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Péptidos derivados de estimulantes de la VIH-1 integr  asa que interfieren con la proteina Rev-integrasa
Descripcion
CAMPO DE LA INVENCION

[0001] La presente invencion se refiere a péptidos bioactivos derivados de la integrasa de proteina (IN) de virus de
la inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1), y a composiciones que comprenden estos péptidos, Utiles en el
tratamiento de la infeccion por VIH-1.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] El virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1), la proteina de integrasa (IN) es una proteina de 32-
kDa contenida en el virus y siguiente infeccion, que se libera en el citoplasma de las células infectadas. Después de
la fusion célula-virus, un proceso que promueve la entrada del genoma de VIH-1 en una célula infectada, el ARN
viral se convierte en ADN de cadena doble (ADNc). EI ADN viral que se convierte en parte del complejo de
preintegracion (PIC) es eventualmente integrado en el ADN cromosémico de huésped (Bukrinsky et al., 1993, Proc
Natl Acad Sci EE.UU. 90, 6125-6129). En el citoplasma, IN cataliza la primera etapa del proceso de integracién, a
saber el tratamiento del extremo 3' en el que un dimero IN elimina un dinucleétido pGT a partir del extremo 3' de
cada repeticion terminal larga viral (LTR) (Guiot et al., 2006, J Biol Chem 281, 22707 a 22719). Después de la
importacién nuclear del PIC, el ADN cromosomico del huésped se convierte en accesible para el ADNc viral y el
segundo paso del proceso de integracion, a saber, el paso de transferencia de cadena que es catalizada por un
tetramero se realiza. Esta secuencia ordenada de eventos, centrada en la integracion, es obligatoria para la
replicacién del VIH. Aunque cada célula infectada por el VIH-1 contiene varias copias del genoma viral, sélo un
numero limitado de eventos de integracion por célula, sobre todo uno o dos, se han observado.

[0003] Debido a su papel central en la replicacion del VIH, la proteina IN es una diana atractiva para la terapia
antiviral. Ademas, probablemente no existe ningin homologo celular de IN en las células humanas vy, por tanto,
inhibidores IN no interferiran con los procesos celulares normales. Sin embargo, sélo unos pocos inhibidores IN han
sido identificados hasta la fecha.

[0004] Dominios especificos dentro de las proteinas virales son responsables de su interaccion con los receptores
de la célula huésped y con otras proteinas virales y celulares que permiten la realizacion del ciclo de propagacién
viral dentro de la célula huésped. Los péptidos derivados de estos dominios de unién pueden interferir con virus-
huésped y interacciones de proteinas virus-virus y, como tal, son candidatos para agentes terapéuticos. Usando este
enfoque, los péptidos cortos que inhiben en la actividad enzimatica se obtuvieron siguiendo el andlisis de la
interaccion entre dos de las proteinas de HIV-1, la transcriptasa inversa (RT) y IN. El cribado de una biblioteca
completa de péptidos derivados de RT demostré que dos dominios de alrededor de 20 aminoacidos median esta
interaccion. Péptidos que llevan estas secuencias de aminoacidos bloqueados en las actividades enzimaticas in vitro
(Oz et al., 2005, J Biol Chem 280, 21987 a 21996).

[0005] Ya se han descrito un nimero limitado de péptidos inhibidores. El uso de una biblioteca de péptidos
combinatoria, se seleccioné un hexapéptido que inhibia la actividad 3'-procesamiento e integraciéon de IN (Puras et
al., 1995, Proc Natl Acad Sci EE.UU. 92, 11456 a 11460). Basado en la observacion de que este péptido también
inhibio la IN del VIH-2, FIV, y MLV, se sugirié que una regién conservada en todo el dominio catalitico de IN se esta
convertiendo en objetivo. Un péptido inhibidor IN también fue seleccionado usando una biblioteca de presentacién
de fagos (Desjobert et al, 2004, Biochemistry 43, 13097 a 13105). Péptidos derivados de IN que interferian con su
oligomerizacion también bloquearon su actividad enzimatica (Maroun et al., 2001, Biochemistry 40, 13840 a 13848).
Varios otros péptidos inhibidores se han descrito en los ultimos afios. Otros estudios descritos en péptidos
inhibidores con actividad anti-HIV-1 en algunos tipos de células (de Soultraitet al., 2003, Curr Med Chem 10, 1765 a
1778).

[0006] El documento WO 2008/053478 describe péptidos inhibidores IN de proteinas derivadas de LEDGF/p75. WO
2008/068765 da a conocer péptidos que comprenden un fragmento de la proteina Rev del VIH-1 que inhiben la
actividad y la replicacion del virus. Se demostré que los VIH-1 IN y proteinas Rev pueden interactuar entre si de
forma intracelular (Rosenbluh et al., 2007, J Biol Chem 282,15743 a 15753), y especul6 que el nimero limitado de
eventos de integracion observados en los infectados por el VIH las células pueden ser resultado de la inhibicién de
la actividad enziméatica regulada IN por la proteina Rev viral. . Zhao et al, 2003 (Bioorg Med Chem Lett 13, 1175-
1177), describe el HLKTAVQMAVFIHNFKR péptido (SEQ ID NO: 1) correspondiente a los residuos de aminoacidos
171-187 de la IN, que bloguean la actividad de la proteina. Levin A. et al. ( "Los péptidos derivados de VIH-1
integrasa que se unen Rev estimulan la integraciéon del genoma viral"; Plos One, Vol 4, 1 de enero de 2009.) dan a
conocer las secuencias SEQ ID NO: 5y 7 de la presente invencion e informar sobre su interaccion con la proteina
Rev y su posible papel en la mediacion de la interaccidon Rev-integrasa.

[0007] Existe una necesidad insatisfecha de nuevas y mejoradas composiciones de la infecciéon por VIH-1, en una
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manera que sea eficaz y especifica para células infectadas y segura para las células sanas, reduciendo asi los
efectos secundarios asociados con medicamentos conocidos contra el VIH.

SUMARIO DE LA INVENCION

[0008] La presente invencion proporciona moléculas y composiciones que comprenden péptidos especificos
derivados de integrasa VIH-1 proteina (IN), y mezclas de tales péptidos, por destruccién selectiva de las células
infectadas por VIH-1. Estas moléculas, solas, en mezclas, o en combinacién con otro agente anti-VIH 1, son utiles
en el tratamiento de infeccion VIH-1 y el SIDA. Sorprendentemente, las composiciones que comprenden
combinaciones especificas de péptidos son capaces de erradicar completamente el virus de las células infectadas.

[0009] Sin desear estar ligado a ninguna teoria, se cree que los péptidos y combinaciones de los mismos son
capaces de destruir el VIH-1 en las células infectadas mediante la induccion de mudltiples integraciones del ADNc
viral en el ADN cromosoémico del huésped.

[0010] La presente invencion proporciona, segun un aspecto, un péptido que consiste en la secuencia
WGSNFTSTTVKA (SEQ ID NO: 5), WTAVQMAVFIHNFKRK (SEQ ID NO: 6), 0 WTHLEGKIILVAVHVA (SEQ ID NO:
7). Preferiblemente, el péptido consiste en la secuencia WGSNFTSTTVKA (SEQ ID NO: 5).

[0011] Segun otro aspecto, la presente invencidn proporciona una composicion farmacéutica que comprende los tres
péptidos que consisten en la secuencias de WGSNFTSTTVKA (SEQ ID NO: 5), WTAVQMAVFIHNFKRK (SEQ 1D
NO: 6), y WTHLEGKIILVAVHVA (SEQ ID NO: 7).

[0012] Segun otro aspecto, la presente invenciéon proporciona una composicion farmacéutica que comprende al
menos un péptido seleccionado del grupo que consiste en los péptidos que consisten en la secuencias de
WGSNFTSTTVKA (SEQ ID NO: 5), WTAVQMAVFIHNFKRK (SEQ ID NO: 6), y WTHLEGKIILVAVHVA (SEQ ID NO:
7) para uso en el tratamiento de una infeccion por VIH-1.

[0013] De acuerdo con una realizacion, la composicién farmacéutica comprende los tres péptidos que consisten en
la secuencias de WGSNFTSTTVKA (SEQ ID NO: 5), WTAVQMAVFIHNFKRK (SEQ ID NO: 6), y
WTHLEGKIILVAVHVA (SEQ ID NO: 7).

[0014] De acuerdo con ciertas realizaciones, la composicion farmacéutica para uso comprende ademas un agente
anti VIH-1.

[0015] De acuerdo con algunas realizaciones, la lucha contra el agente VIH-1 es un inhibidor de la proteasa o un
inhibidor de la transcriptasa inversa (RT).

[0016] De acuerdo con algunas formas de realizacion especificas el agente anti VIH-1 se selecciona del grupo que
consiste en: atazanavir (ATV), amprenavir, fosamprenavir (APV), tipranavir (TPV), indinavir, saquinavir,
lopinavir/ritonavir, prezista, nelfinavir (NFV) y azidotimidina (AZT). De acuerdo con realizaciones mas especificas del
otro agente anti VIH-1 es azidotimidina (AZT) o Ro 31 a 8959 (Saquinavir).

[0017] EI amino terminal del péptido, analogo, derivado o mimético descrito en este documento o contenido en una
composicion farmacéutica de la invencion, se pueden modificar, por ejemplo, puede ser acilado. En consecuencia, el
término carboxi puede ser modificado, por ejemplo, puede ser amidado, reducido o esterificado.

[0018] Un resto de permeabilidad de mejora se puede conectar de forma covalente a la secuencia del péptido a
través de un enlace directo o mediante un enlazador, para formar un conjugado péptido. El resto de la permeabilidad
de mejora puede estar conectado a cualquier posicion en el resto peptidico, directamente o mediante un espaciador,
preferentemente al extremo de amino del péptido.

[0019] Tal resto de permeabilidad de mejora puede ser un acido graso.

[0020] Cualquier resto que se conoce en la técnica pueda facilitar o mejorar permeabilidad activamente o
pasivamente del compuesto en las células se pueden usar para la conjugacion con el nicleo peptidico. Ejemplos no
limitativos incluyen: restos hidrofobos tales como acidos grasos, esteroides y compuestos aromaticos o alifaticos
voluminosos; restos que pueden tener los receptores o transportadores de la membrana celular, como los
esteroides, vitaminas y azlcares, aminoacidos naturales y no naturales y péptidos transportadores. El resto
hidréfobo puede ser un resto lipidico o un resto aminoacido.

[0021] También se dan a conocer versiones ciclicas de los péptidos descritos en este documento y contenidos en
las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la invencion.

[0022] También se describen en la estimulacion de péptidos y conjugados peptidicos que comprenden compuestos
peptidomiméticos de una secuencia derivada de VIH-1 en proteinas, que tienen adicionalmente propiedades
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farmacocinéticas mejoradas tales como la estabilidad y la permeabilidad celular. Los ejemplos no limitantes de tales
compuestos incluyen N-alquilaciéon de residuos seleccionados, de modificaciones de cadena lateral de residuos
seleccionados, la inclusion de aminoacidos no naturales, el uso de carbamato, urea, sulfonamida y la hidrazina para
el reemplazo del enlace peptidico, y la incorporacién de restos no péptidos incluyendo, pero no limitdndose a
piperidina, piperazina y pirrolidina, a través de un enlace peptidico o no peptidico. Enlaces modificados entre
residuos de aminoacidos en peptidomiméticos pueden ser seleccionados de entre el grupo que consiste en: una
amida, urea, carbamato, hidrazina y enlace sulfonamida. A menos que se indique expresamente lo contrario los
enlaces entre los residuos de aminoacidos son todos enlaces de amida.

[0023] Los derivados de péptidos, analogos, derivados y miméticos se pueden utilizar como compuestos de plomo
para el disefio, la prueba y la seleccién de moléculas pequefias como el VIH-1 contra composiciones.

[0024] También se describen las mezclas que comprenden al menos dos péptidos derivados IN diferentes.

[0025] También se describen los acidos nucleicos que codifican los péptidos de la invencién que consiste de los
aminoacidos naturales.

[0026] Un polinucledtido que codifica una secuencia peptidica seleccionada de entre el grupo que consiste en
GSNFTSTTVKA (SEQ ID NO: 2); TAVQMAVFIHNFKRK (SEQ ID NO: 3); THLEGKIILVAVHVA (SEQ ID NO: 4);
WGSNFTSTTVKA (SEQ ID NO: 5); WTAVQMAVFIHNFKRK (SEQ ID NO: 6); WTHLEGKIILVAVHVA (SEQ ID NO:
7), se proporciona.

[0027] También se describen vectores de expresion y células huésped que comprenden secuencias de acido
nucleico que codifican los péptidos de la invencion consiste en los aminoacidos naturales.

[0028] Se ha de entender expresamente que los péptidos conocidos previamente se excluyen de la presente
invencion.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
[0029]

Figuras 1A-1D ilustran resultados de ensayo in-vitro que demuestran que el péptido de INS interactlia con
Rev-GFP y péptidos derivados Rev, y promueve la disociacion de los complejos Rev-IN: (A) Union Rev-GFP
0 GFP a placas de ELISA recubiertas con los péptidos; (B) Péptido de union al complejo Rev-IN de placas de
ELISA, en la relacion designada Rev-GFP:péptido; (C) Rev 13-23 y Rev 53-67 (conjugado con biotina-BSA)
gue se une a los péptidos INS que recubren las placas ELISA; (D) Rev 13-23 y Rev 53-67 (conjugado con
biotina-BSA) que se une a péptidos INr-1 o INr-2 en placas de ELISA recubiertas.

Figuras 2A-2C representan la inhibicion de actividad enzimatica IN por Rev y su abrogacién por el INS y los
péptidos INrs: (A) Rev-GFP o GFP se incubaron con diferentes relaciones molares de IN (390 nM) y la
actividad enzimatica IN fue determinada (B) Rev-GFP preincubado con el péptido de INS en una relacién
molar de 5:1 (péptido:Rev-GFP) y se afadi6 la mezcla resultante a una solucién que contiene IN para dar una
relacion molar de 1:200 y 1:400 (IN:Rev-GFP). Tras un periodo de incubacion, actividad IN determinada. (C)
Igual que (B), pero con los péptidos INrs.

Figuras 3A-3C demuestran la inhibicion de la actividad IN por péptidos derivados de Rev y Rev, y la
derogacion especifica por el INS y los péptidos INr. IN (390 nM) se incubé con 50 uM de los péptidos
derivados de Rev (Rev13-23 o Rev53-67, 1:300 IN:péptido derivado de Rev) péptidos afiadidos en varias
relaciones molares (10:1 a 1:10 péptido Rev:péptido IN): (A) Rev-péptidos con INS; (B) Rev13-23 con INr-1y
el INr-2; y (C) Rev53-67 con INr-1y INr-2.

Figuras 4A-4C muestran penetracion celular y falta de toxicidad de péptidos: (A) los péptidos marcados con
fluoresceina (10 uM) de INr-1, INr-2, INS o IN-3 (péptido control no permeable) de penetracion en células
HelLa como visualizado mediante un microscopio confocal. (B) Falta de toxicidad celular de los péptidos a las
células HeLa TZM-bl; (C) Falta de toxicidad celular de los péptidos a los linfocitos H9.

Figura 5A-5D representan el efecto de los péptidos INS y INrs sobre la infeccion por VIH-1 en comparacion
con el azidotimidina inhibidor (AZT). Los péptidos (12,5 uM), o AZT (2 uM), se incubaron con células H9 (A y
C) y las células de linfocitos Sup-T1 (B y D) que fueron infectadas con VIH-1. Se determiné la cantidad de
P24 viral (A y B) y el titulo de virus (C y D).

Figura 6A-6B estimulacion de los eventos de integracién del ADN viral por los péptidos del INS y INrs en
células H9 T-linfoides (A) diferentes concentraciones del péptido INS y AZT (2 uM); (B) INr-1, INr-2 y la
combinacién de estos péptidos (12,5 uM) o AZT (2 uM).

Figura 7 representa la supervivencia del VIH-1 en las células Hela infectadas después del tratamiento con el
péptido de INS. Las células fueron infectadas con WT del VIH-1 a MOI de 0,01 y se afiadieron 12,5 uM de
INS.

Figura 8 - induccién de la lisis de las células infectadas por el VIH-1 por los péptidos del INS y INrs. Las
células se trataron con péptidos INS o INrs o0 una mezcla de los tres péptidos y después infectados con MOI
10 de AENV/VSV-G VIH-1 que promueve un solo ciclo de infeccién. Lisis porcentual se midié por MTT 48 h
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pos infeccién.

Figura 9 - erradicacioén del VIH-1 de células H9 después del tratamiento con una combinacién de los péptidos
INRS y del INS y el inhibidor de proteasa Ro 31-8959. Las células fueron tratadas con péptidos en 100 uM
cada uno, AZT a 2 uM y/o Ro31-8959 a 1uM ("coctel" representa una mezcla o INS, INrs y Ro31-8959), e
infectados con MOI de 0,1 en peso de VIH-1. Cada 2 dias se determind la cantidad de particulas infecciosas
de virus (A) y eventos de integracién por célula (B).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[0030] En la actualidad se ha demostrado por primera vez que el efecto inhibidor sobre la actividad de integrasa
VIH-1, ejercida por los péptidos Rev 13-23 y Rev 53-67, puede ser abrogada por varios péptidos IN-derivados
debido al desplazamiento de las moléculas inhibidoras.

[0031] La presente invencion se basa en el hallazgo de que tres péptidos, designados INr-1 (SEQ ID NO: 4), INr-2
(SEQ ID NO: 2), y el INS (SEQ ID NO: 3), derivadas de la integrasa de proteina del VIH-1 (IN), se encontraron para
estimular la integracion del ADNc viral en el ADN cromosémico del huésped y matar selectivamente las células
infectadas por VIH. Estos péptidos se derivan de diferentes regiones de la proteina IN. Los péptidos INR-1 y INR-2
anulan el efecto inhibidor de Rev mientras que el péptido designado INS estimul6 significativamente la actividad
enzimatica de la HIV-1 IN, incluso en ausencia del péptido Rev inhibidor. Sin desear estar ligado a ninguna teoria de
mecanismo de accidn, los resultados indican, sobre la base de los experimentos de un ciclo de infeccidn por virus
(Fig 8) que es la muerte celular debido a la estimulacion de la integracion del ADN viral. Péptidos INS e INr-1 y 2,
gue se han encontrado para ser permeable a las células, estimulan la integracion del VIH-1 de ADNc en el ADN
cromosomico del huésped. Basandose en los resultados obtenidos en los sistemas de ensayo in-vitro, y sin desear
estar ligado a ninguna teoria, es concebible que los efectos observados en células también el resultado de la
disociacién de un complejo putativo IN-Rev por estos péptidos. Ademas, debido probablemente a su capacidad para
estimular la integracion, los péptidos INS e INR-1 e INR-2 causan la muerte eventual selectiva Gnicamente de las
células infectadas por VIH-1. Concentraciones de péptidos que promueven la muerte celular no son téxicas para las
células no infectadas.

[0032] El INS y péptidos INr-1 y 2 matan selectivamente a células cultivadas VIH-1 infectadas, mientras que son
seguras para las células no infectadas, y por lo tanto se puede utilizar para eliminar especificamente y
selectivamente a las células infectadas por el virus. Una combinacién de estos péptidos junto con un inhibidor de la
proteasa VIH-especifica Ro 31-8959 causé erradicaciones completas de VIH-1 (medidas por la falta de secuencias
de virus integradas y no la produccién de virus) después de 12 dias de la administracion. Ademas, el INS y los
péptidos INrs se pueden utilizar como péptidos de plomo para obtener pequefias moléculas que especificamente y
selectivamente eliminan las células infectadas por VIH-1 y por lo tanto pueden servir como drogas anti-VIH-1.

[0033] Ademas, vectores de retrovirus, incluyendo los que llevan la integrasa del VIH estan siendo utilizados en la
transferencia de genes y la terapia génica. Dado que el INS y péptidos INr-1 y el INr-2 estimulan la actividad de la
integrasa enzimatica VIH-1 y, en consecuencia estimulan la integracion del ADN viral, que se pueden usar para
mejorar la transferencia de genes y la terapia génica cuando los vectores retrovirus, especialmente vectores VIH-1
derivados se utilizan.

[0034] EIl término "inhibidor de VIH-1 ", segun los inventores se refiere preferentemente a cualquier droga que
disminuye la infectividad del VIH por el mecanismo de integracion posterior (es decir, después de la entrada, la
transcripcion inversa y la integracién). Una lista no limitativa de inhibidores de la proteasa incluye: danuravir,
saquinavir, ritonavir, indinavir, nelfinavir, amprenavir, lopinavir, atazanavir, fosamprenavir, tipranavir. Un ejemplo
especifico es Ro 31-8959 (saquinavir).

[0035] ElI método para matar el VIH-1 en las células infectadas pueden estar en el cuerpo de un individuo y en ese
caso el "contactar" es la administracion al individuo de una cantidad terapéuticamente eficaz como se describe
anteriormente.

[0036] Hay que sefialar que el método descrito en este documento es principalmente activo contra las células que
contienen virus activos (infecciosos).

[0037] Las "células infectadas VIH-1 " se refieren a cualquier tipo de células, incluyendo, pero no limitandose a:
linfocitos, macrofagos, células dendriticas HeLa TZM-bl) etc.

[0038] El término "un péptido que comprende la secuencia de aminoacido s seleccionada del grupo que
consiste en: WTAVQMAVFIHNFKRK  (INS), WTHLEGKIILVAVHVA (INr-1) y WGSNFTSTTVKA (INr-2) o un
derivado de estas secuencias " se refiere al hecho de que la molécula puede contener dentro de la secuencia junta
con secuencias de aminoacidos adicionales o restos que no son aminoacidos (tales como acidos grasos). Los restos
adicionales o secuencias de aminoacidos pueden afiadirse a la secuencia para mejorar una de las siguientes: la
penetracion (en la célula), disminuir el aclaramiento, disminuir la degradacion, mejorar la biodistribucion, la
disponibilidad biol6gica y la actividad especifica.
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[0039] EI término "derivado " se refiere a una secuencia en la que se han suprimido uno o mas aminoacidos (de
regiones terminales o no terminales), sustituido (aminoacidos de origen natural, de origen no natural, en las
configuraciones D o L , en sustituciones conservadoras o no conservadoras), modificado quimicamente, afiadir (a
regiones no terminales), o a la secuencia en la que los enlaces de aminoacidos han sido modificados o sustituidos
guimicamente.

[0040] Tipicamente "al menos uno" o "uno 0 mas" se referirdn a uno a 6, mas preferiblemente de uno a cinco, uno a
cuatro, uno a tres, uno o dos o uno (delecién, adicién, sustitucién o modificacién quimica).

[0041] De acuerdo con los principios de la presente invencion, los compuestos y composiciones de la invencion son
utiles en indicaciones en las que la destruccion selectiva de células infectadas por virus son beneficiosas.

[0042] Como resultado de los grandes avances en la quimica organica y en la biologia molecular, muchos péptidos
bioactivos pueden ahora prepararse en cantidades suficientes para uso farmacolégico y clinico. Asi, en los Gltimos
afos se han establecido nuevos métodos para el tratamiento y diagndstico de enfermedades en las que se han
implicado péptidos. Sin embargo, el uso de péptidos como agentes terapéuticos y de diagndstico esta limitada por
los siguientes factores: a) la penetracion del tejido; b) baja estabilidad metabdlica hacia la proteolisis en el tracto
gastrointestinal y en el suero; c) la mala absorciéon después de la ingestion oral, en particular, debido a su alto peso
molecular o la falta de sistemas de transporte especificos 0 ambas cosas; d) la excrecién rapida a través del higado
y los rifiones; y e) los efectos secundarios no deseados en los sistemas de 6rganos no objetivos, ya que los
receptores de péptidos puede ser ampliamente distribuidos en el organismo. La presente invencién proporciona
péptidos bioactivos que superen las desventajas de péptidos como entidades terapéuticas por tener penetracion en
el tejido mejorado y orientar especificidad.

[0043] Los péptidos de la presente invencidn se sintetizan preferiblemente usando técnicas convencionales de
sintesis conocidas en la técnica, por ejemplo, mediante técnicas de sintesis quimica, incluyendo metodologias
peptidomiméticas. Estos métodos incluyen la sintesis exclusiva en fase sélida, métodos parciales sintesis en fase
sélida, condensacion de fragmentos, sintesis en solucién clasica. Procedimientos de sintesis de péptidos en fase
sélida son bien conocidos en la técnica y se describen ademas por John Morrow Stewart y Janis Dillaha Young,
Solid Phase Peptide Syntheses (22 Ed., Pierce Chemical Company, 1984). Un artesiano experto puede sintetizar
cualquiera de los péptidos de la presente invencion mediante el uso de un sintetizador de péptidos automatizados
usando quimica estandar como, por ejemplo, t-Boc o la quimica Fmoc. Los péptidos sintéticos se pueden purificar
por cromatografia preparativa de liquido de alto rendimiento (Creighton T. 1983), y la composicién de los cuales
puede ser confirmada a través de la secuenciacion de aminoacidos. Algunos de los péptidos de la invencion, que
incluyen sélo los aminoacidos naturales, ademas se pueden preparar utilizando técnicas de ADN recombinantes
conocidas en la técnica. La conjugacion de los restos peptidicos y de permeabilidad puede realizarse usando
cualquiera de los métodos conocidos en la técnica, ya sea por la quimica en fase soélida o en fase de solucién.
Algunos de los compuestos preferidos de la presente invencién convenientemente se pueden preparar usando
métodos de sintesis en fase de solucion. Otros métodos conocidos en la técnica para preparar compuestos como los
de la presente invencion se pueden utilizar y estan comprendidas en el alcance de la presente invencion. Los
péptidos sintéticos se caracterizan por espectrometria de masas, andlisis de aminoacidos, secuenciacion N-terminal
0 por cualquier otro método conocido en la técnica.

[0044] Versiones ciclicas de los péptidos se describen también en el presente documento. La ciclacion de péptidos
puede tener lugar por cualquier medio conocido en la técnica, por ejemplo a través de grupos de amino libre y
carboxilicos presentes en la secuencia del péptido, o a través de aminoacidos o restos adicionales para la ciclacion.
Los ejemplos no limitantes de tipos de ciclacion son: cadena lateral de la ciclacién de la cadena lateral, ciclacion
terminal de C a N, la cadena lateral de la ciclacion terminal, y cualquier tipo de ciclacién central incorporando al
menos un residuo de amino acido N*-w-sustituido como se describe por ejemplo en el documento WO 95/33765.

[0045] El resto de la permeabilidad de mejora de los conjugados puede estar conectado a cualquier posicion en el
resto peptidico, directamente o a través de un espaciador. La fraccion de células de permeabilidad se puede
conectar al extremo amino de la fraccién de péptido. El espaciador conectivo opcional puede ser de variadas
longitudes y conformaciones que comprenden cualquier quimica adecuada, incluyendo pero no limitAndose a amina,
amida, carbamato, tioéter, oxieter, enlace sulfonamida y similares. Los ejemplos no limitantes de tales espaciadores
incluyen aminoacidos, derivados de sulfona amida, derivados de amino tiol y derivados de alcohol amino.

Definiciones

[0046] Por conveniencia y claridad ciertos términos empleados en la especificacion, ejemplos y reclamaciones se
describen en este documento.

[0047] EI término "péptido”, tal como se usa aqui, se entiende para abarcar residuos de aminoacidos naturales, no
naturales y/o modificados, cada residuo se caracteriza por tener un grupo amino y un extremo carboxi, conectado
uno a otro por el péptido o enlaces no peptidicos. Los residuos de aminoacidos se representan a lo largo de la
memoria descriptiva y reclamaciones por cddigos de uno o de tres letras, como se conoce comunmente en la
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técnica. Los péptidos de la presente invencion se utilizan preferiblemente en una forma lineal, aunque se apreciara
que en los casos en que la ciclacion no interfiere gravemente con las caracteristicas de péptidos, formas ciclicas del
péptido también pueden ser utilizadas.

[0048] Los aminoacidos utilizados en esta invencién son los que estan disponibles comercialmente o estan
disponibles por procedimientos de sintesis de rutina. Ciertos residuos pueden requerir métodos especiales para su
incorporacion en el péptido, y, enfoques sintéticos secuenciales, divergentes o convergentes a la secuencia de
péptidos son Utiles en esta invencién. Aminoacidos naturales codificados y sus derivados se representan mediante
cédigos de tres letras de acuerdo con las convenciones de la IUPAC. Cuando no hay ninguna indicacién, se pueden
utilizar isémeros L o D.

[0049] Sustitucion conservadora de aminoacidos es conocida por los expertos en la técnica. Sustituciones
conservadoras de aminoacidos incluyen la sustitucion de un aminoacido con otro que tenga el mismo tipo de grupo
funcional o de la cadena lateral, por ejemplo, alifaticos, aromaticos, de carga positiva, con carga negativa. Estas
sustituciones pueden aumentar la biodisponibilidad oral, de afinidad a la proteina diana, la estabilidad metabdlica, la
penetracion en el sistema nervioso central, la orientacion a poblaciones de células especificas y similares. Un
experto reconocera que sustituciones individuales, deleciones o adiciones a un péptido, polipéptido, o secuencia de
proteina que altera, afiade o elimina un Unico aminoacido o un pequefio porcentaje de aminoacidos en la secuencia
codificada es una "variante modificada de forma conservadora”, donde la alteracion resulta en la sustitucion de un
aminoacido con un aminoacido quimicamente similar. Las tablas de sustitucion conservativa que proporcionan
aminoacidos funcionalmente similares son bien conocidas en la técnica.

[0050] Los siguientes seis grupos contienen cada uno aminoacidos que son sustituciones conservadoras el uno para
el otro.

[0051] También se divulgan sales de los péptidos, analogos y derivados quimicos de los péptidos que se divulgan
aqui.

[0052] Como se usa en este documento, el término "sales" se refiere tanto a sales o grupos carboxilicos y a sales de
adicion acida de grupos de amino o guanido de la molécula de péptido. Las sales de grupos carboxilo pueden
formarse por medios conocidos en la técnica e incluyen sales inorganicas, por ejemplo sodio, calcio, amonio, férricas
o de sales de zinc, y similares, y sales con bases organicas tales como sales formadas por ejemplo, con aminas
tales como trietanolamina, piperidina, procaina, y similares. Sales de adicién de acido incluyen, por ejemplo, sales
con acidos minerales tales como, por ejemplo, acido acético o acido oxalico. Las sales describen aqui también
componentes iénicos afiadidos a la solucién de péptido para mejorar la formacién y/o mineralizacién de los
minerales de calcio hidrogel.

[0053] Un "derivado”, como se usa aqui se refiere a péptidos que contienen uno 0 mas restos quimicos no
normalmente parte de la molécula de péptido tal como ésteres y amidas de grupos carboxi libres, derivados de acilo
y alquilo de los grupos amino libres, ésteres de fosfato y éteres de los grupos hidroxi libres. Tales modificaciones
pueden introducirse en la molécula haciendo reaccionar los residuos aminoacidos diana del péptido con un agente
derivatizante organico que es capaz de reaccionar con cadenas laterales seleccionadas o residuos terminales.
Derivados quimicos preferidos incluyen péptidos que han sido fosforilados, C-terminales amidados o acetilado N-
terminales. "Derivados” de los péptidos como se utiliza aqui cubren también los derivados que pueden prepararse a
partir de los grupos funcionales que aparecen como cadenas laterales en los residuos o el grupos N- o C-terminal,
por medios conocidos en la técnica, como el tiempo que permanezcan farmacéuticamente aceptables, es decir, que
no destruyan la actividad del péptido y no confieren propiedades tdxicas a las composiciones que los contienen.
Estos derivados pueden, por ejemplo, incluir ésteres alifaticos de los grupos carboxilo, amidas de los grupos
carboxilo producidas por reaccidon con amoniaco 0 con aminas primarias o secundarias, derivados de N-acilo de
grupos amino libres de los residuos de aminoacidos formados por reaccidon con acilo derivados de restos (por
ejemplo, alcanoilo o grupos aroilo carbociclicos) o o-acilo de grupo hidroxilo libre (por ejemplo el de los residuos
serilo o treonilo) formados por reaccién con restos acilo.

[0054] EI término "analogo de péptido” indica una molécula que tiene la secuencia de aminoacidos descrita en este
documento excepto por uno 0 mas cambios de aminoacidos o una o mas modificaciones/sustituciones de un enlace
amida. Los andlogos peptidicos incluyen sustituciones de aminoéacidos y/o adiciones con residuos de aminoacidos
naturales o no naturales, y modificaciones quimicas que no se producen en la naturaleza. Los analogos peptidicos
incluyen miméticos de péptidos. Un péptido mimético o "peptidomimético"” significa que un péptido es modificado de
tal manera que incluye al menos un residuo no codificado o un enlace no peptidico. Tales modificaciones incluyen,
por ejemplo, la alquilaciéon y la metilacion mas especifica de uno o mas residuos, insercién de o sustitucion de
aminoacido natural por aminoacidos no naturales, la sustitucion de un enlace amida con otro enlace covalente. Un
mimético de peptido puede comprender opcionalmente al menos un enlace que es un enlace amida de reemplazo
como enlace de urea, enlace de carbamato, enlace sulfonamida, enlace de hidrazina, o cualquier otro enlace
covalente. El disefio de "analogos" apropiadas puede ser asistido por ordenador. Analogos de péptidos adicionales
pueden comprender un péptido especifico o secuencia de analogo de péptido en un orden inverso, es decir, los
aminoéacidos se acoplan en la secuencia del péptido en un orden inverso a la orden de amino acidos que aparece en
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la proteina nativa o en un péptido o analogo especifico identificado como activo. Ya sea no péptido completamente o
parcialmente, los peptidomiméticos pueden proporcionar una disposicion espacial de los restos quimicos que se
parece mucho a la disposicién tridimensional de los grupos en el péptido en el que se basa el peptidomimético.
Como resultado de esta estructura del sitio activo-similar, el peptidomimético tiene efectos sobre sistemas
bioldgicos, que son similares a la actividad biol6gica del péptido.

[0055] Un residuo de aminoacido modificado es un resto de aminoacido en el que cualquier grupo o enlace se
modificé por delecién, adicidn, o sustitucién con un grupo o enlace diferente, siempre y cuando la funcionalidad del
resto de aminoacido es conservada o si ha sido funcionalmente cambiada (por ejemplo la sustitucién de tirosina con
fenilalanina sustituida), siempre que la modificacion no altera la actividad del péptido que contiene el residuo
modificado.

[0056] "Un conjugado peptidico" denota una molécula que comprende un VIH-1 en secuencia derivada a la que otro
resto, ya sea peptidico o no peptidico, se une covalentemente, directamente o mediante un enlazador.

[0057] EIl término "enlazador" denota un resto quimico cuyo propoésito es enlazar, covalentemente, un resto de
células de permeabilidad y un péptido o peptidomimético. El espaciador puede utilizarse para permitir distancia entre
el resto de la permeabilidad de mejora y el péptido, o0 es un enlace quimico de cualquier tipo. Enlazador significa un
enlace quimico directo o un espaciador.

[0058] "Permeabilidad" se refiere a la capacidad de un agente o sustancia de penetrar, impregnar, o difundirse a
través de una barrera, membrana, o una capa de piel. Una "permeabilidad celular" o un resto de "célula-penetracion”
se refiere a cualquier molécula conocida en la técnica que es capaz de facilitar o mejorar la penetracion de las
moléculas a través de membranas. Ejemplos no limitativos incluyen: restos hidréfobos tales como lipidos, acidos
grasos, esteroides y compuestos aromaticos o alifaticos voluminosos; restos que pueden tener los receptores o
transportadores de la membrana celular, como los esteroides, vitaminas y azUcares, aminoacidos naturales y no
naturales, péptidos del transportador, nanoparticulas y liposomas.

[0059] El resto hidrofobo puede comprender preferiblemente un resto lipidico o un resto aminoacido. Por ejemplo, el
resto hidréfobo se puede seleccionar de entre el grupo que consiste en: fosfolipidos, esteroides, esfingosinas,
ceramidas, octil-glicina, 2-ciclohexilalanina, benzolilfenilalanina, propionoilo (Cs); butanoilo (C4); pentanoilo (Cs);
caproil (Cg); heptanoil (C7); capriloilo (Cg); nonanail (Co); caprilo (Ci0); undecanoilo (Ci1); lauroilo (Ci2); tridecanoilo
(C13); miristoilo (C14); pentadecanoilo (Cis); palmitoilo (Cie); ftanoilo ((CHs) 4); heptadecanoilo (C17); estearoilo (Cis);
nonadecanoilo (Cig); araquidoilo (C2); heniecosanoilo (Cz1); behenoilo (Cs2); trucisanoilo (Caz3); y lignoceroilo (Caa);
en el que dicho resto hidroéfobo esta unido a dicho polipéptido quimérico con enlaces amida, sulfhidrilos, aminas,
alcoholes, grupos fendlicos, o enlaces carbono-carbono.

[0060] Otros ejemplos de fracciones lipidicas que pueden usarse: lipofectamina, transfectace, transfectam,
citofectina, DMRIE, DLRIE, GAP-DLRIE, DOTAP, DOPE, DMEAP, DODMP, DOPC, DDAB, DOSPA, EDLPC,
EDMPC, DPH, TMADPH , CTAB, lisil-PE, DC-Cho, colesterol alanil; DCGS, DPPES, DCPE, DMAP, DMPE, DOGS,
DOHME, DPEPC, Pluronic, Tween, BRIJ, plasmalégeno, fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina, glicerol-3-
etilfosfatidilcolina, propano-dimetil-amonio, propano trimetil amonio, propano dietilamonio, propano trietilamonio,
bromuro de dimetildioctadecilamonio, un esfingolipido, esfingomielina, un lisolipido, un glicolipido, un sulfatido, un
glicoesfingolipido, colesterol, ésteres de colesterol, sal colesterol, aceite, N-succinildioleoilfosfatidiletanolamina, 1,2-
dioleoil-sn-glicerol, 1,3-dipalmitoil-2-succinilglicerol, 1,2-dipalmitoil-sn-3-succinilglicerol, licerofosfatidiletanolamina 1-
hexadecil-2-palmitoilglicerofosfatidiletanolamina, palmitoilhomocistiena, N,N'-Bis (dodeciaminocarbonilmetileno)-
N,N"-bis ((-N,N,N- trimetilamonio etilaminocarbonilmetileno) tetrayoduro de etilendiamina; N, N 'bis (metileno
hexadecilaminocarbonilo)  -N,N',N"tetra((-N,N,N-trimetilamonio-etilaminocarbonilmetileno)-N'-  dietileno  triamina
hexaiodida amina; N , N-Bis (dodecilaminocarbonilmetileno) -N,N"-bis  ((-N,N,  N-trimetilamonio
etilaminocarbonilmetileno) citetrayoduro clohexileno-1,4-diamina; 1,7,7-tetra - ((-N,N,N,N-
tetrametilamoniometilamino-carbonilmetileno) -3-heptaiodida hexadecilaminocarbonilmetileno-1,3,7-triaazaheptana;
N,N,N',N'-tetra  ((N,N,N-etilaminocarbonilmetileno  trimetilamonio)  -N'(carbonilmetileno  1,2-dioleoilglicero-3-
fosfoetanolamino) dietilenetriamina tetrayoduro; dioleoilfosfatidiletanolamina, un acido graso, un lisolipido,
fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina, fosfatidilglicerol, fosfatidilinositol, un esfingolipido, un glicolipido,
un glucolipido, una sulfatida, un glicoesfingolipido, acido fosfatidico, acido palmitico, acido estearico, acido
araquidénico, acido oleico, un lipido que lleva un polimero, un lipido que lleva un sacarido sulfonado, colesterol,
hemisuccinato tocoferol, un lipido con un acido graso unido a éter, un lipido con un acido graso unido a éster, un
lipido polimerizado, fosfato de diacetilo, estearilamina, cardiolipina, un fosfolipido con un acido graso de 6-8 atomos
de carbono de longitud, con un fosfolipido de cadenas de acilo asimétricas, 6-(5-colesten-3b-iloxi)-1-tio-b-D-
galactopiranésido, digalactosildiglicérido, 6-(5-colesten-3b-iloxi)hexil-6-amino-6-desoxi-1-tio-b-D-galactopirandsido,
6-(5-colesten-3b-iloxi)hexil-6-amino-6-deoxil-1-tio-a-D-manopiranésido, 12-(((7'-dietil-amino-cumarina-3-
il)carbonil)metilamino)acido-octadecanoic; N-[12-(((7'-dietilaminocumarina-3-il)carbonil)metil-amino)octadecanoilo]-2-
acido aminopalmitico; colesteril)4'-trimetil-amonio) butanoato de metilo; N-succinildioleoil-fosfato fatidiletanolamina;
1,2-dioleoil-sn-glicerol; 1,2-dipalmitoil-sn-3-succinil-glicerol; 1,3-dipalmitoil-2-succinilglicerol, 1-hexadecil-2-
palmitoilglicero-fosfoetanolamina, y palmitoilhomocisteina.
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[0061] EIl término "vehiculo fisiolégicamente aceptable” o "diluyente" o "excipiente"” se refiere a un fluido acuoso o no
acuoso que es muy adecuado para preparaciones farmacéuticas. Ademas, el término "un portador o excipiente
farmacéuticamente aceptable" se refiere a al menos un vehiculo o excipiente e incluye mezclas de portadores o
excipientes. El término "terapéutico” se refiere a cualquier farmacéutico, farmaco o agente profilactico que se puede
usar en el tratamiento (incluyendo la prevencion, diagnoéstico, alivio o curacién) de una enfermedad, afliccion,
enfermedad o lesién en un paciente.

Farmacologia

[0062] Aparte de otras consideraciones, el hecho de que los nuevos ingredientes activos de la invencion son
péptidos, analogos de péptidos o peptidomiméticos, dicta que la formulaciéon sea adecuada para el suministro de
estos tipos de compuestos. Aunque en péptidos generales son menos adecuados para la administracién oral debido
a la susceptibilidad a la digestiéon por los acidos gastricos o las enzimas intestinales se estan utilizando nuevos
métodos, con el fin de disefiar y proporcionar analogos de peptidomiméticos biodisponibles metabdlicamente
estables y orales.

[0063] La composicién farmacéutica de esta invencion se puede administrar por cualquier medio adecuado, tal como
por via oral, por via topica, por via intranasal, subcutanea, intramuscular, intravenosa, intraarterial, intraarticulario,
intralesional o parenteral. Ordinariamente, se preferira intravenoso (i.v.), intraarticular, topico o parenteral.

[0064] Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion pueden fabricarse por procesos bien conocidos
en la técnica, por ejemplo, por medio de procesos convencionales de mezcla, disolucion, granulacion, trituracion,
pulverizacion, formacion de grageas, levigacion, emulsion, encapsulacion, atrapamiento o liofilizacion .

[0065] Las composiciones farmacéuticas para uso de acuerdo con la presente invencién pueden formularse de
manera convencional usando uno o mas vehiculos fisioldgicamente aceptables que comprenden excipientes y
auxiliares, que facilitan el procesamiento de los compuestos activos en preparaciones que se pueden usar
farmacéuticamente. La formulacion apropiada depende de la via de administracion elegida.

[0066] Las composiciones farmacéuticas, que pueden usarse por via oral, incluyen capsulas de ajuste suave hechas
de gelatina, asi como capsulas blandas, selladas hechas de gelatina y un plastificante, tal como glicerol o sorbitol.
Las capsulas de ajuste suave pueden contener los ingredientes activos mezclados con una carga tal como lactosa,
aglutinantes tales como almidones, lubricantes tales como talco o estearato de magnesio y, opcionalmente,
estabilizantes. En las capsulas blandas, los compuestos activos pueden disolverse o suspenderse en liquidos
adecuados, tales como aceites grasos, parafina liquida, o polietilenglicoles liquidos. Ademas, se pueden afadir
estabilizantes.

[0067] Para la inyeccion, los compuestos de la invencion pueden formularse en soluciones acuosas, preferiblemente
en tampones fisio I6gicamente compatibles tales como solucién de Hank, solucion de Ringer, o tampdn de solucién
salina fisiologica. Para la administracién transmucosal, los penetrantes apropiados a la barrera a permear se utilizan
en la formulacién. Tales penetrantes, por ejemplo polietilenglicol, son generalmente conocidos en la técnica.

[0068] Los nucleos de grageas se proporcionan con recubrimientos adecuados. Para este propdsito, las soluciones
de azlcar concentradas pueden usarse, que pueden contener opcionalmente goma arabe, talco, polivinilpirrolidona,
gel carbopol, polietilenglicol, diéxido de titanio, soluciones de laca y disolventes organicos o mezclas de disolventes
adecuados. Colorantes o pigmentos pueden afiadirse a los comprimidos o recubrimientos de las grageas para
identificacion o para caracterizar diferentes combinaciones de dosis de compuestos activos.

[0069] Para la administracién bucal, las composiciones pueden tomar la forma de comprimidos o pastillas
formuladas de manera convencional.

[0070] Para la administracion por inhalacion, las variantes para uso de acuerdo con la presente invencion se
presentan convenientemente en forma de una presentacion de pulverizaciéon de aerosol desde un envase
presurizado o un nebulizador con el uso de un propelente adecuado, por ejemplo, diclorodifluorometano,
triclorofluorometano , dicloro-tetrafluoroetano o diéxido de carbono. En el caso de un aerosol presurizado, la unidad
de dosificacion puede determinarse proporcionando una valvula para suministrar una cantidad medida. Las capsulas
y cartuchos de, por ejemplo, gelatina para uso en un inhalador o insuflador pueden formularse conteniendo una
mezcla en polvo del péptido y una base en polvo adecuada tal como lactosa o almidén.

[0071] Las composiciones farmacéuticas para administracién parenteral incluyen soluciones acuosas de los
ingredientes activos en forma soluble en agua. Adicionalmente, las suspensiones de los compuestos activos pueden
prepararse como suspensiones de inyeccion oleosas apropiadas. Portadores naturales o sintéticos adecuados son
bien conocidos en la técnica (Pillai et al., 2001). Opcionalmente, la suspension también puede contener
estabilizantes o agentes adecuados que aumentan la solubilidad de los compuestos, para permitir la preparacion de
soluciones muy concentradas. Alternativamente, el ingrediente activo puede estar en forma de polvo para
reconstitucion con un vehiculo adecuado, por ejemplo, agua estéril libre de pir6genos, antes de su uso.
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[0072] Los compuestos de la presente invencién también pueden formularse en composiciones rectales tales como
supositorios 0 enemas de retencién, usando, por ejemplo, bases de supositorio convencionales tales como manteca
de cacao u otros glicéridos.

[0073] Las composiciones farmacéuticas adecuadas para su uso en el contexto de la presente invencion incluyen
composiciones en las que los ingredientes activos estan contenidos en una cantidad eficaz para conseguir el
objetivo pretendido. Mas especificamente, una cantidad terapéuticamente eficaz significa una cantidad de un
compuesto eficaz para prevenir, aliviar 0 mejorar los sintomas de una enfermedad del sujeto que esta siendo
tratado. Determinacion de una cantidad terapéuticamente eficaz esta bien dentro de la capacidad de los expertos en
la técnica.

[0074] La toxicidad y la eficacia terapéutica de los péptidos descritos en la presente memoria se puede determinar
mediante procedimientos estandar farmacéuticos en cultivos celulares o animales experimentales, por ejemplo,
mediante la determinacion de la IC50 (la concentracion que proporciona una inhibicion del 50%) y la LD50 (dosis
letal que causa la muerte en 50% de los animales ensayados) para un compuesto sujeto. Los datos obtenidos de
estos ensayos de cultivo celular y estudios animales pueden usarse para formular un intervalo de dosificacion para
uso en humanos. La dosificacion puede variar dependiendo de la forma de dosificacion empleada y la via de
administracion utilizada. La formulacion exacta, la via de administracion y dosificacién pueden ser escogidas por el
médico individual en vista de la condicién del paciente.

[0075] Las dosis preferidas para la administracion de tales composiciones farmacéuticas varian de
aproximadamente 0,1 mg/kg a aproximadamente 20 mg/kg de peso. Preferiblemente, la cantidad del ingrediente
activo esta en el intervalo de aproximadamente 10 a 5000 mg/kg.

[0076] Dependiendo de la gravedad y capacidad de respuesta de la afeccion a tratar, la dosificacién puede ser
también una administracién Unica de una composicién de liberacion lenta, con el curso de tratamiento que dure
desde varios dias a varias semanas 0 hasta que la curacién se efectie o se alcance la disminucion de la
enfermedad. La cantidad de una composicion a administrar, por supuesto, dependera del sujeto a tratar, de la
gravedad de la afliccion, la manera de administracion, el juicio del médico que prescribe, y todos los otros factores
relevantes.

EJEMPLOS

[0077] Los siguientes ejemplos demuestran la actividad de los péptidos de la presente invencion en la estimulacion
de la actividad IN y la matanza selectiva de VIH-1 de las células infectadas.

Expresion y purificacion de proteinas

[0078] Expresion y purificacion de histidina de etiguetado Rev-GFP se realizaron como se ha descrito previamente
(Fineberg et al., 2003, Biochemistry 42, 2625-2633). El vector de expresiéon marcado con histidina ha sido un
generoso regalo del Dr. A. Engelman (Departamento de Inmunologia del cancer y el SIDA, Dana-Farber Cancer
Institute, Divisién de SIDA, la Escuela de Medicina de Harvard, Boston, Massachusetts, Estados Unidos de América)
y su expresioén y purificacién se realizaron esencialmente como se describe en Jenkins et al. (1996, J Biol Chem 271,
7712-7718).

Células cultivadas de mamiferos

[0079] Las células en monocapa adherente HeLa, HEK293T, y células HeLa MAGI (Derdeyn et al., 2000, J Virol 74,
8358-8367), que expresa el gen B-galactosidasa bajo la regulaciéon del elemento de respuesta de transactivacion
(Kimpton 1992, J Virol 66 , 2232-2239) fueron cultivadas en la Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM). Las
lineas celulares de linfocitos T Sup-T1 y H9 se cultivaron en medio RPMI 1640. Las células fueron proporcionadas
por el Programa de reactivos NIH, Division de SIDA, NIAID, NIH, EE.UU., y se incubaron a 37°C en una atmodsfera
de CO; al 5%. Todos los medios se complementaron con 10% (v/v) de suero fetal de ternera, 0,3 g/l de L-glutamina,
100 U/ml de penicilina y 100 U/ml de estreptomicina (Biological Industries, Beit Haemek, Israel).

Sintesis de péptidos, etiquetado y purificacion

[0080] Los péptidos se sintetizaron en un sintetizador de péptidos de Applied Biosystems (ABI) 433A. Para los
estudios de absorcion celular, los péptidos se marcaron con fluoresceina en su extremo N-terminal (Hayouka et al.,
2007, Proc Natl Acad Sci U S A 104, 8316-8321). Los péptidos también se marcaron con Trp en su extremo N-
terminal para la espectroscopia UV. La purificacién del péptido se realizé en un Gilson HPLC usando una columna
semi-preparativa C8 de fase inversa (ACE, tecnologias de cromatografia avanzada, EE.UU.) con un gradiente de 5%
a 60% de acetonitrilo en agua (ambos conteniendo 0,001% v/v de acido trifluoroacético). Concentraciones de
péptido se determinaron usando un espectrofotometro UV (Shimadzu Kyoto, Japdn) como se describe anteriormente
(Kohler, 1989, Plant Mol Biol 12, 189-199).
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Los virus

[0081] De tipo salvaje VIH-1 fue generado mediante transfeccion (Cullen BR, 1987, Methods Enzymol 152, 684-704)
de las células HEK293T con plasmido pSVC21 que contiene el ADN viral de VIH-1nxs2 de longitud completa (Ratner
et al., 1985, Nature 313, 277-284). Virus de tipo salvaje y Aenv/VSV-G (Gummuluru et al., 2000, J Virol 74, 10882-
10891) se cosecharon a partir de células HEK293T 48 y 72 h después de la transfecciéon con pSVC21 Aenv. Los
virus se almacenaron a -75°C.

Ensayos de unién basados en ELISA

[0082] La unién proteina-péptido se estimé usando un ensayo de unién basado en ELISA tal como se describe
anteriormente (Rosenbluh et al., 2006, Anal Biochem 352, 157-168). Brevemente, placas Maxisorp (Nunc) se
incubaron a temperatura ambiente durante 2 h con 200 ml de 10 mg de péptido sintético / ml en tampdn carbonato.
Después de la incubacion, se elimind la solucion, se lavaron las placas tres veces con PBS, y 200 ml de 10% de
BSA en PBS (w/v) se afadié durante 2 h a temperatura ambiente. Después del segundo lavado con PBS, Rev-GFP,
GFP solo o conjugado con biotina-BSA-péptido (disuelto en PBS que contiene 10% de BSA para dar las
concentraciones apropiadas), se afiadieron de una incubacion adicional durante 1 h a temperatura ambiente.
Después de tres lavados con PBS, la concentracion de moléculas de biotinilado unido se estimé después de la
adicion de peroxidasa de estreptavidina de rabano picante (HRP) conjugada (Sigma), como se describe
anteriormente (Melchior et al., 1993, J Cell Biol 123, 1649-1659). La concentracion de moléculas de proteina unida
se calcula después de la adicion de anticuerpo de ratén anti-GFP (Santa Cruz) que después se interactu6 con
anticuerpo de conejo anti-IlgG de ratén conjugado con HRP. La actividad enzimatica de HRP se estimé mediante el
control de la densidad 6ptica del producto (OD) a 490 nm usando un lector de placas de ELISA (Tecan Sunrise).
Cada medicién se realiz6 al menos por duplicado.

Determinacion de la actividad de integrasa

[0083] El ensayo de actividad enzimatica IN se realizé usando un sistema de ensayo descrito anteriormente (Craigie
et al., 1991, Nucleic Acids Res 19, 2729-2734, Hwang et al., 2000, Nucleic Acids Res 28, 4884 hasta 4892).
Brevemente, el sustrato de oligonucleétido consistia en un oligo (5
ACTGCTAGAGATTTTCCACACTGACTAAAAGGGTC-3') marcado con biotina en el extremo 3'y el otro oligo (5'-
GACCCTTTTAGTCAGTGTGGAAAATCTCTAGCAGT-3") marcado con digoxigenina en el extremo 5'. Cuando se
estudié la inhibicién, la IN se preincub6 con el péptido o proteina para 15 min antes de la adicién del sustrato de
ADN. La reaccién entera se siguié mediante ensayo de inmunoabsorcion sobre placas recubiertas con avidina como
se describié previamente (Rosenbluh et al., 2007, J Biol Chem 282, 15743 a 15753).

Experimentos de penetracion de células

[0084] Los péptidos marcados con fluoresceina a una concentracion final de 10 uM en PBS se incubaron con células
HelLa durante 1 hora a 37°C. Después de tres lavados en PBS, las células se visualizaron mediante una microscopia
confocal como se describe previamente (Rosenbluh et al., 2007, J Biol Chem 282, 15743 a 15753).

Efecto de los péptidos sobre la viabilidad celular u tilizando el ensayo MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo  )-2,5-
difeniltetrazolio)

[0085] Después de la incubacion de las células con los péptidos indicados, se retird el medio y las células se
incubaron adicionalmente en solucion de Earl que contenia 0,3 mg/ml de MTT durante 1 h. Posteriormente, la
solucién se retird y las células se disolvieron en 100 pl de DMSO durante 10 min a temperatura ambiente. Las
células con DMSO solubilizado se transfirieron a una placa de 96 pocillos ELISA y los valores de OD se controlaron
a una longitud de onda de 570 nm.

Titracion VIH-1 por activacion multinuclear de un e nsayo de indicador de galactosidasa (MAGI)

[0086] Valoracion cuantitativa del VIH-1 se llevo a cabo utilizando el ensayo de MAGI, como se describe por
Kimpton y Emerman (J Virol 1992, 66, 2232-2239). Brevemente, se cultivaron células TZM-bl en placas de 96
pocillos a 1 x 10* células por pocillo y después de 12 h de incubacion a 37°C, se afiadieron péptidos; después de 2 h
adicionales de incubacion, las células se infectaron con 50 pl de virus diluido en serie (VIH-1 Aenv/vSV-G o de tipo
salvaje del VIH-1 que se obtuvo de linfocitos infectados cada 2 dias) como se describe (Kimpton 1992, J Virol 66,
2232-2239). Dos dias después de la infeccion (PI), las células cultivadas se fijaron y se estimé B-galactosidasa como
se describe anteriormente. Células azules fueron contadas bajo un microscopio 6ptico con un aumento de 200X.

Infeccién de células de linfocitos cultivados con VI H-1
[0087] Linfocitos cultivados (1 x 105) se centrifugaron durante 5 min a 2000 rpm y después de la eliminacién del

sobrenadante, las células se resuspendieron en 0,2 a 0,5 ml de medio RPMI 1640 que contiene el virus a una
multiplicidad de infeccion (MOI) de 0,01, 0.1 y 5. Después de la absorcién durante 2 horas a 37°C, las células se
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lavaron para eliminar el virus no unido y después se incubaron a la misma temperatura durante un periodo adicional
de 1 a 8 dias.

Estimacion cuantitativa de la infeccion por VIH-1 med iante la determinacion de p24 extracelular

[0088] Las células linfoides se incubaron con los péptidos indicados durante 2 h y después de la infeccién con VIH-1
de tipo silvestre a una MOI de 0,01 (como se describié anteriormente), las células se incubaron durante 8 dias, o 48
h a una MOI de 1. La cantidad de proteina p24 se estim6 en el medio de células cada 2 dias exactamente como se
describe anteriormente.

Andlisis de PCR de los genes virales tempranos

[0089] Las células Sup-T1 fueron incubadas con 12,5 uM de péptidos o con azidotimidina 2 uM (AZT) durante 2 h'y
después se infectaron con VIH-1 virus Aenv/VSV-G a una MOI de 2 y se incubaron adicionalmente durante 6 h. El
Gag viral o secuencias de ADN Nef fueron amplificadas utilizando cebadores especificos: cebadores Gag-
especificas, 5-AGTGGGGGGACATCAAGCAGCCATG-3' y 5-TGCTATGTCAGTTCCCCTTGGTTCTC-3, y los
cebadores Nef-especificos, 5-CCTGGCTAGAAGCACAAGAG-3' y b5-CTTGTAGCAAGCTCGATGTC-3'. Los
fragmentos se amplificaron a partir de 10 ng de ADN total de células en una mezcla de reaccion de 25 pl que
contiene tampoén 1X PCR, 3,5 mM MgCl,, 200 uM dNTPs, cebadores 300 nM, y 0,025 unidades/ul de polimerasa
Tag. Las condiciones de PCR fueron las siguientes: una etapa de activacion desnaturalizacion del ADN vy la
polimerasa de 5 min a 95°C y luego 29 ciclos de amplificacion (95°C durante 45 s, 60°C durante 30 s, 72°C durante
45 s).

El andlisis cuantitativo de los nimeros de copias de VIH-1 ADN integrado en el genoma celular

[0090] La reaccion de integracion se estimd esencialmente como se describe anteriormente (Rosenbluh et al., 2007,
J Biol Chem 282, 15.743-15.753). En pocas palabras, después de la incubaciéon de los péptidos indicados con
células H9 o Sup-T1 para 2 h, las células fueron infectadas con un virus VIH-1 Aenv/vSV-G a una MOI de 5 (como
se describe anteriormente) durante 24 h o con VIH-1 de tipo silvestre a una MOI de 0,01 durante 8 dias. Secuencias
integradas de VIH-1 fueron amplificadas por dos pasos de replicacién de PCR utilizando el VIH-1 de cebador LTR-
especifico (LTR-TAG-F 5-ATGCCACGTAAGCGAAACTCTGGCTAACTAGGGAACCCACTG-3) y los cebadores de
orientacion Alu (primero-Alu-F 5'-AGCCTCCCGAGTAGCTGGGA-3' y primero-Alu-R 5'-
TTACAGGCATGAGCCACCG-3) (Yamamoto et al.,, 2006, Virus Genes 32, 105-113). Fragmentos Alu-LTR se
amplificaron a partir de 10 ng de ADN total de células en una mezcla de reaccion de 25 pl que contiene tampén de
PCR 1X, 3,5 mM MgClz, 200 uM dNTPs, cebadores 300 nM, y 0,025 unidades/ml de polimerasa Taq. La primera
ronda de las condiciones del ciclo de PCR fueron como sigue: una etapa de activacion de desnaturalizacion del ADN
y la polimerasa de 10 min a 95°C y luego 12 ciclos de amplificacion (95°C durante 15 s, 60°C durante 30 s, 72°C
durante 5 minutos).

[0091] Durante la PCR de segunda ronda, el producto de primera ronda de PCR se podria amplificar
especificamente utilizando el cebador especifico tag (tag-F-5-ATGCCACGTAAGCGAAACTC-3') y el cebador LTR
(LTR-R 5-AGGCAAGCTTTATTGAGGCTTAAG-3') disefiado por PrimerExpress (Applied Biosystems) utilizando la
configuracion predeterminada. La PCR de la segunda ronda se realizé en 1/25a del producto de primera ronda de
PCR en una mezcla que contiene 300 nM de cada cebador, 12,5 pl de 2X SYBR mezcla master Green (Applied
Biosystems) en un volumen final de 25 pl, se ejecutan en un ABI PRIZM 7700 (Applied Biosystems). Los ciclos de
PCR de la segunda ronda se inici6 con la desnaturalizacion del ADN y una etapa de activacion de la polimerasa
(95°C durante 10 min), seguido de 40 ciclos de amplificacion (95°C durante 15 s, 60°C durante 60 s).

[0092] Para la generacién de una curva de calibracién estandar, el plasmido SVC21 que contiene el ADN viral de
VIH-14xg2 de longitud completa se usé como plantilla. En la primera ronda de PCR se utilizaron los cebadores LTR-
TAG-F y LTR-R de PCR y de la segunda ronda se llevd a cabo utilizando los cebadores tag-F y LTR-R. La curva
lineal estandar estaba en el intervalo de 5 ng a 0,25 fg (R = 0,99). Las muestras de ADN se analizaron con
cuadrupedos de cada muestra. Los equivalentes de células en el ADN de la muestra se calcularon sobre la base de
la amplificacién del gen 18S por PCR en tiempo real como se describe en (Field et al, 2002, Biochem J 368, 855-
864).

[0093] Todos los resultados descritos en los ejemplos son los promedios de al menos tres determinaciones, donde
la desviacion estandar nunca excedié +20%.

Ejemplo 1 : Seleccion de péptidos derivados-IN

[0094] La seleccién de secuencias de péptidos que interactian con la proteina Rev, péptidos derivados de Rev, y el
mismo fue hecho por el cribado de una biblioteca de péptidos IN (Investigacion NIH SIDA y Programa de Reactivos
de Referencia, Division de SIDA, NIAID, NIH: VIH-1 Consenso B Pol (15-mer) péptidos - Juego completo de DAIDS,
NIAID), utilizando un sistema de ensayo basado en ELISA. Tres péptidos derivados IN (INS, INr-1, INr-2), fueron
identificados que especificamente interactuaron con la proteina Rev etiquetada con la proteina fluorescente verde
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(Rev-GFP). Uno de los péptidos identificados (INS) se encontr6 también para interactuar con la proteina IN si
misma. La secuencia de aminoacidos y los patrones de unién de los péptidos identificados se muestran en la Tabla
1y en la Fig 1A. Los resultados en la Fig 1B muestran que la adicion de péptidos INS o INrs para el complejo
formado entre IN y Rev-GFP induce la liberacion de la cota Rev-GFP. Esta observacion confirmé ademas que la
secuencia de los péptidos de INS y INrs dentro de la proteina en mediar la interaccién con la proteina Rev. El
péptido de INS interactuado con péptidos Rev 13-23 y 53-67 Rev, mientras INr-1 y el INr-2 interactuaron con los
péptidos Rev 53-67 y 13-23 Rev respectivamente (Fig ID y Tabla 1). Como se muestra en la figura ID, INr-1
interactuaba con el péptido Rev 53-67, pero no con el péptido 13-23 Rev, mientras INr-2 interactué con Rev 13-23,
pero no con Rev 53-67, lo que indica la especificidad de la interaccion. Esto se dedujo a partir de experimentos que
muestran que biotinilado-BSA-Rev 13-23 0 53-67 Rev conjugados eran capaces de interactuar con placas revestidas
con péptidos del INS o INr (Fig 1C y 1D). No se observé union con el control de biotina-BSA sola (Fig 1C y 1D), lo
que indica la unién especifica al péptido de INS.

[0095] Figura 1: 1A - Rev-GFP o GFP sola se incubaron en placas de ELISA recubiertas con cualquiera INr-1 (¢, O,

respectivamente), INr-2 (1, LI, respectivamente) o INS (A, A, respectivamente) y se determiné como se ha descrito
anteriormente. 1B - la proteina IN estaba obligado primero a la placa de ELISA y después se incub6 con Rev-GFP
para obtener un complejo Rev-IN. A continuacién, el complejo se incubd con uno de los péptidos o el péptido INR
INS en el designado Rev-GFP: relacién de péptido. A continuacion, los pocillos se lavaron y la cantidad de limite
Rev-GFP se determiné por ratén de anticuerpo anti-GFP y el anticuerpo conjugado con HRP anti-ratén de conejo
secundario. 1C - Rev 13-23 y Rev 53-67 (conjugado con biotina-BSA) (A, A, respectivamente) se incubaron en
placas de ELISA recubiertas con el INS y la unién se calcul6 como se describe en Materiales y Métodos. 1D - Rev
13-23 y Rev 53-67 (conjugado con biotina-BSA) se incubaron en placas de ELISA recubiertas con cualquiera de INr-
1 (0, #, respectivamente) o INr-2 (L1, /,, respectivamente) y la unidon se estimé como se describe anteriormente.
Todas las demas condiciones experimentales fueron como se describe previamente (Armon-Omer et al., 2008, J Mol
Biol 376, 971-982) y por encima.

Tabla 1:
Nombre | Secuencia SEQ ID NO. Residuos IN Enlace
INS WTAVQMAVFIHNFKRK | 6 W (174-188) IN
Rev-GFP
Rev 13-23
Rev 53-67
INr-1 WTHLEGKIILVAVHVA 7 W (66-80) Rev-GFP
Rev 53-67
INr-2 WGSNFTSTTVKA 5 W (118-128) Rev-GFP
Rev 13-23

Ejemplo 2: Abrogacion especifica del efecto inhibido r de la proteina Rev y péptidos derivados Rev en la
actividad enzimatica IN, por los péptidos del INS y INrs

[0096] Los resultados representados en la figura 2A muestran claramente que la actividad enzimatica IN es inhibida
por Rev-GFP (GFP designa la proteina fluorescente verde usada para marcar la proteina/péptido) debido a la
interaccion especifica con la proteina Rev en si y no con el GFP (Fig 2A). En una relacion Rev-GFP:IN (mol/mol) de
aproximadamente 100, ya se observo aproximadamente una inhibicion del 30%, llegando a la inhibicion de 70% en
una proporcion de 400 (Fig 2A). Curiosamente, los péptidos del INS y INrs abrogaron las actividades inhibidoras de
Rev-GFP (Figura 2B y C). Los resultados en la figura 3 confirman los resultados previamente descritos (Rosenbluh
et al., 2007, J Biol Chem 282, 15743-15753) que muestran que los péptidos derivados de Rev (Rev 13-23 y Rev 53-
67 bloguearon la actividad enzimatica, alcanzando inhibicion de 60 a 70% en una relacion péptido:IN (mol/mol) de
alrededor de 150 (Fig 3) es también evidente que los péptidos de INS y INrs fueron capaces de anular el efecto
inhibidor de los péptidos Rev derivados sobre la actividad de la integrasa. La actividad de integrasa fue
completamente restaurado en presencia del péptido de INS en una relacion molar de Rev: INS péptido de 1:5 e
incluso estimular la actividad IN en una relacién molar de 1:10 (Fig 3A). Como se esperaba de su especificidad de
interaccion (véase la Tabla 1) INr-1 abrog6 el efecto inhibitorio del péptido Rev 53-67 mientras INr-2 ejercié por el
péptido Rev 13-23 y restauré completamente la actividad de la integrasa en una relacion molar de 1:10 (Fig 3By C).
Esto parece ser debido a la capacidad del INS para interactuar especificamente con Rev-GFP y los péptidos
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derivados de Rev, puesto que la incubacién con un péptido codificado no restauré la actividad de la integrasa (Fig.
2By C).

[0097] Figura 2 (A) Rev-GFP (verde oscuro) o GFP (turquesa) se incubaron en diferentes relaciones molares con IN
(390 nM) y la actividad enziméatica fue determinada como se describe anteriormente. (B) Rev-GFP se preincub6 con
el péptido INS indicado en una relacion molar de 5:1 (péptido: Rev-GFP) y se afiadié la mezcla resultante a una
solucion que contiene IN para dar una relacién molar de 1:200 y 1:400 (IN:Rev-GFP). Después de un periodo de
incubacién, la actividad IN se estimé como se describe anteriormente. (C) Igual que (B), pero con los péptidos INrs.

[0098] Figura 3 A-C IN (390 nM) se incub6 con 50 mM de los péptidos derivados de Rev (1:300 IN:péptido derivado
de Rev, Rev13-23 0 Rev 53-67) y después se afiadio el péptido de INS en diferentes relaciones molares que van
desde 10:1 a 1:10 (péptido Rev:péptido INS) (A) IN (390 nM) se incubd con 50 uM de los péptidos derivados de Rev
(1:300 IN:péptido derivado de Rev), (Rev 13-23 (B) y Rev 53-67 (C)) y después se afiadieron los péptidos INr en
diferentes relaciones molares que van desde 10:1 a 1:10 (péptido Rev: péptido INr).

Ejemplo 3: Péptidos INS y INRS son permeables a las cél ulas y estimulan la produccion de virus y la
integracion del genoma del VIH-1 en células cultivad  as.

[0099] Es evidente a partir de los resultados mostrados en la figura 4A que los péptidos del INS y INrs son péptidos
permeables a las células. Los resultados demuestran ademas que otro péptido que tiene la secuencia de
RCWLQMWQESFDLVAMLGDT (SEQ ID NO:8), designado IN-3 (Armon-Omer et al, 2008, J. Mol Biol 376, 971-
982.), de aproximadamente el mismo tamafio, fallaron a la hora de penetrar en las células HelLa cultivadas indican
claramente la integridad de las membranas plasmaticas de las células, asi como su viabilidad (véase también la
figura 4B y C). No se observé ningun efecto téxico cuando se incubaron estos tres péptidos, hasta aproximadamente
62 uM, ya sea con células HeLa TZM-bl (Fig 4B) o linfocitos de células T H9 (Fig 4C).

[0100] La estimulacion de integracién de virus por los péptidos INS y INrs se observd cuando se ensayd por la
aparicion del antigeno p24 viral en células cultivadas H9 y Sup-T1 (Fig 5A y B). La misma estimulacion también se
observo cuando la eficiencia de la infeccion se determind mediante la aparicion de particulas virales infecciosas
(Figs 5Cy D).

[0101] Se observd estimulacion del proceso de integracion por los péptidos del INS y INrs cuando se estimé la
insercidn del ADN viral en el huésped ADN directamente 24 horas después de la infecciéon (Pl). Como puede verse
en la Fig 6, se obtuvo una estimulacion de integracion por célula de ca. 2 a 5 veces después de un solo ciclo de
infeccion viral con el INS (Fig 6A) y con INrs (Fig 6B).

[0102] Figura 4 (A) Péptidos marcados con fluoresceina (10 uM) de INr-1, INr-2, INS o IN-3, péptido no permeable
se incubaron durante 2 horas a 37°C con células HelLa. Después, las células se lavaron tres veces con PBS y se
visualizaron mediante un microscopio confocal. (B) Toxicidad celular como se determindé mediante el ensayo de
MTT, se encontré que los péptidos INS y INrs no eran toxicos en las concentraciones medidas en células TZM-bl
HelLa. (C) igual a (B), pero en linfocitos H9.

[0103] Figura5 A-D La INRS o INS (12,5 uM) se incubaron con células H9 (A y C) y las células de linfocitos Sup-T1
(B y D) que fueron infectadas con VIH-1 como se describe anteriormente. La cantidad de P24 viral (Ay B) y el titulo
de virus (C y D) se determinaron cada 2 dias por ensayo de ELISA y MAGI (Kimpton 1992, J Virol 66, 2232-2239),
respectivamente. La concentracién de la azidotimidina (AZT) usada fue de 2 uM.

[0104] Figura 6 (A) Células H9 T-linfoides se incubaron con el péptido de INS en las concentraciones designadas o
AZT (2 uM) y después de la infeccion por VIH-1, el ADN/célula viral integrada se evalué mediante PCR en tiempo
real después de un solo ciclo de infecciéon a una MOI de 0,5 a 5 de Aenv/VSV-G HIV-1. (B) Células H9 T-linfoides se
incubaron con los péptidos indicados (12,5 um) o AZT (2 uM) y después de la infeccién por VIH-1, el ADN/célula viral
integrada se evalu6 mediante PCR a tiempo real después de un solo ciclo de infeccion a una MOI de 5 de
Aenv/vSV-G HIV-1.

Ejemplo 4: Promocion de la muerte celular selectiva p  or los péptidos del INS y INrs en las células infect  adas
por virus, pero no en las células de control no inf ectadas

[0105] Los resultados en la Fig 7 muestran que el péptido de INS induce la lisis, es decir, la muerte celular, de
células infectadas por virus pero no de las células no infectadas de control. Como puede verse, sélo alrededor del
20-30% y aproximadamente el 100% de células Hela infectadas y no infectadas viables intactas respectivamente
guedaron después de la incubacién con 12,5 pM del péptido INS. Es mas, al determinar la cantidad de muerte
celular después de un ciclo de infeccion claramente se ve que el INS y/o INrs 62,5 a 150 uM inducen la muerte
solamente de las células de linfocitos infectados. Este efecto se incrementa cuando una mezcla de los péptidos se
afnadio a las células como se muestra en la Fig 8. Puesto que se utilizé un ciclo de infeccidon no hay produccion de
nuevos virus, por lo tanto, la muerte de las células es debida a la integracion mdltiple inducida por la INS y los
péptidos INRS. Estos resultados muestran claramente que el INS y los péptidos INRS causan la muerte selectiva de
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las células infectadas por el virus por lo tanto puede servir como un péptido lider para obtener moléculas pequefias
que eliminaran selectivamente las células infectadas por virus y por lo tanto funcionan como medicamento contra el
VIH.

[0106] Figura 7 Porcentaje de células Hela infectadas y no infectadas viables normalizadas cada dos dias al
namero de células en la muestra de células no tratadas no infectadas. Las células fueron infectadas con WT VIH-1 a
una MOI de 0,01 y se afiadieron las células tratadas 12,5 uM de INS.

[0107] Figura 8 Células fueron tratadas con péptidos INS o INrs o una mezcla de los tres péptidos en la
concentracion designada a continuacion, las células se infectaron con MOI 10 de AENV/VSV-G de VIH-1 que
promueve un solo ciclo de infeccion. La prueba MTT se llevé a cabo después de la infecciéon 48 h, y los valores se
normalizaron a células no tratadas no infectadas.

Ejemplo 5: Una combinacion de péptidos INrs +INS y el inhibidor de proteasa de VIH-1 especifica Ro 31-895 9
erradica el VIH -1

[0108] Los resultados en la Fig 9 muestran que cuando los linfocitos H9 fueron tratados con una combinacién de INr-
1, INr-2 y el INS y el inhibidor de proteasa de VIH-1 Ro 31 a 8.959, no se detecté ningun rastro de integracion de
virus o produccién de virus después de 12 dias. Parece que esta combinacion da lugar a una completa erradicacion
del virus.

[0109] Figura 9 células H9 fueron tratadas por el compuesto indicado (péptidos a 100 UM cada uno, el AZT a 2 uM o
R031-8959 a 1 uM. Cdctel representa una mezcla o INS, INrs y Ro31-8959) e infectada con MOI de 0,1 en peso de
VIH-1. Se estimaron cada 2 dias la cantidad de particulas de virus infecciosas (A) y la cantidad de eventos de
integracion por célula (B) como se describe anteriormente.
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LISTADD DE SECUENCIA

<110 Yissum Research Development Company, de la Universidad
Hebrea de Jerusalen

<120> PEPTIDOS Y COMPOSICIONES DERIVADOS DE VIH-1 INTEGRASA,
<130> YISSUM/O71 PCT

<150= US PROV 61/103036
<151= 2008-10-06

<160= B8
<170> PatentIn version 3.5

<210> 1

<211 17

<212 PRT

«213» Secuencia artificial

<220>
«<223» Péptido sintético

<400 1

His Leu Lys Thr aAla val GIln Met Ala val Phe Ile His Asn Phe Lys
1 5 10 15
Arg

<210 2

«21l= 11

<212> PRT

«213> Secuencia artificial

<220> e o
«223> Péptido sintético

<400= 2

Gly Ser asn Phe Thr Ser Thr Thr val Lys ala
1 3 10

<210 3

<211= 15

212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220
«223> Peptido sintético

<cd(0> 3

Thr ala val Gin Met ala val Phe Ile His asn Phe Lys Arg Lys
1 5 10 1:

<210= 4
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5
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<00
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5

Irp Gly Ser Asn ;he Thr ser Thr Thr §E1 Lys Ala

<210
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212>
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<220=
<223>

<400k
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<223»

<400
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1 5 10 15
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<211
212>
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<2 20>
<223

6

16
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Secuencia artificial
Péptido sintético

6

7
16
PRT

Secuencia artificial
Péptido sintético

7

g

20

PRT
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Reivindicaciones

1. Un péptido constituido por la secuencia WGSNFTSTTVKA (SEQ ID NO: 5), WTAVQMAVFIHNFKRK (SEQ ID NO:
6), 0 WTHLEGKIILVAVHVA (SEQ ID NO: 7).

2. El péptido de acuerdo con la reclamacion 1 que consiste en la secuencia de WGSNFTSTTVKA (SEQ ID NO: 5).

3. Una composicion farmacéutica que comprende el péptido de la reclamacién 1.

4. Una composicion farmacéutica que comprende los tres péptidos que consisten en la secuencias de
WGSNFTSTTVKA (SEQ ID NO: 5), WTAVQMAVFIHNFKRK (SEQ ID NO: 6), y WTHLEGKIILVAVHVA (SEQ ID NO:
7).

5. Una composicién farmacéutica que comprende al menos un péptido seleccionado del grupo que consiste en los
péptidos que consisten en la secuencias de WGSNFTSTTVKA (SEQ ID NO: 5), WTAVQMAVFIHNFKRK (SEQ 1D
NO: 6), y WTHLEGKIILVAVHVA (SEQ ID NO: 7) para utilizar en el tratamiento de una infeccién por VIH-1.

6. La composicién farmacéutica para uso de acuerdo con la reclamacion 5 que comprende los tres péptidos como se
define en la reclamacion 5.

7. La composicién farmacéutica para uso de acuerdo con una cualquiera de las reclamaciones 5 6 6, que comprende
ademas un agente anti VIH-1.

8. La composicién farmacéutica para uso de acuerdo con la reclamacién 7, en el que el anticuerpo anti VIH-1 agente
es un inhibidor de la proteasa o un inhibidor de la transcriptasa inversa (RT).

9. La composicidn farmacéutica para uso de acuerdo con la reclamacién 7, en el que el agente anti VIH-1 se

selecciona del grupo que consiste en: atazanavir (ATV), amprenavir, fosamprenavir (APV), tipranavir (TPV),
indinavir, Ro 31-8959 (Saquinavir), lopinavir / ritonavir, prezista, nelfinavir (NFV), y azidotimidina (AZT).
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Figura 2C
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Figura 34
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Figura SA
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