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METODOS Y COMPOSICIONES PARA TRATAR INFECCIONES POR POXVIRUS CON UNA 1, 4-
NAFTOQUINONA COMO PRINCIPIO ACTIVO

DESCRIPCION
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un método para tratar a un sujeto que tiene lesiones inducidas por virus de la piel
y/o membranas mucosas con compuestos farmacéuticos que contienen naftoquinona.

Antecedentes de la invencion

Las infecciones por virus humanos de familias de virus tales como Poxviridae, Papillomaviridae y Herpesviridae
pueden provocar lesiones de la piel y/o membranas mucosas.

Los poxvirus son miembros de la familia Poxviridae. El poxvirus virus del molusco contagioso (VMC) es un miembro
de la subfamilia Chordopoxvirinae, que también incluye el virus vaccinia. Se sabe que VMC infecta solo a seres
humanos. Aunque no existe un modelo de infeccion in vitro, los modelos in vivo usan ratones inmunodeficientes
trasplantados con piel humana y son de uso limitado para estudiar la infeccién por VMC.

El molusco contagioso (MC) es una infeccion benigna de la piel y las membranas mucosas provocada por VMC. La
mayoria de las personas con MC tienen multiples lesiones, que se inician como pequefas papulas que entonces se
agrandan hasta alrededor de 2-6 mm, pero raramente superan 1 cm de diametro. La mayoria de las lesiones se
solucionan sin formacion de cicatrices, pero pueden provocar molestias y/o picor. VMC es comun en todo el mundo y
es responsable de aproximadamente el 1% de los trastornos cutaneos en los EE.UU., y esta tasa de infeccion puede
aumentar hasta el 2-8% en nifios. Ademas, cuando se ubica alrededor del ojo, puede provocar una
queratoconjuntivitis toxica.

Hay cuatro tipos estrechamente relacionados de VMC, denominados VMC-1, VMC-2, VMC-3 y VMC-4. (Nakamura
et al.,, 1995). VMC-1 es lo mas comun en nifios, mientras que VMC-2 es observa mas a menudo en adultos y esta
asociado con transmision sexual. Hay también una mayor incidencia de infeccion por VMC en pacientes
inmunocomprometidos, tal como en el caso de SIDA y pacientes que se someten a quimioterapia.

Las lesiones por VMC individuales pueden desaparecer por si mismas y generalmente duran desde 6-8 semanas
hasta 2-3 meses. Sin embargo, a menudo se produce autoinoculacidon al rascarse, y la enfermedad puede
propagarse extendiendo la duracion de la infeccion hasta desde 8 meses hasta 18 meses (Tyring, 2003).

El uso de menadiona en un método para inhibir la replicacion de un virus de ARN, concretamente VHC, se conoce a
partir del documento US 2009/123447. VHC, en contraposicion a VMC, es un virus de ARN monocatenario que
provoca una infeccion sistémica con manifestaciones extrahepaticas, y requiere una terapia sistémica.

Ninguna opcién de tratamiento individual ha mostrado convincentemente ser eficaz hasta la fecha (van der Wouden
et al., 2009). Debe indicarse también que algunas opciones de tratamiento que pueden provocar la rotura de la piel
en o cerca de las lesiones también pueden propagar la infeccion adicionalmente. No obstante, debe buscarse un
tratamiento por los siguientes motivos: i) motivos médicos: hemorragia, infecciones secundarias, picor y molestias,
posible formacién de cicatrices, queratoconjuntivitis cronica o por ii) motivos sociales: cosméticos, verglienza, miedo
a la transmision a otras personas y exclusion social. Los médicos recomiendan tratar las lesiones en la zona genital
para impedir que se propaguen (Tyring 2003).

Los tratamientos actuales de MC incluyen opciones tanto quirdrgicas como médicas tal como sigue: Las opciones
quirdrgicas incluyen criocirugia, evisceracion, legrado, tratamiento con cintas adhesivas y laser de colorante pulsado.
Las opciones médicas incluyen: Podofilina y podofilox, cantaridina, disolucion de yodo y emplasto de acido salicilico,
tretinoina, cimetidina, hidroxido de potasio, imiquimod cidofovir, adapaleno, acido tricloroacético, una combinacién
de acido salicilico y acido lactico, interferon alfa intralesional, inyecciones tépicas de antigeno estreptococico y OK-
432.

La familia Papillomaviridae contiene el miembro virus del papiloma humano (VPH). Como todos los virus del
papiloma, los HPV establecen infecciones productivas sélo en queratinocitos de la piel o membranas mucosas.
Aunque la mayoria de los casi 200 tipos conocidos de VPH no provocan sintomas en la mayoria de las personas,
algunos tipos pueden provocar verrugas, mientras que otros, en una minoria de casos, pueden conducir a canceres.
Las verrugas son infecciosas y pueden autoinocularse y propagarse a otros individuos por contacto directo.

En casos muy raros, VPH puede provocar epidermodisplasia verruciforme en individuos inmunocomprometidos.
Actualmente no hay ningun tratamiento especifico para la infeccién por VPH.

Hay diversas terapias para el tratamiento de verrugas, pero ninguna se considera verdaderamente eficaz ya que
normalmente no pueden curar totalmente las lesiones y no previenen la reaparicién. Puede encontrarse una
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discusion de las terapias actualmente aceptadas en Gibbs (Gibbs et al. 2002; Gibbs et al. 2006). Recientemente, se
ha sometido a prueba imiquimod en verrugas con algun efecto terapéutico limitado (Baker et al. 2011).

Genital HPV Infection - CDC Fact Sheet”. Centers for Disease Control and Prevention (CDC). 10 de abril de 2008.
http://www.cdc.gov/std/VPH/STDFact-VPH.htm. Recuperado el 13 de noviembre de 2009 (verificado el 17 de octubre
de 2011).

Mayo CIinic.pom, Common warts, http:// www.mayoclinic.com/print‘commonwarts/
DS00370/DSECCION=all&kMETHOD=print (verificado el 17 de octubre de 2011).

HPV Vaccine Information For Young Women”. Centers for Disease Control and Prevention (CDC). 26 de junio de
2008. http://lwww.cdc.gov/std/hpv/STDFact-HPV-vaccine-young-women.htm. Recuperado el 13 de noviembre de
2009 (verificado el 17 de octubre de 2011).

American Cancer Society. “What Are the Risk Factors for Cervical Cancer?”. Archivado a partir del original el 19 de
febrero de 2008.

http://web.archive.org/web/20080219151934/http://www.cancer.org/docroot/CRI/content/CRI_2_4 2X What_are_the
_risk_factors_for_cervical_cancer_8.a sp. Recuperado el 21 de febrero de 2008 (verificado el 17 de octubre de
2011).

La familia Herpesviridae es otra familia de virus bien conocida que provoca lesiones de la piel y/o membranas
mucosas. El herpes simple de la familia Herpesviridae es una enfermedad viral provocada por el virus del herpes
simple tanto de tipo 1 (VHS-1) como de tipo 2 (VHS-2). La infeccién con el virus del herpes se clasifica en uno de
varios trastornos distintos basandose en el sitio de infecciéon. La infeccion comudn de la piel o la mucosa puede
afectar a la cara y la boca (herpes orofacial), los genitales (herpes genital) o las manos (panadizo herpético). Se
producen trastornos mas graves cuando el virus infecta y dafia el ojo (queratitis por herpes), o invade el sistema
nervioso central, dafiando el cerebro (encefalitis por herpes). El herpes oral, cuyos sintomas visibles se denominan
coloquialmente calentura o herpes labial, infecta la cara y la boca. El herpes oral es la forma mas comun de
infeccion. El herpes genital, conocido simplemente como herpes, es la segunda forma mas comun de herpes.

El herpes simple se transmite lo mas facilmente por contacto directo con una lesiéon o el fluido corporal de un
individuo infectado. También puede producirse transmisiéon a través del contacto piel a piel durante periodos de
diseminacion asintomatica.

Muchas infecciones virales cutaneas estan provocadas por el virus del herpes simple y, hasta la fecha, no se han
desarrollado curas o tratamientos adecuados para las infecciones virales, especialmente infecciones de la piel
debidas a herpes simple | y Il (Wilhelmus 2010). Una vez infectado, el virus permanece en el cuerpo durante toda la
vida. Pueden producirse infecciones recurrentes (brotes) de cuando en cuando, especialmente en momentos de
alteracion inmunitaria tal como VIH e inmunosupresién relacionada con cancer.

Por el momento no esta disponible ningun tratamiento topico eficaz de las lesiones de la piel y/o las membranas
mucosas tras la infeccion viral a través del virus del molusco contagioso, virus del papiloma humano o virus del
herpes simple.

Por tanto, sigue habiendo necesidades médicas no satisfechas significativas para el tratamiento topico eficaz de la
piel y/o membranas mucosas tras estas infecciones virales.

Sumario de la invenciéon

La presente invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente
eficaz de un compuesto de la familia de 1,4-naftoquinona para tratar a un sujeto que tiene una lesion inducida por
virus de la piel y/o membrana mucosa provocada por el virus del molusco contagioso, en la que dicho compuesto de
la familia de 1,4-naftoquinona se selecciona del grupo que comprende

i) menadiona o una sal de la misma, seleccionada del grupo que comprende bisulfito de menadiona, bisulfito de
menadiona dimetilpirimidol, bisulfito de menadiona sddica, bisulfito de menadiona nicotinamida, sal de tetrasodio de
difosfato de menadiona, fosfato de menadiona sédica, bisulfito de menadiona piridinol, epéxido de menadiona y
bisulfito de menadiona sddica trihidratada,

ii) naftoquinona o una sal de la misma, seleccionada del grupo que comprende bisulfito de naftoquinona, bisulfito de
naftoquinona dimetilpirimidol, bisulfito de naftoquinona sédica, bisulfito de naftoquinona nicotinamida, sal de
tetrasodio de difosfato de naftoquinona, fosfato de naftoquinona sédica, bisulfito de naftoquinona piridinol, epéxido
de naftoquinona y bisulfito de naftoquinona sédica trihidratada,

i) lawsona o una sal de la misma seleccionada del grupo que comprende bisulfito de lawsona, bisulfito de lawsona
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dimetilpirimidol, bisulfito de lawsona sédica, bisulfito de lawsona nicotinamida, sal de tetrasodio de disfosfato de
lawsona, fosfato de lawsona sédica, bisulfito de lawsona piridinol, epdxido de lawsona y bisulfito de lawsona soédica
trihidratada

iv) juglona o una sal de la misma seleccionada del grupo que comprende bisulfito de juglona, bisulfito de juglona
dimetilpirimidol, bisulfito de juglona sédica, bisulfito de juglona nicotinamida, sal de tetrasodio de difosfato de juglona,
fosfato de juglona sédica, bisulfito de juglona piridinol, epdxido de juglona y bisulfito de juglona sddica trihidratada

v) plumbagina o una sal de la misma seleccionada del grupo que comprende bisulfito de plumbagina, bisulfito de
plumbagina dimetilpirimidol, bisulfito de plumbagina sédica, bisulfito de plumbagina nicotinamida, sal de tetrasodio
de difosfato de plumbagina, fosfato de plumbagina sédica, bisulfito de plumbagina piridinol, epdxido de plumbagina y
bisulfito de plumbagina sédica trihidratada.

Ademas se da a conocer una composicion farmacéutica que se administra antes y/o de manera simultanea y/o tras
someterse a un segundo tratamiento quimico o mecanico.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 muestra el efecto inhibidor de menadiona y bisulfito de menadiona sobre la replicacion de virus vaccinia.
Los valores indican el promedio de 2 muestras.

La figura 2 muestra el efecto inhibidor de diversos compuestos de la familia de naftoquinona y otros agentes
seleccionados sobre virus vaccinia. Abreviaturas usadas: K1: vitamina K1, K2: vitamina K2, M: menadiona, MBS:
bisulfito de menadiona, BP: perdxido de benzoilo, CHP: hidroperéxido de cumeno, HP: peréxido de hidrégeno, t-
BHP: hidroperoxido de terc-butilo, DEM: maleato de dimetilo, DNCB: dinitroclorobenceno, DNFB:
dinitrofluorobenceno, MSA: acido mercaptosuccinico, D: dicumarol y HQ: hidroquinona.

La figura 3 representa la prueba de diversos agentes (BP: peréxido de bencilo), a las concentraciones indicadas por
triplicado de células HaCaT en placas de 96 pocillos.

Las figuras 4 A, B y C muestran el efecto inhibidor de diversas concentraciones de menadiona sobre la replicacion
de virus vaccinia en células Hela (figura 4A) y HaCaT (figura 4B). Efecto inhibidor de diversas concentraciones de
dicumarol sobre la replicacién de virus vaccinia en Hela (figura 4C).

La figura 5 muestra el efecto viricida directo de diversos compuestos de la familia de Naftoquinona y otros diversos
agentes sobre virus vaccinia (exposicion de 24 h): peroxido de benzoilo, dicumarol, dinitroclorobenceno,
dinitrofluorobenceno, vitamina K1, vitamina K2, menadiona (M es menadiona nueva, M* es menadiona mantenida a
TA durante 2 meses), bisulfito de menadiona y control.

Descripcion detallada de la invencién

En la presente invencion, se ha encontrado inesperadamente por primera vez que una composicion farmacéutica
que comprende un compuesto de la familia de 1,4-naftoquinona, una sal del mismo, o un metabolito activo de dicho
compuesto puede bloquear el crecimiento de poxvirus cuando se aplica a lesiones inducidas por virus.

Los compuestos de la familia de 1,4-naftoquinona se seleccionan del grupo que comprende menadiona (2-metil-1,4-
naftoquinona), naftoquinona (4a,8a-dihidronaftaleno-1,4-diona), lawsona (2-hidroxi-1,4-naftoquinona), juglona (5-
hidroxi-1,4-naftalenodiona) y plumbagina (5-hidroxi-2-metil-naftoquinona), o una sal de las mismas.

Un “metabolito activo”, tal como se usa en el presente documento, es un producto producido a través de
metabolismo en el cuerpo de un compuesto especificado, o sal del mismo, y que presenta la misma actividad
biolégica que el compuesto especificado.

Pueden identificarse metabolitos activos del compuesto de la familia de 1,4-naftoquinona de la invenciéon usando
técnicas de rutina conocidas en la técnica y determinarse sus actividades usando pruebas. Tales metabolitos
pueden resultar por ejemplo de la oxidacion, reduccion, hidrdlisis, amidacién, desamidacion, esterificacion,
desesterificacion, escision enzimatica, y similares, del compuesto de la invencién administrado. Por consiguiente, la
invencion incluye metabolitos activos de un compuesto de la invencion, incluyendo compuestos producidos mediante
un procedimiento que comprende poner en contacto un compuesto de esta invencién con un mamifero durante un
periodo de tiempo suficiente para producir un producto metabdlico del mismo. Tal metabolito también puede
producirse in vitro mediante oxidacién, reduccion, hidrélisis, amidaciéon, desamidacion, esterificacion,
desesterificacion o escisidon enzimatica del compuesto correspondiente, seleccionandose estos compuestos del
grupo que comprende menadiona (2-metil-1,4-naftoquinona), naftoquinona (4a,8a-dihidronaftaleno-1,4-diona),
lawsona (2-hidroxi-1,4-naftoquinona), juglona (5-hidroxi-1,4-naftalenodiona) y plumbagina (5-hidroxi-2-metil-
naftoquinona), o una sal de las mismas.
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A lo largo de toda la memoria, el término menadiona se aplica a y engloba también sus sales. El término sales de
menadiona incluye todas las formas de este compuesto, incluyendo pero sin limitarse a bisulfito de menadiona,
bisulfito de menadiona dimetilpirimidol, bisulfito de menadiona sddica y bisulfito de menadiona sédica trihidratada.

A lo largo de toda la memoria, el término naftoquinona se aplica a y engloba también sus sales. El término sales de
naftoquinona incluye todas las formas de este compuesto, incluyendo pero sin limitarse a bisulfito de naftoquinona,
bisulfito de naftoquinona dimetilpirimidol, bisulfito de naftoquinona sédica, bisulfito de naftoquinona nicotinamida, sal
de tetrasodio de difosfato de naftoquinona, fosfato de naftoquinona sdédica, bisulfito de naftoquinona piridinol,
epoxido de naftoquinona y bisulfito de naftoquinona sdédica trihidratada.

A lo largo de toda la memoria, el término lawsona se aplica a y engloba también sus sales. El término sales de
lawsona incluye todas las formas de este compuesto, incluyendo pero sin limitarse a bisulfito de lawsona, bisulfito de
lawsona dimetilpirimidol, bisulfito de lawsona sdédica, bisulfito de lawsona nicotinamida, sal de tetrasodio de
disfosfato de lawsona, fosfato de lawsona sédica, bisulfito de lawsona piridinol, epoxido de lawsona y bisulfito de
lawsona sddica trihidratada.

A lo largo de toda la memoria, el término juglona se aplica a y engloba también sales. El término sales de juglona
incluye todas las formas de este compuesto, incluyendo pero sin limitarse a bisulfito de juglona, bisulfito de juglona
dimetilpirimidol, bisulfito de juglona sédica, bisulfito de juglona nicotinamida, sal de tetrasodio de difosfato de juglona,
fosfato de juglona sédica, bisulfito de juglona piridinol, epéxido de juglona y bisulfito de juglona sédica trihidratada.

A lo largo de toda la memoria, el término plumbagina se aplica a y engloba también sus sales. El término plumbagina
sales incluye todas las formas de este compuesto, incluyendo pero sin limitarse a bisulfito de plumbagina, bisulfito de
plumbagina dimetilpirimidol, bisulfito de plumbagina sédica, bisulfito de plumbagina nicotinamida, sal de tetrasodio
de difosfato de plumbagina, fosfato de plumbagina sddica, bisulfito de plumbagina piridinol, epéxido de plumbagina y
bisulfito de plumbagina sédica trihidratada.

Por ejemplo, se ha encontrado por primera vez que la menadiona o una sal de la misma puede bloquear el
crecimiento de poxvirus cuando se aplica a lesiones inducidas por virus.

La técnica anterior ensefia diversos papeles primarios y secundarios de la menadiona como agente quimioterapico
experimental, y ademas ensefia su uso como micronutriente barato para ganado en muchos paises. También se
afaden formas de menadiona a algunos alimentos para mascotas como fuente de vitamina K. Se ha empleado
menadiona para la prevencion y el tratamiento de erupciéon cutanea, secundaria a terapia anti-EGFR, tal como
ensefan los documentos WO2006113479 y WO2009114745.

El uso de compuestos de la familia de 1,4-naftoquinona y en particular menadiona como tratamiento para VMC
nunca se habia sugerido ni puesto en practica hasta la fecha.

Tal como se usa en el presente documento, la frase “cantidad terapéuticamente eficaz” indica una cantidad de un
compuesto de la familia de 1,4-naftoquinona suficiente para reducir y eliminar finalmente las lesiones inducidas por
virus, y es menor que la cantidad que puede provocar efectos secundarios graves a través de toxicidad, por ejemplo.
La cantidad terapéuticamente eficaz es la requerida para proporcionar una razén de beneficio con respecto a riesgo
dentro del alcance de juicio sensato de algun experto en la técnica.

Tal como se usa en el presente documento, la frase “sujeto que tiene una lesion inducida por virus de la piel y/o
membranas mucosas” indica un paciente que tiene lesiones inducidas por VMC o lesiones inducidas por VPH o
lesiones inducidas por VHS de la piel y/o mucosa. En particular, las lesiones de la piel inducidas por VMC tienen el
caracter de papulas con forma de cupula que muestran una umbilicacion central, tienen 2-6 mm de diametro y
raramente superan 1 cm de diametro. Pueden estar presentes en grupos, o estar ampliamente diseminadas. Las
lesiones pueden ubicarse en cualquier lugar del cuerpo, con una predileccion por la cara, el tronco y las
extremidades en nifios, y por la ingle y los genitales en adultos. Preferentemente, el sujeto es animal. Lo mas
preferentemente, el sujeto es un ser humano.

Tal como se usa en el presente documento, la frase “portador farmacéuticamente aceptable” indica cualquier clase
de compuesto o formulacién no activo (por ejemplo cremas, locién o aceites), que facilitan el procesamiento del
principio activo (en este caso compuestos de la familia de 1,4-naftoquinona tales como pero sin limitarse a
menadiona) para dar formulaciones que pueden usarse farmacéuticamente. Para aplicaciones topicas pueden
usarse penetrantes adecuados en la formulacion. Tales penetrantes se conocen generalmente en la técnica.

En realizaciones que implican el tratamiento de MC, no se pone ninguna limitacion a las variantes genéticas de VMC
asociadas con las lesiones. VMC, un miembro de la familia de poxvirus, es uno de los virus mas grandes, soélo
ligeramente mas pequefio que las bacterias mas pequefias. Tiene un genoma de ADN complejo que se replica en el
citoplasma de células infectadas. No puede hacerse crecer en cultivo tisular o en huevos, y por este motivo, se
empled virus vaccinia como modelo de virus comparable en los estudios in vitro actuales. VMC se ha hecho crecer
en prepucio humano injertado sobre ratones atimicos pero no en otros animales de laboratorio. Los seres humanos
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son huéspedes para diversos tipos de poxvirus: Orthopoxvirus; que se asemeja a la viruela y vaccinia, y que son
ovoides, Parapoxvirus; que son virus de nédulos Orf y Mikers, que son de forma cilindrica, y un virus no clasificado,
con caracteristicas que son intermedias entre los dos anteriores. Estos tienen una estructura intermedia. Incluyen
VMC y tanapox. En 1996, se determind la estructura primaria y capacidad codificante de VMC Senkevich et al.,
1996), e incluye una region codificante para una proteina, que puede afectar al estado oxidativo de la célula
infectada (Shisler, 1998). El analisis del genoma de VMC ha revelado que codifica para aproximadamente 182
proteinas, muchas de las cuales tienen homdlogos directos en ortopoxvirus. El analisis de endonucleasas de
restriccion de los genomas por Nakamura et al. ha identificado 4 tipos (Nakamura et al., 1995). VMC 1 y VMC 11
tienen genomas de 185 kilobases y 195 kilobases respectivamente. VMC 111 y IV son muy raros. No se conoce la
relacion entre el tipo de virus y la morfologia de las lesiones o la distribuciéon anatémica.

La expresion “farmacéuticamente aceptable” se emplea en el presente documento en referencia a compuestos,
materiales, composiciones en formas farmacéuticas que estan dentro del alcance del juicio médico sensato, y
adecuados para su uso en contacto con la piel humana, sin provocar excesiva irritacion, toxicidad, respuesta
alérgica u otro problema o complicacion, que es acorde con una razén beneficio/riesgo aceptable.
Farmacéuticamente aceptable incluye todos los compuestos que son dermatolégicamente aceptables, tales como
cremas, aceites, lociones, geles y similares que contienen un compuesto de la familia de 1,4-naftoquinona y/o
cualquiera de sus analogos.

Generalmente, el principio activo de compuesto de la familia de 1,4-naftoquinona, por ejemplo menadiona, o una sal
de la misma, se formula con uno o mas portadores farmacéuticamente aceptables. Algunos ejemplos no limitativos
de tales portadores farmacéuticamente aceptables incluyen: azucares y almidones, gelatina, excipientes tales como
manteca de cacao, aceites, glicoles y glicerol.

Generalmente, el compuesto de la familia de 1,4-naftoquinona (por ejemplo menadiona, o una sal de la misma) en
las composiciones descritas en el presente documento puede formularse para aplicaciones tépicas portadores
farmacéuticos aceptables bien conocidos en las técnicas cosmética y farmacéutica.

En aspectos preferidos, las formulaciones de la invencién que comprende uno o mas de los principios activos
anteriores, componentes no activos, emulsionantes y aditivos biolégicos, deben ser de una forma y consistencia
tales que los principios activos del compuesto de la familia de 1,4-naftoquinona (por ejemplo menadiona, o una sal
de la misma) o cualquiera de sus analogos se conservan bien y son estables a lo largo del tiempo, es decir los
principios activos permanecen estables desde el punto de vista de la fabricacion (o mezclado por el usuario) hasta el
momento de uso. En aspectos preferidos adicionales, es deseable que los principios activos del compuesto de la
familia de 1,4-naftoquinona (por ejemplo menadiona, o una sal de la misma) o cualquiera de sus analogos
permanezcan sustancialmente dispersados de manera homogénea, o disueltos en la formulacion particular usada de
manera que es posible administrar o aplicar cantidades constantes de principios activos en funcién de la cantidad o
el volumen de la formulacién aplicada.

En una realizaciéon de esta invencion, el compuesto de la familia de 1,4-naftoquinona se formula como un formato
dermatolégicamente aceptable tal como, pero sin limitarse a, pomadas, linimentos, pastas, peliculas, hidrogeles y
otros geles, liposomas, vesiculas de transferosomas, cremas, lociones, balsamos, champus medicados, parches
dérmicos, parches transdérmicos, pulverizaciones transdérmicas, inyector de chorro o similares, adecuados para
aplicacion topica.

Pueden emplearse diversas cremas cutaneas en esta invencion. Una crema es una preparacion topica, usada
habitualmente para su aplicacion a la piel. Las cremas pueden considerarse productos farmacéuticos ya que incluso
las cremas cosméticas se basan en técnicas desarrolladas por la farmacia y se usan ampliamente cremas no
medicadas en una variedad de estados de la piel (dermatomas). El uso del concepto de unidad de punta del dedo
puede ser util para orientar cuanta crema topica se requiere para cubrir diferentes zonas. Las cremas son
emulsiones semisdlidas, y son mezclas de aceite y agua. Se dividen en dos tipos: cremas de aceite en agua (O/W)
que se componente de pequerias gotitas de aceites dispersadas en una fase acuosa continua, y cremas de agua en
aceite (W/O) que se componen de pequefias gotitas de agua dispersadas en una fase oleosa continua. Las cremas
de aceite en agua son mas comodas y cosméticamente aceptables ya que son menos grasientas y se eliminan por
lavado mas facilmente usando agua. Las cremas de agua en aceite son mas dificiles de manipular pero muchos
farmacos, que se incorporan en cremas, son hidréfobos y se liberaran mas facilmente a partir de una crema de agua
en aceite que de una crema de aceite en agua. Las cremas de agua en aceite son también mas humectantes ya que
proporcionan una barrera oleosa que reduce la pérdida de agua del estrato cérneo, la capa mas externa de la piel.

Las cremas son formas de dosificacion semisélidas que contienen una o mas sustancias farmacolégicas disueltas o
dispersadas en una base adecuada. Este término se ha aplicado tradicionalmente a semisdlidos que presentan una
consistencia relativamente fluida formulados como emulsiones de o bien agua en aceite (por ejemplo, crema fria) o
bien aceite en agua (por ejemplo, crema de aceténido de fluocinolona). Sin embargo, mas recientemente el término
se ha restringido a productos que consisten en emulsiones de aceite en agua o dispersiones microcristalinas
acuosas de acidos grasos de cadena larga o alcoholes que pueden lavarse con agua y son mas cosmética y
estéticamente aceptables.
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En realizaciones de esta invencién, se emplean concentraciones generales de entre el 0,01 y el 5% en peso del
producto farmacéutico, y son suficientes para el tratamiento de lesiones cutaneas inducidas por virus.

En particular, el tratamiento consiste en pintar las lesiones con un bastoncillo de algodén, aplicar una disolucion de
50 mM del compuesto de la familia de 1,4-naftoquinona (tal como menadiona) disuelto en DMSO a la punta de la
lesion. Tras 4 semanas, la piel era normal y sin cicatriz o alteracion del color.

En el caso de tratamientos conjuntos, por ejemplo con dicumarol, se consideraran adecuadas concentraciones del
0,1% al 10% en peso. En el caso de tratamientos conjuntos, por ejemplo con vitamina C, se consideran
concentraciones del 0,1 - 5% en peso, preferiblemente en concentraciones de desde el 0,5 - 3% en peso, lo mas
preferiblemente desde el 1 hasta el 2%.

La presente invencion también contempla llevar a cabo el método de administraciéon de un compuesto de la familia
de 1,4-naftoquinona de la invencion (tal como menadiona) con una segunda terapia dirigida a tratar la lesion
inducida por virus. En algunos aspectos de la invencion, la segunda terapia puede administrarse al mismo tiempo
que el tratamiento con compuesto de la familia de 1,4-naftoquinona (tal como menadiona); en otros aspectos puede
administrarse antes o después del tratamiento con compuesto de la familia de 1,4-naftoquinona (tal como
menadiona).

En aln otro aspecto de esta invencion, el segundo tratamiento puede ser de origen mecanico, tal como legrado,
excision, cirugia, crioterapia, tratamiento con laser, tratamiento con cintas adhesivas, etc. En otros aspectos, el
segundo tratamiento puede ser de naturaleza mecanica, tal como acido tricloroacético, acido salicilico.

En una realizacion adicional de esta invencion, puede emplearse ventajosamente en esta invencion una
combinacién de compuesto de la familia de 1,4-naftoquinona de la invencién (tal como menadiona), dicumarol y
vitamina C. Los compuestos adicionales que pueden emplearse ventajosamente en esta invencion incluyen, pero no
se limitan a compuestos que pueden interferir directa o indirectamente con mecanismos de proteccién celular contra
el estrés oxidativo. Tales compuestos incluyen, pero no se limitan a agentes tales como maleato de dimetilo, forona
y butioninasulfoxamina en concentraciones del 0,1 - 5% en peso, preferiblemente en concentraciones de desde el
0,5 - 3% en peso, lo mas preferiblemente desde el 1 hasta el 2%.

Ejemplos
Ejemplo 1 Datos clinicos
Tratamiento de un paciente:

Una paciente femenina de 11 afios de edad, tratada previamente para la infeccién por molusco contagioso con
legrado, tuvo dos reapariciones de molusco contagioso. En cada caso, se trataron varias lesiones tempranas, que
estaban en la regién del codo o la region de la mandibula inferior respectivamente, de una a dos veces al dia
durante 5 dias consecutivos. El tratamiento consistié en pintar las lesiones con un bastoncillo de algodén, aplicar
una disolucién de menadiona 50 mM disuelta en DMSO a la punta de la lesion. Tras 4 semanas, la piel era normal y
sin cicatriz o alteracion del color. Las concentraciones de menadiona, sus analogos y compuestos adicionales
usados en esta invencion se indican a continuacion:

En realizaciones de esta invencion, se emplean en general concentraciones de entre el 0,01 y el 5% en peso del
producto farmacéutico, y son suficientes para el tratamiento de lesiones cutaneas inducidas por virus. En el caso de
tratamientos conjuntos, por ejemplo con dicumarol, se consideraran adecuadas concentraciones del 0,1% al 10% en
peso. En el caso de tratamientos conjuntos, por ejemplo con vitamina C, en concentraciones del 0,1 - 5 % en peso.
En una realizacion adicional de esta invencion, puede emplearse ventajosamente en esta invencion una
combinaciéon de menadiona, dicumarol y vitamina C. Los compuestos adicionales que pueden emplearse
ventajosamente en esta invencion incluyen, pero no se limitan a compuestos que pueden interferir directa o
indirectamente con mecanismos de proteccion celular contra estrés oxidativo. Tales compuestos incluyen, pero no
se limitan a agentes tales como maleato de dimetilo, forona y butioninasulfoxamina en concentraciones del 0,1 - 5%
€en peso.

Modelo in vitro
Protocolos experimentales

Puesto que no se ha mostrado que VMC se replique en cultivo celular, se ha usado el virus vaccinia relacionado
como modelo in vitro.

Los experimentos sometieron a prueba el efecto de diversos compuestos sobre la infectividad de virus vaccinia.

Los compuestos o bien se preincubaron con virus antes de la infeccion de monocapas de células, o bien se
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afiadieron a monocapas infectadas tal como se describe a continuacién. La formacién de placas de virus fue la
lectura para estos experimentos.

La preparacion de la cepa de virus vaccinia WR, y la descripcion de un ensayo de placas para cuantificar virus se
describen en Earl et al., 2007.

Se midio la toxicidad de compuestos de prueba sobre monocapas de células no infectadas usando el colorante de
tetrazolio convencional MTT.

Ejemplo 2

Protocolo experimental

Efecto inhibidor de menadiona y bisulfito de menadiona sobre la replicaciéon de virus vaccinia. Se infectaron
monocapas de células Ha-Cat y Hela en una placa de 96 pocillos con 1000 UFP (unidades formadoras de placas) de
virus vaccinia WR.

Tras 1 h, se anadié menadiona o bisulfito de menadiona a las concentraciones indicadas.

Tras 1 dia, se sometieron las placas a 3 ciclos de congelacion descongelacion, se recogio el sobrenadante y se
proceso para la titulacion de virus vaccinia.

Los valores indican el promedio de 2 muestras.

Resultados

Figura 1. Cuando se someten a prueba en 2 lineas celulares de queratinocitos humanos establecidos, menadiona y
bisulfito de menadiona redujeron la progenie del virus de una manera dependiente de la dosis en ambas lineas
celulares. A una concentracion de 28 um/ml, los rendimientos de virus vaccinia se redujeron en un factor > 10, en
comparacion con los controles.

Ejemplo 3

Protocolo experimental

Se preincubaron duplicados de 100 ul de virus vaccinia en pocillos de una placa de 96 pocillos con 100 pl de 1 mM
(la concentracion de incubacion final es 500 mM) de compuestos seleccionados.

Tras una incubacién de 4 h en dichos agentes, se diluyo virus vaccinia 1000 veces y se afiadié a cultivos en
monocapa de BS-C-1 en placas de 24 pocillos para cuantificar la formacién de placas de virus como medida de las
particulas de virus infecciosas restantes.

Compuestos usados: K1: vitamina K1, K2: vitamina K2, M: menadiona, MBS: bisulfito de menadiona, BP: peroxido
de benzoilo, CHP: hidroperdxido de cumeno, HP: perdxido de hidrégeno, t-BHP: hidroperdxido de terc-butilo, DEM:
maleato de dimetilo, DNCB: dinitroclorobenceno, DNFB: dinitrofluorobenceno, MSA: acido mercaptosuccinico, D:
dicumarol, HQ: hidroquinona.

Resultados

Figura 2. La preincubacién de virus vaccinia con una serie de compuestos tal como se indica redujo de manera

variable la infectividad del virus, cuando se cuantifica en monocapas infectadas posteriormente de la linea celular
indicadora BS-C-1.

Ejemplo 4
Protocolo experimental

Prueba de diversos agentes (BP: perdxido de benzoilo), la figura 3 representa, a las concentraciones indicadas por
triplicado de células HaCaT en placas de 96 pocillos (figura 3).

- Toxicidad sobre las células (lado izquierdo del panel): Se expusieron monocapas de células a agentes tal como se
indica, y 1 dia mas tarde, se analiz6 la viabilidad celular mediante un ensayo de MTT convencional (la DO de control
era de entre 1,15y 1,3).

- Inhibicion de la replicacion de virus vaccinia (lado derecho del panel): Se infectaron monocapas de HaCaT con
1000 UFP de virus vaccinia. Tras 2 h, se afiadieron los agentes tal como se indica. Un dia mas tarde, se sometieron
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las placas a 3 ciclos de congelacion descongelacién y se recogieron los pocillos individualmente. Entonces se tituld
el virus segun procedimientos de titulacion de virus convencionales.

Resultados

Figura 3. Esta figura representa el efecto dependiente de la dosis de los compuestos indicados, usados a
concentraciones especificas sobre dos parametros relevantes: i) inhibicion del virus (panel izquierdo) vy ii) toxicidad
celular (panel derecho). Mientras que la hidroquinona a las concentraciones mostradas no tuvo efecto sobre la
toxicidad celular o la replicacion del virus, BP, dicumarol y bisulfito de menadiona muestran toxicidad celular e
inhibicién de la replicacion del virus dependiente de la dosis.

Ejemplo 5
Protocolo experimental

Se sembraron 2x10* células Hela o 1x10* HaCaT en placas de 96 pocillos y se incubaron las placas durante 2 dias.
Para estudios de toxicidad, se incubaron las células en presencia de agente a la concentracion indicada. Tras 1 dia,
se realizd un ensayo de MTT convencional y se midié la densidad optica. Para estudios de infeccion de virus, se
infectaron monocapas de células por triplicado con 1000 UFP de virus vaccinia en presencia de agente a las
concentraciones indicadas, y se afiadieron 2 h después de afadirse el virus a las células. Se recogieron pocillos
individuales tras 1 dia. Se cuantifico el virus en un ensayo de placas convencional en células BS-C-1.

Resultados

Figuras 4 A, By C. En este caso, se somete a prueba menadiona en 2 lineas celulares de queratinocitos humanos a
diversas concentraciones para determinar i) la inhibicién la replicacion de virus vaccinia (panel izquierdo) vy ii) la
toxicidad celular (panel derecho). De manera similar, se somete a prueba dicumarol en células Hela. Se manifiesta
un efecto dependiente de la dosis en ambos sistemas de prueba. Un efecto deseable seria i) una fuerte inhibicion de
la replicacion del virus y ii) un efecto limitado sobre la viabilidad celular. De hecho, en los tres entornos y a una
concentracion de 25 uM, los compuestos de prueba muestran una fuerte inhibicion de la replicacion del virus (> 20x),
y s6lo un efecto limitado sobre la viabilidad celular (< 30%).

Ejemplo 6
Protocolo experimental
Efecto viricida directo de diversos agentes sobre virus vaccinia (exposicion de 24 h)

Se incubaron muestras por triplicado de virus vaccinia en una placa de 96 pocillos con agentes a una concentracion
final de 50 uM durante 24 h a 37°C. Tras la incubacion, se diluy6 el virus 1000 veces y se cuantificé en un ensayo de
placas de BS-C-1 de 24 pocillos convencional.

Los diversos agentes usados fueron los siguientes: BP: peroxido de benzoilo, D: dicumarol, DNCB:
dinitroclorobenceno, DNFB: dinitrofluorobenceno, K1: vitamina K1, K2: vitamina K2, menadiona (M es menadiona
nueva, M* es menadiona mantenida a TA durante 2 meses), MBS: bisulfito de menadiona y control.

Resultados

Figura 5. En este caso, se cuantifica el efecto viricida directo de agentes seleccionados a una concentracion de
50 mM sobre virus vaccinia en un ensayo de infectividad. Aunque la mayoria de los compuestos sometidos a prueba
tienen efectos marginales sobre la infectividad del virus, el peroxido de bencilo redujo la infectividad hasta casi la
mitad (reduccion del 43%), y MBS inactivé el 95% del virus infeccioso.
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REIVINDICACIONES

Composicién farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de la
familia de 1,4-naftoquinona para su uso en el tratamiento de una lesién inducida por virus de la piel y/o
membrana mucosa provocada por virus del molusco contagioso en un sujeto, en la que dicho compuesto
de la familia de 1,4-naftoquinona se selecciona del grupo que comprende

i) menadiona o una sal seleccionada del grupo que comprende bisulfito de menadiona, bisulfito de
menadiona dimetilpirimidol, bisulfito de menadiona sédica, bisulfito de menadiona nicotinamida, sal de
tetrasodio de difosfato de menadiona, fosfato de menadiona sddica, bisulfito de menadiona piridinol,
epoxido de menadiona y bisulfito de menadiona sddica trihidratada,

ii) naftoquinona o una sal seleccionada del grupo que comprende bisulfito de naftoquinona, bisulfito de
naftoquinona dimetilpirimidol, bisulfito de naftoquinona sédica, bisulfito de naftoquinona nicotinamida, sal de
tetrasodio de difosfato de naftoquinona, fosfato de naftoquinona sddica, bisulfito de naftoquinona piridinol,
epoxido de naftoquinona y bisulfito de naftoquinona sdédica trihidratada,

iii) lawsona o una sal seleccionada del grupo que comprende bisulfito de lawsona, bisulfito de lawsona
dimetilpirimidol, bisulfito de lawsona sdédica, bisulfito de lawsona nicotinamida, sal de tetrasodio de
disfosfato de lawsona, fosfato de lawsona sédica, bisulfito de lawsona piridinol, epéxido de lawsona y
bisulfito de lawsona sddica trihidratada

iv) juglona o una sal seleccionada del grupo que comprende bisulfito de juglona, bisulfito de juglona
dimetilpirimidol, bisulfito de juglona sédica, bisulfito de juglona nicotinamida, sal de tetrasodio de difosfato
de juglona, fosfato de juglona sddica, bisulfito de juglona piridinol, epéxido de juglona y bisulfito de juglona
sadica trihidratada

v) plumbagina o una sal seleccionada del grupo que comprende bisulfito de plumbagina, bisulfito de
plumbagina dimetilpirimidol, bisulfito de plumbagina sddica, bisulfito de plumbagina nicotinamida, sal de
tetrasodio de difosfato de plumbagina, fosfato de plumbagina sddica, bisulfito de plumbagina piridinol,
epoxido de plumbagina y bisulfito de plumbagina sédica trihidratada.

Composicion farmacéutica para su uso segun la reivindicacion 1, en la que dicho compuesto de la familia de
1,4-naftoquinona, o dicha sal se administra por via topica.

Composicion farmacéutica para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que el
sujeto es un ser humano.

Composicion farmacéutica para su uso segun la reivindicacion 1, en la que dicha composicion farmacéutica
esta en el formato de pomadas, linimentos, pastas, peliculas, hidrogeles, liposomas, vesiculas de
transferosomas, cremas, lociones, balsamos, champus medicados, parches dérmicos, parches
transdérmicos, pulverizaciones transdérmicas, inyector de chorro o similares, adecuados para aplicacion
topica.

Composicion farmacéutica para su uso segun la reivindicacion 1, que comprende al menos un compuesto
farmacéuticamente aceptable adicional seleccionado del grupo que comprende dicumarol, maleato de
dimetilo, forona, butioninasulfoxamina o vitamina C.

Composicion farmacéutica para su uso segun la reivindicacion 1, en la que dicha composicion farmacéutica
se administra antes y/o de manera simultanea y/o tras someterse a un segundo tratamiento quimico o
mecanico.

Composicion farmacéutica para su uso segun la reivindicacion 6, en la que el segundo tratamiento
mecanico se selecciona del grupo de legrado, evisceracion, excision, crioterapia, tratamiento con laser o
tratamiento con cintas adhesivas.

Composicién farmacéutica para su uso segun la reivindicacion 6, en la que el segundo tratamiento quimico
se selecciona del grupo de acido tricloroacético o acido salicilico.
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Figura 1A
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Figura 2

Exposicion de virus vaccinia de 4 h a diversos agentes
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Figura 3
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Figura 4A

Efecto de menadiona sobre células Hela
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Figura 4C

Efecto de dicumarol sobre células Hela
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La menadiona inhibe la replicacion

Efecto de menadiona sobre células HaCaT

de wirus vaccinia en HaCat
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