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DESCRIPCION
Medicamento para prevenir o tratar la infeccion por rinovirus

La presente invencion se relaciona con composiciones farmacéuticas para uso en la prevencion o el tratamiento de
una infeccion por rinovirus humano (HRV), como, por ejemplo, un resfrio comun.

El HRV es un virus sin envoltura ARNmc de la familia de Picornaviridae. Causa el resfrio comuin, una afeccién
responsable de varios miles de millones de délares en costos relacionados con la atencion médica (Bertino, 2002) y
es el agente causador de las infecciones de las vias respiratorias inferiores en inmunosuprimidos (Kaiser et al.,
2006; Liu et al., 2010) y de la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) y las exacerbaciones del asma
(Papi et al., 2006; Steinke y Borish, 2016).

Completamente ajena a las infecciones virales, WO 2012/077828 Al se relaciona con un agente para la profilaxis o
el tratamiento de una enfermedad inflamatoria. Este agente comprende 2-deoxi-D-glucosa o un derivado de esta
como un ingrediente activo. Dichos derivados incluyen 2-fluoro-2-deoxiglucosa, 2-fluorodeoxiglucosa,
2-fluoro-deoxiglucosa-

6-fosfato y 2-fluoro-deoxiglucosa-I-fosfato. Se divulga que la forma de dosificacién puede administrarse de varias
formas, incluida la pulverizacion.

Sin estar relacionada con el HRV, US 4 603 122 A hace referencia al tratamiento de infecciones virales, en
particular infecciones por HSV. De conformidad con un ejemplo, se aplican gotas de 20 a 50 milimoles de una
solucién de 2-deoxi-D-glucosa en glicerol anhidro estéril para tratar el herpes. También sin estar relacionada con el
HRV, WO 2013/077881 Al se relaciona con composiciones farmacéuticas antivirales que comprenden compuestos
antivirales como aciclovir y 2-deoxi-D-glucosa para el tratamiento de infecciones con el virus del herpes simple
(HSV). La presencia de un compuesto antiviral ademas de 2-deoxi-D-glucosa se divulga como una caracteristica
obligatoria. Las composiciones pueden formularse para cualquier via de administracion, incluida la administracion
intranasal. Se ensefia que la combinacion de aciclovir con 2-deoxi-D-glucosa es sinérgica en la inhibicion de la
infeccion por HSV.

A la fecha, las opciones de tratamiento terapéutico eficaces contra el HRV son muy limitadas. Por ejemplo, el
pleconaril antiviral puede tener un efecto de tratamiento marginal contra el HRV, que es sopesado, sin embargo,
por el riesgo de sus efectos secundarios. Por lo tanto, la Administraciéon de Alimentos y Medicamentos de EE.UU.
(FDA) rechazo la aprobacion de pleconaril para el tratamiento del resfrio comun (Fleischer y Laessig, 2003).

Por lo tanto, un objeto de la presente invencién consiste en proporcionar una prevenciéon o un tratamiento que sea
relativamente seguro y eficaz contra una infeccién por HRV, como el resfrio comdn o una infeccion de las vias
respiratorias inferiores, especialmente en una persona inmunosuprimida o en una persona con EPOC o asma.

Por lo tanto, la presente invencién proporciona una composiciéon farmacéutica para uso en la prevencion o el
tratamiento de una infeccion por HRV. En un aspecto no reivindicado de la divulgacion, la composicion comprende
una aldohexosa (en particular una D-aldohexosa) como glucosa (preferiblemente, D-glucosa), donde el grupo
hidroxilo en el carbono 2 de la aldohexosa es reemplazado por cualquiera de los siguientes sustituyentes: H, F, Cl,
Br, I, SH, metilo (Me), metoxi (OMe) y metilmercapto (SMe). En la presente, un compuesto de aldohexosa de
conformidad con esta definicion se denomina «la aldohexosa modificada». De conformidad con la presente
invencién, la aldohexosa modificada es 2-deoxi-D-glucosa.

En otro aspecto, la presente invencion se relaciona con un dosificador para la administracion intranasal que es un
pulverizador nasal, que contiene una composicion farmacéutica que comprende 2-deoxi-D-glucosa como un agente
activo unico.

En otro aspecto no reivindicado, la presente invencién se relaciona con un dispositivo de inhalaciéon, como un
inhalador

de dosis medido, un inhalador de polvo seco o un nebulizador, para la administracion de una composicion
farmacéutica, preferiblemente a las vias respiratorias inferiores, que comprende una composicion farmacéutica que
contiene aldohexosa, donde el grupo hidroxilo en el carbono 2 de la aldohexosa es reemplazado por cualquiera de
H, F, Cl, Br, I, SH, Me, OMe y SMe, preferiblemente, 2-deoxi-D-glucosa.

En otro aspecto no reivindicado de la presente invencion, se proporciona un método para demorar el comienzo de
una
infeccién por HRV o su tratamiento, que comprende

- obtener una formulacion farmacéuticamente aceptable que contiene aldohexosa, donde el grupo hidroxilo en el
carbono 2 de la aldohexosa es reemplazado por cualquiera de H, F, Cl, Br, I, SH, Me, OMe y SMe; y
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- administrar una cantidad efectiva de la formulacién a una persona que tiene una infeccion por HRV o esta en
riesgo de desarrollar la infeccion por HRV.

En el curso de la presente invencion, se descubrié, sorpresivamente, que el tratamiento con la aldohexosa
modificada inhibe, de manera eficaz, la reproduccion in-vitro de HRV (ejemplo 1y figuras 1y 2) asi como también in
vivo (ejemplo

2 y figuras 3 y 4) sin un impacto susceptible a medicién en la viabilidad de la célula. In vivo, no se observaron
efectos secundarios relacionados con el tratamiento inventivo. Como la aldohexosa modificada esta dirigida a la
réplica de HRV en si mismo, es eficaz cuando se administra después que se ha producido la infecciéon por HRV
(p-€j., cuando la persona ya se siente mal y tiene un resfrio comin) asi como también cuando se administra antes
de que se produzca una infeccion por HRV (es decir, como una medida profilactica para demorar o evitar, por
completo, el inicio de la enfermedad o mejorar o suprimir por completo los sintomas de la enfermedad). Por
ejemplo, la administracion profilactica puede ser adecuada si un miembro de la familia ya muestra sintomas de
rinitis.

Aunque se divulgé 2-deoxi-glucosa en la técnica anterior como eficaz contra algunos virus con envoltura como el
virus de la influenza (véase, p.gj., Kilbourne, 1959 y Courtney et al., 1973), la técnica anterior no sugirid6 que
2-deoxi-glucosa es eficaz contra la infeccion por HRV. Especificamente, el virus de la influenza y el HRV son muy
distintos en su estructura y patofisiliogia. El virus de la influenza pertenece a la familia no relacionada de
orthomyxoviridae y tiene envoltura y se une a receptores de expresiéon del acido sialico para la infeccion de las
células epiteliales (véase Sun y Whittaker, 2013). Por el contrario, el HRV no tiene envoltura y la mayoria de los
subtipos se une a ICAM-1 para la entrada de la célula huésped (Blaas y Fuchs, 2016). Ademas de estas
diferencias, los virus desarrollaron estrategias muy diferentes en el escape endosomico y el inicio de la traduccion
(véase Blaas y Fuchs, 2016, y Watanabe y Kawaoka, 2015). Por lo tanto, la terapia de vanguardia contra las
infecciones por el virus de la influenza, oseltamivir, no es eficaz contra el HRV. Ademas, una capacidad inhibidora
de 2-deoxi-glucosa en cualquier virus de ARN sin envoltura patégeno humano (como el HRV) no era conocida en la
técnica anterior (p.ej., Kang y Hwang, 2006), haciendo que la eficaz del tratamiento inventivo contra HRV sea mas
sorprendente.

Sin tener relacion alguna con la terapia, y mucho menos con la prevencion o el tratamiento de una infeccién por,
Ojima et al. (Annals of nuclear medicine 3 (1989): 143-147) describen la preparacion de un polvo fino de
2-deoxi-2-(18F)fluoro-D-glucosa(18FDG) adecuado para la inhalacion para diagnosticar enfermedades pulmonares
no infecciosas mediante una tomografia por emision de positrones (PET). Asimismo, Venegas et al. (Database CA,
Chemical Abstracts Service, acceso a la base de datos n°. 2013:196451) describen el uso de 18 FDG para el
diagnostico por imagenes con PET del pulmén, nuevamente a fines de diagndstico meramente y sin relacién alguna
con la infeccidn viral, y mucho menos con la infeccion por HRV.

También sin estar relacionada con los virus ARN, DE 197 06 489 Al divulga el uso de 2-deoxi-glucosa para la
supresion de la transcripcion viral del ADN en lesiones asociadas con virus y/o neoplasias que son causadas por
virus de ADN (p.ej., virus del papiloma humano, virus de la hepatitis B, virus de Epstein-Barr).

Kang y Hwang describen la funcién de la 2-deoxiglucosa como una terapia anticancerigena y antiviral. Se divulga
que 2-deoxi-glucosa puede inhibir la multiplicacion de algunos virus con envoltura (virus de la influenza, virus
Sindbis y virus del bosque Semliki, virus del herpes simple, virus sincitial respiratorio y virus del sarampidn)
mediante la inhibicién de la biosintesis con envoltura viral y ensamblaje del virus. No se divulga ninguna capacidad
en cualquiera de los virus ARN sin envoltura.

Los efectos de la 2-deoxi-glucosa en virus con envoltura han sido descritos en la técnica anterior. Por ejemplo,
Schnitzer et al. (Virology 67 (1975) 306-309) describen el efecto de 2-deoxi-glucosa y la glucosamina en el
crecimiento y las funciones del virus sincitial respiratorio y de la parainfluenza 3. Kilbourne (Nature 183 (1959)
271-272) divulga la inhibicion de la multiplicacion del virus de la influenza mediante 2-deoxi-glucosa. Hodes et al.
(Virology 63 (1975)

201-208) describe la inhibicion del virus respiratorio sincitial, de la parainfluenza 3 y del sarampion mediante
2-deoxi-glucosa. Sin embargo, antes de la presente invencion no habia indicio de que la 2-deoxi-glucosa podia ser
eficaz también contra los virus ARN sin envoltura.

Sin estar relacionado con 2-deoxi-glucosa, Arita et al. (Carbohydrate Research 62 (1978) 143-154) divulgaron la
sintesis de una variedad de analogos y derivados de fenil glucésidos y la examinacion de su actividad antiviral
contra algunos virus con envoltura (virus de la influenza y el virus del herpes simple).

En relacion con todos los aspectos no reivindicados de la presente invencion, la aldohexosa modificada contenida
en la composicion farmacéutica (o la formulaciéon farmacéuticamente aceptable) es, preferiblemente, una de los
compuestos I-VIII (descrita como proyecciones de Fischer):



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2907 138 T3

H. -0 H._ -0
H =} R——H
HO——H HO——H
H——OF H—— 04
H——OH H——OH
CH-OH CHoOH
] (i
H._.0 H._20
H = R—}—H
H OH H—+—0OH
H—{—OH H—+—OH
H OH H—+—OH
CH,OH CH;OH
() ()
H. 20 Ho 20
H—}—R R——H
H—+—0H H—+—0H
HO——H HO—+—H
H—— OH H——OH
CH-0OH CH-0H
{1 (V1)
H. -0 H. -0
H——R R——H
HO——H HO——H
HO e H HO =t H
H—— OH H—— OH
CH,0H CH,0OH
(v (v

donde R es cualquiera de H, F, Cl, SH, Me, OMe, SMe. En otras palabras, la R reemplaza el grupo hidroxilo en el
carbono 2 de la aldohexosa respectiva. El compuesto | (es decir, el compuesto a base de D-glucosa) es
particularmente preferido. La 2-deoxi-D-glucosa (de conformidad con la invencion) es el compuesto | donde R es H.
La 2-deoxi-D-glucosa también se denomina «2-DG» en la presente.

En la presente, se conocen las tres especies de HRV, a saber, Rinovirus A, B y C. en Palmenber et al., 2009, se
brinda una descripcién general de la taxonmia del HRV. Preferiblemente, en relacion con todos los aspectos de la
presente invencion, el HRV que se debe tratar o prevenir es un Rinovirus A o B.
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En el contexto de la presente invencion, la expresién «composicién farmacéutica» hace referencia a cualquier
composicién que comprende al menos un agente activo (p.ej., la aldohexosa modificada) y preferiblemente uno o
mas excipientes, que es farmacéuticamente aceptable para la administracién (en particular, para la administracion
tépica o la administracion intranasal) a una persona, especialmente un mamifero, en particular, un ser humano. Los
excipientes adecuados son conocidos por los entendidos en la técnica, por ejemplo, agua (especialmente agua
para inyeccioén), salina, solucion de Ringer, solucién de dextrosa, tampones, solucion de Hank, compuestos
formadores de vehiculos (p.€j., lipidos), aceites fijos, etil oleato, y dextrosa al 5 % en solucion salina, sustancias que
mejoran la isotonicidad y la estabilidad quimica, soluciones amortiguadoras y conservantes, como cloruro de
benzalconio. La composicién farmacéutica de conformidad con la invencién puede ser liquida o estar ya disuelta en
liquido como agua estéril, desionizada o destilada, o solucion en tampon fosfato salino isotonico estéril (PBS).
Preferiblemente, 1000 pg (peso seco) de dicha composicion comprende o consiste de 0,1-990 ug, preferiblemente
1-990 pg, mas preferiblemente 10-200 pg de aldohexosa modificada, y opcionalmente 1-500 ug, preferiblemente
1-100 pg, mas preferiblemente 5-15 pg (solucién amortiguadora) de sales (preferiblemente para alcanzar una
solucién en tampdn isoténica en el volumen final) y opcionalmente 0,1-999,9 ug, preferiblemente 100-999,9 ug, mas
preferiblemente 200-999 ug de otros excipientes. Preferiblemente, 100 mg de dicha composicién seca se disuelve
en agua estéril, desionizada/destilada o en solucién en tampén fosfato salino isotonico estéril (PBS) para alcanzar
un volumen final de 0,1-100 ml, preferiblemente 0,5-20 ml, méas preferiblemente 1-10 ml. La dosis y el método de
administracion, dependen, en general, de la persona que debe ser tratada. En general, la aldohexosa modificada
puede administrarse a una dosis entre 1 pg/kg y 10 mg/kg, mas preferiblemente, entre 10 ug/kg y 5 mg/kg, mas
preferiblemente entre 0,1 y 2 mg/kg.

De conformidad con una realizacion particularmente preferida de la presente invencion, la composicion
farmacéutica es liquida y preferiblemente, una solucion acuosa. En general, las composiciones liquidas son
especialmente adecuadas para la adminsitracion intranasal, que es el modo preferido de administracion.

En otra preferencia, la concentracion de aldohexosa modificada, que es 2-deoxi-D-glucosa, es 0,01 mM - 1000 mM,
preferiblemente 0,1 mM - 500 mM, mas preferiblemente 0,25 mM - 250 mM, aun mas preferiblemente 0,5 mM - 100
mM, en particular 1 mM - 50 mM o incluso 2,5 mM - 25 mM. Estos rangos de concentraciéon son relativamente
seguros y eficaces en relacién con el tratamiento inventivo.

La composicion farmacéutica puede comprender otros agentes activos, en particular para aumentar, aiin mas, la
eficacia o alcanzar una reducciéon de los sintomas de resfrio comin. Por lo tanto, de conformidad con otra
realizacién preferida, la composicion farmacéutica comprende al menos un agente activo adicional.
Preferiblemente, el agente activo adicional se selecciona del grupo que consiste de descongestivos, en particular
agentes liberador de norepinefrina (como pseudoefedrina, efedrina y fenilpropanolamina), agonistas del receptor
a-adrenérgico (como oximetazolina y xilometazolina) y corticosteroides (como budesonida, flunisolida, y
fluticasona) y farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) como acido acetilsalicilico, ibuprofeno, diclofenac,
y fenilbutazona. Se espera que dichos agentes actien sinérgicamente entre si con la aldohexosa modificada contra
una infeccion por rinovirus como rinitis o resfrio coman. Por el contrario, la aldohexosa modificada que es
2-deoxi-D-glucosa, también puede ser el agente activo Unico en la composicién farmacéutica (preferiblemente, en
presencia de uno 0 mas excipientes).

La persona que se debe tratar de conformidad con la presente invencion es preferiblemente un ser humano, en
particular una persona inmunosuprimida o una persona que tiene EPOC o asma. De conformidad con la realizacion
preferida, se administra una dosis de la composicion farmacéutica a una persona, preferiblemente por via intranasal
(en otras palabras: en las fosas nasales de la persona, preferiblemente en cada fosa nasal por separado) y/o en la
membrana de la mucosa, preferiblemente en la membrana mucosa de las vias respiratorias, en particular, en la
membrana mucosa de la cavidad nasal o de las vias respiratorias inferiores. Ventajosamente, la dosis es
administrada al menos dia por medio, preferiblemente al menos una vez por dia, méas preferiblemente, al menos
dos veces por dia, en particular al menos tres veces por dia y preferiblemente durante 2 a 14 dias, mas
preferiblemente durante 3 a 10 dias, en particular durante 4 a 7 dias.

Para un tratamiento relativamente seguro y eficaz, de conformidad con una preferencia, la cantidad total de la
adohexosa modificada, que es 2-deoxi-D-glucosa, en la dosis de 0,001 pumol - 100 umol, preferiblemente 0,01 pumol
- 50 umol, mas preferiblemente 0,025 pmol - 25 mmol, incluso, mas preferiblemente, 0,05 umol - 5 pmol, en
particular 0,1 pumol - 2,5 pmol o incluso 0,2 umol - 1,25 pmol.

De conformidad con una realizacion particularmente preferida, la composicion farmacéutica (o la formulacion
farmacéuticamente aceptable) de conformidad con la presente invencidn se usa para prevenir o tratar el resfrio
comun, una rinitis o una infeccion de las vias respiratorias inferiores, especialmente en una persona
inmunosuprimida o una persona que tiene EPOC o asma. El término «prevenir» o «prevencién» como se usa en la
presente significa evitar que se produzca el estado de una enfermedad o afeccion en una persona por completo o
casi por completo o al menos en cierta medida (preferiblemente significativa), especialmente cuando la persona
tiene predisposicién a dicho riesgo de contraer una enfermedad o afeccion.
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El dosificador para la administracion intranasal de la composicion farmacéutica descrita anteriormente es
preferiblemente un pulverizador nasal o un aplicador de gotas nasales. Los pulverizadores nasales y los
aplicadores de gotas nasales son conocidos en la técnica, y p.ej., se divulgan en la patente de EE.UU. n°
2,577,321, la patente de EE.UU. n.° 6,000,580 o EP 0 170 198 A2. Como se utiliza en la presente, el término
«aplicador de gotas nasales» hace referencia a un dosificador adecuado para, especialmente destinado para la
administracion de gotas nasales.

El dispositivo de inhalacién para la administracién de la composicion farmacéutica descrita anteriormente descrito
(preferiblemente en las vias respiratorias inferiores) es preferiblemente un inhalador de dosis medida, un inhalador
de polvo seco o un nebulizador.

Un inhalador de dosis medido es un dispositivo que administra en aerosol una dosis predefinida de una
composicién farmacéutica (es decir, pulveriza con una dosis predefinida), generalmente para la autoadministracion
por el paciente. En US 6,260,549 B1, por ejemplo, se divulga un inhalador de dosis medida.

Los inhaladores de polvo seco son dispositivos para la inhalacion de formulaciones de polvo seco por el paciente.
Dichos dispositivos se divulgan por ejemplo en las patentes de EE.UU. 4,995,385 y 4,069,819. Ejemplos de
inhaladores de polvo seco incluyen SPINHALER® , ROTAHALER® , FLOWCAPS® , INHALATOR®
DISKHALER® y AEROLIZER® .

Los nebulizadores son dispositivos que producen aerosoles para inhalacién, tipicamente de manera continua en la
medida que sean encendidos o accionados con la respiracién. Los productos para nebulizar establecidos son, por
ejemplo, Aeroneb® y Pari®. US 9,364,618 B2 también divulga, p.ej., un nebulizador.

La presente invencion se ilustra mediante las siguientes figuras y Ejemplos, sin restringirse a ello.

Fig. 1: 2-Deoxiglucosa inhibe la réplica de HRV y la expresion de proteina de HRV in vitro. El panel A)
muestra el impacto de 2-DG en la réplica de HRV 14 en células Hela y fibroblastos humanos primarios. Las células
fueron infectadas durante 1 hora y lavadas en PBS antes de la aplicacion del agente en la concentracion indicada y
la incubacién en un medio de crecimiento completo durante otras 6 horas. Después del periodo de incubacion, se
obtuvo el ARN y se transcribié inversamente en ADNc antes de evaluar la carga de ARN viral mediante PCR
cuantitativa. Se muestra un resumen de 6 experimentos independientes. *p<0,05 calculado mediante la prueba de
los rangos con signo de Wilcoxon de los datos normalizados. El panel B) muestra la expresion de las proteinas
virales VP1-3 en células Hela infectadas con HRV 14. Las células fueron infectadas como se indic6 anteriormente,
tratamiento 62-DG antes de lisis y analisis de Western blot. Se muestra un experimento representativo de 2
experimentos independientes realizados en duplicados.

Fig. 2: 2-Deoxiglucosa no es toxica para las células humanas. El tratamiento con 10 mM de 2-deoxiglucosa (en
presencia o ausencia de HRV) no influye, significativamente, en la viabilidad de las células HeLa. Las células fueron
infectadas y tratadas como se indicd anteriormente antes de la aplicacion de un tinte de viabilidad con etiqueta
fluorescente y de la evaluacién citométrica de flujo.

Fig. 3: 2-Deoxiglucosa reduce la carga viral y mejora la inflamacion causada por una infeccion por HRV en
las vias respiratorias in vivo. Se infectaron ratones C57BL/6 con HRV 1B por via intranasal con +50 uL 5 mM de
2-DG/50 pL de PBS. Después de 24 horas de infeccion, los ratones fueron sometidos a eutanasia, se realizé un
lavaje bronquioalveolar (BAL) y se obtuvo tejido para PCR cuantitativa y andlisis histol6gico. Se muestra la
presencia de ARN HRV1B en tejido pulmonar normalizado en la expresion de hipoxantina ribosiltransferasa
(HPRT), indicadora de carga viral, y el recuento de poblaciones de leucocitos en BAL (Total leucocitos= CD45+,
neutréfilos= CD45+Ly6G+, células B = CD45+CD19+, células dendriticas = CD45+CD11c+, células T cooperadoras
=CD45+CD3+CD4+, células NK =CD45+NK1.1+), indicadoras de inflamacion pulmonar.

Fig. 4: 2-deoxiglucosa mejora la inflamacion causada por la infeccién de las vias aéreas por HRV in vivo,
como confirma la histologia. Se grafican dos tinciones hematoxilina-eosina (HE) representativas de tejidos
pulmonares de ratones expuestos a HRV tratados con placebo o 2-DG. Se muestra un experimento representativo
de 2 experimentos independientes realizados. En cada experimento, 10 ratones por grupo de infeccién fueron
testeados y 2 ratones en el grupo de control sin infectar. El raton tratado con placebo tiene una infiltracion
leucocitaria notoriamente mas peribronquiolar que el raton tratado con 2-DG.

Ejemplo 1: cultivo celular e infeccion por HRV in vitro

Se llevaron a cabo experimentos con material humano de conformidad con la Declaracion de los principios de
Helsinki

después de la aprobacion por parte del Comité de Etica de la Universidad de Medicina de Viena tras la obtencion
del consentimiento informado escrito de los participantes (nimero de voto 1149/2011: aislamiento y cultivo de
células de biopsias de piel humana normal y andlisis).
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Se cultivaron células HelLa (cepa: Ohio, laboratorios Flow) en RPMI 1640 complementado con 2 mM de I-glutamina
(ambos Gibco Ltd., Paisley, Escocia), 100 U/mL de penicillina, 100 mg/mL de estreptomicina (PAA Laboratories,
Austria) y un 10 % de FCS (Gibco). Para el aislamiento de los fibroblastos, se obtuvieron muestras de tejido incluida
la piel y la grasa subcutanea (100-300 cm?2) de pacientes que se sometieron a cirugias plasticas y se usaron para el
aislamiento de mastocitos, fibroblastos y queratinocitos. La piel fue poco visible en la inspeccion clinica y en la
histologia. El tejido subcutaneo y la dermis reticular fueron removidas y la piel restante con grosor dividido se cort6
en 2 partes de 0,5 cm2 y se dejé reposar durante la noche a 4°C en 2,4 U/ml de dispasa Il (Roche, Viena, Austria).
Tras la separacioén de la epidermis, la dermis se proces6 en colagenasa | (Gibco, Viena, Austria) a 37°C durante 2
h. Los mastocitos CD117+ se aislaron usando perlas magnéticas (MACS System; Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Alemania) de conformidad con las instrucciones del fabricante. Para incrementar la pureza de las células
recuperadas, se repitio el aislamiento magnético de las células CD117+ desde la primera ronda de aislamiento. Los
mastocitos CD117+ se cultivaron posteriormente en DMEM (Gibco) complementado con un 10 % de FCS,
penicilina/estreptomicina (ambos de Bochrom, Berlin, Alemania) y 100 ng/ml de factor de células madres humanas
recombinantes (PeproTech, Rocky Hill, NY, EE.UU.). Después del aislamiento de los mastocitos, se cultivaron
células adherentes CD117 (=fibroblastos) en RPMI 1640 complementado como se indic6é anteriormente.
(Gschwandtner et al., 2017).

Las células HelLa Ohio o fibroblastos fueron colocados en placas de poliestireno durante la noche (Corning
Incorporated, Corning, Nueva York, EE.UU.). El dia siguiente, las células fueron infectadas con la cantidad indicada
de dosis infectiva cultivo tisular 50 % (TCID 50) de HRV 14 (perteneciente a la especie Rinovirus B) por célula
(multiplicidad de infeccién 3,5-10, dependiendo del experimento). Después de 1 hora de infeccion, las células se
lavaron con solucién salina fosfatada (PBS) a 37 °C y se incubaron durante otras 8 horas con un medio 6, el agente
indicado en la concentracion indicada antes de seguir con el procedimiento. Para evaluar la viabilidad celular, las
células se tifieron con un tinte de viabilidad fijable (65-0865-14; eBioscience, Viena, Austria).

Analisis de Western blot: Las células HelLa Ohio se infectaron como se describié anteriormente. Después de 7
horas de infeccion, las células se sometieron a lisado en Triton-X al 0,5 % durante 5 minutos en hielo. Después de
la lisis, la suspension se centrifugd durante 5 minutos a 13000 Xg, y el sobrenadante se utilizé para otro analisis. El
andlisis de Western blot se realiz6 como se describié anteriormente (Gualdoni et al., 2015). Los anticuerpos
anti-HRV VP1-3 y anti-GAPDH se usaron en una dilucién de 1:1000. La deteccion se realizd con un sustrato de la
técnica Western blott Pierce® ECL (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) en un LAS-4000 (Fujifilm, Tokio,
Japon). Los andlisis, la cuantificacion, y el procesamiento de datos se realizaron con un software de procesamiento
de imagenes Fiji (ImageJ).

Resultados:

2-deoxiglucosa inhibi6é fuertemente la reproduccién de HRV tanto en las células HeLa como en los fibroblastos
humanos primarios (véase la figura 1A). Para verificar este impacto en la reproduccién, también se analiz6 la
réplica viral en el nivel de proteina como se reflejo con la expresion de la proteina viral (VP) 1-3 en células Hela, lo
que demostro resultados similares como en el nivel de ARN (Figura 1A). El agente 2-deoxiglucosa no tuvo impacto
medible en la viabilidad celular en las dosis utilizadas (figura 2).

Ejemplo 2: Modelo de infeccién por HRV murino

Todos los protocolos de experimentacion con animales fueron evaluados por el Comité de Etica Animal de la
Universidad de Medicina de Viena y aprobados por el Ministerio de Economia y Ciencias (BMWFW66.009/
0356_WF/V/3b/2015). La agricultura y experimentacion animales se realizaron de conformidad con las pautas de la
Federacion de Asociaciones en Ciencia de Animales de laboratorio. Ratones hembra C57BL/6 J de 6 a 8 semanas
de edad de reproduccién interna (originalmente obtenidos de The Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME, EE.UU.) se
usaron para todos los experimentos. Un profesional del cuidado de animales no relacionado con el estudio realizé
la asignacion de los ratones a los grupos de forma aleatoria.

Los experimentos se realizaron segun un protocolo publicado (Bartlett et al., 2008) con pequefias modificaciones.
Los ratones fueron sedados con isoflurano y se aplicé por via intranasal un inoculante de 5X10"6 TCID50 de
HRV1B (perteneciente a la especie Rinovirus A) en PBS. Simultaneamente, se aplicaron por via intranasal 5mM de
2-DG disueltos en PBS o PBS solo. Después de 24 horas, los ratones fueron sometidos a eutanasia y se realizé un
lavado bronquioalveolar. Se obtuvo un I6bulo pulmonar para el analisis de la PCR y otro para el examen histolégico.
Para el analisis de la PCR, el material se homogeneizé antes de aislar el ARN con el kit RNEasy, como se ha
indicado anteriormente. Para el analisis histoldgico, los I6bulos pulmonares se fijaron en formaldehido al 10% y se
incrustaron en parafina. Las secciones de pulmén (4 mm) se tifieron con H&E y se evaluaron por un pat6logo con
ciego a la asignacioén de grupos.
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Resultados:

En este modelo murino bien establecido de infeccidn de las vias respiratorias por rinovirus (Bartlett et al., 2008), la
2-DG redujo la carga del HRV en el tejido pulmonar infectado y redujo la inflamacién pulmonar inducida por el virus
(ver las figuras 3 y 4), en linea con los hallazgos in vitro. No hubo ningun efecto secundario observable en los
ratones tratados.

Ejemplo 3: Spray nasal

Se proporciona un spray hasal como, por ejemplo, el divulgado en la patente de EE.UU. n°® 6,000,580, que contiene
10 ml de la siguiente composicién farmacéutica: 10 mM de 2-deoxi-D-glucosa, 0,9% p/v de NaCl disuelto en agua
desionizada estéril.

Ejemplo 4: Aplicador de gotas nasales

Se proporciona un aplicador de gotas para la nariz como, por ejemplo, el divulgado en el documento EP 0 170 198
A2, que contiene 5 ml de la siguiente composicion farmacéutica: 0,5 mM de 2-deoxi-2-fluoro-D -manosa, 0,05 %
(p/v) de clorhidrato de hidrocloruro de oximetazolina,

0,05 % (p/p) de cloruro de benzalconio, 85 % (v/v) de glicerol en agua desionizada estéril.

Ejemplo 5: Nebulizador

Se proporciona un nebulizador como, por ejemplo, el divulgado en el documento US 9,364,618 B2, que comprende
la siguiente composicion farmacéutica en su depdsito de fluido: 35 mM de 2-deoxi-D-glucosa, 0,9 % p/v de NacCl
disuelto en agua desionizada estéril. El nebulizador se utiliza para administrar la composicién por inhalacién en
forma de aerosol a las vias respiratorias inferiores de un paciente inmunosuprimido que sufre una infeccion por
rinovirus en los pulmones.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion farmacéutica para uso en la prevencién o en el tratamiento de una infeccién por rinovirus
humano (HRV), donde la composicién comprende 2-deoxi-D-glucosa.

2. La composicion para uso de conformidad con la reivindicacién 1, donde la composicién es liquida,
preferiblemente donde la composicién es una solucién acuosa.

3. La composicion para uso de conformidad con la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, donde la concentracion de
la 2-deoxi-D-glucosa

es 0,01 mM - 1000 mM, preferiblemente 0,1 mM - 500 mM, mas preferiblemente 0,25 mM - 250 mM, adn mas
preferiblemente 0,5 mM - 100 mM, en particular 1 mM - 50 mM o incluso 2,5 mM - 25 mM.

4. La composicion para uso de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde la composicion
comprende

al menos un excipiente y/o al menos un agente activo adicional, preferiblemente donde el agente activo adicional se
selecciona del grupo que consiste de descongestivos, en particular, agentes liberadores de norepinefrina, agonistas
del receptor a-adrenérgico, y corticosteroides y farmacos antiinflamatorios

no esteroideos.

5. La composicion para uso de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 donde una dosis de la
composicién se administra a una persona, preferiblemente donde la cantidad total de 2-deoxi-D-glucosa, en la dosis
es 0,001 mmol - 100 mmol, preferiblemente 0,01 mmol - 50 mmol, méas preferiblemente 0,025 mmol - 25 mmol,
incluso, mas preferiblemente, 0,05 mmol - 5 mmol, en particular 0,1 mmol - 2,5 mmol o incluso 0,2 mmol - 1,25
mmol.

6. La composicion para uso de conformidad con la reivindicacion 5, donde dicha dosis es administrada al menos dia
por

medio, preferiblemente al menos una vez por dia, mas preferiblemente al menos dos veces por dia, en particular al
menos tres veces por dia y preferiblemente durante 2 a 14 dias, mas preferiblemente durante 3 a 10 dias, en
particular, durante 4 a 7 dias.

7. La composicién para uso de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 5 a 6, donde la dosis es
administrada en una fosa nasal de la persona, preferentemente en cada fosa nasal en forma independiente.

8. La composicion para uso de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, donde la composicion es
administrada a una membrana mucosa, preferiblemente, una membrana mucosa para las vias respiratorias, en
particular, una membrana mucosa de la cavidad nasal o de las vias respiratorias inferiores.

9. La composicién para uso de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 para uso en la prevencion
o el tratamiento del resfrio coman, una rinitis 0 una infeccion de las vias respiratorias inferiores, especialmente en
una persona inmunosuprimida o en una persona que tiene EPOC o asma.

10. Un dosificador para la administracion intranasal de una composicion farmacéutica, donde el dosificador
contiene

la composicion farmacéutica, donde la composicion comprende 2-deoxi-D-glucosa como un agente activo Unico,
donde el dosificador es un spray nasal; preferiblemente donde la composicion farmacéutica es la composicién
farmacéutica definida en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9.
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