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DESCRIPCION

CAMPO TECNICO
La presente invencion se refiere a derivados de glutation de formula I:

OH
)\/ "
NH
Q 7 | NH OH
o 7 \0
CH;

y a su uso en forma de farmacos antivirales, en particular para el tratamiento de paramixovirus,
ortomixovirus, herpesvirus y VIH.

El glutatién (también conocido con la abreviatura GSH) es un tripéptido (y-glutamilcisteinilglicina) que
contiene cisteina que se encuentra en las células eucariéticas en concentraciones milimolares y tiene
numerosas funciones en la fisiologia celular: protege las células contra el estrés oxidativo,
manteniendo el estado redox intracelular en condiciones reductoras, mediante intraconversién
metabdlica, en su forma oxidada de disulfuro.

TECNICA ANTERIOR

Se sabe y se ha comunicado en numerosos articulos que durante las infecciones virales se

produce una reduccion progresiva de GSH con la consiguiente alteracién del equilibrio redox
intracelular.

Desafortunadamente, el GSH se oxida rapidamente en vivo, en particular en presencia de
infecciones virales, situacion en la que se desequilibra el estado redox de las células. El GSH
oxidado se reduce, a su vez, mediante la glutation reductasa celular o se elimina de las células por
medio de un mecanismo dependiente del ATP. La reduccion del glutatién mediante enzimas celulares
depende de la disponibilidad de equivalentes reductores en la célula (NADH, NADPH), que ya estan
agotados en caso de infeccién patégena.

Datos recientes informan, por ejemplo, de que durante infecciones in vitro con el virus Sendai
parainfluenza 1 (SV), el virus herpes simplex-1 (HSV-1) y el virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH) tiene lugar una disminucion progresiva de los niveles de GSH. Muchos estudios en vivo informan
también de la existencia de un desequilibrio del estado redox en las células y fluidos corporales de
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pacientes afectados por VIH y hepatitis C. Ademas, durante infecciones virales experimentales
con el virus de la gripe, se ha descrito una disminucién de las defensas antioxidantes y un
aumento simultaneo de productos de oxidacion lipidica en los pulmones e higados de animales
sacrificados el séptimo dia después de la infeccion.

Muchos datos sugieren que un desequilibrio del estado redox celular es un suceso clave en el ciclo
replicativo de virus, ya que provoca tanto un aumento de la replicacion como la activacién de factores
de transcripcion nuclear.

También se sabe que la administracién de glutatién reducido a células infectadas evita el aumento de
GHS intracelular e inhibe la replicacion viral en infecciones con SV, HSV-1 y VIH, tal como se
informa, por ejemplo, en el articulo de Palamara, A. T., Perno, C. F., Ciriolo, M. R., Dini, L., Balestra,
E., D'Agostini, C. y col. (1995) "Evidence for antiviral activity of glutathione: in vitro inhibition of
herpes simplex virus type 1 replication" en la publicaciéon Antiviral Research 27, 237-253, y en el
articulo de Garaci, E., Palamara, AT., Di Francesco, P., Favalli, C, Ciriolo, M. R. y Rotilio, G. (1992),
"Glutathione inhibits replication and expression of viral proteins in cultured cells infected with Sendai
virus" en la publicacion Biochemical and biophysical research communications 188, 1090-1096.
En modelos experimentales, la actividad antiviral del GSH parece estar correlacionada con una
inhibicion de las fases postranscripcionales de la replicacién viral, evitando, probablemente, el
plegamiento correcto y la maduracion de proteinas especificas. La eficacia de sustancias
antioxidantes en infecciones virales se ha demostrado en estudios en vivo, en particular en el articulo
de Palamara, A. T.,Garaci, E., Ratilio, G., Ciriolo, M. R., Casabianca, A., Fraternale, A. y col. (1996c)
"Inhibition of murine AIDS by reduced glutathione" en AIDS research and human retroviruses 12,
1373-1381.

La administracién de dosis elevadas de GSH reduce la infeccién viral e inhibe la progresion de la
enfermedad, incluso, por ejemplo, en un modelo murino de SIDA.

Sin embargo, un problema que surge con el uso y la administracion de GSH y que es el problema del
que se ocupa la presente invencion, es el hecho de que, aunque la actividad antiviral de las sustancias
antioxidantes se ha demostrado claramente, se ha comprobado también que el GSH no se transporta
como tal en la mayor parte de las células o tejidos.

DIVULHACION DE LA INVENCION

Seria deseable, por este motivo, obtener moléculas que mantengan las caracteristicas ventajosas del

GSH permitiendo, simultaneamente, solucionar el problema del transporte y que, por lo tanto, faciliten
el cruce de la membrana celular de muchos tipos de células.

Segun la presente invencién, este problema se resuelve por medio de derivados de glutation de
formula |.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
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Ahora se describira la invencién, también con referencia a las figuras acompanantes, en las que:

La Figura 1 muestra la férmula estructural de un derivado de glutation segun la presente invencion, es
decir, de n-glutanoil-y-glutamilcisteinglicina (también conocido por la abreviatura GSH-C4), junto con su
andlisis de espectrometria de masas tras purificaciéon por HPLC. El andlisis, realizado en modo de ion
negativo, destaca la presencia de un Unico pico de masas a 376,7, correspondiente a la
molécula monocargada de interés ([M-HJ).

La figura 2 muestra el efecto del GSH-C4 sobre la replicacion del virus Sendai.

La figura 3 muestra los efectos del GSH-C4 sobre la replicacion del HSV-1.

Segun la presente invencion, con los derivados de glutation (GSH) de férmula | puede obtenerse una
actividad antiviral potente in vitro, tanto contra virus ARN (parainfluenza-1, Sendai) como contra virus
ADN (herpes simplex, HSV-1), atravesando la membrana celular tanto de células MDCK y células
Vera, y sin causar efectos toxicos sobre células no infectadas. El GSH puede considerarse un agente
antimicrobiano que ejerce su actividad por medio de mecanismos diferentes dependiendo del sistema
huésped-patdgeno en cuestién y de la concentracion usada.

Los derivados de la presente invencion se obtienen mediante condensacién de un acido carboxilico
del grupo pu-NH; del &cido glutamico.

Los compuestos se sintetizan en el laboratorio usando procedimientos convencionales de sintesis de
péptidos en fase sdlida.

Se ha encontrado que el butanoil-glutation segun la invencién, que a continuacién, por conveniencia, se
indica también con la abreviatura GSH-C4, actia con un mecanismo diferente al mostrado para el
glutation (GSH). De hecho, ademas de inhibir significativamente la replicacion de HSV-1, es capaz de
evitar los efectos citopaticos inducidos por el virus en células Vero e inhibir, también, la replicacién
del virus parainfluenza Sendai en células MDCK, probablemente interfiriendo con factores celulares
esenciales durante la infeccién viral.

Una de las ventajas de la invencion consiste en el hecho de que el GSH-C4 o un derivado del mismo de
formula | puede usarse preferentemente en forma de farmaco hidrosoluble, pero también en forma de
crema o locién para el tratamiento de patologias por herpes simplex 1 y 2 mediante administracion
topica.

El butanoil glutation de férmula | puede considerarse un agente antimicrobiano de interés contra varios
agentes patdgenos, ya que, segun una caracteristica de la invencién, reduce tanto la infectividad viral en
la primera fase de la enfermedad como la produccion viral en una fase mas avanzada, una
caracteristica ventajosa que puede, actualmente, considerarse Unica.

MEJOR MODO DE LLEVAR A CABO LA INVENCION

La invencion se describira ahora con referencia a ejemplos especificos de realizaciones y de ensayos de

los derivados segun la invencion, sin pretender limitar la invencién a dichos ejemplos.
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Ejemplo 1

Sintesis de derivados de glutation (GSH-C2, GSH-C4, GSH-C6, GSH-C8, GSH-C12)

Los compuestos se sintetizaron en el laboratorio usando procedimientos convencionales de sintesis
peptidica en fase solida, en particular usando la técnica Fmoc (9-fluorenilmetoxicarbonilo), modificada
adecuadamente. Se encontrd, entonces, que el butanoil glutation GSH-C4 solo era capaz de resolver
los problemas técnicos de los que se encarga la presente invencién y, por lo tanto, los experimentos
subsiguientes se realizaron Unicamente con este derivado.

Todas las sintesis en laboratorio se realizaron mediante técnica manual usando un recipiente de
reaccién adecuado que contenia resina de poliestireno (resina Wang-Gly-Fmoc producida por
Novabiochem AG, Laufelfingen, Suiza) funcionalizada con una glicina que tiene el grupo N-terminal
protegido por un grupo Fmoc.

El ciclo de sintesis estandar comprendié la fase de pretratamiento de la resina por suspension en
diclorometano (Biosolve LTD, Paises Bajos) durante una noche, después de la cual se eliminé el
grupo de proteccién con piperidina (Fluka Chemie AG, Buchs, Suiza) en N,N-dimetilformamida (DMF)
(Biosolve LTD, Paises Bajos) durante 20 minutos. Simultaneamente, se preactivaron 5 equivalentes
(eq.) del aminoacido Fmoc apropiado (Advanced Biotech ltalia, ltalia) con hexaflurofosfato de O-
(benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio  (HATU) (Advanced Biotech, Italia), 5 eg. de N,N-
diisopropiletilamina, a una concentracion final 0,2 M en N-metilpirrolidona anhidra (Biosolve LTD,
Paises Bajos). Esta solucion se elabor6é para hacerla reaccionar con la resina neutralizada in situ
durante aproximadamente 1 hora a 40 °C.

Subsiguientemente, se lleva a cabo una reaccién, prudentemente, con una soluciéon de anhidrido
acético al 5 % (Fluka Chemie AG, Buchs, Suiza) en DMF para evitar reacciones no deseadas de
cualesquiera grupos amina que permanecen libres.

Ejemplo 2

Se prepard el derivado de butanoil glutation (GSH-C4) para el tratamiento de la resina que contenia la
porcién peptidica con acido n-butanoico (Fluka Chemie AG, Buchs, Suiza) activada previamente tal
como ya se ha descrito por medio de aminoacidos. Los derivados de etanoil, hexanoil, octanoil y
dodecanoil (GSH-C2, GSH-C6, GSH-C8 y GSH-C12) se prepararon mediante procedimientos
similares, usando respectivamente anhidrido acético y acidos hexanoico, octanoico y dodecanoico
(Fluka Chemie AG, Buchs, Suiza) en lugar del acido butanoico.

El desprendimiento del compuesto sintetizado de la resina y la eliminacion simultdnea de los grupos
protectores de cadena lateral se realiz6 usando una solucidén compuesta por acido trifluoroacético
(TFA) (Biosolve LTD, Paises Bajos), etanoditiol (FlukaChemieAG, Buchs, Suiza), agua y
triisopropilsilano (FlukaChemie AG, Buchs, Suiza) en proporcion 92,5:2,5:2,5:1 V/V durante un periodo
de 2 horas a temperatura ambiente. La solucidn acida se concentrd a vacio hasta un volumen final de
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aproximadamente 1 ml y el producto final precipitado con dietil éter frio y subsiguientemente se lavd con
el mismo disolvente.

Todas las moléculas se purificaron por cromatografia liquida en fase inversa (HPLC-FI) usando una
columna Waters C18 pBondapack, en la que el disolvente A estaba compuesto por TFA al 0,1 % en
agua y el disolvente B por el mismo porcentaje de acido en acetonitrilo. La elucion de los compuestos
tuvo lugar con un gradiente que comenzd con el 100 % de disolvente A durante 5 minutos, se
incrementd linealmente hasta el 60 % de disolvente B en 30 minutos y terminé finalmente con el 100
% de B en 5 minutos.

Las fracciones que contenian las moléculas de interés se recogieron, se concentraron al vacio y
después se liofilizaron. Los pesos moleculares de los derivados de glutation se confirmaron por
analisis de espectrometria de masas. Los espectros de masas de cada compuesto se obtuvieron
usando un espectrémetro HP Engine 5989-A con cuadruplo sencillo equipado con una fuente de
electropulverizacién en modo de ion negativo. Todos los productos se obtuvieron con un rendimiento
final que variaba del 75 al 78 % y una pureza del 95 % después del analisis por HPLC. Un ejemplo de
los espectros de masas obtenidos se muestra en la Figura 1.

Ejemplo 3

Para realizar el estudio de toxicidad sobre las células se analizaron todos los compuestos obtenidos
(GSH-C2, GSH-C4, GSH-C6, GSH-C8, GSH-C12) sobre monocapas confluentes de células renales
caninas Madin Darby (MDKC) no infectadas. La toxicidad se midi6 sobre la base de examenes
microscopicos de morfologia celular, de medicion de la vitalidad celular después de tincion con azul
tripan y del recuento de células. Todos los compuestos se diluyeron en medio RPMI, siendo el pH
final de la solucién de aproximadamente 7-7,3.

Ejemplo 4

Las determinaciones enzimaticas de la actividad de glutation peroxidasa (E.C.1.11.1.9.) y glutation S-
transferasa (E.C.2.5.1.18.) en sangre humana hemolizada en presencia de GSH y de su derivado
GSH-C4 se realizaron segun los procedimientos de Beutler (Beutler, E., 1984, Red Cell Metabolism.
A Manual of Biochemical Methods, 32 edicion, Grune & Stratton, Nueva York). EIl GSH y el GSH-C4 se
oxidaron después mediante incubacion a temperatura ambiente en presencia de H,O, para obtener
respectivamente GSSG y C4-GSSG-C4.

Ejemplo 5

Se midi6 la entrada de GSH y GSH-C4 en eritrocitos (RBC) a 37 °C en tubos de ensayo de
microcentrifuga usando el procedimiento de detencion por medio de aceite. Se incubaron suspensiones
de eritrocitos con un 10 % de hematocrito que contenian 5 mM de GSH o GSH-C4 y una concentracion
10 mM de GSH durante 2 h a 37 °C. En diferentes tiempos (0, 5, 15, 30, 60 y 120 min), se
estratificaron tasas de 600 pl sobre 600 ul de bromododecano, se centrifugaron durante 5 min a 10.000
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rom y se midié el contenido en GSH y GSH-C4 en globulos rojos (Beutler, E., 1984, Red Cell
Metabolism. A Manual of Biochemical Methods, 32 edicion. Grune & Stratton, Nueva York).

Ejemplo 6

La estabilidad de GSH-C4 en plasma se midié usando el procedimiento siguiente: Se incubé GSH-C4
(1 mM) en plasma humano a 37 °C y durante diferentes tiempos de incubacion (0, 15, 30, 60 y 120
min), se ultrafiltraron porciones de 200 pl usando microconcentradores Amicon Centricon mediante
centrifugacién a 2.000 rpm durante 30 min. La solucion filtrada se analizé después mediante
electroforesis capilar de alta resolucion (HPCE) para medir el contenido de GSH-C4 y C4-GSSG-C4.
Ejemplo 7

Para medir el comportamiento de los derivados de GSH-C4 en células infectadas, se cultivaron
células renales caninas Madin Darby (MDCK) en RPM11640 a las que se anadié un 5 % de suero fetal
bovino descomplementado por calor (Flow Laboratories, Italia).

El virus Senday (SV), perteneciente a la familia de los paramixovirus, es un virus con ARN
monocatenario no segmentado de polaridad negativa. Este virus se reprodujo mediante inoculacion
en el liquido alantoico de huevos de gallina embrionados. Se infectaron las monocapas de células
MDCK con SV [3 unidades hemaglutinantes (HAU) x 10° células]. Después de incubar durante 1 hora
a 37 °C (periodo de adsorcion), se retiraron los virus no adsorbidos, se lavaron las monocapas y
después se incubaron en un medio completo que contenia un 2 % de suero fetal bovino. Se
determiné la produccién de virus por células infectadas en los sobrenadantes celulares a intervalos de
tiempo diferentes a partir de la infeccién (p.i.), midiendo la actividad hemaglutinante hacia eritrocitos
humanos de tipo 0 Rh+ (HAU), de acuerdo con procedimientos estandar. Para medir la actividad
antiviral se diluyeron los compuestos GSH-C2, GSH-C4, GSH-C6 en medio RPMI a pH 7,3,
anadiéndose a la concentracion deseada, inmediatamente después del periodo de adsorcion del virus. Se
cultivaron células renales de mono (VERO) en medio RPMI, al que se anadié un 5 % de suero. El virus
herpes simplex humano de tipo 1 (HSV-1), aislado clinicamente (TV1), se cultivo y se valor6 en las
células Vera tal como se describe en Palamara, A. T., Perno, C. F., Ciriolo, M. R., Dini, L, Balestra,
E., D'Agostini, C. y col. (1995). Evidence for antiviral activity of glutathione: in vitro inhibition of herpes
simplex virus type 1 replication. Antiviral Research 27, 237-253.

Para obtener la infeccion viral, se infectaron monocapas de células Vera con HSV-1 en una MDI
(multiplicidad de infeccion) de 0,03 UFP/célula. Después de incubar durante 1 hora a 37 °C
(periodo de adsorcion), se retiraron los virus no adsorbidos, se lavaron las monocapas y
después se incubaron usando un medio de cultivo que contenia un 2 % de suero fetal bovino.
Se afadi6 GSH-C4 en dosis idénticas a las indicadas anteriormente inmediatamente después del
periodo de adsorcion y se mantuvieron en el medio de cultivo hasta completar los experimentos. Los
sobrenadantes de células infectadas se recogieron en tiempos diferentes después de la puesta en
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contacto con los virus y se analiz6 la capacidad de formar placas en células Vera usando un
procedimiento de valoracion estandar. Se realizaron también experimentos similares sobre HSV-1
TK-D305. Los resultados obtenidos sobre la base de los ejemplos descritos se resumen a
continuacion.

Toxicidad de derivados GSH

Se encontré que los derivados de GSH-C4 y GSH-C2 no provocan ningun efecto toxico o cambio en
morfologia celular en las concentraciones usadas en los experimentos realizados. Por contra, la
adicion de los derivados C8 (n-octanoil) y C12 (n-dodecanoil) provocd efectos téxicos marcados y
dano las células de las monocapas de células MDCK no infectadas. El aumento de estos efectos
depende de la dosis administrada y se observo que comenzaban a partir de concentraciones 0,1 mM.
Por esta razdn, no se tomo en cuenta su actividad sobre la replicacién viral. El tratamiento de células
MDCK con glutation-C6 provocd danos sobre las capas monocelulares no infectadas exclusivamente a
la concentracion 10 mM. Se encontraron algunas modificaciones en la morfologia celular 24 horas
después de la adicion en concentraciones 2,5 y 5 mM. Estas sustancias provocan una inhibicién de la
replicacion viral de desde el 50 % (2,5 mM) al 100 % (10 mM). Debido a la limitada diferencia entre la
dosis citotdxica y la dosis antiviral, el derivado GSH-C6 se descartd ya que no era optimo.

Se realizé después una seleccion inventiva entre los distintos derivados posibles de glutation con el fin
de encontrar los que podian obtener los mejores efectos como agentes antivirales y se encontrd,
sorprendentemente, que solo con derivados de GSH-C4 segun la férmula | es posible obtener una
eficacia antiviral adecuada y simultaneamente solucionar los problemas relacionados con el uso de
GSH mencionados anteriormente.

Metabolismo del derivado GSH-C4

Las actividades enzimaticas de glutation peroxidasa y glutatién S-transferasa se midieron en sangre
humana hemolizada en presencia de GSH-C4 o GSH 2 mM como sustratos. Las actividades de
glutation peroxidasa y de glutation S-transferasa en presencia de GSH-C4 fueron del 1,8 % y del 3,5
% respectivamente, en comparacion con las obtenidas en presencia de GSH. Ademas, el GSH vy el
GSH-C4 se oxidaron quimicamente en las formas disulfuro correspondientes (GSSG y C4-GSSG-C4).
La actividad de glutatién reductasa se midié sobre ambos sustratos y los resultados obtenidos
mostraron que la forma oxidada de C4-GSSG-C4 se reduce gradualmente con una actividad
enzimatica de 0,63 Ul/g de hemoglobina (Hb), una Km 50 mM y una Vmax igual a 12,6 (xmol/min/mg Hb,
mientras que la forma oxidada de GSH se reduce por medio de la glutatién reductasa con una actividad
de 3,0 Ul/g de Hb, una Km 1,3 mMy una Vmax de 6,3 umol/min/mg Hb. Estos resultados muestran que
una vez se ha formado el dimero oxidado GSH-C4, la glutation reductasa celular es incapaz de reducir
eficazmente el compuesto.

Entrada de GSH-C4 en los eritrocitos
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La entrada de GSH-C4 en los eritrocitos se midid y se compar6 con la entrada de GSH. Los resultados
obtenidos muestran que el GSH-C4 atraviesa la membrana de los eritrocitos mas répidamente que el
GSH, resolviendo de este modo el problema técnico del que se encarga la presente invencion; de
hecho, la velocidad de entrada (calculada en los primeros 30 minutos) fue de 4,33 nmol/min/ml de
glébulos rojos para el GSH-C4 y de 2,33 nmol/min/ml de glébulos rojos para el GSH.

Efectos del GSH-C4 sobre la replicacion del virus Sendai.

Se observo que la adicién de GSH-C2 a células MDCK infectadas con el virus Sendai provocd una
ligera reduccion en la replicacion viral medida como actividad hemaglutinante en el sobrenadante.

En particular, la adicion del derivado de glutation a concentraciones 5,0 y 7,5 mM provocd una
inhibicion de la valoracion viral del 30 % y del 40 % respectivamente.

Reciprocamente, la adicion de GSH-C4 mostr6 un efecto muy superior. El efecto de GSH-C4 sobre
la reproduccion del virus Sendai en células MDCK se muestra también en la Figura 2.

Las células MDCK se infectaron durante 1 hora con 3 unidades hemaglutinantes (HAU) x 10° células.
Las células se lavaron y después se cultivaron en presencia de concentraciones diferentes de GSH-
C4 (intervalo 0-7,5 mM) durante 2 dias. La produccion del virus se analizé a 24 horas (panel A) y a 48
horas (panel B) midiendo la actividad hemaglutinante sobre eritrocitos humanos de tipo 0 Rh+. La
inhibicién de la replicacion del virus Sendai depende de la dosis de GSH-C4 administrada. Se obtuvo
un grado de inhibicién que variaba del 88 % (24 h de p.i.) al 93 % (48 h de p.i.) en presencia de GSH-
C4 5 mM. En el sobrenadante de células tratadas con la composicién que contenia GSH-C4 7,5 mM
no se encontraron virus. La dosis 7,5 mM de GSH-C4 demostrd, por lo tanto, ser 6ptima ya que es
suficiente para producir un efecto antiviral excelente sin ser toxica para las células, como se confirmé
también mediante el examen microscépico de las monocapas. A 48 h se obtiene el 50 % de inhibicion
de la reproduccién viral (CE50) con GSH-C4 a una dosis sélo 3,6 mM, mientras que se requiere una
concentracién total 7,6 mM de GSH para obtener el mismo resultado.

Efecto de GSH-C4 sobre la replicacién de HSV-1

El efecto de diferentes dosis de GSH-C4 sobre la replicacién de HSV-1 en células VERO se muestra en
la Figura 3, que indica el porcentaje de inhibicién de replicacion del virus 48 h después de la infeccion.
Se infectaron células VerO durante 1 hora con HSV-1 a una MDI de 0,03 UFP/célula. Después de
repetir los lavados, se anadié6 GSH-C4 a diferentes concentraciones (intervalo 0-10 mM) a los cultivos
celulares. La replicacion de los virus se analiz6 en las células Vera 48 horas después de la infeccion
usando la técnica de placas. La Figura 3 muestra los resultados de cuatro experimentos diferentes que
concuerdan dentro del 10 % de los valores indicados.

Los resultados obtenidos muestran que la inhibicién de la replicacion de los virus depende de la dosis
de GSH-C4 administrada. Se obtuvo una disminucién marcada (60 % de inhibicion en comparacién
con el control) en la replicacion viral afiadiendo una concentracion 7,5 mM de GSH-C4. A una dosis
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10 mM no se detectd en el sobrenadante celular ninguna particula de virus. Se encontr6 la misma
inhibicién 72 h después de la infeccién.

La adicion de GSH a una concentracion 10 mM no induce la inhibicién completa del virus y solo
produce una reduccion en la replicacion del virus de aproximadamente 2,5 log. Ademas, el GSH-C4
protege las células Vera de los efectos citopaticos inducidos por los virus y no induce ningun efecto
toxico en células Vero no infectadas. El efecto del GSH-C4 se analiz6 también sobre una cepa de
virus defectuosos por timidina quinasa (A305).

Se infectaron células Vero durante 1 h a 37 °C con la cepa A305 y después se mantuvieron en cultivo
en presencia de diferentes concentraciones de GSH-C4. La produccion de virus se midio 24,48y 72 h
después de la infeccion mediante ensayo de unidades formadoras de placas.

La tabla muestra los resultados de un experimento representativo de tres. La variabilidad entre
resultados obtenidos en los diversos experimentos no excedi6 el 10 %.

Tab.1 Efectos de GSH-C4 sobre HSV-
1 TK-
HSV-1 TK-(ufp/ml)
24 h 48 h 72 h
Ctr. 1,38 x 10° [1,96 x10°(2,56 x10°
5mM [2,59x10° (2,42 x10°[2,13X10°
7,5mM|[1,59 x 10° [2,56 x10°|4,33 x10°
10 mM [1,53 X 10°[2,6 X 10°[3,44X10°

Los resultados obtenidos muestran que el GSH-C4 es menos activo contra la cepa TK- en
comparacion con cuando se usa sobre la cepa de tipo silvestre. De hecho, se observa una
inhibicion  significativa de la valoracién del virus (aproximadamente 1 log) s6lo a una
concentracion 7,5 mM 72 h después de la infeccion.

Finalmente, es aparente que como se ha demostrado experimentalmente que los derivados
segun la presente invencion son eficaces en el tratamiento de enfermedades derivadas del
virus Sendai y, por lo tanto, de paramixovirus, son también eficaces contra ortomixovirus.
Ademas, como todos los analisis realizados concuerdan en confirmar la eficacia contra varios
virus, es obvio inferir que los derivados de GSH-C4 de formula | son agentes antivirales.
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Finalmente, aunque los ejemplos son relativos a los derivados de GSH-C4 en los que solo el
grupo SH no esté sustituido, es legitimo asumir que todos los derivados en los que el grupo SH
del GSH-C4 segun la presente invencion esta sustutuido con grupos protectores son igualmente
eficaces en tratamientos antivirales.
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REIVINDICACIONES
1. Derivados de glutation de férmula I:
OH SR
J
o” l 0
o 7 N\

en la que R es un grupo protector tiol.

2. Derivados de glutatiéon de férmula |, en la que R es H o acetilo.

3. Derivados tal como se reivindican en la reivindicacion 1 6 2 para su uso como medicamento.

4. Derivados tal como se reivindican en la reivindicacién 1 6 2 para su uso como medicamento
antivirales.

5. Derivados tal como se reivindican en la reivindicacion 1 6 2 para el tratamiento de enfermedades
provocadas por paramixovirus.

6. Derivados tal como se reivindican en las reivindicaciones 1 é 2 para el tratamiento de
enfermedades provocadas por ortomixovirus.

7. Derivados tal como se reivindican en la reivindicacion 1 para su uso como medicamentos para el
tratamiento de enfermedades provocadas por herpes simplex-1.

8. Derivados tal como se reivindican en la reivindicacion 1 para su uso como medicamentos para el
tratamiento de enfermedades provocadas por VIH.

9. Preparacion farmacéutica caracterizada porque comprende un derivado de glutation que tiene la
formula general (I) tal como se reivindica en la reivindicacién 1 6 2 o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo y al menos un excipiente y/o un diluyente farmacéuticamente aceptable.

10. Uso de un derivado de glutation de férmula (I) tal como se reivindica en la reivindicacién 1 6 2 para la
produccion de una preparacion farmacéutica antiviral.

11. Uso de un derivado de glutation de férmula (I) tal como se reivindica en la reivindicacién 1 6 2 para la
produccién de una preparacion farmacéutica para el tratamiento de enfermedades provocadas por
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paramixovirus.

12. Uso de un derivado de glutation de férmula (I) tal como se reivindica en la reivindicacién 1 6 2 para la
produccién de una preparacion farmacéutica para el tratamiento de enfermedades provocadas por
ortomixovirus.

13. Uso de un derivado de glutation de férmula (I) tal como se reivindica en la reivindicacién 1 6 2 para la
produccién de una preparacion farmacéutica para el tratamiento de enfermedades provocadas por
herpes simplex-1.

14. Uso de un derivado de glutation de férmula (I) tal como se reivindica en la reivindicacién 1 6 2 para la
produccién de una preparacion farmacéutica para el tratamiento de enfermedades provocadas por VIH.
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Fig. 2A
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Fig. 3
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