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DESCRIPCION
Péptidos antivirales helicoidales, de pequefio tamafio, terapeuticos estabilizados
Antecedentes de la invencion
(1) Campo de lainvencion

La presente invencion se refiere, en general, a tratamientos para la infeccion por VIH. Mas especificamente, la invenciéon
proporciona péptidos que i nhiben el ensamblado de virus que contienen una c apsida y a procedimientos para el uso de
esos péptidos para el tratamiento de virus que contienen una capsida, incluido el VIH.

(2) Descripcion de la técnicarelacionada

El ensamblado es una etapa critica en el ciclo de vida del HIV-1 (Morikawa, 2003; Huseb et al., 2005; Gottliger, 2001;
Freed, 1998) y, en gener al, se cree que oc urre mediante la polimerizacién controlada de la poliproteina gag, que es
transportada a la membrana plasmética, donde se produce el ensamblado y se forman las particulas del virus y brotan
como particulas esféricas, inmaduras, no infecciosas. Datos recientes indican que la poliproteina gag puede acumularse y
ensamblarse también en particulasv irales enl| os endosomas finales, denominados, frecuentemente, cuerpos
multivesiculares (MVB), especialmente en los macrofagos (Pelchen-Matthews et al., 2003; Grigorov et al., 2006; Kramer et
al., 2005; Nydegger et al., 2003; Onoy Freed, 2004; Sherer et al., 2003). Las particulas de v irus son liberadas cuando
MVB se fusiona con la membrana plasmatica.

Recientemente, se ha demostrado que una proteina celular, AP-3, dirige el trafico intracelular de gag a los MVB (Dong et
al., 2005). Inmediatamente después de la brotacion, las particulas son sometidas a un proceso denominado maduracion,
el cual es esencial para que el virus se convierta en infeccioso, en el que la poliproteina gag es escindida secuencialmente
por | a pr oteasa v iral en matriz (MA), capsida (CA), nucleocapsida (NC)y dom inios p6, as i como dos proteinas
espaciadores, SPL y SP2. Este proceso desencadena un cambio drastico en la morfologia de las particulas y se forma un
nucleo denso en electrones rodeado por una capsida conica. La formacion de la capsida madura (CA) desempefia un
papel critico en | a infectividad viral. Se ha dem ostrado que las mutaciones en la CA tienen efectos perjudiciales en el
ensamblado viral (Abdurahman et al., 2004; Chien et al., 2006; Chu et al., 2006; Douglas et al., 2004; Forshey et al., 2002;
Ganser-Pornillos et al., 2004; Guo et al., 2005; Joshi et al., 2006). Por lo tanto, la capsida desempefia un papel importante
en el ensamblado viral, que es critico en el ciclo de vida del VIH-1 y ha sido considerado como un objetivo potencial para
el desarrollo de nuevas generaciones de farmacos contra el VIH-1.

El principal obstaculo en el des arrollo de f armacos contra el ensamblado ha sido la falta de un sistema de det eccién
efectivo, aunque algun nuevo procedimiento de ensayo ha sido publicado recientemente (Derdowski et al., 2004). A pesar
de esta dificultad, hay informes que identifican péptidos o compuestos de molécula pequefia que alteran el ensamblado
del VIH-1 (Niedrig et al., 1994; Hoglund et al., 2002; Garzon et al., 2004; Tang et al., 2003; Sakalian et al., 2006; Li et al.,
2003). La primera identificacion de inhibidores de molécula pequefia (CAP-1 y CAP-2) de la capsida fue indicada por
grupo de Summers (Tang et al., 2003). Aunque la afinidad (Ky4) de CAP-1 por la CA N-terminal (N-CA) era solo de ~800
UM la identificacion fue el inicio de una busqueda de potenciales inhibidores contra este objetivo. Recientemente, se ha
informado acerca de otro potente inhibidor de molécula pequefia, PA-457, que tiene como objetivo el procesamiento de
gag (Li et al., 2003). Estos inhibidores de molécula pequefia interfieren con la maduracion de VIH-1. El dltimo compuesto
se encuentra actualmente en la Fase Il de ensayos clinicos.

Recientemente, un pequeiio pépt ido lineal (CAl) ha sido identificado mediante la técnica de visualizacién de fago, que
inhibe el ensamblado in vitro de HIV-1 que tiene como objetivo la CA C-terminal (C-CA) de la capsida (Sticht et al., 2005).
Aunque un analisis cristalografico de rayos X reveld que C Al forma una hélice y se une a una ranura hidréfoba formada
por las hélices 1, 2y 4 de C -CA (Temois et al., 2005), no se ha i nformado acerca de s u conformacion en s olucién. La
constante de disociacion (Ky) fue estimada en ~15 uM. C Al fue el primer c ompuesto s obre el que s e informé que
presentaba inhibicién in vitro contra particulas HIV-1, maduras e inmaduras. Sin embargo, el principal inconveniente de
CAl es que no puede penetrar en | as células, por lo tanto, no puede s er usado como un inhibidor de ensamblado en las
células vivas.

Seria deseable disponer de un inhibidor del ensamblado de VIH que pueda penetrar en las células infectadas. La presente
invencion aborda esa necesidad.

Schafmeister CE, et al, J Am Chem S oc (2000), 122, 5891 -5892 divulga un procedimiento de establecimiento de la
conformacion hélice-a de un péptido, introduciendo un par de aminoacidos a no naturales coel carbono a sustituido con
un grupo metilo y una fraccion alifatica con un enlace terminal insaturado.

Walensky LD, et al, Science (2004), 305, 1466-1470 divulga el uso de la estrategia quimica denominada encadenamiento
de hi drocarburos par a gener ar péptidos B H3 ¢ on pr opiedades f armacoldgicas mejoradas. Los péptidos encadenados
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demostraron ser helicoidales, resistentes a proteasas y permeable a células.
Resumen de la invencion

La presente invencion se basa en el descubrimiento de que los péptidos a-helicoidales que son anti-virales in vitro, pero
que no pueden penetrar en las células, puede hacerse que penetren en las células y sean activos in vivo si el péptido es
estabilizado usando procedimientos de enlace cruzado que incrementan la helicidad a del péptido en solucion.

La presente invencion esta dirigida a un péptido de 10 a 23 aminoacidos de longitud, en el que dos de |os aminoacidos
son aminoacidos no naturales que tienen estereoquimica R 0 S en el carbono a,

en el que el carbono a de los aminoacidos no naturales esta unido a un grupo metilo y a un grupo olefinico, en el que
los dos grupos olefinicos de |los aminoacidos no nat urales se encuentran en el mismo lado de | a hélice a y estan
unidos para formar un enlace cruzado entre los dos aminoacidos no naturales,

en el que la secuencia de los aminoacidos del péptido comprende (I/V)(T/S)(F/W/Y)(E/S)(D/E)L(L/D/T)(D/A/S)(Y/F)
(Y/M) [(SEQ ID no. 3)];

en el que los dos aminoacidos no naturales sustituyen dos del os am inoacidos en una posicién separada 4
aminoacidos (i e i+ 4), en los aminoéacidos cuarto [ (E/S)] y octavo [ (D/A/S)] del péptido, y si estédn presentes, los
aminoacidos séptimo [(L/D/T)] y undécimo del péptido o los aminoacidos octavo [(D/A/S)] y duodécimo del péptido; y

en el que el enlace cruzado entre los dos aminoacidos no naturales es un grupo alquinilo.

La presente invencion esta dirigida también a los péptidos de la invencién para su uso en el tratamiento de una infeccién
en un mamifero, causada por un virus que contiene una capsida, mediante la inhibicion del ensamblado del virus que
contiene una capsida.

La presente invencion esta dirigida también a una composicion farmacéutica que comprende el péptido de la invencion,
que puede inhibir el ensamblado de un virus que contiene una capsida, en un portador farmacéuticamente aceptable.

La presente invencion esta dirigida también al uso del péptido de la invencién que puede inhibir el ensamblado del virus
que contiene una capsida en |la fabricacién de un m edicamento para el tratamiento de un m amifero con un v irus que
contiene una capsida o el tratamiento profilactico de un mamifero para reducir el riesgo de que el mamifero sea infectado
con un virus que contiene una capsida.

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 representa graficas de los resultados experimentales que muestran la penetracion y/o asociacion celular del
péptido lineal (SEQ ID NO: 1; CA1) y restringido (NYAD-1). Los graficos son analisis FACS de células 293Ty M T2,
incubadas durante 4 horas a 37°C, con péptidos FITC-conjugados. Las células fueron lavadas 3 veces con PBS antes del
analisis. Panel superior: Izquierda, andlisis FACS de células 293T sin péptido FITC. Centro, andlisis FACS de células
293T con FITC-CAI. Derecha, analisis FACS de células 293T con FITC-3-Ala-NYAD-1.Panel inferior: Izquierda, analisis
FACS de células MT-2 sin péptido FITC. Centro, analisis FACS de células MT-2 con FITC-CAI. Derecha, analisis FACS
de células MT-2 con FITC-B-Ala-NYAD-1.

La Fig. 2 representa micrografias de c élulas que m uestran que FITC-B-Ala-NYAD-1 penetraen| as c élulas 293T .
Imagenes de m icroscopia confocal de las células 293T incubadas durante 20 horas a 37 °C con péptido conjugado con
FITC. Las células fueron|avadas 3 veces con PBS antes de la observacion. Panel superior: Izquierda, imagen de
contraste diferencial de interferencia (DIC) de las células con FITC-CAI. Centro, imagen FITC fluorescente de las mismas
células c on F ITC-CAI. Derecha, superposicion de las imagenes DIC y FITC fluorescentes. Panel inferior: Izquierda,
imagen DIC de las células con FITC-3-Ala-NYAD-1. Centro, imagen FITC fluorescente de las mismas células con FITC-3-
Ala-NYAD-1. Derecha, superposicion de las imagenes DIC y FITC fluorescentes.

La Fig. 3 muestra un estudio de colocalizacion directa de NYAD-1 y Gag mediante microscopia confocal. Se muestran
imagenes en diferentes angulos. (a & d) NYAD-1 conjugado con FITC. (b & e) Gag-mStrawberry. Las vistas combinadas
(c, f) demostraron la colocalizacion de FITC-NYAD-1 con Gag-mStrawberry. Todas las muestras eran células vivas y
fueron obtenidas 24 horas después de la transfeccion.

La Fig. 4 representa imagenes de micrografias electronicas que muestran la inhibicion de | ensamblado in vitro de
particulas de tipo inmaduro y de tipo maduro. Las imagenes son imagenes EM tintadas negativamente de | as particulas
resultantes del ensamblado in vitro de las proteinas Gag y CA, respectivamente, en presencia de (a & d) nada (control), (b
& e) exceso molar 5x de CA1, y (¢ & f) exceso molar 5x de NYAD-1.

La Fig. 5 muestra el efecto de NYAD-1 sobre la liberacién de particulas similares a virus (VLP). Las células 293T fueron
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tratadas con concentraciones diferentes de NYAD-1, 4 horas después de | a transfeccion, con gag codificadora de vector
(para particulas de tipo inmaduro) o gag -pol (para particulas de tipo maduro). El s obrenadante que c ontiene VLP fue
recuperado 48 horas después de la transfeccion. La liberacion de madura e inmadura fue det erminada mediante | a
medicion de p24 mediante ELISA (panel superior A, B) y transferencia western (panel inferior C, D). Los numeros debajo
de las transferencias indican las intensidades de sefial obtenidas mediante densitometria.

La Fig. 6 es un analisis de microscopia electronica de particulas similares al virus HIV-1 producidas en presencia de 6,25
UMy 50 uM NYAD-1. Células 293T que expresan Gag (panel superior) o Gag-Pol (panel inferior) fueron incubadas con 2
ml de m edio de c ultivo que no contiene NYAD-1 o que contiene 6,25 pM y 50 uM de NYAD-1, 4 horas después de la
transfeccion c on Gag-pol 0 G ag que ¢ odifica un vector. 24 horas después del at ransfeccion, | as c élulas fueron
sedimentadas, fijadas, incluidas, seccionadas y examinadas con un m icroscopio electrénico de t ransmision. (Bar = 500
nm).

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion esta dirigida a péptidos de 10 a 23 aminoacidos de longitud, en los que dos de los aminoacidos son
aminoacidos no naturales que tienen estereoquimica R 0 S en el carbono q,

en los que el carbono a de los aminoacidos no naturales esta unido a un grupo metilo y un grupo olefinico, en los que
los dos grupos olefinicos de los aminoacidos no nat urales se encuentran en el mismo lado de | a hélice a y estan
unidos para formar un enlace cruzado entre los dos aminoacidos no naturales,

en los que la secuencia de aminoacidos del péptido comprende (I/V)(T/S)(F/W/Y)(E/S)(D/E)L(L/D/T)(D/AIS)(YIF) (YIM)
[SEQ ID no. 3];

enlos quel osdos am inoacidos no naturales sustituyen dos de los am inoacidos en una pos icion separada 4
aminoacidos (iei +4), en los aminoacidos cuarto [ (E/S)]y octavo [ (D/A/S)] del péptido, y siestan presentes, | os
aminoacidos séptimo [(L/DLT)] y undécimo del péptido o los aminoacidos octavo [(D/A/S)] y duodécimo del péptido; y

en los que el enlace cruzado entre los dos aminoacidos no naturales es un grupo alquenilo.

Se contempla que | os péptidos de | ainvencidon pueden abar cart ambién f uturas variaciones en los procedimientos
conocidos para estabilizar las hélices a. Por ejemplo, se cree que el grupo metilo de los aminoacidos no naturales podria
ser sustituido con otro alquilo, alquenilo o alquinilo pequefio (por ejemplo, C1-C5), sin afectar a la actividad in vitro o in vivo
del péptido, o la capacidad del enlace cruzado para estabilizar el péptido y aumentar su helicidad a.

Tal como se usa en | a presente memoria, la designacion de un r esiduo de am inoacido en |los péptidos de la presente
invencion como mas de un am ino&cido (usando el cédigo comun de una | etra por aminoacido) en par éntesis, con una
barra ent re | os am inoacidos, s ignifica que ¢ ualquiera de | os am inoacidos i ndicados podr ia oc upar es e r esiduo. Por
ejemplo, (I V) (T/S) significa que el primer residuo puede ser cualquiera de entre isoleucina o valina, y el segundo residuo
puede ser cualquiera de entre treonina o serina.

Cada péptido de | a presente invencién puede incluir la adicién de uno o mas grupos quimicos en un aminoacido o unos
aminoacidos especificos y/o en el extremo amino y/o en el extremo carboxi, con el fin de mejorar la estabilidad, la
reactividad y/o la solubilidad de los péptidos. Por ejemplo, grupos hidréfobos, tales como carbobenzoilo, dansilo, acetilo,
un gr upo t -butiloxicarbonilo o un grupo 9- fluorenilmetioxicarbonilo, puede ser afiadido al ex tremo am ino t erminal del
péptido. En otro ejemplo, el grupo hidréfobo, t-butiloxicarbonilo, o un gr upo éster de amido g ni trobencilo, puede ser
afiadido al extremo carboxi terminal del péptido. Las técnicas para introducir dichas modificaciones son bien conocidas por
las personas con conocimientos en la materia.

Los péptidos de la presente invencién pueden estar en forma de cualquier sal farmacéuticamente aceptable. Sales de
adicion de acido de los compuestos de la presente invencion son preparadas en un solvente adecuado a partir del péptido
y un ex ceso de un ac ido, tal como acido clorhidrico, bromhidrico, sulfirico, fosférico, acético, trifluoroacético, maleico,
succinicoom etanosulfénico. Cuando| os pépt idosdel ai nvenciéni ncluyen unaf raccion ac ida, las sales
farmacéuticamente aceptables pueden incluir sales de metales alcalinos, tales como sales de sodio o potasio, o sales de
metales alcalinotérreos, tales como sales de calcio o magnesio. Una sal del péptido en el que el extremo amino terminal
es H y el extremo carboxi terminal es NH, es preferente. La presente invencion incluye también los péptidos en forma de
acido libre.

Los residuos de aminoacidos para los péptidos de la invencion son la combinacion del péptido especifico identificado por
Sticht et al. (2005) que tiene la secuencia de aminoacidos ITFEDLLDYYGP (SEQ ID NO:1; CAl), junto con sustituciones
en esa secuencia que fueron identificadas por Sticht et al. (2005) en los péptidos que se unen con mayor frecuencia a la
proteina C-CANC usada en ese trabajo (véase la Tabla 1 del documento de Sticht et al., 2005). También estan incluidos
los aminoacidos que s on s ustituciones c onservadoras para el péptido del documento de Sticht et al. Se cree que | os
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péptidos de cualquier combinacion de los aminoacidos 0 miméticos alternativos en la secuencia proporcionada inhibiria el
ensamblado in vivo o in vitro (es decir, fuera de | a célula) de un v irus que contiene una capsida,. Dicha inhibicién del
ensamblado puede ser ensayada sin experimentacion indebida mediante, por ejemplo, los procedimientos descritos en los
Ejemplos siguientes, o en el documento de Sticht et al., 2005.

La secuencia de los aminoacidos del péptido comprende (I/V)(T/S)(F/W/Y)(E/S)(D/E)L(L/D/T)(D/A/S)(Y/F) (Y/M) (SEQ ID
no. 3), que es |acombinacién del péptido es pecifico (SEC ID N O: 1. ; C Al) identificado por Sticht et al., junto con
sustituciones en esa secuencia que fueron identificadas por Sticht et al. en los péptidos que se unen mas frecuentemente
al péptido C-CANC usado en ese trabajo (Tabla 1 de Sticht et al., 2005).

También es preferente que el péptido comprenda de 11 a23 am inoacidos, donde el aminoacido después de ( Y) es
(G/SITIN/H/C/L/R/ID/E/IQ/IM/K) ( SEQID n 0.4 ). Lasopc ionesdeam inoacidospar ael 11 -avo péptido
(G/S/T/N/H/C/L/R/D/E/Q/M/K) son identificadas a partir de Sticht et al., 2005, con sustituciones conservadoras, tales como
las descritas anteriormente. Mas preferentemente, el aminoacido después de (Y) es G.

Es incluso mas preferente que el péptido comprenda de 12 a 23 am inoacidos, en el que el aminoacido después de
(GISITIN/H/C/L/R/D/E/IQ/M/K) es (P/M/R/K) (SEQ ID no. 5), preferentemente P. En las realizaciones mas preferentes, la
secuencia de aminoacidos del péptido comprende ITFEDLLDYYGP (SEC ID NO: 1).

El enlace cruzado preferente entre los dos aminoacidos no naturales es

(©) (©),

en el que las (C) son los carbonos a de los aminoacidos no naturales.

Los aminoacidos no nat urales s e encuentran en las posiciones i e i +4. Particularmente, sustituyen a | os aminoacidos
cuarto [(D/E/S)]y octavo [ (D/A/S)] del péptidoy, siestan presentes, al os aminoacidos séptimo [(L/D/T)] y undécimo
(G/S/TIN/H/C/L/R/D/E/Q/M)] del péptido, o a los aminoacidos octavo [(D/A/S)] y duodécimo [(P/M/R/K)] del péptido.

Mas preferentemente, el péptido comprende, o consiste en,

(SEQ ID No. 6)

ITF-C-DLL-C -¥¥GP

Debido a que los péptidos de Ia presente invencion pueden penetrar en las células, pueden ser usados como un sistema
de suministro para suministrar cualquier fraccion util adicional a la célula, por ejemplo para proteinas, acidos nucléicos,
carbohidratos, metales, etc. Cuando los péptidos comprenden una fraccion adicional a ser suministrada a la célula, la
fraccion adicional es, preferentemente, una fraccién detectable, un c ompuesto terapéutico o un antigeno. Las fracciones
detectables preferentes incluyen fracciones fluorescentes y fracciones radiactivas. Cuando el péptido comprende ademas
un antigeno, el antigeno puede ser cualquier cosa que pueda provocar una respuesta inmunoldgica util. Los ejemplos no
limitativos incluyen antigenos virales que pueden inducir inmunidad frente a un virus y antigenos que inducen inmunidad
frente a bacterias, por ejemplo Mycobacterium tuberculosis, o parasitos, por ejemplo, un antigeno Plasmodium falciparum.
Un antigeno viral preferente es un antigeno del VIH.

Cuando la fraccion es un compuesto terapéutico, el compuesto puede ser cualquier compuesto terapéutico conocido en la
actualidad o descubierto en un futuro, e incluye oligopéptidos, por ejemplo, de menos de 20 aminoacidos de longitud o de
menos de 10 aminoacidos de longitud. Los compuestos terapéuticos preferentes son compuestos organicos de menos de
2.000 MW, por ejemplo un compuesto antiviral. Dichos compuestos terapéuticos pueden estar, por ejemplo, en forma de
un profarmaco que esta unido al resto del péptido con un enl ace és ter que es s usceptible a una es terasa c elular,
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asegurando que el compuesto terapéutico no es liberado hasta que el péptido penetra en una célula. Los procedimientos
de produccion de dichos profarmacos son conocidos en la técnica.

Tal como se establece en los Ejemplos, el péptido

ITF-C-DLL- C -¥YYGP

puede penetrar en una c élula e i nhibir a reproduccion del VIH. Sin estar ligado a ningin mecanismo particular, se cree
que el péptido se une al dominio de | a capsida de la proteina gag del VIH, previniendo el ensamblado viral y, de es ta
manera, la replicacion. Como tal, se espera que los péptidos de Ia invencion se unan e inhiban la replicacion de cualquier
virus que contenga una capsida. De esta manera, los péptidos preferentes pueden inhibir la replicacién de un virus que
contiene una capsida en una célula. Los ejemplos de virus que contienen una capsida incluyen el Retroviridae, incluyendo
lentivirus, t ales como el V IH; Togaviridae, incluyendo el virus de | a r ubéola; P icornaviridae, tales como enterovirus,
poliovirus, rinovirus y virus de hepatitis A; Orthomyxoviridae, tales como virus de la influenza; Paramyxoviridae, tales como
paramixovirus; Herpesviridae, tales como el herpes virus y citomegalovirus; Hepnaviridae, tales como virus de la hepatitis
B; Flaviviridae, tales como flavivirus, virus de la hepatitis C, encefalitis transmitida por garrapatas, virus de la fiebre amarilla
y virus del dengue; Coronaviridae, tales como coronavirus, incluyendo el virus de SARS Yy torovirus; Filoviridae, tales como
el Ebola y el virus de Marburgo; Bunyaviridae, tales como hantavirus y arenavirus.

El virus que contiene una capsida es, preferentemente, un retrovirus, por ejemplo, VIH, HTLV-l, Il y lll, unvirusdela
inmunodeficiencia felina, un virus de la inmunodeficiencia bovina, un virus de | a i nmunodeficiencia de | os s imios, un
sarcoma felino o un virus de la leucemia, o un virus de la leucosis bovina.

Mas preferentemente, el péptido inhibe la replicacion de un lentivirus. En las realizaciones mas preferentes, el péptido
puede inhibir la replicaciéon de un VIH. Se espera que los péptidos podrian inhibir cualquier cepa de VIH, incluidos VIH-1y
HIV-2, ya que los Ejemplos muestran que el péptido descrito anteriormente inhibe una amplia gama de aislamientos de
VIH (Tabla 1).

La invencién esta dirigida también a composiciones farmacéuticas que comprenden los péptidos descritos anteriormente
que pueden inhibir el ensamblado de un virus que contiene una capsida, en un portador farmacéuticamente aceptable.

Los compuestos descritos anteriormente pueden ser formulados sin experimentacién indebida para su administracion a un
mamifero, incluyendo seres humanos, segun sea apropiado para la aplicacion particular. Ademas, las dosis apropiadas de
las composiciones puede n s er det erminadas sin experimentacion indebida usando protocolos estandar de dosis-
respuesta.

Consiguientemente, las composiciones disefiadas para su administracion oral, nasal, lingual, sublingual, bucal e intrabucal
pueden ser realizadas sin experimentacion indebida mediante medios bien conocidos en | a técnica, por ejemplo, con un
diluyente inerte o c on un portador comestible. La composicion es incluida en capsulas de gel atina o es comprimida en
comprimidos. Para propodsitos de adm inistracion t erapéutica or al, | as ¢ omposiciones f armacéuticas de | a pr esente
invencion pueden ser incorporadas con excipientes y pueden ser usadas en forma de comprimidos, trociscos, capsulas,
elixires, suspensiones, jarabes, obleas, gomas de mascar y similares.

Los c omprimidos, pi ldoras, ¢ apsulas, trociscos y similares también pueden contener aglutinantes, recipientes, agente
desintegrante, | ubricantes, agent es edul corantes y agentes aromatizantes. Algunos ej emplos de agl utinantes i ncluyen
celulosa microcristalina, goma tragacanto o gelatina. Los ejemplos de excipientes incluyen almidon o lactosa. Algunos
ejemplos de agent es di sgregantes i ncluyen &c ido al ginico, al midén de m aizy similares. Los e jemplos de lubricantes
incluyen estearato de magnesio o estearato de potasio. Un ejemplo de un agente de deslizamiento es el didxido de silicio
coloidal. Algunos ejemplos de agent es edul corantes incluyen s acarosa, sacarinay similares. Los e jemplos de agent es
aromatizantes incluyen menta, salicilato de metilo, aroma de naranja y similares. Los materiales usados en la preparacion
de estas diversas composiciones deberian ser farmacéuticamente puros y no téxicos en las cantidades usadas.

Los c ompuestos pueden ser adm inistrados facilmente por v ia par enteral, tal como por ejemplo, mediante inyeccién
intravenosa, i ntramuscular, i ntratecal o s ubcutanea. La administracion parenteral s e puede conseguir i ncorporando los
compuestos en una solucion o suspension. Dichas soluciones o suspensiones pueden incluir también diluyentes estériles,
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tales como agua par a inyeccion, solucion salina, aceites fijos, polietilenglicoles, glicerina, propilenglicol u otros solventes
sintéticos. Las formulaciones parenterales pueden incluir también agentes antibacterianos, tales como por ejemplo, alcohol
bencilico o m etil parabenos, ant ioxidantes, tales c omo por ej emplo, &c ido as cérbico o bi sulfito de s odioy agent es
quelantes, tales como EDTA. Pueden afiadirse también tampones, tales como acetatos, citratos o fosfatos y agentes para
el ajuste de la tonicidad, tales como cloruro sédico o dextrosa. La preparacion parenteral puede ser incluida en ampollas,
jeringas desechables o multiples viales de dosis realizadas en vidrio o plastico.

La administracion rectal incluye | a adm inistracion del ¢ ompuesto, en una c omposicion f armacéutica, enel rectoo el
intestino grueso. Esto puede conseguirse usando supositorios o enem as. Las formulaciones en s upositorios pueden ser
realizadas faciimente mediante procedimientos conocidos en la técnica. Por ejemplo, las formulaciones en supositorios
pueden ser preparadas calentado glicerina a aproximadamente 120°C, disolviendo | a c omposiciéon en| a gl icerina,
mezclando la glicerina calentada, después de lo cual puede afiadirse agua purificada, y vertiendo la mezcla caliente en un
molde de supositorio.

La administracion transdérmica incluye la absorcién percutanea de la composicion a través de la piel. Las formulaciones
transdérmicas incluyen parches (tales como el parche de nicotina, bien conocido), ungiientos, cremas, geles, pomadas y
similares.

La presente di vulgacion (no s egun | ai nvencién) esta dirigida ademas a procedimientos de i nhibicion de virus que
contienen replicas en una célula. Los procedimientos comprenden poner en contacto la célula con los péptidos descritos
anteriormente que pueden inhibir un virus que contiene una capsida, en una manera suficiente para inhibir la replicacion
del virus que contiene una capsida en la célula.

Estos procedimientos son utiles con cualquier virus que contiene una capsida. Preferentemente, el virus es un retrovirus,
mas preferentemente, un lentivirus y, mas preferentemente, un VIH.

Cualquier célula procariotica, eucaridtica o arqueobacteria infectada con un virus que ¢ ontiene una céapsida puede ser
tratada con | os péptidos de | a invencion. El procedimiento puede utilizar c élulas en c ultivo (por ej emplo, como en los
Ejemplos) o, preferentemente, enunor ganismo m ulticelular v ivo, incluyendo cualquier planta o animal. Mas
preferentemente, la célula es un mamifero infectado con el virus que contiene una capsida. Mas preferentemente, la célula
es una par te de un v ertebrado vivo infectado con el virus que ¢ ontiene una capsida. Todavia mas preferentemente, la
célula se encuentra en un mamifero infectado con el virus que c ontiene una capsida. Todavia mas preferentemente, el
mamifero es un ser humano, mas preferentemente, infectado con el VIH.

Cuando el virus se encuentra en un mamifero vivo, se contempla que los presentes procedimientos pueden ser usados en
conjuncion c on al m enos otro tratamiento ant iviral, por ej emplo, ¢ ualquier t ratamiento ant iviral, 0 combinacion de
tratamientos antivirales, usados contra el VIH.

La presente divulgacién (no segun la invencién) esta dirigida ademas a procedimientos de tratamiento de un mamifero
infectado con un virus que c ontiene una capsida. Los procedimientos comprenden la administracion de la composicion
farmacéutica descrita anteriormente al mamifero, en una manera suficiente para tratar el mamifero. Preferentemente, el
mamifero es un ser humano.

Estos procedimientos son utiles con cualquier virus que contiene una capsida. Preferentemente, el virus es un retrovirus,
mas preferentemente, un lentivirus y, mas preferentemente, un VIH.

Los péptidos para estos procedimientos comprenden, preferentemente

ITF-C-DLL-C -YYGP

Algunas aplicaciones de es tos procedimientos comprenden tratar a una m ujer embarazada, infectada con el virus, para
reducir el riesgo de transmitir in utero el virus al feto o al bebé durante el parto.

Se contempla que los presentes procedimientos podrian ser usados en conjuncién con al menos otro tratamiento antiviral,
por ejemplo, cualquier tratamiento antiviral, o combinacion de los mismos, usados contra el VIH.
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Estos procedimientos pueden ser usados también como un pr ofilactico contra el virus que contiene la infeccion. De esta
manera, la presente invencion esta dirigida adicionalmente a procedimientos de tratamiento de un mamifero con riesgo de
infeccidon con un virus que contiene una capsida. Los procedimientos comprenden la administracion de la composicién
farmacéutica descrita anteriormente al mamifero, en una manera suficiente para tratar el mamifero.

Estos procedimientos son utiles con cualquier virus que contiene una capsida. Preferentemente, el virus es un retrovirus,
mas preferentemente, un lentivirus y, mas preferentemente, un VIH.

Los péptidos de estos procedimientos comprenden, preferentemente

ITF-C-DLL- C -Y¥YGP

Algunas aplicaciones de estos procedimientos comprender tratar un feto in utero, con una madre que esta infectada con el
virus, para reducir el riesgo de transmitir in utero el virus al feto o al bebé durante el parto.

También se contempla que los presentes procedimientos puedan ser usados en conjuncién con al menos otro tratamiento
antiviral, por ej emplo, c ualquier tratamiento antiviral, o c ombinacion de los mismos, usados contra el HN, o cualquier
tratamiento antiviral preventivo, incluyendo una vacunacion.

Ademas, la presente divulgacion (no segun la invencion) esta dirigida a procedimientos de fabricacion de cualquiera de los
péptidos des critos ant eriormente. Los procedimientos ¢ omprenden el ac oplamiento, de m aneras ecuencial, de
aminoécidos y, a ¢ ontinuacion, |a unién de | os dos grupos olefinicos de |os aminoacidos no nat urales entre si usando
metatesis de ol efinas. Estos procedimientos s e des criben, por ejemplo, en Schafmeister et al., 2000; Walensky et al.,
2004; publicacion de s olicitud de p atente US 2006/ 0008848 A 1,y publicacion de solicitud de patente PCT WO
2005/044839 A2. Preferentemente, los aminoacidos se acoplan usando sintesis en fase sélida.

La presente i nvencion es ta dirigida también al uso de cualquiera de | os péptidos des critos ant eriormente que pueden
inhibir el ensamblado de un virus que contiene una capsida para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento de
un mamifero infectado con un virus que contiene una capsida.

Ademas, la presente invencion esta dirigida al uso de cualquiera de los péptidos descritos anteriormente que puede inhibir
el ensamblado de un virus que contiene una capsida para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de un
mamifero, para reducir el riesgo de que el mamifero se infecte con un virus que contiene una capsida.

Ademas, la invencion esta dirigida al uso de las composiciones farmacéuticas descritas anteriormente para el tratamiento
de un mamifero infectado con un virus que contiene una capsida.

Las realizaciones preferentes de la invencion se describen en los Ejemplos siguientes.
Introduccidn alos ejemplos

La estructura cristalografica obtenida mediante rayos X de CAIl (SEC ID NO: 1) unida a C-CA fue usada en la modificacion
racional de C Al usando unenf oque bas adoen| aes tructura, para formar un péptido restringido, helicoidal,
metabdlicamente estable y con capacidad de penetracién en células (CPCP). Se razoné que si los aminoacidos criticos en
el CAl, que se unen a la hendidura hidréfoba de la C-CA se conservan, y el péptido lineal se convierte en un péptido con
capacidad de penetracién en células, proteoliticamente estable, podria conseguirse una potencia antiviral in vivo del
péptido restringido.

La p ermeabilidad celular es un pre-requisito para que cualquier farmaco tenga actividad in vivo siel sitio objetivo se
encuentra en el interior de la célula. La falta de permeabilidad celular de los inhibidores basados en péptidos restringe su
utilidad en apl icaciones in vivo. Se ha i nfformado acerca de m uchas técnicas que mejoran las estructuras de hélice y la
estabilidad metabdlica de | os péptidos. En algunos casos, se ha informado acerca de af inidades de uni6n mejoradas en
ensayos in vitro. Sin embargo, rara vez se ha informado acerca de la potencia inhibitoria in vivo o en ensayos basados en
células, lo que indica que es posible que estas modificaciones no conviertan estos péptidos en permeables a |as células
(Phelan etal., 1997; Leduc etal., 2003; Yang etal., 2004; Wang et al., 2005). Por lo tanto, los presentes inventores
recurrieron a una técnica, nueva y validada experimentalmente, de estabilizacion de la helicidad a de los péptidos lineales
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informada por Schafineister et al. (Schafmeister et al., 2000). Este procedimiento se basaba en un sistema de enlace
cruzado de todos los hidrocarburos, en el que los aminoacidos en las posiciones i e i+ 4 oi+ 7 de la hélice se sustituyeron
por am inoacidos restringidos sintéticamente que presentaban cadenas laterales olefinicas, que f ueron reticulados, a
continuacion, mediante metatesis de ol efinas. Esta t écnica, denom inada " encadenamiento de hidrocarburos", ha sido
aplicada recientemente, con éxito, por Walensky et al. a una proteina BH3 con homologia BCL-2 (BH) en la activacion de
la apoptosis in vivo (Walensky et al., 2004). La estabilidad helicoidal y metabdlica del péptido BH3 restringido no s élo
aumento s ustancialmente, sino que también penetré en | as células de manera mas eficiente y mostré una afinidad de
uniéon mejorada a un multidominio BCL-2.

Ejemplo 1. Sintesis de péptidos

Una sintesis a simétrica d e (S) -Fmoc-2-(2'-pentenil)alanina fue pr eparada ¢ on ¢ omplejo-Ala-NI(I1)-BPB m ediante el
procedimiento de Qiu et al. (2000). El péptido restringido que tiene la estructura

ITF-C-DLL- i ¥YGP

fue sintetizado manualmente mediante un procedimiento de sintesis en f ase sélida Fmoc usando resina amida MBHA
Rink (0,33 mmol/g). Para el aminoacido normal, los acoplamientos se realizaron con un exceso cuadruple de aminoacidos
activados. Los aminoacidos Fmoc fueron activados usando la relacion de aminoacido Fmoc:HBTU:HOBt:DIEA, 1:1:1:2.
Para (S)-Fmoc-2-(2'-pentenil)alanina, se realizaron acoplamientos con un exceso doble de aminoacidos y fue activado
mediante DIC:HOAL (1:1). Para la metatesis de olefinas del péptido (Shafmeister, et al., 2000), la resina de péptido, con el
N-terminal protegido por un grupo Fmoc, fue tratada con 1,2-dicloroetano desgasificado que c ontenia dicloruro Bis
(triciclohexilfosfina) bencilidina rutenio (PV) (10 mud a temperatura ambiente durante dos horas y la reaccion se repitié una
vez para su conclusion. Después de-Fmoc, el péptido unido a la resina fue escindido usando protocolos estandar (95%
TFA, 2,5% agua, 2,5% TIS). El péptido escindido fue purificado mediante R-P-HPLC usando 0,1% (v/v) TFA/agua y 0,1%
(v/v) de TFA/acetonitrilo y sus identidades fueron confirmadas usando espectroscopia de masas por electrospray.

Para los péptidos marcados con fluorescencia, el grupo N-terminal del péptido restringido anterior fue derivado
adicionalmente con B-Ala y FTTC (DMF/DIEA) en la resina antes de la escision. Las otras etapas de escision, purificacion
y confirmacioén fueron iguales a las indicadas anteriormente.

Ejemplo 2. Evaluacion de la captacion celular de los péptidos lineal y restringido

En un experimento inicial para mostrar que los péptidos restringidos penetran enlas c élulas, se realizé un analisis
clasificador de células activadas por fluorescencia (FACS) usando dos tipos de c élulas diferentes, células 293T y MT-2
(Fig. 1). Sin embargo, hay informes recientes (Richard et al., 2003; Lundberg et al., 2002) que muestran que los resultados
en el analisis FACS no demuestran, de manera concluyente, si los péptidos restringidos penetraron o no en las células, ya
que los péptidos pueden asociarse con la superficie celular. Por lo tanto, se realizé un estudio microscopico confocal para
demostrar, de manera concluyente, que el péptido restringido penetré efectivamente la membrana celular y fue captado
por las células, mientras que el péptido lineal (CAl) no penetro (Fig. 2).

Andlisis FACS de células tratadas con péptido conjugado con FITC. Células 293T y MT2 fueron mantenidas en RPMI
1640 (Invitrogen), 10% de suero fetal bovino, 100 U/ml penicilina, 100 pg/ml estreptomicina, 2 mM de glutamina, 50 mM
HEPES pH 7y 50 m M de a-mercaptol fueron sembrados en una placa de 24 pocillos (2 x 104/pocillo) el dia antes del
tratamiento con péptidos conjugados con FITC. Después de dos lavados con 1X PBS, las células fueron incubadas con 5
UM de péptido conjugado con FITC en medio libre de suero, durante 4 horas a 37°C y, a continuacion, fueron lavadas tres
veces con 1X PBS y fueron digeridas con 0,25% de tripsina, durante 30 minutos a 37°C. Después de un lavado adicional
con 1 X PBS5, las células resuspendidas fueron sometidas a un andlisis FACS (Becton Dickinson). Los datos indican que
aproximadamente el 40 y el 96% de las células 293T fueron tintadas positivas para CAl conjugado con FITCy para
NYAD-1 conjugado con FITC, respectivamente. En contraste, ninguna de | as células MT-2 fue tintada positiva para CAl
conjugado con FITC, mientras que aproximadamente el 92% de las células MT-2 fueron tintadas positivas para NYAD-1
conjugado con FITC.
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Microscopia confocal. Células 293T y MT2 fueron sembradas en placas de camara de 4 pocillos y fueron incubadas con

péptidos conjugados con FITC, tal como se ha des crito anteriormente, en medio libre de s uero, durante 4 hor as y/o 16
horas adicionales en el medio completo que contenia suero. Después de 3 lavados con 1X PBS, las células vivas fueron
examinadas Yy fotografiadas bajo microscopio confocal (Zeiss). Tal como se muestra en | a Fig. 2, el péptido restringido
penetré en la membrana celulary fue captado por las células, mientras que el péptido lineal (CAI) no penetrd en las
células.

Ejemplo 3. Inhibicién in vitro del ensamblado

Se usaron ambos procedimientos, libre de ¢ élulas y basado en células, para observar los cambios morfolégicos de las
particulas similares a virus, después del tratamiento con CAl y NYAD-1.

Sistema libre de células. Los sistemas de ensamblado in vitro fueron establecidos tal como se describe en (Huseby, et al.,
Ganser-Pornillos, et al.), con modificaciones menores. Los presentes inventores usaron 50 mM Na,HPO,, pH 8,0 como
tampon de didlisis. El tampon usado para los estudios de ensamblado contenia también 0,1 ~ 2M NaCl. Se usaron tubos
de didlisis de 500-Da-MWCO (Spectra/Por) para la didlisis de péptidos. Brevemente, las proteinas de almacén fueron
ajustadas a la concentracion apropiada (25 UM para proteinas Gag y 50 uM para proteinas CA) con el tampon de
Na,HPO, a pH 8,0. Después de la adicion de 5% ARN total de E. coli (ARN:proteina = 1:20 en peso), una incubacion con
o sin un exceso de 5 veces de CAl o NYAD-1 durante 30 minutos a 4°C, las muestras fueron dializadas durante la noche
en tampén Na,HPO, a pH 8,0 que contenia 100 mM de NaCl a 4°C. Para el conjunto de particulas de tipo maduro, se
evito la adicion de 5% de ARN total de E. coli. Se uso tincion negativa para comprobar el conjunto. Para ensayar el efecto
de i nhibicion s obre las particulas similares a virus, maduras e inmaduras, ensambladas (VLP), se incubaron
concentraciones diferentes de CAl o NYAD-1 con VLPs durante 30 min a 4 °C. Rejillas de c obre recubiertas de c arbono
(tamafo de malla 200; EM Sciences) fueron tratadas con 20 pl de poli-L-lisina (1 mg/ml, Sigma) durante 2 min. 20 pl de
solucion de reaccion fueron colocados sobre la rejilla durante 2 min. A continuacion, las redes manchadas fueron tintadas
con 30 pl de soluciéon de una solucién de acetato de uranilo durante 2 min. Exceso de tincién: las rejillas fueron secadas
con aire. Las muestras fueron examinadas con un microscopio electronico Philips EM410.

Con el fin de v erificar si NYAD-1 retiene o no la capacidad de i nhibir el ensamblado de virus inmaduros y maduros, los
presentes inventores establecieron dos sistemas de ensamblado in vitro. Los presentes inventores usaron proteinas Gag
de longitud completa, para formar particulas, de tipo inmaduro, esféricas- (Fig. 4a). Después de una incubacién con un
exceso molar de CAl o NYAD-1 de 5-veces, las particulas fueron sometidas a una lisis completa (Fig. 4by c). Para las
particulas de tipo maduro, los presentes inventores expresaron y purificaron proteina CA y obtuvieron particulas con forma
de tubo (Fig. 4d). Después de una incubacién con un exceso molar de CAl o NYAD-1 de 5-veces, las particulas con forma
de tubo fueron sometidas a una | isis completa (Fig. 4e y f). La justificacion para el uso de CA en lugar de CANC para
formar las particulas de tipo maduro era para confirmar que NYAD-1 esta dirigida sélo a CA.

Sistema basado en células. Para analizar los impactos de NYAD-1 sobre la liberacién de VLP, y la morfologia de las VLP,
se realizd una microscopia electrénica un dia después de la transfeccion con el plasmido que codifica Gag o Gag-pol, 4 x
10° células 293 T fueron sembradas por pocillo en una placa de 6 pocillos, el dia anterior a la transfeccion. Las células
fueron lavadas dos veces después de 4 hor as de la transfeccién y fueron incubadas con medio de c ultivo completo en
presencia o ausencia de NYAD-1, en diferentes concentraciones, durante otras 20 horas. Las células fueron fijadas en 3%
de glutaraldehido en 100 m M de cacodilato de sodio, durante 1 hora, y fueron post-fijadas en 1% OsO, en 100 mM de
cacodilato de s odio, durante otra hora 1. A continuacién, las muestras fueron deshidratadas en una serie gradual de
soluciones de etanol y fueron incluidas en medios Epon. Después de una tincion con acetato de uranilo y citrato de plomo,
se examinaron unos cortes ultrafinos bajo un microscopio electronico Philips EM410, a 80 Kv.

Para confirmar que NYAD-1 rompe las particulas de tipo inmaduro y de tipo maduro en células, los presentes inventores
emplearon ELISA, transferencia de proteinas y microscopia electronica (EM) para evaluar las particulas liberadas, tanto
cuantitativa como cualitativamente. Los resultados de ELISA indicaron una inhibicion dependiente de dosis de la liberacion
de particulas semejantes a virus cuando las células 293T, transfectadas con Gag, fueron tratadas con NYAD-1 en
diferentes concentraciones. A una dosis 50 uM, se observé una reduccién de la liberacién de particulas de tipo inmaduro
de aproximadamente 72 veces en comparacion con las células no tratadas (Fig. 5A). Un resultado similar (una reduccion
de 67 veces) fue obtenido con las células 293T transfectadas con Gag-pol y tratadas con NYAD-1 (Fig. 5B). Los
experimentos de transferencia de proteinas efectuados con el sobrenadante confirmaron también tendencias similares en
la inhibicién de células transfectada tanto con Gag (Fig. 5) como con Gal-pol, tratadas con NYAD-1 (Fig. 5D).

Un analisis mediante microscopia electronica de las células 293T transfectadas con Gag, no tratadas, mostré particulas de
tipo inmaduro, distintas (Fig. 6A). Sin embargo, cuando las células fueron tratadas con 6,25 0 50 yM NYAD-1, la mayoria
de las particulas tenian una forma aberrante (Fig. 6By C). En el caso de células 293T transfectadas con Gag-pol, no
tratadas, se encontraron un gran nimero de particulas de tipo maduro que contenian estructuras de nucleo electrodensas
(Fig. 6D). Cuando estas células fueron tratadas con 6,25 6 50 pM-NYAD-1, las estructuras de nucleo electrodensas se
perdieron en las particulas similares a virus, liberadas (VLP) (Fig. 6E & F). En conjunto, estos datos confirman que NYAD-
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1 esta dirigida a la organizacion de Gag o de sus productos a nivel celular.
Ejemplo 4. Inhibicién de la replicacion viral y evaluacion de la citotoxicidad in vitro

Células MT-2 y PBMC vy varias cepas de VIH-1, adaptadas en laboratorio, tales como, HIV-111IB, BaL, SF2, SF162,
93N101, 93U S657, 93M W959, 92RWO008, et c., i ncluyendo aislamientos resistentes a A ZT, fueron us adas paral os
ensayos de i nhibicién de v irus. Las lineas celularesy las cepas de VIH-1 pueden obtenerse através de N IH AIDS
Research y el Programa de reactivos de referencia.

La actividad inhibidora del péptido restringido, descrito en el Ejemplo 1, sobre la infeccién por cepas de VIH-1, adaptadas
en laboratorio, fue determinada tal como se describe en Jiang et al. (1991). En br eve, 1x10* células M T-2 f ueron
infectadas con HIV-1 en 100 TCIDs, (50% de dosis infecciosa de cultivo tisular) (0,01 MOI) en 200 pl de medio RPMI 1640
que contenia 10% de FBS en presencia o ausencia de péptidos, en concentraciones graduadas, durante la noche. A
continuacion, el sobrenadante del cultivo fue retirado y se afiadié medio fresco. En el cuarto dia después de la infeccion,
100 pl de sobrenadantes del cultivo fueron recogidos de cada pocillo, fueron mezclados con volumenes iguales de 5% de
Triton X-100 y fueron ensayados para antigeno p24 mediante ELISA, usando un kit de Coulter Immunology (Hialeah, FL )
y se presentan en la Tabla 1.

La actividad inhibidora de los péptidos sobre la infeccion por aislamientos VIH-1 primarios fue determinada mediante el
procedimiento descrito en Jiang et al. (2004). Se aislaron PBMCs a partir de la sangre de donantes sanos en el New York
Blood Center, mediante centrifugacion de gradiente de densidad estandar, usando Histopaque-1077 (Sigma). Las células
fueron cultivadas a 37°C durante 2 h. Las células no adherentes fueron recogidas y resuspendidas a 5x10° células/ml de
medio RPMI-1640 que contenia 10% de FBS,5 pg/mide P HAy 100 U /mlde IL-2 (Sigma-Aldrich), s eguido de una
incubacién a 37°C durante 3 dias. Las células estimuladas con PHA (5 x 104) fueron infectadas con aislamientos de VIH-
primarios correspondientes a 500 T CIDs, en ausencia o pr esencia de pépt idos en ¢ oncentraciones gr aduadas. Los
medios de c ultivo fueron cambiados cada 3 dias. Los sobrenadantes fueron recogidos 7 dias después de la infeccion y
fueron ensayados para antigeno p24 mediante ELISA. Se calcul6 el porcentaje de inhibicion de la produccion de p24 y los
valores de ICs fueron calculados usando el software GraphPad Prism (GraphPad Software Inc, San Diego, CA) y se
presentan en la Tabla 1.

La citotoxicidad in vitro del péptido restringido sobre células MT-2y PBMC s fue m edida m ediante un procedimiento
colorimétrico, usando XTT ( hidrato de &c ido sodio 3'-(1-(fenilamino)-carbonil)-3,4 - tetrazolio-bis(4-metoxi- 6-nitro)
bencenosulfénico , un colorante de tetrazolio, amarillento claro, tal como se ha informado en la técnica anterior (Jiang et
al., 2004). Brevemente, para las células MT-2, se afiadieron 100 pl de un péptido en concentraciones graduadas a un
volumen igual de células (5 x 10°/ml) en pocillos de placas de 96 pocillos, seguido por una incubacion a 37°C durante 4
dias, que fue ejecutada en paralelo con el ensayo de neut ralizacién en M T-2, con la Unica diferencia de la adicién de
medio en lugar del virus. En el caso de PBMC, se usaron 5 x 10° células/ml y la citotoxicidad fue medida después de 7
dias. Después dead (Polysciences, Inc., W arrington, P A), el f ormazanoi ntracelular s oluble f ue cuantificado
colorimétricamente a 450 nm, 4 h mas tarde, con una referencia en 620 nm. El porcentaje de citotoxicidad y los valores de
CCs (la concentracion para el 50% de citotoxicidad) fueron calculados usando el software GraphPad Prism (GraphPad
Software Inc, San Diego, CA) y se muestran en la Tabla 1.

NYAD-1 mostré una inhibicion tanto de particulas de tipo inmaduro como de particulas de tipo maduro, tanto en sistemas
de ensamblado libres de c élulas como en sistemas de ensamblado basados en células. Sin embargo, el objetivo de los
presentes inventores era confirmar su actividad anti-VIH-1 en un ensayo basado en células, usando varios aislamientos
adaptados en laboratorio y primarios en células MT-2 y PBMC, respectivamente. La inhibicion de la produccion de p24 en
células MT-2 por NYAD-1 fue medida durante un i ntervalo de c oncentraciones y se calculd la concentracién ne cesaria
para inhibir el 50% de la produccion de p24 (ICs). Los resultados en la Tabla 1 indican que NYAD-1 inhibe eficientemente
una amplia gama de cepas VIH-1, que representan diferentes subtipos, que usan correceptores R5, X4 o0 R5X4. NYAD-1
inhibié las cepas de | aboratorio con baja potencia uM (ICso ~ 4.15 yM), y ambos virus R5 y X4 trépicos fueron inhibidos
con una potencia similar. Los presentes inventores ensayaron también una cepa X4-tropica resistente a RT (AZT) en MT-2
y una cepa tropica dual (R5X4) resistente a RT (AZT) en PBMC y NYAD-1 inhibi6 el virus trépico dual resistente, con una
potencia ligeramente superior.

Los presentes i nventores ens ayaron | a i nhibicion de NYAD-1 contra un panel de as ilamientos primarios de VIH-1 en
PBMC, que representan, principalmente, el grupo M (subtiposdelaA alaG)con un uso de correceptores diversos.
NYAD-1 mostré una i nhibicion contra todos los aislamientos primarios ensayados, incluyendo uno del grupo O (Tabla 1).
Sin em bargo, | os v alores | C5, contra este virus (BCF02), as i c omo uno del s ubtipo (93THO051) f ueron | igeramente
superiores. Las actividades inhibidoras contra esta amplia gama de aislamientos primarios fueron similares, lo que indica
su eficacia contra una amplia gama de aislamientos de HIV-1.

La citotoxicidad de NYAD-1 fue evaluada mediante el procedimiento XTT tanto en células MT-2 como en células PBMC.

Los ensayos de citotoxicidad fueron realizados en paralelo a los ensayos de i nhibicion del VIH-1. Los valores de C Csg

(concentracién de inhibidor necesaria para producir un 50% de citotoxicidad) para MT-2 y PBMC fueron > 135y > 300 pM,
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Tabla 1. Actividad antiviral del péptido restringido NYAD-1, en aislamientos primarios de HIV-1

Virus HIV-1 Subtipo primario Tipo de célula Uso de ICso (UM) + SD*
correceptor
Adaptado en
laboratorio
1B B MT-2 X4 6,22+0,75
MN B MT-2 X4 6,79 + 0,65
RF B MT-2 X4 4,29 +0,42
V32 B MT-2 X4 7,91+0,70
BalL B PBMC X4 6,47 + 0,85
SF162 B PBMC R5 15,44 £ 3,23
Resistente a AZT
AZT-R B MT-2 X4 16,28 + 2,79
A17 B PBMC R5X4 10,55 + 1,56
Asilamientos
primarios
92RW008 A PBMC R5 1212+ 1,64
92UG029 A PBMC X4 13,85+ 1,34
92US657 B PBMC R5 10,54 £ 2,78
93IN101 C PBMC R5 16,48 + 0,47
93MW959 C PBMC R5 16,49 £ 2,83
92UG001 D PBMC R5X4 9,14 £ 0,27
CMU02 E PBMC X4 10,03 £ 0,81
93THO051 E PBMC R5X4 20,50 + 1,90
93BR020 F PBMC R5X4 6,60 + 1,60
RU570 G PBMC R5 9,79+2,49
BCF02 (Grupo O) PBMC R5 21,60 + 3,04

* El péptido lineal C Al no m ostré ninguna actividad hasta un ni vel de dos is de 200 pM. El valor CCs en
células MT-2 era > 135 uM; y en células PBMC era > 300 pM.

Ejemplo 5. Helicidad a mejorada mediante encadenamiento de hidrocarburos de NYAD-1

Los presentes inventores usaron dicroismo circular (DC) para caracterizar la estructura secundaria de NYAD-1y CAl en el
estado no c omplejado, en solucion. Los espectros D C fueron obtenidos en un espectropolarimetro Jasco J-715 (Jasco
Inc., Japdn) a 20°C, usando los parametros de medicion estandar en tampén Tris-HCI (20 mM Tris, pH 8,0) en presencia
de 1-15% (vol/vol) de acetonitrilo a una concentracion final de 125-500 pM. En todas las muestras, las concentraciones
finales de péptidos y sal eran siempre las mismas, y los espectros fueron corregidos restando los espectros de DC del
solvente de referencia apropiado. El % de hélices a se calculd a par tir del valor de elipticidad molar [0] a 222 nm . El
espectro DC de CAIl no mostré un minimo de hélices tipico a 222 y 208 nm, por el contrario, se observo un minimo fuerte
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a 205 nm, indicativo de una estructura de espirales aleatorias en la soluciéon. Esto apoya un ¢ ambio ¢ onformacional
inducido por union del péptido CAl en complejo con C-CA. En contraste, el espectro DC de NYAD-1 mostr6 distintos
minimos en ambos 222 y 208 nm. La helicidad a de NYAD-1, calculada a partir del valor de elipticidad molar a 222 nm, es
de ~ 80%. Los resultados confirman la hipétesis de los presentes inventores de que el encadenamiento de hidrocarburos
mejora la helicidad a de CAl.

Ejemplo 6. NYAD-1 se colocaliza con VIH-Gag

Aungue NYAD-1 penetra en las células, no garantiza que se colocalizara e interactuara con la poliproteina Gag para inhibir
el ensamblado viral. Para solucionar este problema, los presentes inventores realizaron un experimento de colocalizaciéon
directa, usando la proteina de fusion Gag-mStrawberry de VIH-1 y NYAD-1 conjugada con FITC. Se realizé un estudio de
colocalizacion di recta m ediante | a t ransfeccion de células 293T con pEF6A-gag-mStrawberry dur ante 4 hor asy, a
continuacion, lavando las células una vez con PBS. Un medio libre de suero o que contenia suero que contenia péptido
conjugado con FITC, fue afiadido para otro cultivo de 20 horas. Después de tres lavados, las células fueron examinadas y
observadas bajo un microscopio confocal de barrido laser Zeiss LSM510 (Zeiss). Cuando las células transfectadas con
Gag-mStrawberry fueron expuestas a NYAD-1 conjugada con FITC una fraccion considerable se colocalizé [Fig. 3, datos
mostrados en dos angulos diferentes] cerca de la membrana plasmatica. Los datos de colocalizacion establecen
firmemente la permeabilidad celular de NYAD-I y sugieren interacciones con la poliproteina Gag.

Ejemplo 7. Mapeo RMN del sitio de unién de NYAD-1

Se us6 un mapeo de la diferencia de des plazamiento quimico para caracterizar las interacciones del sitio de union C-CA
de NYAD-1. Debido a la escasa solubilidad de NYAD-1 en tampdn acuoso (~ 10 pM), un segundo péptido, con secuencia
idéntica, con tres lisinas en el extremo C-terminal (NYAD-13) SEQ ID NO: 7 fue sintetizado usando el mismo protocolo.
NYAD-13 era altamente soluble (~ 10 mM) en tampdn acuoso y fue usada para los estudios de RMN.

Muestras de RMN. Una muestra de proteina enriquecida uniformemente con Ny "N/**C (W184A/M185A) fue producida
expresando el plasmido pET14b que codifica el gen C-CA mutante en células E. coli BL21 (DE3) cultivadas en medio
minimo M9, que contenia SSNH*CI (Cambridge Isotope Laboratories) y [1306]-glucosa como unica fuente de nitrégeno y
carbono, respectivamente. Las proteinas recombinantes fueron aisladas a partir de bacterias y la integridad de | as
muestras fue confirmada mediante espectrometria de masas. Las muestras de RMN fueron preparadas en un tampén que
contenia 100 mM acetato de amonio pH 7,0, 95% de H,O / 5% de D,O y 2-10 mM DTT. Las concentraciones de proteina
fueron determinadas a partir de la absorbancia UV a 280 nm usando un coeficiente de extincién de 2.980 VeV

Asignaciones de resonancia RMN. Las asignaciones de es tructura principal de C-CA, en aus encia de pépt ido, fueron
realizadas sobre una muestra de 380 uM [U-15N, 13C]. Experimentos de triple resonancia HNCA, HN(CO)CA, HNCACB,
CBCA(CO)NH, HNCO y HN(CA)CO fueron adquiridos a 298°K en un espectrometro Bruker AVANCE 700 MHz, equipado
con una criosonda TXI, de gradiente de eje Z.

Debido a la escasa solubilidad de NYAD-1, los experimentos de triple resonancia del complejo con C-CA no eran viables.
Sin embargo, el espectro 1H-"°N-HSQC de la union a NYAD-1 y NYAD-13 son casi idénticos y los presentes inventores
decidieron continuar las asignaciones de esta Ultima unida a C-CA y transferir las asignaciones al complejo con NYAD-1.
Una muestra [U-15N, 13C] C-CA en presencia de péptido NYAD-13 no marcado fue preparada a una relacion molar 1:1
bajo condiciones idénticas de tampdn. La concentracion final de proteina de esta muestra era de ~1,9 mM. Los
experimentos de estructura principal usados para |a asignacion fueron adquiridos a 298 °K en un espectrémetro Bruker
AVANCE 500 MHz, equipado con una criosonda TXI, con gradiente de eje Z.

Todos los datos fueron procesados en Topspin 1.3 y fueron analizados usando CARA1.5. Los desplazamientos quimicos
de la estructura principal de 79 de los 84 residuos (5 Pro) fueron asignados en los estados libres y acomplejados de NYAD
13 de C-CA.

Ensayo de perturbacion RMN. Las titulaciones basadas en RMN fueron llevadas a cabo tanto con NYAD-1 como con
NYAD-13. Las titulaciones basadas en RMN fueron llevadas a cabo a 298° K en un es pectrometro Bruker AVANCE 900
MHz, equipado con una criosonda TCI de gradiente de eje z. Pequefias alicuotas de 5-10 pl 3,77 mM de NYAD-13, no
marcada, en condiciones de tampodn idénticas, fueron afadidas a 500 ul de 256 uM de la muestra [U-15N] C-CA, en
tampon NH4Ac, 5% de D,O, pH 7,0 y 10 mM DTT. La relacién péptido:proteina final era de 1:1,8. Se adquirié un espectro
2D "H"N-HSQC des pués de ¢ ada adi cién. Los dat os f ueron pr ocesados en T opspin 1. 3y fueron analizados en
NMRViewd v6.12.

Un segundo ensayo de perturbacién fue llevado a cabo afiadiendo 6 pl de 100 mM NYAD-1 en 100% de DMSO a 500 pl
de una muestra de 76 uM [U—15N] C-CA en tampdn NH4Ac, 95% de H,O / 5% de D,O, pH 7,0y 10 mM de DTT.

Caélculo de la constante de unién de NYAD-13 a partir de los datos RMN. La solubilidad Owir de NYAD-1, la constante de
unién podria ser calculada sélo para NYAD-13 a partir de los datos de la titulacion RMN. La unién del péptido a C-CA era
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lenta en la escala de tiempo de RMN y en cada relacion péptido a proteina se observaron dos conjuntos de picos, para la
proteina unida y libre, respectivamente. La fraccion de proteina unida fue calculada a partir del cambio en las intensidades
relativas de los dos picos a lo largo de la titulacion y fue ajustada a una ecuacion estandar para obtener una Ky de 1,2 +
0,6 uM. Un segundo procedimiento uso la anchura de linea a media altura de | a proteina unida para calcular |a tasa de
Kgesactivado- S€ C alculdu n valorde Ky de 0,2 = 0,1 yM a partir de la relacion del valor Kgesactivado determinado
experimentalmente y una difusion limitada Kaggvage ~ 108 M's™.

La medicién de los desplazamientos quimicos durante la titulacion de NYAD-1 con C-CA revel6 grandes cambios en los
desplazamiento quimicos de amida de hidrégenoy nitrogeno que han sido mapeados en la estructura de C -CA. Las
asignaciones en proteina |l ibre y ¢ omplejos fueron obt enidas t al como se des cribe en Methods. Los ¢ ambios m as
significativos se mapean a los residuos 169 a 190, que incluyen Hélice-1 (161-174) y Hélice-2 (180-192). Estos resultados
estan en completo acuerdo con la estructura de rayos X de CAl unida a la proteina de tipo salvaje y los estudios de mapeo
de RMN de CAl unida a C-CA (WL 84A/M185A). Las fuertes semejanzas en los perfiles de diferencia de desplazamiento
quimico de NYAD-1 y el CAl unida a C-CA representan un argumento en favor de modos de unién muy similares.

Se he demostrado que CAIl forma una hélice anfipatica que realiza importantes interacciones de terminacion hidréfoba
(Hélice-1) y N -terminal ( Hélice-2) dent ro del punto de unién de C -CA. El e xtremo C -terminal del péptido C Al es ta
totalmente expuesto al solvente. Presumiblemente, NYAD-1 se une de una manera similar ya que la estrategia de disefio
de los presentes inventores no alteré aquellos residuos de CAl que son cruciales para la unién C-CA. El papel del enlace
olefinico voluminoso era motivo de cierta preocupacion, pero no parecia perturbar las interacciones en el sitio de unién. Tal
como era el objetivo del disefio original, el enlazador esta en la superficie expuesta al solvente del péptido unido.

La baja solubilidad de NYAD-1 interfiri6 con una estimacion fiable de Ky mediante RMN. Sin embargo, las lentas cinéticas
de intercambio de uniéon supervisadas mediante RMN soportan un limite superior en el valor de Ky de aproximadamente
10 pM. La union de un analogo de NYAD-1 altamente soluble, NYAD-13, es idéntica a NYAD-1 en todos los aspectos y
proporciona un valor de Kq de ~1 yM mediante RMN.

En base a los estudios de mapeo de desplazamientos quimicos mediante RMN, se concluye que el encadenamiento de
hidrocarburos de C Al no altera las interacciones principales en el sitio de unién de C-CA vy la afinidad esta en el intervalo
micromolar bajo.
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REIVINDICACIONES

1. Un péptido de 10 a 23 am inoacidos de longitud, en el que dos de los aminoacidos son aminoacidos no naturales
que tienen estoiquiometria R o S en el carbono q,

en el que el carbono a de los aminoacidos no naturales esta unido a un grupo metilo y un grupo olefinico, en el que
los dos grupos olefinicos de los aminoacidos no naturales se encuentran en el mismo lado de la hélice a y se unen
para formar un enlace cruzado entre los dos aminoacidos no naturales,

en el que la secuencia de aminoacidos del péptido comprende
(I/V)(T/S)(F/W/Y)(E/S)(D/E)L(L/DIT)(D/AIS)(YIF)(YIM);

en el que los dos aminoacidos no naturales sustituyen dos delos aminoacidos en una posicién separada 4
aminoacidos (i e i+4), en los aminoacidos cuarto [(E/S)] y octavo [(D/A/S)] del péptido, y si estan presentes, en los
aminoacidos séptimo [(L/D/T)] y undécimo [(E/S)] 7 del péptido o los aminoacidos octavo [(D/A/S)] y duodécimo del
péptido; y

en el que el enlace cruzado entre los dos aminoacidos no naturales es un grupo alquenilo.

2. Péptido segun la reivindicacion 1, que co mprende de 11 a 23 aminoacidos, en el que el aminoacido siguiente
(Y/M) es (G/S/T/N/H/C/L/R/D/E/IQ/M/K).

3. Péptido segun la reivindicacion 2, en el que el aminoacido siguiente (Y/M) es G.

4. Péptido segun la reivindicacién 2, que comprende de 12 a 23 am ino4cidos, en el que el aminoacido siguiente
(G/SIT/IN/H/C/L/R/D/E/Q/M/K) es (P/M/R/K).

5. Péptido segun la reivindicacion 4, que comprende de 12 a 23 am inoacidos, en el que el aminoacido siguiente
(G/SIT/N/H/C/L/R/D/E/IQ/MIK) es P.

6. Péptido segun la reivindicacion 1, en el que la secuencia de aminoacidos del péptido comprende ITFEDLLDYYGP
(SEQ ID NO: 1).

7. Péptido segun la reivindicacion 1, en el que el enlace cruzado entre los dos aminoacidos no naturales es

(C) (C)

en el que las (C) son los carbonos a de los aminoacidos no naturales.

8. Péptido segun la reivindicacién 2, en el que los aminoacidos no naturales sustituyen los aminoacidos séptimo
[(L/D/T)] y undécimo [(G/S/T/N/H/C/L/R/D/E/Q/M/K)] del péptido.

9. Péptido segun la reivindicacion 1, que comprende
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ITF=C—DLL—C~-YYGP

I

en la que las (C) son los carbonos a de los aminoacidos no naturales.

10. Péptido segun la reivindicacion 9, que consiste en

ITF—C—DLL—C-YYGP

11. Péptido segun la reivindicacion 1, que comprende ademas una fraccion detectable.

12. Péptido segun la reivindicacion 11, en el que la fraccion detectable es una fraccién fluorescente o una f raccion
radioactiva.

13. Péptido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, para su uso en el tratamiento de una i nfeccién en
un mamifero, causada por un virus que contiene una capsida, que inhibe el ensamblado del virus que contiene una
capsida.

14. Péptido para su uso segun la reivindicacion 13, en el que el virus que contiene una capsida es un retrovirus.

15. Composicion farmacéutica que co mprende el péptido segun una cu alquiera de | as reivindicaciones 1 a 12, que
puede inhibir el ensamblado de un virus que contiene una capsida, en un portador farmacéuticamente aceptable.

16. Uso del péptido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, que puede inhibir el ensamblado de un virus
que contiene una capsida en la fabricacién de un medicamente para el tratamiento de un mamifero con un virus que
contiene una capsida o el tratamiento profilactico de un m amifero para reducir el riesgo de que el mamifero sea
infectado con un virus que contiene una capsida.

18
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FIG. 5
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