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DESCRIPCION
Péptidos inhibidores de la fusion del VIH con propiedades biolégicas mejoradas.
Campo de lainvencién

La presente invencion se refiere a un péptido sintético derivado de la secuencia de aminoacidos de gp41 del Virus
de la Inmunodeficiencia Humana (VIH). Mas especificamente, la presente invencion se refiere a un péptido inhibidor
de la fusion del VIH que tiene ciertas diferencias de aminoacidos, en comparacion con la secuencia de adicion de
aminoacidos naturales de la gp41 del VIH, que confiere propiedades bioldgicas beneficiosas al péptido inhibidor de
la fusion del VIH.

Antecedentes de lainvencion

Ahora se conoce bien que las células se pueden infectar por el VIH a través de un procedimiento por el que tiene
lugar fusion entre la membrana celular y la membrana virica. El modelo generalmente aceptado de este proceso es
que el complejo glicoproteico de la cubierta virica (gp120/gp41) interacciona con los receptores de superficie celular
en las membranas de las células objetivo. Tras la unién de gp120 a los receptores celulares (por ejemplo, CD4 en
combinacién con un co-receptor de quimiocinas tal como CCR-5 o0 CXCR-4), se induce un cambio conformacional en
el complejo gp120/gp41 que permite a gp41 insertarse dentro de la membrana de la célula objetivo y mediar la
fusién transmembrana.

La secuencia de aminoacidos de la gp41 y su variacion entre diferentes cepas de VIH, se conoce bien. La figura 1 es
una representacion esquematica de los dominios funcionales generalmente aceptados de gp41 (nétese que los
numeros de secuencia de aminoacidos pueden variar ligeramente dependiendo de la cepa de VIH). El dominio
fusogénico se cree que esta implicado en la insercion dentro de y en la disrupcidon de la membrana de la célula
objetivo. ElI dominio transmembrana, que contiene la secuencia de ancla transmembrana, se situa en el extremo C-
terminal de la proteina. Entre el dominio fusogénico y el ancla transmembrana estan dos regiones distintas,
conocidas como regiones de iteracion de héptada (HR), teniendo cada regién una pluralidad de héptadas. La
secuencia de aminoacidos que comprende la regién HR1 y la secuencia de aminoacidos que comprende la region
HR2 son cada una regiones altamente conservadas en la proteina de la cubierta del VIH-1. La regidon HR2 se ha
descrito generalmente como que comprende residuos de aminoacidos de SEC ID N.°: 1, o polimorfismos de los
mismos (véase, por ejemplo, la figura 2). Como se muestra en la figura 1, las regiones HR tienen una pluralidad de
tramos de 7 residuos de aminoacidos o "héptadas" (los 7 aminoacidos en cada héptada designados de "a" a "g"),
con un predominio de los residuos hidréfobos en las posiciones primera ("a") y cuarta ("d") y residuos cargados
frecuentemente en las posiciones quinta ("e") y séptima ("g"). También estan presentes en la secuencia de
aminoacidos de gp41 del VIH restos similares a cremalleras de leucina que comprenden una secuencia de 8
aminoacidos que se inicia con, y que finaliza con, bien una isoleucina o bien una leucina. Como se ilustra en la figura
1, la region HR2 tiene justo un resto similar a cremalleras de leucina, mientas que la region HR1 tiene cinco restos
similares a cremalleras de leucina. Las héptadas y un resto similar a cremallera de leucina son caracteristicas de
secuencias de aminoacidos que se piensa que contribuyen a la formacion de la estructura de superhélice
encontrada para gp41.

Se descubrié que los péptidos derivados de la secuencia natural de la regién HR1 ("péptidos HR1") o de la regidn
HR2 ("péptidos HR2") de la gp41 del VIH inhiben la transmision de VIH a células huésped tanto en ensayos in vitro
como en estudios clinicos in vivo. Por ejemplo, los péptidos HR2, segun se ejemplifican por DP176 (también
conocido como T20, enfuvirtida y Fuzeon®; SEC ID N.°: 2), T651 (SEC ID N.°: 3), T649 (SEC ID N.°: 4), bloquearon
infeccion de células objetivo con potencias de 0,5 ng/ml (CEso frente a VIH-1.a1), 5 ng/ml (Clsp; VIH-1 11IB) y 2 ng/ml
(Clso; VIH-1 1lIB), respectivamente. Se han realizado esfuerzos para mejorar la actividad biologica de los péptidos
derivados de gp41 de VIH, tales como tratar de estabilizar la estructura del péptido helicoidal. Por ejemplo, péptidos
sintéticos que tienen estabilizacién de la hélice se describen por los autores de la presente invencion en la
publicacion PCT WO02005/067960 y se ejemplifican como SEC ID N.°: 5-7 en el presente documento. Péptidos
sintéticos que pueden inhibir la fusién del VIH (un procedimiento por el que el gp41 del VIH media fusién entre la
membrana virica y la membrana de la célula durante el proceso de la infeccién por VIH de una célula objetivo) son
una clase de péptidos a menudo referidos como péptidos inhibidores de fusion de VIH-1.

Otro inconveniente asociado con péptidos sintéticos se refiere a la solubilidad y estabilidad en vehiculos
farmacéuticamente aceptables de base acuosa, en cuanto se relaciona con el procedimiento de fabricar una
formulacion de solucion inyectable de un péptido inhibidor de fusion del VIH. Por ejemplo, es dificil lograr una
solucion inyectable acuosa que contenga un péptido sintético que tenga una secuencia de aminoacidos de SEC ID
N.°: 2 en una concentracién de mas de 100 mg/ml sin encontrar problemas de solubilidad (en los que la formulacion
se asemeja a un gel, mas que a una solucion, o el péptido precipita aparte de la soluciéon durante un periodo de
tiempo predeterminado) y de estabilidad (degradandose el péptido durante un periodo de tiempo predeterminado) y
sin afiadir componentes adicionales a la formulaciéon para promover estabilidad y/o solubilidad. También seria
deseable desarrollar un péptido inhibidor de fusién de VIH que tenga solubilidad y estabilidad mejoradas, teniendo
mientras propiedades farmacolégicas mejoradas.
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Por tanto, existe una necesidad de un péptido inhibidor de la fusiéon del VIH, que: (a) cuando se afiada en una
cantidad eficaz, pueda interferir con el procedimiento de fusiéon virica mediado por gp41 del VIH y mas
preferentemente, interferir con los cambios conformacionales de gp41 necesarios para efectuar fusion, inhibiendo de
este modo la fusion de gp41 de VIH a una membrana celular objetivo; (b) demuestre solubilidad y estabilidad
incrementadas en una solucién acuosa; y (c) demuestre propiedades farmacoldgicas mejoradas. La presente
invencion trata de estas necesidades.

Sumario de lainvencién
La presente invencion se refiere a péptidos aislados que son péptidos inhibidores de fusion del VIH.

En un aspecto, la presente invencion se refiere a un péptido inhibidor de fusién del VIH que comprende una
secuencia de aminoacidos de SEC ID N.°: 9 derivada de una secuencia de aminoacidos de base ("secuencia base")
que tiene una secuencia de aminoacidos de SEC ID N.°: 5, pero en la que el péptido inhibidor de la fusién del VIH
difiere de la secuencia base por tener dos restos similares a cremalleras de leucina en su secuencia de aminoacidos
y por tener una leucina adicional presente en su secuencia de aminoacidos distinta de aquella necesaria para formar
un resto similar a cremalleras de leucina (es decir, un aminoacido en la secuencia distinto de una posicién de
aminoacidos 1 a 8 de un resto similar a cremalleras de leucina sustituyendo isoleucina por leucina en una posicion
aminoacidica 21 de la SEC ID N.°: 5).

La presente invencién también se refiere a un péptido inhibidor de fusiéon de VIH, en el que el péptido inhibidor de
fusion de VIH: (a) contiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N.°: 9 (b) tiene una secuencia de aminoacidos
que tiene 2 restos similares a cremalleras de leucina; (c) que tiene una leucina adicional (por ejemplo, comparada
con una secuencia de base de una cualquiera o de mas SEC ID N.°%: 5-7) en su secuencia de aminoacidos distinta
de en la posicion aminoacidica 1 a 8 de un resto similar a cremalleras de leucina; y (d) preferentemente demuestra
una mejora de una o mas propiedades bioldgicas. En ciertas realizaciones, el péptido inhibidor de la fusién del VIH
esta entre 15 y 60 residuos aminoacidicos de longitud. En una realizacion, el péptido inhibidor de la fusién del VIH
comprende adicionalmente un grupo N-terminal o un grupo C-terminal, o ambos; aquellos grupos terminales pueden
incluir, pero no estan limitados a: un grupo amino o un grupo acetilo en el extremo N-terminal; y un grupo carboxilo o
un grupo amido en el extremo C-terminal. En una realizacién, el péptido inhibidor de la fusion del VIH puede
autoasociarse para formar un multimero, por ejemplo, un trimero o sintetizarse en forma multimérica, por ejemplo,
como un trimero. El péptido inhibidor de fusién de VIH de la invencion comprende una secuencia de aminoacidos de
SEC ID N.°: 9 y presenta dos restos similares a cremalleras de leucina y presenta una leucina adicional no necesaria
para la formacién de un resto similar a cremalleras de leucina (es decir, en la posicion 21 de la SEC ID N.%: 9). En
una realizacion, el péptido inhibidor de la fusién del VIH comprende adicionalmente un grupo N-terminal o un grupo
C-terminal, o ambos; esos grupos terminales pueden incluir, pero no estan limitados a: un grupo amino o un grupo
acetilo en el extremo N-terminal; y un grupo carboxilo o un grupo amido en el extremo C-terminal. En una
realizacion, el inhibidor de fusion del VIH puede autoasociarse para formar un dimero o un multimero, por ejemplo,
un trimero, o sintetizarse en forma multimérica, por ejemplo, como un trimero.

Ademas, la presente invencion se refiere a un péptido que comprende o que consta de una secuencia de
aminoacidos de SEC N.°: 9 con propiedades biolégicas potenciadas en la que el péptido es un inhibidor de
condensacion de VIH que tiene una secuencia de aminoacidos similar a la SEC ID N.°: 5, salvo porque la fusidn de
la secuencia de aminoacidos del péptido inhibidor de fusién del VIH tiene dos restos similares a cremalleras de
leucina y tiene una leucina adicional distinta de una leucina necesaria para formar un resto similar a cremalleras de
leucina (es decir, distinto de en posicidon 1 u 8 de un resto similar a cremalleras de leucina) y en el que el péptido
inhibidor de condensacién de VIH preferentemente demuestra una mejora en una o mas propiedades biolégicas. En
ciertas realizaciones, el péptido inhibidor de la fusion del VIH esta entre 15 y 60 residuos aminoacidicos de longitud.
En una realizacion, el péptido inhibidor de la fusién del VIH comprende adicionalmente un grupo N-terminal o un
grupo C-terminal; o ambos; esos grupos terminales pueden incluir, pero no se limitan a: un grupo amino o un grupo
acetilo en el extremo N-terminal; y un grupo carboxilo o un grupo amido en el extremo C-terminal. En una
realizacion, el inhibidor de fusién de VIH puede autoasociarse para formar un dimero o un multimero, por ejemplo,
un trimero, o se puede sintetizar en forma multimérica, por ejemplo, como un trimero.

Preferentemente, las una o mas propiedades bioldgicas que se demostré que se mejoraron por un péptido inhibidor
de fusion de VIH de acuerdo con la presente invencion (segun se compara con una secuencia de aminoacidos de
base) se pueden seleccionar del grupo constituido por: la semivida biolégica (por ejemplo, permitiendo al péptido
inhibidor de fusién de VIH sobrevivir mas tiempo in vivo antes de degradarse en y/o retirarse de la corriente
sanguinea), solubilidad en una solucidén acuosa, estabilidad en una solucién acuosa, mas potencia (actividad
antiviral mas potente) contra cepas de VIH que han desarrollado resistencia a péptidos sintéticos derivados de la
secuencia natural de la region HR2 de gp41 del VIH (por ejemplo, SEC ID N.°: 2) y una combinacion de las mismas.

También se proporciona una composicion farmacéutica o medicamento que comprende un inhibidor de la fusion del
péptido inhibidor del VIH de acuerdo con la presente invencién y al menos un componente adicional que comprende
un vehiculo farmacéuticamente aceptable, una macromolécula o una combinacion de los mismos.
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La presente invencidon también proporciona procedimientos de usar un péptido inhibidor de la fusion del VIH de
acuerdo con la presente invencidon. En una realizaciéon, un péptido inhibidor de fusion del VIH se utiliza como una
parte de un régimen terapéutico que contiene uno o mas agentes antivirales adicionales. Tal régimen terapéutico se
usa para la terapia de la infecciéon del VIH. En otra realizacién, se proporciona un uso de un péptido inhibidor de
fusion del VIH de acuerdo con la presente invencion para la preparacion de una composicion farmacéutica para la
inhibicion de la transmision del VIH a una célula objetivo, que comprende poner en contacto el virus y la célula con
una cantidad de un péptido inhibidor de fusion del VIH, que comprende poner en contacto el virus y la célula con una
cantidad de un péptido inhibidor de fusién del VIH, de acuerdo con la presente invencion, eficaz para inhibir infeccion
de la célula por el virus. Este uso del péptido de la invencién puede ser para tratar individuos infectados por VIH. En
una realizacién preferida, inhibir transmision del VIH a una célula objetivo comprende inhibir fusion mediada por
gp41 de VIH-1 a una célula objetivo y/o inhibir formacién de sincitios entre una célula infectada por VIH y una célula
objetivo. La presente invencion también proporciona un uso del péptido de SEC N.°: 9 para la preparacion de
composicion farmacéutica para tratar la infeccion por VIH (preferentemente, la infeccion por VIH-1) en la que: la
composicion farmacéutica es para administrar a un individuo infectado por VIH. Preferentemente, la composiciéon
farmacéutica esta en una cantidad efectiva para inhibir la transmisiéon del VIH a una célula objetivo y/o en una
cantidad efectiva para inhibir fusion mediada por gp41 de VIH a una célula objetivo. También se proporciona un uso
del péptido de SEC ID N.°: 9 para la preparacion de una composicion farmacéutica para inhibir la fusién del VIH, que
comprende poner en contacto el virus en presencia de una célula con una cantidad de un péptido inhibidor de fusién
de VIH de SEC ID N.°: 9 de acuerdo con la presente invencion efectiva para inhibir la fusién del VIH. El péptido de la
invencién se puede usar para tratar individuos infectados con VIH.

La presente invencién también proporciona el uso de un péptido inhibidor de fusion del VIH de acuerdo con la
presente invencion, para la preparacion de composicidon farmacéutica para tratar un individuo infectado por VIH (por
ejemplo, para inhibir la transmisién del VIH, para inhibir la fusion del VIH, y/o para tratar infeccion por VIH), como se
describe en el presente documento. La composicion farmacéutica comprende un péptido inhibidor de la fusion del
VIH de acuerdo con la presente invencidon conjuntamente con un vehiculo farmacéuticamente aceptable del mismo.

Los péptidos inhibidores de fusién del VIH de la invenciéon pueden producirse rutinariamente por medio de
procedimientos bien conocidos, incluyendo la expresion recombinante de acidos nucleicos que codifican el péptido.
Por ejemplo, las células manipuladas para expresar recombinantemente un péptido inhibidor de la fusion del VIH
pueden cultivarse durante un tiempo apropiado y en condiciones apropiadas de tal forma que el péptido se expresa y
el péptido se puede obtener de ahi.

La presente invencion también proporciona moléculas de acido nucleico aisladas que codifican un péptido inhibidor
de fusion de VIH, asi como vectores, incluyendo vectores de expresion, que comprenden tales moléculas de acido
nucleico. La presente invenciéon también proporciona células aisladas, por ejemplo, E. coli o células de mamifero,
que comprenden tales vectores, en los que las células pueden expresar el acido nucleico para producir el péptido
inhibidor de la fusién del VIH.

Los péptidos inhibidores de fusion del VIH de la invencion pueden también, por ejemplo, producirse por medio de
procedimientos de sintesis. Por ejemplo, también se proporcionan fragmentos peptidicos especificos, cada
fragmento peptidico capaz de servir como un intermedio que puede acoplarse covalentemente con uno o mas
fragmentos peptidicos en un grupo de fragmentos peptidicos para proporcionar un péptido inhibidor de la fusién del
VIH que tiene una secuencia de aminoacidos de SEC ID N.°: 9. En una realizaciéon preferida, los fragmentos
peptidicos, dentro de un grupo de fragmentos peptidicos de acuerdo con la presente invencion, se acoplan a un
proceso de fase en soluciéon de tal manera que dé como resultado el péptido inhibidor de fusién del VIH que tiene
una secuencia de aminoacidos de SEC ID N.°: 9. También se proporciona un procedimiento para producir un péptido
de inhibidor de fusién de VIH de la presente invencion que comprende sintetizar sus fragmentos peptidicos
constituyentes y después ensamblar los fragmentos peptidicos para formar el péptido inhibidor de fusion de VIH, en
el que el péptido inhibidor de fusiéon de VIH tiene una secuencia de aminoacidos de SEC ID N.°: 9. En una
realizacion, los procedimientos de sintesis se usan para formar un dimero o multimero del péptido inhibidor de la
fusion del VIH, por ejemplo, un trimero. En una realizacion, los procedimientos recombinantes y/o la unién se usan
para formar un dimero o multimero del péptido inhibidor de la fusién del VIH. En una realizacién, un multimero
formado del péptido inhibidor de fusién es un multimero lineal; en otra realizacion, el multimero formado no es lineal,
por ejemplo, un agregado.

El anterior y otros objetos, caracteristicas y ventajas de la presente invencion seran patentes en la siguiente
descripcién detallada de la invencion cuando se lea conjuntamente con los dibujos adjuntos.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 es una representacion esquematica de la gp41 de VIH-1 que muestra la regién repetida 1 de la héptada
(HR1) y la region repetida 2 de la héptada (HR2), junto con otras regiones funcionales de la gp41. Ejemplos de
secuencias de aminoacidos naturales que corresponden a HR1 y HR2 y la numeracion de posicién aminoacidica, se
muestran para propdsitos de ilustracion y en relacion a gp160, cepa VIHg.
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La figura 2 muestra una comparacién de la secuencia de aminoacido natural contenida en la region HR2 de gp41 de
VIH-1 para propdsitos de ilustracion, y sin ninguna limitacién, segun se determina a partir de diversas cepas de
laboratorio y aislados clinicos, en la que se ilustran algunas de las variaciones en la secuencia de aminoacidos (por
ejemplo, polimorfismos), segun se indica por el cédigo de aminoacidos de una sola letra.

La figura 3 es una sintesis de muestra esquematica de un péptido inhibidor de fusiéon del VIH SEC ID N.°: 9, que
tiene una secuencia de aminoacidos de SEC ID N.°: 9, usando un enfoque de condensacion de fragmentos que
implica ensamblaje de 3 fragmentos peptidicos.

La figura 4 es una sintesis de muestra esquematica de un péptido inhibidor de fusién del VIH SEC ID N.°: 9, que
tiene una secuencia de aminoacidos de SEC ID N.°: 9, usando un enfoque de condensacién de fragmentos que
implica ensamblaje de 2 fragmentos peptidicos.

Descripcion detallada de la invencién
Definiciones

El término "individual", cuando se usa en el presente documento para propoésitos de la memoria descriptiva y de las
reivindicaciones, significa un mamifero y preferentemente un ser humano.

El término "célula objetivo" cuando se usa en el presente documento para propdsitos de la memoria descriptiva y de
las reivindicaciones, quiere decir una célula capaz de infectarse por VIH. Preferentemente, la célula es una célula
humana o son células humanas; y mas preferentemente, células humanas capaces de infectarse por VIH por medio
de un procedimiento, que incluye fusion de membranas.

El término "vehiculo farmacéuticamente aceptable”, cuando se usa en el presente documento para propdsitos de la
memoria descriptiva y reivindicaciones, significa un medio de vehiculo que no altera significativamente la actividad
biologica del ingrediente activo (por ejemplo, un inhibidor de fusién del péptido VIH de acuerdo con la presente
invencion) al que se afiade. Un vehiculo farmacéuticamente aceptable incluye, pero no se limita a, uno o mas de:
agua, agua tamponada, solucién salina, glicina al 0,3 %, alcoholes acuosos, solucién acuosa estéril isotonica; y
puede incluir adicionalmente uno o mas sustancias, tal como glicerol, aceites, sales, tales como fosfonatos de sodio,
potasio, magnesio y amonio, ésteres de carbonatos, acidos grasos, sacaridos (por ejemplo, manitol), polisacaridos,
polimeros, excipientes y conservantes y/o estabilizadores (para aumentar semivida o segln sean necesarios y
adecuados para la elaboracién y distribucion de la composicién). Preferentemente, el vehiculo farmacéuticamente
aceptable es adecuado para administracion intravenosa, intramuscular, subcutanea o parenteral.

Por el término "un aminoacido que comprende isoleucina o leucina", a menos que se sefiale otra cosa, lo que
significa para propositos de la memoria descriptiva y reivindicaciones y con referencia a un péptido inhibidor de la
fusion del VIH de acuerdo con la presente invencion, es que se refiere a isoleucina o leucina, respectivamente, o a
sus respectivos aminoacidos naturales (por ejemplo, L-aminoacido), a aminoacidos que no se dan en la naturaleza
(por ejemplo, D-aminoacido), a forma isdmera (por ejemplo, norleucina, aloisoleucina y similares) o a un derivado de
la forma (por ejemplo, terc-leucina). Una forma preferida de un aminoacido isoleucina o leucina se puede usar para
la exclusion de las formas del aminoacido distintas de la forma preferida del aminoacido. Péptido de fusién del VIH e
inhibidor de acuerdo con la presente invencion pueden comprender también, en su secuencia de aminoacidos, uno o
mas polimorfismos encontrados en la secuencia de la region HR2 gp41 del VIH de la que se derivan (véase, por
ejemplo, la figura 2), salvo a las una o mas posiciones de la secuencia de aminoacidos explicada en el presente
documento para incluir un aminoacido que comprende leucina o isoleucina.

El término "VIH" se refiere al virus de la inmunodeficiencia humana y mas preferentemente al VIH-1.

El término "aislado" cuando se usa en referencia a un péptido inhibidor de la fusion del VIH, o a un fragmento
peptidico, de acuerdo con la presente invencion, quiere decir que esta sustancialmente libre de componentes que no
han llegado a ser parte integral de la estructura del péptido en si mismo, por ejemplo, tal como sustancialmente libre
de precursores quimicos u otros productos quimicos cuando se sintetizan quimicamente, producidos, o modificados
usando procedimientos biolégicos, bioquimicos o quimicos.

El término "entre 1 y 3 sustituciones de aminoacidos" cuando se usan en referencia a un péptido inhibidor de la
fusion del VIH de acuerdo con la presente invencion, significa que el péptido inhibidor de fusion del VIH de acuerdo
con la presente invencién también pueden tener la secuencia de aminoacidos de una cualquiera de las SEC ID N.°:
9-15, salvo que no haya menos de una y no mas de tres diferencias de aminoacidos comparadas con una cualquiera
de las SEC ID N.°: 9-15; mientras que hay aun todavia bien: (a) mas de un resto similar a cremalleras de leucina y al
menos una leucina adicional distinta de una leucina necesaria para formar un resto similar a cremalleras de leucina
(es decir, distinta en una posicién 1 a 8 de un resto similar a cremalleras de leucina), o bien (b) entre 5 y 3 restos
similares a cremalleras de leucina; y que tenga actividad antiviral contra VIH (actividad en inhibir fusién mediada por
VIH). A este respecto, las diferencias de aminoacidos de un péptido inhibidor de fusion del VIH que tiene
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sustituciones (cuando se compara con la SEC ID N.°: 9-15) estan en las posiciones de la secuencia de aminoacidos
distintas de los residuos de leucina y/o isoleucina indicados para péptidos inhibidores de fusién del VIH de acuerdo
con la presente invencion (véanse, por ejemplo, ilustraciones (1) y (11) en el presente documento). Las no menos de
una y no mas de 3 diferencias de aminoacidos incluyen, pero no se limitan a, una sustitucion aminoacidica
conservadora (conocida en la técnica por incluir sustituciones de aminoacidos que tienen sustancialmente la misma
carga, tamafio, hidrofilicidad y/o aromaticidad que el aminoacido sustituido; los ejemplos incluyen, pero no se limitan
a, glicina-alanina-valina, triptéfano-tirosina, acido aspartico-acido glutamico, arginina-lisina, asparragina-glutamina y
serina-treonina) y/o polimorfismos (por ejemplo, como se ilustra en la figura 2, o como se encuentra en laboratorio,
diversos clados y/o aislados clinicos del VIH-1). Por ejemplo, segun se relaciona con las SEC ID N.°%: 11, 12 6 13, un
péptido inhibidor de la fusion del VIH tiene entre una a 3 diferencias de aminoacidos que estan en posiciones
distintas de los residuos de aminoacidos 10; 17, 24, 31 y 38 de una cualquiera de las SEC ID N.°%: 11, 12 6 13. Por
ejemplo, en relacion con la SEC ID N.%: 9 y la SEC ID N.°: 14, un péptido inhibidor de la fusion del VIH tiene entre
una a 3 diferencias de aminoacidos que estan en posiciones distintas de los residuos de aminoacidos 10; 17, 24, 31
y 38 de una cualquiera de la SEC ID N.°: 9 o de la SEC ID N.°: 14. Por ejemplo, en relacion con la SEC ID N.°: 10 o
la SEC ID N.°: 15, un péptido inhibidor de la fusion del VIH tiene entre una y 3 diferencias de aminoacidos que estan
en posiciones distintas de los residuos de aminoécidos 10, 17, 21, 31 y 38 de la SEC ID N.°: 10 o la SEC ID N.°: 15.
Un ejemplo ilustrativo de esta realizacion incluye, pero no esta limitado a, una secuencia de aminoacidos de SEC ID
N.°: 16, en la que una posicién que puede ser el sitio de una diferencia de aminoacidos de las entre una y tres
sustituciones de aminoacidos esta marcada por Xaa (representando cualquier aminoacido, que se da o no se da en
la naturaleza; es decir, mas de un aminoacido posible se puede usar en esta posicion aminoacidica). Ademas, se
pueden hacer una o mas sustituciones de aminoacidos conservadoras, tales como una lisina sustituida por una
arginina o por una histidina, una arginina sustituida por una lisina o histidina, un acido glutamico sustituido por un
acido aspartico, o un acido aspartico sustituido por un acido glutamico. Las posiciones de aminoacidos 10, 17, 21,
24, 31 y 38 estan subrayadas para propositos ilustrativos. En lo que también se refiere a las SEC ID N.°: 9-15,
noétese que en la SEC ID N.°: 16 "Zaa" se usa para designar un aminoacido que puede ser bien leucina o bien
isoleucina; y Baa se usa para designar un aminoacido que es preferentemente bien leucina, bien isoleucina, pero
puede ser Xaa, salvo que al menos un Baa sea bien una leucina o bien una isoleucina.

SEC ID N.°: 16: XaaXaaXaaEAXaaDRAZaaAEXaaAARZaaEAZaaZaaRABaaXaaEXaaXaaEKBaaEAAZaaREZaa

Sdlo para referencia, un péptido inhibidor de condensacion de VIH que corresponde a los requerimientos de SEC ID
N.°: 16 tiene una isoleucina o leucina en cada una de las posiciones de aminoacidos 3, 10, 17, 24, 31 y/o 38 tal que
el péptido presenta 2, 3, 4 6 5 restos similares a cremalleras de leucina. En otra realizacion, el péptido tiene también
un resto de leucina o isoleucina no de cremalleras de leucina, preferentemente leucina, en la posicion 21 del péptido.
Los péptidos inhibidores de condensacion del VIH pueden incluir también péptidos derivados de la regiéon HR2 de
gp41 del VIH que corresponde a la SEC ID N.°: 5 (por la alineaciéon de secuencias) presente en el laboratorio, en los
clados o en los aislados clinicos del VIH-1, asi como los péptidos inhibidores de condensacion del VIH satisfacen los
requerimientos aminoacidicos de SEC ID N.°: 16. Tales péptidos inhibidores de condensacién de VIH presentan
entre desde 1 hasta 3 sustituciones de aminoacidos, comparados con cualquiera de las SEC ID N.°%: 9-15. El péptido
inhibidor de la fusién del VIH esta entre 15 y 60 residuos de aminoacidos de longitud. Adicionalmente el péptido
inhibidor de fusion del VIH comprende un grupo N-terminal o C-terminal, o ambos; y esos grupos terminales pueden
incluir, pero no estan limitados a: un grupo amino o un grupo acetilo en el extremo N-terminal; y un grupo carboxilo o
un grupo amido en el extremo C-terminal. En una realizacién, el péptido inhibidor de la fusién del VIH puede
autoasociarse para formar un dimero o un multimero, por ejemplo, un trimero, o, por ejemplo, puede sintetizarse,
expresarse o unirse en forma dimérica o multimérica, por ejemplo, como un trimero.

Por referencia solo los péptidos inhibidores de condensacion del VIH descritos en el presente documento incluyen
también péptidos que presentan las secuencias de aminoacidos variantes de cualesquiera de los péptidos revelados
en el documento US 2006/0247416, asi como los péptidos inhibidores de condensaciéon del VIH satisfacen los
requerimientos aminoacidicos de la SEC ID N.°: 16. En una realizacion, tales péptidos inhibidores de condensacion
del VIH presentan entre desde 1 hasta 3 sustituciones de aminoacidos comparados con una cualquiera de las SEC
ID N.°%: 9-15. En ciertas realizaciones, el péptido inhibidor de la fusion esta entre 15 y 60 residuos de aminoacidos
de longitud. En una realizacion, el péptido inhibidor de la fusién del VIH comprende adicionalmente un grupo N-
terminal o un grupo C-terminal; o ambos; y esos grupos terminales pueden incluir, pero no se limitan a: un grupo
amino o un grupo acetilo en el extremo N-terminal; y un grupo carboxilo o un grupo amido en el extremo C-terminal.
En una realizacion, el péptido inhibidor de la fusiéon del VIH puede autoasociarse para formar un dimero o un
multimero, por ejemplo, un trimero, o, por ejemplo, puede sintetizarse, expresarse o unirse en forma dimérica o
multimérica, por ejemplo, como un trimero.

El término "funcionalidad reactiva," cuando se usa en el presente documento para propdsitos de la memoria
descriptiva y las reivindicaciones, significa un grupo quimico o un resto quimico que es capaz de formar un enlace
con otro grupo quimico o resto quimico. Con respecto a grupos quimicos, se conoce una funcionalidad reactiva por
aquellos expertos en la técnica que comprende un grupo que incluye, pero no esta limitado a, maleimida, tiol, acido
carboxilico, hidrogeno, fosforilo, acilo, hidroxilo, acetilo, producto hidréfobo, amina, amido, dansilo, sulfo, una
succinimida, un reactivo de tiol, un reactivo de amina, un reactivo de carboxilo y similares. Se puede usar una
funcionalidad reactiva preferida, en aplicacién a la presente invencioén, para la exclusion de una funcionalidad de
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reactivo distinta de la funcionalidad de reactivo preferida.

El término "engarce”, cuando se usa en el presente documento para propédsitos de la memoria descriptiva y de las
reivindicaciones, significa un compuesto o resto que actia como un puente molecular para unir operativamente dos
moléculas diferentes (por ejemplo, una primera funcionalidad reactiva de un engarce esta covalentemente acoplada
a una funcionalidad reactiva de un vehiculo macromolecular y una segunda funcionalidad reactiva del engarce esta
acoplada covalentemente a una funcionalidad reactiva de un péptido inhibidor de fusién del VIH). El engarce puede
ser aminoacidos, como en la produccion de una proteina de fusién recombinante que contiene una o mas copias del
péptido inhibidor de condensacion del VIH de acuerdo con la invencién actual. Alternativamente, las dos moléculas
diferentes pueden engarzarse al engarce en una manera etapa a etapa (por ejemplo, mediante acoplamiento
quimico). En general, no hay ninguna limitacién de tamario particular o de contenido para el engarce siempre que
pueda cumplir su propdsito como un puente molecular. Los engarces se conocen por aquellos expertos en la técnica
por incluir, pero no se limitan a, cadenas quimicas, compuestos quimicos (por ejemplo, reactivos), aminoacidos y
similares. Los engarces pueden incluir, pero no se limitan a, engarces homobifuncionales, engarces
heterobifuncionales, engarces bioestables, engarces hidrolizables y engarces biodegradables, como se conocen
bien en la técnica. Los engarces heterobifuncionales, bien conocidos por aquellos expertos en la técnica, contienen
un extremo que tiene una primera funcionalidad reactiva para unir especificamente una primera molécula y un
extremo opuesto que tiene una segunda funcionalidad reactiva para unir especificamente a una segunda molécula.
Sera evidente para aquellos expertos en la técnica que una variedad de reactivos monofuncionales, difuncionales y
polifuncionales (tales como aquellos descritos en el catalogo de Pierce Chemical Co., Rockford, Ill) se puede
emplear como un engarce con respecto a la presente invencion. Dependiendo de factores tales como las moléculas
a engarzarse, las condiciones en las que se lleva a cabo la unién y las propiedades farmacocinéticas deseadas
después de la administracion, el engarce puede variar en longitud y composicion para optimizar propiedades tales
como: preservacion de la actividad y funcion bioldgicas, estabilidad, resistencia a ciertos pardmetros quimicos y/o de
temperatura, susceptibilidad a escision in vivo y de estereoselectividad o de tamafo suficientes.

El término "vehiculo macromolecular" cuando se usa en el presente documento para propositos de la memoria
descriptiva y reivindicaciones, quiere decir una molécula que esta engarzada, unida o fusionada (por ejemplo,
quimicamente o por medios recombinantes usando expresion genética) a uno o mas péptidos de acuerdo con la
presente invenciéon, como resultado de lo que la molécula es capaz de conferir una o mas propiedades de:
estabilidad a los uno o mas péptidos, aumento de la actividad biolégica de los uno 0 mas péptidos, o un incremento
en semivida plasmatica de los uno o mas péptidos (por ejemplo, prolongando la persistencia de los uno o mas
péptidos en el cuerpo) en relacién a aquella con respecto a los uno o mas péptidos en ausencia de la molécula.
Tales vehiculos macromoleculares se conocen bien en la técnica por incluir, pero no se limitan a, proteinas de suero,
polimeros, carbohidratos y conjugados de lipidos-acidos grasos. Las proteinas séricas usadas tipicamente como
vehiculos macromoleculares incluyen, pero no se limitan a, transferrina, albumina (preferentemente humana),
inmunoglobulinas (preferentemente la IgG humana o una o mas cadenas de la misma), u hormonas. Los polimeros
tipicamente usados como vehiculos macromoleculares incluyen, pero no se limitan a, polilisinas o poli(D-L-alanina)-
poli(L-lisina(s)) o polioles. Un poliol preferido comprende un polimero poli(6xido de alquileno) soluble en agua y
puede tener cadena(s) lineal(es) o ramificada(s). Un polimero preferido es un poliol de cadena ramificada (tal como
PEG, que tiene multiples (por ejemplo, 3 o mas) cadenas, cada una de las cuales puede acoplarse al péptido
inhibidor de fusion del VIH directamente o por medio de un engarce); y mas preferentemente, un poliol de cadena
ramificada que es biodegradable, y/o se escinde a lo largo del tiempo, en condiciones in vivo. Los polioles
adecuados incluyen, pero no se limitan a, polietilenoglicol (PEG), polipropilenoglicol (PPG) y copolimeros de PEG-
PPG. Un poliol preferido comprende PEG que tiene un tamafio molecular promedio seleccionado del intervalo de
desde aproximadamente 1.000 Daltons hasta aproximadamente 20.000 Daltons. Otros tipos de vehiculos
macromoleculares que pueden usarse, que generalmente tienen pesos moleculares superiores a 20.000 Daltons, se
conocen en la técnica.

El término "grupo protector quimico" o "CPG", cuando se usa en el presente documento para propésitos de la
memoria descriptiva y las reivindicaciones, quiere decir un resto quimico que se emplea para bloquear una
funcionalidad reactiva que comprende un grupo amina de reaccionar quimicamente con otra funcionalidad reactiva.
Los grupos protectores quimicos se conocen bien por aquellos expertos en la técnica de la sintesis de péptidos para
incluir, pero no se limitan a, tBu (t-butilo), trt (trifenilmetilo(tritilo)), OtBu (terc-butoxi), Boc o t-Boc (terc-
butiloxicarbonilo), Fmoc (9-fluorenilmetoxicarbonilo), Aoc (t-amiloxi-carbonilo), TEOC (B-trimetiletiloxicarbonilo),
CLIMOC  (2-cloro-1-indanilmetoxilcarbonilo), BIMOC  (benz-[f]-indeno-3-metoxilcarbonilo), PBF (2,2,4,6,7-
pentametilhidrobenzofuran-5-sulfonilo), 2-Cl-Z  (clorobencil-oxicarbonilo), Alloc  (aliloxicarbonilo), Cbz
(benciloxicarbonilo), Adoc (adamantiloxicarbonilo), Mcb (1-metilciclobutiloxicarbonilo), Bpoc (2-(p-bifenililo)propil-2-
oxicarbonilo), Azoc (2-(p-fenilazofenil)propil-2-oxicarbonilo), Ddz (2,2-dimetil-3,5-dimetiloxibencil-oxicarbonilo), MTf
(4-metoxi-2,3,8-trimetoilbencenosulfonilo), PMC (2,2,5,7,8-pentametilcroman-6-sulfonilo), Tos (tosilo), Hmb (2-
hidroxil-4-metoxibencilo), Poc (2-fenilpropil-2-oxicarbonilo), Dde (1-(4,4-dimetil-2,8-dioxociclohex-1-ilideno)etilo),
ivDde (1-(4,4-dimetil-2,6-dioxo-ciclohex-1-ilideno)-3-metilbutilo), bencilo, dansilo, éster para-nitrobencilico y similares.
Un grupo protector quimico preferido se puede usar, en aplicacion a la presente invencion, para la exclusion de un
grupo protector quimico distinto del grupo protector quimico preferido.

El término “desproteccion”, cuando se usa en el presente documento para propésitos de la memoria descriptiva, se
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conoce en la técnica para querer decir un procedimiento por el que uno o mas grupos protectores quimicos se
retiran de una molécula que contiene grupos protectores, en los que la molécula comprende un aminoacido,
fragmento peptidico, o péptido inhibidor de fusion de acuerdo con la presente invencion. Generalmente, el
procedimiento de desproteccion implica hacer reaccionar la molécula protegida por uno o mas grupos protectores
quimicos con un agente quimico que retira el grupo protector quimico. Por ejemplo, un grupo amino alfa N-terminal,
que estéa protegido por un grupo protector quimico, se puede hacer reaccionar con una base para eliminar los grupos
protectores quimicos labiles de base (por ejemplo, Fmoc, y similares). Los grupos protectores quimicos (por ejemplo,
Boc, TEOC, Aoc, Adoc, Bopc, Ddz, Cbz y similares) se retiraron por acido. Otros grupos protectores quimicos,
particularmente aquellos derivados de acidos carboxilicos, se pueden retirar por acido o por una base.

Los términos "primero”, "segundo”, "tercero" y similares se pueden usar en el presente documento para: (a) indicar
un orden, o (b) para distinguir entre moléculas reactivas o funcionalidades reactivas de una molécula; o (c) una
combinacion de (a) y (b). Sin embargo, los términos "primero”, "segundo”, "tercero" y similares, no son de lo
contrario para interpretarse como limitantes de la invencién.

Los términos "fragmento peptidico" e "intermedio" se usan de forma sinénima en el presente documento, en relacion
con un péptido inhibidor de la fusiéon del VIH de acuerdo con la presente invencion y para los propésitos de la
memoria descriptiva y las reivindicaciones, para querer decir un péptido que comprende una secuencia de
aminoacidos de no menos de aproximadamente 5 aminoacidos y no mas de aproximadamente 30 residuos de
aminoacidos de longitud y comprende al menos una parte (como aminoacidos contiguos) de la secuencia de
aminoacidos de ese péptido inhibidor de fusiéon del VIH. Véanse los ejemplos 4-6 y tablas 4, 5, 6 en el presente
documento, para ejemplos ilustrativos de fragmentos peptidicos Utiles para fabricar la SEC ID N.°: 9. Adicionalmente,
mientras que en una realizacién preferida se sintetizan fragmentos peptidicos (individualmente o cuando se
combinan como un grupo para formar un péptido inhibidor de la fusiéon del VIH) de tal forma que se forman enlaces
peptidicos entre los residuos de aminoacidos, es facilmente patente para alguien experto en la técnica que se
puedan formar enlaces no peptidicos usando reacciones conocidas por aquellos expertos en la técnica (por ejemplo,
imino, éster, hidrazida, azo, semicarbazida y similares).

El término “propiedades farmacocinéticas", cuando se usa en el presente documento para propésitos de la memoria
descriptiva, significa la cantidad total de ingrediente activo (por ejemplo, péptido inhibidor de fusién de VIH de
acuerdo con la presente invencion) en una composicion farmacéutica que esta sistematicamente disponible a lo
largo del tiempo. Las propiedades farmacocinéticas se pueden determinar midiendo las concentraciones sistémicas
totales del péptido inhibidor de la fusién del VIH a lo largo del tiempo después de administrarse in vivo. Como un
ejemplo, las propiedades farmacocinéticas pueden expresarse en términos del Area Bajo la Curva (AUC), semivida
bioldgica, y/o de eliminaciéon. EI AUC es la medida integrada de las concentraciones de ingrediente activo sistémico
a lo largo del tiempo en unidades de masa-tiempo/volumen. Tras la administracién de una dosis de ingrediente
activo, el AUC desde el momento de dosificacién hasta el momento cuando ningun ingrediente activo permanece en
el cuerpo, es una medida de la exposicion del individuo al ingrediente activo (y/o a un metabolito de un ingrediente
activo). Un péptido inhibidor de condensacion de VIH de acuerdo con la presente invencion tiene propiedades
farmacocinéticas "mejoradas" o "incrementadas" cuando tiene una o mas de (a) una semivida ("t'2") biolégica
(eliminacion terminal) mas larga ("incremento") y (b) una reduccién en eliminacion biolégica (corporal total) (Cl), en
comparacién con aquella de un péptido inhibidor de fusion del VIH distinto de un péptido inhibidor de fusion del VIH
de acuerdo con la presente invencion (véanse, por ejemplo, las tablas 1 y 2 en el ejemplo 2 en el presente
documento). En una realizacion preferida, propiedades farmacocinéticas mejoradas pueden significar una
eliminacion que se reduce, en relacion a aquella de un péptido comparado, tal como siendo tipicamente desde
reduccién de aproximadamente 2 veces hasta reduccion de aproximadamente 10 veces. En otra realizacion
preferida, propiedades farmacocinéticas mejoradas pueden significar un incremento en semivida biolégica desde
aproximadamente un incremento del 10 % hasta aproximadamente un incremento del 60 % en relacion a aquella de
un péptido sometido a comparacién. Las propiedades farmacocinéticas mejoradas también pueden abarcar tanto
una reduccién en eliminaciéon como un incremento en la semivida biolégica. Las ecuaciones usadas para calcular
area bajo la curva de de concentracion plasmatica frente al tiempo (AUC), eliminacion corporal total (Cl) y semivida
(t"2) de eliminacion terminal se exponen en el presente documento en el ejemplo 1.

El término "en solucién," como estandar en la técnica en lo que se refiere a un fluido acuoso dentro del que se
disuelven uno o mas sélidos, se usa en el presente documento para querer decir una solucion acuosa que contiene
el péptido inhibidor de la fusién disuelto en ella en condiciones de uso realista de concentracion y temperatura,
segun se describe en el presente documento en mas detalle y como estandar en la técnica para una formulacién de
farmacos inyectables. Hay diversas maneras conocidas en la técnica para distinguir la formacién de una solucion, en
oposicion a la formacién de una suspension, tales como comprobar la claridad visual (transparencia de una solucion
frente a turbidez de una suspension), la transmisiéon de la luz y similares. La "solubilidad" esta determinada por la
cantidad (por ejemplo, porcentaje en peso) del péptido inhibidor de la fusidn del VIH que esta presente en la solucién
en un fluido acuoso sin mostrar evidencia observada de precipitacion fuera de la solucién, o gelificacién del fluido
acuoso que contiene el péptido inhibidor de fusién del VIH. La "estabilidad" se determina por la cantidad de un
péptido inhibidor de la fusion del VIH, en solucién, que se degrada a lo largo del tiempo.

Los términos "tratamiento" o "terapia" se usan intercambiablemente con respecto a la infecciéon por VIH y para
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propositos de la memoria descriptiva y las reivindicaciones, para significar que un péptido inhibidor de la fusién del
VIH (o una composicién farmacéutica que tiene el péptido inhibidor de la fusién del VIH como una sustancia de
farmaco activa) se puede usar para afectar uno o mas procesos asociados con infeccion con VIH, o uno o mas
parametros o resultados finales usados como indicadores para determinar el efecto terapéutico de tal tratamiento o
terapia (por ejemplo, "aplicacion terapéutica"). Por ejemplo, el péptido inhibidor de la fusion del VIH puede usarse
para inhibir uno o0 mas de los siguientes procesos: transmision del VIH a una célula objetivo; fusién entre VIH y una
célula objetivo ("fusion del VIH"); entrada viral (el proceso del VIH o su material genético que entra dentro de una
célula objetivo durante el proceso de infeccion); y la formacion de sincitios (por ejemplo, la fusidon entre una célula
infectada por VIH y una célula objetivo). La supresion viral (determinada por procedimientos conocidos en la técnica
para medir la carga viral de VIH en un fluido o tejido corporal) es un resultado final principal cominmente usado y un
incremento en el nimero de células CD4" circulantes en la corriente sanguinea es un resultado final secundario
comunmente usado, para evaluar la eficacia de un farmaco en tratamiento o terapia de infeccién por VIH; siendo
cada uno un efecto medible de inhibir transmisiéon del VIH a una célula objetivo. Por tanto, un péptido inhibidor de
fusion del VIH de acuerdo con la presente invencion se puede usar para una aplicacion terapéutica que comprende
una supresion viral y/o un incremento en el nimero relativo de células CD4" circulantes.

La presente invencion se refiere a un péptido aislado que comprende una secuencia de aminoacidos de SEC ID N.°:
9. La presente invencion proporciona adicionalmente una molécula de acido nucleico aislada que comprende una
secuencia de nucledtidos que codifica un péptido que comprende una secuencia de aminoacidos de SEC ID N.°: 9.
Otro aspecto de la presente invencion es un vector que comprende la molécula de acido nucleico de la presente
invencién y una célula aislada que comprende dicho vector.

Otro aspecto de la presente invencién es una composicion que comprende: (i) el péptido que comprende una
secuencia de aminoacidos de SEC ID N.°° 9 y una o mas funcionalidades reactivas; y (ii) un vehiculo
farmacéuticamente aceptable, un vehiculo macromolecular, o una combinacion de los mismos. Ademas, la presente
invencion proporciona una combinacion de agentes antivirales para usar en el tratamiento de VIH-1, la combinacion
que comprende el péptido que comprende una secuencia de aminoacidos de SEC ID N.°: 9 y uno o mas agentes
antivirales seleccionados del grupo constituido por un inhibidor de entrada del VIH, inhibidores de integrasa del VIH,
inhibidor de transcriptasa reversa, inhibidor de proteasa, inhibidor del vif, inhibidor de la transcripcién especifico viral,
inhibidor del procesamiento viral e inhibidor de maduracion del VIH.

La presente invencion proporciona adicionalmente el uso del péptido que comprende una secuencia de aminoacidos
de SEC ID N.°: 9 para la preparaciéon de una composicion farmacéutica para la inhibicion de la transmision del VIH a
una célula, o para inhibir la fusién del VIH, en el que la composicidon farmacéutica es para poner en contacto el virus,
en presencia de una célula, con una cantidad del péptido que comprende una secuencia de aminoacidos de SEC ID
N.°: 9 efectiva para inhibir la infeccién de la célula por el VIH. Otro aspecto de la presente invencién es el uso del
péptido que comprende una secuencia de aminoacidos de SEC ID N.°: 9 para la preparaciéon de una composicion
farmacéutica para tratar un individuo infectado por VIH, en el que la composicién farmacéutica es para administrar al
individuo una cantidad del péptido que comprende una secuencia de aminoacidos de SEC ID N.°: 9 efectiva para
lograr, en el individuo tratado, un resultado terapéutico seleccionado del grupo constituido por: una reduccion en la
carga viral del VIH, un incremento en poblacién de células CD4" circulante y una combinacion de los mismos.

La presente invencién ademas proporciona un procedimiento de sintetizar el péptido de SEC ID N.°: 9, en el que un
conjunto de los tres fragmentos peptidicos se produce por sintesis en fase sélida y de solucién, el grupo comprende
(a) SEC ID N.°: 17, SEC ID N.°: 18, SEC ID N.°: 19, y un residuo de leucina, o (b) SEC ID N.%: 17, SEC ID N.°: 18 y
SEC ID N.% 20, en las que los miembros del grupo se combinan después usando un enfoque de condensacion de
fragmentos para producir el péptido de la SEC ID N.°: 9. Ademas, la presente invencién proporciona un conjunto de
fragmentos peptidicos para la sintesis del péptido de la presente invencion, en el que el conjunto comprende (a)
TTWEAWDRAIAE (SEC ID N.°: 17) YAARIEALLRALQE (SEC ID N.°: 18), QQEKNEAALRE (SEC ID N.°: 19); (b)
TTWEAWDRAIAE (SEC ID N.°: 17) YAARIEALLRALQE (SEC ID N.°: 18), QQEKNEAALREL (SEC ID N.°: 20); (c)
TTWEAWDRAIAEYAARIEAL (SEC ID N.° 29), LRALQEQQEKNEAALRE (SEC ID N.°2 30); (d)
TTWEAWDRAIAEYAARIEAL (SEC ID N.°: 29), LRALQEQQEKNEAALREL (SEC ID N.° 31); () TTWEAWDRAIA
(SEC ID N.°: 21), EYAARIEALLRALQE (SEC ID N.°: 22), QQEKNEAALRE (SEC ID N.°: 19); (f) TTWEAWDRAI (SEC
ID N.°: 23), AEYAARIEALLRALQE (SEC ID N.°: 24), QQEKNEAALRE (SEC ID N.°: 19); (g) TTWEAWDRA (SEC ID
N.°: 25), IAEYAARIEALLRALQE (SEC ID N.°: 26), QQEKNEAALRE (SEC ID N.°: 19); (h) TTWEAWDR (SEC ID N.°:
27), AIAEYAARIEALLRALQE (SEC ID N.°: 28), QQEKNEAALRE (SEC ID N.°: 19); (i) TTWEAWDRAIA (SEC ID N.°
21), EYAARIEALLRALQE (SEC ID N.°: 22), QQEKNEAALREL (SEC ID N.°: 20); j) TTWEAWDRAI (SEC ID N.°: 23),
AEYAARIEALLRALQE (SEC ID N.°: 24), QQEKNEAALREL (SEC ID N.°: 20); (k) TTWEAWDRA (SEC ID N.°: 25),
IAEYAARIEALLRALQE (SEC ID N.°: 26), QQEKNEAALREL (SEC ID N.°: 20); (I) TTWEAWDR (SEC ID N.°: 27),
AIAEYAARIEALLRALQE (SEC ID N.°: 28), QQEKNEAALREL (SEC ID N.°: 20); (m) TTWEAWDRAIAEYAARIE (SEC
ID N.°: 32), ALLRALQEQQEKNEAALRE (SEC ID N.% 33); (n) TTWEAWDRAIAEYAARIE (SEC ID N.°: 32),
ALLRALQEQQEKNEAALREL (SEC ID N.%: 34); (o) TTWEAWDRAIAEYAARIEALLRALQE (SEC ID N.%: 40),
QQEKNEAALRE (SEC ID N.%: 19); o (p) TTWEAWDRAIAEYAARIEALLRALQE (SEC ID N.°: 40), QEKNEAALREL
(SEC ID N.°: 20), en los que una o mas cadenas laterales de al menos un péptido estan protegidas con un grupo
protector.
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La presente invencion proporciona ademas un péptido constituido por la secuencia de aminoacidos de SEC ID N.°: 9
y un grupo N-terminal y/o un grupo C-terminal. Ademas, la presente invencidén proporciona un dimero, trimero o
multimero del péptido de la presente invencion.

Otro aspecto de la presente invencién es una composiciéon que comprende el péptido de la presente invencion y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable. La presente invencion proporciona adicionalmente una composicion que
comprende una combinaciéon de agentes antirretrovirales para usar en el tratamiento del VIH-1, comprendiendo la
combinacion el péptido constituido por la secuencia de aminoacidos de SEC ID N.°: 9, un grupo N-terminal y/o un
grupo C-terminal y/o uno o mas agentes antirretrovirales seleccionados del grupo constituido por un inhibidor de
entrada del VIH, un inhibidor de integrasa del VIH, un inhibidor de transcriptasa reversa, un inhibidor de proteasa, un
inhibidor del vif, un inhibidor de la transcripcién especifico viral, un inhibidor del procesamiento viral y un inhibidor de
maduracion del VIH. Ademas, la presente invencién proporciona un uso del péptido de la presente invencién para la
preparacion de una preparacion farmacéutica para el tratamiento del VIH-1, en combinacién con uno o mas agentes
antivirales seleccionados del grupo constituido por un inhibidor de entrada del VIH, un inhibidor de integrasa del VIH,
un inhibidor de transcriptasa reversa, un inhibidor de proteasa, un inhibidor del vif, un inhibidor de la transcripcion
especifico viral, un inhibidor del procesamiento viral y un inhibidor de maduracién del VIH.

La presente invencion proporciona ademas un procedimiento de sintesis de péptido que consiste en la secuencia de
aminoacidos de SEC ID N.° 9, un grupo N-terminal y/o un grupo C-terminal, comprendiendo dicho procedimiento la
condensacion de fragmentos peptidicos que tienen las secuencias de aminoacidos de SEC ID N.°: 19 y SEC ID N.°:
40, en el que el fragmento peptidico que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N.°: 19 esta acoplado
covalentemente con un residuo de aminoacido leucina antes de la condensacion de los fragmentos peptidicos. Otro
aspecto de la presente invencion es un conjunto de fragmentos peptidicos para la sintesis del péptido de la presente
invencioén, en el que el conjunto de fragmentos peptidicos tiene las secuencias de aminoacidos seleccionadas del
grupo constituido por (a) SEC ID N.°: 40 y SEC ID N.°: 19: (b) SEC ID N.°: 40 y SEC ID N.° 20; (c) SEC ID N.°: 17,
SEC ID N.°: 18, SEC ID N.°: 19 y Leu; (d) SEC ID N.°: 17, SEC ID N.°: 18 y SEC ID N.°: 20; o0 (e¢) SEC ID N.°: 17 y
SEC ID N.°: 35.

La presente invencién proporciona el uso de una combinacion de agentes antivirales para la preparacion de una
preparacién farmacéutica para el tratamiento de VIH-1, comprendiendo la combinacion el péptido constituido por la
secuencia de aminoacidos de SEC ID N.° 9, un grupo N-terminal y/o un grupo C-terminal y uno o mas agentes
antirretrovirales seleccionados del grupo constituido por un inhibidor de la entrada del VIH, inhibidores de integrasa
del VIH, inhibidor de la transcriptasa reversa, inhibidor de proteasa, inhibidor de la transcripcion especifica de vif,
inhibidor de procesamiento viral e inhibidor de maduracién del VIH.

Ejemplo 1

En los siguientes ejemplos, se evaluaron diversos parametros biofisicos y bioldgicos. Las metodologias generales
para determinar estos parametros son como sigue.

Los péptidos, incluyendo un péptido inhibidor de condensacién de VIH de acuerdo con la presente invencion y las
secuencias de base, se sintetizaron en un sintetizador peptidico usando técnicas de sintesis de fase solida estandar
y usando quimica de péptidos de FMOC estandar, o una combinacién de sintesis de fase soélida y sintesis de
solucion de fase segun se describe en mas detalle en el ejemplo 4 en el presente documento. En este ejemplo, los
péptidos inhibidores de fusion del VIH pueden comprender adicionalmente funcionalidades de reactivos; es decir, la
mayoria se bloquearon en el extremo N-terminal por un grupo acetilo y/o en el grupo C-terminal por un grupo amida.
Después de la escision de la resina, los péptidos se precipitaron y el precipitado se liofiliz6. Los péptidos se
purificaron después usando cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa; y la identidad peptidica se
confirmé con espectrometria de masas por electropulverizacion.

Evaluacién de los parametros biofisicos incluidas medicion de helicidad y estabilidad térmica. La helicidad se evalué
por dicroismo circular ("CD") como sigue. Brevemente, se obtuvieron espectros de CD usando un espectrometro
equipado con un controlador de temperatura termoeléctrico. Los espectros se obtuvieron a 25 °C con etapas de 0,5
nanometros (nm) desde 200 hasta 260 nm, con un ancho de banda de 1,5 nm y un tiempo de promediacion tipico de
4 segundos/etapa. Después de sustraerse el blanco de células/tampén, los espectros se suavizan usando un ajuste
polinomial de minimos cuadrados de tercer orden con un tamafo de ventana conservador dando residuos aleatorios.
Los valores de elipticidad en bruto se convirtieron a elipticidad de residuo promedio usando procedimientos estandar
y se trazd la longitud de onda (desde 200 hasta 260 nm) frente a [6] x 10°° (grados cm2/dmol). Los valores de
helicidad en porcentaje se calcularon usando procedimientos estandar (usualmente expresados como helicidad en
porcentaje a 10 uM, 25 °C). La valoracién de estabilidad térmica se llevo a cabo controlando el cambio en sefial de
CD a 222 nm segun se elevd la temperatura en etapas de 2° C, con tiempos de equilibracion de 1 minuto. La
estabilidad para cada muestra (por ejemplo, péptido inhibidor de la fusién del VIH), segun se representa por el valor
Tm, es la temperatura correspondiente al valor maximo del primer derivado de la transicion térmica.

Valoracion de propiedades bioldgicas incluida la medida de actividad antivirica contra cepas del VIH-1. En la
determinacion de la actividad antiviral (por ejemplo, una medida que es la capacidad para inhibir transmision de VIH
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a una ceélula objetivo) del péptido inhibidor de fusion del VIH de acuerdo con la presente invencion, se us6 un ensayo
in vitro que se ha mostrado, por datos generados usando péptidos derivados de las regiones HR de gp41 del VIH,
que es predictivo de la actividad antiviral observada in vivo. Mas particularmente, la actividad antiviral observada
usando un ensayo de infectividad in vitro ("ensayo de infectividad de Magi-CCR5": véase, por ejemplo, la Patente de
los EE.UU. N.°: 6.258.782), se ha mostrado que correlaciona razonablemente con la actividad antiviral in vivo para
los mismos péptidos derivados de gp41 del VIH (véase, por ejemplo,Kilby y cols., 1998, Nature Med. 4: 1302-1307).
Estos ensayos acumulan puntos para reduccién de valoracion de virus infecciosos empleando las lineas celulares
indicadoras MAGI o las cMAGI derivadas que expresan CCR5. Ambas lineas celulares explotan la capacidad de la
tat del VIH-1 para transactivar la expresion del gen indicador de 3-galactosidasa dirigido por el VIH-LTR. El indicador
de B-gal se ha modificado para localizarse en el nucleo y puede detectarse con el sustrato de X-gal como tincion
nuclear intensa en unos pocos dias de infeccion. El nUmero de nucleos tefidos puede interpretarse asi como igual al
numero de viriones infecciosos en el indculo de ensayo si hay sélo una ronda de infeccién anterior a la tincion. Las
células infectadas se enumeraron usando un generador de imagenes CCD y tanto aislados primarios como aislados
adaptados en laboratorio muestran una relacion lineal entre la entrada de virus y el niumero de células infectadas
visualizada por el generador de imagenes. En los ensayos de MAGI y de cMAGI, una reduccion del 50 % en la
valoracion infecciosa (Vn/Vo = 0,5) es significativa y proporciona el valor de detencién principal valorando actividad
antiviral ("Clso" se define como la concentracion de ingrediente activo que da como resultado una reduccién del 50 %
en valoracion del virus infeccioso). Los péptidos probados para actividad individual se diluyeron en diversas
concentraciones y se probaron por duplicado o por triplicado contra un inéculo de VIH ajustado proporcionando
aproximadamente 1500-2000 células infectadas/pocillo de una placa de microvaloracion de 48 pocillos. El péptido
(en la dilucién respectiva) se afiadio a las células cMAGI o MAGI, seguido por los indculos de virus; y 24 horas mas
tarde, se afiadié un inhibidor de infeccion y de fusion célula-célula (por ejemplo, T20 (SEC ID N.°: 2; enfuvirtida))
evitando rondas secundarias de infeccion de VIH y dispersion del virus célula-célula. Las células se cultivaron
durante 2 dias mas y después se fijaron y tifieron con el sustrato de X-gal para detectar células infectadas con el
VIH. El nimero de células infectadas para cada control y dilucion del péptido se determind por el generador de
imagenes CCD y después se calculd la Clsg (expresada en ug/ml).

Los virus resistentes a la actividad antiviral de un péptido constituido por una secuencia de base pueden producirse
usando procedimientos estandar de laboratorio. Basicamente, después de calcular la Clsg y la Clgg, las células se
mezclaron con virus y el péptido (por ejemplo a una concentracién cerca del Clgg) en cultivo (incluyendo cuando las
células se dividieron posteriormente). Los cultivos se mantienen y controlan hasta que los sincitios se presentan. Los
virus recogidos a partir de esta primera ronda de cultivo se usaron infectando células en una segunda ronda de
cultivo, con el péptido presente en una concentracion mas alta (2 a 4 veces) que aquella usada en la primera ronda
de cultivo. La segunda ronda de cultivo se mantiene y se somete a seguimiento para presencia de virus resistentes a
la actividad antiviral del péptido. Rondas de cultivo subsiguientes pueden necesitarse para generar finalmente un
aislado virico resistente a la actividad antivirica del péptido (a un nivel predeterminado de la Clso del péptido contra
tal aislado).

Determinando propiedades farmacocinéticas, se dosificod intravenosamente un péptido inhibidor de fusion del VIH o
una secuencia de base a partir de dicho péptido inhibidor de fusion del VIH en monos cinomolgos (Macaca
fascicularis) (otros modelos animales se pueden usar determinando las propiedades farmacocinéticas, tal como se
conoce en la técnica). En diversos momentos tras la dosis, las muestras de sangre se extrajeron y el plasma se aislo
por centrifugacion. Las muestras de plasma se almacenaron hasta analisis por CL-EM (cromatografia
liquida/espectrometria de masas) en la electropulverizacién, modo de iones positivos. Un inhibidor de la fusion del
VIH o de la secuencia de bases se eluy6 a partir de una columna de HPLC C18 o C8 con un gradiente de acetonitrilo
en un tampén de acetato de amonio 10 mM, pH 6,8. En el momento de analisis, las muestras de plasma se
desprotonaron bien con dos o bien con tres voliumenes de acetonitrilo conteniendo el 0,5 % de acido férmico. Los
estandares de calibracion por duplicado en muestras de plasma de cinomolgos se prepararon al mismo tiempo que
las muestras y se analizaron las muestras antes y después de que las muestras contuvieran bien el péptido inhibidor
de fusion del VIH o bien la secuencia de bases. Las propiedades farmacocinéticas se calcularon a partir de los datos
de concentracién plasmatica-tiempo usando bien modelos matematicos monoexponenciales o bien modelos
matematicos biexponenciales. Los modelos se derivaron por optimizacién de minimos cuadrados no lineal. La
ponderacion de concentraciones se uso a 1/C?. Las ecuaciones siguientes se usaron calculando el area bajo la
curva de concentracion plasmatica frente al tiempo (AUC), la eliminacién total del cuerpo (Cl) y la semivida de
eliminacion terminal (t%%).

AUC = Ala + B/b

Donde A y B son intersecciones y a y b son las constantes de velocidad de las ecuaciones exponenciales que
describen las fases de distribucion y eliminacion, respectivamente. Cuando se usan modelos mono-exponenciales,

se eliminaron las propiedades "A" y "a".
Cl = Dosis/AUC (expresada en L/K/hora)

tY2 = -0,6903/b (expresado en horas)
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Ejemplo 2

Para propdsitos de ilustraciéon de la invencion, la secuencia base tiene la siguiente secuencia de aminoacidos (SEC
ID N.°: 5): TTWEAWDRAIAEYAARIEALIRAAQEQQEKNEAALREL. Sélo para referencia, un péptido inhibidor de
fusion del VIH descrito en el presente documento comprende, en comparacion con una secuencia base de la que se
deriva, mas de 2 restos de similares a cremalleras de leucina. Ejemplos de tales péptidos inhibidores de fusion del
VIH incluyen, pero no se limitan a, SEC ID N.°: 11, SEC ID N.°: 12 y SEC ID N.°: 13; o una secuencia de
aminoacidos que tiene entre una y tres diferencias aminoacidicas segun se comparan con (por ejemplo, al menos un
92 % de identidad con) una secuencia cualquiera de SEC ID N.°: 11, SEC ID N.°: 12, o SEC ID N.°: 13; cada péptido
inhibidor de la fusién del VIH tiene una secuencia aminoacidica de entre 3 y 5 restos similares a cremalleras de
leucina. La siguiente ilustracion (I) muestra secuencias de aminoacidos de péptidos inhibidores de condensacion del
VIH de SEC ID N.%: 11, 12 y 18 con las diferencias de aminoacidos (en comparacién con la secuencia base) usando
el codigo de aminoacidos de una letra ("L" para leucina y "I" para isoleucina) en la posicién de la secuencia base
(segun se alinean usando una "I"') y con la isoleucina y leucinas implicadas en un resto similar a cremalleras de
leucina (bien en la posicién 1 u 8 del mismo resto similar a cremalleras de leucina, o de la posicion 8 de un resto
similar a cremalleras de leucina y de la posicion 1 de un resto similar a cremalleras de leucina) subrayadas. La
posicion 1 u 8 de una cremallera de leucina puede funcionar también como la posicion terminal opuesta de otro resto
similar a cremalleras de leucina en una secuencia, es decir, como posicién 8 de un resto y posicién 1 de otro resto
adyacente.

(0
TTWEAWDRAIAEYAARIEALIRAAQEQQEKNEAALREL SEC IDN® 5

SEC IDN-"° :11
SEC IDN®:12
SEC IDN." 13

| e " i
- l~—

En otra realizacién, un péptido inhibidor de fusion del VIH de acuerdo con la presente invencion comprende, en
comparacion con una secuencia de bases de la que se deriva, mas resto similar a cremalleras de leucina ya que es
péptido de SEC ID N.°: 9. Sdlo por referencia, los ejemplos de tales péptidos inhibidores de la fusién del VIH
incluyen, pero no se limitan a, SEC ID N.°: 10, SEC ID N.°: 14 y SEC ID N.°: 15; o una secuencia de aminoacidos
que tiene entre una y tres diferencias de aminoacidos en comparaciéon con (por ejemplo, al menos un 92 % de
identidad con) una cualquiera de SEC ID N.°: 9, SEC ID N.°: 10, SEC ID N.°: 14 y SEC ID N.°: 15; y cada secuencia
de aminoacidos de péptido inhibidor de fusiéon de VIH que difiere de la secuencia base de SEC ID N.°: 5 conteniendo
mas de 1 resto similar a cremalleras de leucina y una leucina adicional no implicada en formacién de un resto similar
a cremalleras de leucina (es decir, distinta de en posicidon 1 u 8 de un resto similar a cremalleras de leucina). En una
realizacion preferida, la sustitucion de leucina no del resto similar a cremalleras de leucina reemplaza una isoleucina
en la posicion 21 del aminoacido en la secuencia base de SEC ID N.°: 5. La siguiente ilustracion (lI) muestra las
secuencias de aminoéacidos de péptidos inhibidores de condensacion del VIH de las SEC ID N.°%: 9, 10, 14 y 15 con
las diferencias de aminoacidos (en comparacién con la secuencia base) usando el cdédigo de aminoacidos de una
letra ("L" para leucina y "I" para isoleucina) en la posicién aminoacidica de la secuencia base (segun se alinea
usando una "I") y con la isoleucina y leucinas implicadas en un resto similar a cremalleras de leucina (bien en la
posicion 1 u 8 del mismo resto similar a cremalleras de leucina, o de la posicién 8 de un resto similar a cremalleras
de leucina y de la posicion 1 de un resto similar a cremalleras de leucina) subrayadas. En cursiva esta una leucina
no implicada en formacion de un resto similar a cremalleras de leucina.

(1)
TTWEAWDRAIAEYAARIEALIRAAQEQQEKNEAALREL SEC IDN°:5

L: -k SEC IDN°:9
L L SEC ID N.*:10
Lol SEC IDN°:14
E | SEC IDNC° :15

La ilustracion (lll) presenta las secuencias completas de las "secuencias base" SEC ID N.°: 5y SEC ID N.°: 9-15.
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Las sustituciones de aminoacidos en cada una de las SEC ID N.°: 9-15 relativa a la SEC ID N.°: 5 de la secuencia
subrayada estan subrayadas y en negrita.

(m

SECIDN.° 5

'Iégg*fDENﬁWDRAIAEYAARIEALi RAAQEQQEKNEAALREL
- .8

TTWEAWDRAIAEYAARIEALLRALQEQQEKNEAALREL

SECID N.° :10

TTWEAWDRAIAEYAARIEALLRAAQEQQEKLEAALREL

SECID N.® :11

TTWEAWDRAIAEYAARIEALI RALQEQQEKLEAALREL

SECID M.® 42 '

TTWEAWDRAIAEYAARIEALI RAIQEQQEKLEAALREL

SECIDN.® -13 .

TTWEAWDRAIAEYAARIEALI RALQEQQEK]| EAALREL

SECID N.° :14

TTWEAWDRAIAEYAARIEALL RAIQEQQEKNEAALREL

SECID M. :15

TTWEAWDRAIAEYAARIEALL RAAQEQQEKIEAALREL

Con referencia a la tabla 1, un péptido inhibidor de la fusion del VIH de acuerdo con la presente revelacion se
compard con péptidos sintéticos que tienen la misma secuencia base, pero que difieren en secuencia de
aminoacidos (segun se comparan con las SEC ID N.°: 9-15) y que tienen actividad anti-VIH. La comparacion incluye
parametros biofisicos y parametros de actividad bioldgica, segun se determinan usando la metodologia descrita en
el ejemplo 1 en el presente documento. En determinar la actividad biolégica, como se evalta por la actividad
antivirica, se utiliza un aislado virico que es resistente a la actividad antivirica de algunos péptidos conocidos por
inhibir la fusion mediada por VIH (el aislado virico resistente que se designa como "Res" en la tabla 1).

Tabla 1: Parametros biofisicos y bioldgicos (actividad antivirica)

SEC ID |Helicidad Tf Clso (Mg/ml) de actividad antivirica contra | Clso (ug/ml) de actividad antivirica contra
N.°: (%) (°C) |VIH-IIB VIH-Res

5 71 42 <0,10 <0,10

6 97 65 <0,10 >0,10

7 84 75 <0,10 >0,10

8 99 46 <0,10 No probado

9 61 62 <0,10 <0,10

10 77 75 <0,10 <0,10

La SEC ID N.°: 6 difiere de la SEC ID N.°: 5 por una sustitucion individual en la posicion 24. SEC ID N.°: 7 difiere de
la SEC ID N.° 5 por una sustitucion individual en la posiciéon 31. Estos cambios conducen a una mejoria en la
semivida (véase la tabla 2, mas adelante). La SEC ID N.°: 6 es similar a un péptido inhibidor de la fusién del VIH de
acuerdo con la presente invencion que tiene la SEC ID N.°: 9, salvo porque la secuencia de aminoacidos de SEC ID
N.°: 9 tiene una diferencia de aminoacidos adicional, una leucina en la posicion aminoacidica 21 (mientras que la
SEC ID N.°: 6 tiene una isoleucina en la posicion aminoacidica 21). Con referencia a la tabla 1, la sustitucién de
leucina por isoleucina en la SEC ID N.°: 9 proporciona una reduccién (desde el 97 % hasta el 61 %) en helicidad,
mientras que mantiene la actividad antiviral, incluido un buen perfil de resistencia (actividad frente al aislado virico
resistente "Res") en comparacion con un péptido de SEC ID N.°: 6. De forma similar, la SEC ID N.°: 7 es una
secuencia de aminoacidos similar a un péptido inhibidor de fusién que tiene SEC ID N.°: 10, salvo que la secuencia
de aminoacidos de SEC ID N.°: 10 tenga un aminoacido diferente, una leucina en la posicion aminoacidica 21
(donde como SEC ID N.°: 7 tiene una isoleucina en la posicion aminoacidica 21). Con referencia a la tabla 1, la
sustitucion de leucina por isoleucina en la SEC ID N.°: 10 da como resultado una reduccion (desde el 84 % hasta el
77 %) en helicidad, mientras que mantiene la actividad antiviral, incluido un buen perfil de resistencia (actividad
contra el aislado viral resistente "Res") en comparacién con un péptido de SEC ID N.% 7. Asi, la tabla 1 muestra
propiedades mejoradas para SEC ID N.°: 9y 10 en relacion con las SEC ID N.°°: 6-7.

llustradas en esta realizacién estan las propiedades farmacocinéticas de un péptido inhibidor de fusion del VIH
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descrito en el presente documento en comparacion con una secuencia de aminoacidos de base. Usando los
procedimientos evaluando las propiedades farmacocinéticas tal como se ha descrito previamente en mas detalle en
el ejemplo 1, la tabla 2 ilustra las propiedades farmacocinéticas de los péptidos de la SEC ID N.°%: 5-10.

Tabla 2

SEC ID N.°: Eliminacion (I/kg/hora) Semivida (t’%; h)
5 >0,04 6

6 <0,02 15

7 <0,02 17

8 > 0,04 7

9 <0,02 12

10 < 0,02 21

Como se muestra en la tabla 2, cada una de las SEC ID N.°%: 6, 7, 9 y 10 muestra un aumento de la semivida ("t/2").
La SEC ID N.°: 8, que contiene una leucina en la posicién aminoacidica 21, pero no en cualquiera de las posiciones
de aminoacidos 24 6 31, no muestra el dramatico incremento en semivida presentado por los péptidos de la SEC ID
N.°%: 6, 7,9y 10.

Para la formulacién de un inhibidor de la fusién del VIH en un vehiculo farmacéuticamente aceptable en producir una
composiciéon farmacéutica, la estabilidad en solucién acuosa puede ser un parametro importante, especialmente si la
composiciéon farmacéutica se administra parenteralmente. Cabe sefalar que un péptido inhibidor de condensacion
de un VIH de acuerdo con la presente invencion demuestra mejora en estabilidad en soluciones acuosas a pH
fisiolégico. Por ejemplo, péptidos sintéticos que tienen una secuencia de aminoacidos de SEC ID N.°: 2, SEC ID N.°:
5 y un péptido inhibidor de condensacién del VIH que tiene una secuencia de aminoacidos de SEC ID N.°: 9, se
probaron individualmente para solubilidad afiadiendo el péptido a una concentracién 10 mg/ml de solucién salina
tamponada con fosfato (PBS) y midiendo (por ejemplo, mediante HPLC) a diferentes tiempos durante un periodo de
1 semana (168 horas) la cantidad que queda de péptido en soluciéon en un intervalo de aproximadamente pH 7,3 a
aproximadamente pH 7,5% a 37 °C. Una solucién que contiene SEC ID N.°: 2 llega a ser inestable justo después de
varias horas (péptido minimo detectado en solucién). En contraste, el 90 % o mas de péptido inhibidor de
condensacion que tiene una secuencia de aminoécidos de SEC ID N.°: 9 permanece detectable en solucién en un
punto temporal de 1 semana, mientras que menos del 80 % de un péptido que tiene la secuencia de aminoacidos de
SEC ID N.°: 5 permanece detectable en solucién en un punto temporal de 1 semana.

Ejemplo 3

Las propiedades biolégicas del péptido inhibidor de fusion del VIH de la presente invencion se han comparado con
agentes antivirales efectivos, reconocidos distintos, incluyendo SEC ID N.°: 2 (enfuvirtida). En particular, los estudios
de comparacion de resistencia in vitro se llevaron a cabo entre el compuesto de SEC ID N.°: 9 novedoso de interés y
el agente antiviral establecido de SEC ID N.°: 2, descrito en detalle como sigue: Las células MT2 se infectaron con
aislados de virus (l11B, 030, 060 y 098) y se cultivaron en concentraciones crecientes de SEC ID N.°: 2 (enfuvirtida) o
SEC ID N.°: 9 a seleccionar para resistencia. La concentracion de péptidos inicial fue de aproximadamente 2 veces
los valores de Clso de cada péptido contra el aislado correspondiente de tipo silvestre. Las concentraciones de
péptidos se mantuvieron afiadiendo péptido recién preparado cada 1-3 dias. Los cultivos se controlaron por efecto
citopatico (CPE) usando técnicas estandar y cuando se alcanzé su CPE maxima, se us6 una alicuota pequefia
alicuota de virus para rondas subsiguientes de infeccion. Las concentraciones peptidicas se incrementaron de 2 a 4
veces dependiendo de la cantidad de tiempo cuando se comparan con la velocidad de crecimiento del virus de tipo
silvestre. Durante el curso de seleccion, se recogieron también las reservas del virus libre de péptidos. Las reservas
de virus libres de péptidos se caracterizaron por cambios genotipicos de gp41 por quimicas de secuenciacion
dideoxi y se determind susceptibilidad fenotipica usando un ensayo de infectividad cMAGI.

Los resultados de comparacion entre selecciones in vitro usando SEC ID N.°: 2 y SEC ID N.°: 9 se muestran en la
tabla 3. Estos datos muestran que las selecciones de SEC ID N.°: 9 estuvieron en cultivo una media de tres veces
mas que las selecciones de SEC ID N.°: 2, dando como resultado cambios de varias veces menos en Clsg (42 veces
para SEC ID N.°: 2 comparadas con 24 veces para SEC ID N.°: 9). Las selecciones de SEC ID N.°: 9 requirieron mas
mutaciones (media geométrica de 3,6) logrando estos cambios de varias veces menos de las que requiri6 SEC ID
N.°: 2 (media geométrica de 1,7). A mas dias en cultivo, se requieren cambios de varias veces menos y nimero de
mutaciones mas alto llevando a cabo los cambios de varias veces menos, indicando todo que la SEC ID N.%: 9
muestra una barrera mas alta para el desarrollo de resistencia in vitro en comparacion con la SEC ID N.°: 2. Esto es,
estos resultados indican que la resistencia del VIH a la SEC ID N.°: 9 tarda mas tiempo surgiendo que la resistencia
a a SEC ID N.°: 2. En base a estudios anteriores de desarrollo de resistencia de VIH llevados a cabo sobre otros
péptidos, por ejemplo, SEC ID N.%: 2 y T1249, uno esperaria que los resultados in vitro presentados en el presente
documento deberian correlacionar razonablemente con resultados in vivo (véase, por ejemplo, Melby y cols., 2006,
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Chemotherapy 54: 333-340; Sista y cols. 2004; AIDS 18: 1787-1794).

Tabla 3: Comparacion entre selecciones de SEC ID N.% 2 (enfuvirtida) y SEC ID N.°: 9in vitro

Aislado de Péptido Dias en Clso de Clso de Cambio de n.°de
virus de (SEC ID N.9) cultivo partida finalizacion | varias veces | mutaciones
partida (ng/ml) (ng/ml) en Clsg adquiridas

B 2 62 6 163 27 2

584,000030 2 46 42 798 19 2

584,000060 2 46 10 68 7 2

584,000098 2 45 50 45575 912 1

Media 2 49 19 197 42 1,7
geométrica

Aislado de Péptido Dias en Clso de Clso de Cambio de n.°de
virus de (SEC ID N.9) cultivo partida finalizacion | varias veces | mutaciones
partida (ng/ml) (ng/ml) en Clsg adquiridas

B 9 168 12 2768 231 4

584,000030 9 77 25 113 4 2

584,000060 9 173 8 208 26 4

584,000098 9 173 37 521 14 5

Media 9 140 16 429 24 3,6
geométrica
Ejemplo 4

En general, un péptido inhibidor de fusién del VIH de acuerdo con la presente invencion se puede sintetizar por cada
uno de los dos procedimientos. Un primer procedimiento es por sintesis lineal usando técnicas de sintesis en fase
sdlida estandar y usando quimica del péptido Fmoc estandar o quimica de péptidos estandar diferentes (usando
CPG). Un procedimiento mas preferido para la sintesis de un péptido inhibidor de fusion del VIH de acuerdo con la
presente invencién es por un enfoque de condensacion de fragmentos. Brevemente, se sintetizan 2 o mas
fragmentos, conteniendo cada fragmento una parte respectiva de la secuencia de aminoacidos completa del péptido
inhibidor de fusion del VIH a producirse. En la sintesis de un fragmento, si se desea, se puede incorporar un
aminoacido que tenga su amina libre (por ejemplo, amina de cadena lateral) quimicamente protegida por un agente
protector quimico. Los fragmentos se ensamblan después (acoplados covalentemente juntos en una manera y
orden) de tal modo que se produce el péptido inhibidor de fusién del VIH (con la secuencia de aminoacidos
apropiada).

Con respecto a la sintesis de péptidos, los fragmentos peptidicos individuales ellos mismos y el péptido inhibidor de
fusion del VIH de acuerdo con la presente invencion que se producen a partir de una combinacion de un grupo de
fragmentos peptidicos de acuerdo con la presente invencion, pueden prepararse cada uno usando técnicas
conocidas por aquellos expertos en la técnica sintetizando secuencias peptidicas. Por ejemplo, en un enfoque
preferido, los fragmentos peptidicos se pueden sintetizar en fase soélida y después combinarse en fase de solucion,
en un proceso de ensamblaje produciendo el péptido inhibidor de fusién del VIH resultante. En otro enfoque, se
puede usar sintesis de fase de solucién produciendo los fragmentos peptidicos, que después se combinan en fase
sélida en un proceso de ensamblaje produciendo el péptido inhibidor de la fusién del VIH. En aun otro enfoque, cada
fragmento peptidico puede sintetizarse usando sintesis de fase sdlida y después combinarse en fase sélida en un
procedimiento de ensamblaje produciendo la secuencia de aminoacidos completa del péptido inhibidor de
condensacion del VIH. En una realizacion preferida, cada fragmento peptidico se produce usando sintesis en fase
sélida conocida por aquellos expertos en la técnica. En una realizacién preferida, un péptido inhibidor de la fusién del
VIH que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N.° 9 se produce usando un procedimiento de ensamblaje
que combina técnicas en fase solida y técnicas en fase de solucién usando un grupo de fragmentos peptidicos de
acuerdo con la presente invencion. Por ejemplo, un grupo de fragmentos peptidicos comprende entre 2 y 4
fragmentos peptidicos que se sintetizan, y después se ensamblan, completando la sintesis de un péptido inhibidor
de la fusion del VIH de acuerdo con la presente invencién. En base a las ensefianzas en el presente documento, es
patente para un experto en la técnica que este enfoque de ensamblaje de fragmentos de la asamblea puede usarse,
y se ha usado, para algunos de los péptidos inhibidores de fusion del VIH que tienen una secuencia de aminoacidos
de una cualquiera de las SEC ID N.°°: 9-16.

llustrando la produccién de un péptido inhibidor de la fusion del VIH de acuerdo con la presente invencién por el
enfoque de condensacion de fragmentos, los fragmentos peptidicos, en un grupo de fragmentos peptidicos, se
acoplaron covalentemente en ensamblar los fragmentos peptidicos en un procedimiento de sintetizar un péptido
inhibidor de la fusién del VIH que tiene una secuencia de aminoacidos de SEC ID N.°: 9. Los fragmentos peptidicos
de la invencién pueden incluir, pero no se limitan a, aquellos que tienen las secuencias de aminoacidos
representadas en la siguiente tabla 4. El/los fragmento(s) peptidicos preferidos se pueden usar en la presente
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invencion para la exclusion de fragmento(s) peptidico(s) distinto(s) de los fragmento(s) peptidico(s) preferido(s). Los
aminoacidos correspondientes en la SEC ID N.°: 9 de cada fragmento peptidico se indican también; por tanto, se
muestra que cada fragmento peptidico esta formado por un nimero de aminoacidos contiguos de la secuencia de
aminoacidos de SEC ID N.°: 9.

Tabla 4
SEC ID N.°: | Secuencia de aminoacidos Posiciones de aminoacidos en SEC ID N.%: 9
17 TTWEAWDRAIAE 1-12
18 YAARIEALLRALQE 13-26
19 QQEKNEAALRE 27-37
20 QQEKNEAALREL 27-38
21 TTWEAWDRAIA 1-11
22 EYAARIEALLRALQE 12-26
23 TTWEAWDRAI 1-10
24 AEYAARIEALLRALQE 11-26
25 TTWEAWDRA 1-9
26 IAEYAARIEALLRALQE 10-26
27 TTWEAWDR 1-8
28 AIAEYAARIEAILRALQE 9-26
29 TTWEAWDRAIAEYAARIEAL 1-20
30 LRALQEQQEKNEAALRE 21-37
31 LRALQEQQEKNEAALREL 21-38
32 TTWEAWDRAIAEYAARIE 1-18
33 ALLRALQEQQEKNEAALRE 19-37
34 ALLRALQEQQEKNEAALREL 19-38
35 YAARIEALLRALQEQQEKNEAALREL 13-38
36 EYAARIEALLRALQEQQEKNEAALREL 12-38
37 AEYAARIEALLRALQEQQEKNEAALREL 11-38
38 IAEYAARIEALLRALQEQQEKNEAALREL 10-38
39 AIAEYAARIEALLRALQEQQEKNEAALREL 9-38
40 TTWEAWDRAIAEYAARIEALLRALQE 1-26

La presente invencion también incluye grupos particulares de fragmentos peptidicos que actian como intermedios
en un procedimiento de sintesis de un péptido inhibidor de la fusién del VIH que tiene la secuencia de aminoacidos
de SEC ID N.°: 9. Los grupos de fragmentos peptidicos de acuerdo con la invencién incluyen los grupos 1-16, segun
se designan en la tabla 5 (la numeracién de un grupo es para facilitar su descripcidon solamente). El/los grupo(s)
preferido(s) de fragmentos peptidicos pueden usarse en la presente invencion para la exclusion de grupo(s) de
fragmentos peptidicos distintos del/de los grupo(s) preferido(s) de fragmentos peptidicos.

Tabla 5

Numero de | Fragmentos peptidicos Posiciones de aminoacidos en SEC ID
grupo N.°: 9
1 TTWEADRAIAE (SEC ID N.°: 17) 1-12

YAARIEALLRALQE (SEC ID N.°: 18) 13-26

QQEKNEAALRE (SEC ID N.°: 19) 27-37
2 TTWEADRAIAE (SEC ID N.°: 17) 1-12

YAARIEALLRALQE (SEC ID N.°: 18) 13-26

QQEKNEAALREL (SEC ID N.°: 19) 27-38
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Numero de | Fragmentos peptidicos Posiciones de aminoacidos en SEC ID
grupo N.°: 9
3 TTWEAWDRAIAEYAARIEAL (SEC ID N.°: 29) 1-20
LRALQEQQEKNEAALRE (SEC ID N.°: 30) 21-37
4 TTWEAWDRAIAEYAARIEAL (SEC ID N.°: 29) 1-20
LRALQEQQEKNEAALREL (SEC ID N.°: 31) 21-38
5 TTEAWDRAIA (SEC ID N.°: 21) 1-11
EYAARIEALLRALQE (SEC ID N.°: 22) 12-26
QQEKNEAALREL (SEC ID N.°: 19) 27-37
6 TTWEAWDRAI (SEC ID N.%: 23) 1-10
AEYAARIEALLRALQE (SEC ID N.%: 24) 11-26
QQEKNEAALREL (SEC ID N.°: 19) 27-37
7 TTWEAWDRA (SEC ID N.°: 25) 1-9
IAEYAARIEALLRALQE (SEC ID N.°: 24) 10-26
QQEKNEAALREL (SEC ID N.°: 19) 27-37
8 TTWEAWDR (SEC ID N.°: 27) 1-8
AIAEYAARIEALLRALQE (SEC ID N.°: 28) 9-26
QQEKNEAALREL (SEC ID N.°: 19) 27-37
9 TTEAWDRAIA (SEC ID N.°: 21) 1-11
EYAARIEALLRALQE (SEC ID N.°: 22) 12-26
QQEKNEAALREL (SEC ID N.°: 20) 27-38
10 TTWEAWDRAI (SEC ID N.°: 23) 1-10
AEYAARIEALLRALQE (SEC ID N.%: 24) 11-26
QQEKNEAALREL (SEC ID N.°: 20) 27-38
11 TTWEAWDRA (SEC ID N.°: 25) 1-9
IAEYAARIEALLRALQE (SEC ID N.°: 26) 10-26
QQEKNEAALREL (SEC ID N.°: 20) 27-38
12 TTWEAWDR (SEC ID N.°: 27) 1-8
AIAEYAARIEALLRALQE (SEC ID N.°: 28) 9-26
QQEKNEAALREL (SEC ID N.°: 20) 27-38
13 TTWEAWDRAIAEYAARIE (SEC ID N.% 32) 1-18
ALLRALQEQQEKNEAALRE (SEC ID N.°: 33) 19-37
14 TTWEAWDRAIAEYAARIE (SEC ID N.%: 32) 1-18
ALLRALQEQQEKNEAALREL (SEC ID N.°: 33) 19-38
15 TTWEAWDRAIAEYAARIEALLRALQE (SEC ID N.°: 40) |1-26
QQEKNEAALREL (SEC ID N.°: 19) 27-37
16 TTWEAWDRAIAEYAARIEALLRALQE (SEC ID N.°: 40) |1-26
QQEKNEAALREL (SEC ID N.°: 19) 27-38

Por tanto, una realizaciéon de la presente invencion se refiere a procedimientos, fragmentos peptidicos y grupos de
fragmentos peptidicos que pueden utilizarse sintetizando un péptido inhibidor de la fusién del VIH que tiene la
secuencia de aminoacidos de SEC ID N.°: 9. También es patente a partir de la descripcion que tales procedimientos,
fragmentos peptidicos y grupos de fragmentos peptidicos pueden usarse sintetizando un péptido inhibidor de la
fusion del VIH que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N.°: 9, en el que el péptido inhibidor de la fusion del
VIH contiene uno o mas grupos quimicos:

B- TTWEAWDRAIAEYAARIEALLRALQEQQEKNEAALREL -Z

t
U

en los que uno o mas del extremo amino terminal, el extremo carboxilo terminal, o la funcionalidad de reactivo libre
de cadena lateral (por ejemplo, una amina épsilon de una lisina interna) esta modificado por un grupo quimico (B, U,
Z; en los que B, U y Z pueden ser el mismo grupo quimico o diferentes grupos quimicos) que puede incluir, pero no
se limita a, uno o mas de: una funcionalidad reactiva, un grupo protector quimico (CPG) y un engarce. Se conocen
bien en la técnica técnicas utiles para introducir un grupo quimico en el extremo N-terminal de un fragmento
peptidico, o en el extremo C-terminal de un fragmento peptidico, en una amina libre en un aminoacido interno, o una
combinacion de las mismas. Los ejemplos ilustrativos de fragmentos peptidicos protegidos (fragmentos peptidicos
que tienen uno o mas grupos quimicos), segun se relacionan con la produccién de un péptido inhibidor de VIH que
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tiene una secuencia de aminoacidos de SEC ID N.° 9, incluyen, pero no se limitan a, los fragmentos peptidicos
descritos en la tabla 6.

Tabla 6

SEC ID N.°: Secuencia de aminoacidos Posiciones de aminoacidos en SEC ID N.°: 9
17 Ac-TTWEAWDRAIAE 1-12
18 CPG-YAARIEALLRALQE 13-26
19 CPG-QQEKNEAALRE 27-37
19 CPG- QQEKNEAALRE 27-37

b
20 QQEKNEAALREL-NH» 27-38
29 Ac-TTWEAWDRAIAEYAARIEAL 1-20
30 CPG-LRALQEQQEKNEAALRE 21-37
31 LRALQEQQEKNEAALRE L-NH; 21-38
21 Ac-TTWEAWDRAIA 1-11
22 CPG-EYAARIEALLRALQE 12-26
23 Ac-TTWEAWDRAI 1-10
24 CPG-AEYAARIEALLRALQE 11-26
25 Ac-TTWEAWDRA 1-9
26 CPG-IAEYAARIEALLRALQE 10-26
27 Ac-TTWEAWDR 1-8
28 CPG-AIAEYAARIEALLRALQE 9-26
32 Ac-TTWEAWDRAIAEYAARIE 1-18
33 CPG-ALLRALQEQQEKNEAALRE 19-37
34 ALLRALQEQQEKNEAALRE L-NH: 19-38

Ac- grupo acetilo, NH2- grupo amida (pero puede ser otro grupo quimico tal como se describe en mas detalle en la
seccion de "Definiciones" en el presente documento); CPG es grupo protector quimico (por ejemplo, Fmoc u otro
grupo protector quimico N-terminal, segun se describe en mas detalle en la seccién de "Definiciones" en el presente
documento); U es segun se define anteriormente.

Ejemplo 5

En referencia a la tabla 5 (grupo 1, o grupo 2) y la figura 3, se ilustra un procedimiento para sintesis de un péptido
inhibidor de fusion de VIH que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N.°: 9 usando 3 fragmentos peptidicos
especificos (por ejemplo, SEC ID N.°%: 17-19 + Leu; o SEC ID N.°°: 17, 18 y 20) y usando un enfoque de
condensacion de fragmentos que implica combinar los 3 fragmentos peptidicos produciendo el péptido inhibidor de
fusion del VIH. Cada uno de estos fragmentos peptidicos ha demostrado propiedades fisicas y caracteristicas de
solubilidad que les hacen fragmentos peptidicos preferidos (en relaciéon a un enfoque de dos fragmentos) a usarse
en un procedimiento para sintesis de un péptido inhibidor de fusién del VIH que tiene la secuencia de aminoacidos
de SEC ID N.°: 9 en alto rendimiento y alta pureza y adicionalmente requiere sélo una resina cargada como material
de partida (simplificando el procedimiento para sintesis). Un fragmento peptidico que tiene la secuencia de
aminoacidos de SEC ID N.°: 17, y que comprende los 12 primeros aminoacidos de SEC ID N.°: 9 (véase la figura 3,
"AA(1-12)"), se sintetiz6 por sintesis en fase solida estandar (usando una resina sensible a superacidos; por ejemplo,
resina de acido 4-hidroximetil-3-metoxifenoxi-butirico o resina de cloruro de 2-clorotritilo -"CTC”, figura 3-), con
acetilacion ("Ac", como un grupo quimico) del extremo N-terminal, mientras que tiene un grupo hidroxilo (-OH) en el
extremo C-terminal (véase la figura 3, "Ac-AA(1-12)-OH"). Un fragmento peptidico que tiene la secuencia de
aminoacidos de SEC ID N.°: 18 y que comprende aminoacidos 13-26 de la SEC ID N.°: 9 (véase la figura 3, “AA(13-
26)"), se sintetizd por sintesis en fase soélida estandar con Fmoc (como un grupo protector quimico) en el extremo N-
terminal y -OH en el extremo C terminal (véase la figura 3, "Fmoc-AA(13-26)-OH "). Un fragmento peptidico que
tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N.°: 19 y que comprende aminoacidos 27-37 de la SEC ID N.°: 9
(véase la figura 3, "AA(27-37)"), se sintetizo por sintesis en fase solida estandar con Fmoc (como un grupo protector
quimico) en el extremo N-terminal y con -OH en el extremo C-terminal (véase la figura 3, "Fmoc-AA(27-37)-OH").

18




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2381631 T3

Cada fragmento peptidico se escindi6 a partir de la resina se usada para su sintesis en fase solida por reactivos de
escision, disolventes y técnicas bien conocidas por aquellos expertos en la técnica. Cada fragmento peptidico se
aislo después retirando la mayoria de los disolventes mencionados por destilacion y precipitando el fragmento
peptidico por la adicién de agua con y sin un codisolvente conteniendo alcohol. El sélido resultante se aislé por
filtracion, se lavo, se resuspendié en agua o alcohol/agua, se refiltré y se secd en un horno de vacio.

Como se muestra en la figura 3, se produjo un fragmento peptidico por sintesis en fase de solucion, en el que el
fragmento peptidico que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N.°: 19 (véase la figura 3, "Fmoc-AA(27-37)-
OH") se acopl6 quimicamente a Leu, aminoacido 38 de SEC ID N.°: 9, que se ha amidado en fase de solucién dando
como resultado un fragmento peptidico que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N.°: 20 (que comprende
aminoacidos 27-28 de SEC ID N.°: 9) con amidacién del extremo C-terminal (como un grupo quimico) (véase la
figura 3, "Fmoc-AA(27-38)-NH."). En un procedimiento preferido de sintesis, los fragmentos peptidicos amidados de
la presente invencion, incluyendo pero no limitados a fragmento peptidico H-AA(27-38)-NH, pueden sintetizarse
directamente usando una resina de amidas. En resumen de esta reaccion en fase de solucion, el extremo carboxi
del fragmento peptidico aislado Fmoc-AA(27-37)-OH se convierte en un éster activo de HOBT (hidrato de 1-
hidroxibenzotriazol) 6-CI HOBt, o de HOAT (1-hidroxi-7-azabenzotriazol) usando HBTU (hexafluorofosfato de O-
benzotriazol-1-il-N,N,N',N'-tetrametiluronio) o TBTU (O-benzotriazol-1-il-N,N,N',N'-tetrametiltetrafluoro-borato) y
HOBT o HOAT, respectivamente, en presencia de DIEA (diisopropiletilamina) y amida de leucina (por ejemplo, una
combinacién de reactivos de acoplamiento y supresores de racemizacion). La reaccion se lleva a cabo en un
disolvente polar, aprético tal como DMF (dimetilformamida) o N-metilpirrolidinona (NMP) a 0 a 30 °C. En la
finalizacién de la reacciéon de acoplamiento, piperidina, carbonato de potasio, DBU u otras bases conocidas por
aquellos expertos en la técnica se afiaden a la reaccién con o sin un codisolvente adicional efectuando la eliminacién
de los grupos protectores de Fmoc terminales. En la finalizacion de la reaccion, se afiadieron alcohol o un disolvente
miscible en agua y/o agua precipitando el fragmento peptidico que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N.°:
20 con amidacion del extremo C-terminal (H-AA(27-38)-NHy).

Como se ilustra esquematicamente en la figura 3, produciendo el fragmento peptidico H-AA(27-38)-NH, usando un
fragmento peptidico Fmoc-AA(27-37)-OH combinado con amida de leucina (véase la figura 3, "H-Leu-NH»-") en un
procedimiento de fase de solucion, se afiadieron el fragmento peptidico Fmoc-AA(27-37)-OH (571 g, 205 mmol, 1
eq), H-Leu-NH: (32,0 g, 246 mmol, 1,2 eq.) y 6-Cl HOBT (41,7 g, 246 mmol, 1,2 eq.) a DMF (4568 ml, 8 vol.), se
trataron con DIEA (53,6 ml, 307,5 mmol, 1,5 eq.) y se agitaron a temperatura ambiente hasta que se disolvieron
(aproximadamente 20 minutos). La solucién se enfrid y se afiadiéo TBTU (79,0 g, 246 mmol, 1,2 eq.). La reaccion se
agité a 0 °C, después a 25 °C. Cuando el analisis por HPLC mostré que la reaccion estuvo completa, se afiadio
piperidina (81 ml, 820 mmol, 4 eq.) retirando el grupo protector de Fmoc (podrian usarse otras bases tales como
carbonato de potasio, DBU, etc.) del fragmento peptidico Fmoc-AA(27-38)-NH>. La reaccion se agité a 30 °C hasta
que mostré estar completa por HPLC. Después la mezcla de reacciéon se enfrid por debajo de 5 °C y se afiadio
lentamente agua pre-enfriada (8 vol., 4568 ml) manteniendo la temperatura de la suspension resultante por debajo
de 10 °C. La suspension se agité durante 30 minutos y después se filtré y se lavo dos veces con etanol al 25 %/agua
(2284 ml, 4 vol. cada una). Se retir6 la piperidina residual y el dibencilfulveno de piperidina por resuspensiones en
etanol/agua (con o sin &cido diluido) y/o MTBE/heptano u otras mezclas de disolventes similares. Como se muestra
en la figura 3, el resultado fue una preparacion del fragmento peptidico aislado H-AA(27-38)-NHa.

Como se ilustra en la figura 3, se llevo a cabo una reaccion de fase de solucion en la que el fragmento peptidico H-
AA(27-38)-NH, (SEC ID N.°: 20) se combina con el fragmento peptidico Fmoc-AA(13-26)-OH (SEC ID N.°: 18) y se
desprotege proporcionando un fragmento peptidico H-AA(13-38)-NH; (SEC ID N.°: 35 con grupos quimicos en cada
uno de los extremos N-terminal y C-terminal).

Se anadieron fragmento peptidico Fmoc-AA(13-26)-OH (480 g, 178 mmol, 1 eq), fragmento peptidico H-AA(27-38)-
NH, (460 g, 172 mmol, 1,03 eq) y 6-CI HOBT (34 g, 200 mmol, 1,2 eq.) a DMF (6900 ml, 15 vol.), se trataron con
DIEA (47 ml, 267 mmol,. 1,8 eq) y se agitaron disolviendo todos los sélidos. La solucion resultante se enfrié por
debajo de 5 °C. A la reaccion se afiadieron TBTU (64 g, 200 mmol, 1,2 eq.) y la reaccion se agité a 0 °C y después a
25 °C. Una vez el analisis por HPLC mostré que la reaccion estaba completa, se afiadié piperidina (58 ml, 668 mmol,
4 eq.) eliminando la Fmoc y la reaccion se agité hasta que se mostré completa por HPLC. La solucion se enfrié
hasta por debajo de 5 °C y se afiadié lentamente agua (6900 ml, 15 vol.) a una velocidad tal que la temperatura no
se elevd por encima de 10 °C. Después de agitar la suspension resultante durante 30 minutos, los sélidos se
recogieron por filtracion y se lavaron con agua (dos veces, 2300 ml, 5 vol.) y se secaron. Se retird la piperidina
residual y el dibencilfulveno de piperidina por resuspensiones en etanol/agua (con o sin acido diluido) y/o
MTBE/heptano u otras mezclas de disolventes similares. Los sélidos se recogieron por filtracion, se lavaron y se
secaron proporcionando H-AA(13-38)-NH, (SEC ID N.°: 35) como un sélido blanco sustancialmente puro como se
determina por analisis de cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) de pureza.

Como se ilustra en la figura 3, el fragmento peptidico H-AA(13-38)-NH, (SEC ID N.°: 35) se ensambld después en
una reaccion de fase de solucidon con fragmento peptidico Ac-(1-12)-OH (SEC ID N.°: 17) proporcionando un
inhibidor de la fusién del VIH que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N.°: 9 (véase, por ejemplo, la figura
3, Ac-(1-38)-NH). Se moli6é fragmento peptidico Ac-AA(1-12)-OH (130 g, 58,5 mmol, 1 eq) hasta un polvo fino y se
mezcldé con fragmento peptidico H-AA(13-38)-NH, (303 g, 58,5 mmol, 1 eq.). Esta mezcla se afiadié lentamente a
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una solucién templada de DCM/DMF 2:1 (20 vol., 2600 ml) y DIEA (25,5 ml, 146 mmol, 2,5 eq.). Se afiadié6 HOAT
(15,9 g, 117 mmol, 2,0 eq.) y la mezcla se agit6é disolviendo todos los sélidos. La solucidn resultante se enfrié por
debajo de 5 °C y se anadié TBTU (28,2 g, 87,8 mmol, 1,5 eq.). La solucién se agité6 durante 30 minutos a 0 °C y
después a 25 °C hasta que la HPLC mostré que la reaccion estaba completa. La solucién se calenté a 30-35 °C y se
afadié DCM adicional (13 vol., 1740 ml) seguido por H20 (1820 ml, 14 vol.). La mezcla se agité durante 5 minutos y
después se permitid separarse a las fases. La fase acuosa se elimin6 y se reemplazé con H,O nueva (1820 ml, 14
vol.). La separacion se repitié un total de 5 veces. La fase organica se destil6 hasta aproximadamente 1/3 de su
volumen original y se afiadié alcohol isopropilico (IPA; 1820 ml, 14 vol.). La destilacion se continué eliminando el
DCM que quedaba. La suspension resultante se enfrié hasta por debajo de 5 °C y se anadié lentamente H,O (1820
ml, 14 vol.). Los sélidos formados se recogieron por filtracion, se lavaron dos veces con H,O (520 ml, 4 vol. cada
una) y se secaron proporcionando una preparacion de péptido inhibidor de fusion de VIH aislado Ac-AA(1-38)-NH>
(SEC ID N.°: 9), como se determina por analisis de HPLC de pureza.

Como se muestra en la figura 3, los grupos protectores quimicos de cadenas laterales del péptido inhibidor de fusion
de VIH Ac-AA(1-38)-NH, pueden eliminarse por acidolisis o por cualquier otro procedimiento conocido por aquellos
expertos en la técnica desprotegiendo un péptido retirando grupos protectores quimicos de cadenas laterales. En
este ejemplo, el péptido inhibidor de fusién del VIH Ac-AA(1-38)-NH; (60 g, 8,1 mmol) se traté con TFA (acido
trifluoroacético):DTT (ditiotreitol) (90:10:5; 570 ml) y se agitd a temperatura ambiente durante 6 horas. La solucion se
enfrié hasta por debajo de 10 °C y se afiadié lentamente MTBE (25 vol., 1500 ml) pre-enfriado a una velocidad tal
que la temperatura permanecié por debajo de 10 °C. Los sdlidos resultantes se recogieron por filtracion, se lavaron
con MTBE y se secaron. El polvo resultante se suspendié después en acetonitrilo (ACN; 10 vol., 600 ml) y el pH se
ajustd a entre 4 y 5 con DIEA y acido acético descarboxilando el péptido. Una vez que esto se completé por HPLC,
los sélidos se recogieron por filtracion, se lavaron con ACN y se secaron proporcionando una preparacion de péptido
desprotegido y decarboxilado, que se purific6 después por HPLC u otras técnicas cromatograficas adecuadas
proporcionando una preparacion de péptido inhibidor de fusion del VIH aislado que tiene una secuencia de
aminoacidos de SEC ID N.°: 9.

Ejemplo 6

En referencia a la tabla 5 (grupo 3 y grupo 4) y a la figura 4 se ilustra un procedimiento para sintesis de un péptido
inhibidor de fusion del VIH que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N.°: 9 usando 2 fragmentos peptidicos
especificos (por ejemplo, SEC ID N.°°: 29 y 30 + Leu; o SEC ID N.°%: 29 y 31) y usando un enfoque de ensamblaje
del fragmento que implica combinar 2 fragmentos peptidicos acoplandolos quimicamente ("ensamblandolos")
produciendo péptido inhibidor de fusiéon del VIH que tiene una secuencia de aminoacidos de SEC ID N.°: 9. Cada
uno de estos fragmentos peptidicos ha demostrado propiedades fisicas y caracteristicas de solubilidad que los
hacen preferibles en un procedimiento de sintesis, usando 2 fragmentos peptidicos, de un péptido inhibidor de la
fusion del VIH que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N.°: 9 en alto rendimiento y alta pureza. En
seleccionar fragmentos peptidicos a usarse en un enfoque de ensamblaje de dos fragmentos, se descubrid que
tener residuos de leucina y/o de acido glutdmico en el punto de unién entre los dos fragmentos que se estan
ensamblando conjuntamente (por ejemplo, el aminoacido C-terminal de un fragmento peptidico que tiene la
secuencia de aminoacidos de SEC ID N.°: 29 y el aminoacido N-terminal de un fragmento peptidico que tiene la
secuencia de aminoacidos de SEC ID N.°: 31) favorecio el ensamblaje en el alto rendimiento y en el grado de pureza
obtenidos.

Un fragmento peptidico que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N.°: 29, y que comprende los primeros 20
aminoacidos de SEC ID N.%: 9 ("AA(1-20)"), se sintetizé por sintesis en fase soélida estandar, con la acetilacion ("Ac",
como un grupo quimico) del extremo N-terminal, mientras que tiene un grupo hidroxilo (-OH) en el extremo C-
terminal (véase la tabla 6; también referida en el presente documento como "Ac-AA(1-20)-OH"). Un fragmento
peptidico que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N.°: 30 y que comprende los aminoacidos 21-37 de SEC
ID N.°: 9 ("(AA)21-37"), se sintetiz6 por sintesis de fase solida estandar con Fmoc en el extremo N-terminal (como un
grupo protector quimico) y con -OH en el extremo C-terminal (véase la tabla 6; también referida en el presente
documento como "Fmoc-AA(21-37)-OH").

Como se muestra en la tabla 5, los grupos 3 y 4 y la figura 4, se produjo un fragmento peptidico por sintesis en fase
de solucién, cuando el fragmento peptidico Fmoc-AA(21-37)-OH se acoplé quimicamente a Leu, aminoacido 38 de
la SEC ID N.°: 9 que se habia amidado, en fase de solucién dando como resultado un fragmento peptidico que tiene
la secuencia de aminoacidos de SEC ID N.°: 31 (que comprende aminoéacidos 21-38 de SEC ID N.°: 9) con
amidacion del extremo C-terminal (como un grupo quimico) ("Fmoc-AA(21-38)-NH."). Produciendo el fragmento
peptidico Fmoc-AA(21-38)-NH, usando un fragmento peptidico Fmoc-AA(21-37)-OH combinado con leucina ("H-Leu
NH2") en un procedimiento de fases en solucion, el fragmento peptidico Fmoc-AA(21-37)-OH (30 g, 7,43 mmol, 1,0
eq.), H-Leu-NH; * HCI (1,36 g, 8,16 mmol, 1,2 eq.) y HOAT (1,52 g, 11,2 mmol, 1,5 eq.) se disolvié en DMF (450 ml,
15 vol.), tratado con DIEA (6,5 ml, 37,3 mmol, 5 eq) y se agitd a temperatura ambiente hasta que se disolvio
(aproximadamente 30 minutos). La solucién se enfrié hasta 0 £ 5 °C y se afiadié TBTU (2,86 g, 8,91 mmol, 1,2 eq.),
se agité durante 5 minutos a 0 + 5 °C y después se dej6 reaccionar a 25 £+ 5 °C durante 2 horas o hasta que la
reaccion se mostré completa por HPLC.
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El grupo protector quimico Fmoc del fragmento peptidico Fmoc-AA(21-38)-NH, se eliminé después antes del
aislamiento del fragmento H-AA(21-38)-NH.. La piperidina (7,3 ml, 73,8 mmol, 10 eq) se afiadioé y la solucion se agitd
durante 1 hora a 25 + 5 °C, o hasta analisis por HPLC mostrando que sustancialmente todo el Fmoc se retiré del
fragmento peptidico. El reactor se enfrié y se afiadié agua (1000 ml, 30 vol.) y la suspension que fluye libremente se
agité 30 minutos a menos de 10 °C y después se aislo mediante filtracion. El solido recogido se lavd con EtOH/agua
1:1 y se secd en un horno de vacio a 35 + 5 °C. El fragmento peptidico se resuspendié después en EtOH/agua (450
ml, 15 vol.) durante 3 horas. Los soélidos se recogieron y se secaron. Después el fragmento peptidico se suspendio
en hexanos:MTBE 3:1 (450 ml, 15 vol.) durante toda una noche y después se aisl6 por filtracion y se volvié a secar.
La resuspension MTBE se puede repetir si es necesario eliminando piperidinas adicionales. El resultado es una
preparacion del fragmento peptidico aislado H-AA(21-38)-NH; (véase la figura 4).

Se llevo a cabo después una reaccion de fases en solucion en la que el fragmento peptidico H-AA(21-38)-NH; (SEC
ID N.°: 31) se combiné con fragmento peptidico Ac-AA(1-20)-OH (SEC ID N.°: 29) proporcionando un péptido
inhibidor de fusiéon del VIH que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N.°: 9 (véase la figura 4, Ac-(1-38)-
NH,). Se disolvieron el fragmento peptidico H-AA(21-38)-NH: (3,40 g, 0,86 mmol, 1 eq.), el fragmento peptidico Ac-
AA(1-20)-OH (3,00 g, 0,86 mmol, 1,0 eq) y HOAT (0,177 g, 1,3 mmol, 1,5 eq.) y DIEA (0,599 ml, 3,44 mmol, 4 eq) en
DMAc (dimetilacetamida, 100 ml, 33 vol.), se enfriaron hasta 0 + 5 °C. Se afadi¢ a la reaccién TBTU (0,331 g, 1,03
mmol, 1,2 eq.). La reaccion se agitd durante 5 minutos a 0 £ 5 °C y a 25 + 5 °C durante 3 horas o hasta que se
mostro que la reaccion estaba completa por HPLC. El reactor se enfri6 y se afadié agua (200 ml, 66 vol.)
lentamente. Una suspension se formd y se agitdé a menos de 10 °C durante al menos 30 minutos. El sélido se aislo
por filtracién y se lavé con agua adicional. El sélido recogido se secé en un horno de vacio a 35 + 5 °C. El resultado
fue una preparacién de péptido inhibidor de fusion de VIH aislado Ac-AA(1-38)-NH, (SEC ID N.°: 9) segun se
determina por analisis de HPLC de pureza. El péptido inhibidor de la fusion del VIH se desprotege después
(eliminando los grupos protectores quimicos de cadenas laterales) y se descarboxil6é (en los residuos de triptéfano)
usando los procedimientos descritos en el presente documento en el ejemplo 5, o cualquier otro procedimiento
conocido por aquellos expertos en la técnica, para desproteccion y descarboxilacion y después se purificd (por
ejemplo, por HPLC). El resultado fue una preparacion (desprotegida y descarboxilada) del inhibidor de fusion de VIH
que tiene una secuencia de aminoacidos de SEC ID N.% 9 (en esta ilustracion, acetilada en el extremo N-terminal y
amidada en el extremo C-terminal).

Usando técnicas y condiciones similares, enfoques de ensamblaje de fragmentos adicionales, que implican
ensamblaje de 2 fragmentos o ensamblaje de 3 fragmentos se han usado produciendo un péptido inhibidor de
condensacion de VIH que tiene una secuencia de aminoacidos de SEC ID N.°: 9 (véanse, por ejemplo, las tablas 4 y
5). Se entiende a partir de las descripciones en el presente documento que los fragmentos peptidicos preferidos,
usados produciendo un péptido inhibidor de fusién del VIH que tiene una secuencia de aminoacidos de SEC ID N.°:
9 por el procedimiento de la presente invencién, se pueden usar para la exclusion de fragmentos peptidicos distintos
de los fragmentos peptidicos preferidos. Asimismo, un grupo preferido de fragmentos peptidicos, usados
produciendo el péptido inhibidor de fusién del VIH que tiene una secuencia de aminoacidos de SEC ID N.°: 9 por el
procedimiento de la presente invencién, se puede usar para la exclusién de grupos de fragmentos peptidicos
distintos del grupo preferido de fragmentos peptidicos.

Ejemplo 7

Solo para referencia, otro aspecto se refiere a procedimientos, fragmentos peptidicos y grupos de fragmentos
peptidicos que pueden usarse sintetizando un péptido inhibidor de la fusidon de VIH que tiene la secuencia de
aminoacidos de SEC ID N.°: 10. También es patente a partir de la descripcién en el presente documento que dichos
procedimientos, fragmentos peptidicos y grupos de fragmentos peptidicos pueden usarse sintetizando un péptido
inhibidor de fusién del VIH que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N.°: 10, en el que el péptido inhibidor
de fusion del VIH contiene uno o mas grupos quimicos:

B- TTWEAWDRAIAEYAARIEALLRAAQEQQEKLEAALREL -Z

!
v

en los que uno 0 ambos del extremo amino terminal o del extremo carboxilo terminal estan modificados por un grupo
quimico (B, U, Z: en los que B, U, y Z pueden ser el mismo grupo quimico o diferentes grupos quimicos) que puede
incluir, pero no se limita a, uno 0 mas de: una funcionalidad reactiva, un grupo protector quimico (CPG) y un
engarce. Ejemplos ilustrativos de fragmentos peptidicos, grupos de fragmentos peptidicos y fragmentos peptidicos
protegidos (fragmentos peptidicos que tienen uno o mas grupos quimicos), en relaciéon con la producciéon de un
péptido inhibidor de fusion del VIH que tiene una secuencia de aminoacidos de SEC ID N.°: 10, incluyen, pero no
estan limitados a, aquellos descritos en las tablas 7, 8 y 9, respectivamente.
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Tabla 7
SEC ID N.°:  [Secuencia de aminoéacidos Posiciones de aminoacidos en SEC ID N.°: 10
17 TTWEAWDRAIAE 1-12
41 YAARIEALLRAAQE 13-26
42 QQEKLEAALRE 27-37
43 QQEKLEAALREL 27-38
21 TTWEAWDRAIA 1-11
44 EYAARIEALLRAAQE 12-26
23 TTWEAWDRAI 1-10
45 AEYAARIEALLRAAQE 11-26
25 TTWEAWDRA 1-9
46 IAEYAARIEALLRAAQE 10-26
27 TTWEAWDR 1-8
47 AIAEYAARIEALLRAAQE 9-26
29 TTWEAWDRAIAEYAARIEAL 1-20
48 LRAAQEQQEKLEAALRE 21-37
49 LRAAQEQQEKLEAALREL 21-38
32 TTWEAWDRAIAEYAARIE 1-18
50 ALLRAAQEQQEKLEAALRE 19-37
51 ALLRAAQEQQEKLEAALREL 19-38
52 YAARIEALLRAAQEQQEKLEAALREL 13-38
53 EYAARIEALLRAAQEQQEKLEAALREL 12-38
54 AEYAARIEALLRAAQEQQEKLEAALREL 11-38
55 IAEYAARIEALLRAAQEQQEKLEAALREL 10-38
56 AIAEYAARIEALLRAAQEQQEKLEAALREL 9-38

Solo para referencia la presente revelacion comprende también grupos particulares de fragmentos peptidicos que
actlan como intermedios en un procedimiento de sintesis de un péptido inhibidor de fusion de VIH que tiene la
secuencia de aminoacidos de SEC ID N.°: 10. Los grupos de fragmentos peptidicos de acuerdo con la invencion
incluyen los grupos 1-14, como se indica en la tabla 8 (la numeracién de un grupo es sdlo para facilitar la
descripcion). El/los grupo(s) preferido(s) de fragmentos peptidicos pueden usarse en la presente invencién para la
exclusién de grupo(s) de fragmentos peptidicos distintos del/de los grupo(s) preferido(s) de fragmentos peptidicos.

Tabla 8
Numero de grupo |Fragmentos peptidicos Posiciones de aminoacidos en SEC ID N.°: 10
1 TTEAWDRAIAE (SEC ID N.°: 17) 1-12
YAARIEALLRAAQE (SEC ID N.° 41) 13-26
QQEKLEAALRE (SEC ID N.°: 42) 27-37
2 TTEAWDRAIAE (SEC ID N.°: 17) 1-12
YAARIEALLRAAQE (SEC ID N.% 41) 13-26
QQEKLEAALREL (SEC ID N.% 43) 27-38
3 TTEAWDRAIAEYAARIEAL (SEC ID N.% 29) 1-20
LRAAQEQQEKLEAALRE (SEC ID N.°: 48) 21-37
4 TTEAWDRAIAEYAARIEAL (SEC ID N.%: 29) 1-20
LRAAQEQQEKLEAALREL (SEC ID N.°: 49) 21-38
5 TTEAWDRAIA (SEC ID N.°%: 21) 1-11
EYAARIEALLRAAQE (SEC ID N.°: 44) 12-26
QQEKLEAALRE (SEC ID N.°: 42) 27-37
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Numero de grupo |Fragmentos peptidicos Posiciones de aminoacidos en SEC ID N.°: 10
6 TTWEAWDRAI (SEC ID N.°: 23) 1-10
AEYAARIEALLRAAQE (SEC ID N.°: 45) 11-26
QQEKLEAALRE (SEC ID N.°: 42) 27-37
7 TTWEAWDRA (SEC ID N.°: 25) 1-9
IAEYAARIEALLRAAQE (SEC ID N.°: 45) 10-26
QQEKLEAALREL (SEC ID N.°: 43) 27-37
8 TTWEAWDR (SEC ID N.°: 27) 1-8
AIAEYAARIEALLRAAQE (SEC ID N.°: 47) 9-26
QQEKLEAALREL (SEC ID N.°: 43) 27-37
9 TTEAWDRAIA (SEC ID N.°: 21) 1-11
EYAARIEALLRAAQE (SEC ID N.°: 44) 12-26
QQEKLEAALREL (SEC ID N.°: 43) 27-38
10 TTWEAWDRAI (SEC ID N.°: 23) 1-10
AEYAARIEALLRAAQE (SEC ID N.°: 45) 11-26
QQEKLEAALREL (SEC ID N.°: 43) 27-38
11 TTWEAWDRA (SEC ID N.°: 25) 1-9
IAEYAARIEALLRAAQE (SEC ID N.°: 46) 10-26
QQEKLEAALREL (SEC ID N.°: 43) 27-38
12 TTWEAWDR (SEC ID N.°: 27) 1-8
AIAEYAARIEALLRAAQE (SEC ID N.°: 47) 9-26
QQEKLEAALREL (SEC ID N.°: 43) 27-38
13 TTWEAWDRAIAEYAARIE (SEC ID N.°: 32) 1-18
ALLRAAQEQQEKLEAALRE (SEC ID N.°: 50) |19-37
14 TTWEAWDRAIAEYAARIE (SEC ID N.°: 32) 1-18
ALLRAAQEQQEKLEAALREL (SEC ID N.°: 51) |19-38

Tabla 9

SEC ID N.°: Secuencia de aminoacidos Posiciones de aminoacidos en SEC ID N.°: 10
17 Ac-TTWEAWDRAIAE 1-12
41 CPG-YAARIEALLRAAQE 13-26
42 CPG-QQEKLEAALRE 27-37
42 CPG- QQEKLEAALRE 27-37

lLDde
43 QQEKLEAALREL-NH; 27-38
29 Ac-TTWEAWDRAIAEYAARIEAL 1-20
48 CPG-LRAAQEQQEKLEAALRE 21-37
49 LRAAQEQQEKLEAALRE L-NH; 21-38
21 Ac-TTWEAWDRAIA 1-11
44 CPG-EYAARIEALLRAAQE 12-26
23 Ac-TTWEAWDRAI 1-10
45 CPG-AEYAARIEALLRAAQE 11-26
25 Ac-TTWEAWDRA 1-9
46 CPG-IAEYAARIEALLRALQE 10-26
27 Ac-TTWEAWDR 1-8
47 CPG-AIAEYAARIEALLRAAQE 9-26
32 Ac-TTWEAWDRAIAEYAARIE 1-18
50 CPG-ALLRAAQEQQEKLEAALRE 19-37
51 ALLRAAQEQQEKLEAALRE L-NH2 19-38
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En lo que se refiere a la tabla 8 (grupo 3 y grupo 4), se ilustra un procedimiento para sintesis de un péptido inhibidor
de fusién del VIH que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N.°: 10 usando 2 fragmentos peptidicos
especificos (por ejemplo, SEC ID N.°%: 29 y 48 + Leu; o SEC ID N.°%: 29 y 49) y usando un enfoque de ensamblaje
de fragmentos que implica combinar dos fragmentos peptidicos acoplandolos quimicamente ("ensamblandolos")
produciendo un péptido inhibidor de fusion del VIH que tiene una secuencia de aminoacidos de SEC ID N.°: 10.
Produciendo fragmento peptidico que tiene una secuencia de aminoacidos de SEC ID N.°: 49 ("Fmoc-AA(21-38)-
NHz"), usando un fragmento peptidico que tiene una secuencia de aminoacidos de SEC ID N.°: 48 ("Fmoc-AA(21-
37)-OH") combinada con leucina ("H-Leu NH2") en un procedimiento en fase de solucion, el fragmento peptidico
Fmoc-AA(21-37)-OH (30,01 g, 7,98 mmol, 1,0 eq), H-Lau-NH, * HCI (1,48 g, 8,78 mmol, 1,1 eq) y HOAT (1,63 g,
11,97 mmol, 1,5 eq) se disolvieron en DMF (450 ml, 15 vol.), se trataron con DIEA (7,0 ml, 38,91, mmol, 5 eq) y se
agitaron a temperatura ambiente hasta que se disolvieron (aproximadamente 30 minutos). La solucién se enfrié a 0 £
5 °C y se ahadiéo TBTU (3,09 g, 9,58 mmol, 1,2 eq), se agitd durante 5 minutos a 0 + 5 °C y después se dejo
reaccionar a 25 £ 5 °C durante 2 horas o hasta que la reaccién se mostré completa por HPLC.

El grupo protector quimico de Fmoc del fragmento peptidico Fmoc-AA(21-38)-NHz se retird después antes del
aislamiento del fragmento H-AA(21-38)-NH,. Se afadié piperidina (8,0 ml, 79,8 mmol, 10 eq) y la solucién se agité
durante 1,5 horas a 25 + 5 °C, o hasta que el analisis por HPLC mostré que sustancialmente todos los Fmoc se
eliminaron del fragmento peptidico. El reactor se enfrié y se afiadié agua (1000 ml, 30 vol.) y la suspension que fluye
libremente se agité 30 minutos a menos de 10 °C y después se aisld por filtracion. El sélido recogido se lavd con
EtOH/agua 1:3 y se sec6 en un horno a vacio a 35 + 5 °C. El fragmento peptidico se resuspendié después en
EtOH/agua 1:3 (400 ml, 13 vol.) durante 3 horas. Los sélidos se recogieron y se secaron y después el fragmento
peptidico se suspendi6 en hexanos:MTBE 3:1 (400 ml, 13 vol.) durante toda una noche, se aislaron por filtracion y se
volvieron a secar. La resuspensién de MTBE se puede repetir si es necesario eliminando la piperidina adicional. El
resultado es una preparacion del fragmento peptidico aislado H-AA(21-38)-NH; (véase la tabla 9, SEC ID N.°: 49).

Se llevo a cabo después una reaccion de fases en solucion en la que el fragmento peptidico H-AA(21-38)-NH, (SEC
ID N.°: 49) se combiné con el fragmento peptidico Ac-AA(1-20)-OH (SEC ID N.°: 29, tabla 9) proporcionando un
péptido inhibidor de fusién del VIH que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N.°: 10 (véase, por ejemplo,
Ac-(1-38)-NHy). El fragmento peptidico H-AA(21-38)-NH; (3,14 g, 0,86 mmol, 1 eq), el fragmento peptidico Ac-AA(1-
20)-OH (3,00 g, 0,86 mmol, 1,0 eq) y HOAT (0,18 g, 1,3 mmol, 1,5 eq.) y DIEA (0,599 ml, 3,44 mmol, 4 eq) se
disolvieron en DMAc (100 ml, 33 vol.), se enfriaron hasta 0 + 5 °C. Se afiadi6 a la reaccion TBTU (0,331 g, 1,03
mmol, 1,2 eq.). La reaccion se agitd durante 5 minutos a 0 £ 5 °C y a 25 + 5 °C durante 3 horas o hasta que se
mostro que la reaccion estaba completa por HPLC. El reactor se enfri6 y se afadié agua (250 ml, 83 vol.)
lentamente. Una suspension espesa se formo y se agitdé a menos de 10 °C durante al menos 30 minutos. El sélido
se aislé por filtracion y se lavé con agua adicional. El sélido recogido se secd en un horno de vacio a 35 + 5 °C. El
resultado fue una preparacion de péptido inhibidor de fusion del VIH aislado Ac-AA(1-38)-NH, (SEC ID N.°: 10),
totalmente protegido, segun se determina por analisis de HPLC de pureza. El péptido inhibidor de fusién del VIH Ac-
AA(1-38)-NH. se desprotegié (eliminando los grupos protectores quimicos de cadenas laterales) y se descarboxild
después (en los residuos de triptéfano) usando los procedimientos descritos en el presente documento en el ejemplo
4, o usando cualquier otro procedimiento conocido por aquellos expertos en la técnica, para la desproteccion y la
descarboxilacion. Tras la purificacion, el resultado fue una preparacion (desprotegida y descarboxilada) de péptido
inhibidor de condensacion de VIH aislado que tiene una secuencia de aminoacidos de SEC ID N.°: 10 (acetilados en
el extremo N-terminal y amidados en el extremo C-terminal), segun se determina por HPLC.

Usando técnicas y condiciones similares, se pueden usar enfoques de ensamblaje de fragmentos adicionales, que
implican ensamblaje de 2 fragmentos o el ensamblaje de 3 fragmentos produciendo el inhibidor de fusion del VIH
que tiene una secuencia de aminoacidos de SEC ID N.°: 10 (véanse, por ejemplo, las tablas 8 y 9). Se entiende a
partir de las descripciones en el presente documento que los fragmentos peptidicos preferidos, usados produciendo
un péptido inhibidor de fusion del VIH que tiene una secuencia de aminoacidos de SEC ID N.°: 10 por el
procedimiento revelado en el presente documento, se pueden usar para la exclusion de fragmentos peptidicos
distintos de los fragmentos peptidicos preferidos. Asimismo, un grupo preferido de fragmentos peptidicos, usados
produciendo el péptido inhibidor de fusion del VIH que tiene una secuencia de aminoacidos de SEC ID N.°: 10 por el
procedimiento revelado en el presente documento, se puede usar para la exclusién de grupos de fragmentos
peptidicos distintos del grupo preferido de fragmentos peptidicos.

Ejemplo 8

La presente invencién proporciona un uso de un péptido inhibidor de fusidon del VIH de acuerdo con la presente
invencién, por si mismo o como una sustancia de farmaco activa para la preparacion de una composicion
farmacéutica, para el tratamiento, la terapia para, o como parte de un régimen terapéutico para, infeccién por VIH y/o
SIDA. La actividad antiviral de un péptido inhibidor de la fusién del VIH se puede utilizar en un procedimiento
inhibiendo la transmisién del VIH a una célula objetivo, que comprende afadir al virus y a la célula una cantidad de
péptido inhibidor de fusion del VIH de acuerdo con la presente invencion efectiva inhibiendo infeccion de la célula
por el VIH y mas preferentemente, inhibiendo fusion mediada por VIH entre el virus y la célula huésped. Este péptido
inhibidor de la fusion del VIH puede usarse tratando individuos infectados por el VIH (terapéuticamente) o tratando
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individuos expuestos recientemente o con un alto riesgo de exposicion (por ejemplo, por el uso de estupefacientes o
por comportamiento sexual de alto riesgo) al VIH (profilacticamente). Asi, por ejemplo, en el caso de un individuo
infectado por el VIH-1, una cantidad efectiva de péptido inhibidor de condensacion de VIH seria una dosis suficiente
(por si misma y/o en conjuncion con un régimen de dosis) para reducir la carga virica en el individuo que se esta
tratando. Como se conoce por aquellos expertos en la técnica, existen varios procedimientos estandar para medir la
carga virica del VIH que incluyen, pero no se limitan a, por cultivos cuantitativos de células mononucleares de
sangre periférica y por medidas de ARN del VIH en plasma. Los péptidos inhibidores de fusién del VIH de la
invencion se pueden administrar en una administracion individual, intermitentemente, periédicamente o
continuamente, como se puede determinar por un practicante de la medicina, tal como controlando carga virica.
Dependiendo de la formulaciéon que contiene péptido inhibidor de la fusiéon del VIH y de factores tales como si la
formulacion esta comprendiendo o no adicionalmente un vehiculo farmacéuticamente aceptable y/o un vehiculo
macromolecular, el péptido inhibidor de la fusién del VIH de acuerdo con la presente invencién puede administrarse
con una periodicidad que varia de dias a semanas o posiblemente mas tiempo. Adicionalmente, uso de un péptido
inhibidor de fusién del VIH de acuerdo con la presente invenciéon para la preparacion de una preparacion
farmacéutica para el tratamiento de VIH en combinacién o en un régimen terapéutico (por ejemplo, cuando se usan
simultdneamente, o en una activacion con un farmaco y desactivacion con otro) con otros farmacos antivirales o
agentes profilacticos.

Un tratamiento usado cominmente que implica una combinacién de agentes antivirales se conoce como HAART
(Terapia Anti-Retroviral Altamente Activa). HAART tipicamente combina tres o0 mas medicamentos con actividad
antiviral contra el VIH y tipicamente implica mas de una clase de farmaco (una "clase" refiriéndose al mecanismo de
accién de una proteina virica o al proceso tomado como objetivo por el farmaco). Por tanto, un uso de un péptido
inhibidor de fusion del VIH para la preparacion de composicién farmacéutica, de acuerdo con la presente invencion,
para el tratamiento de infeccion por VIH y o SIDA que comprende el péptido solo (por ejemplo, como monoterapia) o
en una combinacion de agentes terapéuticos adicionales, como se describe mas detalladamente en el presente
documento.

Por ejemplo, en una realizacién preferida, uno o0 mas agentes terapéuticos pueden combinarse en tratamiento con
un péptido inhibidor de fusién del VIH (por si mismo, o en una composiciéon farmacéutica) de acuerdo con la
presente invencion. Tipicamente, la combinacién comprende dos o mas agentes antivirales incrementando la
eficacia del tratamiento, por ejemplo, reduciendo la capacidad del virus para llegar a ser resistente a los agentes
antivirales usados en el tratamiento (en comparacién con la monoterapia). Tales combinaciones pueden prepararse
a partir de las cantidades eficaces de agentes antivirales (utiles en tratamiento de la infeccion por VIH) actualmente
autorizados o aprobados en el futuro, que incluyen, pero no se limitan a, uno o mas agentes terapéuticos adicionales
seleccionados a partir de los siguientes: inhibidor de transcriptasa reversa, incluyendo, pero no limitado a, abacavir,
AZT (zidovudina), ddC (zalcitabina), nevirapina, ddl (didanosina), FTC (emtricitabina), (+) y (-) FTC, reverset,
lamivudina (3TC), GS 840, GW-1592, GW-8248, GW-5634, HBY097, delaviridina, efavirenz, d4T (estavudina); FLT,
TMC125, adefovir, tenofovir y alovudina; inhibidor de proteasa, incluyendo pero no limitado a, amprenivir, CGP-
73547, CGP-61755, DMP-450, indinavir, nelfinavir, PNU-140890, ritonavir, saquinavir, telinavir, tipranovir, atazanavir,
lopinavir, inhibidor de la entrada del virus, incluyendo pero no limitado a, inhibidor de la fusion (enfuvirtida, T1249,
otros péptidos inhibidores de fusion y moléculas pequenas), antagonista del receptor de quimiocinas (por ejemplo,
antagonista de CCR5, tal como ONO-4128, GW-873140, AMD-887, CMPD-167, maraviroc (UK-427857); antagonista
de CXCR4, tal como AMD-070), un agente que afecta a la interaccion de unién (por ejemplo, afecta a interacciones
de receptor de gp120 y CD4, tales como BMS806, BMS-488043; y/o PRO 542, PRO140; anticuerpos anti-CD4; o
interacciones con lipidos y/o con colesterol, tales como clorhidrato de procaina (SP-01 y SP-01A)); inhibidores de
integrasa, incluyendo pero no limitados a, L-870 y 810; inhibidor de RNAsaH; inhibidor de rev o REV; inhibidor del vif
(por ejemplo, péptido enriquecido con prolina derivado de vif, péptido derivado de proteasa N-terminal del VIH-1);
inhibidor de procesamiento virico, incluyendo pero no limitado a betulina y derivados de dihidrobetulina (por ejemplo,
PA-457); e inmunomodulador, incluyendo pero no limitado a, AS-101, factor estimulador de colonias de macréfagos
granulocitos, IL-2, acido valproico y timopentina. Como se aprecia por alguien experto en la técnica de tratamiento
de la infeccion por VIH y/o SIDA, un tratamiento de combinacién de farmacos puede comprender dos o mas agentes
terapéuticos que tienen el mismo mecanismo de accion (la misma proteina viral o el mismo proceso como un
objetivo), o puede comprender dos o mas agentes terapéuticos que tienen un mecanismo de accion diferente.

Dosificaciones efectivas de estos agentes terapéuticos adicionales ilustrativos, que se pueden usar en
combinaciones con un péptido inhibidor de condensacion de VIH, o una composicion farmacéutica, de acuerdo con
la presente invencion, se conocen en la técnica. Tales combinaciones pueden incluir un numero de agentes
antivirales o agentes terapéuticos que se pueden administrar por una o mas rutas, secuencialmente o
simultdneamente, dependiendo de la via de administraciéon y del efecto farmacoldégico deseado, como es patente
para alguien experto en la técnica. Las dosificaciones efectivas de un péptido inhibidor de la fusion del VIH o de la
composicion farmacéutica de acuerdo con la presente invencidon a administrarse se pueden determinar por
procedimientos bien conocidos para aquellos expertos en la técnica; por ejemplo, determinando la potencia,
semivida bioldgica, biodisponibilidad y toxicidad. En una realizacién preferida, una cantidad efectiva de un péptido
inhibidor de condensacion del VIH de acuerdo con la presente invencion y su intervalo de dosificacién se determinan
por alguien experto en la técnica usando datos de estudios de rutina in vitro e in vivo bien conocidos por aquellos
expertos en la técnica. Por ejemplo, los ensayos de infectividad in vitro de actividad antiviral, tal como se describen
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en el presente documento, permiten a un experto en la técnica determinar la concentracion inhibidora media (Cl) del
compuesto, como el ingrediente activo Unico o en combinacién con otros ingredientes activos, necesaria para inhibir
un intervalo predeterminado de infectividad virica (por ejemplo, la inhibicion del 50 %, Clso; o la inhibicion del 90 %,
Clgo) o de replicacion virica. Las dosis apropiadas pueden seleccionarse después por alguien experto en la técnica
usando los datos farmacocinéticos a partir de uno o mas modelos estandar, de tal forma que se obtiene una
concentracion de plasma minima (C[min]) del ingrediente activo que es igual o que excede un valor predeterminado
para inhibicion de infectividad virica o de replicacion virica. Aunque los intervalos de dosificacion dependen
tipicamente de la via de administracion elegida y de la formulacién de la dosificacion, cuando se administra, tal como
por vias de administracion que incluyen pero no se limitan a, subcutdneamente, parenteralmente, intradérmicamente
u oralmente, un intervalo de dosificacién ejemplar de un compuesto de acuerdo con la presente invenciéon, como un
ingrediente activo, puede ser de aproximadamente 1 mg/kg de peso corporal a aproximadamente 100 mg/kg de
peso corporal; y mas preferentemente no menos de 1 mg/kg de peso corporal a no mas de 10 mg/kg de peso
corporal.

Un péptido inhibidor de fusion de VIH de la presente invencién se puede administrar a un individuo por cualquier
medio que permita al agente activo alcanzar las células objetivo (células que pueden estar infectadas por VIH). Por
tanto, el péptido inhibidor de fusién del VIH de esta invencién se puede administrar por cualquier técnica adecuada,
incluyendo vias de administracion oral, parenteral (por ejemplo, inyeccion o infusion intramuscular, intraperitoneal,
intravenosa o subcutanea, intradérmica o implante), nasal, pulmonar, vaginal, rectal, sublingual o topica y se puede
formular en formas de dosificacion apropiadas para cada via de administraciéon. La via de administracion especifica
dependera, por ejemplo, del historial médico del individuo, incluyendo cualesquiera efectos secundarios percibidos o
anticipados por tal administracién y la formulacién del péptido inhibidor de condensacion del VIH que se esta
administrando (por ejemplo, la naturaleza de un vehiculo farmacéutico y/o de un vehiculo macromolecular). Lo méas
preferentemente, la administracion es por inyeccion (usando, por ejemplo, medios intravenosos o subcutaneos),
pero podrian ser también por infusion continua (usando, por ejemplo, los dispositivos de liberacion lenta o
minibombas tales como bombas osméticas y similares). En una realizacién preferida, un péptido inhibidor de la
fusion del VIH de acuerdo con la presente invencion puede comprender adicionalmente un vehiculo
farmacéuticamente aceptable y puede depender adicionalmente de la formulaciéon deseada, del sitio de suministro,
del procedimiento de administracion, de la planificaciéon de la administracion y de otros factores conocidos por los
practicantes de la medicina.

Por tanto, de acuerdo con la presente invenciéon se proporciona un uso de un péptido inhibidor del VIH para la
preparacion de una composicion farmacéutica inhibiendo la transmision del VIH a una célula, que comprende poner
en contacto el virus, en presencia de la célula con una cantidad eficaz inhibiendo la infeccion de la célula por el VIH.
El uso de una combinacién de agentes antivirales para la preparacion de una composicion farmacéutica para el
tratamiento de infeccion por VIH y/o de SIDA, comprendiendo la combinacién el péptido inhibidor de fusion del VIH
de la presente invencion y uno o mas de los agentes terapéuticos contra infeccién por VIH y/o contra SIDA. Ademas,
se proporciona un uso de un péptido inhibidor de fusién del VIH de la presente invencion para la preparacion de una
composicion farmacéutica para la inhibicion de entrada del VIH a una célula, como resultado de lo que la
composicion farmacéutica es para poner en contacto el virus, en presencia de una célula, con una cantidad del
péptido efectiva inhibiendo la entrada del VIH a una célula. Adicionalmente se proporciona una composicion
farmacéutica, que comprende una combinacion de agentes antivirales para usar en el tratamiento de la infeccién por
VIH, comprendiendo la combinacion el péptido inhibidor de VIH de la presente invencién y uno o mas inhibidores de
la entrada del virus.

Listado de secuencias

<110> Trimeris, Inc.

<120> Péptidos inhibidores de fusién del VIH con propiedades biolégicas mejoradas
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<140>

<141>
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<210>1

<211> 64

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintetizado

Trp Asn Ala Ser Trp Ser Asn Lys Ser Leu Glu GIn Ile Trp Asn Asn
1 5 10 15
Met Thr Trp Met Glu Trp Asp Arg Glu Ile Asn Asn Tyr Thr Ser Leu
20 25 30
Ile His ser Leu Ile Glu Glu Ser GIn Asn Gln GlIn ggu Lys Asn Glu
4

GIn Glu Leu Leu Glu teu Asp Lys Trp Ala Ser Leu Trp Asn Trp Phe
<400> 1 50 55 60

<210> 2

<211> 36

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> péptido sintetizado
Tyr Thr Ser Leu Ile His Ser Leu Ile Glu Glu Ser Gln Asn GIn GIn
1 5 10 15

Glu Lys Asn Glu GIn Glu Leu Leu g}u Leu Asp Lys Trp gga Ser Leu
20

Trp Asn Trp Phe
35

<400> 2
<210>3
<211> 36
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> péptido sintetizado
<400> 3 '
Met Thr Trp Met Glu Trp Asp Arg Glu Ile Asn Asn Tyr Thr Ser teu
1 5 10 15
Ile His Ser Leu Ile Glu Glu Ser GIn Asn GIn GIn Glu Lys Asn Glu
20 25 30
GIn Glu Leu Leu
35
<210>4
<211> 36
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintetizado
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<400> 4
Trp Met
1
S5er Leu
Leu Leu
<210>5
<211> 38
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> péptido sintetizado
<400> 5
Thr Thr
1
Ite Glu
Ala Ala
<210>6
<211> 38
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> péptido sintetizado
<400> 6
Thr Thr
1l
Ile Glu
Ala ala
<210>7
<211> 38
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> péptido sintetizado
<400>7
Thr Thr
1
Ile Glu
Ala ala
<210>8
<211> 38
<212> PRT

Glu

Ile

Glu
35

Trp

Ala

Leu
35

Trp

Ala

Leu
35

Trp

Ala

Leu
35

ES 2381631 T3

Trp Asp Arg Glu Ile Asn Asn Tyr Thr Ser Leu Ile His
5 10 15

Glu Glu Ser GIn Asn GIn GIn Glu Lys Asn gAU GIn Glu
20

Leu

Glu Ala Trp Asp arg Ala Ile Ala Glu Tyr Ala Ala Arg
5 10 15

Leu

Ile Arg Ala Ala GIn Glu GIn GIn Glu Lys Asn Glu
20 2 30

Arg Glu Leuw

Glu Ala Trp Asp Arg Ala Ile Ala Glu Tyr Ala Ala Arg
5 10 15

Leu

Ile Arg Ala Leu 61n Glu Gin Gln Glu Lys Asn Glu
20 2 30

Arg Glu Leu

Glu Ala Trp Asp Arg Ala Ile Alz Glu Tyr ala Ala Arg
5 10 15

Leu

Ile arg Ala Ala GIn Glu GIn Gln Glu Lys Leu Glu
20 25 30

Arg Glu Leu
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintetizado
<400> 8
Thr Thr
1
Ile Glu
Ala Ala
<210>9
<211> 38
<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> péptido sintetizado

<400> 9
Thr Thr Trp
1

Ile Glu Ala

Ala Ala Leu
35

<210> 10

<211> 38

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintetizado

<400> 10
Thr Thr
1

Ile Glu

Ala Ala

<210> 11

<211> 38

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintetizado

<400> 11

ES 2381631 T3

Trp Glu Ala Trp Asp Arg Ala Ile Ala Glu Tyr Ala Ala Arg
5 10 - 15
Ala Leu Leu Arg Ala Ala G1n Glu GIn GIn Glu Lys Asn Glu
20 25 30

Leu Arg Glu Leu

Glu Ala Trp Asp Arg Ala Ile Ala Glu Tyr Ala Ala Arg
S 10 15

Leu Leu Arg Ala Leu GIn Glu GIn GIn Glu Lys Asn Glu
20 25 30

Arg Glu Leu

Tep Glu Ala Trp Asp Arg Ala i&e Ala Glu Tyr Ala A}a Arg
5 1

Ala Leu Leu Arg Ala Ala GIn Glu G1n GIn Glu Lys Leu Glu
20 .25 30

Leu Arg Glu Leu
35
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Thr Thr Trp Glu Ala Trp Asp Arg Ala :][.ae Ala Glu Tyr Ala A}a Arg
1 5 1

Ile Glu Ala tz_su Ile Arg Ala Leu (231n Glu GIn G1n Glu 13.55 Leu Glu

Ala Ala Leu Arg Glu Leu
35

<210> 12
<211> 38
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> péptido sintetizado
<400> 12
Thr Thr Trp Glu Ala Trp Asp Arg Ala Ile Ala Glu Tyr Ala Ala Arg
1 5 10 15
Ile Glu Ala Leu Ile Arg Ala Ile Gln Glu Gin Gln Glu Lys Leu Glu
20 25 .30
Ala Ala Leu Arg Glu Leu
35
<210> 13
<211> 38
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> péptido sintetizado
<400> 13
Thr Thr Trp Glu Ala Trp Asp Arg Ala Ile Ala Glu Tyr Ala Ala arg
1. 5 10 15
Ile Glu Ala Leu Ile Arg Ala Leu GIn Glu GIn GIn Glu Lys Ile Glu
20 25 30
Ala Ala Leu ;\rg Glu Leu
35
<210> 14
<211> 38
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> péptido sintetizado
<400> 14
Thr Thr Trp Glu Ala Trp Asp Arg Ala Ile Ala Glu Tyr aAla Ala Arg
1 5 10 15
1le 6lu Ala Leu Leu Arg Ala Ile GIn Glu Gln 'Gln Glu Lys Asan Glu
20 25 30
Ala Aala gtseu Arg Glu Leu
<210> 15
<211> 38
<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> péptido sintetizado
<400> 15
Thr Thr Trp 6lu Ala Trp Asp Arg Ala Ile ala Glu Tyr Ala ala Arg
1 5 10 15
Ile Glu Ala Leu Leu Arg Ala Ala Gln Glu GIn GIn Glu Lys Ile Glu
20 25 30
Ala Ala Leu Arg Glu Leu
<210> 16
<211> 38
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintetizado

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(3)

<223> Xaa = cualquier aminoacido

<220>

<221> misc_feature

<222> (6)..(6)

<223> Xaa = cualquier aminoacido

<220>

<221> misc_feature

<222> (10)..(10)

<223> Xaa = leucina o isoleucina

<220>

<221> misc_feature

<222> (13)..(13)

<223> Xaa = cualquier aminoacido

<220>

<221> misc_feature

<222> (17)..(17)

<223> Xaa = leucina o isoleucina

<220>

<221> misc_feature

<222> (20)..(21)

<223> Xaa = leucina o isoleucina

<220>

<221> misc_feature

<222> (24)..(24)

<223> Xaa = cualquier aminoacido, preferentemente leucina o isoleucina

<220>

<221> misc_feature

<222> (25)..(25)

<223> Xaa = cualquier aminoacido

<220>

<221> misc_feature

<222> (27)..(28)

<223> Xaa = cualquier aminoacido
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<220>

<221> misc_feature

<222> (31)..(31)

<223> Xaa = cualquier aminoacido, preferentemente leucina o
isoleucina

<220>

<221> misc_feature

<222> (35)..(35)

<223> Xaa = leucina o isoleucina

<220>
<221> misc_feature

<222> (38)..(38)
<223> Xaa = leucina o isoleucina

<400> 16
Xaa Xaa Xaa Glu 15\1a Xaa Asp Arg Ala );Sa Ala Glu xaa Ala g'la Arg
1

Xaa Glu Ala >2(aa Xaa Arg Ala Xaa >2(ga Glu Xaa Xaa Glu Iigs Xaa Glu
0

Ala Ala >3<ga Arg Glu Xaa

20

25

30

35

40

45

50

55

<210> 17

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintetizado

<400> 17

<210> 18

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintetizado

<400> 18

'{hr Thr Trp Glu g'la Trp Asp Arg Ala ﬂ)e Ala Glu

Tyr Ala Ala Arg %'Ie Glu Ala Leu Leu Arg Ala Leu Gln Glu
1

<210> 19

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintetizado

<400> 19

<210> 20

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

32
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<223> péptido sintetizado

<400> 20

<210> 21

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintetizado

<400> 21
<210> 22
<211> 15
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintetizado

<400> 22

Glu Tyr Ala Ala Arg Ile Glu Ala Leu Leu Arg Ala Leu Gln Glu
1 5 10 15

<210> 23

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintetizado

<400> 23

<210> 24

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintetizado

<400> 24

Ala Gluv Tyr Ala Ala Arg Ile Glu Ala Leu Leu Arg Ala teu Gin Glu
1 5 10 15

<210> 25

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintetizado

<400> 25

<210> 26

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

ES 2381631 T3

6In GIn Glu Lys Asn Glu Ala Ala Leu Arg G
1 5 10

The Thr Trp Glu Ala Trp Asp Arg Ala Ile
1 5 10

Ihr Thr Trp Glu ?1a Trp ASp Arg ala {

Thr Thr Trp Glu ls\la Trp Asp Arg Ala
1

33
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<220>
<223> péptido sintetizado

<400> 26
Ile Ala Glu Tyr Ala Ala Arg Ile Glu Ala Leu Leu Arg Ala Leu Gln
1 ) . 10 15

Glu
<210> 27
<211>8
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintetizado

<400> 27
'{hr Thr Trp Glu gla Trp Asp Arg

<210> 28

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintetizado

<400> 28 7
Ala Ile Ala Glu Tyr Ala Ala Arg Ile Glu Ala Leu Leu Arg Ala Leu
1 5 10 15

<210> 29

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintetizado

<400> 29
Thr Thr Trp Glu ?1a Trp Asp Arg Ala i%e Ala Glu Tyr Ala ?ga Arg -
1

Ile Glu Ala Leu
20

<210> 30

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintetizado

<400> 30
Leu Arg Ala Leu GIn Glu GIn G1n Glu Lys Asn Glu ala Ala Leu Arg
1 5 i0 15

Glu
<210> 31
<211>18
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintetizado
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<400> 31 _
teu Arg Ala Leu GIn Glu GIn G1n Glu LYS Asn Glu Aala Ala Leu Arg
1 5 10 15
Giu Leu
<210> 32
<211> 18
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> péptido sintetizado
<400> 32
Thr Thr Trp 6lu Ala Trp Asp Arg Ala Ile Ala Glu Tyr Ala Ala Arg
1 5 10 15
Ite Glu
<210> 33
<211>19
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> péptido sintetizado
<400> 33
Ala Leu Leu Arg Ala teu GIn Glu GIn GIn Glu Lys Asn Glu Ala ala
1 5 10 15
Leu Arg Glu
<210> 34
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> péptido sintetizado
<400> 34
Ala Leu Leu Arg Ala Leu GIn Glu GIn GIn Glu Lys Asn Glu Ala Ala
1 5 10 15
Leu Arg Glu Leu
20
<210> 35
<211> 26
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> péptido sintetizado
<400> 35
Tyr Ala Ala arg Ile Glu Ala Leu Leu Arg Ala Leu GIn Glu GIn GIn
1 S 10 15
Glu Lys Asn Glu Ala Ala teu Arg Glu Leu
20 25
<210> 36
<211> 27
<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> péptido sintetizado
<400> 36
Glu Tyr Ala ala Arg Ile Glu Ala Lteu Leu Arg Ala Leu GIn Glu G1In
1 5 ] 10 ’ 15
Gln Glu Lys .;(s)n Glu Ala Ala Leu ;ls'g Glu teu
<210> 37
<211> 28
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> péptido sintetizado
<400> 37
Ala Glu Tyr Ala Ala Arg Ile Glu Ala teu Leu Arg Ala Leu GIn Glu
1 5 10 15
6In GIn Glu lz%s Asn Glu Ala Ala Leu Arg Glu Leu
<210> 38
<211> 29
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> péptido sintetizado
<400> 38
1le Ala Glu Tyr Ala Ala Arg Ile Glu Ala Leu Leu Arg Ala Leu GIn
1 5 10 15
6lu GIn Gln (2-;10u Lys asn Glu Ala g;a Ley Arg Glu Leu
<210> 39
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> péptido sintetizado
<400> 39
Ala Ile Ala Glu Tyr Ala Ala Arg Ite Glu Ala Leu Leu Arg Ala Leu
1 5 10 15
¢Iln 6lu 61n ¢In Glu Lys Aasn Glu Ala Ala Leu Arg Glu |§8u
<210> 40
<211> 26
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintetizado

<400> 40
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Thr Thr Trp Glu Ala Trp Asp Arg Ala Ile Ala Glu Tyr Ala ala Arg
1 5 10 15

Ile Glu Ala Leu Leu Arg Ala Leu Gln Glu
20 25

<210> 41

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintetizado

<400> 41
Tyr Ala Ala Arg %'Ie Glu Ala Leu Leu %g Ala Ala 61n Glu
1

<210> 42

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintetizado

<400> 42
Gln GIn Glu Lys Leu Glu Ala ala Leu Arg Glu
1 5 10
<210> 43
<211>12
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintetizado

<400> 43
GIn GIn Glu Lys Leu Glu Ala Ala Leu Arg Glu teu
1 5 10

<210> 44

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintetizado

<400> 44
Glu Tyr Ala Ala arg Ile Glu Ala Leu Leu Arg Ala Ala Gin Gly
1 5 10 15
<210> 45
<211> 16
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintetizado

<400> 45

Ala Glu Tyr Ala Ala arg Ile Glu Ala Leu Leu Arg Ala Ala GIn Glu
1 5 10 15
<210> 46
<211> 17
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> péptido sintetizado
<400> 46
Ile Ala Glu Tyr Ala Ala Arg Ile Glu Ala Leu Leu Arg Ala Ala GIn
1 5 10 15
Glu
<210> 47
<211>18
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> péptido sintetizado
<400> 47
Ala 1le Ala Glu ';'yr Ala Ala Aarg Ile (ﬁ])u Ala Leu Leu Arg Ala Ala
1
Gln Glu
<210> 48
<211>17
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> péptido sintetizado
<400> 48
Leu arg Ala Ala GIn Glu GIn GIn Glu Lys Leu Glu Ala Ala Leu Arg
1- 5 ' 10 15
Glu
<210> 49
<211>19
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> péptido sintetizado
<400> 49
keu Arg Ala Ala %eu Gln Glu GIn Gln ggu Lys Leu Glu Ala Ala Leu
Arg Glu Leu
<210> 50
<211>19
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintetizado

<400> 50
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Ala Leu leu Arg Ala Ala GIn Glu GIn GIn Glu Lys Leu Glu Ala Ala
1 S 10 15

Leu Arg Glu

<210> 51
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> péptido sintetizado
<400> 51
Ala Leu Leu Arg Ala Ala GIn Glu GIn G1n Glue Lys Leu Glu Ala Ala
1 5 10 15
Leu Arg Glu Leu
20
<210> 52
<211> 26
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> péptido sintetizado
<400> 52
Tyr Ala Ala Arg ITe Glu Ala Leu Leu Aag Ala Ala GIn 6lu Gln Gln
1 5 1
Glu Lys Leu Glu Ala Ala Leu Arg Glu Leu
20 25
<210> 53
<211> 27
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> péptido sintetizado
<400> 53
Glu Tyr Ala Ala Arg Ile Glu Ala Leu Leu Arg Ala Ala GIn Glu Gln
1 5 10 15
GIn Glu Lys Leu Glu Ala Ala Leu Arg Glu Leu
20 25
<210> 54
<211> 28
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> péptido sintetizado
<400> 54
ala Glu Tyr Ala §1a Arg Ile Glu Ala Leu Leu Arg Ala Ala Gln Glu
1
GIn GIn Glu %s Leu Glu Ala Ala |2.§u Arg Glu Leu
<210> 55
<211> 29
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<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
5 <223> péptido sintetizado
<400> 55
Ile Ala 6lu Tyr Ala Ala Arg Ile Glu Ala Leu Leu Arg Ala Ala Gln
1 5 10 . 15
Glu Gln G1n G(])u Lys Leu Glu Ala ;'Ia Leu Arg Glu Leu
2 S
<210> 56
10 <211>30
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
15  <223> péptido sintetizado

<400> 56
Ala 1le Ala Glu Tyr Ala Ala Arg Ile Glu Ala Leu teu Arg Ala Ala
1 5 10 15

6In Glu 61n GIn Glu Lys Leu Glu Ala Ala Leu Arg Glu Leu
20 25 30

20
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REIVINDICACIONES
1. Un péptido aislado que comprende una secuencia de aminoacidos de SEC ID N.°: 9.
2. El péptido de la reivindicaciéon 1, que comprende adicionalmente una o mas funcionalidades reactivas.
3. El péptido de la reivindicacién 1, en el que el péptido es de hasta 60 aminoacidos de longitud.

4. Una molécula de acido nucleico aislado que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un péptido de
acuerdo con la reivindicacion 1.

5. Un vector que comprende la molécula de acido nucleico de la reivindicacion 4.
6. El vector de la reivindicacion 5, en el que el vector es un vector de expresion.
7. Una célula aislada que comprende el vector de la reivindicacion 5 6 6.

8. Una composicion que comprende: (i) el péptido de la reivindicacion 1 ¢ 2; y (ii) un vehiculo farmacéuticamente
aceptable, un vehiculo macromolecular, o una combinacién de los mismos.

9. La composicion de la reivindicacion 8, en la que la composicion es estéril.

10. Una combinacién de agentes antirretrovirales para su uso durante el tratamiento de VIH-I, la combinaciéon que
comprende el péptido de la reivindicacion 1 6 2 y uno o mas agentes antirretrovirales seleccionados del grupo
constituido por un inhibidor de la entrada del VIH, un inhibidor de la integrasa del VIH, un inhibidor de la transcriptasa
reversa, un inhibidor de proteasa, un inhibidor del vif, un inhibidor del factor de transcripcion especifico del virus, un
inhibidor de procesamiento viral y un inhibidor de maduracién del VIH.

11. El uso del péptido de la reivindicacién 1 para la preparaciéon de una composiciéon farmacéutica para la inhibicién
de la transmisién del VIH a una célula, en el que la composicién farmacéutica es para poner en contacto el virus en
presencia de una célula, con una cantidad del péptido de la reivindicacion 1 eficaz para inhibir la infeccién de la
célula por el VIH.

12. El uso del péptido de la reivindicacion 1 para la preparacién de una composicion farmacéutica para inhibir la
fusion del VIH, que comprende poner en contacto el virus, en presencia de una célula, con una cantidad del péptido
de la reivindicacion 1 eficaz para inhibir la fusién del VIH.

13. Uso del péptido de la reivindicacion 1 para la preparacién de una composicion farmacéutica para tratar un
individuo infectado por VIH, en el que la composicion farmacéutica es para administrar al individuo una cantidad del
péptido de la reivindicacion 1 efectiva para lograr, en el individuo tratado, un resultado terapéutico seleccionado del
grupo constituido por: una reduccién en la carga viral del VIH, un incremento en la poblacién de células CD4"
circulantes y una combinacion de las mismas.

14. Un procedimiento de sintetizar el péptido de SEC ID N.%: 9, en el que un conjunto de los tres fragmentos
peptidicos se produce por sintesis en fase sélida, el conjunto comprende:

a. SEC ID N.%: 17, SEC ID N.° 18, SEC ID N.°: 19, y un resto de leucina; o
b. SEC ID N.°: 17, SEC ID N.°: 18 y SEC ID N.°: 20;

en el que los miembros del grupo se combinan después usando un enfoque de condensacion de fragmentos para
producir el péptido SEC ID N.°: 9.

15. Un conjunto de péptidos, en el que el conjunto comprende:

a. TTWEAWDRAIAE (SEC ID N.°: 17) YAARIEALLRALQE (SEC ID N.°: 18), QQEKNEAALRE (SEC ID N.°: 19);
b. TTWEAWDRAIAE (SEC ID N.°: 17) YAARIEALLRALQE (SEC ID N.°: 18), QQEKNEAALREL (SEC ID N.°: 20);
c. TTWEAWDRAIAEYAARIEAL (SEC ID N.°: 29), LRALQEQQEKNEAALRE (SEC ID N.°: 30);

d. TTWEAWDRAIAEYAARIEAL (SEC ID N.°: 29), LRALQEQQEKNEAALREL (SEC ID N.°: 31);

e. TTWEAWDRAIA (SEC ID N.°: 21), EYAARIEALLRALQE (SEC ID N.°: 22), QQEKNEAALRE (SEC ID N.°: 19);

f. TTWEAWDRAI (SEC ID N.°: 23), AEYAARIEALLRALQE (SEC ID N.°: 24), QQEKNEAALRE (SEC ID N.°: 19);
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g. TTWEAWDRA (SEC ID N.°: 25), IAEYAARIEALLRALQE (SEC ID N.°: 26), QQEKNEAALRE (SEC ID N.°: 19);

h) TTWEAWDR (SEC ID N.°: 27), AIAEYAARIEALLRALQE (SEC ID N.°: 28), QQEKNEAALRE (SEC ID N.°: 19);

i. TTWEAWDRAIA (SEC ID N.°: 21), EYAARIEALLRALQE (SEC ID N.°: 22), QQEKNEAALREL (SEC ID N.°: 20);
j- TTWEAWDRAI (SEC ID N.°: 23), AEYAARIEALLRALQE (SEC ID N.°: 24), QQEKNEAALREL (SEC ID N.°: 20);
k. TTWEAWDRA (SEC ID N.°: 25), IAEYAARIEALLRALQE (SEC ID N.°: 26), QQEKNEAALREL (SEC ID N.°: 20);
I. TTWEAWDR (SEC ID N.°: 27), AIAEYAARIEALLRALQE (SEC ID N.°: 28), QQEKNEAALREL (SEC ID N.°: 20);
m. TTWEAWDRAIAEYAARIE (SEC ID N.°: 32), ALLRALQEQQEKNEAALRE (SEC ID N.°: 33);

n. TTWEAWDRAIAEYAARIE (SEC ID N.°: 32), ALLRALQEQQEKNEAALREL (SEC ID N.°: 34);

o. TTWEAWDRAIAEYAARIEALLRALQE (SEC ID N.°: 40), QQEKNEAALRE (SEC ID N.°: 19); o

p. TTWEAWDRAIAEYAARIEALLRALQE (SEC ID N.°: 40), QEKNEAALREL (SEC ID N.°: 20).

16. El grupo de péptidos de la reivindicacion 15, en el que una o mas cadenas laterales de al menos un péptido
estan protegidas con un grupo protector.

17. El grupo de péptidos de la reivindicacion 16, en el que el grupo protector se selecciona del grupo constituido por
9-fluoroenilmetoxi-carbonilo (Fmoc), t-butilo (t-Bu), tritilo (trt), butiloxicarbonilo (Boc), carbobenzoxilo, dansilo y un
grupo éster de para-nitrobencilo.

18. El péptido de la reivindicacion 1, en el que el péptido comprende adicionalmente un grupo N-terminal o C-
terminal.

19. El péptido de la reivindicacion 1, en el que la secuencia de aminoacidos consiste en la SEC ID N.°: 9.

20. El péptido de la reivindicacion 19, en el que el péptido consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC ID N.°: 9
y un grupo N-terminal o un grupo C-terminal.

21. El péptido de la reivindicacion 19 6 20, en el que el grupo N-terminal es un grupo amino o un grupo acetilo; y el
grupo C-terminal es un grupo carboxilo o un grupo amido.

22. El péptido de la reivindicacion 21, en el que el grupo N-terminal es un grupo acetilo.
23. El péptido de la reivindicacion 21, en el que el grupo C-terminal es un grupo amido.

24. El péptido de la reivindicacion 21, en el que el grupo N-terminal es un grupo acetilo y el grupo C-terminal es un
grupo amido.

25. El péptido de la reivindicacion 24, en el que el péptido consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC ID N.°:
9, un grupo N-terminal que es un grupo acetilo y un grupo C-terminal que es un grupo amido.

26. Un dimero, un trimero o un multimero del péptido de la reivindicacion 1, 19, o 24.
27. El trimero de la reivindicacion 26.

28. Una composicién que comprende el péptido de la reivindicacion 19 6 24 y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable.

29. La composicion de la reivindicacion 28, en el que dicho vehiculo farmacéuticamente aceptable es agua, agua
tamponada, solucion salina, glicina al 0,3 %, alcoholes acuosos, o solucion acuosa isoténica.

30. Una combinacién de agentes antirretrovirales para su uso durante el tratamiento de VIH-1, la combinaciéon que
comprende el péptido de la reivindicacion 1 6 2 y uno o mas agentes antirretrovirales seleccionados del grupo
constituido por un inhibidor de la entrada del VIH, un inhibidor de la integrasa del VIH, un inhibidor de la transcriptasa
inversa, un inhibidor de proteasa, un inhibidor del vif, un inhibidor del factor de transcripcién especifico del virus, un
inhibidor de procesamiento viral y un inhibidor de maduracién del VIH.

31. El uso del péptido de la reivindicacién 1, 2 6 19 para la preparacién de una preparacion farmacéutica para el
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tratamiento del VIH-1, en combinacion con uno o mas agentes antirretrovirales seleccionados del grupo constituido
por un inhibidor de la entrada del VIH, un inhibidor de la integrasa del VIH, un inhibidor de la transcriptasa inversa,
un inhibidor de proteasa, un inhibidor del vif, un inhibidor del factor de transcripcién especifico del virus, un inhibidor
de procesamiento viral y un inhibidor de maduracion del VIH.

32. Un procedimiento de sintesis del péptido de la reivindicacion 20, dicho procedimiento comprende la
condensacion de fragmentos peptidicos que tienen las secuencias de aminoacidos de SEC ID N.°: 19 y SEC ID N.°:
40.

33. El procedimiento de la reivindicacién 32 en el que el fragmento peptidico que tiene la secuencia de aminoacidos
de SEC ID N.°: 19 se acopla covalentemente con un residuo de aminoacido leucina antes de la condensacion de los
fragmentos peptidicos.

34. Un conjunto de fragmentos peptidicos para la sintesis del péptido de la reivindicacion 20, que comprende un
conjunto de fragmentos peptidicos que tienen las secuencias aminoacidicas seleccionadas del grupo constituido por:

a.SECID N.: 40 y SEC ID N.°: 19;

b. SEC ID N.°: 40 y SEC ID N.°: 20;

c. SECID N.°: 17, SEC ID N.°: 18, SEC ID N.°: 19y Leu;

d. SEC ID N.%: 17, SEC ID N.°: 18 y la SEC ID N.°: 20; o

e.SECID N.°: 7y SEC ID N.°: 35.

35. Uso de una combinacion de agentes antivirales para la preparacion de una preparacion farmacéutica para el
tratamiento de VIH, la combinacién que comprende el péptido de la reivindicacién 1, 2, 20 6 25 y uno o mas agentes
antivirales seleccionados del grupo constituido por un inhibidor de la entrada del VIH, un inhibidor de la integrasa del

VIH, un inhibidor de la transcriptasa inversa, un inhibidor de proteasa, un inhibidor del vif, un inhibidor del factor de
transcripcion especifico del virus, un inhibidor de procesamiento viral y un inhibidor de maduracién del VIH.
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FIG. 2
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FIG. 3
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FIG. 4
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