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DESCRIPCION
Inhibidores de matriptasa y usos de los mismos contra infecciones por ortomixovirus
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a la prevencion y/o tratamiento de infecciones por ortomixovirus (por ejemplo,
infeccion por gripe).

Antecedentes de la invencion
Gripe - introduccion

La gripe es una enfermedad respiratoria altamente contagiosa causada por el virus de la gripe. Las infecciones
respiratorias por gripe, y en particular la gripe A debido a su continua evolucion antigénica, tienen el potencial de
conducir a pandemias mortales (por ejemplo, 1918, 1957 y 1968). En la historia reciente, sucesos tales como los de
Hong Kong en 1997, SARS en 2003, asi como la transmision de la gripe aviar H5N1 directamente a los seres
humanos, subrayan el alcance y la gravedad de las consecuencias asociadas a las infecciones de ese tipo. De
hecho, de acuerdo con la OMS hay de 3 a 5 millones de casos graves de gripe cada afo y de 250 000 a 500 000
muertes por el virus. El virus de la gripe, que pertenece a la familia ortomixovirus, esta envuelto y contiene 8
segmentos de ARN monocatenario que codifican de 10 a 12 proteinas. Aunque existen tres tipos de virus de gripe
(A, By C), solo los tipos A y B causan enfermedades significativas en seres humanos, siendo los virus de tipo A los
mas problematicos. Los virus de gripe de tipo A son responsables de la mayoria de las epidemias estacionales y se
clasifican en subtipos de acuerdo con las glicoproteinas de superficie: hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA). El
virus de la gripe elude el sistema inmune del hospedador al experimentar una evolucién antigénica continua a través
de los procesos denominados « deriva » y « desplazamiento » antigénicos. La deriva antigénica es la evolucion de
cepas virales a través de mutaciones frecuentes entre los sitios de union de anticuerpo de antigenos de superficie
que conducen a la aparicion de nuevas variantes no reconocidas adecuadamente por el sistema inmune del
hospedador. El desplazamiento antigénico es la razén por la cual, cada temporada, es necesario identificar y
predecir las cepas mas probables que circularan para producir las vacunas mas apropiadas para las vacunas
anuales. El desplazamiento antigénico es el resultado de la reasignacion del material genético de las cepas en
circulacion, lo que lleva a la sustitucion de las glicoproteinas de superficie HA y, con menor frecuencia, de NA, lo que
a su vez conducira a la aparicion de epidemias graves e incluso pandemias (1). Un escenario de este tipo es posible
para el virus aviar H5N1 que tiene una tasa de mortalidad de un 50-60 % y el componente H5 del que nunca que ha
circulado en la poblacion humana. Dado que los nuevos virus generados a través de un desplazamiento antigénico
también experimentan deriva antigénica, esto significa que, en el caso del virus H5N1, esto podria conducir a una
transmision eficaz de ser humano a ser humano y, por lo tanto, a una pandemia.

A diferencia de los antigenos de superficie, las proteinas internas del virus no soportan las mismas presiones
mutacionales y siguen siendo mas conservadas entre cepas. Durante la respuesta inmune celular adaptativa del
hospedador, los linfocitos T CD8 eliminan las células epiteliales infectadas a través de un proceso que involucra
perforina, granzimas y citoquinas tales como TNF-a e IFNy. Aunque no proporciona inmunidad esterilizante, como lo
hace la respuesta humoral, la respuesta celular reduce de forma significativa los titulos virales de los pulmones.
Ademas, a diferencia de la respuesta humoral que es ineficaz contra virus que portan antigenos de superficie
mutados, la respuesta celular reconoce epitopos internos que tienden a estar conservados entre las cepas viricas.
Se ha demostrado, tanto experimental como clinicamente, que el virus de la gripe evade facilmente la respuesta
humoral del hospedador a sus antigenos de superficie gracias a sus caracteristicas mutacionales particulares.

En la actualidad estan disponibles dos clases de farmacos antigripales: inhibidores del canal M2 viral (por ejemplo,
amantadina y rimantadina) e inhibidores de la neuraminidasa viral (por ejemplo, zanamivir y oseltamivir) (2). Los
inhibidores del canal M2 viral interactuan directamente con el canal i6nico M2 viral que participa en la acidificacion y
la desencapsulacion del virus en los endosomas celulares, y la neuraminidasa viral permite el desprendimiento de
viriones nacientes. Se ha demostrado que la direccién a proteinas virales es una estrategia eficaz. Sin embargo,
debido a las caracteristicas mutacionales del virus de la gripe y al uso generalizado de farmacos antivirales, la
resistencia se ha convertido en un problema importante (2, 3). Como resultado, ya no se recomiendan inhibidores del
canal y unico M2 para el tratamiento profilactico de la gripe. Ademas, de acuerdo con el Centro para el Control de
Enfermedades, casi todas las cepas circulantes en la actualidad de gripe A H3N2 son resistentes a la amantadina y
casi todas las cepas H1N1 A circulantes son resistentes al oseltamivir (Tamiflu™). Afortunadamente, la mayoria de
las cepas de gripe A H1N1 que surgen a partir de la pandemia de 2009 son susceptibles al farmaco, aunque se han
aislado varias cepas resistentes de este virus. Por lo tanto, el direccionamiento a los mecanismos celulares del
hospedador que son fundamentales para la entrada, sintesis de proteinas, maduracion y replicacién del virus de la
gripe, proporciona una estrategia alternativa interesante que puede evitar potencialmente el problema de la
resistencia.

La proteina hemaglutinina (HA) desempefia un papel esencial en la union y en la entrada en células hospedadoras
durante el proceso de infeccién del virus. La hemaglutinina (HA) se une a los acidos sialicos monosacaridos que
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estan presentes en la superficie de sus células hospedadoras diana. A continuacion la membrana celular envuelve el
virus a través de endocitosis y forma endosomas. La afinidad de unién de un tipo de virus de la gripe a los acidos
sialicos en células epiteliales del sistema respiratorio, por lo general en la nariz, faringe, traquea, bronquios,
bronquiolos, alvéolos y pulmones de mamiferos e intestinos de aves, puede afectar a la capacidad del virus para
infectar a la especie y a la capacidad de propagarse entre diferentes individuos.

La gripe HA se sintetiza como un Unico precursor de proteina denominado HAO y, dado que el virus no codifica
ninguna proteasa, se requieren proteasas de la célula hospedadora para la escisién de HAO en las subunidades HA1
y HA2. Esta escision es necesaria para que la proteina cambie la conformacién en las condiciones acidas en el
endosoma (9, 10). Este cambio en la conformacion de la proteina expone al péptido de fusién hidréfobo localizado
en la subunidad HA2 (11, 12). Esto permite que el virus se fusione con la célula hospedadora. Las proteinas
hemaglutinina de los virus de la gripe aviar patdgena se caracterizan por sitios de escision multibasicos que
contienen secuencias de reconocimiento de tipo furina RXXR (13, 14). Dado que algunas proteasas de tipo
subtilisina tales como furina u otras proproteinas convertasas estan extendidas, la glicoproteina HA de los virus
aviares utiliza multiples tejidos y sitios para su activacion y permite la infeccion y la replicacion de estos virus en
muchos tipos de células (pantropicidad) (14). Una de las manifestaciones graves del virus de la gripe aviar es una
encefalitis potencialmente mortal. Por otro lado, la glicoproteina HA de virus no aviares no tiene el sitio polibasico de
reconocimiento de furina. Estos virus tienen sitios de escision monobasicos reconocidos por otras proteasas (por
ejemplo, TTSP) del hospedador (14).

Sumario de la invenciéon

En los estudios que se describen en el presente documento, los inventores han mostrado la proteasa matriptasa
transmembrana de tipo Il (también conocida como ST14 o TMPRSS14) es capaz de escindir y activar la gripe HA. El
ARNm de la matriptasa se identificé en varias células epiteliales del sistema respiratorio humano asi como en un
extracto de ARN de pulmones humanos sanos. Ademas, los inventores han demostrado que la proteina matriptasa
se expresa en lineas de células epiteliales humanas del sistema respiratorio. La adicién de matriptasa a células de
Rifién Canino de Mandin-Darby (MDCK), (que no permiten la replicacion de la gripe en muiltiples ciclos sin una
proteasa exdgena tal como ftripsina), estimula la formacién de placas virales, indicando de ese modo que la
matriptasa es capaz de activar HA y estimula la replicacion de la gripe en multiples ciclos en estas células. Ademas,
usando tecnologia de ARN de interferencia se mostré que la matriptasa que se dirige a los ARNsi bloqueando de
forma significativa la replicacion de la gripe en una linea de células epiteliales humanas que puede estimular la
replicacion de la gripe sin adicion de enzima exdgena. Ademas, los inventores han generado una clase inhibidores
de matriptasa potentes y selectivos que poseen un "elemento de inmovilizacion de serina" (por ejemplo, un resto de
cetobenzotiazol) que bloquear la actividad de matriptasa inhibiendo de ese modo la activacion de HA y la replicacion
de la gripe en células epiteliales de las vias respiratorias humanas.

De acuerdo con un primer aspecto de la presente invencion, se proporciona un compuesto de formula (1):

4 O
H
N
Hg\y( ‘R[J\Nﬁ
0 Rs (1)

o una sal, hidrato, solvato, o esterecisémero farmacéuticamente aceptable del mismo, en la que R12 es NHRy7; en el
que Ry es

Ra
R(H,
0 3
R+ es H, NH; o NHRy; en el que Ry es un alquilo, arilo, (C=0)-alquilo, (C=0)-arilo, SO;-alquilo o SOz-arilo;

R2 y Rs son independientemente -CH2-Rg 0
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en el que Rs es (CH2)n-NH(C=NH)NH-R14 en la que,
nesde1a43;

mesde0a 3;

R10 es -C(=NH)-NH, NHz o NH alquilo; y

Ri4 es H;

R3 es un alquilo lineal; un alquilo sustituido con (CO)NH,, (CO)OH, NH2, NHCO-alquilo, NHCO-arilo, NHSO»-alquilo,
NHSO,-arilo o heteroarilo; o un arilo o un arilo sustituido;
y R4 es un alquilo, un arilo, a alquilo sustituido, o un arilo sustituido;

K
My
.....{f —-H” 1
Re es , CF3, CO,H, CONH-alquilo, CONH-arilo o CONH-aminoacido;

enlos que W, X, Y yZ son |ndepend|entemente N o CH; V y U son independientemente O, NH, NCH3 0 S;
R11 es H, CO2H, CONH-alquilo, CONH-arilo, arilo, heteroarilo.

En una realizacién especifica,

(i) Ry es -H o -NHy;

”Y“‘*z_ ]
r)[\!} 10
{
(i) Roes
(i) m es 1;
(iv) W es CH;
(v) X es CH;
(vi) Y es CH;

(vii) R1p es -C(=NH)NH_; o
(viii) cualquier combinacion de (i) a (vii).

En otra realizacion especifica,

(i) Ry es -NHy;

(ii) Rz es -CHz-Res;

(iii) R3 es un alquilo sustituido;
(iv) R4 es un alquilo;

(v) Rs es -CH2-Rs;

(v) Rs es v W
(Vi) Rs es -(CH2)3NH(C=NH)NH2;

(vii) W es CH;

(viii) X es CH;

(ix) Y es CH;

(x) Zes CH;

(xi)V es S;

(xii) R11 es H; o

(xiii) cualquier combinacion de (i) a (xii).

R3 es un alquilo sustituido, que esta sustituido con (CO)NHz, (CO)OH, NHz, NHCO-alquilo, NHCO-arilo, NHSO,-
alquilo, NHSOz-arilo o heteroarilo. En otra realizacién especifica, R3 es un alquilo de Cy a Cs sustituido. En otra
realizacion especifica, Rz es un alquilo de Cq a C3 sustituido. En otra realizacion especifica, Rz es -(CH2).C(=O)NH..
En otra realizacion especifica, R4 es un alquilo de C1 a Cs. En otra realizaciéon especifica, R4 es un alquilo de Cq a Cs.
En otra realizacion especifica, R4 es -CHa. En otra realizacion especifica, Rz y Rs quien en la configuracion (S).

En otra realizacién especifica, el compuesto tiene la férmula (1.1):
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Re y O
M
R
0O R
en la que

R12 es NHRy7, en el que Ry es

R, 4 O
e
Ra

o

y

en el que Ry, Ry, Rs3, R4, Rs, R, Rs, R1o, R11 ¥y Rz son como se definen en una cualquiera de las reivindicaciones.
R, 4 O
¢ )YN\_,J-L
i i
O Ha
En otra realizacion especifica, el compuesto tiene la formula (3):

H,N. _NH

HoN ’ré*NH

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencién, se proporciona una composicién que comprende el
compuesto de la presente invencion, y

(a) un agente terapéutico adicional para el tratamiento o la prevencion de una infeccion por ortomixovirus y/o
sintomas asociados;
(b) un excipiente farmacéuticamente aceptable; o
(c) una combinacion de (a) y (b).
En una realizacion especifica, dicha infeccion por ortomixovirus es una infeccion por gripe.

En otra realizacion especifica, dicho agente terapéutico adicional es un inhibidor del canal i6bnico M2 viral o un
inhibidor de neuraminidasa.

En ofra realizacion especifica, dicho agente terapéutico adicional es Tamiflu™ (oseltamivir), Relenza™ (zanamivir),
laninamivir, peramivir, amantadina, rimantadina, ribavirina, vitamina C, Cold Fx™, equinacea, ginseng o cualquier
combinacioén de los mismos.

En otra realizacion especifica, la composicion se formula para administracion directa en los pulmones.

En otra realizacion especifica, la composicion es para su administracion con un inhalador o nebulizador.

De acuerdo con otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un método para inhibir la actividad de matriptasa
en una célula, que comprende poner en contacto la célula con una cantidad eficaz de: (i) un compuesto como se
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define en el presente documento; o (ii) una composicion como se define en el presente documento; a través del cual
dicha actividad de matriptasa se inhibe. En una realizacion especifica, dicha célula es una célula epitelial del sistema
respiratorio.

De acuerdo con otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un uso de un inhibidor de matriptasa, o una
composicion que comprende dicho inhibidor, para el tratamiento o la prevenciéon de una infeccién por ortomixovirus
en un sujeto.

De acuerdo con otro aspecto, la presente invencién proporciona un inhibidor de matriptasa, o una composiciéon que
comprende dicho inhibidor, para el tratamiento o la prevencion de una infeccién por ortomixovirus en un sujeto.

Dicho inhibidor de matriptasa es un compuesto como se define en el presente documento. Dicha composicion es una
composicion como se define en el presente documento.

De acuerdo con otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un uso de (i) un compuesto como se define en el
presente documento; o (ii) una composicion como se define en el presente documento, para inhibir la actividad de
matriptasa en una célula.

De acuerdo con otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un uso de (i) un compuesto como se define en el
presente documento; o (ii) una composicién como se define en el presente documento, para la preparacion de un
medicamento para inhibir la actividad de matriptasa en una célula. En una realizacién especifica, dicha célula es una
célula epitelial del sistema respiratorio.

De acuerdo con otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un inhibidor de matriptasa, o una composiciéon que
comprende dicho inhibidor, para el tratamiento o la prevencién de una infeccién por ortomixovirus en una célula.

De acuerdo con otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un inhibidor de matriptasa, o una composiciéon que
comprende dicho inhibidor, para la preparacién de un medicamento para el tratamiento o la prevenciéon de una
infeccion por ortomixovirus en una célula. En una realizacion especifica, dicho inhibidor de matriptasa es un
compuesto como se define en el presente documento. En otra realizacién especifica, dicha composicién o
medicamento es una composicidon como se define en el presente documento. En otra realizacién especifica, dicho
inhibidor de matriptasa es uno o mas de los compuestos que se representan en las Tablas 2 a 6. En otra realizacion
especifica, dicho inhibidor de matriptasa es un anticuerpo que reconoce de forma especifica el dominio catalitico de
matriptasa. En otra realizacién especifica, dicho anticuerpo que reconocer de forma especifica al dominio catalitico
de matriptasa comprende la secuencia de CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena ligera y/o o pesada que se define en la
Tabla 1. En otra realizacion especifica, dicho anticuerpo que reconoce de forma especifica al dominio catalitico de
matriptasa comprende la secuencia de la cadena ligera y/o es a la que se define en la Tabla 1. En otra realizacion
especifica, dicho inhibidor de matriptasa es un agente de ARN de interferencia que disminuye la expresion de
matriptasa. En otra realizaciéon especifica, dicho agente de ARN interferencia es un ARNsi. En otra realizacion
especifica, la infeccion por ortomixovirus es una infeccion por gripe. En otra realizacion especifica, la infeccion por
gripe es una infeccion por gripe de tipo A.

De acuerdo con otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un compuesto como se define en el presente
documento, o la composicién como se define en el presente documento, para inhibir la actividad de matriptasa en
una célula.

De acuerdo con otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un compuesto como se define en el presente
documento, o una composiciéon como se define en el presente documento, para la preparaciéon de un medicamento
para inhibir la actividad de matriptasa en una célula. En una realizacién especifica, dicha célula es una célula
epitelial del sistema respiratorio.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencion, se proporciona un kit que con de un inhibidor de matriptasa, o
una composiciéon que comprende dicho inhibidor, e instrucciones para el uso del mismo para el tratamiento o la
prevencion de una infeccion por ortomixovirus en un sujeto. Dicho inhibidor o composicion de matriptasa es un
compuesto o composicidon como se define en el presente documento. En otra realizacion especifica, la infeccién por
ortomixovirus es una infeccion por gripe. En otra realizacion especifica, la infeccion por gripe es una infeccién por
gripe de tipo A.

De acuerdo con otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un compuesto como se define en el presente
documento, o una composicion como se define en el presente documento, para la inhibicién del crecimiento,
progresion y/o metastasis tumoral en un sujeto.

De acuerdo con otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un compuesto como se define en el presente
documento, o una composicion como se define en el presente documento, para la inhibicién del crecimiento,
progresion y/o metastasis tumoral en un sujeto.
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De acuerdo con otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un compuesto como se define en el presente
documento, o una composiciéon como se define en el presente documento, para la preparaciéon de un medicamento
para la inhibicién del crecimiento, progresion y/o metastasis tumoral en un sujeto.

De acuerdo con otro aspecto, la presente divulgacion proporciona una composicion que comprende el compuesto de
la presente invencion, y (a) un agente terapéutico adicional para el tratamiento o la prevencién de infecciones por
gripe y/o sintomas asociados; (b) un excipiente farmacéuticamente aceptable; o (c) una combinacion de (a) y (b).

En una realizacion especifica, dicho agente terapéutico adicional es un inhibidor del canal i6nico M2 viral o un
inhibidor de neuraminidasa. En otra realizacion especifica de la composicion de la presente invencion, dicho agente
terapéutico adicional es Tamiflu™ (oseltamivir), Relenza™ (zanamivir), laninamivir, peramivir, amantadina,
rimantadina, ribavirina, vitamina C, Cold Fx™, equinacea, ginseng o cualquier combinacion de los mismos.

En otra realizacién especifica, la composicion se formula para administracion directa en los pulmones. En otra
realizacion especifica de la composicion de la presente invencion, la composicién se formula para su administracion
con un inhalador o nebulizador.

De acuerdo con otro aspecto, la presente divulgaciéon proporciona un uso de: (i) el compuesto de la presente
invencion; (ii) la composicion de la presente invencion; o (iii) una molécula de ARN de interferencia corto (ARNSsi)
que disminuye la expresion de matriptasa, para (a) el tratamiento o la prevencién de una infeccién por ortomixovirus;
o (b) para la inhibicién de la actividad de matriptasa en una célula.

De acuerdo con otro aspecto, la presente divulgaciéon proporciona un uso de: (i) el compuesto de la presente
invencion; (ii) la composicion de la presente invencion; o (iii) una molécula de ARN de interferencia corto (ARNSsi)
que disminuye la expresion de matriptasa, en la preparaciéon de un medicamento para (a) el tratamiento o la
prevencion de una infeccion por ortomixovirus; o (b) para la inhibicion de la actividad de matriptasa en una célula.

En una realizacion especifica, la infeccion por ortomixovirus es una infeccion por gripe. En otra realizacion especifica
del uso de la presente invencion, la infeccion por gripe es una infeccion por gripe de tipo A.

En otra realizacion especifica, dicha célula es una célula epitelial del sistema respiratorio.

De acuerdo con un aspecto adicional de la presente invencién, se proporciona un compuesto de la presente
invenciéon o una composiciéon de la presente invencién, para el tratamiento o la prevencion de una infeccion por
ortomixovirus.

En una realizacién especifica del compuesto o composicién de la presente invencion, la infeccién por ortomixovirus
es una infeccidn por gripe. En otra realizacion especifica del compuesto o composicién de la presente invencion, la
infeccion por gripe es una infeccion por gripe de tipo A. En otra realizacion especifica del compuesto o composicion
de la presente invencion, dicha célula es una célula epitelial del sistema respiratorio.

De acuerdo con un aspecto adicional de la presente invencion, se proporciona un kit que comprende: (i) el
compuesto de la presente invencion o (ii) la composicion de la presente invencion, e instrucciones para el uso del
mismo para el tratamiento o la prevencién de una infeccién por ortomixovirus.

En una realizacion especifica del kit de la presente invencién, la infeccién por ortomixovirus es una infecciéon por
gripe. En otra realizacién especifica del kit de la presente invencion, la infeccién por gripe es una infeccion por gripe
de tipo A. En otra realizaciéon especifica del kit de la presente invencion, dicha célula es una célula epitelial del
sistema respiratorio.

En una realizacion especifica del método, el uso, el compuesto para uso, composicién para uso, o kit de la presente
invencion, la infeccion por gripe esta causada por un virus de tipo A. En una realizacién especifica del método, el
uso, el compuesto para uso, composicion para uso, o kit de la presente invencion, la infeccion por gripe esta
causada por un virus de tipo B. En una realizacion especifica del método, el uso, el compuesto para uso,
composicion para uso, o kit de la presente invencion, la infeccién por gripe esta causada por un virus de tipo C.

En otro aspecto, la presente invencién se refiere a una composicion que tiene la formula (1), (1.1) o (1.2) para la
prevencion o tratamiento de infeccidon por gripe. En una realizacion, la composicion comprende adicionalmente un
excipiente farmacéuticamente aceptable. En una realizacion, la composicion inhibe la activacion de la hemaglutinina.
En una realizacion, la composicion inhibe la replicacion y la propagacion virales sostenidas. En una realizacion la
composicion reduce la cargal/titulo viral en la sangre, células de un sujeto infectado, células o en un frotis
nasofaringeo de ese sujeto. En una realizacion, las células son células epiteliales del sistema respiratorio (por
ejemplo, célula nasal, de la faringe, traqueal, bronquial, bronquiolar, alveolar y del epitelio pulmonar).

Por consiguiente, la composicion de la presente invencion puede comprender productos adicionales para la
prevencion o el tratamiento de cualquier sintoma de una infeccion por ortomixovirus (por ejemplo, gripe) (por
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ejemplo, antitusivo, expectorante, antiinflamatorio analgésico, descongestivo) o se puede usar en combinacién con
cualquier medicina para la gripe adicional. Los ejemplos no limitantes de medicina para la gripe adicional incluyen
inhibidores del canal i6nico M2 viral e inhibidores de neuraminidasa. Los agentes terapéuticos conocidos para la
prevencion y el tratamiento de infecciones por gripe incluye Tamiflu™ (oseltamivir), Relenza™ (zanamivir),
laninamivir, peramivir, amantadina, rimantadina, ribavirina, vitamina C, Cold Fx™, equinacea, ginseng, etc. En otra
realizacion particular, la composicion de la presente invencién comprende un Unico ingrediente medicinal para la
prevencion o tratamiento de infeccién por gripe, una composicién que comprende el compuesto de formula (1), (1.1),
(1.2), (2.1) o (3).

La presente divulgacion también proporciona un método para inhibir la actividad de matriptasa en una célula que
comprende poner en contacto la célula con una cantidad eficaz de (i) un compuesto de la presente invencion; (ii) una
composicion que comprende un compuesto de la presente invencion o (iii) una molécula de ARN de interferencia
corto (ARNSsi) que disminuye la expresion de matriptasa, de modo que la actividad de matriptasa se inhibe. En una
realizacion, el inhibidor es el de férmula (1). En otra realizacion, el inhibidor es el de férmula (1.1). En otra
realizacion, el inhibidor es el de férmula (1.2). En otra realizacion, el inhibidor es el de féormula (2.1). En otra
realizacion, el inhibidor es el de féormula (3).

En otro aspecto, la presente divulgacion se refiere a un método para inhibir la infeccién por gripe en una célula que
comprende poner en contacto la célula con una cantidad eficaz de (i) un compuesto de la presente invencion; (ii) una
composicion que comprende un compuesto de la presente invencion; o (iii) una molécula de ARN de interferencia
corto (ARNSsi) que disminuye la expresion de matriptasa, de modo que la infeccién por gripe se inhibe. En una
realizacion, el inhibidor es el de féormula (1). En otra realizacion, el inhibidor es el de férmula (1.1). En otra
realizacion, el inhibidor es el de férmula (1.2). En otra realizacion, el inhibidor es el de féormula (2.1). En otra
realizacion, el inhibidor es el de férmula (3).

La presente invencion también se refiere a (i) un compuesto de la presente invencion o (ii) una composicion que
comprende un compuesto de la presente invencién, para el tratamiento o la prevenciéon de una infecciéon por
ortomixovirus.

La presente divulgacion también se refiere al uso de (i) un compuesto de la presente invencion; (ii) una composicion
que comprende un compuesto de la presente invencion; o (iii) una molécula de ARN de interferencia corto (ARNsi)
que disminuye la expresion de matriptasa para la preparacion de un medicamento para la prevencion o tratamiento
de infecciones por gripe.

En otro aspecto, la presente divulgacion se refiere al uso del compuesto o composiciones de la presente invencion
para ensayos de investigacion (por ejemplo, ensayos bioquimicos, enzimaticos, modelos in vitro o in vivo).

Las composiciones que comprenden un inhibidor o ARNi o anticuerpo se pueden formular diversas maneras de
acuerdo con la via de administracién, las composiciones por los ARNi se pueden administrar de cualquier manera
adecuada incluyendo por ejemplo por via oral, por via nasal o por via tdépica. La administracion se realiza de una
manera habitual, preferentemente de forma directa al pulmon del sujeto (por ejemplo, a través de nebulizador o un
inhalador).

Breve descripcion de las figuras
En las figuras adjuntas:

Las Figuras 1A y 1B muestran la secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO: 1); y la secuencia de proteinas (SEQ ID
NO: 2), respectivamente de la matriptasa.

La Figura 2 muestra la expresion de ARNm de matriptasa en lineas de células epiteliales del sistema respiratorio
humano (Calu-3, H292, A549, Beas-2B) y en un extracto de ARN de pulmén humano normal (Pulmén; Ambion).

La Figura 3 muestra analisis de transferencia de Western de expresion de proteina matriptasa en lineas de células
epiteliales del sistema respiratorio humano (panel superior: A549, Calu-3, Beas-2 y H292; panel inferior: Calu-3,
H292, NHBE y 16-HBE). Los extractos de proteina de célula completa se sometieron a SDS-PAGE vy se transfirieron
a membranas de nitrocelulosa. Usando un anticuerpo anti-humano/ratéon de conejo y anticuerpo secundario anti-
conejo-HRP especificos de matriptasa, se desvelaron bandas usando el reactivo ECL. En el panel inferior, los
extractos de células Calu-3, NCI-H292 y NHBE se analizaron en el mismo gel y los extractos de células 16-HBE se
analizaron en un gel separado usando pocillos mas pequerios. Los resultados presentados se reconstituyen a partir
de los dos geles.

La Figura 4 muestra que la proteina matriptasa se expresa mediante células epiteliales de las vias respiratorias
(células Calu-3) y que se localiza al menos en las membranas plasmaticas de estas células. Panel superior:
Inmunofluorescencia de matriptasa en células Calu-3. Las células Calu-3 se dejaron crecer en cubreobjetos y se
tifieron con DAPI (tinciéon del nucleo), Dil (tincion de membranas) y anticuerpo de matriptasa anti-humano de conejo
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Alexa-488. La fluorescencia se detectd usando microscopia de epifluorescencia y filtros apropiados. Panel inferior:
las células Calu-3 se dejaron crecer en camaras de transpocillo hasta confluencia (uniones estrechas; resistencia
eléctrica elevada). Las membranas transpocillo se retiraron y se colocaron en bloques de parafina. Se cortaron
secciones de cinco micrémetros y se tifieron con DAPI (tincidon del nicleo) y anticuerpo de matriptasa anti-humano
de conejo y anti-conejo Alexa-647. La fluorescencia se detecté usando microscopia confocal. La linea recta bajo las
células representa tincion especifica de la membrana transpocillo en el que crecieron las células.

La Figura 5 muestra la escision de octapéptidos fluorescentes interrumpidos de forma interna de secuencia de HA
por Matriptasa. Se disefiaron sustratos peptidicos fluorescentes (IQFP) de acido orto-Aminobenzoico (Abz)
interrumpidos de forma interna basandose en secuencias consenso de las HA de gripe mas relevantes para seres
humanos (H1 y H3) con la estructura general Abz-XXXR|GLFG-Tyr(3-NOz) (SEQ ID NO: 6). La secuencia de H1 era
Abz-IQSR|GLFG-Tyr(3-NO2) (SEQ ID NO: 7) y la secuencia de H3 era Abz-KQTR|GLFG-Tyr(3-NO,) (SEQ ID
NO: 8). La flecha que apunta hacia abajo representa el sitio de escision entre el sitio de reconocimiento enzimatico
(P4-P1) y los primeros cuatro aminoacidos del péptido de fusién de gripe (P1’-P4’; conservados entre todas las
cepas de gripe). Los IQFP que contenian secuencias de H1 o H3 de HA a concentracion fija se incubaron con
matriptasa recombinante tal como se ha descrito anteriormente (Beliveau, F., A. Desilets, y R. Leduc. 2009. Probing
the substrate specificities of matriptase, matriptase-2, hepsin and DESC1 with internally quenched fluorescent
peptides. Febs J 276: 2213-2226). Estos datos indican que la Matriptasa tiene el potencial de escindir secuencias de
H1y H3.

La Figura 6 muestra analisis de transferencia de Western de escision de HA de gripe con matriptasa. Se generaron
virus HAO del virus de la gripe A/Puerto Rico/8/34 (PR8) (virus con HA sin escindir) como se describe en Klenk et al.
1984. Los virus HAO se incubaron con matriptasa 500 nM (o tripsina 200 nM como control positivo) durante 2 h a
37 °C y las particulas virales se interrumpieron usando triton X-100 a una concentracion final de un 1 %. Los
extractos proteicos virales se sometieron a SDS-PAGE vy se transfirieron a membranas de nitrocelulosa. Usando un
anticuerpo de proteina anti-viral de conejo especifico de H1 (H1N1/Pan) y anticuerpo secundario anti-conejo-HRP,
Se desvelaron bandas usando el reactivo ECL. HAQ indica HA sin escindir y HA1 representa el fragmento de HA1 de
la HA escindida.

La Figura 7 muestra que la matriptasa estimula la replicacién de la gripe en multiples ciclos en células MDCK
infectadas con 25 UFP de virus de la gripe A/Puerto Rico/8/34 (PR8). Panel A: Se afadié matriptasa recombinante
(43 nM) a células MDCK vy las células infectaron con 25 UFP de virus de la grite A/Puerto Rico/8/34 (PR8). Se
observaron placas virales en presencia de matriptasa (o tripsina, la proteasa patrén usada en este ensayo) indicando
de ese modo activacion viral por la enzima. En comparacién con la tripsina, la matriptasa era aprox. un 80 % tan
eficaz en el inicio de placas virales. Panel B: Recopilacion de resultados y eficacia de IN-1 (Compuesto 1), una
matriptasa de inhibicion en este ensayo (sin efecto en la tripsina lo que indica selectividad). Panel C: Curva de
concentracion-respuesta de inhibicion de formacion de placas de PR8 en presencia de IN-1 en células MDCK cells
suplementadas con Matriptasa (43 nM). Las placas virales se observan en presencia de matriptasa (o tripsina)
indicando de ese modo activacion viral por la enzima.

La Figura 8 muestra que los ARNsi que se dirigen ARNm de matriptasa bloquean de forma significativa la expresion
de la proteina matriptasa. Las células Calu-3 se transfirieron con dos ARNsi diferentes (50 nmol) dirigidos hacia el
ARNmM de matriptasa usando diversas concentraciones de Lipofectamina RNAIMAX™ (de 0,5 a 1,5 pl). Los ARNSsi
codificados se usaron como controles. Panel A: Transferencia de Western de extractos de proteina total de células
Calu-3. La matriptasa se identific6 usando un anticuerpo de conejo anti-humano ST14 (matriptasa). S: control de
ARNSsi codificado transfectado; 1: ARNsi 1 transfectado dirigido a matriptasa; 2: ARNsi 2 transfectado dirigido a
matriptasa; Células sin transfectar de ctrl. Analisis de densitometria de ARNsi de atenuacién genética de expresion
de proteina matriptasa en células Calu-3. Panel B: El analisis de densitometria de aplicaciones puntuales realizadas
en (A) desveld que los ARNsi dirigidos por matriptasa inhibian de forma significativa la expresion de la proteina
matriptasa en células Calu-3 48 h después de transfeccion.

La Figura 9 muestra que la matriptasa estimula la activacion de la HA de la gripe y la replicacion viral en células
epiteliales de las vias respiratorias. Las células Calu-3 cells se transfectaron (1,5 pl de Lipofectamina RNAIMAX™)
con los ARNSsi dirigidos a matriptasa 48 h antes de la infeccion (los ARNsi codificados se usaron como controles).
Después de la transfeccion, las células se lavaron y se infectaron con gripe A/Puerto Rico/8/34 (1000 UFP) durante
1 h para permitir la unién viral. A continuacion las células se lavaron y se incubaron durante 48 h. Los sobrenadantes
se recogieron y se sometieron al ensayo para particulas virales infecciosas usando el sistema de MDCK/tripsina.

La Figura 10 muestra que un tetrapéptido de cetobenzotiazol representativo de los compuestos de la invencion
inhibe la matriptasa. La matriptasa humana purificada recombinante (aminoacidos 596-855) (1 nM) se incubd con
vehiculo (DMSO al 1%) o 1 uM de inhibidores (IN-1 y IN-2) durante 10 minutos a temperatura ambiente. La
actividad proteolitica se monitorizd usando Boc-GIn-Ala-Arg-AMC como un péptido fluorogénico (50 uM). Los
resultados se presentan como actividad relativa en comparacion con la reaccion de control (vehiculo = 1).

Las Figuras 11A y 11B muestran la disociacion del complejo de enzima:inhibidor (El) usando experimentos de
dilucion. La Figura 11A informa de las curvas de disociacion para el inhibidor de cetobenzotiazol IN-1 y la Figura 11B
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informa de las curvas de disociaciéon para el inhibidor irreversible Glu-Gly-Arg clorometil cetona (EGR-CMK). La
matriptasa y concentraciones crecientes de (A) RQAR-cetobenzotiazol (IN-1, compuesto 1 en la Tabla 7) o (B) EGR-
CMK se incubaron previamente durante 20 minutos a temperatura ambiente y se diluyeron 2000 veces en un tampon
de reaccion que contenia Boc-QAR-AMC 400 pM. La concentracion final de matriptasa era 0,25 nM y se vari6 tal
como se indica para inhibidores. La actividad proteolitica en el tampoén de reacciéon se midié como se describe a
continuacion.

La Figura 12 muestra que el inhibidor de cetobenzotiazol IN-1, inhibe la matriptasa en cellulo. Los resultados
muestran la actividad enzimatica medida (unidades de fluorescencia por minuto por ml de medio) en cada condicion.

Las Figuras 13A, 13B y 13C muestran la selectividad de IN-1 hacia la matriptasa. La Figura 13A muestra la inhibicion
de la actividad enzimatica de diversas proteasas (1 nM) con el compuesto IN-1 (1 uM). Los datos se presentan como
actividad relativa en comparacion con la reaccion de control (vehiculo = 1) (columnas de color blanco). Las Figuras
13B y 13C muestran la determinacién de la Clso de IN-1 para matriptasa (B) y hepsina (C), respectivamente. Las
actividades relativas (Vi/Vo) se representaron como una funcién de la transformacién log de la concentracion de
inhibidor (log 1). Los datos se ajustaron mediante analisis de regresion no lineal usando el software GraphPad™
Prism 5. La Cls corresponde a la concentracion de inhibidor que da como resultado una respuesta a medio camino
entre la respuesta maxima y la respuesta inhibitoria maxima.

La Figura 14 muestra que el compuesto IN-1 anula completamente la replicaciéon de la gripe en células MDCK con
matriptasa como la serina proteasa activante. Las células MDCK se cultivaron hasta confluencia y se infectaron con
25 UFP de virus de la gripe A/Puerto Rico/8/34 durante 1 h (PR8) para permitir la unién viral, en medio incompleto
que contenia BSA. A continuacion las células se lavaron y se afiadio un 1,8 % de solucion de celulosa microcristalina
Avicel en MEM que contenia 43 nM de matriptasa para permitir la formaciéon de placas viales. El inhibidor de
matriptasa IN-1 se afiadié al ensayo 1 h después de la union viral.

La Figura 15 es una representacion grafica de una recopilacion de resultados que se presentan en las Figuras 7 y
14, y experimentos adicionales usando tripsina como la proteasa activante. Se hizo el recuento de las placas virales
en cada replicado y los resultados se compararon.

La Figura 16 muestra que el compuesto IN-1 bloquea la replicacion de la gripe en células epiteliales de las vias
respiratorias. Panel superior: las células Calu-3 se cultivaron hasta confluencia, se lavaron y se infectaron con gripe
A/Puerto Rico/8/34 (1000 UFP) durante 1 h para permitir la unién viral. A continuacion las células se lavaron y se
incubaron durante 72 h en presencia o ausencia de IN-1 1 uM (o DMSO como el control de vehiculo a una
concentracion final de 1:1000). Los sobrenadantes se recogieron y se sometieron al ensayo para particulas virales
infecciosas usando el sistema de ensayo de placas virales de MDCK/tripsina. Panel inferior: Curva de concentracion
inhibitoria-respuesta de IN-1 en células Calu-3 infectadas con gripe PR8 (H1N1). El procedimiento es idéntico al que
se ha descrito anteriormente excepto porque se afadid IN-1 a concentraciones crecientes. Los datos se
representaron usando el software GraphPad™ Prism y la Clsy se determino.

La Figura 17 muestra la curva de concentracion inhibitoria-respuesta de IN-1 en células Calu-3 infectadas con virus
de la gripe influenza A/Hong Kong/X-31 o una cepa del virus H1IN1 pandémico de 2009 aislado en Quebec durante
la pandemia (A/similar a California /04/09). Las células Calu-3 se hicieron crecer hasta confluencia y se infectaron
con 1000 UFP de virus de la gripe durante 1 h. Las células se lavaron y se afiadié IN-1 a concentraciones crecientes.
Los sobrenadantes celulares que contenian virus recién formados se cosecharon y se valoraron usando células
MDCK. Los datos se representaron usando el software GraphPad™ Prism.

La Figura 18 muestra un modelado molecular del acoplamiento de IN-1 en el sitio activo de matriptasa. La imagen se
generé usando Pymol (The PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.2r1pre, Schrodinger, LLC, 26). Los
numeros se refieren a la numeracion de la matriptasa.

Descripcion de realizaciones ilustrativas

Los resultados que se presentan en el presente documento muestran por primera vez que la matriptasa, una serina
proteasa transmembrana de tipo Il, se expresa en células epiteliales del sistema respiratorio a los niveles tanto
ARNmM como proteico. Ademas, los inventores han descubierto que la matriptasa es capaz de estimular la replicacion
de la gripe en muiltiples ciclos tanto en un sistema en el que se requiere una proteasa exdgena para activacion de
hemaglutinina de gripe como en un sistema en el que las células poseen todas las enzimas necesarias para activar
el virus de la gripe. Ademas, los resultados confirmaron que la matriptasa esta implicada en la replicacion de la gripe
en células aéreas de las vias respiratorias a través de ensayos de inhibicién usando nuevos inhibidores asi como en
un sistema de atenuacion genética de ARNsi que se dirige a matriptasa. Por ultimo, los resultados que se presentan
en el presente documento muestran que los inhibidores de matriptasa son eficaces para el bloqueo de la replicacién
de la gripe in vitro y que éstos muestran selectividad hacia matriptasa.

Los inhibidores de matriptasa que se describen se dirigen a la célula hospedadora (una proteina hospedadora) y no
al virus directamente. Se hace la hipétesis de que esto puede reducir la adaptacion viral porque las proteinas virales
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no se dirigen directamente, evitando de ese modo mutaciones virales continuas. En segundo lugar, dado que los
tipos de gripe tanto A como B necesitan escision proteolitica de hemaglutinina para su activacion, se hace la
hipétesis de que los inhibidores de matriptasa que se describen en el presente documento tienen un amplio espectro
de actividad. Dado que los agentes antivirales antigripales (bloqueadores de canales iénicos M2 e inhibidores de
neuraminidasa) presentan cada vez mas resistencia, la inhibicion de la matriptasa se puede usar como terapia de
primera linea. La inhibicién de la matriptasa también se puede usar en combinacién con otros agentes antivirales
(por ejemplo, bloqueadores de canales i6nicos M2 e inhibidores de neuraminidasa) en intentos para minimizar la
generacion de mutantes de escape que conducen a resistencia antiviral.

La presente invencion se refiere a un compuesto de formula (1):

4 " 0
N
’J\H’\Q)k“ﬁ
0 5 (1)

o una sal, hidrato, solvato, o estereocisémero farmacéuticamente aceptable del mismo, en la que R12 es NHRy7; en la

que Ry es
B, 0
H
N
RJ/L“/ %\
0 A

R+ es H, NH; o NHRy; en el que Ry es un alquilo, arilo, (C=0)-alquilo, (C=0)-arilo, SO;-alquilo o SOz-arilo;

X"z
| FR
P 10
{ Tm
R2 y Rs son independientemente -CH2-Rg 0 ;

en el que Rg es (CH2)n-NH(C=NH)NH-R14, enelquenesde1a3(1,203);mesde0a3(0,1,203);yRippes-
C(=NH)-NH>, NH2 o NH alquilo; y R4 es H;

R3 es un alquilo lineal; un alquilo sustituido con (CO)NH,, (CO)OH, NH2, NHCO-alquilo, NHCO-arilo, NHSO»-alquilo,

NHSO,-arilo o heteroarilo; o un arilo o un arilo sustituido;
y R4 es un alquilo, un arilo, un alquilo sustituido o un arilo sustituido,

N x-'.‘\Ir' N
“{r I =Ry — W
v W"z vy

Res es un elemento de inmovilizacion de serina, en una realizacién Rg es , CF3,

CO2H, CONH-alquilo, CONH-arilo o CONH-aminoacido;
en los que W, X, Y y Z son independientemente N o CH; V y U son independientemente O, NH, NCH3 0 S;

R11 es H, CO2H, CONH-alquilo, CONH-arilo, arilo, heteroarilo.

En una realizacion, Rz y/o Rs es-CH2-Rs. En otra realizacion, Rz y/o Rs es

En una realizacion, R1o es -C(=NH)-NH.. En otra realizacion, Rio es NH.. En otra realizacion, Ri es NH-alquilo.
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En una realizacion, Rs y/o R4 es un alquilo. En otra realizacion, Rs y/o R4 es un arilo. En otra realizacion, Rs y/o R4 es
un alquilo sustituido. En otra realizacion, Rs y/o R4 es un arilo sustituido.

N "-Y N--
— A 7 —
VW vy

En una realizacion, Re es . En otra realizacién, Re es . En otra realizacién, Rs es CF3.
En otra realizacién, Rs es CO;H. En otra realizacion, Rs es CONH-alquilo. En otra realizacion, Rs es CONH-arilo. En
otra realizacion, Rg es CO-resto de aminoacido.

En una realizacion W, X, Y y/o Z es N. En otra realizacion, W, X, Y y/o Z es CH.

En una realizacion, V y/o U es O. En ofra realizacion, V y/o U es NH. En otra realizacion, V y/o U es NCHs. En otra
realizacion, Vy/o U es S.

En una realizaciéon, R11 es H. En otra realizacion, Ri1 es CO2H. En otra realizacion, R11 es CONH-alquilo. En otra
realizacion, Ry1 es CONH-arilo. En otra realizacion, R11 es arilo. En otra realizacion, R4 es heteroarilo.

En una realizacion, el compuesto tiene la formula (1.1):

LR
Ri: N HG
O R (1.1)

en la que
R12 es NHRy7, en el que Ry es;

R o O
N
Jo'ey
i
O Rs
VY
en la que Ry, Ry, Rs3, R4, Rs, Rg, Rs, R1o Y R11 son como se han definido anteriormente.

En una realizacion especifica, el compuesto tiene la formula (2.1):

N\:)-l\ )\WN\)L
Ry Rs (2.1)

en la que Ry, Ry, Rs3, R4, Rs ¥ Rg son como se han definido anteriormente.

En una realizacion especifica, el compuesto tiene la formula (1.1)

R ,, O
Ra e,

O R 4

o una sal, hidrato, solvato, o estereoisdémero farmacéuticamente aceptable del mismo, en la que
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R3

R12 es NHRy7, en el que Ry es ;
R13 es NHz;

R1 es como se ha definido anteriormente, o en una realizacion especifica, R1 es NHy;

N-.,fx¢\|l'
& LT
~ Az
Rs es ;
enelqueW, X, YyZsonCH;VesS;y

R11 es como se ha definido anteriormente, en una realizacién especifica, R11 es H. En una realizacién especifica de
la formula 1 como se ha definido anteriormente, todos los restos de aminoacido estan en configuracion L. En una
realizacion especifica, un resto de aminoacido esta en configuracion D. En una realizacion especifica, el compuesto
de férmula 1 es RQAR-R6, RQAK-R6, QAR-R6 o0 AR-R6, en los que todos los aminoacidos estan en configuracion L.
En una realizacion especifica, el compuesto de formula 1 es RQAR-RB6, en el que A es en configuracion Dy R, Ry R
estan en configuracion L.

En otra realizacion especifica del compuesto de la presente invencion, (i) Ry es -H o -NHj;

x,‘r’

=

| /""H-m
{ T
(i) Rz es ; (iii) m es 1; (iv) W es CH; (v) X es CH; (vi) Y es CH; (vii) Rip es -C(=NH)NH_; o (viii)

cualquier combinacion de (i) a (vii).

En otra realizacion especifica del compuesto de la presente invencion, (i) Ry es -NHy; (ii) Rz es -CH2-Rg; (i) Rs es un
alquilo sustituido; (iv) R4 es un alquilo; (v) Rs es -CH2-Rs;

(vi) Rg es W ; (vii) Rg es -(CH2)sNH(C=NH)NH_; (viii) W es CH; (ix) X es CH; (x) Y es CH; (xi) Z es
CH; (xii) V es S; (xiii) R11 es H; o (xiv) cualquier combinacion de (i) a (xiii).

En otra realizacion especifica del compuesto de la presente invencion, Rs es alquilo sustituido, que esta sustituido
con (CO)NH,, (CO)OH, NH;, NHCO-alquilo, NHCO-arilo, NHSO-alquilo, NHSOz-arilo o heteroarilo. En otra
realizacion especifica del compuesto de la presente invencion, Rs es -CHs. En otra realizacion especifica del
compuesto de la presente invencion, R, y Rs tienen la configuracion (S).

En otra realizacion especifica del compuesto de la presente invencion, el compuesto tiene la formula (3):
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DEFINICIONES

Los articulos "un", "uno" y "el" en el presente documento se usan para hacer referencia a uno o a mas de uno (es
decir, a al menos uno) de los objetos gramaticales del articulo.

El uso del término "un", "uno" y "el" cuando se usan en conjunto con el término "que comprende" en las
reivindicaciones y/o la memoria descriptiva puede hacer referencia a "uno" pero también es coherente con el

significado de "uno o mas", "al menos uno", y "uno o mas de uno".

. Como se usa en la presente memoria descriptiva y en la reivindicacion o reivindicaciones, las expresiones "que
comprende” (y cualquier forma de “que comprende”, tal como "comprender" y "comprende"), "que tiene" (y cualquier
forma de “que tiene”, tal como "tener" y "tiene"), "que incluye" (y cualquier forma de “que incluye”, tal como "incluye"
e "incluir") o "que contiene" (y cualquier forma de “que contiene”, tal como "contiene" y "contener") son inclusivas y
de extremos abiertos y no excluyen elementos o etapas del método sin mencionar, adicionales y se usan
indistintamente con las expresiones "que incluyen, pero no se limitan a" y " que comprenden, pero no se limitan a".

Compuesto

Como se usa en el presente documento, los términos "molécula”, "compuesto” y "agente" se usan indistinta y
ampliamente para hacer referencia a moléculas o compuestos naturales, sintéticos o semisintéticos. Por lo tanto el
término "compuesto" representa, por ejemplo, agentes quimicos, macromoléculas, extractos celulares o tisulares (de
plantas o animales) y similares. Los ejemplos no limitantes de compuestos incluyen péptidos con anticuerpos,
carbohidratos, moléculas de acido nucleico y agentes farmacéuticos. El compuesto se puede seleccionar e identificar
sistematicamente mediante una diversidad de medios que incluyen identificacion sistematica aleatoria, seleccion
racional y mediante disefio racional usando, por ejemplo, métodos de modelado de ligandos tales como modelado
informatico. Tal como entendera la persona con experiencia en la materia, las moléculas que tienen modificaciones
de origen no natural también estan dentro del alcance del término "compuesto". Por ejemplo, los compuestos de la
presente invencion se pueden modificar para aumentar su actividad, estabilidad, y/o biodisponibilidad, y también
para disminuir su toxicidad. Los compuestos o moléculas identificados de acuerdo con las ensefanzas de la
presente invencion tienen un valor terapéutico en enfermedades o afecciones relacionadas con infecciones
microbianas, incluyendo infecciones por Ortomixovirus tales como infeccion por gripe.

Los compuestos de la presente invencion pueden incluir alquilo, arilos, alquilo sustituido y arilos sustituidos.

Como se usa en el presente documento el término "alquilo” se refiere a alquilo (C1 a C+2) lineal o ramificado, ciclico o
aciclico, sustituido o sin sustituir. En una realizacion, el alquilo es un alquilo de Cq1 a C1o, y en una realizacion mas
especifica C1-Cs 0 C1 a Cs. cada vez que en el presente documento aparezca un intervalo numérico, tal como "de 1
a 12" o "C4+-C+2", se refiere a cada numero entero en el intervalo dado; por ejemplo, "alquilo C4-C+” se refiere a que
un grupo alquilo puede comprender solamente 1 atomo de carbono, 2 atomos de carbono, 3 atomos de carbono,
etc., hasta e incluyendo 12 atomos de carbono, aunque el término "alquilo” también incluye casos en los que no se
designa un intervalo numérico de atomos de carbono. "Alquilo sustituido” se refiere a restos de alquilo que portan
sustituyentes seleccionados generalmente entre alquilo, alquenilo, alquinilo, hidroxi, alcoxi, amida, haluro,
heterociclico, arilo, arilo sustituido (con sustituyentes en cualquiera o en todas las posiciones del arilo posibles que
incluyen, pero no se limitan a hidroxilo, amida, haluros, nitrilo, nitro, alquilo, amino, amidas, sulfonamidas), guanidina,
amidina, heteroarilo, ariloxi, halégeno, haloalquilo, ciano, nitro, amino (-NH), alquilamino inferior, dialquilamino
inferior, amido (-(CO)NRs), azido, acil (-(CO)Rs), alcoximetilo, mercapto (-S-Rs), sulfoxi (-SO-Rs), sulfonilo -(SO).-Rs),
sulfonamida (-S(O)2N(Re)2), carbonato (-O(CO)-O-Rs), oxiacilo (-O(CO)-Rs), carboxilo (-CO2H), éster (-(CO)ORe),
carbamato (-O(CO)-N(Re)2), en los que Rg es H o alquilo inferior, alquenilo inferior, alquinilo inferior, arilo, heteroarilo,
heterociclo, y similares. Como se usa en el presente documento, "alquilo inferior” se refiere a restos alquilo que
tienen de 1 a aproximadamente 6 atomos de carbono, por ejemplo de 1 a 3 atomos de carbono. Mas
preferentemente, el sustituyente es un alquilo, arilo, -(CO)NHz, -(CO)OH, -NH,, NHCOalquilo, NHCOarilo,
NHSO2alquilo, NHSO-arilo y heteroarilo, guanidina, amidina, haluro, OH, OCHs;, NO», NH> o CO;H. Alquilo, arilo,
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alquilo sustituido y arilo sustituidos como se usan en el presente documento incluyen las cadenas laterales de
aminoacidos naturales y no naturales. Por lo tanto, en realizaciones especificas, Rz, Rs, R4 y/o Rs son cadenas
laterales de aminoacidos naturales/convencionales o no naturales/no convencionales. En una realizacién, R; y/o Rs
es una cadena lateral de arginina, lisina, histidina o un analogo/sustituto de la misma tal como ornitina o citrulina. En
una realizacion, R4 es una cadena lateral de alanina, valina, isoleucina, leucina, o un analogo/sustituto del mismo. En
una realizacion, R4 es una cadena lateral de glutamina, alanina, acido aspartico, asparagina, acido glutamico, serina,
homoserina, acido alfa-amino adipico, fenilalanina, tirosina, triptéfano, histidina, piridilalanina, tienilalanina,
tiazolilalanina, furilalanina, naftilalanina, estando la cadena lateral sustituida o no con alcoxi, hidroxilo, haluro,
aminoalquilo, amida, sulfonamida, arilo, alquilo, heteroarilo o amidina. En una realizacion, al menos uno o mas (por
ejemplo, 2, 3 0 4) restos de aminoacido del compuesto esta en configuracion L. En una realizacién, al menos uno o
mas (por ejemplo, 2, 3 o 4) restos de aminoacido del compuesto esta en configuracién D. A menos que se indique de
otro modo, tal como se usa en el presente documento en las expresiones "CONH-resto(s) de aminoacido" y "CO-
resto(s) de aminoacido" se usan indistintamente: el NH de "CONH" es el del resto de aminoacido unido con linea al
CO.

Como se usa en el presente documento, "alquenilo” se refiere a grupos hidrocarbilo de cadena lineal, de cadena
ramificada o ciclicos que tienen al menos un doble enlace carbono-carbono, y que estan en el intervalo de
aproximadamente 2 hasta aproximadamente 100 atomos de carbono, por ejemplo de 2 a 12 atomos de carbono, y
"alquenilo sustituido” se refiere a grupos alquenilo que cortan adicionalmente uno o mas sustituyentes como se ha
establecido anteriormente. Como se usa en el presente documento, "alquenilo inferior” se refiere a restos alquenilo
que tienen de 2 a aproximadamente 6 atomos de carbono, por ejemplo de 1 a 3 atomos de carbono.

Como se usa en el presente documento, "alquinilo” se refiere a grupos hidrocarbilo de cadena lineal o ramificada que
tienen al menos un triple enlace carbono-carbono, y que estan en el intervalo de aproximadamente 2 hasta
aproximadamente 100 atomos de carbono, por ejemplo de 2 a 12 atomos de carbono y "alquinilo sustituido" se
refiere a grupos alquinilo que portan adicionalmente uno o mas sustituyentes como se ha establecido anteriormente.
Como se usa en el presente documento, "alquinilo inferior" se refiere a de restos alquinilo que tienen de 2 a
aproximadamente 6 atomos de carbono, por ejemplo 2, 3 o0 4 carbonos.

Como se usa en el presente documento el término "arilo” se refiere a arilo (Cs a C14 (por ejemplo, Cs-Cs)) sustituido o
sin sustituir. "Arilo sustituido” se refiere a grupos arilo que portan adicionalmente uno o mas sustituyentes como se
ha establecido anteriormente en la definicion de "alquilo sustituido” mencionado anteriormente. En una realizacién
mas especifica, el sustituyente es un alquilo, un heterociclo, un haluro, SH, OH, OCHs;, NO2, NHz, CO,H, CONH; o
SO2NH,.

Como se usa en el presente documento la expresion "resto de aminoacido" se refiere a cualquier resto de
aminoacido natural/convencional y no natural/no convencional en configuracion (L) o (D), e incluye alfa aminoacidos
o alfa-aminoacidos disustituidos. Se refiere a isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina, triptéfano,
valina, arginina, alanina, asparagina, acido aspartico, cisteina, acido glutamico, glutamina, glicina, histidina, prolina,
serina, tirosina. También incluye beta-alanina, acido 3-amino-propionico, acido 2,3-diamino propionico, acido alfa-
aminoisobutirico (Aib), acido 4-amino-butirico, N-metilglicina (sarcosina), hidroxiprolina, ornitina (por ejemplo, L-
ornitina), citrulina, f-butilalanina, t-butilglicina, N-metilisoleucina, fenilglicina, ciclohexilalanina, ciclopentilalanina,
ciclobutilalanina, ciclopropilalanina, ciclohexilglicina, ciclopentilglicina, ciclobutilglicina, ciclopropilglicina, norleucina
(Nle), norvalina, 2-naftilalanina, piridilalanina, 3-benzotienil alanina, 4-clorofenilalanina, 2-fluorofenilalanina, 3-
fluorofenilalanina, 4-fluorofenilalanina, penicilamina, acido 1,2,3,4-tetrahidro-isoquinolina-3-carboxilico, beta-2-
tienilalanina, sulféxido de metionina, L-homoarginina (hArg), N-acetil lisina, acido 2-amino butirico, acido 2-amino
butirico, acido 2,4,-diaminobutirico (D- o L-), p-aminofenilalanina, N-metilvalina, selenocisteina, homocisteina,
homoserina (HoSer), acido cisteico, acido épsilon-amino hexanoico, acido delta-amino valérico, o acido 2,3-
diaminobutirico (D- o L-), etc. Estos aminoacidos se conocen bien en la técnica de bioquimica/quimica de péptidos.
De forma analoga, la expresion "cadena lateral de aminoacido" se refiere a la cadena lateral de cualquier resto de
aminoacido natural/convencional y no natural/no convencional en configuracion (L) o (D) como se ha descrito
anteriormente.

Los compuestos de la presente invencion que incluyen péptidos pueden comprender la sustitucion de al menos uno
de los enlaces peptidicos con una modificacion isostérica. Los compuestos de la presente invenciéon que incluyen
péptidos pueden ser peptidomiméticos. Por lo general un peptidomimético se caracteriza por mantener la polaridad,
tamafio tridimensional y funcionalidad (bioactividad) de su equivalente peptidico, pero en el que uno o mas de los
enlaces/uniones peptidicos se han sustituido, a menudo por enlaces proteoliticamente mas estables. Generalmente,
el enlace que sustituye al enlace amida (sustituto de enlace amida) conserva muchas o todas las propiedades del
enlace amida, por ejemplo conformacién, volumen estérico, caracter electrostatico, potencial para formacion de
enlaces de hidrogeno, etc. Las sustituciones de enlace peptidico habituales incluyen ésteres, poliaminas y derivados
de los mismos asi como alcanos sustituidos y alquenos, tales como aminometilo y cetometileno. Por ejemplo, el
péptido puede tener uno o mas enlaces peptidicos sustituidos por enlaces tales como-CH;NH-, -CH,S-, -CH2-CHo-, -
CH=CH- (cis o trans), -CH,SO-, -CH(OH)CH2- o -COCHg-, -N-NH-,-CH>2NHNH-, o enlaces peptoides en los que la
cadena lateral se conecta al atomo de nitrégeno en lugar del atomo de carbono. Los peptidomiméticos de ese tipo
pueden tener mayor estabilidad quimica, mejores propiedades bioldgicas/farmacoldgicas (por ejemplo, semivida,

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2676412 T3

absorcion, potencia, eficacia, etc.) y/o reduccién de la antigenicidad con respecto a su equivalente peptidico.
Sales, ésteres, hidratos y solvatos

Los compuestos de la presente invencion incluyen sales farmacolégicamente aceptables y derivados de éster de los
mismos asi como hidratos o solvatos de los mismos y todas las formas estereoisoméricas de los compuestos
mencionados. Los compuestos y los ésteres farmacolégicamente aceptables de los mismos de la presente invencion
pueden formar sales farmacolégicamente aceptables si fuera necesario.

Sales

La expresion "sal farmacolégicamente aceptable del mismo" se refiere a una sal en la que se pueden convertir los
compuestos de la presente invencion. Los ejemplos preferentes de una sal de ese tipo incluyen sales de metales
alcalinos, tales como una sal de sodio, una sal de potasio, una sal de litio, sales de magnesio o calcio; sales de
metales alcalinotérreos, tales como una sal de calcio y una sal de magnesio; sales metalicas tales como una sal de
aluminio, una sal de hierro, una sal de cinc, una sal de cobre, una sal de niquel y una sal de cobalto; sales de amina
tales como sales inorganicas que incluyen una sal de amonio; sales organicas o sales de amonio tales como una sal
de t-octilamina, una sal de dibencilamina, una sal de morfolina, una sal de glucosamina, una sal de éster de
fenilglicina alquilo, una sal de etilendiamina, una sal de N-metilglucamina, una sal de guanidina, una sal de
dietilamina, una sal de trietilamina, una sal de diciclohexilamina, una sal de N,N’-dibenciletilendiamina, una sal de
cloroprocaina, una sal de procaina, una sal de dietanolamina, una sal de N-bencil-fenetilamina, una sal de
piperazina, una sal de tetrametilamonio y una sal de tris(hidroximetillaminometano; sales de acido inorganico tales
como sales de acido hidrohalico tales como un fluorhidrato, un clorhidrato, un bromhidrato o un yodhidrato, un
nitrato, un perclorato, un sulfato o un fosfato; alcanosulfonatos inferiores tales como un metanosulfonato,
trifluorometanosulfonato o un etanosulfonato; arilsulfonatos tales como un bencenosulfonato o un p-toluenosulfonato
y similares, que no son toxicas para los organismos vivos; sales de acido organico tales como un acetato, un malato,
adipato, un fumarato, un succinato, un citrato, alginato, ascorbato, benzoato, bencenosulfonato, bisulfato, butirato,
canforato, canforsulfonato, cinamato, ciclopentanopropionato, digluconato, dodecilsulfato, etanosulfonato,
glucoheptanoato, glicerofosfato, hemisulfato, heptanoato, hexanoato, clorhidrato, bromhidrato, yodhidrato, 2-
hidroxietanosulfonato, itaconato, lactato, maleato, mandelato, sulfonato, metanosulfonato, trifluorometanosulfonatos,
etanosulfonatos 2-naftalenosulfonato, nicotinato, nitrato, oxalato, pamoato, pectinato, persulfato, 3-fenilpropionato,
picrato, pivalato, propionato, tartrato, tiocianato, tosilato, acido trifluoroacético, undecanoato, un tartrato, un oxalato o
un maleato; y sales de aminoacido tales como una sal de glicina, una sal de lisina, una sal de arginina, una sal de
ornitina, histidina, un glutamato o una sal de aspartato. Ademas, los grupos que contienen nitrégeno basicos se
pueden cuaternizar con agentes tales como haluros de alquilo inferior tales como cloruros, bromuros y yoduros de
metilo, etilo, propilo y butilo; sulfatos de dialquilo incluyendo sulfato de dimetilo, dietilo, y dibutilo; y sulfatos de
diamilo, haluros de cadena larga tales como cloruros, bromuros y yoduros de decilo, laurilo, miristilo y estearilo,
haluros de aralquilo incluyendo bromuros de bencilo y fenetilo y otros. para ejemplos adicionales, véase S. M. Berge,
et al., "Pharmaceutical Salts", J. Pharm. Sci. 1977, 66, 1-19. Los expertos en la materia pueden formar las sales de
ese tipo de forma bastante rapida usando técnicas convencionales.

Los ejemplos preferentes de las sales formadas por un grupo acido presentes en los compuestos de la presente
invencion incluyen sales de metales tales como sales de metal alcalino (por ejemplo, sales de sodio, sales de
potasio y sales de litio), sales de metal alcalinotérreo (por ejemplo, sales de calcio y sales de magnesio), sales de
aluminio y sales de hierro; sales de amina tales como sales de amina inorganica (por ejemplo, sales de amonio) y
sales de amino organica (por ejemplo, sales de t-octilamina, sales de dibencilamina, sales de morfolina, sales de
glucosamina, sales de éster de fenilglicinaalquilo, sales de etilendiamina, sales de N-metilglucamina, sales de
guanidina, sales de dietilamina, sales de trietilamina, sales de diciclohexilamina, sales de N,N’-dibenciletilendiamina,
sales de cloroprocaina, sales de procaina, sales de dietanolamina, sales de N-bencilfenetilamina, sales de
piperazina, sales de tetrametilamonio y sales de tris(hidroximetillaminometano; y sales de aminoacido tales como
sales de glicina, sales de lisina, sales de arginina, sales de ornitina, glutamatos y aspartatos.

Se pretende que todas las sales sean sales farmacéuticamente aceptables dentro del alcance de la invencion y
todas las sales se consideran equivalentes a las formas libres de los compuestos correspondientes para fines de la
invencion.

Esteres

Los ésteres fisiolégicamente/farmacéuticamente aceptables también son utiles como medicamentos activos. La
expresion "ésteres farmacéuticamente aceptables” incluye ésteres de los compuestos de la presente invencion, en
los que los grupos hidroxi (por ejemplo, en acido carboxilico) se han convertido en los ésteres correspondientes y
pueden actuar como un profarmaco que, cuando se absorbe en el torrente sanguineo de un animal de sangre
caliente, se puede escindir un modo tal como para liberar en la forma farmacoldgica y permitir que el farmaco
proporcione un aumento de la eficacia terapéutica. Los ésteres de ese tipo se pueden formar con acidos inorganicos
y organicos tales como acido nitrico, acido sulfarico, acido fosférico, acido citrico, acido férmico, acido maleico, acido
acético, acido succinico, acido tartarico, acido metanosulfénico, acido p-toluenosulfénico y similares, que no son
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toxicos para los organismos vivos. Los ejemplos adicionales son los ésteres con acidos alifaticos o aromaticos tales
como acido acético o con alcohol alifatico (por ejemplo, ésteres de alquilo, incluyendo ésteres de metilo, etilo,
propilo, isopropilo, butilo, isobutilo o pentilo, y similares) o alcoholes aromaticos (por ejemplo, éster de bencilo).

Los ésteres se pueden preparar a partir de sus acidos o sales correspondientes mediante una diversidad de
métodos conocidos para las personas con experiencia en la materia, tales como, por ejemplo, transformando en
primer lugar el acido en el cloruro de acido y a continuacion haciendo reaccionar el cloruro de acido con un alcohol
adecuado. Otros métodos adecuados para la preparacion de ésteres al se describen en Kemp y Vellaccio, 1980.

Cuando los ésteres de la invencion tienen un grupo basico, tal como un grupo amino, el compuesto se puede
convertir en una sal haciendo que reaccione con un acido, y en el caso en el que los ésteres tienen un grupo acido,
tal como un grupo sulfonamido, el compuesto se prevé convertir en una sal haciendo que reaccione con una base.
Los compuestos de la presente invencion incluyen sales de ese tipo.

Las sales y los ésteres de los compuestos de la presente invencion se pueden preparar mediante métodos
conocidos usando materiales de partida o compuestos intermedios apropiados que es estan facilmente disponibles
y/o se describen en el presente documento.

Generalmente, una sal deseada de un compuesto de la presente invenciéon se puede preparar in situ durante el
aislamiento y la purificacion finales de un compuesto con medios bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, una sal
deseada se puede preparar haciendo reaccionar por separado el compuesto purificado en su forma de base libre o
de acido libre con un acido organico o inorganico adecuado, o base organica o inorganica adecuada,
respectivamente, y aislando la sal formada de ese modo. En el caso de compuestos basicos, por ejemplo, la base
libre se trata con HCI anhidro en un disolvente adecuado tal como THF, y la sal se aisla en forma de una sal de
clorhidrato. En el caso de concursos acidos, las sales se pueden obtener, por ejemplo, por tratamiento del acido libre
con amoniaco anhidro en un disolvente adecuado tal como éter y aislando posteriormente la sal de amonio. Estos
métodos son convencionales y podrian ser rapidamente evidentes para alguien con experiencia en la materia.

Los compuestos de la presente invencién se pueden esterificar mediante una diversidad de procedimientos
convencionales que incluyen hacer reaccionar el anhidrido, acido carboxilico o cloruro de acido apropiado con el
grupo alcohol de un compuesto de la presente invencion. Se hace que el anhidrido apropiado reaccione con el
alcohol en presencia de una base para facilitar la acilaciéon tal como 1,8-bis[dimetilamino]naftaleno o N,N-
dimetilaminopiridina. O, se hace que un acido carboxilico apropiado reaccione con el alcohol en presencia un agente
deshidratante tal como diciclohexilcarbodiimida, 1-[3-dimetilaminopropil]-3-etilcarbodiimida u otros agentes
deshidratantes solubles en agua que se usaron para conducir la reaccion mediante la eliminacién de agua, v,
opcionalmente, un catalizador de acilacion. La esterificacion también se puede realizar usando el acido carboxilico
apropiado en presencia de anhidrido trifluoroacético y, ocasionalmente, piridina, o en presencia de N,N-
carbonildiimidazol con piridina. La reaccién de un cloruro de acido con el alcohol se puede realizar con un catalizador
de acilacion tal como 4-DMAP o piridina.

Un experto en la materia podria saber facilmente cémo llevar a cabo de forma satisfactoria éstos asi como otros
métodos de eterificacion de alcoholes conocidos.

Profarmacos y solvatos

En el presente documento también se contemplan profarmacos y solvatos de los compuestos de la invencion. Una
discusion de profarmacos la proporcionan T. Higuchi y V. Stella, en Pro-drugs as Novel Delivery Systems (1987) 14
of the A.C.S. Symposium Series, y en Bioreversible Carriers in Drug Design, (1987) Edward B. Roche, ed., American
Pharmaceutical Association and Pergamon Press. El término "profarmaco” se refiere a un compuesto (por ejemplo,
un precursor de farmaco) que se transforma in vivo para producir un compuesto de la presente invencién o una sal
farmacéuticamente aceptable, hidrato o solvato del compuesto. La transformacién se puede producir mediante
diversos mecanismos (por ejemplo, mediante procesos metabdlicos o quimicos), tales como, por ejemplo, a través
de hidrdlisis en sangre. Una discusion del uso de pro farmacos la proporcionan T. Higuchi y W. Stella, en "Pro-drugs
as Novel Delivery Systems", Vol. 14 of the A.C.S. Symposium Series, y en Bioreversible Carriers in Drug Design, ed.
Edward B. Roche, American Pharmaceutical Association and Pergamon Press, 1987.

Por ejemplo, si un compuesto de la presente invencion o una sal farmacéuticamente aceptable, hidrato o solvato del
compuesto contiene un grupo funcional acido carboxilico, un profarmaco puede comprender un éster formado por la
sustitucién del atomo de hidrégeno del grupo acido con un grupo tal como, por ejemplo, alquilo (C1-C8),
alcanoiloximetilo (C2-C12), 1-(alcanoiloxi)etilo que tiene de 4 a 9 atomos de carbono, 1-metil-1-(alcanoiloxi)-etilo que
tiene de 5 a 10 atomos de carbono, alcoxicarboniloximetilo que tiene de 3 a 6 atomos de carbono, 1-
(alcoxicarboniloxi)etilo que tiene de 4 a 7 atomos de carbono, 1-metil-1-(alcoxicarboniloxi)etilo que tiene de 5 a 8
atomos de carbono, N-(alcoxicarbonil)aminometilo que tiene de 3 a 9 atomos de carbono, 1-(N-
(alcoxicarbonil)amino)etilo que tiene de 4 a 10 atomos de carbono, 3-ftalidilo, 4-crotonolactonilo, gamma-
butirolacton-4-ilo, di-N,N-alquilamino (C1-C2)alquilo (C2-C3) (tal como B-dimetilaminoetilo), carbamoil-alquilo (C+-C>),
N,N-dialquilcarbamoil (C+-C>)-alquilo (C4-C>) y piperidino-, pirrolidino- o morfolinoalquilo (C2-Cs), y similares.

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2676412 T3

De forma analoga, si un compuesto de la presente invencion contiene un grupo funcional alcohol, un profarmaco se
puede formar mediante la sustitucion del atomo de hidrégeno del grupo alcohol con un grupo tal como, por ejemplo,
alcanoiloxi (C1-C6)metilo, 1-(alcanoiloxi (C1-Cs))etilo, 1-metil-1-(alcanoiloxi (C4-Csg))etilo, alcoxicarboniloxi (Cs-
Cs)metilo, N-alcoxi(C1-Cg)carbonilaminometilo, succinoilo, alcanoilo (C+-Cs), a-aminoalcanilo (C4-C4), arilacilo y a-
aminoacilo, o a-aminoacil-a-aminoacilo, en los que cada grupo a-aminoacilo se selecciona independientemente
entre los L-aminoacidos de origen natural, P(O)(OH)., -P(O)(O(C+-Cs)alquil), o glicosilo (el radical que resulta de la
retirada de un grupo hidroxilo de la forma hemiacetal de un carbohidrato), y similares.

Si un compuesto de la presente invencion incorpora un grupo funcional amino una amina, un profarmaco se puede
formar mediante la sustitucion de un atomo de hidrégeno en el grupo amino con un grupo tal como, por ejemplo, R-
carbonilo, RO-carbonilo, NRR’-carbonilo en los que R y R’ son cada uno independientemente alquilo (C4-C1o),
cicloalquilo (C3-C7), bencilo, o R-carbonilo es un a-aminoacilo natural o a-aminoacilo natural, -C(OH)C(O)OY1 en el
que Y1 es H, alquilo (C4-Cs) 0 bencilo, -C(OY2)Y3 en el que Y: es alquilo (C1-C4) e Y3 es alquilo (C4-Cg), carboxi
alquilo (C4-Cs), aminoalquilo (C1-C4) o mono-N- o di-N,N-alquilamino (C4-Ce)alquilo, -C(Y4)Y5 en el que Y4 es H o
metilo e Ys es mono-N- o di-N,N-alquilamino (C+-Cs)morfolino, piperidin-1-ilo o pirrolidin-1-ilo, y similares.

Uno o mas compuestos de la invencidon pueden existir en forma sin solvatar asi como formas solvatadas con
disolventes farmacéuticamente aceptables tales como agua, etanol, y similares, y se pretende que la invencion
incluya formas tanto solvatadas como sin solvatar. "Solvato" se refiere a una asociacion fisica de un compuesto de la
presente invencion con una o mas moléculas de disolvente. Esta asociacion fisica implica grados variables de enlace
idnico y covalente, incluyendo enlace de hidrogeno. En ciertos casos el solvato sera capaz de aislamiento, por
ejemplo cuando una o mas moléculas de disolvente se incorporan en la red cristalina del sélido cristalino. "Solvato”
incluye solvatos en fase de solucién y aislables. Los ejemplos no limitantes de solvatos adecuados incluyen
etanolatos, metanolatos, y similares. Un "Hidrato" es un solvato en el que la molécula de disolvente es HO.

Generalmente se conoce la preparacion de solvatos. Por lo tanto, por ejemplo, M. Caira et al., J. Pharmaceutical
Sci., 93 (3), 601-611 (2004) describen la preparacion de los solvatos del fluconazol antifingico en acetato de etilo asi
como a partir de agua. E. C. van Tonder et al., describen preparaciones similares de solvatos, hemisolvato, hidratos
y similares en AAPS Pharm Sci Tech., 5 (1), articul6 12 (2004); y A. L. Bingham et al., Chem. Commun., 603-604
(2001). Un proceso no limitante, habitual implica la disolucion del compuesto de la invencion en cantidades
deseadas del disolvente deseado (organico o agua o mezclas de los mismos) a una temperatura mas elevada que la
temperatura ambiente, y enfriando la solucién a una tasa suficiente como para formar cristales que a continuacion se
aislan con métodos convencionales. Las técnicas analiticas tales como, por ejemplo espectroscopia de I. R,
muestran la presencia del disolvente (o agua) en los cristales en forma de un solvato (o hidrato).

Hidratos

Como se usa en el presente documento, la expresion "hidrato farmacéuticamente aceptable" se refiere a los
compuestos de la presente invencion cristalizados con una o mas moléculas de agua para formar una forma
hidratada.

Estereoisomeros, diasteredmeros, enantiomeros, racematos, tautémeros

Los compuestos de la presente invencion tienen atomos de carbono asimétricos y pueden existir en forma de
diasteredmeros, enantidmeros opticamente puros o como racematos. El término "compuesto" como se usa en el
presente documento incluye todas estas formas.

Los diasteredmeros (en ocasiones denominados diastereoisdmeros) son estereoisémeros que no son enantiomeros.
La diastereomeria se produce cuando dos o mas estereoisbmeros de un compuesto tienen diferentes
configuraciones en uno o mas (pero no en todos) de los centros estereogénicos equivalentes (relacionados) y no son
imagenes especulares entre si. Cuando dos diastereoisomeros se diferencian entre si solamente en un centro
estereogénico, éstos son epimeros. Cada centro estereogénico da lugar a dos configuraciones diferentes y por lo
tanto a dos estereoisémeros diferentes.

Los diastereémeros se diferencian de los enantidmeros en que en los Ultimos son pares de esterecisémeros que se
diferencian en todos los centros estereogénicos y por lo tanto son imagenes especulares entre si. Los enantiomeros
de un compuesto con mas de un centro estereogénico también son diasteredmeros de los otros estereoisdémeros de
ese compuesto que no son su imagen especular. Los diasteredmeros tienen diferentes propiedades fisicas y
diferente actividad, a diferencia de los enantidmeros. Los diasteredbmeros de la presente invencion incluyen
tomatidina y 3 alfa-hidroxi-tomatidina por ejemplo.

Para fines de la presente memoria descriptiva, "tautémero farmacéuticamente aceptable" se refiere a cualquier forma
tautomérica de cualquier compuesto de la presente invencion.

La purificacion de enantiomeros y la separacion de mezclas isoméricas de un compuesto de la presente invencion se
prevé conseguir mediante técnicas convencionales conocidas en la técnica.
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Inhibidores de matriptasa para tratamiento de infecciones por ortomixovirus

La presente invencion se refiere adicionalmente al uso de unido de matriptasa, es decir, un agente que disminuye la
expresion y/o la actividad de matriptasa, en células diana. Los inhibidores de ese tipo pueden ser utiles para el
tratamiento de infecciones por ortomixovirus, tales como infecciones por gripe. El inhibidor es un compuesto que se
ha definido anteriormente.

Agentes para ARN de interferencia (ARNsi, ARNsh, ARNmi)

La presente divulgacion también proporciona el uso de ARN interferencia (ARNi) para disminuir la
expresion/actividad de matriptasa en células diana (por ejemplo, células epiteliales respiratorias). "ARN de
interferencia" se refiere al proceso de supresion de expresion genética especifica de secuencias mediada por
moléculas de ARN tales como ARN de interferencia pequefio (ARNsi), microARN (ARNmi) o ARN horquillado
pequefio/corto (ARNsh) sin supresion generalizada de sintesis de proteinas. EI ARNi puede implicar la degradacion
de ARN mensajero (por ejemplo, ARNm de matriptasa, tal como un ARNm que comprende una secuencia que
corresponde a la secuencia de SEQ ID NO: 1) con un complejo de silenciamiento inducido por ARN (RISC), evitando
que previene la traduccion del ARNm diana transcrito. Como alternativa, puede implicar la metilacion de ADN
gendmico, que desconecta la transcripcion de un gen diana. La supresion de la expresidon genética causada por
ARNi puede ser transitoria o puede ser mas estable, incluso permanente.

El ARN interferencia se acciona por la presencia de los ARN interferencia cortos de aproximadamente 20-25
nucledtidos de longitud que comprenden hibridos de aproximadamente 19 pares de bases. Estos ARNsi pueden ser
de origen sintético o se puede obtener a partir de una actividad de ribonucleasa Il (por ejemplo, ribonucleasa dicer)
encontrada en células. La respuesta del ARNi también presenta un complejo de endonucleasa que contiene ARNSsi,
comunmente denominado complejo de silenciamiento inducido por ARN (RISC), que media la escision de ARN
monocatenario que tiene una secuencia complementaria a la region anti sentido del hibrido de ARNsi. La escision
del ARN diana (por ejemplo, ARNm de matriptasa) se produce en la parte media de la regién complementaria a la
hembra antisentido del hibrido de ARNsi (Elbashir et al., 2001, Genes Dev., 15: 188).

"ARN interferencia pequefio" se refiere a cualquier molécula de acido nucleico capaz de mediar el ARN de
interferencia "ARNiI" o silenciamiento genético (véase por ejemplo, Bass, 2001, Nature, 411: 428-429; Elbashir et al.,
2001, Nature, 411: 494-498; Kreutzer et al., publicacién de PCT Internacional N.° WO 00/44895; Zernicka-Goetz et
al., publicacién de PCT Internacional N.° WO 01/36646; Fire, publicacion de PCT Internacional N.° W099/32619;
Mello and Fire, publicacién de PCT Internacional N.° W001/29058; Deschamps-Depaillette, publicacion de PCT
Internacional N.° W099/07409; Han et al., publicacién de PCT Internacional N.° WO 2004/011647; Tuschl et al.,
publicacion de PCT Internacional N.° WO 02/44321; y Li et al., publicacion de PCT Internacional N.° WO 00/44914).
Las realizaciones especificas de ARNsi son moléculas de ARN bicatenario con una longitud de aproximadamente
diez a aproximadamente 30 nucleétidos que se nombran por su capacidad para interferir de forma especifica con la
expresion de proteinas. En una realizacion, el ARNSsi tiene una longitud de 12-28 nucleétidos, mas preferentemente
una longitud de 15-25 nucledtidos, incluso mas preferentemente una longitud de 19-23 nucleétidos y lo mas
preferentemente una longitud de 21-23 nucledtidos. Por lo tanto, el ARNsi preferente tiene una longitud de
aproximadamente 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27 o 28 nucleétidos. Como se usa en el
presente documento, no es necesario que las moléculas de ARNsi se limiten a las moléculas que contienen
solamente ARN, sino que en su hogar incluyen nucleétidos y no nucleétidos quimicamente modificados. Los ARNSsi
usados en los ejemplos en el presente documento incluyen ST14 de simbolo genético de los ARNsi Seleccionados
s13520 (Ambion) Silencer®, y S2: ST14 humano de direccion a ARNesi EHU012511 (Sigma-Aldrich) MISSION®
(esiRNA1).

La longitud de una hebra designa la longitud de una molécula de ARNsi. Por ejemplo, un ARNsi que se describe
como con una longitud de 23 ribonucleétidos (una unidad monomérica de 23 meros) podria comprender dos hebras
opuestas de ARN que se indican entre si para formacion de 21 pares de bases contiguas. Los dos ribonucledétidos
restantes en cada hebra podrian formar lo que se denomina un "saliente". En una realizacién particular, el ARNsi
contiene dos hebras de diferentes longitudes. En este caso, la hebra mas larga designa la longitud del ARNSsi. Por
ejemplo, un ARNds que contiene una hebra que tiene una longitud de 20 nucleétidos y una segunda hebra que tiene
una longitud de 19 nucledtidos se considera una unidad monomérica de 20 meros.

Los ARNsi que comprenden un saliente son deseables. El saliente puede estar en el extremo en la posicién 3’ 0 5’
terminal. Preferentemente, los salientes encuentran en el extremo en la posicién 3’ terminal de una hebra de ARN.
La longitud de un saliente puede variar, pero preferentemente tiene una longitud de aproximadamente 1 a 5
Nucledtidos. Generalmente, los ARNsi de 21 nucleétidos con un saliente en la posicion 3’ con dos nucleétidos son
los ARNsi mas activos.

Los ARNsi se disefian para disminuir la expresion de matriptasa en una célula diana con ARN de interferencia. Los
ARNsi comprenden una region codificante y una region no codificante en la que la region no codificante comprende
una secuencia complementaria a una secuencia de ARNm de matriptasa y la region codificante comprende una
secuencia complementaria a la secuencia no codificante del ARNm de matriptasa. Una molécula de ARNsi se puede
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ensamblar a partir de los fragmentos de acido nucleico en la que un fragmento comprende la region codificante y el
segundo fragmento comprende la region no codificante de la molécula de ARNsi. La regién codificante y la regién no
codificante también se pueden conectar de manera covalente a través de una molécula conectora. La molécula
conectora puede ser un conector polinucleotidico o un conector no polinucleotidico.

Anticuerpos

La presente divulgacion también proporciona el uso de anticuerpos que inhiben la actividad de matriptasa en células
diana (por ejemplo, células del epitelio respiratorio), por ejemplo, que inhiben la escision de la gripe HA mediante
matriptasa. En una realizacion, los anticuerpos reconocen/se unen de forma especifica a un polipéptido de
matriptasa (por ejemplo, el polipéptido de matriptasa de SEQ ID NO: 2). En una realizacién, los anticuerpos
reconocen/se unen de forma especifica a un epitopo situado en una region de matriptasa que esta implicada en la
escision de la gripe HA (el dominio catalitico), por ejemplo un epitopo situado en la regiéon que se extiende
aproximadamente de los restos 615 a 855, por ejemplo aproximadamente los restos 700 a 840 de matriptasa. En
una realizacion, los anticuerpos reconocen/segun él de forma especifica a un epitopo situado en una regién que se
extiende aproximadamente desde los restos 708 a 829 de matriptasa. En realizaciones, los anticuerpos
reconocen/se unen de forma especifica a un epitopo que comprende uno o mas (gor ejem?Io, 1,2,3,4,5,6,7,8,9,
CC); toadzgs) de los siguientes restos de matriptasa: Phe7°8, Glnm, Asp799, Seraoo, GIn 02, GIy80 , Ser8°5, GIy827, Asp828 ylo
ly™=.

El término "anticuerpo" se usa en el sentido mas amplio, y abarcar anticuerpos monoclonales (incluyendo
anticuerpos monoclonales de longitud completa), anticuerpos policlonales, anticuerpos multiespecificos, anticuerpos
quiméricos y anticuerpos humanizados, siempre y cuando presenten la actividad biolégica deseada (por ejemplo,
inhibir la unién de matriptasa a la HA de gripe, y/o la escision mediada por matriptasa de HA de gripe). Los
fragmentos de anticuerpo comprenden una porciéon de un anticuerpo de longitud completa, generalmente un
antigeno de unién o regioén variable del mismo. Los ejemplos de fragmentos de anticuerpo incluyen fragmentos de
Fab, Fab’, F(ab’)2, y Fv, diacuerpos, anticuerpos lineales, moléculas de anticuerpo de una sola cadena, anticuerpos
de dominio individual (por ejemplo, de camélidos), anticuerpos de un solo dominio NAR de tiburdn, y anticuerpos
multiespecificos formados a partir de fragmentos de anticuerpo. Los fragmentos de anticuerpo también se pueden
preferir arrestos de unién que comprende las CDR o dominios de union al antigeno que incluyen, pero no se limitan
a, regiones Vy (Vh, Vu-Vh), anticalinas, PepCuerpos, fusiones de epitopo de anticuerpo-linfocito T (Troycuerpos) o
Pepticuerpos.

En general, en la técnica se conocen bien técnicas para preparar anticuerpos (incluyendo anticuerpos monoclonales
e hibridomas) y para detectar antigenos usando anticuerpos (Campbell, 1984, En "Monoclonal Antibody Technology:
Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology", Elsevier Science Publisher, Amsterdam, Paises
Bajos) y en Harlow et al., 1988 (en: Antibody A Laboratory Manual, CSH Laboratories).

Los anticuerpos policlonales se producen preferentemente en animales mediante inyecciones subcutaneas (s.c.),
intravenosas (i.v.) o intraperitoneales (i.p.) multiples del antigeno pertinente (por ejemplo, un péptido o polipéptido
que comprende una secuencia de matriptasa) con o sin un adyuvante. Puede ser Util conjugar el antigeno pertinente
a una proteina que es inmunogénica en la especie a inmunizar, por ejemplo, hemocianina de lapa californiana,
albumina de suero, tiroglobulina bovina, o inhibidor de tripsina de soja usando un agente bifuncional o de
derivatizacion, por ejemplo, maleimidobenzoil sulfosuccinimida éster (conjugacion a través de restos de cisteina), N-
hidroxisuccinimida (a través de restos de lisina), glutaraldehido, anhidrido succinico, SOCI;, 0 RiN=C=NR, en el que
R y R¢ son grupos alquilo diferentes.

Los animales se pueden inmunizar contra el antigeno, conjugados inmunogénicos, o derivados mediante la
combinacion del antigeno o conjugado (por ejemplo, 100 pg para conejos o 5 ug para ratones) con 3 volumenes de
adyuvante completo de Freund e inyectando la solucién por via intradérmica en multiples sitios. Un mes mas tarde
Los animales se estimulan con el antigeno o conjugado (por ejemplo, con 1/5 a 1/10 la cantidad original usada para
inmunizar) en adyuvante completo de Freund mediante inyeccion subcutanea en mdltiples sitios. De siete a 14 dias
mas tarde, se extrae sangre a los animales y el suero se somete a ensayo para titulo de anticuerpo. Los animales se
estimulan hasta la meseta del titulo. Preferentemente, para inmunizaciones con conjugado, el animal se estimula con
el conjugado del mismo antigeno, pero conjugado con una proteina diferente y/o a través de un reactivo de
reticulacion diferente. Los conjugados también se pueden preparar en cultivo celular recombinante como fusiones de
proteina de fusién. Ademas, de forma adecuada se usan agentes de agregacion tales como alumbre para aumentar
la respuesta inmune.

Los anticuerpos monoclonales se pueden preparar usando el método de hibridoma descrito en primer lugar por
Kohler et al., Nature, 256: 495 (1975), o se pueden preparar con métodos de ADN recombinante (por ejemplo,
documento de Patente de Estados Unidos N.° 6.204.023). Los anticuerpos monoclonales también se pueden
preparar usando las técnicas que se describen en los documentos de Patente de Estados Unidos N.*® 6.025.155 y
6.077.677 asi como en las Publicaciones de Solicitud de Patente de Estados Unidos N.%. 2002/0160970 y
2003/0083293.

20



10

15

20

ES 2676412 T3

En el método de hibridoma, un ratén u otro animal hospedador apropiado, tal con una rata, hamster o mono, se
inmuniza (por ejemplo, como se ha descrito anteriormente en el presente documento) para obtener linfocitos que
producen o que son capaces de producir anticuerpos que se unen de forma especifica al antigeno usado para
inmunizaciéon. Como alternativa, los linfocitos se pueden inmunizar in vitro. A continuacion los linfocitos se fusionan
con células de mieloma usando un agente de fusion adecuado, tal como polietilenglicol, para formar una célula de
hibridoma.

Las células de hibridoma preparadas de este modo se siembran y se cultivan en un medio de cultivo adecuado que
contiene preferentemente una o mas sustancias que inhiben el crecimiento o la supervivencia de las células de
mieloma precursoras, sin fusionar. Por ejemplo, si las células de mieloma precursoras carecen de la enzima
hipoxantina guanina fosforribosil transferasa (HGPRT o HPRT), el medio de cultivo para los hibridoma es por lo
general incluira hipoxantina, aminopterina, y timidina (medio HAT), sustancias que previenen el crecimiento de
células con déficit de HGPRT.

Los anticuerpos especificos para el dominio catalitico (restos 615 a 855) de matriptasa humana y que presentan
actividad inhibitoria contra matriptasa se describen en el documento de Patente de Estados Unidos N.° 7.572.444.
Los ejemplos de los anticuerpos de ese tipo incluyen los que tienen las secuencias que se representan en la Tabla 1
que sigue a continuacion.

Tabla 1: Secuencias de anticuerpos anti-matriptasa representativos que se desvelan en el documento de Patente de
Estados Unidos N.° 7.572.444

Cadena pesada

FRL LR Fh2

EVOLLESSESELYCPGISLALE CRAS  GFTPISYAMS  WYROQREGESLEWY
EVQLLESGFSELVEPGEELRLICARS GFTFSSTAMS WYROREGRGLEWYS
EVQLLESGFELVEPEGSLALICARE GVIFSSTANS WYROAPERGLENYS

CCE2 FR3 CCR2 PR3

AISCSEEETYTALSYHG EPTTISRIRISHITLYLD WGQSTLVTYaE
MHNS1RAECTAVYTCRK

ALSSE FVHNTHYADEVHG EETISEDRSEATLYLY IRSTALEGYYFDY WGEQGTLVIVEES
MHSLEAECTAVYICTAT

SISSSCCHTHY RDEVEG RETISRINISENTLYLD  JASIATRCYFENY WGEOSTLVYTYES
MNELEAEDTAVTTOUAT

Cadena linera

FEI TOEL FERz
EIVLTREPCTLELEPGIRATLEC LEQEVESSYLAE WYROHPEOAPRELLIY
EIVLTREPCILELSPGERATLEC LEQTFESSYLE WYROHPEOAPRELLIY

IVLTREPSILSLESPGERATLEC BEREQTFSSNSLE WYROEPEQARSLLTY

D2 FR3 CCEX FE4

Ga%5RAT Gl PERPEEEGEETDFT FHIETEYELR
LTISELEFEDFRYYYC

GARZEIAT VIPCRPEGSUSGTDFT QOYGESEWT FUGTEVEL R
LTISELEFEDFAYYYC

GASSAAT SIPCEPEZECSSTIFT QOTGSSPWT FROTEVETE
LTISELEFEDFAYTIC
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Otros anticuerpos de matriptasa se desvelan en Sun et al., 2003, Biochemistry 42: 892-900 y Lin et al., 1997, Journal

of Biological Chemistry, 272: 9147-9152.

Moléculas pequenas y otros inhibidores de matriptasa

Los inhibidores de actividad de matriptasa que se pueden usar incluyen los que se describen en los documentos de

patente de Estados Unidos N.®®

.6.677.377 y 7.019.019. Las estructuras de ejemplos representativos de los

inhibidores de ese tipo se presentan en las Tablas 2 y 3 que siguen a continuacion:

Tabla 2: Estructuras de inhibidores de matriptasa representativos que se desvelan en el documento de Patente de
Estados Unidos N.° 6.677.377
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Tabla 3: Estructuras de inhibidores de matriptasa representativos que se desvelan en el documento de Patente de
Estados Unidos N.° 7.019.019

23



ES 2676412 T3

24




ES2676412 T3

'S J/k, JI‘:) | )H:?

25




ES 2676412 T3

i

0 o L Fo '"5\‘/{
O o
H
Lo
M
NH u 4]
- r;“f'l“; ".' H "-"u_‘,J\... "
! 5 1 [2B
| LB L N L L . : .
| >\ ‘1/-\‘\/]"‘1" = ] HI 51} Y!—.ﬁﬂ}w{
X b
0 0 I !’I i et

s ,JL “\/L
Ty \Sﬁ/ u NH:

[

=

En la publicacién de PCT N.° WO 2002/020475 también se desvelan inhibidores de matriptasa. Las estructuras de
ejemplos representativos de inhibidores que se desvelan en la misma se representan en la Tabla 4 que sigue a
5 continuacion.
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Tabla 4: Estructuras de inhibidores de matriptasa representativos que se desvelan en el documento
WO 2002/020475
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En el documento de Patente de Estados Unidos N.° 7.772.251 también se desvelan inhibidores de matriptasa. Las
estructuras de ejemplos representativos de inhibidores que se desvelan en la misma se representan en la Tabla 5
5 que sigue a continuacion.
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Tabla 5: Estructuras de inhibidores de matriptasa representativos que se desvelan en el documento de Patente de
Estados Unidos N.° 7.772.251
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En la Publicacion de Patente de Estados Unidos N.° 2010/0305090 también se desvelan inhibidores de matriptasa.
Las estructuras de ejemplos representativos de inhibidores que se desvelan en la misma se representan en la Tabla
6 que sigue a continuacion.

Tabla 6: Estructuras de inhibidores de matriptasa representativos y se desvelan en la Publicacion de Patente de
Estados Unidos N.° 2010/0305090
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Combinaciones

Como se usa en el presente documento el término "combinaciéon” cuando se usa en referencia al uso de un inhibidor
de matriptasa en combinacion con otro agente terapéutico/activo (por ejemplo, antigripal) se refiere a i) de forma
simultanea (por ejemplo, en composiciones separadas o una sola composicion); ii) de forma simultanea como un
compuesto individual de accién doble (por ejemplo, un conjugado de los dos, el inhibidor de matriptasa unido por via
quimica a otro agente antiviral) en una sola composicion; o iii) posteriormente (por ejemplo, en composiciones
separadas en las que el inhibidor de matriptasa se administra antes o después del otro agente antiviral). El inhibidor
de matriptasa y el agente terapéutico pueden actuar de forma aditiva o, mas preferentemente, de formas y enérgica.
Otros agentes terapéuticos que se pueden usar con inhibidores de matriptasa incluyen, pero no se limitan a, un
inhibidor del canal i6bnico M2 viral o un inhibidor de neuraminidasa. De forma mas especifica, los agentes de ese tipo
pueden ser un ARNsi, Tamiflu™ (oseltamivir), Relenza™ (zanamivir), laninamivir, peramivir, amantadina,
rimantadina, ribavirina, vitamina C, Cold Fx™, Equinacea y ginseng.

La presente invencion incluye por lo tanto el uso de una combinacién de dos, tres o mas principios activos que
incluyen un inhibidor de matriptasa. Una combinacion de tres compuestos de acuerdo con la presente invencion
puede incluir un inhibidor de matriptasa (por ejemplo, un compuesto como se ha definido anteriormente), otro agente
antigripal y un agente descongestivo.

Vias de administracion

Los inhibidores de matriptasa se pueden administrar en una composicion farmacéutica. Las composiciones
farmacéuticas se pueden administrar en forma de dosificacion unitaria. La via de administracién puede depender de
una diversidad de factores, tales como el entorno y las dianas terapéuticas, y datos en particular sobre el sujeto. Se
puede usar cualquier via de administracion apropiada, por ejemplo, administracion por via nasal, transdérmica
(tépica), parenteral, subcutanea, intramuscular, intramamaria, intracraneal, intraorbital, oftalmica, intraventricular,
intracapsular, intraarticular, intraespinal, intracisternal, intraperitoneal, intranasal, aerosol, u oral. Los ejemplos de
vias de administracion especificas incluyen parenteral, por ejemplo, administraciéon intravenosa, intradérmica,
subcutanea, intramamaria; oral (por ejemplo, inhalacién, con un nebulizador); transdérmica (tépica); transmucosal, Y
rectal. Una via de administracion precedente es con un nebulizador o inhalador.
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La practica farmacéutica convencional se puede usar para proporcionar formulaciones o composiciones adecuadas
para administrar las composiciones de dicho tipo a pacientes. Los métodos bien conocidos en la técnica Para
preparar composiciones farmacéuticas formulaciones se encuentran, por ejemplo, en Remington: The Science and
Practice of Pharmacy, (202 ed.) ed. A. R. Gennaro A R., 2000, Lippincott: Filadelfia.

Excipientes/vehiculos

Tal como se ha indicado anteriormente, la composicién puede comprender adicionalmente un vehiculo o excipiente
farmacéuticamente aceptable. Como se usa en el presente documento, la expresion "farmacéuticamente aceptable”
se refiere a entidades moleculares y composiciones que son fisiolégicamente tolerables y que por lo general no
producen una reaccioén inapropiada alérgica o similar, tal como malestar gastrico, mareos y similares, cuando se
administran a animales (por ejemplo, vacas, seres humanos). Preferentemente, como se usa en el presente
documento, la expresion "farmacéuticamente aceptable” se refiere a aprobado por agencia reguladora del gobierno
federal o estatal o que se indica en la Farmacopea de Estados Unidos u otra farmacopea reconocida generalmente
para uso en animales, y mas particularmente en seres humanos.

El término "vehiculo" se refiere a un diluyente, adyuvante, excipiente, o vehiculo con el que se pueden administrar
los compuestos de la presente invencion. Como vehiculos se pueden usar agua estéril o soluciones salinas acuosas
y dextrosa acuosa y soluciones de glicerol, en particular para soluciones inyectables. Los vehiculos farmacéuticos
adecuados se describen en "Remington’s Pharmaceutical Sciences" de E.W. Martin.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencién pueden contener por lo tanto excipientes/vehiculos
Farmacéuticamente aceptables no limitantes tales como agentes solubilizantes/diluyentes, antioxidantes,
revestimientos entéricos, potenciadores de absorcion, agentes para ajuste del pH y tampones, agentes de
dispersion, revestimientos, agentes antibacterianos, agentes antifingicos, agentes de retraso de la absorcion
(liberacion de tiempo controlado), ajustadores de osmolaridad, agentes isotdnicos, agentes conservantes,
estabilizantes, tensioactivos, emulsionantes, edulcorantes, agentes espesantes, disolventes, emolientes, agentes
colorantes, agentes humectantes, asi como colores y sabores y sales para la variacion de la presion osmética. Como
se ha mencionado anteriormente, también pueden contener otros agentes terapéuticamente valiosos. En la técnica
se conocen bien los métodos para preparar formulaciones apropiadas (véase por ejemplo, Hendrickson, 2005),

El vehiculo/excipiente se selecciona para su administraciéon mediante la via de administracion seleccionada. El uso
de medios y agentes de ese tipo para sustancias farmacéuticamente activas se conocerian en la técnica (Rowe et
al., Handbook of pharmaceutical excipients, 2003, 42 edicion, Pharmaceutical Press, Londres, Reino Unido). Excepto
en la medida en la que cualquier medio o agente convencional sea incompatible con el compuesto activo, se
contempla el uso del mismo en las composiciones farmacéuticas de la invencion.

Las formulaciones terapéuticas para administracion oral pueden estar en forma de comprimidos o capsulas; Para
administracion transmucosal (por ejemplo, rectal, intranasal) o transdérmica/percutanea pueden estar en forma de
pomadas, polvos, gotas nasales, pulverizaciones/aerosoles o supositorios; para administracion tépica, pueden estar
en forma de pomadas, cremas, geles o soluciones; para administracion parenteral (por ejemplo, por via intravenosa,
por via intramuscular, por via intradérmica, por via intramamaria, por via subcutanea, por via intratecal o por via
transdérmica), usando por ejemplo soluciones inyectables. Ademas, la administracion se puede realizar por via
sublingual o como preparaciones oftalmoldgicas o como un aerosol, por ejemplo en forma de una pulverizacion. Una
forma de uso preferente es la administracion intravenosa, intramuscular u oral.

Oral

Para el fin de administracion terapéutica oral, el compuesto activo se puede incorporar con excipientes y se puede
usar por ejemplo en forma de comprimidos, trociscos, grageas, capsulas de gelatina duras y blandas, soluciones
(por ejemplo, jarabes), aerosoles, emulsiones o suspensiones, o capsulas. Para la preparacion de formulaciones
para administracion oral, los compuestos de la presente invencion se pueden mezclar con excipientes inorganicos u
organicos, farmacéuticamente inertes (por ejemplo, agentes de union y/o adyuvante farmacéuticamente
compatibles). Los comprimidos, pildoras, capsulas, trociscos y similares pueden contener cualquiera de los
ingredientes, o compuestos siguientes de una naturaleza similar: una aglutinante tal como celulosa microcristalina,
goma de tragacanto o gelatina; un excipiente tal como almidén o lactosa, un agente disgregante tal como acido
alginico, Primogel, o almidén de maiz; un lubricante tal como estearato de magnesio o Sterotes; una sustancia de
deslizamiento tal como diéxido de silicio coloidal; un agente edulcorante tal como sacarosa o sacarina; o un agente
saborizantes tal como menta, salicilato de metilo, o sabor a naranja. Los ejemplos de excipientes adecuados para
comprimidos, grageas o capsulas de gelatina dura por ejemplo incluyen lactosa, almidén de maiz o derivados de los
mismos, talco o acido estedrico o sales de los mismos. Los excipientes adecuados para uso con Capsulas de
gelatina blanda incluyen por ejemplo aceites vegetales, ceras, grasas, polioles semisdlidos o liquidos, etc.; sin
embargo, de acuerdo con la naturaleza de los principios activos se puede producir el caso de que no sea necesario
un excipiente para las capsulas de gelatina blanda.
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Para la preparacion de soluciones y jarabes, los excipientes que se pueden usar incluyen por ejemplo agua, polioles,
sacarosa, azucar invertido y glucosa.

Nasal/Inhalacion

Un compuesto y/o composicion inhibitorios de la invencion también se puede administrar directamente al pulmon
mediante inhalacién. Para administracion mediante inhalacidon, un compuesto y/o composicion de la invencion se
puede administrar de forma conveniente al pulmén mediante un numero de diferentes dispositivos. Por ejemplo, un
Inhalador de Dosis Medida ("MDI"), que utiliza latas que contienen un agente propulsor de bajo punto de ebullicion,
(por ejemplo, diclorodifluorometano, triclorofluorometano, diclorotetrafluoroetano, diéxido de carbono o Cualquier otro
gas adecuado) se puede usar para administrar compuestos de la invencion directamente al pulmén. Una
pulverizacion de aerosol a partir de un recipiente o dispensador presurizado que contiene un agente propulsor
adecuado, por ejemplo, un gas tal como diodxido de carbono, o un unificador.

Como alternativa, un dispositivo Inhalador de Polvo Seco ("DPI") se puede usar para administrar un compuesto y/o
composicion de la invencion al pulmén. Los dispositivos de DPI por lo general usan un mecanismo tal como un
estallido de gas para crear una nube de polvo seco dentro de un recipiente, que a continuacién lo puede inhalar el
paciente. Los dispositivos de DPI también se conocen bien en la técnica. Una variacion popular es el sistema de DPI
de multiples dosis ("MDDPI"), que permite la administracion de mas de una dosis terapéutica. Por ejemplo, se
pueden formular capsulas y cartuchos de gelatina para su uso en un inhalador o insuflador que contienen una
mezcla de polvo de un compuesto de la invenciéon y una base de polvo adecuado tal como lactosa o almidén para
estos sistemas.

Otro tipo de dispositivo que se puede usar para administrar un compuesto y/o composicion de la invencion al pulmoén
es un dispositivo de pulverizaciéon de liquido. Los sistemas de pulverizaciéon de liquido usan agujeros de boquilla
extremadamente pequeios para aerosolizar formulaciones de farmaco liquido que a continuacién se pueden inhalar
directamente en el pulmén.

En una realizacion, un nebulizador se usa para administrar un compuesto y/o composicion de la invencion al pulmon.
Los nebulizadores crean aerosoles a partir de formulaciones de farmaco liquido mediante el uso, por ejemplo, de
energia ultrasénicos para formar particulas finas que se pueden inhala facilmente. Los ejemplos de nebulizadores
incluyen dispositivos proporcionados por Sheffield/Systemic Pulmonary Delivery Ltd. (véase, Armer et al., documento
de Patente de Estados Unidos N.° 5.954.047; van der Linden et al., documento de Patente de Estados Unidos
N.° 5.950.619; van der Linden et al., U documento de Patente de Estados Unidos N.° 5.970.974), Aventis, y Batelle
Pulmonary Therapeutics.

En otra realizacion, un dispositivo de aerosol electrohidrodinamico ("EHD") se usa para administrar un compuesto
y/o composiciéon de la invencidon al pulmén. Los dispositivos de aerosol de EHD usan energia eléctrica para
aerosolizar soluciones o suspensiones de farmaco liquido (véase por ejemplo, Noakes et al., documento de Patente
de Estados Unidos N.° 4.765.539). Los dispositivos de aerosol de Elm pueden administrar farmacos al pulmén de
forma mas eficaz y otras tecnologias de administracion pulmonar.

Las formulaciones para inhalacién pueden contener excipientes, por ejemplo, lactosa, o pueden ser soluciones
acuosas que contienen, por ejemplo, polioxietileno-9-lauril éter, glicocolato y desoxicolato, o pueden ser soluciones
oleosas para su administracion en forma de gotas nasales, o como un gel.

Transmucosal o transdérmica (topica)

Para administracion transmucosal o transdérmica, en la formulaciéon se usan agentes penetrantes apropiados para la
barrera a atravesar. Los agentes penetrantes de ese tipo se conocen generalmente en la técnica, e incluyen, por
ejemplo, para administracion transmucosal, detergentes, sales biliares, y derivados del acido fusidico. La
administracion transmucosal se puede realizar a través del uso de pulverizaciones nasales o supositorios. Para
administracion transdérmica, los compuestos activos se formulan en pomadas, unguentos, geles, o cremas como se
sabe generalmente en la técnica. Para supositorios, y aplicacion local o percutanea, los excipientes que se pueden
usar incluyen por ejemplo aceites naturales o endurecidos, ceras, grasas y polioles semisdlidos o liquidos.

Parenteral

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen soluciones acuosas estériles (que son
solubles en agua) o dispersiones y polvos estériles para la preparacion extemporanea de soluciones o dispersion
inyectables estériles. Las soluciones o suspensiones usadas para aplicacion parenteral pueden incluir los siguientes
componentes: un diluyente estéril tal como agua para inyeccion (que son solubles en agua), solucién salina, aceites
no volatiles (por ejemplo, aceite de parafina), polialquilen glicoles tales como polietilenglicoles, glicerina,
propilenglicol u otros disolventes sintéticos, aceites de origen vegetal, o naftalenos hidrogenados; agentes
antibacterianos tales como alcohol bencilico o metil parabenos; antioxidantes tales como acido ascérbico o bisulfito
sodico; agentes quelantes tales como acido etilendiamintetraacético; agentes reductores tales como ditiotreitol,
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tampones tales como acetatos, citratos o fosfatos y agentes para el ajuste de la tonicidad tales como cloruro sédico
o dextrosa. El pH se puede ajustar con acidos o bases, tales como acido clorhidrico o hidroxido sédico. Para
controlar la liberacion de los compuestos se pueden usar polimero de lactida biodegradable, biocompatible,
copolimero de lactida/glicélido, o copolimeros de polioxietileno-polioxipropileno. Otros sistemas de administracion
parenteral potencialmente Utiles para compuestos de la invencién incluyen particulas de copolimero de acetato
etileno y vinilo, bombas osméticas, sistemas de infusion implantables, y liposomas. La preparacion parenteral
también se puede encerrar en ampollas, jeringas desechables o viales de multiples dosis fabricados con vidrio o
plastico.

Para administracion intravenosa o intramamaria, los vehiculos adecuados incluyen solucion salina fisiologica, agua
bacteriostatica, Cremophor ELTM (BASF, Parsippany, N.J.) o solucion salina tamponada con fosfato (PBS).

Las suspensiones liposomales (incluyendo liposomas dirigidos a tipos de células especificas) también se pueden
usar como vehiculos farmacéuticamente aceptables. Se ha descrito una diversidad de formulaciones liposomales
adecuadas para administracion de un compuesto a un animal y se ha demostrado que son eficaces para la
administracién de una diversidad de compuestos, incluyendo, por ejemplo, moléculas pequefas, acidos nucleicos, y
polipéptidos.

Como se ha mencionado anteriormente, los medicamentos que contienen los compuestos de la presente también
son un objeto de la presente invencion, ya que es un proceso para la fabricacion de los medicamentos de ese tipo,
proceso que comprende poner uno o mas de los compuestos de la presente invencion, si se desea, con una o mas
sustancias terapéuticamente valiosas en una forma de administracion galénica.

Kits

La presente invencion también incluye kits que comprenden los compuestos de la presente invencion. Por ejemplo,
el kit puede comprender uno o mas compuestos inhiben el virus de la gripe. El kit puede incluir opcionalmente una o
mas muestras de control y un dispositivo (por ejemplo, inhalador, nebulizador, etc.). Los compuestos o agentes se
pueden envasar en un recipiente adecuado. El kit puede comprender adicionalmente instrucciones para el uso del
kit.

Aplicaciones de los compuestos y composiciones

Como se usa en el presente documento, los términos "tratar/que trata/tratamiento” y "prevenir/que
previene/prevencion”, se refieren a provocar la respuesta biolégica deseada, es decir, un efecto terapéutico y
profilactico, respectivamente. De acuerdo con la invencién objeto, el efecto terapéutico comprende una
disminucion/reduccion de la evolucion de la infeccion o en la gravedad de los sintomas asociados o una cura
completa de la infeccién y/o sintomas asociados. De acuerdo con la invencion, un efecto profilactico puede
comprender un retraso o disminucion del inicio de, progresion de, o la gravedad de la infeccion por gripe y sintomas
asociados (por ejemplo, titulo viral en la sangre del sujeto, células o frotis nasofaringeos, moqueo nasal, nariz
taponada, estornudos, dolor de garganta, garganta irritada, tos, ronquera, congestion de cabeza, congestién en el
pecho, sensacion de cansancio, fiebre, dolor muscular, pérdida de apetito, dolor de cabeza y escalofrios), después
de la administraciéon de un inhibidor de la presente invenciéon. En una realizacion, la composicion de la presente
invencion, que comprende un inhibidor de férmula (1), (1.1), (1.2), (2.1) o (3), evita que el sujeto contraiga una
infeccion por ortomixovirus. Los métodos, composiciones, formulaciones y usos que se describen en el presente
documento son adecuados tanto para seres humanos como para animales (incluyendo aves), preferentemente
mamiferos.

Como se usa en el presente documento, el término "gripe" e "infeccidon por gripe" se refiere a una enfermedad
infecciosa causada por ciertos virus de ARN de la familia de ortomixovirus (por ejemplo, virus de la gripe). Incluye
infecciones de por virus de las gripes A, B y C. Afecta a aves y mamiferos. Los sintomas mas comunes de la
enfermera son escalofrios, fiebre, dolor de garganta, garganta irritada, dolores musculares, dolor de cabeza,
congestion en el pecho, congestion de cabeza, tos, debilidad, agotamiento, pérdida de apetito y malestar general.

Se sabe que la matriptasa se expresa en una diversidad de canceres, en particular tumores humanos derivados de
los epitelios tales como carcinomas de préstata, mama, colon, estémago, ovario, renal y cuello uterino (Revisados en
Lee, J. Cancer Mol. 2 (5): 183-190, 2006). Por consiguiente, en otro aspecto, la presente invencion proporciona un
método para la inhibicién del crecimiento, progresion y/o metastasis tumoral en un sujeto con necesidad del mismo,
método que comprende la administracion al sujeto de una cantidad eficaz del inhibidor de formula (1), (1.1), (1.2),
(2.1) o (3) definido anteriormente. En otro aspecto, la presente invencion proporciona el uso del inhibidor de férmula
(1), (1.1), (1.2), (2.1) o (3) definido anteriormente para la inhibicién del crecimiento, progresion y/o metastasis tumoral
en un sujeto. En otro aspecto, la presente invencion proporciona el uso del inhibidor de férmula (1), (1.1), (1.2), (2.1)
o (3) definido anteriormente para la preparacion de un medicamento para la inhibicién del crecimiento, progresion y/o
metastasis tumoral en un sujeto.
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Dosificaciones

Las composiciones y formulaciones de la presente invencién se administran en cantidades y a una frecuencia
suficiente como para prevenir o tratar infecciones por gripe y/o mejorar cualquier sintoma asociado con la gripe. El
experto en la materia observara que determinados factores pueden influir en la dosificacién necesaria para tratar de
forma eficaz a un sujeto, que incluyen, pero no se limitan a, la gravedad de la enfermedad o trastorno, tratamientos
previos, la salud general, peso y/o edad del sujeto, las necesidades del paciente y el modo de aplicacion, y otras
enfermedades presentes. Ademas, el tratamiento de un sujeto con una cantidad terapéuticamente eficaz de un
compuesto de la presente invencién puede incluir una serie de tratamientos.

Cualquier cantidad de una composicion de la presente invencion se puede administrar a un sujeto, con la condicion
de que no esté asociada con efectos adversos importantes y que se encuentre en una dosis no toxica. Por lo
general, la cantidad de inhibidor contenido dentro de una dosis individual sera una cantidad que evite o trate de
forma eficaz una infeccion por ortomixovirus (por ejemplo, gripe) y uno o mas sintomas asociados, sin inducir una
toxicidad significativa, es decir, la composicién mejora o reduce uno o mas de: titulo viral en la sangre o células del
sujeto, moqueo nasal, nariz taponada, estornudos, dolor de garganta, garganta irritada, tos, ronquera, congestion de
cabeza, congestion en el pecho, debilidad general, fiebre, dolor muscular, pérdida de apetito, dolor de cabeza y
escalofrios. Generalmente, la dosis eficaz no superara la farmacopea de CA, US y EP para cada producto de forma
individual.

Por lo tanto, en un aspecto de la presente invencion, la composiciéon que comprende los inhibidores de la presente
invencion, y/o uno u otros inhibidores mas de matriptasa, se administra antes del inicio de los sintomas de la gripe
como una medida preventiva. En otro aspecto de la presente invencion, la composicion farmacéutica de la presente
invencion se administra en combinacion con un farmaco o farmacos usados para tratar los sintomas de la gripe. En
un aspecto adicional, la composicion de la presente invencion se administra una vez que el sujeto ha sido
diagnosticado con infeccion por gripe o después del inicio de los sintomas de la gripe. En otra realizacion, la
composicion de la presente invencion is se administra en combinacién con uno u otros farmacos mas usados para la
prevencion y/o tratamiento de infecciones por gripe tales como Tamiflu™ (oseltamivir), Relenza™ (zanamivir),
laninamivir, peramivir, amantadina, rimantadina, ribavirina, vitamina C, vitamina C, Cold Fx™, equinacea, ginseng,
etc.

Como se usa en el presente documento la expresion "cantidad eficaz" o "cantidad terapéuticamente eficaz" pretende
hacer referencia a una cantidad eficaz para conseguir el efecto terapéutico deseado a la vez que se evitan efectos
secundarios adversos, tales como una mejora de la afeccion del paciente. Una cantidad eficaz se puede administrar
en una o mas dosis. Para los fines de la presente invencion, una cantidad eficaz en la composiciéon de la presente
invencion es una cantidad que induce una respuesta terapéutica o profilactica contra infecciones por la gripe. una
cantidad de ese tipo puede variar de acuerdo con la naturaleza de la infeccion (tipo especifico de infeccion viral), la
gravedad de la infeccion con el modo de administracion, la edad, peso y sexo del sujeto afectado, etc. Un experto en
la materia puede determinar facilmente y casi sin dificultad cual sera esa cantidad eficaz. Generalmente, la cantidad
eficaz estara entre aproximadamente 1 mg y aproximadamente 5000 mg, preferentemente entre 5 y 500 mg de
inhibidor de la presente invencién. En una realizacion, la cantidad eficaz esta entre aproximadamente 5mg y
aproximadamente 400 mg de inhibidor. En otra realizacion, la composicion mencionada anteriormente comprende
entre aproximadamente 5 mg y aproximadamente 300 mg de inhibidor.

La cantidad eficaz se puede administrar diariamente en una o varias dosis (por ejemplo, dos veces al dia, tres veces
al dia o 4 veces al dia). También se puede administrar cada 2 dias, cada 3 dias o una vez a la semana, tal como se
prescriba. Preferentemente, la cantidad eficaz se administra una vez al dia.

La cantidad eficaz a administrar a un sujeto humano se calcula a partir de estudios en animales. La dosis eficaz se
puede aumentar hasta una dosis equivalente humano (HED) para ensayos clinicos de partida usando tablas de
conversioén publicadas que proporcionan un factor de conversién de ratones a seres humanos de 12,3.

Estas son simplemente directrices ya que la dosis real se puede seleccionar y valorar con cuidado por el médico que
prescribe basandose en factores clinicos Unicos para cada paciente. La dosis diaria éptima se determinara con
métodos conocidos en la técnica y estara influida por factores tales como la edad del paciente tal como se indicaba
anteriormente y otros factores clinicamente relevantes.

Toxicidad y eficacia terapéutica

La toxicidad y la eficacia terapéutica de los compuestos de ese tipo se pueden determinar mediante procedimientos
farmacéuticos convencionales en cultivos celulares o animales experimentales, por ejemplo, para la determinacion
de la DLsg (la dosis letal para un 50 % de la poblacion) y la DEso (la dosis terapéuticamente eficaz en un 50 % de la
poblacion). La proporcién de dosis entre efectos toxicos y terapéuticos es el indice terapéutico y se puede expresar
como la proporcién DLso/DEsg. Los compuestos que presentan indices terapéuticos grandes son preferentes.
Aunque se pueden usar compuestos que presentan efectos secundarios toxicos, se deberia tener cuidado en el
disefio de un sistema de administracion que dirija tales compuestos al sitio del tejido afectado con el fin de minimizar
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el dafio potencial a células sin infectar y, de ese modo, reducir los efectos secundarios.

Los datos obtenidos a partir de ensayos de cultivo celular y estudios con animales se pueden usaren la formulacion
de un intervalo de dosificaciéon para uso en seres humanos. La dosificacién de los concursos de ese tipo Permanece
preferentemente dentro de un intervalo de concentraciones en circulacion que incluyen la DEsy con poca o ninguna
toxicidad. La dosificacion puede variar dentro de este intervalo dependiendo de la forma de dosificacion usada y la
via de administracién utilizada. Para cualquier compuesto usado en el método de la invencién, la dosis
terapéuticamente eficaz se puede calcular inicialmente a partir de ensayos de cultivo celular. Una dosis se puede
formular en modelos animales para conseguir un intervalo de concentracion en plasma circulante que incluye la Clsg
(es decir, la concentracion del compuesto de ensayo que consigue una inhibicion senil maxima de los sintomas) tal
como se determina en cultivo celular. Tal informaciéon se puede usar para determinar de forma mas precisa las dosis
utiles en seres humanos. Los niveles en plasma se pueden medir, por ejemplo, mediante cromatografia liquida de
alto rendimiento en tandem con espectrometria de masas.

Dianas Virales

Los compuestos de la presente invencion se pueden usar como agentes antivirales. En este sentido, los compuestos
de la presente invencién se usan contra virus que requieren escision proteolitica de HA para su activacion. En una
realizacion especifica, las dianas virales de la presente invencién son virus de la familia de ortomixovirus tales como
gripe (por ejemplo, de tipo A, B o C).

Sujetos

El término "sujeto” en el contexto de la presente invencion se refiere a cualquier mamifero incluyendo un ratén, rata,
gato, perro, vaca, cerdo, mono, un ave y un caballo. En una realizacién especifica, se refiere a un ser humano. Un
"sujeto con necesidad del mismo" o un "paciente” en el contexto de la presente invencion pretenden incluir cualquier
sujeto que se beneficiara o que sera probable que se beneficie del inhibidor de la presente invencion. En una
realizacion, un sujeto con necesidad del mismo es un sujeto diagnosticado con una infeccién por ortomixovirus (por
ejemplo, gripe). En otra realizacion, un sujeto con necesidad del mismo es un sujeto que es probable que contrae
una infeccidn por ortomixovirus (por ejemplo, gripe) o en el que es probable que una infeccidon por ortomixovirus (por
ejemplo, gripe) tenga consecuencias de salud importantes (por ejemplo, nifios jévenes, personas de edad avanzada
o sujetos inmunodeficiencias). La probabilidad de contraer una infeccion por ortomixovirus (por ejemplo, gripe) se
puede determinar por ejemplo con la prevalencia de la enfermedad en el entorno del sujeto incluyendo los miembros
cercanos de la familia (hermanas, hermanos, padres, abuelos, tios y tias, esposa, colegas, amigos, etc.). En una
realizacion, un sujeto con necesidad del mismo es un sujeto que padece la infeccidon por ortomixovirus (por ejemplo,
gripe) o cualquier sintoma asociado.

La presente invencion se ilustra con detalles adicionales mediante los siguientes ejemplos mas limitantes.
Ejemplo 1
EXPRESION DE MATRIPTASA EN CELULAS EPITELIALES DE LAS VIAS RESPIRATORIAS HUMANAS

Los extractos de ARN de diversas lineas de células del sistema respiratorio humano incluyendo Calu-3, H292, A549
y Beas-2B, de pulmones humanos normales (Ambion) se obtuvieron usando el método de extraccion Trizol™ Para
sondear la expresion de ARNm de matriptasa. El ADNc se obtuvo después de transcripcion inversa de ARN usando
cebadores aleatorios. A continuacion, los cebadores especificos para matriptasa (FW-ctaggatgagcagctgtgga (SEQ
ID NO: 3); RV-aagaatttgaagcgcacctt (SEQ ID NO: 4)) se usaron para amplificar por PCR cualquier mensaje de ARN
para la proteasa. Se us6 agua en lugar de ARN como control negativo (-) y un plasmido que contenia la secuencia
de matriptasa (que codifica los restos 1-855 de SEQ ID NO: 2) se us6 como un control positivo (+). Los resultados
mostraron que el ARNm para la matriptasa estaba presente en células Calu-3, H292 y Beas-2B asi como en células
de pulmén romano normal (Figura 2). Estos resultados mostraron en las células del sistema respiratorio humano
pueden producir el ARN mensajero para la serina-proteasa de matriptasa, sugiriendo de ese modo que estas células
pueden expresar la enzima en forma de proteina.

A continuacion se determind, mediante transferencia de Western, si la proteina matriptasa era expresada por células
respiratorias humanas. Los extractos de proteina se obtuvieron a partir de cada linea celular (Calu-3, H292, A549,
Beas-2B, NHBE y 16-HBE) y se sometieron a electroforesis en un gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). Después de
SDS-PAGE, las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. Las membranas se bloquearon usando
leche seca sin grasa en Solucion Salina Tamponada con Tris (TBS) con Tween™ 20. A continuacién las membranas
se marcaron con un anticuerpo especifico de matriptasa/ST14 de conejo anti-humano (Betil laboratories, Inc.). A
continuacion las proteinas marcadas se revelaron usando un anticuerpo secundario de burro anti-conejo acoplado a
peroxidasa de rabano picante (GE Healthcare UK Ltd.) y aumento de la quimioluminiscencia (ECL). Los resultados
mostraron que la proteina matriptasa se expresa en las lineas de células epiteliales respiratorias humanas Calu-3 y
H292, y en menor medida en las células NHBE y 16-HBE cells (Figura 3). El peso molecular predicho de la
matriptasa es de aproximadamente 75 kDa.
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La localizacion celular de la matriptasa también se analizé mediante inmunofluorescencia. Una monocapa de células
Calu-3 se cultivd en cubreobjetos y se tifid con Hoechst (tincion del nudcleo; Invitrogen Corp.), Dil (tincion de
membranas; Invitrogen Corp.) y anticuerpo de matriptasa/ST14 de conejo anti-humano (Betil Laboratories Inc.) y
anticuerpo de cabra anti-conejo con Alexa Fluor™-488 (Invitrogen Corp.). Los cubreobjetos se analizaron usando un
microscopio de fluorescencia TE2000-U de Nikon™ vy los filtros apropiados (Figura 4, panel superior). Ademas, las
células Calu-3 se cultivaron en camaras transpocillo hasta confluencia (uniones estrechas; resistencia eléctrica
elevada). Las membranas transpocillo se retiraron y se colocaron en bloques de parafina. Se cortaron secciones de
cinco micrémetros y se tifieron con DAPI ( tinciéon del nucleo) y anticuerpo de matriptasa de conejo anti-humano y
Alexa-647 anti-conejo. La fluorescencia se detectdé usando microscopia confocal (Figura 4, panel inferior). Los
resultados confirmaron que la proteina matriptasa es expresada ciertamente por las células epiteliales de las vias
respiratorias y que se localiza al menos en la membrana plasmatica de estas células (Figura 4). Estos resultados
estan de acuerdo con que la matriptasa es una serina proteasa transmembrana de tipo Il.

Ejemplo 2

LA MATRIPTASA ESTIMULA LA ESCISION/ACTIVACION DE HEMAGLUTININA DE GRIPE Y REPLICACION
VIRAL EN MULTIPLES CICLOS

Se realizaron experimentos para determinar si la matriptasa tiene el potencial para escindir las secuencias de HA de
gripe. Se disefiaron sustratos peptidicos fluorescentes (IQFP) de acido orto-Aminobenzoico (Abz) interrumpidos de
forma interna basandose en secuencias consenso de las HA de gripe mas relevantes para seres humanos (H1y H3)
con la estructura general Abz-XXXR|GLFG-Tyr(3-NO-) (SEQ ID NO: 6). La secuencia de H1 era Abz-IQSR|GLFG-
Tyr(3-NO2) (SEQ ID NO: 7) y la secuencia de H3 era Abz-KQTR|GLFG-Tyr(3-NO,) (SEQ ID NO: 8). La flecha que
apunta hacia abajo representa el sitio de escision entre el sitio de reconocimiento enzimatico (P4-P1) y los primeros
cuatro aminoacidos del péptido de fusion de gripe (P1'-P4’; conservados entre todas las cepas de gripe). Los IQFP
que contenian secuencias de H1 o H3 de HA a concentracion fija se incubaron con matriptasa recombinante tal
como se ha descrito anteriormente (Beliveau, F., A. Desilets, y R. Leduc. 2009. Febs J 276: 2213-2226). Los datos
que se presentan en la Figura 5 indican que la matriptasa tiene el potencial para escindir las secuencias de H1 y H3
de gripe.

A continuacién también se sometié a ensayo si la forma recombinante de matriptasa que contenia los restos 596-855
de SEQ ID NO: 2 produciran los laboratorios de los inventores (16), podria escindir la HA del virus A/Puerto
Rico/8/34 (PR8) de la gripe (para este ensayo, se genero un virus con HA no escindida). Los virus HAO se generaron
como se describe en Klenk ef al. 1984. Los virus HAO se incubaron con matriptasa 500 nM (o tripsina 200 nM como
control positivo) durante 2h a 37°C y las particulas virales se interrumpieron usando Triton X-100 a una
concentracion final de un 1 %. Las proteinas virales se sometieron a SDS-PAGE vy se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa. Usando un anticuerpo de proteina de conejo anti-viral especifica de H1 (H1N1/Pan) y anticuerpo
secundario anti-conejo-HRP, se revelaron bandas usando el reactivo ECL. HAO indica HA sin escindir y HA1
representa el fragmento de HA1 de la HA escindida. Los resultados se presentan en la Figura 6 y muestran que la
matriptasa era capaz de escindir la HA viral.

A continuacién se sometié a ensayo si la forma recombinante de matriptasa mencionada anteriormente, podria
sustituir la tripsina en el modelo de células MDCK de replicacion de gripe usando el virus PR8. Este modelo celular
necesita una proteasa exdgena para activar la HA de la gripe y para apoyar la replicacion en miltiples ciclos.

Las células MDCK se cultivaron hasta confluencia y se infectaron con 25 UFP del virus PR8 durante 1 h (para
permitir la union viral) en medio incompleto que contiene BSA. A continuacion las células se lavaron y se afiadio una
solucién al 1,8 % de celulosa microcristalina Avicel en MEM que contenia 43 nM de matriptasa (o tripsina 43 nM;
control positivo) para permitir la formacion de placas virales. 48 h mas tarde, las células se lavaron y las
células/placas virales se fijaron con fijador de Carnoy y se revelaron con una solucion de violeta de cristal. Se hizo el
recuento de las placas virales y los resultados se compararon. Los resultados que se presentan en la Figura 7
demuestran que la sustitucion de tripsina por matriptasa (restos 596-855 que incluyen el dominio catalitico) como la
proteasa exogena en el ensayo da como resultado una activacion de la HA de la gripe y replicacion del virus en
multiples ciclos. La eficacia de la matriptasa en comparacién con la tripsina era de aproximadamente un 80 %. El
panel en la parte izquierda inferior muestra una recopilacion de resultados y la eficacia de IN-1 para inhibir la
matriptasa en este ensayo (ningun efecto en la tripsina que indique selectividad). El panel C muestra una curva de
concentracion-respuesta de inhibicién de formacién de placas de PR8 en presencia de IN-1 en células MDCK
suplementadas con Matriptasa (43 nM). Por lo tanto, estos resultados muestran que la matriptasa es capaz de
soportar la replicacion en multiples ciclos de virus de gripe con alta eficacia en comparacion con tripsina.

Dado que el ensayo mencionado anteriormente implicaba la adicién de enzimas exdgenas, se buscaba evaluar si la
matriptasa esta implicada en el soporte de la replicacion en multiples ciclos del virus de la gripe en un sistema que
no necesita proteasas exdégenas. La linea de células epiteliales de las vias respiratorias Calu-3 se us6 para someter
a ensayos de hipotesis.
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Usando tecnologia de ARN de interferencia, los ARNSsi especificos para matriptasa humana se dirigieron en estas
células. Las células Calu 3 se transfectaron con dos ARNSsi diferentes (50 nmol, S1: s13520 (Ambion) simbolo
genético ST14 de ARNsi Seleccionado Silencer®; S2: ST14 de direccionamiento a ARNesi (esiRNA1) MISSION®
EHUO012511 (Sigma-Aldrich)) dirigido hacia ARNm de matriptasa (secuencia diana de EHUO012511:
ACGTCCTGCTCATCACACTGATAACCAACACTGAGCGGCGGCATCCCGGCTTTGAGGCCACCTTCTTCCAGCT
GCCTAGGATGAGCAGCTGTGGAGGCCGCTTACGTAAAGCCCAGGGGACATTCAACAGCCCCTACTACCCAGG
CCACTACCCACCCAACATTGACTGCACATGGAACATTGAGGTGCCCAACAACCAGCATGTGAAGGTGCGCTTC
AAATTCTTCTACCTGCTGGAGCCCGGCGTGCCTGCGG (SEQ ID NO: 5)) usando diversas concentraciones de
Lipofectamina RNAIMAX™ (de 0,5 a 1,5 pl). Los ARNSsi codificados se usaron como controles. 48 h después de la
transfeccion, se prepararon extractos de proteina celular. Los extractos se sometieron a electroforesis en gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa. Las membranas se sondearon para
expresion de proteina matriptasa usando un anticuerpo especifico de matriptasa de conejo anti-humano. Las
membranas se bloquearon usando leche seca sin grasa en Solucidon Salina Tamponada con Tris (TBS) con Tween™
20. A continuacion las membranas se marcaron con un anticuerpo especifico de matriptasa de conejo anti-humano
(Betil laboratories, Inc.). Las proteinas marcadas se revelaron usando un anticuerpo secundario de burro anti-conejo
acoplado a peroxidasa de rabano picante (GE Healthcare UK Ltd.) y aumento de la quimioluminiscencia (ECL).

Los resultados que se presentan en la Figura 8 demuestran que los dos ARNsi dirigidos a matriptasa independiente
bloquean de forma significativa la expresion de proteina matriptasa. Usando 1,5 pl de Lipofectamina RNAIMAX™
para transfeccion, los controles de ARNSsi codificado (controles negativos AllStars, N.° Cat 1027280; Qiagen)
presentaban poco o ningun efecto en la expresion de la proteina matriptasa, mientras que ambos ARNSsi, 1 y 2,
Bloqueaban de forma significativa la expresion de la proteina matriptasa en células Calu-3. El analisis densitométrico
de las aplicaciones puntuales que se presentan en la Figura 8A desvelaban que los ARNSsi dirigidos por matriptasa
inhibian de forma significativa la expresion de la proteina matriptasa en células Calu-3 48 h después del
transfeccion. Las atenuaciones genéticas de la proteina matriptasa variaban entre un 80-90 % usando estos ARNSsi
(Figura 8B).

Se realizaron experimentos adicionales para someter a ensayos y esta atenuacion genética de matriptasa Podria
inhibir la replicacién de la gripe. Las células Calu-3 se transfectaron (Lipofectamina RNAIMAX™ 1.5 ul) con los
ARNSsi, S1 y S2, y se han descrito anteriormente dirigidos a matriptasa 48 h antes de la infeccion (los ARNSsi
codificados se usaron como controles). Después de la transfeccion, las células se lavaron y se infectaron con virus
de la gripe A/Puerto Rico/8/34 (1000 UFP) durante 1 h para permitir la unién viral. A continuacion las células se
lavaron y se incubaron durante 48 h. Los sobrenadantes se recogieron y se sometieron al ensayo para particulas
virales infecciosas usando el sistema de MDCK/tripsina. El virus de la gripe se replicé hasta titulos elevados en
células sin transfectar y con ARNsi codificado, pero la replicacion estaba bloqueada de forma significativa en células
transfectadas con ARNsi de matriptasa (Figura 9). Tomados en conjunto estos resultados muestran que la
matriptasa, una serina proteasa transmembrana de tipo ll, sitia en la membrana plasmatica de células epiteliales de
las vias respiratorias (Figura 4) es capaz de estimular la replicacion de la gripe en mdltiples ciclos (Figuras 6, 7, y 9)
y es responsable de la activacion de la hemaglutinina de la gripe en células epiteliales de las vias respiratorias, que
son la diana de virus de la gripe.

Ejemplo 3
SINTESIS DE INHIBIDORES DE MATRIPTASA

Las realizaciones especificas de los inhibidores de la presente invencién tienen una cadena principal peptidica e
incluyen un resto de cabeza desprendible de ceto-benzotiazol. El resto de cetobenzotiazol esta implicado en la
actividad inhibitoria de estos compuestos mientras que la cadena principal peptidica desempefa un papel en la
selectividad para matriptasa con respecto a otras enzimas. La sintesis de inhibidores de cetobenzotiazol se hace a
modo de ejemplo a continuacion con IN-1 (compuesto 1), un potente inhibidor de matriptasa identificado por los
presentes inventores. Por supuesto la sintesis que se describe a continuacién se puede adaptar para producir
variantes de péptido-cetobenzotiazol o inhibidores de péptido-cetoheterociclicos u otros derivados peptidicos, que
estan dentro del alcance de la presente invencion.

Materiales y Métodos (quimica). Los aminoacidos de los reactivos de acoplamiento se obtuvieron en Chemimpex
International (USA) y se usaron tal como se recibieron. Los reactivos los disolventes se adquirieron en proveedores
comerciales y se usaron tal como se recibieron a menos que se indique de otro modo. Los disolventes se secaron
como sigue a continuacion: THF a partir de benzofenona sédica, DCM a partir de pentéxido de fésforo, y MeOH a
partir de magnesio. La cromatografia ultrarrapida se realizé en silice 60F254™ de Silicicle, cromatografia en capa
fina a partir de placas de CCM de vidrio de Silicicle. Los experimentos de HPLC analitica se realizaron en un
instrumento 1100 series de Agilent™ equipado con detector de UV ajustado a 223 nm y una columna Eclipse Plus
C18 de Agilent™ (3,0 x 50 mm, columna de tamafo de particula esférica de 1,8 mm) con un gradiente lineal de 2-
50 % de CH3CN y H20O que contenia TFA al 0,1 % (10 min), 50-100 % (4 min), 100 % (4 min), 100-2 % (1 min) y 2 %
(3 min). Los productos finales se purificaron hasta > de un 95 % de pureza (HPLC-UV) por HPLC preparativa
(instrumento 126 de Beckman) usando una columna Vydac™ C18, 250 x 22 mm de ID, tamafio de particula de 5 ym
y un gradiente lineal de acetonitrilo que contenia TFA al 0,1 % a un caudal de 7 ml/min. Todos los inhibidores se
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obtuvieron en forma de sales de acido trifluoroacético (TFA) después de liofilizacion. Los pesos moleculares de los
compuestos se confirmaron mediante espectrometria de masas (Electrospray micromass ZQ-2000 de Waters). Los
espectros de RMN "Hy '°C se registraron en un ECX-300 (Bruker Inc., USA) a 300 MHz, y se indican con respecto a
sefiales de disolvente interno.

Por via sintética, compuesto 1 (IN-1, RQAR-cetobenzotiazol) y sus analogos se montaron de forma similar a la del
método informado por Costanzo et al., (J. Med. Chem. 2005, 48, 1984-2008) mediante acoplamiento peptidico de
fragmento de P1 funcionalizado con cabeza desprendible con fragmento de P4-P2 protegido (Esquemas 1 a 4). La
sintesis de IN-1 se muestra como un ejemplo. En primer lugar, el fragmento 1-C que porta el elemento de
inmovilizacién de serina se prepard a partir de la correspondiente amida de Weinreb 1-B, mediante la adicién de 2-
litio-benzotiazol generado in situ. El cetobenzotiazol resultante se redujo en la misma operacion con NaBHs como un
medio para proteger el grupo ceto electrofilo, y a continuacion el grupo Boc se desprotegid mediante acidolisis. En
paralelo, el tosilato del éster de L-Ala bencilo se acoplé con Fmoc-GIn-OH usando HATU para proporcionar el
dipéptido 1-f. Después de la retirada de Fmoc, el dipéptido en bruto se acoplé con Boc-Arg(Mtr)-OH en presencia de
EDC y HOBt para dar el tripéptido totalmente protegido correspondiente. A continuacion la hidrogendlisis del éster de
bencilo gener6 el fragmento deseado 1-H. El acoplamiento posterior del tripéptido 1-H con 1-C de cabeza
desprendible proporcion6 el compuesto intermedio 1-K (Esquema 3). A continuacion el armazon tetrapeptidico 1-K
se oxidd con IBX (Frigerio, et al., J. Org. Chem. 1995, 60, 7272-7276) seguido de aciddlisis final de grupos
protectores con HF. Los compuestos se obtuvieron generalmente en forma de mezclas de epimeros a 8:2 (Costanzo
et al., mencionado anteriormente), que se separaron mediante HPLC preparativa de fase inversa. Los analogos
estructurales 2-7 (Tabla 7, que sigue a continuacién) se obtuvieron de acuerdo con el mismo método de sintesis.

SINTESIS DE IN-1 (RQAR-cetobenzotiazol, compuesto 1 en la Tabla 7 que sigue a continuacién)

Ezgquema i

o
P P
Boe™ OH Beo™ r]u’ ™~
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Mtr BAIF TNt
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Etapa a:

A una solucién de Boc-Arg(Mtr)-OH (Esquema 1, compuesto 1-A, 1357,4 mg, 2,79 mmol, 1 equiv.) en THF anhidro
(93 ml), se afadieron en atmdsfera de nitrégeno (i) 1273,3 mg de HATU (3,35 mmol, 1,2 equiv.); (ii) 326,8 mg de
HN(Me)OMe+HCI (3,35 mmol, 12 equiv.) e (iii) 2,4 ml de DIPEA (14 mmol, 5 equiv.). La mezcla de reaccién se agito
durante 3 h a temperatura ambiente. Después de finalizar la reaccion, la mezcla se concentré al vacio y se purificd
directamente por cromatografia ultrarrapida, eluyendo con EtOAc/hexano (80:20 a 100:0) para dar la amida de
Weinreb (Compuesto 1-B) en forma de un solido de color blanco (1,4 g, 93 %). HPLC: 10,98 min, 90 %. RMN 'H
(300 MHz, CDCl3) & 1,41 (s, 9H), 1,55-1,71 (m, 4H), 2,59 (s, 3H), 2,67 (s, 3H), 2,80 (s,3H), 3,22 (s, 3H), 3,29-3,33
(m, 1H), 3,72 (s, 3H), 3,82 (s, 3H), 4,63 (t, 1H), 5,47 (d, 2H), 6,20-6,31 (m,2H) 6,53 (s, 3H). RMN "*C (75,4 MHz,
CDCl3) & 11,94,18,20, 24,12,24,59, 28,34, 32,13, 41,00, 49,31, 55,46, 61,65, 80,38, 111,77, 120,20, 124,91, 136,25,
138,77, 155,74, 156,62, 158,54. MS (ES) m/z 530,2 (M+H)".

Etapa b:

Una soluciéon de benzotiazol (1,7 ml, 15,5 mmol, 18 equiv.) en 52 ml de THF anhidro se enfri6 a -75 °C con agitacion
en atmosfera de nitrogeno. Se afadié butillitio (1,02 M en hexano, 14,8 ml, 15,1 mmol, 17,50 equiv.) gota a gota
durante 30 min de -75 a -70 °C y la mezcla se agit6é durante un periodo adicional de 30 min de -75 a -70 °C. A esta
solucion se anadio, gota a gota durante 50 min, una soluciéon de la amida de Weinreb 1-B (Esquema 1; 456 mg,
0,86 mmol, 1 equiv.) en 27 ml de THF secado de -75 a -70 °C. La mezcla de reaccion se agité a -75 °C durante 2 h.
La reaccion se interrumpié con 20 ml de NH4Cl acuoso saturado, y se extrajo con EtOAc (3 x 50 ml). Las fases
organicas combinadas se lavaron sucesivamente con agua (3 x 50 ml) y solucién salina saturada (2 x 50 ml, seca
(MgSO0.)), se filtré a través de vidrio sinterizado, y se concentré al vacio. El residuo se disolvio en MeOH seco
(17,2 ml), se enfrié -20 °C mientras se agitaba y se traté con NaBH4 (198 mg, 5,2 mmol, 6 equiv.). Después de 1 h,
se afadi6é acetona (20 ml) y la mezcla de reaccion se calentd a temperatura ambiente durante 30 min. La mezcla de
reaccion se concentrd al vacio y se repartié entre agua y EtOAc. La fase acuosa se extrajo con EtOAc (2 x 20 ml), y
los extractos organicos combinados se lavaron con solucion salina saturada (2 x 20 ml), se secaron (MgSQ.), se
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filtraron a través de vidrio sinterizado y se concentraron al vacio. El residuo se purificé por cromatografia ultrarrapida,
eluyendo con EtOAc/hexano (80:20 a 100:0) para dar hidroxibenzotiazol (Esquema 1, compuesto intermedio 1-C) en
forma de un solido de color amarillo (322 g, 63 %). HPLC: 12,09 min, pureza de un 100 %. RMN H (300 MHz,
CDCIl3) 6 1,24 (s, 4H), 1,37 (s, 5H), 1,40-1,72 (m, 4H), 2,58 (s, 3H), 2,64 (s, 3H), 2,66 (s,3H), 3,08-3,35 (m, 2H), 3,80
(s, 3H), 4,13 (t, 1H), 5,16 (s, 1H), 5,52 (d, 2H), 6,21-6,38 (m, 3H), 6,50 (s, 3H), 7,90 (d, 1H), 7,95 (d, 1H). RMN "°C
(75,4 MHz, CDCIs) 6 11,9, 19,1, 23,2,24,1, 26,9, 28,8, 40,9, 55,5, 60,4, 80,2, 112,1, 121,6, 122,5, 124,8, 124,9,
125,0, 126,9, 134,7, 136,7, 138,6, 152,7, 156,6, 157,1, 158,5, 173,0. MS (ES) m/z 606,1(MH)".

Esgquema 2
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Etapa c:

A una solucién de L-alanina (Esquema 2, compuesto 1-D) (1151,2 mg, 12,9 mmol, 1,00 equiv.) en 51 ml de tolueno,
se afadieron (i) 23 ml de BnOH; y (ii) 2457,6 g de APTS.H,0O (14,2 mmol, 1,10 equiv.). Venciendo un montaje de
Dean-Stark y un condensador, la mezcla se agité6 a la temperatura de reflujo durante una noche. Después de
finalizar la reaccion, la mezcla se concentré al vacio, se disolvio en EtOAc (20 ml) y se extrajo con HCI 1 M
(3 x 20 ml). Los extractos combinados se lavaron con éter (4 x 20 ml), se ajustaron a pH 8-9 con NaHCO; y se
extrajeron con EtOAc (4 x 20 ml). Los extractos combinados de EtOAc se secaron (MgSO,), se filtraron a través de
vidrio sinterizado y se concentraron al vacio. El residuo se cristalizd en una solucion de APTS.H,O
(2457,6 mg, mmol, 1 equiv.) en 20 ml de éter dietilico para dar el compuesto intermedio 1-E (Esquema 2) en forma
de un solido de color blanco (3260,0 mg, (72 %; MS (ES) m/z 180,1 (MH) +).

Etapa d:

A una soluciéon de Fmoc-GIn(Trt)-OH (1,83 g, 3,0 mmol, 1 equiv.) en 30 ml de THF anhidro se afiadieron 1,37 g de
HATU (3,6 mmol, 1,2 equiv.), 1,05 g de HzN-Ala-OBn (1,42 mmol, 1,0 equiv.), y 2,6 ml de DIPEA (15,0 mmol,
5,0 equiv.) en atmdsfera de nitrdgeno. La mezcla de reaccion se agité durante 3 h a temperatura ambiente. Después
de finalizar la reaccion, la mezcla se concentro al vacio y se purificé por cromatografia ultrarrapida, (EtOAc/Hexano
de 50:50 la 70:30) para dar el compuesto 1-F en forma de un sélido de color blanco (2,07 g, 90 %). HPLC: 15,19
min, pureza de un 100 %. RMN 'H (300 MHz, CDCl3) 5 1,29 (d, 1H), 1,95-2,00 (m, 4H?; 4,10-4,20 (m, 2H), 4,22-4,37
(m, 1H), 4,47-4,52 (m, 1H), 5,05-5,17 (m, 2H), 7,10-7,41 (m, 26H), 7,76 (d, 2H). RMN "°C (75,4 MHz, CDCl3) 5 17,56,
30,00, 33,29, 47,16, 48,28, 53,35, 66,99, 77,49, 119,97, 125,19, 127,08, 128,22, 128,68, 141,30, 144,47, 144,52,
170,97. MS (ES) m/z 794 (M+Na)".

Etapa e-f:

Una solucion de Fmoc-GIn(Trt)-Ala-OBn (1,06 mg, 1,37 mmol, 1 equiv.) en 13,2 ml de CH,CI»/Et;NH (90:10) se agitd
durante 3 h a temperatura ambiente, y a continuacién se concentré al vacio. El residuo se diluyé con CH.CI;
(3 x 20 ml) y se concentro al vacio para dar el compuesto intermedio de amina libre en forma de un aceite incoloro. A
una solucion de 798 mg Boc-Arg(Mtr)-OH (1,64 mmol, 1,2 equiv.) en 14 ml de CH,Cl; se afadieron 314 mg de EDC
(1,64 mmol, 1,2 equiv.), 1,37 mmol de HyN-GIn(Trt)-Ala-OBn (compuesto 1-G, 1,00 equiv.) y 222 mg de HOBt
(1,64 mmol, 1,2 equiv.). La mezcla se agité a temperatura ambiente durante la noche. Después de la finalizacion, la
mezcla de reaccion se concentrd al vacio y se purificd por cromatografia ultrarrapida (EtOAc/Hexano de 80:20 a
100:0) para producir el compuesto intermedio 1-H en forma de un soélido de color blanco (813 mg, 77 %). HPLC-UV:
14,48 min, pureza de un 80 %. RMN H (300 MHz, CDCl3) 6 1,28 (d, 2H), 1,36 (s, 10H), 1,58-1,66 (m, 1H), 2,42 (s,
3H), 2,59 (s,3H), 2,63 (s,3H), 3,02-3,18 (m, 1H), 3,77 (s, 3H), 4,08-4,15 (m, 1H), 4,34-4,41 (m, 2H), 4,95 (dd, 2H),
5,35 (d, 2H),6,08- 6,30 (s, 3H), 6,47 (s, 3H), 7,14-7,36 (m, 20H). RMN "°C (75,4 MHz, CDCl3) 5 11,0, 17,1, 18,4,
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24,2, 252, 28,3, 29,8, 48,5, 52,7, 53,6, 55,4, 66,9, 77,5, 79,9, 111,7, 121,1, 126,9, 127,9, 128,9, 131,3, 135,3, 1387,
144,3, 155,0, 155,6, 158,2, 172,5. MS (ES) m/z 1018,0 (M+H)".

Ezgquema 3
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Etapa g:

Una solucién de Boc-Arg(Mtr)-benzotiazol, compuesto 1-C (Esquema 3; 188,8 mg, 0,31 mmol, 1 equiv.) en 3,1 ml de
CH.CI,/TFA (8:2), se agité a temperatura ambiente durante 1 y se concentré al vacio. El residuo se concentrd
muchas veces con CH,Cl; (3 x 20 ml) para eliminar TFA and para dar el compuesto intermedio 1-1 (Esquema 3) en
forma de un aceite de color amarillo.

Etapa h:

El compuesto intermedio 1-H (320,7 mg, 0,31 mmol, 1 equiv.), Pd al 10 % sobre carbono activado (140 mg), Y EtOH
absoluto (3,1 ml) se agitaron bajo una presiéon atmosférica de hidrégeno durante 1 h a temperatura ambiente. La
mezcla resultante se filtré sobre tierra de diatomeas a través de vidrio sinterizado y se concentré al vacio para dar el
compuesto 1-J en bruto, que se usé como tal en la siguiente etapa.

Etapa i:

A una solucion de Boc-Arg(Mtr)-GIn(Trt)-Ala-OH, compuesto 1-J (Esquema 3; 0,31 mmol, 1 eq en DMF anhidra, se
afadieron: (i) 353,6 mg de HATU (0,93 mmol, 3 equiv.); (ii) 0,31 mmol de hidroxibenzotiazol, compuesto 1-I
(Esquema 3, 1,00 equiv.); y (iii) 0,3 ml de DIPEA (1,55 mmol, 5 equiv.). La mezcla se agité durante una noche, se
concentro al vacio y se purificd por cromatografia ultrarrapida, eluyendo con MeOH/EtOAc (95:5) para dar el
compuesto 1-K (Esquema 3; 366,2 g, 84 %) HPLC: 14,59 min, pureza de un 83 %. RMN H (300 MHz, CDCls) b (s,
9H), 1,39 (d, 3H), 1,47-1,60 (m, 6H), 2,04-2,15 (m, 2H), 2,33-2,58 (m, 10H), 2,84 (s, 6H), 2,97(s, 6H), 3,03-3,11
(m,2H), 3,82 (s, 9H), 4,04-4,10 (m, 1H), 4,18-4,28 (m, 2H), 4,30-4,49 (m,1H), 5,15 (d, 1H), 6,49 (s, 1H), 7,07-7,53 (m,
15H), 7,79-7,92 (m, 2H), 8,32 (d, 1H), 8,65 (d, 1H). RMN "*C (75,4 MHz, CDCl3) & 11,97, 17,23, 18,59, 24,17, 28,06,
43,24, 55,51, 76,59, 77,43, 127,02, 127,94, 128,94, 128,60, 128,73, 144,10. MS (ES) m/z 1415,0 (M+H)".
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Esguema 4
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Etapa j:

el reactivo IBX (84 mg, 0,3 mmol, 1,2 equiv.) se afadié a una solucién de compuesto 1-K (355 mg, 0,25 mmol,
1 equiv.) en 2,5 ml de DMSO. La mezcla resultante se agité durante una noche a temperatura ambiente. La mezcla
de reaccion se lavo con agua (2 x 10 ml) y solucion salina saturada (2 x 10 ml), se secé (MgSO.), se filtr6 a través de
vidrio sinterizado, y se concentrd al vacio. El residuo se purificé por cromatografia ultrarrapida (EtOAc/Hexano de
80:20 a 100:0) para dar el compuesto 1-L en forma de un solido de color amarillo (170 mg, 48 %). HPLC: 14,94 min,
pureza de un 95 %. RMN 'H (300 MHz, CDCl3) & 1,29 (s, 9H), 1,41 (d, 3H), 1,44-1,87 (m, 4H), 2,00-2,15 (m, 4H),
2,30-2,61 (m, 10H), 2,87 (s, 6H), 2,95 (s, 6H), 3,03-3,36 (m, 2H), 3,79 (s, 9H), 4,03-4,15 (m, 2H), 4,30-4,99 (m, 2H),
6,46 (s, 1H), 7,03-7,20 (m, 15H), 7,41-7,52 (m, 2H), 7,86 (d, 1H), 8,16 (d, 1H). RMN 13’C (75,4 MHz, CDCls) 6 11,97,
17,23, 18,59, 24,17, 28,06, 43,24, 55,51, 76,59, 77,43, 127,02, 127,94, 128,60, 128,73, 144,10. MS (ES) m/z 1414,0
(M+H)+.

Etapa K:

Una mezcla de Boc-Arg(Mtr)-GIn(Trt)-Ala-Arg(Mtr)benzotiazol (compuesto 1-L, 206 mg, 0,15 mmol, 1 equiv.) Y anisol
anhidro (200 pl) se puso en un tubo de reaccion de teflén de un aparato HF y se enfrié a -78 °C. El HF anhidro (15-
20 ml) se condenso en el tubo, y la temperatura se aumenté a 0 °C. La mezcla de reaccién se agité a 0 °C durante
3 h, se concentré al vacio, y se tritur6 con Et,O (3 x 20 ml) para dar un soélido de color amarillo, Este solido se
purific6 por HPLC de fase inversa, (agua/MeCN/TFA a 70:30:0,1), lo que permiti6 la separacion de dos
diastereoisomeros (88:12). El diasteredmero principal 1-M (IN-1, Compuesto 1) se obtuvo en forma de un sélido de
color blanco después de liofilizacion (56 mg, 35 %). HPLC: 7,31 min, pureza de un, 94 %. El segundo diastereémero
Se aisl6 en forma de un producto puro (8 mg, 6,87 min, pureza de un 95 %). RMN 'H (300 MHz, D-0) & 1,38 (d, 3H)
1,49-1,58 (m, 2H), 1,61-1,69 (m, 2H), 1,73-1,92 (m, 2H), 2,19-2,25 (m, 4H), 3,09-3,23 (m, 1H), 3,98 (t, 1H), 4,23-4,32
(m, 2H), 7,56-7,68 (m, 2H), 8,11 (d, 1H), 8,19 (d, 1H). RMN 13’C (75,4 MHz, D;0O) 6 17,44, 24,12, 24,73, 25,02, 27,94,
33,22, 39,74, 54,66, 55,49, 74,38, 76,60, 121,76, 124,80, 125,94, 144,09, 173,49, 177,48, 177,96. HRMS calculado
para Cu7H42N1205S: 647,3200; encontrado: 647,3228 (M+H)+.

SINTESIS DE_ANALOGOS ESTRUCTURALES DE IN-1 (compuestos 2 a 7 en la Tabla 7 que sigue a
continuacion)
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Tabla 7: Estructura de analogos estructurales de IN-1

o P 0 CONTY
e A LI T3
" G H Ri Ry

1[0

ol

Compuesto N.° P4-P3-P2-P4 R1, Rz
1 R-Q-A-R =0
2 R-Q-A-R H, OH*
3 R-Q-A-K =0
4 Q-A-R =0
5 A-R =0
6 R =0
7 R-Q-A-(D)R =0

* mezcla de diastereoisdmeros a 3:2, estereoquimica absoluta sin determinar.

2-(2-amino-5-carbamimidamidopentanamido)-N-(1-{[1-(1,3-benzotiazol-2-il)-5-carbamimidamido-1-
hidroxipentan-2-iljcarbamoil}etil)pentanodiamida (compuesto 2)

El mismo método usado para el compuesto 1 (IN-1) S.A. descrito anteriormente se us6 para sintetizar el compuesto
2, que se obtuvo en forma de un solido de color blanco (7,2 mg, 30 %). HPLC: 6,08 min, 94 %. RMN H (300 MHz,
D;0). 8 1,07 (d, 3H), 1,43-1,61 (m, 4H), 1,70-1,99 (m, 4H), 2,15-2,29 (m,4H), 3,00-3,18 (m,1H), 3,93 (t, 1H), 4,04-
4,13 (m, 1H), 4,14-4,24 (m, 1H), 5,02 (d, 1H), 7,39-7,55 (m, 2H), 7,89 (d, 1H), 7,97-8,00 (m, 1H). RMN *C
(75,4 MHz, D-0O) 6 17,62, 23,37, 24,37, 26,86, 27,94, 30,82, 40,33, 52,50, 53,07, 73,44, 172,36. HRMS calculado
para Cu7H44N1205S: 649,3351; encontrado: 649,3366 (M+H)+.

N-(1-{[6-amino-1-(1,3-benzotiazol-2-il)-1-oxohexan-2-ilJcarbamoil}etil)-2-(2-amino-5-carbamimidamido-
pentanamido)pentanodiamida (RQAK-cetobenzotiazol, IN-2, compuesto 3 en la Tabla 7)

El mismo método que el usado para el compuesto 1 también se usoé para sintetizar el compuesto 3 con adaptaciones
apropiadas (Lisina en lugar de Arginina), que se obtuvo en forma de un sélido de color blanco (6 mg, 42 %). HPLC:
5,11 min, 91 %. RMN 'H (300 MHz, D;0) & 1,36 (d, 6H), 1,42-1,54 (m,4H), 1,61-1,80 (m, 4H), 1,98-2,12 (m, 4H),
2,21-2,31 (m, 4H), 2,94 (;[ 1H), 3,84-3,94 (m, 1H), 4,23-4,32 (m, 1H), 4,34-45 (m, 1H), 7,59-7,70 (m, 2H), 8,11 (m,
1H), 8,19 (d, 1H), RMN "C (75,4 MHz, D,0) & 17,64, 22,42, 26,31, 26,80, 30,35, 30,94, 39,06, 40,20, 52,44, 54,98,
122,96, 124,89. HRMS calculado para C27H42N1005S: 310,1603; encontrado: 310,1603 (M2H+/2).

2-amino-N-(1-{[1-(1,3-benzotiazol-2-il)-5-carbamimidamido-1-oxopentan-2-iljJcarbamoil}etil)pentanodiamida
(compuesto 4)

El mismo método que el usado para el compuesto 1 se usé para sintetizar el compuesto 4 (con adaptaciones
apropiadas ), que se obtuvo en forma de un sélido de color blanco (10,0 mg, 30 %). El segundo diastereébmero
también se aislé en forma de un producto puro (2,1 mg, 6,38 min, pureza de un 93 %). HPLC: 7,31 min, pureza de
un 94 %. RMN 'H (300 MHz, D;0) & 1,36 (d, 3H) 1,58-1,62 (m, 2H), 1,91-1,96 (m, 2H), 2,11 (d, 2H), 2,20- 2,25 gm,
2H), 3,17 (d, 2H), 3,97(d, 1H), 4,14-4,25 (m, 1H), 4,35 (c, 1H), 7,43-7,57 (m, 2H), 8,09 (d, 1H), 8,14 (d,1H). RMN "°C
(75,4 MHz, D20O) & 16,47, 24,62, 26,44, 29,89, 30,22, 40,61, 52,13, 122,52, 122,89, 124,85, 127,81, 136,71, 152,61,
156,66, 163,98, 174,58, 176,80, 193,38. HRMS calculado para Cz7H42N1OsS: 491,2189; encontrado:
491,216 1(M+H)".

N-[1-(1,3-benzotiazol-2-il)-5-carbamimidamido-1-oxopentan-2-il]-2-acetamidopropanamida (compuesto 5)

El mismo método que el usado para el compuesto 1 se usé para sintetizar el compuesto 5 (con adaptaciones
apropiadas), que se obtuvo en forma de un solido de color blanco (10,8 mg, 30 %). El segundo diastereébmero
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también se aislé en forma de un producto puro (5,1 mg, 8,04 min, pureza de un 99 %). HPLC: 8,29 min, pureza de
un 97 %. RMN 'H (300 MHz, D;0O) & 1,29 (d, 3H), 1,52-1,63 (m, 2H), 1,77-1,82 (m, 2H), 1,86 (s, 3H), 3,15 (t, 2H),
4,07 (d, 1H), 4,21 (c, 1H), 7,43-7,59 (m, 2H), 8,06 (d, 1H), 8,12 (d,1H),RMN 3c (75,4 MHz, D,O) & 16,51, 21,49,
24,34, 27,56, 40,36, 49,93, 55,22, 122,85, 124,77, 125,12, 136,66, 152,53, 156,66, 163,92, 173,99, 175,41, 193,26.
HRMS calculado para C1gH24NsO3S: 405,1709; encontrado: 405,1683 (M+H)+.

N-[1-(1,3-benzotiazol-2-il)-5-carbamimidamido-1-oxopentan-2-ilJacetamida (compuesto 6)

El mismo método que el usado para el compuesto 1 se uso para aislar el compuesto 6 (con adaptaciones apropiadas
), que se obtuvo en forma de un solido de color blanco (6,2 mg, 48 %). HPLC: 8,22 min, pureza de un 99 %. RMN H
(300 MHz, CDCl3) 6 1,52-1,68 (m, 2H), 1,97-2,08 (m, 2H), 2,11 (s, 3H), 3,16 (t, 2H), 5-35-5,50 (m, 1H), 7,43-7,59 (m,
2H), 8,08 (d, 1H), 8,17 (d, 1H). RMN "*C (75,4 MHz, CDCls) & 21,47, 24,26, 27,76, 40,33, 55,36, 122,89, 124,84,
127,83, 136,78, 148,14, 152,66, 163,80, 174,27, 193,91). HRMS calculado para CisH19NsO2S: 334,1332;
encontrado: 334,1340 (M+H)".

Ejemplo 4

LOS TETRAPEPTIDOS DE CETOBENZOTIAZOL INHIBEN LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE MATRIPTASA
Procedimientos experimentales

Materiales

La matriptasa humana recombinante purificada, matriptasa-2, hepsina y furina se prepararon como se ha descrito
(1.2). La tripsina y la trombina bovinas son de Sigma-Aldrich.

Métodos Cinéticos Generales

En el siguiente tampdn de reaccion se realizaron ensayos enzimaticos: HEPES 50 mM, pH 7,4 que contenia
500 pg/ml de albumina de suero bovino. Las actividades enzimaticas se monitorizaron por medicién de la liberacion
de fluorescencia de un resto de amido metil cumarina (AMC) (excitacion, 360 nm; emision, 441 nm) de Boc-GIn-Ala-
Arg-AMC (50 pm) (Bachem Biosciences, King of Prussia, PA) durante 20 min a 37 °C en un lector de microplacas
FLX-800 TBE™ (Bio-Tek Instruments, Winooski, VT).

Inhibicion de matriptasa con tetrapéptidos de cetobenzotiazol

La matriptasa humana purificada recombinante (aminoacidos 596-855) (1 nM) se incubd con vehiculo (DMSO al
1 %) o 1 uM de inhibidores IN-1 (RQAR-cetobenzotiazol, Compuesto 1) e IN-2 (RQAK-cetobenzotiazol, compuesto
3) durante 10 minutos a temperatura ambiente. La actividad enzimatica se midié durante 20 minutos a 37 °C usando
50 uM de Boc-GIn-Ala-Arg-AMC como un sustrato. La reaccion se realizé en un tampén HEPES 50 mM (pH 7,4)
contenia 5 pg/ml de BSA.

Para la determinacion de la Clsg, la actividad enzimatica residual (Vi/V,) se representd como una funcion de la
transformacion log de la concentracion de inhibidor (log I). Los datos se ajustaron mediante analisis de regresion no
lineal usando el software GraphPad Prism 5™. La Clso corresponde a la concentracion de inhibidor necesaria para
reducir la actividad enzimatica maxima en un 50 %.

Los resultados muestran que la matriptasa se inhibe de forma eficaz con IN-1 y en menor medida con IN-2 (Figura
10). IN-1 inhibié casi completamente la actividad de matriptasa en comparacién con el control, mientras que IN-2
inhibioé aproximadamente un 25 % de la actividad de matriptasa a 1 pM.

Para evaluar adicionalmente el perfil inhibidor, la disociacion del complejo de enzima:inhibidor (El) se investigo
usando experimentos de dilucion (Bieth, J. G. Methods. Enzymol. 1995, 248, 59-84). La disociacion del complejo de
enzima-inhibidor (El) se investigd usando experimentos de recuperacion de dilucidon. La concentracion elevada de
matriptasa (0,5 yuM) con concentracion variable de A) IN-1 (Compuesto 1) o B) EGR-CMK se incub6 durante 20
minutos a temperatura ambiente en tampdn de reaccién para permitir la formacién del complejo El. Los complejos se
diluyeron rapidamente (1:2000) en un tampén de reaccion que contenia 400 uM de Boc-GIn-Ala-Arg-AMC (~7 veces
Km). La lactida se registré continuamente durante 75 minutos y la fluorescencia se representé como una funcion del
tiempo.

Las Figuras 11A y 11B informan de la comparacion de las curvas de disociacion para IN-1 (compuesto 1) (Fig. 11A)
y el inhibidor irreversible Glu-Gly-Arg clorometil cetona (EGR-CMK) (Fig. 11B). La curva de disociacién de EGR-CMK
presenta una relacioén lineal del producto con respecto al tiempo, indicativa de inhibicion irreversible. Por el contrario,
la curva de disociacion de IN-1 (compuesto 1) muestra una forma exponencial, lo que sugiere la disociacion del
complejo de enzima:inhibidor. En conjunto, estos datos confirman la formacion lenta, de unién estrecha, lenta de un
complejo entre inhibidor y enzima. Esto proporciona la ventaja de un mejor control de la inhibicion.
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Para caracterizar adicionalmente la inhibicion de matriptasa con IN-1 (compuesto 1), la constante de inhibicion (K; )
se determiné usando la ecuacién de Morrison a la inhibicion de unién estrecha reversible (Bieth, J. G. Methods.
Enzymol. 1995, 248, 59-84). Para evaluar la potencia de la inhibicion de los compuestos de cetobenzotiazol con
respecto a proteasas, 1 nM de enzimas se afadié al tampdn de reaccion que contenia 0 nM, 10 nM o 10 uM de los
diferentes cetobenzotiazoles (0,4 uM, 4 uM y 400 pM a la forma reducida de RQAR-cetobenzotiazol (Compuesto 2))
y 100 uM de Boc-Arg-Arg-Val-Arg-AMC para furina y 100 uM de Boc-GIn-Ala-Arg-AMC para las otras proteasas. Si
se producia una inhibicién sustancial usando una proporcién de I/E < 10, los compuestos se trataban como
inhibidores de unién estrecha (Bieth, J.G., Methods. Enzymol. 1995, 248, 59-84). Para la determinacion de K de
inhibidores de unién estrecha, las enzimas diluidas a concentraciones que variaban de 0, 25 a 1 nM se equilibraron
previamente en condiciones apropiadas de los compuestos durante 15 minutos a temperatura ambiente. La actividad
enzimatica residual se midié a continuacién siguiendo la hidrdlisis del sustrato fluorogénico Boc-GIn-Ala-Arg-AMC
durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se hizo el promedio de los datos de al menos tres experimentos
independientes y las velocidades residuales se representaron como una funcién de la concentracion de inhibidor.
Los datos se ajustaron mediante analisis de regresion no lineal a la ecuacion de K; de Morrison (1):

vilvo = vo*(1-((((Eo + lo + Kiap) - (((Eo + lo + Kiap)2) -4*E0*10)'/2)) / (2*E0))), (1)

en la que vo y vi son las tasas del estado estacionario de la hidrdlisis del sustrato en ausencia y presencia de
inhibidores, respectivamente, Eo, la concentracion inicial de enzima, lo, la concentracion inicial de inhibidor y Kiap La
constante de disociacién en equilibrio dependiente del sustrato. La constante independiente del sustrato K se calculd
usando la ecuacion (2):

Kiap = (Ki *(1+(S/Km))), (2)

en la que S es la concentracion inicial de sustrato y Km es la constante de Michaelis-Menten para la interaccion de
enzima-sustrato.

Si se produjera una inhibicién sustancial solamente cuando se usa una proporcion de I/E > 10, los compuestos se
tratarian como inhibidores reversibles clasicos. En este caso, los ensayos de inhibicién usados para la determinacion
de K; se iniciaron mediante la adicion de 1 nM de proteasa a una mezcla de reaccion que contenia el inhibidor y el
sustrato fluorogénico. Los datos generados a partir de representaciones de velocidad enzimatica con respecto a
concentracion de sustrato a varias concentraciones fijas de inhibidor se ajustaron mediante analisis de regresion no
lineal con respecto ecuaciones que describen un modelo de inhibicién competitiva, acompetitiva, no competitiva y
mixta (Copeland, R. A Practical Introduction to Structure, Mechanism and Data Analysis. Wiley-VCH, New-York,
2000, capitulo 10, pp 1-397.). Para inhibicién de matriptasa con el compuesto 6 (R-Benzo) y trombina con el
compuesto 1 (RQAR-Benzo), el modelo preferente fue el modelo de inhibicién mixta tal como se determina mediante
la bondad del ajuste (R2) y los criterios de informacion de Akaike (AICc) y por lo tanto se usaron para la
determinacion de Ki. Todos los analisis de regresion no lineal y estadisticos se realizaron usando la version 5.04 de
Graph-Pad™ Prisms para Windows (GraphPad, Software San Diego, CA, USA).

En estas condiciones, el compuesto de RQAR-cetobenzotiazol 1 mostraba una potencia elevada para matriptasa,
con una K; de 0,011 nM (Tabla 8). Posteriormente se realizé un analisis preliminar de Relaciones de Estructura-
Actividad (SAR) explorando la posicién P1. Para confirmar el papel del grupo ceto a la inhibicion de matriptasa, se
midio la actividad inhibitoria de una forma reducida del RQAR-cetobenzotiazol con respecto a matriptasa (compuesto
2, Tabla 8). El compuesto 2 reducido (mezcla de diastereoisémeros a 3:2 en la posicion del alcohol, estereoquimica
absoluta sin determinar) presentaba una inhibicién débil. De hecho, una proporciéon estequiométrica de I/E > 1000
era necesaria para observar una inhibicién sustancial, tal como se declara con una K; de 6,1 uM, que contrasta con
la forma oxidada mucho mas potente del compuesto 1 y que es coherente con un mecanismo de elemento de
inmovilizacién de serina funcional.

Tabla 8: Relaciones de estructura-actividad de inhibidores de matriptasa

3 0 Py N N
HENJL,H{ ru\u \_{
O

2 Ri Ry

Compuesto N.° P4-P3-P,-P4 R1, Rz Ki (nM)

D
0 lin-

1 R-Q-A-R = 0,011" + 0,0004
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Py 0 P Ry Ry
Compuesto N.° P4-P3-P,-P4 R1, Rz Ki (nM)

2 R-Q-A-R H, OH* 6124™ + 2702
3 R-Q-A-K =0 9,5°+1,3

4 Q-A-R =0 0,088" + 0,010
5 A-R =0 1,4+ 0,3

6 R =0 457™™ + 132
7 R-Q-A-(D)R =0 46"+0,8

Los valores de K se determinaron como se ha descrito anteriormente (tb: unién estrecha, mm: modelo mixto).
Las mediciones de la actividad enzimatica se realizaron por triplicado y representan la media + desviacion
estandar de al menos tres experimentos independientes. * mezcla de diastereoisémeros a 3:2, estereoquimica
absoluta sin determinar.

La Tabla 8 informa de la influencia de variaciones estructurales del compuesto 1 en la inhibicion de matriptasa. Para
discernir la importancia de la estereoquimica en la posicion P1, el analogo R-Q-A-(D)R (compuesto 7) se sometio a
ensayo y todavia era activo en el intervalo nanomolar, pero presentaba una inhibicion inferior a 400 veces con
respecto al compuesto 1. Una sustitucion de Arg por Lys en la posicion P1 dio como resultado una disminucién de la
Ki de aproximadamente 3 6rdenes de magnitud (comparar los compuestos 1 y 3). Ademas, para discernir mejor la
contribucion respectiva de los restos P4, P3 y P2 sobre el perfil inhibitorio, la porcion peptidica se truncd con uno,
dos vy tres restos partiendo del extremo N-terminal (compuestos 4-6). La delecion del resto P4 proporciono un
compuesto que conserva el perfil de un inhibidor de unién estrecha, ain con una potencia disminuida en 8 veces en
comparacion con el compuesto 1 (compuesto 4, K = 0,088 nM con respecto a 0,011 nM para el compuesto 1). El
compuesto 5, en el que los restos P4 y P3 se sometieron a delecion de forma simultanea, sigue siendo un inhibidor
de unién estrecha con una potencia reducida en 127 veces en comparacion con el compuesto 1 (Ki = 1,4 nM con
respecto a 0,011 nM). Por ultimo, el compuesto 6, en el que se retira la porcion tripeptidica de P4-P2, es
significativamente menos potente, con una Ki de 457 nM, con respecto a 30.000 veces menos potente que el
compuesto 1. Ademas, el compuesto 6 ya no se comporta como un inhibidor de unién estrecha sino como un
inhibidor que posee un modo mixto de inhibicion tal como se determina mediante analisis de ajuste global para
diferentes modos de inhibicion.

Inhibicion de matriptasa con tetrapéptidos de cetobenzotiazol en cellulo

A continuacion, la capacidad de IN-1 (compuesto 1) para inhibir la actividad de matriptasa en células humanas se
sometié a ensayo. Se transfectaron células de rifidn embrionario humano (HEK293) con 6 ug de pcDNA3.1™
(Simulado) o pcDNA3.1™-matriptasa (Matriptasa) usando el reactivo Lipofectamina 2000™ (Invitrogen) en placas de
10 cm. Después de una transfeccion de 24 h, el medio se reemplazé por medio sin suero (medio 293 SFM [I™
(Invitrogen)) en presencia o ausencia (vehiculo) del IN-1 (compuesto 1). Después de 24 h de incubacion, el medio se
incubd con sustrato de Boc-GIn-Ala-Arg-AMC (50 uM) vy la fluorescencia se midié durante 20 minutos a 37 °C. La
actividad enzimatica se determind en términos de unidades de fluorescencia liderada por minuto por ml de medio
para cada condicion.

Los resultados muestran que IN-1 (compuesto 1) inhibe de forma eficaz la actividad de matriptasa en células
cultivadas a 1 yM (aproximadamente un 50 % de inhibicion) y 10 uM (casi un 100 % de inhibicién; la actividad de
matriptasa se devuelve a nivel de fondo) (Figura 12).

Ejemplo 5

SELECTIVIDAD DE INHIBIDORES DE MATRIPTASA
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La selectividad/especificidad de péptidos de cetobenzotiazol de la presente invencién para actividad de matriptasa
se sometid a ensayo. Diversas proteasas (matriptasa; matriptasa-2; hepsina; trombina; tripsina y furina a una
concentracion de 1 nM), se incubaron con vehiculo (DMSO al 1 %) o 1 uM de compuesto IN-1 durante 10 minutos a
temperatura ambiente. La actividad proteolitica se monitorizé mediante la adicién del sustrato peptidico de Boc-Gin-
Ala-Arg-AMC (50 uM) durante 20 minutos a 37 °C. Los datos se presentan como actividad relativa en comparacion
con la reaccion de control (vehiculo = 1) (Figura 13A).

Las Clso de IN-1 para matriptasa y hepsina también se determinaron (Figuras 13B y C). Para la determinacion de
Clso de IN-1 para matriptasa (Figura 13B) and hepsin (Figura 13C), diferentes concentraciones de inhibidores se
incubaron con SNM de enzima. Las actividades relativas (Vi/V,) se representaron con una funcion de la
transformacion log de la concentracion de inhibidor (log 1). Los datos se ajustaron mediante analisis de regresion no
lineal usando el software GraphPad Prism 5™, La Clsy corresponde a la concentracion de inhibidor que da como
resultado una respuesta a medio camino entre la respuesta maxima y la respuesta maximamente inhibida. El valor
de la Clsp del inhibidor era aproximadamente 29 nM para matriptasa mientras que para hepsina era
aproximadamente 540 nM (es decir mas de 18 veces que para matriptasa).

El perfil de selectividad del compuesto 1 para matriptasa con respecto a otras serina proteasas, incluyendo serina
proteasas transmembrana de tipo Il (TTSP), también se determina midiendo la Ki experimental, usando el método
que se ha descrito anteriormente. Los resultados se presentan en la Tabla 9 que sigue a continuacion. La
selectividad se expresd como la proporcion de las K. Se encontré que el compuesto 1 era selectivo para matriptasa
con respecto a otras enzimas: tripsina (88 veces proteasa N.° 5 en la Tabla 9), hepsina (100 veces proteasa N.° 3 en
la Tabla 9), matriptasa-2 (300 veces proteasa N.° 2 en la Tabla 9), TMPRSS11D (764 veces proteasa N.° 4 en la
Tabla 9), trombina (> 30000 veces proteasa N.° 6 en la Tabla 9) y furina (sin inhibicion (NI)- proteasa N.° 7 en la
Tabla 9). Estos resultados demuestran que IN-1 tiene una buena selectividad hacia matriptasa e inhiben otras
proteasas relacionadas con una eficacia significativamente menor.

Tabla 9: Perfil de selectividad

Proteasas Ki (nM) Selectividad
otras Ki/K; matriptasa
1 0,011 £ 0,0004
2 3,3°+1,0 300
3 1,1°£0,3 100
4 84°+26 764
5 0,97°+0,17 88
6 637™" + 131 > 300000
7 NI (10 uM)

Los valores de K se determinaron como se ha descrito anteriormente (tb: unién estrecha, mm: modelo mixto). Las
mediciones de la actividad enzimatica se realizaron por triplicado y representan la media + desviacion estandar
de al menos tres experimentos e independientes.

Para entender el modo preferente de acoplamiento del compuesto 1 en el sitio activo de matriptasa y racionalizar las
Relaciones de Estructura-Actividad, se construyé un modelo molecular del compuesto 1 acoplado en la estructura de
matriptasa de rayos X publicada (Figura 18). De acuerdo con este modelo de acoplamiento, la cadena lateral del
resto de Arg en P1 esta altamente estabilizada en una red de enlaces de hidrégeno, que incluye un puente salino
con el resto Asp ° de matrlptasa un enlace de hidrogeno con Ser® y enlaces de hidrégeno con la amida de la
cadena principal de GIy827 y GIy Esto puede representar la preferencia de Arg con respecto a Lys en P1,
particularmente ya que parece que eI bolsillo de S1 esta mejor situado para acomodar la cadena lateral de Arg en
lugar de Lys que es mas larga y tiene una capacidad reducida de formacion de enlaces de hidrogeno en
comparacion con Arg. La cadena lateral del resto de GIn en P3 del compuesto 1 forma puente sobre el resto de Arg
en P1 para interactuar con GIn®? en el bolsillo de S3. A contmuamon la cadena lateral del resto de Arg en P4 del
compuesto 1 |nteractua con la cadena lateral de Asp % de matriptasa a través de un puente salino. Tamblen
interactia con GIn’®® a través de formacion de enlaces de hidrégeno. Por ultimo, el resto catalitico de Ser®® se
coloca de forma adecuada en las proximidades del resto carbonilo del grupo cetobenzotiazol para formar un enlace
covalente, reversible en forma de un hemiacetal. El atomo de oxigeno del grupo carbonilo se estabiliza a través de la
formacion de enlaces de las amigas de la estructura principal de los restos GIy y Ser®®.
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Ejemplo 6

LOS TETRAPEPTIDOS DE CETOBENZOTIAZOL INHIBEN LA REPLICACION VIRAL DE LA GRIPE EN
CELULAS EPITELIALES DE LAS VIAS RESPIRATORIAS HUMANAS

A continuacién se sometié a ensayos y IN-1 (compuesto 1) era capaz de bloquear la replicacion de la gripe in vitro,
usando el sistema de MDCK/matriptasa exdgena (Figuras 14 y 15) y el sistema de Calu-3 que no requiere proteasas
exogenas (Figura 16).

En el sistema de células MDCK, IN-1 (compuesto 1) se afiadié ya fuera 1 h o 5 h después de la unidn viral en un
experimento idéntico al que se presenta en la Figura 7 y al que se describe en el Ejemplo 2 que se ha mencionado
anteriormente. Las células MDCK se cultivaron hasta confluencia y se infectaron con 25 UFP de virus de la gripe
A/Puerto Rico/8/34 durante 1 h (para permitir la union viral) en medio incompleto que contenia BSA. A continuacion
las células se lavaron y se afiadié una solucién al 1,8 % de celulosa microcristalina Avicel en MEM que contenia
43 nM de matriptasa (o tripsina 43 nM; control positivo) para permitir la formacion de placas virales. El inhibidor de
matriptasa IN-1 se afiadio al ensayo 1 h después de la unioén viral. 48 h después de la infeccion, las células se
lavaron y las placas virales que fijaron con fijador de Carnoy y se revelaron con una solucién de violeta de cristal. Se
hizo el recuento de las placas virales y los resultados se compararon. Cuando se afiadioé IN-1 a 5 h después de la
union viral se obtuvieron resultados similares.

Los resultados mostraron que las concentraciones de 1 yM y 10 pM, IN-1 era capaz de anular completamente la
replicacion de la gripe soportada por matriptasa (Figuras 14 y 15).

En un experimento separado usando células Calu-3, IN-1 bloque6 la replicacion de la gripe en mas de un 50 % a
72 h después de la infeccion (Figura 16, panel superior), y la inhibicién se consigue de una manera dependiente de
la dosis (Figura 16, panel inferior). Las células Calu-3 se cultivaron hasta confluencia, se lavaron y se infectaron con
el virus de la gripe A/Puerto Rico/8/34 (1000 UFP) durante 1 h para permitir la union viral. Las células se lavaron a
continuaciéon y se incubaron durante 72 h en presencia o ausencia de IN-1 1 yM (o DMSO como el control de
vehiculo). Los sobrenadantes se recogieron y se sometieron al ensayo para particulas virales infecciosas usando el
sistema de ensayo de placas virales de MDCK/tripsina. El virus de la gripe se replicé a titulaciones elevadas en
células sin tratar o tratadas con DMSO, pero la replicacion estaba bloqueada de forma significativa en células
tratadas con IN-1 (1 uM). De forma interesante, IN-1 no tenia efecto en la replicacién de la gripe cuando se usaba
Cristina como la proteasa de activacion lo que indica una actividad inhibitoria selectiva para IN-1 (Figura 15). La
Figura 17 muestra la curva de concentracion inhibitoria-respuesta de IN-1 en células Calu-3 infectadas con los virus
de la gripe A/Hong Kong/X-31 o una cepa del virus H1IN1 pandémico de 2009 aislado en Quebec durante la
pandemia (A/similar a California/04/09). Estos resultados muestran que la inhibicion de matriptasa inhibe la
replicacion de diferentes cepas de gripe.
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Ile

Arg

Val

Thr

Leu

Gly

Ala

Glu

His

50

Leu

Arg

Asn

Val

Gly

130

Phe

Pro

Val

Thr

Gln

210

Met

Ser

Gly

Gly

35

Gly

Leu

Asp

Glu

Ser

115

Val

Ser

Gln

Val

Ser

1985

Asp

Asp

Leu

20

Val

Pro

Val

Val

Asn

100

Len

Pro

Glu

His

Met

180

Val

Asn

Phe

Lys

Glu

Gly

Leu

Arg

85

Phe

Ala

Phe

Gly

Len

165

Leu

Val

Ser

Thr

Ala

Tyr

Phe

Arg

Leu

70

Val

Val

Ser

Leu

Ser

150

Val

Pro

Ala

Cys

Thr

Arg

Asn

Leu

Trp

Gly

Gln

Asp

Lys

Gly

135

Val

Glu

Pro

Phe

Ser

215

Pro

ES 2676412 T3

Lys

Ser

Pro

40

Val

Ile

Lys

Ala

Val

120

Pro

Ile

Glu

Pro
200

Phe

Gly

Arg

Val

Val

Gly

Val

Tyr

105

Lys

Tyr

Ala

Ala

Ala

185

Thr

Gly

Phe

Gly

10

His

Asn

Leu

Phe

Phe

90

Glu

Asp

His

Tyr

Glu

170

Arg

Asp

Leu

Pro

65

Gly

Glu

Asn

Ala

Leu

75

Asn

Asn

Ala

Lys

Tyr

155

Arg

Ser

Ser

His

Asp

Lys

val

Ala

60

Val

Gly

Ser

Leu

Glu

140

Trp

val

Len

Lys

Ala

220

Ser

Pro

Val

Lys

45

Val

Trp

Tyr

Asn

Lys

125

Ser

Ser

Lys

Thr

205

Arg

Pro

Lys

Asn

30

Lys

Len

His

Met

Ser

110

Leu

Ala

Glu

Ala

Ser

130

val

Gly

Tyr

Asp

15

Gly

val

Ile

Leu

Arg

95

Thr

Leu

vVal

Phe

Glu

175

Phe

Gln

val

Pro

Phe

Leu

Glu

Gly

Gln

80

Ile

Glu

Tyr

Thr

Ser

160

Glu

vVal

Arg

Glu

Ala



225

His

Ser

Ser

Ala

Phea

305

Glu

Ser

Asn

FPhe

385

Tyr

Val

Gln

Ser

Ile
465

Ala

Leu

Asp

Leu

230

His

Arg

Ser

Pro

Ile

370

Tyr

Val

Val

Ser

Ser

450

Arg

Arg

Thr

Leu

275

Val

Ser

Arg

Ser

Tyr

355

Glu

Leu

Glu

Thr

Tyr

435

Asp

Lys

Cys

Phe

260

Val

Gln

Ser

His

Cys

340

Tyr

Val

Leu

Ile

Ser

420

Thr

Pro

Glu

Gln

245

Arg

Thr

Leu

Gln

Pro

325

Gly

Pro

Pro

Glu

Asn

405

Asn

Asp

Cys

Leu

230

Trp

Ser

Val

Cys

Asn

310

Gly

Gly

Gly

Asn

Pro

350

Gly

Ser

Thr

Pro

Arg
470

Ala

Phe

Tyr

Gly

235

val

Phe

Arg

His

Asn

375

Gly

Glu

Asn

Gly

Gly

455

Cys
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Leu

Asp

Asn

280

Thr

Leu

Glu

Leu

Tyr

3860

Gln

Val

Lys

Lys

Phe

440

Gln

Asp

Arg

Leu

265

Thr

Tyr

Leu

Ala

Arg

345

Pro

His

Pro

Tyr

Ile

425

Len

Phe

Gly

Gly

250

Ala

Leu

Pro

Ile

Thr

330

Lys

Pro

val

Ala

Cys

410

Thr

Ala

Thr

66

235

Asp

Ser

Ser

Pro

Thr

315

Phe

Ala

Asn

Lys

Gly

395

Gly

val

Glu

Cys

Ala
475

Ala

Cys

Pro

Ser

300

Leu

Phe

Gln

Ile

val

380

Thr

Glu

Arg

Tyr

Arg

460

Asp

Asp

Asp

Met

285

Tyr

Ile

Gln

Gly

Asp

365

Arg

Cys

Arg

Phe

Len

445

Thr

Cys

Ser

Glu

270

Glu

Asn

Thr

Leu

Thr

350

Cys

Phe

Pro

Ser

His

430

Ser

Gly

Thr

Val

255

Arg

Pro

Len

Asn

Pro

335

Fhe

Thr

Lys

Lys

Gln

415

Ser

Tyr

Arg

Asp

240

Len

Gly

His

Thr

Thr

320

Arg

Asn

Trp

Phe

Asp

400

Phe

Asp

Asp

Cys

His
480



Ser

Lys

Asp

Thr

Asn

545

Lys

Gly

Cys

Phe

Glu

625

Cys

Cys

Thr

Val

Asp

708

Ala

Asp

Asn

Cys

Phe

530

Gly

Val

Leu

Ser

Thr
610

Trp

Gly

Tyr

Ala

Gln

630

Phe

Glu

Glu

Lys

Gly

515

Arg

Lys

Asn

Cys

Asp

595

Pro

Ala

Ile

Phe

675

Glu

Thr

Tyr

Leu

Phe

500

Asp

Cys

Asp

Val

Leu

580

Gly

Gln

Trp

Ser

Asp

660

Leu

Arg

Phe

Ser

Asn

485

Cys

Asn

Ser

Asp

Val

565

Ser

Ser

Ala

Gln

Leu

645

Asp

Gly

Arg

Asp

Ser
725

Cys

Lys

Ser

Asn

Cys

550

Thr

Lys

Asp

Val
630

Ile

Leu

Leu

Tyr

710

Met

Ser

Pro

Asp

Gly

535

Gly

Cys

Gly

Glu

val

61l5

Ser

Ser

Gly

His

Lys

695

Asp

Val
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Cys

Leu

Glu

520

Lys

Asp

Thr

Asn

Lys

600

val

Leu

Pro

Phe

Asp

680

Arg

Ile

Arg

Asp

Phe

505

Gln

Cvys

Gly

Lys

Pro

585

Asp

Gly

His

Asn

Arg

665

Gln

Ile

Ala

Pro

Ala
490

Trp

Gly

Leu

Ser

His

570

Glu

Cys

Gly

Ala

Trp

650

Tyr

Ser

Ile

Len

Ile
730

67

Gly

val

Cys

Ser

Asp

555

Thr

Cys

Asp

Thr

Leu

635

Leu

Ser

Gln

Ser

Len

715

Cys

His

Cys

Ser

Lys

540

Glu

Tyr

Asp

Cys

Asp

620

Gly

val

Asp

Arg

His

700

Glu

Leu

Gln

Asp

Cys

525

Ser

Ala

Gly

Gly

605

Ala

Gln

Ser

Pro

Ser

685

Pro

Len

Pro

Phe

Ser

510

Pro

Gln

Ser

Cys

Lys

590

Leu

Asp

Gly

Ala

Thr

670

Ala

Phe

Glu

Asp

Thr

4985

val

Ala

Gln

Cys

Leu

575

Glu

Arg

Glu

His

Ala

655

Gln

Pro

Phe

Lys

Ala
735

Cys

Asn

Gln

Cysg

Pro

560

Asn

Asp

Ser

Gly

Ile

640

His

Trp

Gly

Asn

Pro

720

Ser



10

15

20

25

30

His Val Phe Pr¢ Ala Gly
740

Thr Gln Tyr Gly Gly Thr
755

Arg Val Ile Asn Gln Thr
770

Thr Pr¢ Arg Met Met Cys

785 790

Cys Gln Gly Asp Ser Gly

805
Arg Ile Phe Gln Ala Gly
820
Arg Asn Lys Pro Gly Val
835

Ile Lys Glu Asn Thr Gly
850

<210> 3

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleotido sintético

<400> 3

ctaggatgag cagctgtgga

<210>4

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleotido sintético

<400> 4

aagaatttga agcgcacctt

<210> 5

<211> 255

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 5

Lys

Gly

Thr

775

Val

Gly

Val

Tyr

Val
855

ES 2676412 T3

Ala

Ala

760

Cys

Gly

Pro

Val

Thr
840

Ile

745

Leu

Glu

Phe

Leu

Ser

825

Arg

Trp

Ile

Asn

Leu

Ser
810

Trp

Leu

68

Val

Leu

Leu

Ser

795

Ser

Gly

Fro

Thr

Gln

Leu

780

Gly

Val

Asp

Leu

Gly

Lys

765

Pro

Gly

Glu

Gly

Phe
845

Trp

750

Gly

Gln

Val

Ala

Cys

830

Arg

Gly

Glu

Gln

Asp

Asp

815

Ala

Asp

His

Ile

Ile

Ser

800

Gly

Gln

Trp

20

20
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acgtcetget catcacactg ataaccaaca ctgagcggeg geatcecgge
ccttetteca getgectagg atgageaget gtggaggeeg cttacgtaaa
cattcaacag cccctactac ccaggecact acccacccaa cattgactge
ttgaggtgcc caacaaccag catgtgaagg tgcgcttcaa attcttctac
ccggegtgec tgogg

<210>6

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia artificial

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(1)

<223> Acido orto-aminobenzoico (Abz)

<220>

<221> misc_feature

<222> (2)..(3)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (9)..(9)
<223> 3-NO2

<400> 6

Xaa Xaa Xaa Arg Gly Leu Phe Gly Tyr
1 5

<210>7

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia artificial

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(1)

<223> Acido orto-aminobenzoico (Abz)
<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (9)..(9)

<223> 3-NO2

<400>7

69

tttgaggccea
gcccagggga
acatggaaca

ctgctggage

60

120

180

240

255
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Ile Gln Ser Arg Gly Leu Phe Gly Tyr
1 5

<210>8

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia artificial

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(1)

<223> Acido orto-aminobenzoico (Abz)

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (9)..(9)
<223> 3-NO2

<400> 8

Lys Gln Thr Arg Gly Leu FPhe Gly Tyr
1 5

<210>9

<211> 25

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> SECUENCIA ARTIFICIAL

<400> 9

Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

1 5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser
20 25

<210>10
<211>10

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> SECUENCIA ARTIFICIAL

<400> 10

Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Ala Met Ser

1 5

<210> 11
<211>10
<212> PRT

10

10

70

15
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<213> ARTIFICIAL
<220>
<223> SECUENCIA ARTIFICIAL

<400> 11

ES 2676412 T3

Gly Val Thr Phe Ser Ser Tyr Ala Met Ser

1 5

<210>12
<211>14

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> SECUENCIA ARTIFICIAL

<400> 12

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ser

1 5

<210> 13
<211>17

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> SECUENCIA ARTIFICIAL

<400> 13

Ala Tle Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys

1 5

Gly

<210> 14
<211>17

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> SECUENCIA ARTIFICIAL

<400> 14

Ala Ile Ser Ser Ser Gly Val Asn Thr His Tyr Ala Asp Ser Val Lys

1 5

Gly

<210> 15
<211>17

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

10

10

10

10

71
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<220>
<223> SECUENCIA ARTIFICIAL

<400> 15

Ala Ile Ser Ser Ser Gly Gly Asn Thr His Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 16

<211> 16

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> SECUENCIA ARTIFICIAL

<400> 16

Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln
1 5 10 15

<210> 17

<211> 16

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> SECUENCIA ARTIFICIAL

<400> 17

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Lys
1 S 10 15

<210> 18

<211> 16

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> SECUENCIA ARTIFICIAL

<400> 18

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Thr
1 5 10 15

<210>19
<211>13

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> SECUENCIA ARTIFICIAL

<400> 19
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35

Ile Ala Ser Ile Ala Leu Arg Gly Tyr Tyr Phe Asp Tyr

1 5

<210> 20
<211>13

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> SECUENCIA ARTIFICIAL

<400> 20

Ile Ala Ser Ile Ala Thr Arg Gly Tyr Phe Phe Asn Tyr

1 5

<210> 21

<211> 11

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> SECUENCIA ARTIFICIAL

<400> 21

ES 2676412 T3

10

10

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

1 5

<210> 22
<211>23

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> SECUENCIA ARTIFICIAL

<400> 22

10

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Preo Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys

40

45

20

<210> 23
<211>23

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> SECUENCIA ARTIFICIAL

<400> 23

73
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Asp Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys
20

<210> 24
<211>12

5 <212> PRT
<213> ARTIFICIAL

<220>

<223> SECUENCIA ARTIFICIAL
10

<400> 24

Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Ser Tyr Leu Ala
1 5 10

15 <210> 25
<211>15
<212> PRT
<213> ARTIFICIAL

20 <220>
<223> SECUENCIA ARTIFICIAL

<400> 25

Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile Tyr
25 1 5 10 15

<210> 26
<211>15
<212> PRT

30 <213> ARTIFICIAL

<220>
<223> SECUENCIA ARTIFICIAL

35 <400> 26

Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Ser Leu Leu Ile Tyr
1 5 10 15

<210> 27
40 <211>7
<212> PRT
<213> ARTIFICIAL

<220>
45 <223> SECUENCIA ARTIFICIAL

<400> 27

Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr
50 1 5
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<210> 28

<211> 16

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> SECUENCIA ARTIFICIAL

<400> 28

Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
1 5 10 15

<210> 29

<211> 16

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> SECUENCIA ARTIFICIAL

<400> 29

Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys
1 5 10 15

<210> 30

<211> 16

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> SECUENCIA ARTIFICIAL

<400> 30

Val Ile Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
1 5 10 15

<210> 31

<211>9

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> SECUENCIA ARTIFICIAL

<400> 31

Gln Gln Tyr Gly Ser Ser Pro Trp Thr
1 5

<210> 32
<211>10

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> SECUENCIA ARTIFICIAL

75
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<400> 32

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
1 5 10

76



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2676412 T3

REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de formula (1):

0

\

0 R ()

o una sal, hidrato, solvato, o estereoisémero farmacéuticamente aceptable del mismo,

W/H(
Ri2 es NHR7; en el que Ry es Q 3

R1 es H, NH; o NHRy; en el que Ry es un alquilo, arilo, (C=0)-alquilo, (C=0)-arilo, SO;-alquilo o SOz-arilo;

i

F’Uﬂm
{ﬂ‘l

R2 y Rs son independientemente -CH2-Rg 0 ;

en el que,

en el que Rg es (CH2)n-NH(C=NH)NH_;
nes1ag3;
mesdeOa3;y
R10 es -C(=NH)-NH, NH2 o NH alquilo;
R; es:
un alquilo lineal;
un alquilo sustituido con (CO)NH,, (CO)OH, NH,, NHCO-alquilo, NHCO-arilo, NHSO»-alquilo, NHSOz-arilo o
heteroarilo; o
un arilo o un arilo sustituido;

R4 es un alquilo, un arilo, un alquilo sustituido o un arilo sustituido;
N sy M-
=Y
V7w V-~ . . o
Re es , , CF3, CO,H, CONH-alquilo, CONH-arilo o CONH-aminoacido;
en los que W, X, Y y Z son independientemente CH o N;
V y U son independientemente S, O, NH o NCH3; y
R11 es H, CO2H, CONH-alquilo, CONH-arilo, arilo, heteroarilo.
2. El compuesto de la reivindicacion 1, en el que Ry es H o NH..
3. El compuesto de la reivindicacion 1 o 2, en el que R3 es -(CH2)2C(=O)NHa.
4. El compuesto de la reivindicacion 1, 2 o 3, en el que R4 es un arilo sustituido.
5. El compuesto de la reivindicacién 1, 2 0 3, en el que R4 es un alquilo de Cq a Ce.

6. El compuesto de la reivindicacion 1, 2 0 3 en el que R4 es CHs.

7. El compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en las que el compuesto tiene la formula (1.1):
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Re y O
Rﬂ”‘\[ru\:)\ﬂe
0 R
en la que
Hz O
e YJL
0O Rj

R12 es NHRy7, en el que Ry es ;

y

en el que Ry, Rz, R3, R4, Rs, Rs, Rs, Rio, R11 y Ry3 son como se han definido en una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6.

8. El compuesto de la reivindicacion 1, en la que el compuesto tiene la formula (3)

HN NH
HEN\/J'L /% /%)\ E
NH
HaN" “NH

9.
8

Una composicién que comprende el compuesto como se ha definido en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
y

(a) un agente terapéutico adicional para el tratamiento o la prevencion de una infecciéon por ortomixovirus y/o
sintomas asociados, preferentemente dicha infeccion por ortomixovirus es una infeccién por gripe; vy
preferentemente dicho agente terapéutico adicional es un inhibidor del canal iénico M2 viral o un inhibidor de
neuraminidasa, mas preferentemente oseltamivir, zanamivir, laninamivir, peramivir, amantadina, rimantadina,
vitamina C, Cold fX, equinacea, ginseng o cualquier combinacion de los mismos;

(b) un excipiente farmacéuticamente aceptable; o

(c) una combinacién de (a) y (b);

(d) en las que dicha composicion se formula preferentemente para administracion directa en los pulmones,
preferentemente con un inhalador o nebulizador.

10. El compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, para el tratamiento de una infecciéon por
ortomixovirus en un sujeto.

11. El compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, para el tratamiento de una infeccion por gripe en
un sujeto.

12. El compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, para el tratamiento de una infeccién por gripe de
tipo A en un sujeto.

13. Un kit que comprende un compuesto como se ha definido en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 o la
composicion de la reivindicacion 9, e instrucciones para el uso del mismo para el tratamiento o la prevencién de una
infeccion por ortomixovirus en un sujeto, y en las que la infeccidon por ortomixovirus es preferentemente una infeccion
por gripe, mas preferentemente una infeccion por gripe de tipo A.
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A

({imicio)

atggggagcgalegggeccpcang pregpagppgacccgaagpacticpgegegppacicaaglacaacicceggcac gagaaagigaalg
BCUERARRAAR BCRIRRARUCCIACCARICANCAICRICAA BAAE RIRRAAIRCAIRRCCCRRRRCRCIRRRIRRIBCIRRCARCORIRCT
gategpeclectetiggieiipelgepealegeeitceiggigig peatiigeaglacegppacgigepiglocagaapgleticantiggelacalgag
galcacanalgagaatitiglgpalgoclacgagaaciccaacliocacigaglliglaagecigpecageaagplgaagpacicpelgaageigelgl
acagegeagicecattceiggpeccelaceacanggagtcgpetgtgacggecticagegagpgeagegicalcgectactaciggtetgagiicag
cateccgeagcacclgglggaggagpecgagcgcglcalggecgagpagcpeglagicalgetgoccecgegpgcpogetecligaagtecting
Iggtcaccteaglgglagetiiceccacggaciccaasacaglacagaggacccaggacancagetigcagetigaecigcacgoeccgoegaiaipp
agetpatgegeticaceacgecepgellceelgacageecelaceeepelcalpece pelgeeaglgppecelgegppegpacgecgacieagiy
clgagecicaccllccgeagelligacetigeglocigegaopagegegpeapegaecigalaac gglglacancaceclgagocccalggagece
cacgecctggigeagitgigtgpoacctacceicccicclachaccigaceticcactectcceagnacglecigetcatcacactgatanccancact
BugcgEcERCcatcccgettigaggccaceliciiccagelgectnggalgngeagelglgpaggecgellacglopngoccagg ggacaticaac
agecoclactacccaggecac lacccacocaacatigacigeacalgegaacaligaggigeecaacaaccagealglgaaggigepcticasatictt
claccigelggagecegpcglpecigeggpgcaceigecceaapgactacplggagatcanl ggpgaganalacl geggagagaggleccaglicg
legleaceageancageancaagalcacagiicgeiiccacicagalesglociacaccgacascgpeticilagelgastaceielociacgacioea
glgacceatgecegppecaglicacgloccgeacgappcppiglalecgpanggagelgegciplpalggelgpgecpacigeacegaceacag
cpalgagelcaactgeagligegacgecggocaccagiicacglgcaagaacaagliclgcasgocceleicigggiclgegacaglglgaacgac
lgcppagacaacagegacgagcaggapipcagtiglcegaeccagaceiicaggigticcaatgggaagigeciclegagaangecagcagigcan
lggeaapeaceaclglpgeeacppaicepacgagecclecipececaagglgsacgicgleaciiglaccaaacacacc lacegelgecicaalg
ggereigetigapeaag pgeancectgagigtgacggpaagoag gactglngegacggetcagnlgaganganctgegnctgigepetgepplc
atteacgagncnggeteglptigiippppoeacpanipegpatpagopepaplppecetgpeagatnagectpentgetelgpgocapepecncn
telgogglgeticeelcateteloccaaciggetggicicigecgcacactgelacate galgacagaggattcagglacicagacc ccacgeaglggn
CRECclicelgggeligcacgaccagagecAgcEcagcgeceClgRpgigcaggngcgcaggcicangegoatcateicccaccoeticiicaatg
aclicacclicgactalgacalegegelgeigpagelgeaganace ggeagag lacagelecalgplpegpoeccalelgecigocggacgociooca
igtelicecigecppeaaggecalcipgplecacpppclppepacacacceaglalgpagpeacigpepegelgatecigeanaappgigagalee
gegleateaaccagaceaccigegagasecicelgeegeageapgateacgeepegealgaigigegiggpeticeleageggegpeglggacieet
gecaggplgaticegggpgaceectglccageglggaggcpgalgpacggaleticcaggecggiplpgiongciggpgagacggeigcgcien
gaggaacangecagpegigtacacanggetcectelgittcggpactggalcasagagaacactggpetatag (parada)

Figura 1A
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Actividad relativa

Matriptasa 1 nm con respecto a Benzotiazoles 1 uM
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Actividad enzimatica
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Actividad relativa

ES 2676412 T3

IN1 (1 uM) respecto a proteasas (1 nM)
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