tabla 4]
Proporcion de farmacos combinados (T-705:Zanamivir) Valor de IC al 50% de inhibicion
5:1 0,38

La administracion combinada de T-705 y zanamivir exhibia efectos inhibitorios sinérgicos mas excelentes sobre la
proliferacion del virus que los exhibidos por la administracién de un solo farmaco.

Ejemplo de ensayo 3

Se seleccioné T-705 como compuesto de ensayo. Se seleccioné GS-4071 como inhibidor de la neuraminidasa. Se
realizdé una prueba del mismo modo que en el método descrito en el Ejemplo de ensayo 1 usando Victoria/3/75
(H3N2) como virus de la gripe.

En la Tabla 5 se muestran los indices de inhibicién de la proliferaciéon del virus del T-705 usado solo, del GS-4071
usado solo y de la combinacion de esos farmacos. En la Tabla 6 se muestran los resultados de analisis utilizando
estos valores.

[Tabla 5]
Uso Unico de T-705 Uso Unico de GS-4071 Uso combinado de T-705 y GS-4071
Conc. (ng/ml) Indice de Conc. (ng/ml) Indice de Conc. (ng/ml) Indice de
inhibicién inhibicién inhibicién
0,125 0,026 0,003125 0,086 0,01875 0,15
0,25 0,09 0,00625 0,14 0,0375 0,37
0,5 0,42 0,0125 0,44 0,075 0,72
1 0,76 0,025 0,54 0,15 0,92
2 0,86 0,05 0,68 0,3 1,03
4 0,94 0,1 0,80
0,2 0,88
[Tabla 6]
Proporcion de farmacos combinados (T-705:GS-4071) Valor de IC al 50% de inhibicion
5:1 0,36

La administracion combinada de T-705 y GS-4071 (forma activa in vivo del oseltamivir) exhibia efectos inhibitorios
sinérgicos mas excelentes sobre la proliferacion del virus que los exhibidos por la administracion de un solo farmaco.
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Ejemplo de ensayo 4

Se seleccioné T-705 como compuesto de ensayo. Se selecciond zanamivir como inhibidor de la neuraminidasa. Se
realizé una prueba del mismo modo que en el método descrito en el Ejemplo de ensayo 3.

En la Tabla 7 se muestran los indices de inhibicién de la proliferacion del virus del T-705 usado solo, del zanamivir
usado solo y de la combinacion de estos farmacos. En la Tabla 8 se muestran los resultados de analisis utilizando
estos valores.

[Tabla 7]
Uso Unico de T-705 Uso Unico de zanamivir Uso combinado de T-705 y
) ) zanamivir'
Conc. (ng/ml) Indice de Conc. (ng/ml) Indice de Conc. (ng/ml) Indice de
inhibicién inhibicién inhibicién
0.125 0,026 0,0125 0,074 0,01875 0,032
0,25 0,092 0,025 0,14 0,0375 0,12
0,5 0,42 0,05 0,27 0,075 0,27
1 0,76 0,1 0,40 0,15 0,70
2 0,86 0,2 0,60 0,3 0,87
4 0,94 0,4 0,71 0,6 0,94
0,8 0,81
[Tabla 8]
Proporcion de farmacos combinados (T-705:Zanamivir) Valor de IC al 50% de inhibicion
5:1 0,25

La administracion combinada de T-705 y zanamivir exhibia efectos inhibitorios sinérgicos mas excelentes sobre la
proliferacion del virus que los exhibidos por la administraciéon de un solo farmaco.

Como puede verse por los resultados, la administracion combinada de un derivado de pirazina representado por la
férmula general [1] o una sal del mismo y diversos inhibidores de la neuraminidasa exhibe actividades sinérgicas
contra el virus de la gripe y es efectiva para el tratamiento (v.g., terapia o prevencion) de la gripe.

Aplicabilidad industrial

Una composicién farmacéutica que contiene un derivado de pirazina o una sal del mismo y uno o mas inhibidores de
la neuraminidasa tiene potentes actividades sinérgicas contra el virus de la gripe y es util para el tratamiento (v.g.,
terapia o prevencion) de la gripe. La utilizacién de estos compuestos en combinacién es util para el tratamiento (v.g.,
terapia o prevencion) de la gripe.
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REIVINDICACIONES
1. Una composicién farmacéutica para tratar la infeccién por el virus de la gripe, que contiene un derivado de
pirazina representado por la siguiente férmula general o una sal del mismo y uno o mas inhibidores de la
neuraminidasa:

[Formula 1]

donde R’ y R? son iguales o diferentes y cada uno representa un atomo de hidrégeno o un atomo de halégeno y R®
representa un atomo de hidrégeno.

2. La composicién farmacéutica segun la reivindicacion 1, donde R' es un atomo de hidrogeno y R? es un atomo de
flaor.

3. La composicion farmacéutica segun la reivindicacion 1 6 2, donde el inhibidor de la neuraminidasa es oseltamivir o
zanamivir.

4. La composicion farmacéutica segun la reivindicacion 1 6 2, donde el inhibidor de la neuraminidasa es oseltamivir.
5. La composicion farmacéutica segun la reivindicacion 1 6 2, donde el inhibidor de la neuraminidasa es zanamivir.

6. Un derivado de pirazina representado por la siguiente férmula general o una sal del mismo y uno o mas
inhibidores de la neuraminidasa en combinacién para uso en el tratamiento de la infeccién por el virus de la gripe:

[Formula 2]

donde R’ y R? son iguales o diferentes y cada uno representa un atomo de hidrégeno o un atomo de halégeno y R®
representa un atomo de hidrégeno.

7. El derivado de pirazina segun la reivindicacion 6, donde R' es un atomo de hidrégeno y R? es un atomo de fltior.

8. El derivado de pirazina segun la reivindicacion 6 6 7, donde el inhibidor de la neuraminidasa es oseltamivir o
zanamivir.

9. El derivado de pirazina segun la reivindicacion 6 6 7, donde el inhibidor de la neuraminidasa es oseltamivir.

10. El derivado de pirazina segun la reivindicacion 6 6 7, donde el inhibidor de la neuraminidasa es zanamivir.
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